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RESUMO

O género Philodendron, um dos principais componentes da flora Neotropical, é o segundo
maior da familia Araceae, contando com aproximadamente 500 espécies e uma enorme
diversidade ecoldgica. Assim como Varios outros grupos vegetais da Ameérica tropical, ainda h
uma grande defasagem de estudos para o género, principalmente no que concerne a sistematica
filogenética e a evolucdo cariotipica das espécies de Philodendron. Desta forma, foram
realizadas andlises de filogenia molecular baseadas em marcadores plastidiais (rpl32-trnL,
trnQ-5’-rpsl6 e trnV-ndhC) e nucleares (ITS), bem como contagens cromossomicas e
estimativas do conte(do de DNA, levando em consideragdo espécies das principais subdivisdes
do género e dos grupos irmdos. Ao todo, foram realizadas contagens cromossdémicas para 48
espécies, sendo 38 novas, assim como uma revisao de todos os nimeros diploides disponiveis,
totalizando 69 espécies, onde a maioria (32 spp.) apresentou 2n = 32, seguido de 2n = 34 (20
spp.). Nas andlises filogenéticas foi confirmada a hipdtese de parentesco dos subgéneros de
Philodendron, onde P. subg. Philodendron e P. subg. Pteromischum apareceram como grupos
irmdos e P. subg. Meconostigma como a primeira linhagem a divergir, com os trés formando
um grupo monofilético. Adicionalmente, foram realizadas estimativas de conteldo de DNA
para 163 acessos, incluindo 108 espécies de Philodendron, bem como 17 espécies de grupos
relacionados, onde foi observada uma grande diversidade no tamanho gendmico no género,
variando entre 2,48 e 7,58 pg, indicando uma maior importancia da amplificacao/eliminacao de
DNA repetitivo para a evolucdo cariotipica do grupo, em vez das alteracGes drasticas nos

nameros cromossémicos, como poliploidizacdes.

Palavras-chave: citotaxonomia, clado Homalomena, filogenia molecular, conteido de DNA



ABSTRACT

Philodendron, one of the most important components of the Neotropical flora, is the second
largest genus within Araceae, which presents approximately 500 species and a huge ecologic
diversity. As well as it is observed for other plant groups from tropical America, one can still
note a remarkable lack of studies on the evolution of the genus, mainly regarding to
phylogenetic systematics and karyotype evolution analyses among Philodendron species. Thus,
a molecular phylogeny based on chloroplast (rpl32-trnL, trnQ-5’-rpsl16 e trnV-ndhC) and
nuclear (ITS) markers, as well as chromosome counts and DNA C-value estimations were
performed, with species from the main subdivisions within the genus and sister groups. Forty-
eight chromosome numbers were described herein, from which 38 were new. Besides, all the
available diploid numbers were revised, totalizing 69 species with known chromosome
numbers, from which the major part (32 spp.) presented 2n = 32, followed by 2n = 34 (20 spp.).
In the phylogenetic analyses, the morphological hypothesis of relationship among the
subgenera was confirmed, in which P. subg. Philodendron and P. subg. Pteromischum were
recovered as sister groups and P. subg. Meconostigma as the first diverging lineage of the
monophyletic group. In addition, DNA content estimations were performed for 163 accessions,
including 108 species from Philodendron and 17 from related groups, in which a wide variation
of genome sizes were observed, ranging from 2.48 to 7.58 pg. Therefore, it was indicated that
the mechanisms of amplification/elimination of repetitive DNA might be more important for
the karyotype evolution within the group, in comparison to drastic numeric changes in

chromosome numbers such as polyploidization.

Keywords: cytotaxonomy, genome size, Homalomena clade, molecular phylogeny.
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1. INTRODUCAO

O género Philodendron Schott apresenta expressiva diversidade ecoldgica (MAYO,
1986; MAYO et al., 1997) e figura como o segundo maior género da familia Araceae, com
aproximadamente 500 espécies conhecidas (BOYCE e CROAT, 2011), tratando-se de um dos
principais componentes da flora de epifitas da Amazonia e da Floresta Atlantica (MAYO, 1986;
SAKURAGI et al., 2011; IRUME et al., 2013). As espécies que compdem 0 género possuem
alto potencial econémico, tendo em vista sua utilizacdo tradicional na alimentacéo (e.g. P.
bipinnatifidum Schott ex Endl.), fibras para artesanato (e.g. P. goeldii G.M.Barroso, P.
solimoesense A.C.Sm. e P. venezuelense G.S.Bunting), dleos essenciais (P. fragrantissimum
(Hook.) G.Don) e principalmente no ambito ornamental, por apresentarem folhas conspicuas e
de morfologia variada (OLIVEIRA, 2011; CASTELLAR et al.,, 2013). Atualmente sdo
reconhecidos trés subgéneros distintos em Philodendron: subg. Philodendron Engler (ca. 400
spp.), subg. Pteromischum (Schott) Mayo (78 spp.) e subg. Meconostigma (Schott) Engler (21
spp.).

Em adicdo aos relativamente poucos tratamentos taxonémicos realizados para o0 género
(e.g9. MAYO, 1986; GRAYUM, 1996; CROAT, 1997; SAKURAGUI et al., 2005), tendo em
vista 0 grande numero de espécies, algumas analises de sistematica molecular vém sendo
realizadas na tentativa de entender as relagdes filogenéticas entre os membros de Philodendron
e 0s grupos irmdos (GAUTHIER et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, ainda pouco
é conhecido a respeito da organizacdo e evolucdo gendémica em Philodendron, havendo ainda
uma grande caréncia de dados relacionados a diversidade genética das espécies do grupo.

Os dados relacionados a analises citogenéticas e de citometria de fluxo ainda sdo
relativamente escassos e/ou confusos, principalmente levando em consideracdo os numeros
diploides disponiveis para o género. Contagens cromossémicas foram realizadas apenas em
aproximadamente 6% das espécies de Philodendron (PETERSEN, 1989; COTIAS-DE-
OLIVEIRA et al., 1999), havendo uma escassez ainda maior com relagdo as estimativas de
tamanho gendmico, as quais somam apenas seis medicdes de valores-C de DNA publicadas até
0 momento (BENNET e LEITCH, 2012).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo fornecer subsidios para
compreensdo de padrdes evolutivos e das relacdes filogenéticas entre espécies de Philodendron,
por meio de andlises baseadas em sequéncias de DNA plastidial e nuclear. Adicionalmente,

contagens cromossdmicas e estimativas de tamanho gendmico foram realizadas com o intuito
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de entender os padrfes de evolucédo cariotipica no género, incluindo uma revisdo critica dos

dados citogenéticos previamente publicados para o grupo.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Diversidade bioldgica nas florestas Umidas brasileiras

A Floresta Atlantica e a bacia amazonica sdo duas das principais fontes de
biodiversidade do planeta e, juntas, séo consideradas as florestas tropicais mais abundantes em
elementos da fauna e da flora (ver COSTA, 2003). Apesar destes dois biomas basicamente
umidos e sombreados estarem separados por uma extensa faixa de campos abertos de clima
mais seco (cerrado e caatinga), ha varios indicios de conexfes pretéritas entre Amazonia e
Floresta Atlantica, os quais se mostram em um padrédo muito mais complexo do que se pensava
anteriormente (COSTA, 2003; BATALHA-FILHO et al., 2012; FILGUEIRAS et al., 2012;
TURCHETTO-ZOLET et al., 2012). Os padrfes evolutivos entre 0s grupos gue ocorrem nos
dois biomas distintos ainda ndo estdo muito claros, principalmente no que concerne a
estruturacdo e a ocupacdo dos ambientes pelas comunidades vegetais.

A diversidade vegetal encontrada na bacia amazbnica, a qual ocupa uma area
equivalente ao territdrio do continente europeu, é considerada a maior do planeta, apresentando
mais de 80 mil espécies de plantas vasculares descritas (ver COLINVAUX e OLIVEIRA,
2001). Sendo composta por um continuo de formac@es vegetais distintas, tal riqueza é atribuida
principalmente & ocorréncia de eventos de vicariancia devido & variagd0 nos processos
hidrolégicos durante a existéncia da floresta (COLINVAUX, 1987). Diversos autores
reconhecem a existéncia de oito centros de endemismo nesta regido (ver FIGUEIREDO et al.,
2006), que além de cobrir grande parte do territorio brasileiro, esta presente em outros oito
paises situados ao norte da América do Sul (Bolivia, Coldmbia, Equador, Guiana, Guiana
Francesa, Peru, Suriname e VVenezuela).

Ja a Floresta Atlantica, mesmo com a grande degradacédo sofrida desde a chegada dos
colonizadores europeus ao Brasil, ainda é considerada um dos principais hotspots de
diversidade bioldgica, abrigando mais de 8.000 espécies endémicas de plantas vasculares e
vertebrados terrestres (MYERS et al., 2000; TABARELLI et al., 2005). Com uma grande
variabilidade de zonas climaticas e formagdes vegetacionais, com uma tendéncia de aumento
da sazonalidade nos gradientes Leste-Oeste e Norte-Sul, diversos centros de endemismo vém

sendo identificados em toda a sua extensdo, sendo cinco os mais comumente reconhecidos —
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Brejos Nordestinos, Pernambuco, Bahia Central, Costa da Bahia e Serra do Mar (OLIVEIRA-
FILHO e FONTES, 2000; SILVA et al., 2004).

Apesar da grande importancia da mensuragdo dos recursos genéticos da flora de biomas
extremamente diversos como a Amazonia e a Floresta Atlantica, principalmente para fins de
conservacgdo, uma quantidade relativamente pequena de estudos foi realizada envolvendo
andlises de diversidade genética por meio de técnicas de biologia molecular (MIYAKI e
ALVES, 2006; PENNINGTON e DICK, 2010). Nem mesmo aspectos mais basicos para a
caracterizacdo da diversidade genética das populacdes vegetais, tais como simples contagens
cromossémicas, sdo conhecidos para a grande maioria das espécies.

Desta forma, para fins préticos de conservagdo, se faz necessario o entendimento dos
processos evolutivos que levaram a enorme diversidade biolégica encontrada hoje na América
tropical, principalmente no que concerne ao impacto gerado por mudancas climaticas em curto
e longo prazo (MIYAKI et al., 2006; GASTON, 2010; PENNINGTON e DICK, 2010). Tanto
as analises populacionais quanto os estudos filogenéticos baseados em marcadores moleculares
e direcionados a grupos taxonémicos dos mais variados niveis, como espécies, géneros e
mesmo familias sdo de extrema importancia para a identificacdo dos padrfes de geragdo e
distribuicdo da diversidade genética ao longo do tempo em um determinado gradiente
geogréfico (ver DONOGHUE, 2008). No entanto, ndo apenas os dados gerados por marcadores
de sequéncia e fingerprinting de DNA sdo considerados Uteis para a caracterizacdo da
diversidade genética. Mesmo aspectos mais amplos como descri¢Ges cariotipicas e de tamanho
gendmico sdo de extrema importancia, tendo em vista que tais caracteres apresentam um
consideravel potencial de variabilidade entre niveis taxondmicos mais baixos, principalmente
com relacdo a variacdo no conteldo de DNA entre espécies relacionadas (LEVIN, 2002;
GUERRA, 2008; LOUREIRO et al., 2010).

2.2 O emprego de dados moleculares na sistematica filogenética

A sistematica é uma das mais importantes areas das ciéncias biologicas, sendo
responsavel por estudar a diversidade bioldgica a partir da descoberta, descrigdo, interpretacdo
e organizacdo dos organismos por meio de sistemas de classificacdo, para possibilitar o
entendimento da historia da vida no planeta (JUDD et al., 2009). Além disso, inferéncias a
respeito das relacOes evolutivas entre os organismos, bem como sobre quais foram 0s processos
que levaram a diversificacdo da vida ao longo do tempo, podem ser realizadas a partir dos

métodos da sistematica filogenética. Dentre estes, a cladistica, a qual foi inicialmente descrita
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pelo entomologista alemao Willi Hennig, € o0 método mais aceito para as analises filogenéticas
e vem sendo amplamente empregado desde sua descricdo em meados da década de 1960.
Descrevendo de forma bastante simplificada, a cladistica é baseada na premissa de que
organismos proximamente relacionados compartilham um conjunto de caracteristicas a partir
de um ancestral em comum, as quais sdo chamadas de sinapomorfias e ndo estdo presentes em
parentes mais distantes (AMORIM, 2002; JUDD et al., 2009).

Anteriormente ao emprego de técnicas de biologia molecular para analises filogenéticas,
métodos comparativos de caracteres morfoldgicos e fisioldgicos foram amplamente
empregados na reconstrucéo da histéria evolutiva dos organismos. Contudo, a evolugao de tais
caracteres é, em geral, muito complexa, dificultando a interpretacéo das informagdes e gerando
arvores filogenéticas controversas (NEI e KUMAR, 2000). Desta forma, a associacdo de dados
moleculares as matrizes de reconstrucdo filogenética é de fundamental importancia para um
melhor entendimento das relac6es entre os organismos de diferentes niveis taxonémicos (JUDD
et al., 2009; CUSIMANO et al., 2011).

Diversas sequéncias de DNA nuclear e plastidial tém sido extensivamente empregadas
para a reconstrucao da filogenia de grupos vegetais. A combinacdo das sequéncias de dois ou
mais loci tem se revelado uma importante estratégia para estimar filogenias, proporcionando
uma melhor resolugéo e suporte dos ramos internos em comparagdo com as analises utilizando
uma unica sequéncia (SAVOLAINEN et al., 2000; CUSIMANO et al., 2011; CARLSEN e
CROAT, 2013). Por outro lado, dependendo do tipo de sequéncia e do grupo escolhido, nem
sempre sdo obtidas taxas satisfatorias de variabilidade para a investigacdo de relacGes entre
niveis hierarquicos mais baixos, como géneros e espécies intimamente relacionados (ver
WILSON et al., 1990; RONCAL et al., 2005; GAUTHIER et a., 2008). Desta forma, se fazem
necessarios tanto o desenvolvimento quanto a aplicacédo de novas regides nucleares e plastidiais
na sistematica molecular, aumentando a gama de marcadores informativos disponiveis para a
elucidacao das relacdes filogenéticas de diversos grupos vegetais (SHAW et al., 2005, 2007)

Os marcadores de fingerprinting de DNA constituem uma fonte potencial de caracteres
evolutivamente informativos ao nivel de populacGes, espécies e até mesmo para avaliacdo das
relacOes entre géneros proximos (WEISING et al., 2005; NYBOM et al., 2014). Para o0 género
Macaranga Thou. (Euphorbiaceae), por exemplo, analises envolvendo diferentes sistemas de
marcadores, como sequéncias de ITS (Internal Transcribed Spacer — espacador transcrito
interno) (BLATTNER et al., 2001), AFLP (BANFER et al., 2004) e SSR (Simple Sequence
Repeats — repeti¢des de sequéncias simples) (GUICKING et al., 2006), forneceram valiosas

informacdes para ajudar no entendimento de relacdes evolutivas entre populagdes ou mesmo
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entre espécies proximas. Adicionalmente, os marcadores do tipo AFLP sdo considerados como
os melhores para as anélises envolvendo taxons mais intimamente relacionados, apresentando
taxas mais altas de polimorfismos do que aquelas observadas com as sequéncias nucleares e
plastidiais comumente utilizadas (WEISING et al., 2005; KUMAR et al., 2009). No caso de
Dyckia Schult.f. (Bromeliaceae), marcadores AFLP resultaram em niveis muito mais altos de
resolucdo e confiabilidade das topologias geradas nas relagdes entre os Varios grupos
geograficos do género (PINANGE, 2013), em comparagdo com outra anélise utilizando
sequéncias de regides nucleares e plastidiais (KRAPP et al., 2014).

Com o desenvolvimento das novas plataformas de pirosequenciamento, bem como o
barateamento dos custos, a filogendmica, a qual consiste de andlises filogenéticas baseadas em
porcdes cada vez maiores dos genomas nucleares, ou mesmo com a utilizacdo de sequéncias
completas dos genomas organelares, vem ganhando forca ao longo dos ultimos anos. No
entanto, a capacidade computacional e o desenvolvimento de novos algoritmos para as analises
de homologia de caracteres em um volume de dados desta magnitude ainda ndo séo satisfatorios
para a obtencédo de topologias confiaveis, tendo em vista que a amostragem de espécies tende a
ser consideravelmente menor (ver JEFFROY et al., 2008; YANG et al., 2013; HENRIQUEZ et
al., 2014)

2.3 O uso da citogenética na sistematica vegetal

A citogenética é a ciéncia responsavel pelo estudo dos cromossomos em um sentido
amplo, envolvendo desde analises de microscopia (6ptica e eletrdnica) até a caracterizacao
molecular da cromatina. O comportamento cromossémico durante todo o ciclo celular, a sua
correta segregacdo durante a formacao de células somaticas e gaméticas bem como a funcéo e
variacdo de suas caracteristicas sdo aspectos importantes nos estudos citogenéticos
(SYBENGA, 1992; SUMNER, 2003).

Entende-se por cariétipo o conjunto das caracteristicas apresentadas pelos cromossomos
de uma espécie, como numero do complemento diploide (2n), morfologia cromossémica,
organizacao longitudinal das diferentes classes de cromatina, localizacdo de sequéncias (sejam
elas repetitivas ou de copias Unicas), entre outras (SYBENGA, 1992; GUERRA, 2008). Além
disso, apesar de ser mais uma caracteristica fenotipica de um organismo, o cariotipo é o proprio
material genético mostrando a organizacdo global do genoma (GUERRA, 2008). Apesar da

grande valia dos estudos citogenéticos para a elucidacdo de diversos problemas na biologia
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evolutiva, no melhoramento genético e na sistematica, muitos grupos vegetais sequer possuem
namero diploide conhecido (GUERRA, 2008, 2012).

A forma mais simples, rapida e barata para a visualizacdo dos cromossomos € a anélise
baseada em coloracdo convencional, sendo bastante atrativa para muitos citotaxonomistas
(GUERRA, 2012). Tal metodologia fornece os parametros cariotipicos mais basicos (nimero
diploide, tamanho, morfologia e padrdo de condensagdo cromossomica, localizagdo das
constricBes primaria e secundaria e tipo de ndcleo interfasico), os quais sdo suficientes para
resolver muitas das questdes sobre as relacbes evolutivas dentro de diversos grupos
taxonémicos vegetais (BENKO-ISEPPON e MORAWETZ, 2000; GUERRA, 2008; PERUZZI
e EROGLU, 2013). Informacdes geradas acerca dos numeros cromossémicos a partir das
pesquisas em espécies vegetais encontram-se compiladas em diferentes indices cromossémicos
(e.g. FEDOROV, 1969; GOLDBLATT e JOHNSON, 1979-2014).

O numero basico (representado pela letra ‘X’), um dos parametros cariolégicos mais
relevantes para o entendimento de mecanismos evolutivos, € o nimero haploide presente na
populacdo inicial de um taxon monofilético (GUERRA, 2008). Possivelmente, 0 nimero basico
do ancestral comum das angiospermas € x = 7, ocorrendo este com certa frequéncia nao s6 nos
clados mais basais, mas também nos mais derivados (RAVEN, 1975; GRANT, 1982). Desvios
no numero basico sao atribuidos principalmente a disploidias, as quais consistem de alteracoes

no numero de cromossomos sem haver perda ou ganho de material genético (GUERRA, 2008).

2.4 Estimativas do conteido de DNA de células vegetais

Além do nimero cromossémico, outra caracteristica de um cariotipo tdo informativa
guanto importante evolutivamente pode ser facilmente acessada por metodologias muito bem
estabelecidas, como estimativas do tamanho do genoma, ou do contelido de DNA presente no
ndcleo (LEVIN, 2002; DOLEZEL et al., 2007; BENNETT e LEICTH, 2011). Atualmente, a
citometria de fluxo vem sendo amplamente empregada nas analises de estimativas do contetido
de DNA nos nucleos diploides (representado pelo valor 2C), principalmente com os mais
diversos grupos de plantas vasculares (DOLEZEL et al., 2007; LEITCH e BENNETT, 2007;
BENNETT e LEITCH, 2011; GARCIA et al., 2014). Levando em consideracdo os mais de
15.000 eucariotos com tamanho do genoma conhecido, pode-se notar a importancia das analises
em plantas, tendo em vista que quase 60% desse total (ca. 9.000 spp.) corresponde aos valores
disponibilizados nas bases de dados do contetdo de DNA das espécies vegetais

(http://data.kew.org/cvalues e http://www.asteraceaegenomesize.com) (GARCIA et al., 2014).
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Apesar das angiospermas serem, de longe, o grupo de eucariotos mais bem estudado
(GARCIA et al., 2014), a proporcéao de espécies com contetdo de DNA descrito esta longe do
ideal para conhecermos a real variabilidade existente (BENNETT e LEITCH, 2011), havendo
apenas aproximadamente 2% das 352.000 especies reconhecidas atualmente (PATON et al.,
2008). O cenério é ainda pior com relacdo as plantas endémicas das regides tropicais
megadiversas, como América do Sul e sudeste da Asia, bem como das grandes ilhas como
Australia, Bornéu e Madagascar (BENNET e LEITCH, 2011).

Ha uma diversidade enorme no tamanho dos genomas das angiospermas, com os valores
de 2C variando entre 0,13 pg em Genlisea margaretae Hutch. (Lentibulariaceae) e 304,46 pg
em Paris japonica (Franch. & Sav.) Franch. (Melanthiaceae) (GREILHUBER et al., 2006;
PELLICER etal., 2010), embora a ocorréncia de genomas maiores que 10 pg seja relativamente
incomum (LEVIN, 2012). A diferenca nos conteidos de DNA pode ser grande, mesmo entre
espécies de um mesmo género, principalmente associada a ocorréncia de séries poliploides,
como no caso de Nymphaea L. com uma variacdo chegando a mais de 5x entre espécies
diploides e 16-ploides (PELLICER et al., 2013). No entanto, a importancia das analises
comparativas de conteddo de DNA € ainda maior quando se leva em consideracéo a diversidade
entre espécies homoploides, ou seja, com o mesmo nivel de ploidia (LOUREIRO et al., 2010),
uma vez que varios mecanismos de amplificacdo e a eliminacdo de DNA repetitivo atuam
durante a evolucdo dos cariotipos (HESLOP-HARRISON, 2012). Adicionalmente, ao contrario
do que se pensava anteriormente, varias evidéncias vém apontando uma maior importancia das
alteracbes nos caridtipos que ndo envolvem duplicacdes (totais ou parciais) do genoma,
principalmente apds observagdes de reducdes nas taxas de diversificagdo em tdxons com maior
ocorréncia de poliploidia (MADLUNG, 2013; ESCUDERO et al., 2014).

2.5 A familia Araceae Juss.

Araceae é um dos grupos de monocotileddneas mais bem representados nas florestas
umidas da América tropical (CROAT, 1998), sendo considerada a familia mais basal da ordem
Alismatales (APGIII, 2009; STEVENS, 2012). A familia consiste em mais de 3.300 espécies
distribuidas em 118 géneros, tendo os tropicos umidos a maior diversidade de formas de vida
(BOYCE e CROAT, 2013). Apos a inclusdo dos membros da antiga familia Lemnaceae como
uma subfamilia de Araceae (Lemnoideae), a distribuicdo geografica do grupo, que ja se estendia

por todas as regides tropicais e subtropicais do planeta, passou a ser cosmopolita, estando
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ausente basicamente nas regides desérticas e no continente antartico (ver MAYO et al., 1997,
CABRERA et al., 2008; NAUHEIMER et al., 2012).

Os membros deste grupo sdo facilmente reconhecidos principalmente pela
inflorescéncia bastante conspicua em espéadice protegida por uma bractea, a espata, muitas
vezes de coloragdo forte. Na familia ha uma grande diversidade de habitos, com espécies
variando desde o porte arbustivo (e.g. vérias espécies do género Philodendron), até as
minusculas ervas flutuantes da subfamilia Lemnoideae (MAYO et al., 1997; CABRERA et al.,
2008; CUSIMANO et al., 2011). Varias espécies sdo de grande valor econdémico, mais
notadamente para fins de ornamentacéo (ver LORENZI e SOUZA, 2001; SANTQOS, 2011). No
entanto, também h& espécies importantes utilizadas na alimentagdo humana como o inhame dos
Acores (Colocasia esculenta Schott), além de espécies de Alocasia (Schott) G.Don,
Amorphophallus Blume ex Decne., Arisaema Mart., Monstera Adans., entre outras (MAYO et
al., 1997).

A sistematica de Araceae nos niveis taxondmicos mais altos estd bem definida, onde a
familia pode ser dividida em oito subfamilias monofiléticas e muito bem suportadas por varios
caracteres morfoldgicos e moleculares (FRENCH et al., 1995; CUSIMANDO et al., 2011): as
proto-Araceae Gymnostachyoideae e Orontioideae; as aquaticas Lemnoideae; as subfamilias
com flores bissexuadas Pothoideae, Monsteroideae e Lasioideae; e as plantas com flores
unissexuadas Zamioculcadoideae e Aroideae. Mais recentemente, na primeira abordagem
filogendmica entre os principais grupos de Araceae, Henriquez et al. (2014) observaram
agrupamentos bastante congruentes com a classificacdo de Cusimano et al. (2011), utilizando
o transcriptoma plastidial completo de amostras de 39 géneros, embora as analises com as
sequéncias mitocondriais tenham gerado topologias divergentes e com baixo suporte estatistico.
A maior parte da diversidade ecoldgica e numérica estd em Aroideae, a subfamilia mais
derivada, a qual abrange a maior parte dos géneros com maior nimero de espécies da familia,
como Alocasia (ca. 80 spp.), Arisaema (ca. 210 spp.), Homalomena Schott (ca. 80 spp.) e
Philodendron (ca. 500 spp.), embora Anthurium Schott (ca. 900 spp.; Pothoideae) seja o grupo
mais numeroso de Araceae (BOYCE e CROAT, 2011).

Com relacdo aos dados cariologicos basicos, os membros de Araceae vém sendo
relativamente bem estudados, principalmente levando em consideracdo que a maior parte do
grupo esta distribuida pelas regides tropicais, havendo nameros diploides disponiveis para
todos os géneros e contando com aproximadamente 26% das espécies da familia, variando entre
2n = 10 e 168 cromossomos (BOGNER e PETERSEN, 2007; CUSIMANO et al., 2012). No

entanto, a proporcdo de especies com valores de conteddo de DNA disponiveis €
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consideravelmente mais baixa (3,9%), havendo ainda uma completa auséncia de dados para
69,5% dos géneros. Apesar disso, onde os valores 2C disponiveis apresentam uma ampla
variacdo (mais de 160x), estando entre 0,30-48,10 pg (ver BENNET e LEITCH, 2012).

2.6 O género Philodendron Schott

Philodendron é o segundo género mais representativo da familia, contando com
aproximadamente 500 espécies descritas, sendo de grande importancia nos ecossistemas das
florestas imidas americanas (MAYO et al., 1997; BOYCE e CROAT, 2011; SAKURAGUI et
al., 2011; IRUME et al., 2013). O grupo € membro da subfamilia Aroideae e, atualmente, é um
dos cinco géneros que fazem parte do clado Homalomena (sensu CUSIMANO et al., 2011),
juntamente com Homalomena (com aproximadamente 69 espécies asiadticas e 13 sul-
americanas), Furtadoa M.Hotta (com apenas duas espécies asiaticas), e os dois géneros
africanos Cercestis Schott (10 spp.) e Culcasia P.Beauv. (28 spp.) (Figura 1).

Cercestis
Cercestis + Culcasia

B Cuicasia

B Furtadoa + Homalomena

B Homalomena

B Homalomena + Philodendron
Philodendron

Figura 1. Distribuicdo geografica dos cinco géneros membros do clado Homalomena sensu Cusimano
et al. (2011), baseado em Mayo et al. (1997).

A maior parte do género é lianescente, apesar de haver uma grande diversidade de
habitos nas espécies de Philodendron (MAYO, 1991; GRAYUM, 1996; CROAT, 1997,
MAYO etal., 1997). As espécies que compdem o género possuem grande potencial econémico,

tendo em vista sua utilizago tradicional como alimento (e.g. P. bipinnatifidum Schott ex Endl.),
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fibras para artesanato (e.g. P. goeldii G.M.Barroso, P. solimoesense A.C.Sm. e P. venezuelense
G.S.Bunting), dleos essenciais (P. fragrantissimum (Hook.) G.Don) e principalmente no &mbito
ornamental, por apresentarem folhas conspicuas e de morfologia variada (OLIVEIRA, 2011,
CASTELLAR et al., 2013). Atualmente sdo reconhecidos trés subgéneros distintos para o
grupo: Meconostigma (21 spp.), Pteromischum (78 spp.) e Philodendron (ca. 400 spp.), sendo
este Gltimo subdividido em 10 se¢des (CROAT, 1997; SAKURAGUI et al. 2005; KOSTER e
CROAT, 2011) (Figura 2).

Contudo, ha indicativos de que a divisao do subgénero Philodendron em se¢es, as quais
sdo delimitadas a partir de alguns poucos caracteres morfolégicos (ver CROAT, 1997,
SAKURAGUI et al., 2005), ndo seja suportada filogeneticamente (GAUTHIER et al., 2008), o
que pode ocorrer devido a homoplasia de tais caracteres, similarmente ao observado para outros
grupos de Araceae, como Arum L., por exemplo (ver BOYCE, 2006; ESPINDOLA et al., 2010;
LINZ et al., 2010). As primeiras analises envolvendo metodologias cladisticas de agrupamento
com espécies de Philodendron foram realizadas por Mayo (1986), onde caracteres
morfoldgicos e anatdmicos das inflorescéncias foram empregados. No entanto, por utilizar uma
amostragem consideravelmente limitada, principalmente com rela¢do ao subg. Pteromischum
(uma espécie apenas), varias incongruéncias foram observadas. Posteriormente, Calazans et al.
(2014) apresentaram uma analise completa dos caracteres florais das espécies do subg.
Meconostigma, ainda observando inconsisténcias topoldgicas entre os cladogramas gerados.

Gauthier et al. (2008) sugeriram que o género Homalomena fosse adicionado a
Philodendron, levando-se em consideracdo uma filogenia preliminar baseada em sequéncias de
duas regides nucleares (ITS e ETS) e uma plastidial (rpl16). Os citados autores constataram
que as espécies americanas de Homalomena agrupavam com o subgénero Pteromischum,
formando um grupo irmdo em relacdo aos outros dois subgéneros de Philodendron,
Meconostigma e Philodendron, embora sem obter suporte estatistico relevante dos
agrupamentos. Adicionalmente, Gauthier et al. (2008) sugeriram a incorporacao de uma matriz
de caracteres morfol6gicos em analises futuras com Philodendron e Homalomena, juntamente
com outras abordagens que venham a melhorar a resolugédo da arvore filogenética, bem como a
ampliacdo do nimero de espécies amostradas, visto que apenas duas espécies de Pteromischum
foram utilizadas nas analises. No entanto, mais de duas décadas antes, Mayo (1986) ja indicava
problemas na escolha e utilizacdo de dados morfologicos nas reconstrucdes filogenéticas com
Philodendron devido aos altos indices de homoplasia e a enorme plasticidade dos caracteres

reprodutivos e vegetativos, respectivamente.
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Figura 2. Representantes dos trés subgéneros de Philodendron em seus respectivos habitats.

Philodendron subg. Meconostigma: P. corcovadense Kunth (A), P. goeldii (B) e P. solimoesense (C);
P. subg. Philodendron: P. bipennifolium Schott (D), P. callosum K.Krause (E), P. distantilobum
K.Krause (F), P. linnaei Kunth (G) e P. megalophyllum Schott (H); e P. subg. Pteromischum: P.
rudgeanum Schott (1).

Philodendron é um grupo relativamente mal estudado cariotipicamente, apesar da
facilidade de obtencdo de preparacGes cromossdmicas para a grande maioria das espécies do
género, assim como para tantos outros grupos de Araceae (ver MARCHANT, 1971;
PETERSEN, 1989). Do total de espécies do género, sdao conhecidos nimeros diploides para
apenas 6% (variando entre 2n = 26 e 54 cromossomos), uma proporg¢ao muito abaixo da média
observada para a familia de 26% (PETERSEN, 1989; BOGNER e PETERSEN, 2007).

Adicionalmente, ha um indicativo de grande variabilidade no DNA repetitivo em Philodendron,
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visto que as 12 espécies analisadas por Correia-da-Silva (2007) puderam ser diferenciadas pelos
padrbes de distribui¢do e constituicdo de bandas heterocromaéticas visualizadas por meio de
fluorocromos base-especificos CMA e DAPI (cromomicina Az para regides ricas em G-C e 4’-
6-diamidino-2-fenilindol para regides ricas em A-T), aléem da grande diferenca observada no
tamanho dos genomas das cinco espécies disponiveis nas bases de dados de contetdo de DNA
(2C = 2,4-10,56 pg; BENNETT e LEITCH, 2012).
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Abstract The genus Phifodendron is a highly diverse
Neotropical group of the monocot family Araceae. Despite
chromosome counts being relatively abundant for the
family, information on the karyotype evolution within the
genus s still scarce and very confusing., Therefore, we
report diploid numbers and additional cytological features
for 43 species of Philodendron, discussing the importance
of our results and reviewing previous data. Species were
collected in four differemt Brazilian biomes (Caatinga,
Cerrado, Amazon basin and Atlantic Forest) and chromo-
some counts were based on Giemsa standard staining
procedures. First chromosome counts are given for 35
species, while for another eight species counts are reported
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for new provenances. The majority of the species (27)
presented the diploid number of 2n = 32, while the num-
ber 2n = 34, the second most frequent. was observed in
cight taxa. Uncommon chromosome numbers were
observed for seven species: P callosum and P, uliginosum
with 2n = 28, P. hastatwm and P. melinonii with 2n = 30,
P. corcovadense and P. saxicola with 2n = 36 and P.
brevispathum with 2n = 40. On the other hand, two spe-
cies showed variation in chromosome numbers among
analysed cells: P. insigne with 2n = 30-32 and P. pulch-
runt with 2n = 26-28. Regarding chromosome morpholo-
gies, a prevalence of submetacentric and metacentric pairs
could be observed in most species, with some taxa having a
tendency to asymmetry and a higher number of acrocentric
pairs. A list of all available chromosomal data is presented,
considering the actual taxonomic circumscription and
synonyms. Considering the present analysis and the liter-
ature data, we suggest n = 16 instead of n = 18 as the
primary basic number of the genus, from which secondary
base numbers n = 17, 18 and (less frequently) 15, 14 and
13 have probably been derived. Dysploidy seems to be the
prevalent karyoevolutionary trend within the genus,

Keywords Aroids - Dysploidy - Chromosome count -
Karyoevolution - Caatinga - Cerrado - Amazon Forest -
Atlantic Forest

Introduction

The family Araceae [Alismatales) is one of the largest
monocot groups, including 117 genera and approximately
3,800 species (Boyce and Croat 201 1), The group is widely
distributed in temperate regions and in tropical Asia,
although the majority of the species occurs in the New
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World, where both the genera Philodendron (ca. 500 spp.)
and Anthurium (ca. 1.OOO spp.) are endemic (Mayo et al.
1997; Govaerts et al. 2002; The Plant List 2010). The
family is well represented in Brazil, where 36 genera and
about 473 species occur, from which six and 243, respec-
tively, are endemic, probably being the country with the
highest Araceae diversity (Coelho et al. 2013).

Philodendron species are considered very imporiant
elements of Neotropical rainforesis (Mayo 1991; Grayum
1996; Croat 1997; Mayo et al. 1997). In addition, many
species are used in home and interior decoration, thus
having high economic and horticultural value. Three
monophyletic subgenera can easily be recognised by means
of morphological (both vegetative and floral) and molec-
ular characters (see Mayo 1986; Gauthier et al. 2008):
P. subg. Meconostigma (21 spp.), P. subg. Preromischium
(77 spp.) and P, subg. Philodendron (ca. 400 spp.).

Chromosome counts for Araceae species are relatively
abundant, when compared to other predominantly Neo-
tropical groups, with almaost 900 analysed species (Bogner
and Petersen 2(07), comprising approximately 26 % of the
known species. However, in general, there are just a few
cylogenelic analyses of species from tropical America.
Considering only the genus Philodendron, chromosome
counts are restricted to approximately 6 % of the ca, 500
accepted taxa (Petersen [989; Cotias-de-Oliveira et al.
1999), Most of the previously analysed species were
studied by Jones (1957}, who reported chromosome counts
for 22 accepted species and four hybrids, observing a
prevalence for the chromosome number of 2n = 34 (16
spp. ). followed by 2n = 36 (four spp.), 2n = 32 (two spp.)
and 2n = 30 {one sp.).

Most previous cytogenetic analyses with Araceae taxa
are restricted to chromosome counts, with just a few
karyomorphological descriptions. Thus, in addition to a
critical review of the available information for Philoden-
dron species, we present new data regarding karyotype
features such as diploid numbers, type of interphase
nucleus and chromosome morphology for 43 species of the
genus, with emphasis on populations from highly diverse,
but previously poorly sampled areas, such as the Caatinga,
Cerrado. Amazon basin and Atlantic Forest.

Materials and methods

All plant materials were collected in their respective sites
of natwral occurrence, which included eight Brazilian
states: two from the Northern region, Amazonas (Central
Amazonia, Adolpho Ducke Reserve, Manaus: Central
Amazonia, Cachoeira de Iracema and Uatuma Reserve,
Presidente Figueiredo; and INPA campus, Manaus) and
Pari  (Eastern Amazon, Caxivand National Forest,

@ Springer

Melgaco), three from the Northeastern region, Alagoas
(urban fragment of Atlantic Forest, Maceio), Bahia (urban
fragment of Atlantic Forest, llhéus; campos rupestres of
Caatinga, Lengdis, Mucugé and Palmeiras) and Pernam-
buco (Atlantic Forest, Gurjau Ecological Reserve, Cabo de
Santo Agostinho; and Caatinga, moist forest enclave,
Taquaritinga do Norte), and three from the Southeastern
region, Espirito Santo (Atlantic Forest, Santa Lucia Bio-
logical Station, Santa Teresa; and Atlantic Forest, Mestre
Alvaro Reserve, Serra), Minas Gerais (campos rupestres of
Cerrado, Serra do Cipd, Itambé do Mato Dentro) and Rio
de Janeiro (Atlantic Forest, Tijuca National Park, Rio de
Janeiro)., Table | presents a list of collected taxa with
respective accession numbers and provenances.

For cytological analysis, vegetative branches of living
individuals {(rarely entire individuals) were collected in the
ficld and transported 1o the greenhouse of the Depanment
of Genetics in the Universidade Federal de Pernambuco
(Recife, Brazil) for cultivation, using a mixture of three
parts of coconut powder and one part of soil as substrate.

Root tips were collected, pre-treated with S-hydroxy-
quinoline (2 mM) at 10 °C for 21-23 h, fixated in Carnoy
(3:1 ethanol:acetic acid, v/v) at room temperature (ca.
25 °C) for 4=24 h and stored at —20 °C as described by
Benko-Iseppon and Morawetz (200K)). Fixated root tips
were digested for 40 min at 37 °C in an enzymatic solution
containing 2 % (w/v) cellulase (*Onozuka R-10°, Serva)
and 20 % (v/v) pectinase (Sigma-Aldrich), hydrolysed in
HCI 5N for 20 min at room temperature and squashed in a
drop of 45 % acetic acid. Chromosome preparations were
stained with 2 % Giemsa for 1015 min and then mounted
with Entellan (Merck).

Cell images were acquired with a Leica DMLB epi-
fluorescence microscope and a Leica DFC 340FX camera
with the Leica CW4000 software. Due to the small chro-
mosome sizes of most analysed karyotypes, at least ten
sood metaphase and/or prometaphase spreads were exam-
ined to avoid miscounts. Chromosome sizes of the five besi
metaphase cells with homogeneous chromatin condensing
pattern were measured with the UTHSCSA ImageTool
3.00 software or manually from enlarged photographs of
known magnification. For some species. however, no
measurements were tuken, since only cells in prometaphase
were observed. Classification of interphase nuclei types
and chromosome condensing behaviour followed Guerra
{1987) and Benko-lseppon and Morawetz (1993, 2000),
respectively.

Results

The present study included chromosome counts of 43
species of Philodendron collected in Brazil (Table 1). In
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most cases, individuals of a given species were sampled
from a single population, whereas, individuals of some
species were collected from distantly located populations,
as indicated in Table 1. Thus, although polymorphisms
were sought among geographically distant populations, no
cytological variants were observed within these selected
species.

The interphase nuclei of all species were characterised
as semi-reticulated (Fig. la, b, e, i), with slight differences
regarding size, number, morphology and distribution of the
chromocenters. These were mostly grouped in cloud-like
formations, which were irregularly disiributed in the
nucleus of some karyotypes and polarised in other species,
occupying up to 1/3 of the nuclear area (e.g. Fig. le)
Chromosome condensing behaviour was mainly proximal
ie.g. Fig. Ib, h), although some species presented a single
chromosome pair with early condensing terminal blocks
je.g. P. blanchetigmum, Fig. lh). The diploid number
2n = 32 was observed for 27 species: P. acutatum,
P. barrosoamum, P. billietiae (Fig. 1b), P. bipennifolinm,
P. cipoense, P. crassinervium, P. distantifobum, P. elaph-
oglossoides, P. eximium, P. fragrantissimum (Fig. lc), P.
goeldii, P. hederacewm (Fig. 1d), P. hopkinsianum, P. hy-
laeae (Fig. le), P. linnaci, P. nadruzianum, P. pedatum
(Fig. 2a), P. quinguelobum, P. rhizomarosum, P, rudgea-
nmum, P. solimoesense (Fig. D), P. sphalerum, P. squa-
miferum (Fig. 1g), P. surinamense, P. tortum and P.
wittianum. The second most frequent chromosome number
was 2n = 34 which was observed in eight species: P. as-
plundii, P. bernardopazii, P. Manchetianum (Fig. 1h), P.
hatschbachii, P, megalophvilum, P. ornatum, P. pachy-
phvllum and P. roshibai (Fig. 1i). Only seven species pre-
sented uncommon diploid numbers: P. cillosiom (Fig. 2b)
and P. wliginosum with 2n = 28, P. hastarem (Fig. 1j) and
P. melinonii (Figs. 1k, 2Zc) with 2n = 30, P. corcovadense
iFig. 1) and P. savicola with 2n = 36 and P. brevi-
spathum (Fig, 2d) with 2n = 40, In addition, it was diffi-
cult o establish a precise number for P. insigne
(2n = 30-32) and P. pulchrum (2n = 26-28), even with
more than 30 cells analysed for both species.

A prevalence of submetacentric chromosomes was
observed in almost all analysed species. even though meta-
and acrocentric chromosomes were also noticed, being
sometimes prevalent as in P, wliginosiwm (Table 1). In
general, karvotypes were symmetric and presented a
gradual decrease in chromosome size (Figs. 1, 2). On the
other hand, the chromosomes of P. melinonii (2n = 30
Figs. 1k, 2c) showed a distinct morphological pattern, with
a single large metacentric pair, similar to that observed for
P. pulehrum (2n = 26-28), which showed a bimodal
karyotype with half of karyotype being composed of
comparatively large chromosomes. As regards chromo-
some measurements, . barroseanum (2n = 32) had the

largest chromosomes, ranging from 2.9 to 4.6 pm, while P.
pedatim (2n = 32) had the smallest chromosome pairs,
ranging from 1.5 to 2.6 pm (Table 1),

Discussion

Despite the great number and importance of Philodendron
species for almost all Neotropical biomes, very little is
known about the karyotype evolution of the genus. Taking
into account the relative ease in obtaining good cytogenetic
preparations {(with minor changes in well-established pro-
tocols), it is astonishing that only 30 out of ca. 500 species
{ca. 6 %) have previous chromosome counts available, far
below the average percentage for the family (26 %; see
Cusimano et al. 2012 and references within). The last paper
to present new diploid numbers for Philodendron species
was published almost 15 years ago (Cotias-de-Oliveira
et al, 1999), 16 years after its predecessor, the classic work
of Bogner and Bunting (1983). However, Mohamed et al.
(2006) published three chromosome counts, although the
only new one was for the poorly known P. devansavanum,
and with no karvotype description or pictures (Table 1).
Also, many of the previous evaluations were carried out
with materials from ex situ glasshouse collections, condi-
tions that may favour hybridization,

In the present analysis, the diploid number 2n = 32 was
the new prevalent one (30 spp.), which greatly exceeds the
2n = 34 (18 spp.), wking into account only non-dubious
counts. Jones (1957) presented chromosome counts for 21
FPhilodendron  natural  accessions and  four  cultivated
hybrids (Table 1) in her PhD thesis, in which the number
2n = 34 appeared 19 times. However, part of the material
analysed by the cited author consisted of either misidenti-
fied or synonymized taxa (see Table 1). In addition,
another part of these counts were not confirmed by later
analyses, as in the case of P. hastaiwm, for which we (as
well as Mohamed et al. 2006) have observed 2n = 30
chromosomes, instead of the 2n = 34 previously reported
by Jones (1957) (Table 1). In fact, only ten of the accepted
names associated with previous counts of 2n = 34 have not
vet been disagreed: P. blanchetianum, P. cordatum, P.
glariosum, P. grandifolivm, P. martiamum (as P, cannifo-
liwm), P, microstictum (as P, pittiert), P. pachyphvlliom, P.
panduriforme, P. sodirei and P. warszewiczii (Table 1)
Therefore, the idea that the number 2n = 34 is of major
evolutionary importance within the genus should be
viewed with caution, since it seems that other diploid
numbers may be present in a higher proportion of species.

One obvious concern in the misidentification of speci-
mens is the likelihood of confusion genmerated in later
studies. Grayum (1996) avoided a misinterpretation of P.
cannifolivm (2n = 34}, a name that was wrongly used by
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Fig. 1 Suandard staining of interphase nuclei and mitotic chromo-
somes of  Philodendron  species,  Philedendron  insigne  (a); P
biflietiae (In = 32; b); P, fragantissimum (2n = 32; ¢ P. hedera-
cewm (2n =32 d); P hvlgeae (2n= 32, ek P solimoesense
(2n =32 Ty, P. sguamiferum (2n= 32 gi; P Manchetianum

Jones (1957), when revising published chromosome counts

for species of P. subg. Pteromischum. According 1o Gra-
yum (1996), the descriptions of the material analysed by

&) Springer
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(2n = 34; h): P toshibai (2n = 34; i); P hastatam (2n = 30; ji P
mefinenii (2n = 30; K); and P corcovadense (2n = 36, h). Arrows in
b, ¢, ¢, T and h indicate satellited chromosomes, Arrowheads in
b indicate dewmched satellines

Jones (1957) indicated a correct identification of FP. mer-
ticnum (a species of P subg. Philodendron sect. Baursia),
previously known, especially in  horticulture, as P
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Fig. 2 Carvograms of Phifodendron species based on mitotic metaphase cells, Philodendron pedatum (2n = 32; a), P callosum (2n = 28; by

P, melinomii (2n = 300 ¢ P brevispathum (2n = 40; d)

cannifolimm Mart, ex Kunth (Moore 1974); the name P.
cannifolivm Engl. is a synonym of P. rudgeanum Engl.
(2n = 32; P. subg. Preromischum sect. Fruticosa).

Mayo and Sakuragui (2011) recommended avoiding the
use of the name P. imbe, since this species seems Lo be very
rare and endemic to the state of Rio de Janeiro (Brazil).
Indeed, after its second collection in the mid XIX century,
there has been no later collection of P. imbe. The name has
been widely used for P. appendicnlanm and, more fre-
quently, P. acuratin (Mayo and Sakuragui 201 1). Due to
the more limited occurrence of P. appendiculatum (a rel-
atively recently described species), besides its unigue floral
characteristics, we believe that all chromosome counts
attributed to P. imbe were probably of P. acutatum speci-
mens. However, the results obtained for P, acuratum in the
present analysis (2n = 32) confirm only the diploid num-
ber described by Cotias-de-Oliveira et al. (1999), which
wis also different from other previous counts (Table 1).
This difference may be attributed either to miscounts or,
more probably in this case, to wrongly identified materials
in the three older analyses (see Table 1),

Philodendron hederaceum is another problematic spe-
cies due to the existence of several different names that
were attributed either to morphological variants or misin-
terpreted herbarium materials (see Croat 1997). Therefore,
the available diploid numbers for P. cuspidarum (2n = 30),
P. micans (2n = 32), P oxveardivm (2n = 30) and P.
seandens (2n = 32) should be regarded as chromosome
counts for P, hederacenm, When comparing our results
with the previous reports for the species, only Jones (1957)
and Marchant (1971) obtained the same 2n = 32, in con-
trast to the 2n = 30 obtained by Sharma and Mukhopad-
hyay (1965), Subramanian and Munian (1988) and Chen
et al. (2003) (Table 1). However, in this case, it is difficult
to associate the differences among chromosome counts
either to polymorphisms among morphological variants,

wrong sample identifications in previous analyses, or
miscounts. Although there is a third different chromosome
number for P. pittieri (another synonym for P. hederace-
wint), Croat (1997) attributed this count of 2n = 34 (Jones
1957) 1o P. microstictum {(Table 1).

In the case of P. pedatum, we can undoubtedly affirm
that there was no chromosome number variation among the
four analysed populations, even considering the two dif-
ferent biomes in which the species occurs (the Amazon
basin and Atlantic Forest). Our results showed the same
diploid number (2 = 32) for all sampled individuals from
geographically distant locations, such as the states of
Amazonas, Pard (both from northern Brazil), Alagoas and
Bahia (both from northeastern Brazil). Similarly, Cotias-
de-Oliveira et al. (1999} observed the number 2n = 32 for
an individual of P. pedarum from another location in the
state of Bahia. On the other hand, it is noteworthy that
Jones (1957) obtained different counts for two taxa which
are synonymies of this species, being 2n = 32 for P, lac-
imiosum and 2n = 34 for P. guercifolium (Table 1). Thus,
as suggested for other results from this author, it is very
likely that a miscount occurred with those specimens
identified as P. quercifolitm, taking into account that the
species of P. subg. Philodendron sect. Schizophyllum have
sa far been found to have the same diploid number
(2n = 32; Table 1).

Very uncommon chromosome numbers obtained for
long-term cultivated specimens, as seems 1o be the case for
the 2n = 54 reported for P, wendlandii by Subramanian
and Munian (1982}, should not be taken into account, Due
to the possibility of hybridization during cultivation, these
counts may differ significantly from the natural diploid
number of the species. It is more likely that 2n = 34,
previously observed by Jones (1957), is the correct number
for P, wendlandii. Philodendron squamiferum s another
species for which an unusual chromosome count was
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reported (2n = 26; Catalano and Landi 1966). However,
we found a very common number for this species
(2n = 32), confirming the results obtained by Sharma and
Mukhopadhyay (1965), which also disagreed with the first
chromosome count for the species (2n = 34; Jones 1957),
In the case of species with a single available count, we
have confirmed the chromosome numbers only for P.
hastarim (2n = 30: Mohamed et al. 2006), P. melinonii
(2n = 30; Jones 1957), P. blanchetiomen and P. pachy-
plvllum (both with 2n = 34; Cotias-de-Oliveira et al,
1999), As previously commented, the simple determination
of diploid numbers for Phifodendron species requires
special attention during the analysis of the chromosome
preparations. It is widely known that counts based on just a
few cells may lead to misinterpretation of the real chro-
mosome numbers, since chromosomes of some species
become sticky after the mitotic arrest with drugs such as
8-HQ and colchicine. Besides, there may be cases when
chromosome satellites form highly distended secondary
constrictions, which tend to detach during the preparation
of slides. Therefore, for two species—P.  insigne
(2n = 30-32) and P. pulcfirum (2n = 26-28)—we prefer
to report the two most frequently observed counts.
Among the species here analysed, P. pulehrim deserves
a special attention due to both the very uncommon number
2 = 2628 (most frequently 2n = 26) and the bimodal
karyotype. The occurrence of a bimodal karyotype in this
species may be evidence of the occurrence of dysploidy by
means of chromosome rearrangements, such as tandem
fusions, fissions and translocations, in the genesis of both
lower and higher chromosome numbers in Philodendron,
other than the two most frequent. 2n = 32 and 34, Dysp-
loidy has been widely accepted as a very important phe-
nomenon during the karyotype evolution of flowering
plants {and especially within monocot groups) regarding
changes in chromosome number, as well as whole genome
duplications (or polyploidization) (see Guerra 200K, 2008,
2002), In the case of P. pufchrum, additional cytogenetic
analyses employing differential chromatin staining may be
very helpful in understanding the evolutionary processes
behind the formation of such an unusual karyotype.
Another unusuval diploid number (2n = 40) was also
observed in P. brevispathum. Despite 2n = 40 being
reported for the first time for the genus, this number seems
to be very important in the Philodendron clade (sensu
Cusimano et al. 2011) as a whole, which includes the
closely related genera Homalomena and Furtadoa (see
Petersen 1989 Bogner and Petersen 2007; Cusimano et al.
2012). However, because of all the morphological features
indicating the inclusion of P. brevispathuom within P. subg,
Philodendron  sect.  Philodendron  (according 1o Croat
19977, it is very unlikely that this species has a primitive
karyotype. This seems rather to be more evidence of

ﬂ Springer

evolution in chromosome number by means of dysploidy
from a karyotype with a lower number.

Several authors have discussed the importance of poly-
ploidy for karyotype evolution within Philodendron and
also about what would be the ancestral basic chromosome
number (represented by the leiter “p’) for this genus, as
well as for the rest of the family. In a recent analysis of
character evolution by maximum likelihood and Bayesian
approaches, Cusimano et al. (2012) have discarded the
hypothesis of predominant occurrence of low p values
(p = 6,7, 8 and 9, for instance) within Araceae, which had
been previously suggested by other authors (e.g. Marchant
1971; Petersen 1989; Bogner and Petersen 2007). Instead,
due to the high values obtained for the most likely ancestral
chromosome numbers (p = 16 and 18), it is more likely
that a primary polyploidization event occurred before the
major diversification of lineages of the family (Cusimano
et al. 2012). A high base number for ancestral Phifoden-
dron might therefore be expecied, as predicied by Cusi-
mano et al. (2012), although we do not believe that the
group of species chosen by these authors to represent the
whole genus (F. subg. Meconostigma, with x = 18} is the
earliest diverging lincage within Philodendron. Acually,
the first molecular phylogenetic analysis of the main
Philodendron clades and sister genus Homalomena by
Gauthier et al. (2008) showed that P. subg. Preromischum
was sister to the other two subgenera and thus basal o
other Philedendron subclades. However, the relationships
among Homalomena and the three subgenera of Philo-
dendron remain unclear, and sampling of P. subg. Prer-
emischum was low (only two out of 77 species were
included in each phylogenetic analysis). We therefore
suggest that the number 2n = 32 (and thus p = 16),
observed for the sampled species of P. subg. Preromiscium
(P rudgeanmum and P. swrinamense), and the most frequent
number recorded for the genus in this study, may be
regarded as the most primitive within Philodendron,

In addition, it is noteworthy that our results for P. goefdii
(2n = 32), P. sofimoesense (2n = 32) and P. wliginosum
(2n = 28) differ from the number usually reported for
species of P. subg. Meconostigma (2n = 36; Table 1), As
commented above, the number 2n = 36 may have had an
important role in Karyotype evolution within P. subg.
Mecanostigma, since it was reporied only for typical species
of the group, which are usvally arborescent geophyies
adapted 1o open environments with higher light intensity,
naturally occurring in eastern South America (Mayo 1991),
On the other hand, P. goeldii. P. solimoesense and
P. uliginosum feature uncommon habitat specialization: the
first two are exclusive 1o the Amazon basin, being highly
adapted to shade, and the last one is an emergent aguatic or
swamp plant from central Brazil (Mayo 1988; Sakuragui
et al. 201 3). Therefore, the lower diploid numbers observed
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for these three species may represent derived karyvotypes
within the subgenus, especially in the case of P. uliginostum
with 2n = 28 chromosomes.

The present analysis represents the largest cytological
evaluation of the genus so far, although we acknowledge
that there are still only a few species with known chro-
mosome numbers (ca. 13 %; 66 out of ca. 500). Never-
theless, some trends can already be predicied, such as the
relatively high stability of chromosome numbers in Phil-
odendren, a characteristic generally observed within aroid
groups. Some genera of the subfamily Aroideae, which also
includes Philodendron, have a higher degree of karyotypic
variation among species, as in the case of Arisaema, Bia-
rum, Typhorium and, the extremely variable aquatic genus
Cryprocoryne (with diploid numbers ranging from 2n = 20
1o 132) (revised by Bogner and Petersen 2007). Our resulis
demonstrate that karyotype evaluations may help in the
understanding of evolutionary pathways among Philoden-
dron species, and indicate the great potential of additional
cylogenetic approaches (such as chromosome banding and
fluorescent in situ hybridization) in revealing valuable
chromosome markers.
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Philodendron (Araceae) é um dos maiores géneros endémicos dos Neotropicos, contando com
aproximadamente 500 espécies. Ha uma grande diversidade ecoldgica no grupo, embora a
grande maioria das espécies ocupe as florestas Umidas da América do Sul. Apesar de
Philodendron ser relativamente bem estudado taxonomicamente, as relacfes entre 0s grupos
morfologicos ainda ndo estdo bem estabelecidas, principalmente no que concerne as relagdes
entre os trés subgéneros (Meconostigma, Philodendron e Pteromischum), bem como sua
relacdo com a parte sul-americana do género irmdo Homalomena, da secdo Curmeria. Desta
forma, por meio de abordagens filogenéticas baseadas em marcadores plastidiais (rpl32-trnL,
trnQ-5’-rps16 e trnV-ndhC) e nucleares (ITS), o presente trabalho avalia o posicionamento dos
trés subgéneros de Philodendron e de H. secdo Curmeria sob uma nova perspectiva, discutindo
também a integridade de outros grupos morfolégicos como naturais ou ndo. Adicionalmente,
além da confirmacdo do monofiletismo de Philodendron, dados prévios indicando o
polifiletismo de Homalomena e a separacdo das espécies americanas em um novo género

(Adelonema) sdo corroborados no presente estudo.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: clado Homalomena — Pteromischum — Meconostigma —

Adelonema — Aroideae.
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INTRODUCAO

Philodendron Schott é um dos maiores géneros vegetais exclusivamente neotropicais,
figurando como o segundo em nimero de espécies na familia Araceae, com aproximadamente
500 espécies aceitas, sendo superado apenas por Anthurium Schott, o qual conta com cerca de
900 espécies descritas (Boyce & Croat, 2011; The Plant List, 2013). O género apresenta uma
grande diversidade ecoldgica, ocupando geralmente as florestas imidas da Ameérica tropical
(Mayo, 1988; Mayo, 1991; Mayo et al., 1997).

Os membros do género ocupam atualmente uma extensa area de distribuicdo,
estendendo-se desde o México ao Uruguai (Mayo et al., 1997), com possivel origem na bacia
Amazobnica (Calazans et al., 2014). No entanto, a historia biogeogréfica do grupo ao qual
Philodendron faz parte, o clado Homalomena sensu Cusimano et al. (2011), ainda ndo esta
muito bem esclarecida, tendo em vista a distribuicdo dos membros do grupo. O clado em
questdo € composto por cinco géneros ao todo. Além de Philodendron, compreende
Homalomena Schott, de ocorréncia disjunta entre a América tropical e sudeste asiatico,
Furtadoa M.Hotta, exclusivamente do sudeste asiatico, Cercestis Schott e Culcasia P.Beauv.,
estando estes dois ultimos presentes apenas na Africa central.

Além de algumas revisfes taxondmicas relativamente recentes de grupos de espécies de
Philodendron (Mayo, 1991; Grayum, 1996; Croat, 1997; Sakuragui et al., 2005; Sakuragui et
al., 2012), algumas analises de sistematica molecular vém sendo publicadas (Gauthier et al.,
2008; Oliveira et al., 2014). No entanto, ainda ha duvidas em relacdo ao monofiletismo da
grande maioria dos subgrupos propostos, como se¢des e subsecdes, as quais foram agrupadas
baseando-se em dados de morfologia floral e vegetativa.

As espécies de Philodendron sdo divididas em trés grandes grupos morfoldgicos
principais, 0s quais sao facilmente reconheciveis: (1) Philodendron subgénero Meconostigma

(21 spp.), constituido por plantas arborescentes predominantemente heliéfilas, com algumas
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especies adaptadas a ambientes sombreados, endémicas da America do Sul; (2) P. subg.
Pteromischum (78 spp.), com epifitas escandentes que ocorrem, em sua grande maioria, na
Ameérica Central e norte da América do Sul; e (3) P. subg. Philodendron (ca. 400 spp.), um
grupo composto predominantemente por epifitas ombrofilas com enorme diversidade
morfologica, ocorrendo em toda a extensdo da distribuicdo do género.

Diferentemente do que ocorre com os subgéneros Philodendron e Pteromischum, os
quais apresentam maior riqueza de espécies na bacia amazénica, a maior parte da diversidade
de Meconostigma (18 das 21 espécies) encontra-se no leste e no sudeste da América do Sul
(porcdo oriental da distribuicdo do género). Consequentemente, Mayo (1988) sugeriu que
padroes diferenciados de origem, diversificacdo e dispersdo teriam ocorrido para
Meconostigma, propondo sua origem na por¢ao oriental e dispersdo em dire¢do ao norte. No
entanto, as andlises filogenéticas e de evolucdo de caracteres florais em Meconostigma
publicadas recentemente (Calazans et al., 2014; Oliveira et al., 2014) indicam que a origem
deste grupo pode ter ocorrido de forma similar aos outros dois subgéneros, havendo uma
posterior dispersdo e diversificacdo nos outros biomas brasileiros.

De acordo com resultados moleculares publicados por Gauthier et al. (2008) e Yeng et
al. (2013), ha o indicativo de que tanto o género Philodendron quanto Homalomena ndo sejam
monofiléticos, levando-se em consideracdo a atual circunscricdo de ambos os grupos. Em
ambos os estudos citados, o grupo das espécies americanas de Homalomena, H. secdo
Curmeria, apresentou maior afinidade com membros de P. subg. Pteromischum, embora apenas
a topologia da arvore filogenética baseada em marcadores ITS obtida por Yeng et al. (2013)
tenha apresentado valores relevantes de suporte estatistico para os clados obtidos. Contudo, a
baixa amostragem em Philodendron neste dltimo trabalho, bem como o fraco suporte e a
incongruéncia entre topologias obtidas por Gauthier et al. (2008), utilizando dois marcadores
nucleares (ETS e ITS) e um plastidial (rpl16), deixam duavidas a respeito das relacfes

filogenéticas entre os subgéneros de Philodendron e H. secdo Curmeria.
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Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo fornecer um melhor esclarecimento
da sistematica filogenética do género Philodendron, bem como o entendimento dos padrdes de
diversificacdo entre as espécies do grupo, levando em consideracdo uma analise de filogenia
molecular baseada em trés marcadores plastidiais (rpl32-trnL, trnQ-5’-rps16 e trn\V-ndhC) e marcadores
nucleares de ITS, abrangendo as regides de ITS1 e ITS2 e a sequéncia codificadora do DNAr

5,8S.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL E EXTRAGAO DE DNA

Folhas frescas de 151 amostras de 120 espécies foram coletadas no presente estudo,
contando com 107 espécies de Philodendron (ca. 21% do género), seis de Homalomena e uma
de Furtadoa. Adicionalmente, para grupo externo, foram amostradas cinco outras espécies de
Araceae: Cercestis mirabilis (N.E.Br.) Bogner, Culcasia angolensis Welw. ex Schott, Culcasia
mannii (Hook.f.) Engl., Culcasia striolata Engl. e Montrichardia linifera (Arruda) Schott.
Tanto individuos provenientes de populacdes naturais quanto materiais cultivados no
Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (Recife — PE), na
Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte (Belo Horizonte — MG), no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia — INPA (Manaus — AM), no Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Rio
de Janeiro — RJ), no Missouri Botanical Garden (Saint Louis, EUA), no Royal Botanic Gardens,
Kew (Richmond, Reino Unido) e no Palmengarten (Frankfurt, Alemanha) foram utilizados
(Tabela 1).

O material proveniente das coletas foi mantido a 8-10 °C em solugéo salina saturada de
CTAB 2% (Rogstad, 1992) até o processamento para a extracdo de DNA seguindo o protocolo
CTAB | descrito por Weising et al. (2005). Adicionalmente, foi realizada uma etapa de

precipitacdo de polissacarideos contaminantes, de acordo com Michaels et al. (1994).
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AMPLIFICAGAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para a analise de sequenciamento das regides plastidiais (rpl32-trnL, trnV-ndhC e trnQ-
5’-rps16) e nucleares (ITS1-DNAr 5,8S-1TS2) foram utilizados os primers descritos por Shaw
et al. (2007) e Gauthier et al. (2008), respectivamente. As PCRs foram realizadas em um
termociclador Techne TC-412, contendo ~10-100 ng de DNA gendmico, 1x de tampéo de
reacdo 10x (Thermo Scientific), 3 umol/mL de MgCl. (Thermo Scientific), 0,2 umol/mL de
cada dNTP, 0,1 nmol/mL de cada primer e 1 unidade de enzima Taq polimerase (Thermo
Scientific) num volume total 25 pL. Adicionalmente, 2 uL de DMSO foram utilizados nas
reacOes de ITS. As condicBes de temperatura seguiram o utilizado por Shaw et al. (2007),
havendo apenas adequacfes nas temperaturas de anelamento utilizadas nas amplificacbes de
ITS, as quais variaram entre 48-60 °C, dependendo da espécie.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing da Applied Biosystems, sendo analisadas por meio de um sequenciador
ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Plataforma de Sequenciamento
LABCEN/CCB da Universidade Federal de Pernambuco. As sequéncias resultantes foram
montadas tanto no programa Geneious 7.1.7 (Biomatters Ltd.) quanto no Unipro UGENE 1.12
(Okonechnikov et al., 2012) e entdo alinhadas separadamente para cada regido por meio do
pacote MAFFT 7.017 (Katoh & Standley, 2013) utilizando o algoritmo Auto, havendo
posteriormente menores ajustes manuais. Para as analises da regido de ITS também foram
obtidas sequéncias previamente publicadas de Philodendron e Homalomena (Gauthier et al.,

2008; Yeng et al., 2013) disponiveis na base de dados do NCBI (Tabela S1).

ANALISES FILOGENETICAS
Foram gerados dendrogramas para cada uma das quatro regides separadamente, bem
como uma analise concatenada com as trés regides de cloroplasto, utilizando os métodos de
méaxima parcimoénia (MP), maxima verossimilhanca (MV) e inferéncia bayesiana (IB). As
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analises de MP foram conduzidas no programa PAUP* 4.0b.10 (Swofford, 2002), por meio da
busca heuristica das arvores e bootstrap de 1.000 réplicas. Para a MV foi utilizado o RAXML
7.2.8 (Stamatakis, 2006) implementado no portal CIPRES (Miller et al., 2010), utilizando o
modelo de substituicdo GTR+I"+I, como indicado pelo jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) para
todas as regides aqui utilizadas, com rapid bootstraping e busca da arvore de maior
probabilidade por meio de 1.000 réplicas. As andlises bayesianas foram rodadas no programa
MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012) no CIPRES, também utilizando o modelo GTR+I"+1 com
quatro categorias gama (Yang, 1993). As corridas foram iniciadas a partir de arvores aleatorias,
sendo utilizadas quatro cadeias quentes (T = 0,2) e uma fria, estendendo-se por 10.000.000

geracOes, com burn-in de 20%.
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Tabela 1. Lista de acessos utilizados nas analises filogenéticas entre espécies de Philodendron e grupos relacionados baseadas em regifes de DNA plastidial

(rpl32-trnL, trnQ-5’-rps16 e trnV-ndhC) e DNA nuclear (ITS1-DNAr 5,8S-1TS2).

Taxon Amostra Localidade/Procedéncia®

Philodendron subg. Meconostigma (Schott) Engl.

Philodendron bipinnatifidum Schott SV183JB Material cultivado no JBRJ

Philodendron brasiliense Engl. SV214FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron brasiliense Engl. SV277RJ Material cultivado no JBP

Philodendron corcovadense Kunth SV314TN Material cultivado no LGBV/Brasil (Taquaritinga do Norte — PE)
Philodendron corcovadense Kunth SV520IC Material cultivado no LGBV/Brasil (Cananéia — SP)
Philodendron goeldii G.M.Barroso SV063UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron leal-costae Mayo & G.M.Barroso SV313TN1 Brasil (Taquaritinga do Norte — PE)

Philodendron leal-costae Mayo & G.M.Barroso SV313TN2 Brasil (Taquaritinga do Norte — PE)

Philodendron lundii Warm. SV089MC2 Brasil (Morro do Chapéu — BA)

Philodendron lundii Warm. SV089MC5 Brasil (Morro do Chapéu — BA)

Philodendron lundii Warm. SV191FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron mello-barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso ~ SV526RJ Material cultivado na UFRJ

Philodendron mello-barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso ~ SV534PE Material cultivado no LGBV

Philodendron petraeum Chodat & Vischer SV225FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron saxicola K.Krause SV539CV Material cultivado no LGBV/Brasil (Mucugé — BA)
Philodendron solimoesense A.C.Sm. SV050UC1 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron solimoesense A.C.Sm. SV070VR16 Brasil (PARNA Virud, Caracarai — RR)
Philodendron solimoesense A.C.Sm. SV070VR17 Brasil (PARNA Virug, Caracarai — RR)
Philodendron solimoesense A.C.Sm. SV070VR18 Brasil (PARNA Virua, Caracarai — RR)
Philodendron speciosum Schott ex Endl. SV535RJ Material cultivado no Kew

Philodendron uliginosum Mayo SV213FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron undulatum Engl. SV245)B Material cultivado no JBRJ

Philodendron undulatum Engl. SV519IC Material cultivado no LGBV/Brasil (Cananéia — SP)
Philodendron venezuelense G.S.Bunting SVv447UC1 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron venezuelense G.S.Bunting SV447UC2 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron venezuelense G.S.Bunting SV447UC3 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron williamsii Hook.f. SV276RJ Material cultivado no JBP

Philodendron xanadu Croat et al. SV570KG Material cultivado no Kew
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Tabela 1. (continuagéo)

P. subg. Philodendron Engler
secdo Baursia Reichb.

P. crassinervium Lindl. SV249FT Material cultivado no LGBV

Philodendron edmundoi G.M.Barroso SV254R] Material cultivado no JBP

Philodendron glaziovii Hook.f. SV346MO Material cultivado no MOBOT (proveniente do Kew)
Philodendron insigne Schott SV061UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron linnaei Kunth SV539RD Material cultivado no LGBV/Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron longilaminatum Schott SV553KG Material cultivado no Kew

Philodendron martianum Engl. SV237)B Material cultivado no JBRJ

Philodendron micranthum Poepp. ex Schott SV233FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron nullinervium E.G.Gong. SV288FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron pusillum E.G.Gong & Bogner SV360MO Material cultivado no MOBOT

Philodendron renauxii Reitz SV219FZ Material cultivado na FZB-BH

se¢do Macrobelium (Schott) Sakur.

Philodendron acutatum Schott SV087MC1 Brasil (Morro do Chapéu — BA)

Philodendron acutatum Schott SV087MC7 Brasil (Morro do Chapéu — BA)

Philodendron acutifolium K.Krause SV322MO Equador/Material cultivado no MOBOT
Philodendron annulatum Croat SV552KG Material cultivado no Kew

Philodendron appendiculatum Nadruz & Mayo SV285FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron auriculatum Standl.& L.O.Williams SV559KG Material cultivado no Kew

Philodendron biribiriense Sakur. & Mayo SV290FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron campii Croat SV057UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron cipoense Sakur. & Mayo SV182FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron conforme G.S.Bunting SV335MO Venezuela/Material cultivado no MOBOT
Philodendron cordatum Kunth ex Schott SV283FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron curvilobum Schott SV523CA Material cultivado no LGBV/Brasil (Cananéia — SP)
Philodendron davidsonii Croat SV336MO Costa Rica/Material cultivado no MOBOT
Philodendron erubescens K.Koch & Augustin SV250FT Brasil (Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro — RJ)
Philodendron eximium Schott SV293TN Material cultivado no LGBV/Brasil (Taquaritinga do Norte — PE)
Philodendron eximium Schott SV522IC Material cultivado no LGBV/Brasil (Ilha Comprida, Cananéia — SP)
Philodendron inops Schott SV280RJ Material cultivado no JBP

Philodendron laticiferum Croat & M.M.Mora SV352MO Colémbia/Material cultivado no MOBOT
Philodendron microstictum Standl. & L.O.Williams SV583KG Material cultivado no Kew
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Tabela 1. (continuacgdo)

Philodendron minarum Engl. SV291FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron ruizii Schott SV362MO Equador/Material cultivado no MOBOT
Philodendron sagittifolium Liebm. SV223FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron simmondsii Mayo SV563KG Material cultivado no Kew

Philodendron vargealtense Sakur. SV211FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron wittianum Engl. SVO040RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron wittianum Engl. SVv058UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron sphalerum Schott SV053UC1 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron sphalerum Schott SV053UC2 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron sphalerum Schott SV053UC3 Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron spiritus-sancti G.S.Bunting SV222FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron uleanum Engl. SV287FZ Material cultivado na FZB-BH

secdo Philodendron (Jacq.) Schott

Philodendron billietiae Croat SV011VR Brasil (PARNA Virud, Caracarai — RR)
Philodendron billietiae Croat SV038RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron blanchetianum Schott SV200FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron ernestii Engl. SV576KG Material cultivado no Kew

Philodendron fragrantissimum (Hook.) G.Don SV2951G Brasil (Usina Sao José, Igarassu — PE)
Philodendron giganteum Schott SV239)B Material cultivado no JBRJ

Philodendron giganteum Schott SV345MO Republica Dominicana/Material cultivado no MOBOT
Philodendron glanduliferum Matuda SV575KG Material cultivado no Kew

Philodendron grandifolium (Jacg.) Schott SV348UC Guiana Francesa/Material cultivado no MOBOT
Philodendron grandipes K.Krause SVv349UC Panamé&/Material cultivado no MOBOT
Philodendron grandipes K.Krause SV446FF Material cultivado no Palmgarten

Philodendron hopkinsianum M.L.Soares & Mayo SVO035RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron lupinum E.G.Gong. & J.B.Carvalho SV230FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron maximum K.Krause SV578KG Material cultivado no Kew

Philodendron megalophyllum Schott SV043UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron megalophyllum Schott SV320UT Brasil (Rebio Uatuma, Presidente Figueiredo — AM)
Philodendron melinonii Brongn.ex Regel SV594RD Material cultivado no LGBV (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron ornatum Schott SV059UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron schottianum H.Wendl. ex Schott SV209FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron tenue K.Koch & Augustin SV573KG Material cultivado no Kew




Tabela 1. (continuacgdo)

Philodendron toshibai M.L.Soares & Mayo SVO034RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)

secdo Philopsammos G.S.Bunting

Philodendron callosum K.Krause SVO022PF Material cultivado no LGBV (Presidente Figueiredo — AM)
Philodendron dunstervilleorum G.S.Bunting SV577KG Material cultivado no Kew

Philodendron pulchrum G.M.Barroso SVO025PF Brasil (Presidente Figueiredo — AM)

secdo Polytomium (Schott) Engler

Philodendron cardosoi E.G.Gong. SV220FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron distantilobum K.Krause SV212FT Material cultivado na FZB-BH

Philodendron distantilobum K.Krause SV318UT Brasil (Rebio Uatuma, Presidente Figueiredo — AM)
Philodendron fendleri K.Krause SV343MO Trinidade e Tobago/Material cultivado no MOBOT
Philodendron lacerum (Jacg.) Schott SV574KG Material cultivado no Kew

Philodendron radiatum Schott SV565KG Material cultivado no Kew

Philodendron tortum M.L.Soares & Mayo SVO032RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron warszewiczii K.Koch & C.D.Bouché SV376MO Material cultivado no MOBOT

secdo Schizophyllum (Schott) Engler

Philodendron bipennifolium Schott SV284FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron bipennifolium Schott SV3071P Material cultivado no INPA

Philodendron bipennifolium Schott SV524SP Material cultivado no IBT-SP

Philodendron nadruzianum Sakur. SV247FT Brasil (Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro — RJ)
Philodendron nadruzianum Sakur. SV253RJ Brasil (Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro — RJ)
Philodendron pedatum (Hook.) Kunth SV029RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron pinnatilobum Engl. SV582KG Material cultivado no Kew

Philodendron quinquelobum K.Krause SV595UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

Philodendron ruthianum Nadruz SV189FZ Material cultivado na FZB-BH

Philodendron ruthianum Nadruz SV203JB Material cultivado no JBRJ

Philodendron sp.nov. aff. squamiferum SV529CV Brasil (Caxiuana — PA)/Material cultivado no LGBV
secdo Tritomophyllum Schott

Philodendron anisotomum Schott SV327MO Material cultivado no MOBOT

Philodendron hylaeae G.S.Bunting SV001VR Brasil (PARNA Viru4, Caracarai — RR)

Sem se¢do

Philodendron attenuatum Croat SV321MO Equador/Material cultivado no MOBOT
Philodendron deflexum Poepp. ex Schott SV337MO Venezuela/Material cultivado no MOBOT

Philodendron ecordatum Schott SV572KG Material cultivado no Kew




Tabela 1. (continuacgdo)

Philodendron gloriosum André SV347MO Material cultivado no MOBOT
Philodendron humile E.G.Gong. SV241)B Material cultivado no JBRJ
Philodendron mamei André SV571KG Material cultivado no Kew
Philodendron sodiroi N.E.Br. SV221FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron werkhoveniae Croat SV196FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron wullschlaegelii Schott SV286FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron sp.nov. Espada SV530UC Brasil (Urucu, Coari — AM)

P. subg. Pteromischum (Schott) Mayo

Philodendron acreanum K.Krause SV215FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron flumineum E.G.Gong. SV198FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron ichthyoderma Croat & Grayum SV350MO Panaméa/Material cultivado no MOBOT
Philodendron inaequilaterum Liebm. SV208FZ Material cultivado na FZB-BH
Philodendron ligulatum Schott SV354MO Panamé&/Material cultivado no MOBOT
Philodendron platypodum Gleason SV004VR Brasil (PARNA Virud, Caracarai — RR)
Philodendron platypodum Gleason SVO033RD Brasil (Reserva Ducke, Manaus — AM)
Philodendron platypodum Gleason SV055UC Brasil (Urucu, Coari — AM)
Philodendron propinquum Schott SV252FT Brasil (Floresta da Tijuca, Rio de Janeiro — RJ)
Philodendron rudgeanum Schott SV056UC Brasil (Urucu, Coari — AM)
Philodendron rudgeanum Schott SV540PE Brasil (Bonito — PE)

Philodendron sonderianum Schott SV586KG Material cultivado no Kew
Philodendron aff. propinquum Schott SV586KG Material cultivado no Kew

Cercestis Schott

Cercestis mirabilis (N.E.Br.) Bogner SV393MO Material cultivado no MOBOT
Cercestis mirabilis (N.E.Br.) Bogner SV581KG Material cultivado no Kew

Culcasia P.Beauv.

Culcasia angolensis Welw. ex. Schott SV591KG Material cultivado no Kew

Culcasia mannii (Hook.f.) Engl. SV394MO Serra Leoa/Material cultivado no MOBOT
Culcasia striolata Engl. SV592KG Material cultivado no Kew

Furtadoa M.Hotta

Furtadoa mixta (Ridl.) M.Hotta SV561KG Material proveniente do banco de DNA do Kew
Homalomena Schott

Homalomena crinipes Engl. SV392MO Peru/Material cultivado no MOBOT

Homalomena deltoidea Hook.f. SV548KG Material cultivado no Kew




Tabela 1. (continuacgdo)

Homalomena magna A.Hay SV551KG Material proveniente do banco de DNA do Kew
Homalomena rubescens (Roxb.) Kunth SV232FZ Material cultivado na FZB-BH

Homalomena sp. SV389MO Equador/Material cultivado no MOBOT
Montrichardia Crueg.

Montrichardia linifera (Arruda) Schott SV542PE Brasil (Ipojuca — PE)

4 FZB-BH — Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte (Belo Horizonte, MG, Brasil); IBT-SP — Instituto de Botéanica de S&o Paulo (S&o Paulo, SP,
Brasil); INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (Manaus, AM, Brasil); JBP — Jardim Botanico Plantarum (Nova Odessa, SP, Brasil);
JBRJ — Jardim Boténico do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); Kew — Royal Botanic Gardens, Kew (Richmond, Reino Unido); LGBV —
Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal, Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco (Recife, PE, Brasil); MOBOT
— Missouri Botanical Garden (Saint Louis, Estados Unidos da América); UFRJ — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de
Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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RESULTADOS

As sequéncias das trés regides de cpDNA obtidas de 151 acessos resultaram em um
alinhamento de 3.886 bases de comprimento, apds a exclusdo das extremidades ndo alinhadas,
onde as sequéncias dos acessos variaram entre 2.559 e 3.373 bases (Tabela 2). Levando em
consideracdo o alinhamento das regides separadamente, a rpl32-trnL resultou em uma matriz
com 934 caracteres (variando entre 364 e 739 bases), a trnV-ndhC com 1.142 (de 634 a 896
bases) e a trnQ-5’-rps16 perfazendo 1.810 (entre 1.114 e 1.457 bases) (Tabela 2). No total, o
namero de caracteres variaveis e informativos para parciménia observados entre as sequéncias
de Philodendron, Homalomena e Furtadoa (ingroup) foram, respectivamente: 162 (17,4%) e
100 (10,7%) para a rpl32-trnL; 316 (27,7%) e 121 (10,6%) para a trnV-ndhC; e 380 (21,0%) e

209 (11,6%) para trnQ-5’-rps16 (Tabela 2).

Tabela 2. Informacdes sobre o alinhamento das sequéncias das quatro regides analisadas.

Regido NCG (pb)* VCS (ph)> NCP®  CIP? IC® IR

ITS 1138 620-849 707 574 0539 0,903
rpl32-trnL 934 364-739 162 100 0724 0,914
trnQ-5"-rps16 1810 1114-1457 380 209 0649 0,887
trnV-ndhC 1142 634-896 316 121 0,776 0,907
Total cpDNA 3886 2559-3373 858 430 0676 0,883

a Nimero de caracteres gerados em pares de base (pb); P variagdo no nimero dos caracteres das
sequéncias; °nimero de caracteres polimérficos no ingroup; ¢ caracteres informativos para parcimonia
no ingroup; ¢indice de consisténcia; * indice de retencéo.

Com relacédo a regido de ITS, a andlise a partir dos 144 acessos utilizados resultou em
um alinhamento com 1.138 bases, com as sequéncias individuais variando entre 620 e 849. A
regido apresentou uma altissima proporcdo de caracteres variaveis e informativos para
parcimdnia, os quais somaram 707 (63,8%) e 574 (51,8%), respectivamente (Tabela 2).

Os trés diferentes métodos de reconstrucéo filogenética, em geral, resultaram em arvores
com topologias similares tanto para os marcadores plastidiais quanto para os nucleares,
principalmente no que diz respeito aos grandes grupos de espécies (ndés mais basais). No
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entanto, os valores de suporte obtidos com a MP foram consideravelmente mais baixos, além
de haver varias politomias espalhadas pelo dendrograma (dados ndo mostrados), diferentemente
do que aconteceu com as analises de MV e IB. Com relacao aos indices de consisténcia (IC) e
de retencéo (IR) calculados durante a MP, as regides de cpDNA apresentaram valores de IC
moderados (entre 0,649 e 0,776; Tabela 2), indicando proporcdes relativamente baixas de
homoplasia. Por outro lado, os altos valores de IR obtidos (entre 0,887 e 0,914) indicam que as
homoplasias ndo impactaram excessivamente durante a geracdo dos agrupamentos. Tal padrao
de compensacdo entre homoplasias e sinapomorfias foi mais perceptivel nas analises baseadas
naregido de ITS, onde houve um alto indice de homoplasia as quais apresentaram (IC = 0,539),
embora apresentando um alto indice de retencdo (IR = 0,903) (Tabela 2).

As andlises de MV e IB apresentaram topologias idénticas para as regifes de cpDNA
concatenadas, havendo diferencas no posicionamento de algumas espécies em ramos com
suporte estatistico muito baixo (Figura 1). No geral, 0s nés basais, 0s quais representam 0s
grandes grupos dentro de Philodendron (subgéneros), foram recuperados com valores elevados
de suporte estatistico tanto na MV quanto na IB (Figura 1). Mesmo quando uma das analises
ndo resultou em um agrupamento confiavel para um ramo especifico da arvore, como no caso
do posicionamento do subgénero Meconostigma como grupo irmdo das demais espécies do
género, a outra abordagem apresentou suportes entre moderado e alto (Figura 1). No entanto,
guando analisadas separadamente, nenhuma das trés sequéncias de cpDNA foi suficientemente
eficiente para determinar as relagcdes de parentesco entre 0s grandes grupos, 0s quais ainda
puderam ser recuperados com suporte moderado, havendo sempre uma grande politomia na
base da arvore e na maioria dos ramos terminais (Figuras Suplementares S1, S2 e S3). Os
menores valores de suporte e a presenca de politomias na maior parte dos grupos foram
apresentados pela regido com o maior indice de consisténcia, a rpl32-trnL (IR = 0,914), e
consequentemente com a menor proporc¢do de caracteres homoplasicos afetando diretamente o

agrupamento (Tabela 2; Figuras Suplementares S1, S2 e S3).
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Com relacdo a regido de ITS, a grande maioria dos grupos observados nas analises com
as regides foi recuperada, embora com algumas diferencas no suporte dos clados. O grupo das
espeécies asiaticas de Homalomena foi recuperado como monofilético, embora sem suporte
relevante (BS = 31 e PP = 0,52; Figura S4). Ja o conjunto das espécies sul-americanas de
Homalomena, a secdo Curmeria, e 0s trés subgéneros de Philodendron formaram um grupo
monofilético com suporte apenas na MV, com BS de 87 (Figura S4). Da mesma forma que
observado para as regifes plastidiais, as espécies de H. secdo Curmeria formaram um clado
bem suportado (BS = 98, PP = 1), o qual se posicionou como irméo do género Philodendron
(Figura S4). No entanto, o subgénero Pteromischum apareceu como o grupo que divergiu
primeiro no género, diferentemente das regides plastidiais, embora esta diferenca topologica
tenha apresentado baixo suporte estatistico (BS = 58, PP = 0,87; Figura S4).

Como anteriormente mencionado, as reconstrucdes filogenéticas baseadas nas
sequéncias de cpDNA concatenadas tanto na MV quanto na IB apresentaram o ingroup com
valor maximo de suporte, tendo o clado formado por F. mixta (Ridl.) M.Hotta e as espécies
asiaticas de Homalomena como grupo irméo do grande clado formado por H. secdo Curmeria,
P. subg. Meconostigma, P. subg. Pteromischum e P. subg. Philodendron. Com excecdo de
apenas algumas espécies com agrupamento inesperado, as quais serdo mencionadas adiante, 0s
trés subgéneros baseados em caracteres morfolégicos foram recuperados com alto suporte
(Figura 1), sendo que a IB se mostrou mais eficiente do que a MV na geragdo do agrupamento
de P. subg. Philodendron, com bootstrap (BS) de 77 e probabilidade posterior (PP) igual a 1.
A posicdo de Meconostigma como grupo irméo dos outros dois subgéneros também apresentou
diferengas no suporte obtido, com o valor maximo da PP e BS de 43 (Figura 1).

Levando em consideracao as relagdes dentro do clado Meconostigma (representado em
verde na Figura 1), P. venezuelense se posicionou como espécie irma do restante do grupo
(Figura 1). As outras duas espécies amazonicas (P. goeldii G.M.Barroso e P. solimoesense

A.C.Sm.) formaram um grupo irmao das espécies heliofilas, as quais ocorrem na porcao leste
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da distribuicdo do género (Figura 1). Adicionalmente, a maior parte dos outros agrupamentos
obtidos no clado das heliofilas arborescentes ndo apresentou valores de suporte significativos,
além de ndo haver coesdo entre os diferentes acessos de algumas espéecies (e mesmo de uma
Unica populacdo, como foi o caso de P. lundii Warm. com SV089MC2 e SV089MC5) (Figura
1).

Dentro do clado Pteromischum, o qual esta representado em azul na Figura 1, apenas o
grupo formado pelas espécies P. acreanum K.Krause, P. flumineum E.G.Gong., P. propinquum
Schott, P. sonderianum Schott e pelo acesso amazonico de P. rudgeanum Schott apresentou
suporte moderado na MV (Figura 1), enquanto em todos 0s outros grupos foram observados
valores altos de BS e PP (Figura 1). Entretanto, uma inconsisténcia foi observada com relagéo
a classificacdo baseada nos caracteres morfologicos e as reconstrucdes filogenéticas aqui
realizadas, onde dois membros de P. subg. Pteromischum, P. ichthyoderma Croat & Grayum e
P. ligulatum Schott apareceram dentro de um dos grupos terminais do clado referente ao
subgénero Philodendron (com P. annulatum Croat e P. laticiferum Croat & M.M.Mora)
apresentando alto suporte estatistico (BS = 96 e PP = 1; Figura 1).

O clado referente ao subgénero Philodendron, o qual corresponde ao grupo marcado em
cinza na arvore filogenética apresentada na Figura 1, apresentou trés grandes agrupamentos de
espécies com valores altos de suporte: o clado A, apresentando o maior numero de espécies
(incluindo P. ichthyoderma e P. ligulatum, como citado anteriormente) (BS = 100 e PP = 1);
clado B, composto por P. fragrantissimum, P. hopkinsianum M.L.Soares & Mayo, P.
werkhoveniae Croat, P. wittianum Engl., P. ecordatum Schott e P. sp.nov. Espada (BS = 100 e
PP = 1); e clado C, formado basicamente por membros das se¢6es Baursia e Philopsammos e
apenas dois membros da secéo Philodendron (P. ernestii Engl. e P. glanduliferum Matuda) com
suporte maximo tanto na MV quanto na IB (BS = 100 e PP = 1, respectivamente). Assim como
observado no clado Meconostigma, grande parte dos nos terminais do clado A ndo apresentou

suporte estatistico relevante, diferentemente dos clados B e C, bem como a ocorréncia de
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espécies sem coesdo em um no, com acessos distribuidos por varios grupos diferentes (Figura
1). Adicionalmente, P. humile E.G.Gong., uma espécie que supostamente faz parte do
subgénero Philodendron e que era anteriormente conhecida como H. solimoensis G.M.Barroso,
foi posicionada com as duas espécies de Homalomena provenientes da América do Sul,

formando o clado Curmeria (BS = 100 e PP = 1; marcado em roxo na Figura 1).
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5 :3 sr?r;ﬁlerti%é%S%UCﬂ
. megalophyllum
—Q P. megalophyllum (043UC)
= P. acutifolium (322MO)
P. hylaeae (001VR)
P. uleanum (287F2)
P.micranthum (233FZ2)
P. fendleri (343MO
P. simmondsii (563KG)
P. annulatum (552KG)
P. ligulatum (354MQ)
P. ichthyoderma (350MO)
P. laticiferum (352MO)
P. grandifolium (348MO)
P. conforme (335MO)
P. giganteum (345MO)
P. lacerum (574KG)
P. radiatum (565KG)

Figura 1. Arvore filogenética baseada nas anélises de maxima verossimilhanga (MV) utilizando a combinagio das regides de cpDNA rpl32-trnL,

trnV-ndhC e trnQ-5’-rps16 para as relagdes entre espécies do género Philodendron e os grupos irmaos. O dendrograma foi dividido em quatro princi-

pais clados e trés subclados: em cinza as espécies de Philodendron subgénero Philodendron, as quais foram subdivididas em trés principais grupos —

A, B e C, em azul o subgénero Pteromischum, em verde as espécies de Meconostigma e em roxo as espécies de Homalomena se¢do Curmeria.
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P. fragrantissimum (2951G)
P. hopkinsianum (035RD)
P. werkhoveniae (196FZ2)

B = P. w(iittilianur?5 OZSP?CLSJ)C”
. ecordatum
—0) P. wittianum (040RD)
P. sp. Espada (530UC)
P. dunstervilleorum (577KG)
P. pulchrum (025PF)
P. callosum (022PF)
P. insigne (061UC1)
P. linnaei (539CV)
P. glanduliferum (575KG)
C P.crassinervium (249FT)
—0 P. edmundoi (254RJ)
P. longilaminatum (553KG)

P. ernestii (576KG)
P. acreanum (215F2)
P. rudgeanum (056UC)
P. flumineum (198F2Z)
P. propinquum (252FT)

P. aff. propinquum (587KG)
P. sonderianum (586KG)
P. platypodum (033RD)
P. platypodum (055UC)
P. rudgeanum (540PE)
P. platypodum (004VR)
P. inaequilaterum (208FZ2)
P. petraeum (225FZ)
P. undulatum (245JB)
P. xanadu (570KG)
P. bipinnatifidum (183JB)

P. mellobarretoanum (534PE)
E P. mellobarretoanum (526RJ)
P. lundii (089MC5)

P. brasiliense (214FZ)
P. corcovadense (314TN)
P. corcovadense (520IC)
P.undulatum (519IC)
P. williamsii (276RJ)
P. speciosum (535RJ)
P. saxicola (538CV)
P. lundii (089MC2)
P. uliginosum (213F2Z2)
P. lundii (191FZ)
P. brasiliense (277RJ)
P. lealcostae (313TN1)
P. lealcostae (313TN2)
P. solimoesense (070VR16)
P. solimoesense (070VR18)
P. solimoesense (070VR17)
P. solimoesense (050UC)
P. goeldii (063UC)
P. venezuelense 447UC3)

P. venezuelense (447UC2)

P. venezuelense (447UC1)

P. humile i241JB
_E H. crinipes(392MO)
H. sp. (389MO)
F. mitxa (561KG)

H. deltoidea (548KG)
H. magna (551KG)

H. rubescens (232F2)

H. tenuispadix (564KG)
Culcasia mannii (579KG)

Culcasia striolata (592KG)
Culcasia angolensis (591KG)
Cercestis mirabilis (581KG
Cercestis mirabilis (393MO)

M. linifera (542PE)
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DISCUSSAO

Apesar da grande representatividade das espécies de Philodendron nas florestas itmidas
neotropicais, onde, em algumas regifes, podem representar os principais elementos da flora
epifitica (e.g. Irume et al., 2013), nenhuma analise filogenética envolvendo abordagens
moleculares havia sido publicada recentemente. Gauthier et al. (2008) foram os primeiros a
utilizar um numero relevante de espécies do género, enquanto no trabalho de Barabé et al.
(2002) apenas seis espécies de Philodendron e duas de Homalomena foram amostradas,
justamente por ndo estarem focando na filogenia do grupo. No caso de outros trabalhos com
enfoque nas relacdes intergenéricas de Araceae (e.g. French et al., 1995; Cabrera et al., 2008;
Cusimano et al., 2011; Henriquez et al., 2014), o numero de espécies utilizadas foi ainda mais
reduzido.

Os dados de Gauthier et al. (2008), no entanto, sdo contraditérios no que diz respeito a
resposta gerada pelos diferentes tipos de marcadores (nucleares e plastidiais), bem como pelos
métodos de reconstrucdo filogenética utilizados (MP e IB), mostrando topologias divergentes
e com baixo suporte nos agrupamentos entre e dentro dos subgéneros de Philodendron.
Comparativamente, os resultados aqui apresentados mostram uma resolucdo superior,
principalmente levando em consideracdo os valores de suporte obtidos para os grandes clados
do género, bem como nas relagdes entre os subgéneros de Philodendron e H. secdo Curmeria.
Apesar de contarem com representantes de quase todos 0s grupos taxondmicos baseados em
caracteres morfoldgicos (apenas uma das nove se¢des do subgénero Philodendron que haviam
sido descritas até 0 momento nao foi amostrada), a maior limitacdo do trabalho de Gauthier et
al. (2008) foi a inconsisténcia no que diz respeito as sequéncias obtidas para todo o conjunto
amostral. Ao todo, os autores utilizaram 72 espécies, mas 0 nimero de sequéncias obtidas para
cada uma das trés diferentes regides foi diferente (64 de ETS, 58 de rpl16 e apenas 45 de ITS).

Assim, para boa parte das espécies, ndo estavam disponiveis sequéncias de todas as trés regides,
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0 que possivelmente impossibilitou a utilizacdo de um alinhamento concatenado durante as
analises de reconstrucao filogenética sem a exclusdo de uma parcela consideravel das amostras.
Da mesma forma, quando as sequéncias foram analisadas separadamente, nossos resultados
mostraram baixa resolucéo e varios grupos com suporte estatistico irrelevante. Apenas a partir
da juncdo das regides de cpDNA que as topologias resultantes das analises de Ml e IB
apresentaram grupos bem definidos.

Todas as regides aqui empregadas, tanto as de cpDNA (rpl32-trnL, trnV-ndhC e trnQ-
5’-rps16) quanto as nucleares (ITS1-DNAr 5,8S-1TS2) apresentaram proporcdes consideraveis
de caracteres variaveis e informativos para parcimonia, indicando o grande potencial de
aplicacdo destas sequéncias em analises evolutivas envolvendo grupos de Araceae. No entanto,
levando em consideracdo as regides plastidiais, apenas a rpl32-trnL havia sido utilizada
anteriormente em um estudo envolvendo um grupo de Araceae, o qual abordou as relacGes
filogenéticas e evolucgdo de alguns caracteres entre espécies de Arum L. (Espindola et al., 2010).
Mesmo assim, a proporc¢do de caracteres polimérficos encontrada por Espindola et al. (2008)
foi muito inferior ao aqui observado, sendo 6,0% contra 17,4%. Adicionalmente, buscas
utilizando a ferramenta BLASTN 2.2.3 (Altschul et al., 1997) na base de dados do NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) confirmaram a auséncia de dados relacionados as regides trnV-
ndhC e trnQ-5’-rps16, onde os Unicos hits para outros taxons da familia estavam relacionados
a sequéncias completas do genoma plastidial de algumas poucas espécies (Andrey et al., 2008;
Wang & Messing, 2011; Ahmed et al., 2012). Levando-se em consideracdo que Gauthier et al.
(2008) haviam obtido apenas 6,5% de polimorfismo analisando o intron do gene plastidial
rpl16, é surpreendente que a regido menos informativa no presente trabalho, a rpl32-trnL, tenha
apresentado 17,4% de caracteres variaveis, indicando o potencial destes marcadores para a
utilizacdo em reconstrugdes filogenéticas em grupos de Araceae.

A confirmagéo de grandes clados com altos valores de suporte estatistico representando

0s subgéneros de Philodendron corrobora até certo ponto a divisdo dos grupos com base em
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caracteres morfologicos vegetativos e reprodutivos. Com a tentativa de diversos autores de
classificar e agrupar os membros de P. subg. Philodendron, o qual apresenta um numero de
espeécies quase quatro vezes do maior do que a juncao de Meconostigma e Pteromischum, foram
criadas 10 secOes (Mayo, 1990; Croat, 1997, Sakuragui et al., 2005; Koster & Croat, 2011), das
quais as duas maiores (seces Macrobelium e Philodendron) ainda estdo subdivididas em
diversas subsecdes e séries. Entretanto, nossos resultados mostram o polifiletismo destes
grupos, principalmente para as duas grandes secdes Macrobelium e Philodendron, como
previamente indicado por Gauthier et al. (2008). A secdo Tritomophyllum (aqui representada
por P. anisotomum Schott e P. hylaeae G.S.Bunting), que ja havia sido indicada como um grupo
possivelmente artificial por Croat (1997), também aparece aqui como polifilética.
Adicionalmente, as espécies de Schizophyllum formaram um grupo relativamente coeso e bem
suportado, apesar dos dois acessos de P. ruthianum Nadruz aparecerem fora do agrupamento
principal, indicando certa robustez da defini¢do da secéo.

As excecdes com relacdo a formacdo dos grandes clados correspondentes aos trés
subgéneros, sendo as duas espécies de Pteromischum (P ichthyoderma e P. ligulatum) dentro
do grande clado A do subgénero Philodendron, e P. humile no mesmo clado das espécies de H.
secdo Curmeria, possivelmente ocorreram por diferentes motivos. No caso da primeira, 0
padrdo de crescimento monopodial mesmo apos a primeira floracdo, caracteristico das espécies
do subgénero Pteromischum, teria aparecido de forma independente também em membros do
subgénero Philodendron, possivelmente sendo o caso do ancestral comum a P. ichthyoderma e
P. ligulatum, levando-se em consideracdo o alto suporte estatistico do posicionamento das duas
especies no dendrograma. Ja a relacdo de P. humile com as espécies amazobnicas de
Homalomena indica uma interpretacdo equivocada de Gongalves (2002) ao incluir no género
Philodendron a espeécie terricola H. solimoensis, a qual havia sido descrita originalmente por

Barroso (1957).
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A ideia do posicionamento do clado Meconostigma como irmao do resto do género,
como aqui indicado pelas analises com os marcadores plastidiais, ja havia sido apresentada por
Mayo (1986) a partir de uma analise cladistica baseada em caracteres florais. Levando-se em
consideracdo a presenca de estiletes lobados em todas as espécies de Meconostigma, assim
como em Homalomena, estando ausentes nos subgéneros Pteromischum e Philodendron (outro
argumento a favor da inclusdo de P. humile como H. solimoensis em H. secdo Curmeria), é
possivel considerar a reverséao de tal caracteristica como estado derivado dentro do género. No
entanto, ainda ha certa davida quanto ao primeiro grupo a divergir dentro do género, levando
em consideracdo tanto os resultados aqui obtidos com a regido de ITS quanto os apresentados
por Gauthier et al. (2008) para os dois marcadores nucleares utilizados (ETS e ITS, que
indicavam o subgénero Pteromischum como a primeira linhagem divergente em Philodendron),
embora os valores de suporte ndo tenham sido satisfatorios nos dois casos citados.

Com relacdo aos agrupamentos dentro de P. subg. Meconostigma, o aparecimento de P.
venezuelense como irma do resto do subgénero (tanto nas analises das regides de cpDNA quanto
para ITS) contrasta com a topologia apresentada por Oliveira et al. (2014) para marcadores
diferentes (ETS e matK). Os autores encontraram o grupo composto por P. goeldii e P.
solimoesense como a primeira linhagem divergente em Meconostigma, além de P. venezuelense
dentro do clado das heli6filas e proximamente relacionada a P. williamsii J.D. Hooker.,
similarmente ao observado por Calazans et al. (2014) em uma analise filogenética baseada na
morfologia de caracteres florais. Contudo, o alto suporte estatistico para a coesdo do grupo das
heliéfilas (BS =99 e PP =1, para as regides de cpDNA, e suporte maximo na MV e na IB para
0 ITS), o qual incluiu P. williamsii, além da utilizagdo de trés acessos de P. venezuelense,
confere a hipotese de uma posicdo mais basal para P. venezuelense dentro de Meconostigma
como sendo bastante plausivel. Além disso, podemos considerar que a colonizacéo do leste da
America do Sul pelas espécies do subgénero em questdo seja secundaria e tenha sido um

importante fator para o aumento da diversificagdo do grupo, sem ter havido a volta de uma
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linhagem para a Amazonia, como sugerido previamente por Calazans et al. (2014) e Oliveira
et al. (2014).

Da mesma forma, pode-se sugerir uma origem amazonica para as linhagens do
subgénero Philodendron, considerando que os primeiros grupos a divergir (clados B e C) séo
compostos majoritariamente por espécies amazoénicas. Nesse caso, a colonizacdo de outros
biomas teria sido secundaria, podendo ter ocorrido diversas vezes de forma independente,
havendo um retorno posterior 8 Amazonia, como sugerido pelos agrupamentos em varios nos
do clado A com espécies de distribuicdo geografica distinta. Adicionalmente, a ocupacéo de
novos hébitats deve ter sido um dos fatores fundamentais para a origem da grande diversidade
no subgénero Philodendron, levando em consideracdo a diversidade consideravelmente menor
encontrada nos grupos irmaos, da mesma forma observada para Anthurium (ver Carlsen &
Croat, 2013), um dos maiores géneros de angiospermas (The Plant List, 2013).

Nas analises filogenéticas baseadas em ITS entre todas as cinco se¢des reconhecidas de
Homalomena (Curmeria) conduzidas por Yeng et al. (2013), foi observado o polifiletismo do
género, o qual estava dividido em um clado com todos os grupos asiaticos (Homalomena,
Cyrtocladon, Chamaecladon e Geniculatae) e Curmeria, a se¢do neotropical, inserida no
género Philodendron como grupo irméo de Pteromischum. No entanto, a unido entre Curmeria
e Pteromischum apresentou baixo suporte estatistico (BS = 61 e PP = 0,86; Yeng et al., 2013),
enquanto que o agrupamento deste Gltimo com o subgénero Philodendron apareceu com valor
maximo de suporte estatistico na IB com os marcadores plastidiais utilizados no presente
trabalho. Desta forma, acreditamos que a medida mais cautelosa, em relacdo a separacdo de
Curmeria e Homalomena sensu stricto, seria remover apenas as espécies neotropicais de
Homalomena para o antigo género Adelonema descrito por Schott (1860), como uma das
alternativas apresentadas por Yeng et al. (2013). Qualquer uma das outras opgdes, as quais
necessariamente estavam associadas com excluséo das espécies de Pteromischum, seja para

formar um género proprio — Elopium (Schott, 1865) — ou fazer parte de Adelonema, acarretaria
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em um polifiletismo no género Philodendron, além de demandar desnecessariamente alteracdes

taxonémicas mais profundas.
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Tabela Suplementar S1. Espécies de Homalomena e Philodendron com sequéncias da regido nuclear
de ITS disponiveis no GenBank, as quais foram utilizadas no presente trabalho.
Taxon Acesso GenBank

Homalomena asmae Baharuddin & P.C.Boyce JQ413317.1
Homalomena asmae Baharuddin & P.C.Boyce JX076771.1
Homalomena atrox P.C.Boyce et al. JQ955571.1
Homalomena borneensis Ridl. JQ413327.1
Homalomena borneensis Ridl. JQ955573.1
Homalomena borneensis Ridl. JQ955578.1
Homalomena borneensis Ridl. JX076772.1
Homalomena clandestina P.C.Boyce et al. JQ413328.1
Homalomena clandestina P.C.Boyce et al. JQ413329.1
Homalomena clandestina P.C.Boyce et al. JX076774.1
Homalomena clandestina P.C.Boyce et al. JX076775.1
Homalomena cochinchinensis Engl. DQ866877.1
Homalomena crinipes Engl. DQ866878.1
Homalomena curvata Engl. JQ413313.1
Homalomena curvata Engl. JQ413314.1
Homalomena curvata Engl. JX076776.1
Homalomena curvata Engl. JX076777.1
Homalomena debilicrista Y.C.Hoe JQ955574.1
Homalomena erythropus (Mart. ex Schott) Engl. DQ866879.1
Homalomena expedita A.Hay & Hersc. JQ413312.1
Homalomena expedita A.Hay & Hersc. JX076778.1
Homalomena giamensis L.S.Tung, et al. JQ929129.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JQ413318.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JQ413339.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076779.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076780.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076801.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076802.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076803.1
Homalomena hanneae P.C.Boyce et al. JX076804.1
Homalomena havilandii Ridl. JQ413332.1
Homalomena havilandii Ridl. JX076781.1
Homalomena humilis (Jack) Hook.f. JQ413316.1
Homalomena humilis (Jack) Hook.f. JX076805.1
Homalomena humilis (Jack) Hook.f. JX076806.1
Homalomena insignis N.E.Br. JQ413330.1
Homalomena insignis N.E.Br. JQ413331.1
Homalomena insignis N.E.Br. JX076782.1
Homalomena insignis N.E.Br. JX076783.1
Homalomena josefii P.C.Boyce & S.Y.Wong JQ413325.1
Homalomena josefii P.C.Boyce & S.Y.Wong JX076784.1
Homalomena matangae Y.C. Hoe et al. JQ955577.1
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Tabela Suplementar S1. (continuacdo)

Homalomena panamense Croat & Mansell
Homalomena philippinensis Engl.
Homalomena picturata (Linden & André) Regel
Homalomena punctulata Engl.

Homalomena punctulata Engl.

Homalomena rostrata Griff.

Homalomena rostrata Griff.

Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena sengkenyang P.C.Boyce et al.
Homalomena symplocarpifolia P.C.Boyce et al.
Homalomena symplocarpifolia P.C.Boyce et al.
Homalomena symplocarpifolia P.C.Boyce et al.
Homalomena vagans P.C.Boyce

Homalomena vagans P.C.Boyce

Homalomena vivens P.C.Boyce et al.
Homalomena vivens P.C.Boyce et al.
Homalomena vivens P.C.Boyce et al.
Homalomena vivens P.C.Boyce et al.
Homalomena wallisii Regel

Homalomena wallisii Regel

Homalomena wendlandii Schott

Homalomena sp.Ar3065

Homalomena sp.Batang

Homalomena sp.BatangAi

Homalomena sp.Melaka

Homalomena sp.Melaka

Homalomena sp.Pahang

Homalomena sp.Pahang

Philodendron angustisectum Engl.
Philodendron anisotomum Schott
Philodendron barrosoanum G.S.Bunting
Philodendron bipinnatifidum Schott ex Endl.
Philodendron bipinnatifidum Schott ex Endl.
Philodendron brevispathum Schott
Philodendron distantilobum K.Krause
Philodendron ecordatum Schott

Philodendron findens Croat & Grayum
Philodendron fragrantissimum (Hook.) G.Don
Philodendron glaziovii Hook.f.

DQ866880.1
DQ866881.1
DQ866882.1
JQ413337.1
JX076785.1
3X024998.1
JX076786.1
JQ413319.1
JQ413320.1
JQ413321.1
JX076787.1
JX076788.1
JX076789.1
JX076790.1
JQ413322.1
JX076807.1
JX076808.1
JQ413333.1
JX076809.1
JQ413323.1
JQ413324.1
JX076796.1
JX076797.1
JQ413335.1
JX076798.1
DQ866883.1
IX076794.1
JX076791.1
JQ413334.1
JQ413315.1
IX076792.1
JQ413326.1
JX076793.1
DQ866884.1
DQ866885.1
DQ866886.1
JQ413336.1
JX089318.1
DQ866887.1
DQ866889.1
DQ866890.1
DQ866892.1
DQ866893.1
DQ866894.1
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Tabela Suplementar S1. (continuacdo)

Philodendron goeldii G.M.Barroso
Philodendron grandipes K.Krause
Philodendron hederaceum (Jacq.) Schott
Philodendron heleniae Croat
Philodendron hylaeae G.S.Bunting
Philodendron insigne Schott
Philodendron lindenii Engl.
Philodendron linnaei Kunth
Philodendron longistilum K.Krause
Philodendron lundii Warm.
Philodendron mamei André
Philodendron martianum Engl.
Philodendron ornatum Schott
Philodendron panamense K.Krause
Philodendron pedatum (Hook.) Kunth
Philodendron pterotum K.Koch & Augustin
Philodendron radiatum Schott
Philodendron radiatum Schott
Philodendron radiatum Schott
Philodendron sagittifolium Liebm.
Philodendron serpens Hook.f.
Philodendron smithii Engl.
Philodendron sodiroi N.E.Br.
Philodendron solimoesense A.C.Sm.
Philodendron squamiferum Poepp.
Philodendron stenophyllum K.Krause
Philodendron surinamense (Mig.) Engl.
Philodendron undulatum Engl.
Philodendron xanadu Croat et al.
Philodendron sp.Ptero 84914

DQ866895.1
DQ866896.1
DQ866910.1
DQ866897.1
DQ866898.1
DQ866899.1
DQ866900.1
DQ866901.1
DQ866902.1
DQ866903.1
DQ866904.1
DQ866888.1
DQ866891.1
DQ866905.1
DQ866906.1
DQ866907.1
DQ866908.1
1X024997.1
IX076799.1
DQ866909.1
DQ866911.1
DQ866912.1
DQ866913.1
DQ866914.1
DQ866916.1
DQ866917.1
DQ866918.1
DQ866919.1
DQ866920.1
DQ866915.1
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Figura Suplementar S1. Arvore filogenética baseada na analise de maxima verossimilhanga (MV) com a regido plastidial 7p/32-trnL para as
relacdes entre espécies do género Philodendron e grupos irmaos. Os nimeros posicionados acima dos ramos correspondem aos valores de bootstrap.
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Figura Suplementar S2. Arvore filogenética baseada na analise de maxima verossimilhanga (MV) com a regido plastidial #7nQ-5-rpl16 para as
relagdes entre espécies do género Philodendron e grupos irmdos. Os nimeros posicionados acima dos ramos correspondem aos valores de bootstrap.
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Figura Suplementar S3. Arvore filogenética baseada na analise de maxima verossimilhanga (MV) com a regido plastidial #nV-ndhC para as
relacdes entre espécies do género Philodendron e grupos irmaos. Os nimeros posicionados acima dos ramos correspondem aos valores de bootstrap.
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7

Figura Suplementar S4. Arvore filogenética baseada nas analises de maxima verossimilhanga (MV) com a regido de ITS (ITS1-DNAr 5,8S-ITS2) para as

relagdes entre espécies do género Philodendron e os grupos irmaos. O cladograma foi dividido em quatro principais clados e trés subclados: espécies de

Philodendron subgénero Philodendron (em cinza)

a0

Pteromischum (azul); e espécies de Homalomena seg

énero

de Meconostigma (verde); subg

; espécies

Curmeria (roxo0). Os niimeros posicionados nos ramos correspondem aos valores de bootstrap.
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6. CapiTuLO I

Manuscrito em preparacdo a ser submetido ao periodico Annals of Botany (ISSN: 0305-

7364):

Evolucéo do tamanho genémico e numero diploide no género neotropical Philodendron

(Araceae)
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Fundamentacdo e Objetivos Apesar da grande importancia das espécies do género
Philodendron para as florestas Umidas tropicais, ainda pouco se sabe a respeito da
evolucdo cariotipica do grupo, principalmente com relacdo a evolugéo do conteudo de
DNA e dos numeros diploides entre as espécies. Desta forma, por meio de estimativas
de conteudo de DNA e andlise de dados de contagens cromossémicas, a historia
evolutiva de tais caracteres dentro do género foi tragada por meio de mapeamento de
estado ancestral utilizando dados prévios da filogenia molecular do grupo.

Métodos Estimativas de contetdo de DNA foram realizadas por meio de citometria de
fluxo utilizando 125 espécies de Philodendron e grupos irmdos. Além disso, foram
realizadas contagens cromossdmicas de cinco espécies, em adicdo aos ndmeros
diploides previamente descritos. A evolucdo de ambas as caracteristicas cariotipicas
foi mapeada na filogenia do género, a qual foi baseada em sequéncias de trés regides
de cpDNA (rpl32-trnL, trnQ-5-rps16 e trn\V-ndhC) previamente descritas.
Resultados-chave As espécies de Philodendron apresentaram uma grande variacdo no
conteddo de DNA, estando entre 2,48-7,52 pg (média de 4,54 pg). Levando em
consideracdo os dados de nimeros diploides, ndo houve correlacdo dos mesmos com 0
contetdo de DNA (r = 0,055; p = 0,697). Contudo, tanto o tamanho genémico quanto
o numero diploide apresentaram forte sinal filogenético, havendo uma tendéncia dos
nos ancestrais da grande maioria dos grupos estar associada ao valor médio de
contetdo de DNA do género e nimero cromossémico de 2n = 32.

Conclusdes Nossos resultados a partir das analises de evolucdo de caracteres
citoldgicos de grande importancia para as células eucaridticas, como o contedo de
DNA e ndmero cromossémico, indicam uma enorme relevancia dos mecanismos

acumulo/eliminacdo de DNA repetitivo para a evolucdo cariotipica de Philodendron,
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dada a grande variabilidade entre as espécies do género, a qual contrasta com a

relativa estabilidade dos nimeros diploides entre diferentes linhagens.

Palavras-chave: conteddo de DNA, disploidia, DNA repetitivo, evolucdo cariotipica,

Meconostigma, Pteromischum.

INTRODUCAO

O género Philodendron Schott (Araceae) € um importante componente da flora dos
neotropicos, contando com aproximadamente 500 espécies amplamente distribuidas, em sua
grande maioria, pelas florestas tropicais umidas das Ameéricas Central e do Sul, embora
também ocorra em ambientes mais secos como a Caatinga e o Cerrado (Boyce e Croat, 2011;
The Plant List, 2013; Calazans et al., 2014). H4 uma grande diversidade ecoldgica no grupo,
com uma predominancia de hemiepifitas (habito lianescente) altamente adaptadas a ambientes
sombreados, havendo também espécies helidfilas de habito arborescente (Mayo et al., 1997).

Além de ser um género relativamente bem estudado taxonomicamente (Mayo, 1991;
Grayum, 1996; Croat, 1997; Sakuragui et al., 2005), ha alguns estudos recentes abordando as
relacBes filogenéticas dentro do grupo (Gauthier et al., 2008; Oliveira et al., 2014;
Vasconcelos et al., in prep.). Philodendron vem sendo dividido em trés subgéneros distintos
(Mayo, 1990), os quais foram definidos com base em caracteres morfologicos e confirmados
em analises de filogenia molecular posteriores (Gauthier et al., 2008; Vasconcelos et al., in
prep.): P. subg. Meconostigma (21 spp.), P. subg. Pteromischum (78 spp.) e P. subg.
Philodendron (ca. 400 spp.). O género faz parte da subfamilia Aroideae e, atualmente, € um
dos cinco grupos que fazem parte do clado Homalomena sensu Cusimano et al. (2011),

juntamente com Homalomena Schott (ca. 69 spp. asiaticas e 13 sul-americanas), Furtadoa
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M.Hotta (2 spp. asiaticas), Cercestis Schott (10 spp. africanas) e Culcasia P.Beauv. (28 spp.
africanas) (Boyce e Croat, 2011; The Plant List, 2013).

Os estudos direcionados a evolucdo cariotipica e a organizacdo do genoma das
especies de Philodendron ainda séo escassos, bem como para a familia como um todo, onde a
grande maioria das analises citogenéticas com o0s grupos de Araceae abordam apenas
descricbes de numeros cromossdmicos (e.g. Marchant, 1971; Petersen, 1989; Bogner e
Petersen, 2007; Correira-da-Silva et al., 2014). De acordo com a base de dados de valores C
de DNA (Bennet e Leitch, 2012), ha informacGes sobre o tamanho genémico de
aproximadamente 150 espécies, numero consideravelmente baixo, levando em consideragéo a
grande diversidade numérica da familia (ca. 3.300 spp.). Anthurium Schott (ca. 900 spp.) € 0
género mais representativo de Araceae em termos de espécies com contetdo de DNA
publicado, com 34 medic¢des no total (3,8% do género) (Bliss e Suzuki, 2012), apresentando
uma propor¢do um pouco abaixo do total da familia (4,4%).

Em um estudo recente, Correia-da-Silva et al. (2014) revisaram os numeros diploides
publicados previamente para Philodendron, além de realizarem 35 novas contagens,
totalizando 66 espécies com nimeros cromossdmicos disponiveis no género. Apesar de haver
uma variacdo de 2n = 28 a 40 cromossomos (Correia-da-Silva et al., 2014), a maioria das
espécies apresenta 2n = 32 (45,4%) ou 34 (27,3%) e os poucos dados de tamanhos genémicos
publicados até o momento sugerem uma grande diversidade cariotipica intragenérica, com
valores de 2C variando entre 2,4 e 10,56 pg (ver Bennett e Leitch, 2012). No entanto, tal
variacdo no conteudo de DNA esta associada a analises com apenas cinco tdxons (Olszewska
e Osiecka, 1982; Ghosh et al., 2001; Zonneveld et al., 2005).

Desta forma, no presente trabalho foi realizada uma analise da evolugéo dos tamanhos
gendémicos em Philodendron, levando em consideracdo dados prévios de filogenia molecular

(\Vasconcelos et al., in prep.), acrescentando dados de medi¢des do contetdo de DNA para
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108 espécies do género, bem como para espécies de outros trés membros do clado
Homalomena sensu Cusimano et al. (2011), sendo seis de Culcasia P.Beauv., quatro de
Homalomena Schott e duas de Cercestis Schott, cinco de Schismatoglottis Zollinger &
Moritzi. Além disso, cinco espécies de Schismatoglottis Zollinger & Moritzi, outro género da
subfamilia Aroideae com padrao disjunto de distribuicdo entre a América tropical e o sudeste
asiatico, também foram analisadas. Adicionalmente, levamos em consideracdo os dados
prévios de contagens cromossémicas, além de dados inéditos para quatro espécies, dos grupos

analisados para auxiliar na elucidacdo da evolugdo dos numeros diploides em Philodendron.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para as estimativas do contetdo de DNA foram obtidas amostras de plantas cultivadas
nas colecbes do Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Pernambuco, Brasil), da Fundacdo Zoo-Botéanica de Belo Horizonte (Belo Horizonte, Brasil),
do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil) e do Royal Botanic Gardens,
Kew (Richmond, Reino Unido). No total, foram analisados 163 acessos, incluindo 108
espécies de Philodendron, seis de Culcasia, cinco de Schismatoglottis, quatro de

Homalomena e duas de Cercestis (Tabela 1).

Contagens cromossomicas

O material utilizado consistiu de pontas de raizes de individuos de cinco espécies do
género Philodendron da colecdo viva do Royal Botanic Gardens, Kew: P. giganteum Schott,
P. lacerum (Jacq.) Schott, P. renauxii Reitz, P. schmidtiae Croat & C.E.Ceron e P. tenue

K.Koch & Augustin. As preparacdes cromossomicas, passando por coleta de pontas de raizes,
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pré-tratamento com 8-HQ (8-hidroxiquinoleina 2 mM), fixagdo com Carnoy (etanol: &cido
acetico, 3:1, v/v) e preparagdo de laminas por esmagamento por coloracdo convencional com

Giemsa 2%, seguiram o protocolo utilizado por Correia-da-Silva et al. (2014).

Medicao do conteudo 2C de DNA

As estimativas de tamanho gendmico foram obtidas por meio de citometria de fluxo
com preparacdes de nucleos diploides como descrito por Pellicer et al. (2013), com algumas
modificagdes. Cerca de 1 cm? de tecido foliar de cada amostra foi cortado juntamente ao
padrdo de calibracdo, conforme indicado na Tabela 1, em 1 mL do tampédo de isolamento
(Tabela 1). Posteriormente, 1 mL do tampé&o foi adicionado e a amostra foi filtrada com uma
malha de nylon de 30 um. Os nucleos foram corados com 60 uL de iodeto de propideo a 1
mg/mL e entdo incubados em gelo por pelo menos 15 min. As corridas das amostras foram
realizadas em quatro citometros de fluxo diferentes: Partec CyFlow SL13, Partec CyFlow
Space, Partec PAIl e Becton-Dickinson FACSCalibur. Para cada amostra foram preparadas
pelo menos trés corridas independentes em dias diferentes, sendo coletadas 5.000 particulas
por corrida, totalizando o minimo de 3.000 ndcleos analisados por acesso.

Os programas FlowMax v.2.7 e Cell Quest foram utilizados para calcular o0 namero
médio do canal para cada pico nos histogramas do fluxo de particulas, para os citbmetros da
Partec e Becton-Dickinson, respectivamente. Posteriormente, os histogramas foram
analisados e montados com o programa WinMDI 2.8. O valor 2C para cada acesso foi
calculado de acordo com a média das razdes entre os valores de intensidade de fluorescéncia

dos picos das amostras e dos padrdes de referéncia, de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1. Contetido de DNA de espécies de Philodendron, Homalomena, Cercestis, Culcasia e Schismatoglottis analisadas por meio de citometria de fluxo,

com 0s respectivos nimeros cromossémicos, quando disponiveis.

Taxon Procedéncia/Acesso® 2C (pg) Padrdo® Tampé&o® 2n°
Philodendron subg. Meconostigma (Schott) Engl.

P. adamantinum Schott Kew/1987-232 4,50 + 0,02 E GPB -
P. adamantinum Schott JBRJ/A2001213 5,26 + 0,05 T LBO1 -
P. bipinnatifidum Schott ex Endl. JBRJ/A201201 6,67 + 0,02 T LBO1 36
P. brasiliense Engl. FZBBH/ARA2000038 3,93+0,05 T MgSQO4 -
P. corcovadense Kunth FZBBH/ARA2001167 3,93+0,04 T LBO1 36
P. corcovadense Kunth JBRJ/A201215 4,20 +0,04 T LBO1 36
P. goeldii G.M.Barroso LGBV/MCO098RD 4,03 +0,02 T WPB 32
P. lundii Warm. JBRJ/A201205 5,85+ 0,03 T Tris.MgCl, 36
P. mello-barretoanum Burle-Marx ex G.M.Barroso LGBV/SV534PE 6,30 + 0,09 E GPB -
P. saxicola K.Krause LGBV/SV538CV 4,65+ 0,03 E GPB 36
P. solimoesense A.C.Smith Kew/2008-755 4,44 + 0,07 E GPB 32
P. solimoesense A.C.Smith LGBV/SV070VR 4,23 +0,05 E GPB 32
P. solimoesense A.C.Smith FzZBBH/JBI1817 4,36 + 0,05 T MgSQO4 32
P. speciosum Schott ex Endl. Kew/1983-8066 7,43 +0,01 E GPB 36
P. uliginosum Mayo FZBBH/ARA2010053 7,46 £0,02 T MgSQO4 28
P. xanadu Croat et al. Kew s/n 7,58 + 0,06 E GPB -
P. subg. Philodendron Engler

secdo Baursia Reichb.

P. crassinervium Lindl. Kew/1983-2057 5,66 + 0,09 E GPB 32
P. crassinervium Lindl. Kew/2001-322 5,62 +0,16 E GPB 32
P. crassinervium Lindl. LGBV/SV249FT 5,56 £ 0,04 T WPB 32
P. deltoideum Poepp. JBB/031357483-2 4,72 £0,02 E GPB -
P. glaziovii Hook.f. Kew/1979-2436 5,38 + 0,08 E GPB -
P. glaziovii Hook.f. Kew/1979-2441 5,24 + 0,07 E GPB -
P. insigne Schott Kew/1978-1647 4,70 £ 0,05 E GPB 32
P. linnaei Kunth Kew/1975-96 5,42 + 0,06 E GPB 32
P. longilaminatum Schott Kew/1977-767 6,43 £ 0,06 E GPB -
P. martianum Engl. FZBBH/ARA1999092 4,19 +0,03 T MgSO4 34
P. micranthum Poepp. ex Schott FZBBH/ARA2001096 413 +0,03 T LBO1 -
P. renauxii Reitz Kew/1983-1988 3,92 + 0,06 E GPB 34*
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Tabela 1. (continuacgdo)

P. sp. aff. glaziovii Hook.f.

secdo Camptogynium K.Krause

P. longistilum K.Krause

se¢do Macrobelium (Schott) Sakur.
. acutatum Schott

. acutatum Schott

. acutatum Schott

. acutatum Schott

. annulatum Croat

. auriculatum Standl.& L.O.Williams
. biribiriense Sakuragui & Mayo

. burle-marxii G.M.Barroso

. burle-marxii G.M.Barroso

. campii Croat

. carinatum E.G.Gong.

. cipoense Sakuragui & Mayo

. cordatum (Vell.) Kunth

. curvilobum Schott

. erubescens K.Koch & Augustin

. eximium Schott

. eximium Schott

. eximium Schott

. grazielae G.S.Bunting

. hastatum K.Koch & Sello

. microstictum Standl. & L.O.Williams
. minarum Engl.

. pastazanum K.Krause

. pseudoauriculatum Croat

. ricardoi E.G.Gong.

. scherberichii Croat & M.M.Mora
. simmondsii Mayo

. smithii Engl.

. spiritus-sancti G.S.Bunting

WUV UV UV UUTUUUUUUUUUUUUUUUUUTUUTUTUTUTDO

Kew/1983-2011

FZBBH/ARA2001093

Kew/1979-3174
Kew/1980-1637
LGBV/SV076VR
FZBBH/ARA2001067
Kew/1996-4421
Kew/1959-43410
FZBBH/ARA1999134
Kew/1960-42503
Kew/1975-98
Kew/1982-1538
FZBBH/ARA2000046
FZBBH/SP12009096
Kew/1996-2103
LGBV/SV523CA
Kew/2000-787
Kew/1983-2000
LGBV/SV522IC
LGBV/SV293TN
JBB/031537483-2
LGBV/SV251FT
Kew/1979-3224
FZBBH/ARA2010010
JBRJ/A201211
Kew/1996-4423
FZBBH/JBI1830
Kew/2008-1088
Kew/1985-1963
Kew/1980-1583
FZBBH/ARA2009002

3,85+0,06
3,48 £ 0,03

4,66 + 0,14
4,92 + 0,06
4,26 + 0,09
4,17 +0,02
3,61 + 0,02
3,15+0,03
4,44 + 0,02
5,08 + 0,06
5,09 +£0,08
5,22 +£0,08
4,89 + 0,03
5,38 £ 0,05
4,04 +0,05
3,94 + 0,09
3,63 +0,01
4,34 +0,04
4,43 +0,04
5,35+0,01
4,87 +0,03
4,13 +0,04
3,63 + 0,07
4,26 £ 0,07
4,22 + 0,06
3,27 +0,03
4,56 + 0,04
2,97 £ 0,06
4,86 + 0,05
3,86 + 0,05
4,45+ 0,04

—

AmmmAmMmA—4mMmAmMmAAmMmMmAmM—AAmMMmMMmMAMMmM-——mm

GPB
LBO1

GPB
GPB
WPB
MgSQ,
GPB
GPB
MgSOq
GPB
GPB
GPB
Tris.MgCl;
LBO01
GPB
WPB
GPB
GPB
WPB
WPB
GPB
LBO1
GPB
LBO01
LBO1
GPB
LBO01
GPB
GPB
GPB
Tris.MgCl,
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Tabela 1. (continuacgdo)

P.
P.

uleanum Engl.
vargealtense Sakuragui

secao Macrogynium Engl.
P. jacquinii Schott
secdo Philodendron (Jacq.) Schott

WUV UV UV UUUUUUUUUUUUUUUUUTUUTUTUTUTUTO

. asplundii Croat & M.L.Soares

. billietiae Croat

. billietiae Croat

. blanchetianum Schott

. blanchetianum Schott

. brevispathum Schott

. ernestii Engl.

. ernestii Engl.

. fragrantissimum (Hook.) G.Don
. fragrantissimum (Hook.) G.Don
. fragrantissimum (Hook.) G.Don
. geniculatum Bogner& Croat

. giganteum Schott

. giganteum Schott

. glanduliferum Matuda

. grandifolium (Jacg.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hederaceum (Jacq.) Schott

. hopkinsianum M.L.Soares & Mayo
. lupinum E.G.Gong. & J.B.Carvalho
. maximum K.Krause

. megalophyllum Schott

. megalophyllum Schott

Kew/1982-1568
FZBBH/MAT306

Kew/1980-1634

FZBBH/ARA2001043
Kew/1975-1460
Kew/2005-2363
Kew/1977-581
FZBBH/JBI1769
Kew/2005-1225
Kew/1982-5234
FZBBH/ARA1999032
Kew/1977-705
JBRJ/A201209
LGBV/SV2951G
JBB/053139983-1
Kew/2011-1735
JBRJ/A201208
Kew/1981-3727
Kew/2005-1223
Kew/1974-1427
Kew/1975-1916
Kew/1994-1145
LGBV/SV248FT
LGBV/MC337LE
Kew/1968-38203
JBRJ/A201214
LGBV/SV035RD
FZBBH/ARA2001097
Kew/1973-381
Kew/2005-1226
LGBV/SV320UT

5,41 +0,07
4,43 + 0,04

3,17+0,04

7,07 £0,02
4,88 +0,10
4,86 +0,01
4,29 + 0,07
4,27 +0,05
5,20+0,14
3,69 + 0,04
3,83 0,07
4,74 +0,01
4,76 £ 0,07
4,70 +£0,03
4,01 +0,05
4,29+ 0,05
4,20 £ 0,06
5,31+0,07
4,19 +0,04
3,80 £ 0,05
3,65+0,04
3,78 £ 0,09
3,01 +0,04
4,43 +£0,05
3,66 +0,08
4,33+0,09
5,11 + 0,02
7,51+0,05
4,30 +0,05
4,94 + 0,04
5,08 +£ 0,06

— m

m

AmmAm—Am—A—4mmmA A4 —4mm-—Am—A—m-—Am-—m-

GPB
LBO1

GPB

LBO01
GPB
GPB
GPB
LBO01
GPB
GPB
LBO01
GPB
LBO1
GPB
GPB
GPB
LBO1
GPB
GPB
GPB
GPB
GPB
Tris.MgCl,
WPB
GPB
LBO1
GPB
MgSO4
GPB
GPB
WPB

34
32
32
34
34
40

32
32
32

30
30

34
32
32
32
32
32
32
32
32

34
34
34
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Tabela 1. (continuagéo).

. melanochrysum Linden & Andre
. melinonii Brongn.ex Regel

. melinonii Brongn.ex Regel

. ornatum Schott

. ornatum Schott

. ornatum Schott

. schotianum H.Wendl. ex Schott
. tenue K.Koch & Augustin

. verrucosum L.Mathieu ex Schott
secdo Philopsammos G.S.Bunting
P. callosum K.Krause

P. callosum K.Krause

P. dunstervilleorum G.S.Bunting

P. pulchrum G.M.Barroso

secdo Polytomium (Schott) Engler
P. cardosoi E.G.Gong.

P. distantilobum K.Krause

P. lacerum (Jacq.) Schott

P. radiatum Schott

P. tortum M.L.Soares & Mayo
secdo Schizophyllum (Schott) Engler
. bipennifolium Schott

. bipennifolium Schott

. nadruzianum Sakur.

. pedatum (Hook.) Kunth

. pedatum (Hook.) Kunth

. pedatum (Hook.) Kunth

. pedatum (Hook.) Kunth

. pedatum (Hook.) Kunth

. pinnatilobum Engl.

. quinquelobum K.Krause

. ruthianum Nadruz

. ruthianum Nadruz

W U U TUTUTUTUTUTU

WUV UVTUVTUTUVUTUTTUTUTUTUTDO

Kew/1960-31804
Kew/1984-1079
Kew/1993-2030
Kew/1979-2482
Kew/1982-1581
JBRJ/A201210
FZBBH/JBI1737
Kew/1984-612
Kew/2002-1549

Kew/1978-1657
LGBV/SV022PF
Kew/1996-4422
LGBV/SV596UT

FZBBH/JBI1831
LGBV/SV318UT
Kew/1979-3173
Kew/1984-2092
Kew/1975-1459

Kew/1979-2484
FZBBH/ARA2000069
LGBV/SV247FT
Kew/1976-6148
Kew/1979-2476
Kew/1979-4381
Kew/2005-2361
LGBV/MCO081RD
Kew/1977-5364
FZBBH/ARA2000060
JBRJ/A201204
FZBBH/MAT173

4,79 £0,05
4,20 +0,06
4,26 +0,10
4,05+0,05
4,15+ 0,02
4,13 +0,06
3,95+0,05
3,76 £0,07
3,47 £ 0,02

5,25+ 0,04
5,22 +0,04
4,59 +0,16
4,45 +0,03

4,94 + 0,05
4,89 +0,01
4,92 +0,04
4,98 +£0,03
4,77 +0,08

4,29+ 0,03
4,15+ 0,04
4,52 +0,02
4,76 £ 0,03
4,74 +£0,09
4,77 +0,10
4,46 £ 0,03
4,39+0,12
4,38 +0,01
4,60 + 0,04
4,38 +£0,05
4,40 +0,03

mm-a—-4mmimmm

mmimm

mmimm—

4 ddmAmmmmm—m

GPB
GPB
GPB
GPB
GPB
LBO1
LBO1
GPB
GPB

GPB
GPB
GPB
GPB

LBO1
GPB
GPB
GPB
GPB

GPB
LBO1
GPB
GPB
GPB
GPB
GPB
WPB
GPB
MgSO4
MgSQO,
LBO1

32
30
30
34
34
34

34*
34

28
28

26-28

32
32*
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Tabela 1. (continuacgdo)

P. squamiferum Poepp.

P. sp.nov. aff. squamiferum Poepp.
secao Tritomophyllum Schott

P. hylaeae G.S.Bunting

P. hylaeae G.S.Bunting

P. tripartitum (Jacg.) Schott

P. sp.nov. 2

Sem se¢ao

. camposportoanum G.M.Barroso

. ecordatum Schott

. elaphoglossoides Schott

. inconcinnum Schott

. krugii Engl.

. mamei André

. schmidtiae Croat & C.E.Ceron

. sodiroi N.E.Br.

. wullschlaegelii Schott

. subg. Pteromischum (Schott) Mayo
. flumineum E.G.Gong.

. inaequilaterum Liebm.

. obliquifolium Engl.

. propinquum Schott

. aff. propinquum Schott

. sonderianum Schott

Cercestis Schott

Cercestis camerunensis (Ntepe-Nyame) Bogner
Cercestis mirabilis (N.E.Br.) Bogner
Culcasia P.Beauv.

Culcasia angolensis Welw. ex. Schott
Culcasia liberica N.E.Br.

Culcasia parviflora N.E.Br.
Culcasia mannii (Hook.f.) Engl.
Culcasia scandens Beauvis.

WUV UV UUVUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTO

Kew/2005-1222
LGBV/MC529CV

Kew/1970-528
LGBV/SV319UT
Kew/1980-1524
Kew/1979-2467

FZBBH/ARA1999105
Kew/2005-1224
LGBV/MC175RD
Kew/1981-3728
Kew/1985-1961
Kew/2004-2611
Kew/1982-1573
FZBBH/ARA0000008
FZBBH/ARA1999167

FZBBH/ARA1999177
FZBBH/ARA2001106
FZBBH/ARA2001004
LGBV/SV252FT
Kew/1983-1993
Kew/1995-4070

Kew/1982-4606
Kew/1990-1932

Kew/1982-4602
Kew/1982-4601
JBB/193017983-2
Kew/1990-1434
Kew/1968-30108

4,66 + 0,03
4,21+0,11

5,47 +0,08
5,37+£0,02
3,53+0,04
3,55+0,04

3,88 + 0,02
3,95 +0,09
4,04 +£0,04
3,44 + 0,06
3,61+0,04
4,73 +0,06
3,82+0,10
4,60 £ 0,02
4,42 +0,04

4,60 + 0,04
3,87 +£0,03
4,99 + 0,05
2,48 + 0,03
2,75+0,05
3,15+0,02

9,72 +0,01
9,48 £0,11

9,43 + 0,09
8,11 +£0,05
8,50+0,11

10,77 + 0,09

7,45+ 0,03

— -

A d4mmmm-—m- mmimm

mm mmm-——m

mTwTT

GPB
WPB

GPB
GPB
GPB
GPB

Tris.MgCl,
GPB
WPB
GPB
GPB
GPB
GPB
LBO1
LBO01

LBO1
LBO1
LBO1
LBO1
GPB
GPB

Ebihara
GPB

GPB
GPB
GPB
GPB
GPB

32

32
32

42
42

42
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Tabela 1. (continuacgdo)

Culcasia striolata Engl. Kew/1982-4609 10,76 + 0,09 F GPB -
Homalomena Schott

H. deltoidea Hook.f. Kew/1993-1686 4,74 +0,03 E GPB 40
H. picturata (Linden & André) Regel FZBBBH/JBI1304 7,88 £ 0,06 T Tris.MgCl> -
H. rubescens (Roxb.) Kunth FZBBBH/JBI1307 4,42 £0,05 T Tris.MgCl; 40
H. sp. nov. Kew/1999-3061 3,80+ 0,05 E GPB -
Schismatoglottis Zollinger & Moritzi

S. calyptrata (Roxb.) Zoll.& Moritzi Kew/1999-3075 4,29 £ 0,08 E GPB 26
S. unifolia A.Hay & P.C.Boyce Kew/1999-3065 5,96 £ 0,03 E GPB -
S. viridissima A. Hay Kew/1999-3054 3,79+£0,03 E GPB -
S. wallichii Hook.f. Kew/1982-4988 7,36 £ 0,07 E GPB 26
S. wongii A.Hay Kew/1999-3080 3,98 £ 0,02 E GPB -

aAfiliacdo taxondmica infragenérica do género Philodendron baseada em Mayo (1991), Grayum (1996), Croat (1997) e Sakuragui et al. (2005). PNimero dos
acessos e suas respectivas procedéncias: FZBBH — Fundacdo Zooboténica de Belo Horizonte; JBB — Jardim Botéanico de Berlim; JBRJ — Jardim Boténico do
Rio de Janeiro; Kew — Jardim Botanico Real, Kew; e LGBV - Laboratério de Genética e Biologia Vegetal, UFPE. °Padrdo interno de referéncia: ervilha (E —
Pisum sativum L.), 2C = 9,09 pg; fava (F — Vicia faba L.), 2C = 26,66 pg; salsa (S — Petroselinum crispum (Mill.) Fuss), 2C = 4,50; e tomate (T — Solanum
lycopersicum L.), 2C = 2,06 pg. “Tampdes utilizados na preparacdo dos nucleos interfasicos: Ebihara (Ebihara et al., 2005); GPB — general purpose buffer
(Loureiro et al., 2007) + PVP 3% + Triton 8%; LBO01 — lysis buffer 01 (Dolezel et al., 1989); MgSO. (Arumuganathan e Earle, 1991); Tris.MgCl. (Pfosser et
al., 1995); e WPB — woody plant buffer (Loureiro et al., 2007). ®NUmeros cromossdémicos das espécies de Philodendron publicados e/ou revisados por Correia-
da-Silva et al. (2014); numeros cromossdmicos de Cercestis, Culcasia, Homalomena e Schismatoglottis publicados e/ou revisados por Petersen (1989); nimeros
novos indicados por um asterisco.
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Analise de evolucdo do tamanho gendmico e numero cromossémico

Os dendrogramas utilizados para as reconstrucdes de estado ancestral de tamanho
gendmico e nimero cromossdmico foram baseados nos dados de filogenia molecular com trés
regides plastidiais concatenadas (rpl32-trnL, trnQ-5’-rpl16 e trnVV-ndhC; Vasconcelos et al., in
prep.). O nimero de terminais utilizados nas andlises foi adequado a quantidade de espécies
com tamanho genémico e numero diploide disponiveis para cada uma das duas anélises
separadamente, sendo 93 e 54, respectivamente. Para a construcdo das arvores filogenéticas
foram inferidas tanto pela maxima verossimilhanca (MV) quanto pela inferéncia bayesiana
(IB), utilizando o RAXML 7.2.8 (Stamatakis, 2006) e o0 MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012),
respectivamente, implementados no portal CIPRES (Miller et al., 2010), com 0S mesmos
parametros descritos por VVasconcelos et al. (in prep.).

O sinal filogenético do contetdo de DNA foi testado por meio do célculo do valor-A
descrito por Pagel (1999), com otimizagéo pela fungio ‘phylosig’ do pacote Phytools (Revell,
2012), utilizando as médias dos contetdos de DNA das espécies, nos casos em que mais de um
acesso foi analisado. Os estados ancestrais de tamanho gendmico foram calculados por meio da
fungdo ‘ace’ com otimizagdo da maxima verossimilhanga com o pacote Ape (Paradis et al.,
2004). No caso das inferéncias de numero cromossémico ancestral, foi utilizado o modelo ER
de reenraizamento descrito por Yang et al. (1995), também implementado no pacote Phytools.

Todos os célculos foram realizados no programa R, v. 3.1.1.

RESULTADOS

Para as contagens cromossdmicas aqui realizadas foram observados os seguintes
nameros diploides: 2n = 30 para P. giganteum; 2n = 32 para P. lacerum e P. schmidtiae; e 2n

= 34 para P. renauxii e P. tenue. Tanto para P. giganteum quanto para P. lacerum ja haviam
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numeros cromossémicos disponiveis, embora a confirmacéo de contagem prévia tenha ocorrido
apenas para a primeira, visto que o numero 2n = 36 para a Ultima nao foi aqui observado. Desta
forma, o nimero de espécies de Philodendron com numeros diploides disponiveis passou de 66
para 69, havendo agora 32 espécies com 2n = 32 e 20 com 2n = 34, 0s principais nimeros no
género.

O contetido de DNA nos nucleos interfasicos (2C) em Philodendron apresentou uma
variacdo de 3,1 vezes entre as espécies, estando entre 2,48 pg em P. propinquum Schott e 7,58
pg em P. xanadu Croat et al., com uma média de 4,54 pg (Tabela 1, Figura 1). Levando em
consideracdo apenas as 52 espécies tanto com contagens cromossdmicas quanto com contetdo
de DNA disponiveis, 0 tamanho dos genomas variou entre 3,47 pg em P. verrucosum L.Mathieu
ex Schott (2n = 34) e 7,46 pg em P. uliginosum Mayo (2n = 28), sem correlacdo entre os
numeros diploides e os contetdos de DNA (r = 0,055; p = 0,697) (Tabela 1). Entre as medigdes
dos tamanhos dos genomas para 0s outros géneros aqui analisados, também foi observada uma
variacdo interespecifica consideravel, mesmo havendo um ndmero reduzido de espécies
amostradas: entre 7,45-10,77 pg para Culcasia; entre 3,79-7,39 pg para Schismatoglottis; entre
3,80-7,88 pg para Homalomena; e 9,48 e 9,72 pg para Cercestis (Tabela 1).

Com relacdo a distribuicdo dos valores de 2C entre os subgéneros de Philodendron,
houve uma tendéncia para a ocorréncia de genomas menores no subgénero Pteromischum, do
qual P. propinquum (2C = 2,48 pg) e P. sonderianum Schott (2C = 2,75 pg) fazem parte, e
maiores em Meconostigma, como observado para P. mello-barretoanum (2C = 6,30 pg) e P.
xanadu Croat et al. (2C = 7,58 pg) (Tabela 1). No entanto, também ocorreram espécies com
valores de contetdo de DNA proximos a média observada para 0 género em ambos, como nas
espécies amazonicas P. acreanum K.Krause (2C = 3,92; Pteromischum) e P. goeldii A.C.Sm.

(2C = 4,03 pg; Meconostigma) (Tabela 1).
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A maior diversidade de tamanho genémico foi apresentada pelos membros do subgénero

Philodendron, havendo uma variacao entre 2,97 pg (P. scherberichii Croat & M.M.Mora) e

7,07 pg (P. asplundii Croat & M.L.Soares) (Tabela 1). Adicionalmente, foram observados

genomas relativamente maiores entre as espécies que compdem a secdo Baursia, como P.

longilaminatum Schott com 2C = 6,43 pg e P. crassinervium Lindl. com 2C = 5,61 pg, sendo o

unico subgrupo de P. subg. Philodendron a apresentar um certo padrdo no tamanho dos

genomas (Tabela 1).
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Figura 1. Histogramas representativos das andlises de citometria de fluxo apresentando as

fluorescéncias relativas obtidas de ndcleos interfasicos isolados de Philodendron sonderianum (A; 2C

= 2,75 pg), P. eximium (B; 2C = 4,34 pg), P. solimoesense (C; 2C = 4,44 pg) e P. xanadu (D; 2C = 7,58

pg), utilizando ervilha (Pisum sativum; (2C = 9,09 pg) como padréo de calibracdo. O eixo X representa

a fluorescéncia por canal e 0 eixo Y representa 0 nimero de nucleos contados.
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No geral, para as espécies com mais de um acesso analisado, ndo houve variagédo
significativa de contetdo de DNA entre os acessos, onde a diferenca manteve-se dentro da
margem de erro indicada pelos valores de desvio padrdo, como no caso de P. blanchetianum
Schott, P. burle-marxii G.M.Barroso e P. fragrantissimum (Hook.) G.Don, por exemplo
(Tabelal). Entretanto, principalmente no caso de algumas espécies com ampla area de
distribuicdo geografica, houve diferencas nos valores de 2C obtidos entre os diferentes acessos,
como para P. acutatum Schott (4,26 + 0,09; 4,66 + 0,14; e 4,92 + 0,06 pg), P. eximium Schott
(4,34 £0,04; 4,43 £ 0,04; e 5,35 £ 0,01 pg) e P. hederaceum (Jacg.) Schott (3,01 £ 0,04; 3,65
+ 0,04; 3,66 £ 0,08; 3,78 £ 0,09; 3,80 £ 0,05; 4,33 + 0,09; e 4,43 + 0,05 pg) (Tabela 1). Tais
variaces foram observadas mesmo entre amostras que foram analisadas no mesmo
equipamento, da mesma forma que em varios casos a quantidade de DNA estimada se manteve
estavel entre acessos da mesma espécie que foram analisadas em citdbmetros diferentes, como
por exemplo P. blanchetianum e P. fragrantissimum (Tabela 1).

Apesar da relativa variacdo no contetido de DNA entre espécies proximas, o alto indice
do valor-A de Pagel (A = 0,9949) indicou um forte sinal filogenético do tamanho dos genomas
no género Philodendron. A analise de reconstrucdo do contetdo de DNA utilizando a filogenia
do grupo indicou um valor intermediario como genoma ancestral, bem proximo da média
observada para o género (Figura 2). Como mencionado anteriormente, 0S menores genomas
foram mapeados nas espécies de P. subg. Pteromischum, sendo notado um padréo de reducéo
gradual nos contetdos de DNA no clado em questdo (Figura 2, clado D). Por outro lado, as
espécies do helidfilas do subgénero Meconostigma divergiram a partir de um no6 associado a
tamanhos maiores de genoma, havendo ainda uma reducéo posterior em algumas espécies
(Figura 2, clado E). No caso do subgénero Philodendron (Figura 2, clados A, B e C), apesar da

grande diversidade ja citada, quase todos os clados estdo associados a conteldos de DNA
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préximos a média do género, havendo derivacdo no tamanho do genoma nos dois sentidos em
varios terminais da arvore (Figura 2, clados A, B e C).

A reconstrucdo do nimero cromossémico por maxima verossimilhanga ao longo da
filogenia de Philodendron indicou 2n = 32 como o numero diploide ancestral para o grupo, o
qual apareceu como o mais provavel para a grande maioria das linhagens (Figura 3). Mesmo
no subgénero Meconostigma, no qual a maior parte das espécies apresenta 2n = 36
Cromossomos, 0 humero 2n = 32 aparece como mais provavel na origem do grupo (Figura 3,
clado E). Levando em consideracdo o subgénero Philodendron, aléem do numero diploide
principal, o nimero 2n = 34 surgiu com maior importancia em alguns clados, havendo ainda o0s
numeros menos frequentes (2n = 28 e 2n = 30) associados a ramos especificos do dendrograma
(Figura 3, clados A, B e C). Vale salientar que para a espécie P. pulchrum G.M.Barroso, a qual
foi descrita por Correia-da-Silva et al. (2014) como apresentando nimero cromossdmico dubio
e de dificil determinacgdo (2n = 26-28), o numero 2n = 28 foi escolhido para facilitar a analise,
tendo em vista que 0 mesmo numero diploide foi descrito pelos mesmos autores para outra

espécie da secdo Baursia (P. callosum K.Krause).
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Figura 2. Reconstrucdo de estado ancestral dos contetdos de
DNA das espécies de Philodendron e grupos irmédos, utilizando
uma arvore filogenética baseada no método da maxima verossimi-
lhanca, de acordo com Vasconcelos et al.(in prep.). O dendrogra-
ma foi dividido em trés grupos principais: P. subg. Philodendron
(clados A, B e C), P. subg. Pteromischum (clado D) e P. subg.
Meconostigma (clado E), tendo uma variacdo no género entre
2,48-7,52 pg.
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P. toshibai
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Figura 3. Reconstrugdo de estado ancestral dos nimeros cromossdmicos de Philodendron, com Cercestis
mirabilis (2n = 42) como grupo externo, utilizando uma arvore filogenética baseada no método da maxima
verossimilhanca, de acordo com Vasconcelos et al.(in prep.). O dendrograma foi dividido em trés grupos
principais: P. subg. Philodendron (clados A, B e C), P. subg. Pteromischum (clado D) e P. subg. Meconos-
tigma (clado E). Os gréficos circulares posicionados nos nds representam as probabilidades de ancestrali-
dade dos numeros cromossdmicos em questao.
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DISCUSSAO

Os eventos de duplicacédo total do genoma sdo considerados de extrema importancia
durante a evolucdo cariotipica em virtualmente todos os grupos de angiospermas, tendo um
profundo impacto na geracdo de diversidade e adaptabilidade das populacbes vegetais (ver
Soltis et al., 2009; Beest et al., 2012; Madlung, 2013). No entanto, a poliploidizacdo nao é o
unico mecanismo de geracdo de diversidade genética por meio de variagdo do contetdo de
DNA nos genomas, onde os eventos de amplificacdo e eliminacdo de DNA repetitivo séo
ubiquos ndo somente nas células vegetais, mas na maioria dos eucariotos (Schmidt e Heslop-
Harrison, 1998; Kidwell, 2002). De fato, o gradual acumulo de sequéncias similares a
elementos transponiveis, bem como de outras classes de DNA repetitivo, vem sendo reportado
como o principal fator responsavel pela enorme variacdo no tamanho do genoma das
angiospermas (ver Grover e Wendel, 2010; Greilhuber e Leitch, 2012; Escudero et al., 2014).

No caso de Philodendron, para o qual foram aqui descritos os tamanhos dos genomas
de aproximadamente 20% das espécies do género, abrangendo representantes dos trés
subgéneros, podemos ter um bom panorama das principais forcas que levaram a evolucgédo
cariotipica no grupo. Principalmente considerando os dados disponiveis para 0s nimeros
diploides do género (ver Correia-da-Silva et al., 2014), e o fato de ndo ter sido reportado um
unico caso de poliploidia até o momento, fica clara a importancia da variacdo do tamanho
gendmico por meio de amplificacdo/eliminacdo de DNA repetitivo, bem como da disploidia,
em menor grau, durante a evolucgdo cariotipica dos grupos de Philodendron. Em Eleocharis
R.BR., por exemplo, a alteracdo nos nimeros cromossdmicos por meio de disploidia ao longo
da evolucdo cariotipica das espécies do grupo foram muito mais relevantes que as

poliploidizacdes ao longo da evolucéo cariotipica das espécies do grupo (Escudero et al., 2014),
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havendo uma forte correlagdo entre 0 acimulo de elementos retrotransponiveis e o tamanho
gendmico no género (Zedek et al., 2010).

Contudo, a amplitude de variagdo do tamanho gendmico dentro do género Anthurium
reportada por Bliss e Suzuki (2012) foi consideravelmente maior (4,7 vezes) do que a aqui
observada (3,1 vezes), com os valores de 2C variando entre 4,42 pg em A. obtusum (Engl.)
Grayum e 20,83 pg em A. roseospadix Croat. No entanto, varias espéecies de Anthurium ja foram
reportadas como poliploides, havendo até diferencas nos niveis de ploidia entre populacdes de
uma mesma espécie, como € o caso de A. gracile (Rudge) Lindl. com 2n = 20 e 40 (Correia-da-
Silvaetal., 2009). Mesmo em Arum L., um género consideravelmente menor que Philodendron
e Anthurium, o qual conta com 40 espécies descritas (Boyce e Croat, 2011), foram observados
trés diferentes niveis de ploidia (diploides, tetraploides e hexaploides) correspondendo a
variacdo de quase trés vezes no tamanho dos genomas (2C = 4,53-12,63 pg) (Bedalov e Kupfer,
2006; Vesely et al., 2012).

Tendo em vista que a maior parte da variagdo do tamanho do genoma em Philodendron
esteja presente em P. subg. Philodendron, o qual é consideravelmente superior em nimero de
espécies em comparacao a Pteromischum e Meconostigma, € possivel que as maiores taxas de
diversificacdo observadas para o grupo estejam associadas a grande variabilidade no contetdo
de DNA nas espécies em questdo (ver Kraaijeveld, 2010). Além disso, a maior parte da
diversidade ecoldgica do género também €é encontrada no subgénero Philodendron, o qual
abrange vérias espécies com plasticidade fenotipica notavel, como P. acutatum, P.
fragrantissimum, P. hederaceum e P. melinonii Brongn.ex Regel, por exemplo (Mayo, 1986;
Croat, 1997). Entretanto, ainda ndo esta claro se ha algum tipo de relacdo de causa e efeito entre
variacdo do tamanho gendmico e diversidade ecolégica, nem mesmo em qual sentido uma

interacdo deste tipo poderia ter ocorrido.

102



Similarmente ao observado no presente trabalho, também foram reportadas diferencas
no conteddo de DNA entre acessos de algumas espécies de Anthurium, como A. bakeri Hook.f.
com 2C =8,71 £ 0,35, 9,24 + 0,13 e 9,89 + 0,08 pg, A. clavigerum Poepp. & Endl. com 2C =
13,27 £ 0,17 e 15,26 + 0,28 pg e A. schlechtendalii Kunth com 2C = 11,54 + 0,13, 12,07 £ 0,10,
12,25 + 0,18 e 14,33 + 0,15 pg por Bliss e Suzuki (2012). Desta forma, assim como sugerido
para Anthurium (Bliss e Suzuki, 2012), € possivel que tal variacéo intraespecifica no tamanho
do genoma em Philodendron esteja ligada a padrdes diferenciados de distribuicdo e composi¢édo
de regibes de DNA repetitivo, como elementos transponiveis (Schmidt e Heslop-Harrison,
1998; Kidwell, 2002; Heslop-Harrison, 2012).

No presente trabalho foram obtidas leituras inequivocas que resultaram em picos bem
definidos para todas as amostras (e seus respectivos padrdes de referéncia), as quais
apresentaram coeficientes de variacdo menores que 4%, como recomendado por Greilhuber et
al. (2007). Além disso, os calculos dos valores relativos do conteddo de DNA dos acessos foram
realizados por meio da média das razdes entre a intensidade de fluorescéncia de, no minimo,
3.000 nucleos da amostra e do padrdo utilizado. Desta forma, é provavel que os resultados
obtidos por Ghosh et al. (2001) de 2C = 10,56 para P. erubescens C.Koch & Bousche, 2C =
10,00 pg para P. selloum K.Koch. (= P. bipinnatifidum Schott ex Endl.) e 2C = 9,30 pg para P.
squamiferum Poepp. & Endl., para as quais observamos 2C = 3,63, 6,67 e 4,66 pg,
respectivamente, provavelmente correspondem a superestimativas do contetdo de DNA real
das espécies analisadas. Além disso, levando em consideracdo os outros géneros inclusos no
presente trabalho, apenas para Homalomena havia uma medicdo prévia de contetido de DNA,
de 2C = 9,14 pg para H. rubescens Kunth (Ghosh et al., 2001), a qual também divergiu dos
resultados aqui obtidos para a mesma espécie (2C = 4,42 pg). Embora a densitometria de
Feulgen seja um método bastante confidvel para a estimativa de tamanhos gendmicos, 0s

referidos autores empregaram um Unico comprimento onda para a obtengdo das medicdes,
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procedimento ndo recomendado para a geracdo de bons resultados (ver Greilhuber, 2005, 2008;
Greilhuber et al., 2007).

Como sugerido por Correia-da-Silva et al. (2014), o numero diploide 2n = 32 foi
confirmado como ancestral mais provavel para o género Philodendron, o qual também € o mais
frequente entre os membros do grupo. Apesar de 2n = 36 aparecer frequentemente em
Meconostigma, o0 mesmo foi recuperado como derivado dentro do subgénero, tendo em vista
que foi associado apenas com o clado das espécies helidfilas. A observacao de 2n = 32 como
numero diploide de P. lacerum, em vez de 2n = 36, como descrito anteriormente por Sharma e
Mukhopadhyay (1965), reforca a ideia deste ultimo ser importante apenas para as espécies de
Meconostigma. Ja 0 nimero 2n = 34, tido previamente como o mais frequente no género (ver
Correia-da-Silva et al., 2014) foi mapeado como derivado em alguns clados do subgénero
Philodendron, podendo ter surgido de forma independente vérias vezes, com maior sinal
filogenético no clado composto por P. gloriosum André, P. ornatum Schott, P. schmiditiae, P.
sodiroi N.E.Br. e P. toshibai M.L.Soares & Mayo.

Da mesma forma que as secBes morfoldgicas (e subsecbes, no caso das segdes
Macrobelium e Philodendron) de P. subg. Philodendron ndo foram recuperadas como grupos
monofiléticos nas analises filogenéticas realizadas com o género (Gauthier et al., 2008;
Vasconcelos et al., in prep.), tanto os conteddos de DNA quanto os nimeros diploides nédo
seguiram um padréo de distribuicdo por tais agrupamentos taxondmicos. No entanto, diversas
tendéncias puderam ser observadas dentro e entre os trés subgéneros e seus subclados, como a
derivacdo de contetdo de DNA e nimero diploide em ambos os sentidos a partir do tamanho
gendémico médio no subgénero Philodendron. J& Meconostigma apresentou um padrdo unico e
mais definido de variacdo tanto no tamanho genémico quanto nos nimeros diploides, no qual
as espécies amazonicas estavam mais proximas do padréo do género, havendo um aumento em

ambos os caracteres no clado das heliofilas. Mesmo com a impossibilidade de maiores
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inferéncias a respeito da evolucdo dos nimeros diploides em Pteromischum devido a baixa
disponibilidade de espécies do grupo com contagens cromossémicas, a analise dos tamanhos
gendmicos mostrou-se bastante informativa, sendo percebida uma tendéncia de reducdo do
tamanho genémico no grupo. Adicionalmente, nossos resultados indicam uma grande
importancia dos mecanismos de acumulo/eliminacdo de DNA repetitivo, bem como da
disploidia durante a evolucdo cariotipica de Philodendron, um dos géneros mais importantes

da flora neotropical.
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7. CONCLUSOES

e Apesar de haver outros ndmeros cromossomicos atribuidos as espécies de
Philodendron, € mais provavel que a variagdo dentro do género siga uma série disploide
de 2n = 26 a 40 cromossomos.

e O ndmero diploide 2n = 32, além de ser o mais frequente, provavelmente € o nimero
cromossomico ancestral em Philodendron, a partir do qual todos os outros divergiram.

e O género Philodendron é um grupo monofilético e bem suportado estatisticamente,
tendo como grupo irmao H. secdo Curmeria, embora haja indicativos de polifiletismo
na porcdo asiatica do género Homalomena.

e De um modo geral, os Unicos grupos morfolégicos suportados nas andlises de filogenia
molecular foram os trés subgéneros: P. subg. Meconostigma, P. subg. Pteromischum e
P. subg. Philodendron.

e Mesmo com uma grande variacdo no conteudo de DNA em Philodendron, a maioria
das espécies apresentou o tamanho do genoma proximo da média do género (2C = 4,54
pg), o qual provavelmente corresponde ao genoma ancestral no grupo, havendo uma
tendéncia de genomas menores e maiores em Pteromischum e Meconostigma,
respectivamente.

e Eventos de amplificacdo e eliminacdo de DNA repetitivo sdo, possivelmente, as
principais forcas evolutivas atuando nos cari6tipos das espécies de Philodendron, tendo

em vista a relativa estabilidade nos nimeros cromossémicos no género.
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8. ANEXOS

Outros trabalhos publicados durante a realizacéo do doutorado
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Abstrict—A new species of Amathallis, A, roseopapillosa, is described from the central Brazilian Amazon. It is morphologically related to
A gracilmta, but differs by having shorter racemes arising abaxially from the leaves, with flowers opening one at a time, pefals with a
papillose apex, and an oblong-elliptic to ovate-elliptic lip, which is often obscurely tri-lobed. We also provide evidence of the phylogenetic
position of the new species in the subtribe Pleurothallidinae by means of a cladistic analysis of nuclear DNA sequence data (1TS),
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The generic affiliation of the majority of the species of the
subtribe Pleurothallidinae, originally placed in Pleurothallis
Lindl., has been changed in recent years due to the use of
malecular approaches (Pridgeon et al. 2001; Pridgeon and
Chase 2001; Barros 2002, 2003; Barros and Rodrigues 2009;
Luer 2006, 2007, 2009; Chiron et al. 2012). The studies of
Pridgeon et al. (2001) and Chiron et al. (2012), using nuclear
DNA sequences, showed that several infrageneric taxa pre-
viously proposed for Plenrothallis by Luer (1986) were not
monophyletic groups.

Pridgeon and Chase (2001) reestablished some neglected
genera, such as Acfanthera Scheidw., Anathallis Barb. Rodr.,
Philoeophils Hoehne & Schitr. Plenrothallopsis Porto & Brade,
and Specklimia Lindl. Later, Chiron et al. (2012) proposed
names under Pabstiella Brieger & Senghas as suggested
by Luer (2007) for species mainly placed in Sielis Sw. and
Specklinia by Pridgeon and Chase (2001). In both studies,
Anathallis was recognized as a monophyletic group, exclud-
ing A, barbulata (Lindl) Pridgeon & M. W, Chase (grouped
within Trichosalpinx Luer) and A. rubens (Lindl.) Pridgeon &
M. W. Chase [= Stelis neorubens Chiron, as proposed by
Chiron et al. (2012)]. According to Chiron et al. (2012), the
genus is well supported and closely related to Lepantines
Sw., Lepanthopsis (Cogn.) Ames, Thichesalpiny Luer, and
Zootrophion Luer.

Anathallis is a MNeotropical genus with about 160 spe-
cies (Luer and Toscano-de-Brito 2011; Govaerts et al. 2013)
and comprises the species originally placed in Plewrothallis
subg, Acuminatio Luer and Pleurothallis subg. Speklinia sect.
Muscosae Lindl. (Pridgeon and Chase 2001), According to
Barros et al. (2014), 81 species occur in Brazil, of which
67 species are endemic to the country, Moreover, only 12 spe-
cies are cited for the Brazilian portion of the Amazon forest
(Barros et al. 2014), and one of them was recently described
(Pessoa and Alves 2012).

The Amazonian species of Analthallis were mostly
included in Panmorphia by Luer (2006), which is mainly
characterized by the small size of the plants, short ramicauls,
and the presence of two basal appendages at the base

of the lip. However, it is not a monophyletic group
{Chiron et al. 2012) and the names under this genus
should be aveided. In Brazil, among the Amazonian spe-
cies, A. sclerophylla (Lindl) Pridgeon & M. W. Chase is
the only one placed out of the Panmorphio group and related
to the type species of the genus, A fasciculala Barb. Rodr,
[= A. oborwta (Lindl.) Pridgeon & M. W. Chase]. It is part
of a group of larger plants (if compared with Panmorpiin
species), with elongated ramicauls (as long as, or longer
than the leaf), often with long racemes, and the sepals are
commonly acuminate.

The aim of this study is to describe and illustrate a new
species of Amathallis from the Brazilian Amazon, which
is morphologically related to the A. angustilabia (Schitr.)
Pridgeon & M. W. Chase, A. obovata complex (Luer 1981},
We also discuss its morphological affinities and phyloge-
netic position in Pleurothallidinae by means of a cladistic
analysis with nuclear DNA sequence data from the inter-
nal transcribed spacer (ITS) region, comprising both ITS
sequences (ITS1 and ITS 2) and the 5.8 5 rDNA subunit.

MaTERIALS AND METHODS

Muorpholegical Olservations—The morphological analysis and descrip-
tion of thee new species were based on examination of several live and
dry (rchydrated) specimens, in addition to flowers in spirit collection.
The flowers were dissected and the perianth was mounted between
gliss slides and cover slips using Entellan (Merck), and it was examined
undir a slereomicrascope.

A key of the Anathallis species from Brazilian Amazan is provided;
it was produced based in specimens deposited in the most represen-
tative herbaria of northern Brazil [MG, INPA, 1AN, BB, and HB, acro-
nyms according to Thiers (2013)], the opus princeps of the species, and
type images available in virtual herbaria, Anathallis fastigiala (Luer &
Toscano) F. Barros & Barberena, a species described from Para, Brazil,
was not included because there is no material deposited in the visited
herbaria, and although Luer and Toscano-de-Brito (2002) cite the holo-
type in the HUEFS, we could not locate it As explained by Barros
and Barberena (2010, according to the staff of this herbarium, appar-
ently it was never deposited there.

Taxoraneic Sampling—Samples were collected in a NaCl-CTAB solu-
tion as described by Rogstad (1992) to perform the DNA extraction
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Abstract

Pilocarpus microphylius Stapf ex Wardiew. (jaborandi) is native to the Morth and Mortheast regions of Brazil.
Intensive exploitation for the extraction of pllocarpine, a valuable alkaloid for the pharmaceutical industry, has killed
off or brought about a loss of vigor of naturally occurring plant populations, As a rasult, the species is officially listed
as an endangered species of the Brazilian flora. Genetic diversity is required for the adaptation of populations to
environmental changes, and maintaining it is a central objeclive for biclogical conservation. I55Rs are dominant
markers widely used in genetic diversity studies of endangered species, allowing for the identification of genotypes
and cultivars, as well as helping in phylogenetic studies based on DMA fingerprinting. This study presents an ISSR
primar selection for genatic structure analyses of natural populations and cultivated collections of P. micropfiyiius

Keywords: Jaborandi; Pilocarpine: Selection of markers
Introduction

The Rutaceae family has a pantropical distribution and includes
approximately 161 genera and 2,070 species [1]. In Brazil. 33 genera
and 193 species have been recorded, and among these there are 14
species known of Pilocarpus Vahl (jaborandi), of which 11 are endemic
to Brazil [2]. Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew, is native but
not endemic, occurring in the north and northeast of Brazil, more
specifically in eastern Pard, western and northern Maranhdo and
northern Piaud, It is a shrub growing in open forests, and frequent in
the rocky outcrops known as “canga”. In forest interiors, the species
can be found in areas with high light incidence [3].

Pilocarpus microphyllus contains a significant amount of secondary
metabolites with diverse pharmacological properties, and specially
stimulants of the secretive and diuretic systems [4]. Among these, the
alkaloid pilocarpine stands out, being known for stimulating salivation
and transpiration and for its use in the composition of eye drops
[4]. The intensive collection of wild P. microphyllus populations has
caused widespread loss of populations and mortality or loss of vigor
in those that remain, reducing the size of the plants and their leaves
[5]. Consequently, the species was officially included in the list of the
endangered species of the Brazilian native flora [6].

Successful adaptation of plant populations to environmental
changes depends on their genetic diversity, and maintaining this
diversity has a central role in biological conservation programs [7].
There are several types of molecular markers that can easily detect
genetic diversity levels within natural populations and cultivated
materials [8]. ISSR markers, developed by ZIETKIEWICZ et al. [9],
are PCR based technique which is easy, quick, simple and economical.
The advantages of 155RS over other markers like AFLPs, RAPDs and
more specific 55Rs are reproducible due to their better stringency
{high annealing temperature), require no gene sequence information
and no prior genetic studies are required for these analyses [10,11].
1SSR markers have been successfully used for the assessment of genetic
diversity and gene pool origin in Amw plants [12-16).

Forest Res
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An important step prior to the analysis of the genetic diversity of a
population is the development of appropriate markers in order to avoid
those that either fail to amplify or generate only few fragments and low
polymorphism levels. It is known that the nucleotide sequence of 155R
primers recognize sequences arbitrarily distributed in the genome and
the preliminary stage of primer selection and testing is essential prior
1o using them to evaluate all the samples of the studied population.

The aim of this study was to select suitable 1S8R marker applicable
to the evaluation of natural populations and germplasm resources of
P. microphyllus, in order to estimate the genetic diversity of such an
endangered and economically important plant species [17].

Materials and Methods

For marker selection eight individuals of P, microphyllus were used,
two from each sampled population in Piawi {Parnaiba and Luzilandia),
Maranhdo (Mata Roma) and Pard (Parauapebas) (Table 1 and Figure
1). Young leaves were collected from each individual and immediately
stored in 2% NaCl-saturated CTAB buffer [18].

Genomic DNA was extracted from leaf fragments in 2% CTAB
as described by Doyle and Doyle [17], with some modifications.
Approximately 200 pg of young leaves were macerated with extraction
bufter [2% CTAB, Tris-HCl 0.1 mM (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH
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ABSTRACT. Bovine papillomaviruses (BPVs) are recognized as
causal agents of benign and malignant tumors in cattle. Thirteen types
of BPVs have already been described and classified into 3 distinet
genera. Divergences in the nucleotide sequence of the L1 gene are
used to identify new wviral types through the employment of PCR
assays with degenerated primers. In the present study, a method for
identifying BPVs based on PCR-RFLP and DNA sequencing allowed
the identification of a new putative Deltapapillomavirus, designated
JN/ISP (JQ280500.1). The analysis of the L1 gene showed that this
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Abstract

Endive (Cichoriurm endivia L.) and chicory (C. intybus L.) both have 2n= 18, bul until now, there has been no detailed
karyomorphological characterization. The present work evaluated five accessions of each species using FISH with
rDNA probes and fluorochrome staining with CMA and DAP|. Both species presented distinct banding patterns after
fluorochrome staining: while endive had proximal CMA™/DAPI bands in the short arms of pairs 1, 2 and 3, chicory
had proximal CMA-positive bands in chromosomes 1 and 3 and interstitial in the short arm of chromosome 8, Among
endive accessions, FISH procedures revealed conserved position and number of 55 and 455 rDNA sites (two and
three pairs, respectively), associated with the CMA-positive bands. Notwithstanding, polymorphisms were detected
within chicory accessions regarding the number and the distribution of rDMNA sites in relation 1o the most frequent
karyotype (Iwo pairs with 455 and ane with 55 rDNA). The karyological markers developed allowed karyotypic differ-
entiation between both species, uncovering peculiarities in the number and position of rDMA sites, which suggest
chromosome rearrangemants, such as translocations in chicory cultivars. The interspecific and intraspecific
polymorphisms observed emphasize the potential of karyomorphological evaluations, helping our understanding of

the relationships and evolution of the group.

Kevwords: compositae, Cichorieae, CMA/DAPL, rDNA sites, chromosome rearrangements,
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Introduction

The Cichorieae tribe (subfamily Cichorioideae, fam-
ily Asteraceae) comprises about 70 genera and 1,500 spe-
cies. The group is morphologically well characterized by
the presence of latex and perfect flowers within the
capitulum. Among the economically most imporiant mem-
bers of the tribe, letiuce (Lactuca sativa L.). chicory
{ Cichorivm intybus L.) and endive (C. endivia L.) stand out
due 1o their worldwide use as green salad vegetables (Bre-
mer, 1994; Kilian ef al., 2009). While being less used than
lettuce, the economic importance of chicory and endive is
increasing, with growing incorporation in cooking recipes
due to their nutritional value (Lucchin et al., 2008), which
impacts the size and distribution of the areas cultivated
worldwide.

Controversies regarding the taxonomy of Cichorium
have been raised since the 18" century, especially regard-

Send correspondence to Ana C, Brasileiro-Vidal. Depariamento de
Gengtica, Universidade Federal de Permambuco, Av. da Enge-
nhafa &/n, 50740-600 Recile, PE, Brazil. E-mail:
brasileirovidal.ac @ gmail.com.

ing the total number of species and their delimitation (Luc-
chin ef al., 2008}, Some authors suggested the existence of
three (Tutin er al, 1976), four (Pignatti, 1982) or seven
{ Wagenitz and Bedarft, 1989) valid species. However, ap-
proaches based on AFLP markers (Kiers er af., 2000) and
ITS sequences (Kilian and Gemeinholzer, 2007) recog-
nized six species subdivided into three distinct groups: (1)
. hottae A, Deflers., as sister to all the other species, (2) C.
intvbus and C. spinosum L., and (3) C. endivia, C. pumilum
Jacg. and C. calvim Sch. Bip.

Chromosome studies using FISH (fluorescent in siti
hybridization) and double fluorochrome staining with
CMA (chromomycin A; - for GC-rich heterochromatic re-
gions) and DAPI (4" 6-diamidino-2-phenylindole - for
AT-rich heterochromatic regions) revealed important
karyotypic features in Asteraceae, including cultivated
(e.g. sunflower, Vanzela e al., 2002; lettuce, Matoba et al.,
2007y and wild species (Fregonezi ef al., 2004; Garcia er
al., 2010}, Despite their informativeness, few previous re-
poris are available which have employed these methods, es-
pecially considering the size and diversity of the family, as
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Chapter 1

Genomic in situ Hybridization in Triticeae:
A Methodological Approach

Sandra Patussi Brammer, Santelmo Vasconcelos,
Liane Balvedi Poersch, Ana Rafaela Cliveira and
Ana Christina Brasileiro-Vidal

Additional information is available at the end of the chapter

http:/ /dw.dol.org/10.5772/52928

1. Introduction

In several plant groups, especially those with polyploid complexes as Triticum (the wheat
genus, Poaceae), related species can be used as important sources of genes. In the tribe Triti-
ceae as a whole, which comprises other important cereals as barley (Hordewm vulgare) and
rve (Secale cereale), there are high rates of successful interspecific hybridization [1-2]. Due to
the ease in obtaining these hybrids, plus the high amount of available information on the
genomes of the species, the interspecific hybrids are potentially useful for the genetic im-
provement of these crops [3-4]. Thus, the hybrids and their derivatives from breeding pro-
grams can be analyzed by means of different approaches, aiming the full knowledge on the
phenotypic constitution of the plant material for its subsequent utilization.

Many cytogenetic methods can be applied during the process of crop improvement, mainly
regarding the characterization of chromosome types among accessions of a germplasm col-
lection [5-6]. Since the discovery of the nucleic acid hybridization reaction by Hall & Spiegel-
mann [7], and later by using fluorescent detection rather than radioactive isotopes [8], the
fluorescent in sifu hybridization (FISH) and its variations have been largely employed in
karyotype characterization of plants [9]. The technigque basically consists on the pairing of a
given probe (a DNA or RNA fragment) with a specific sequence on the target genome, aim-
ing to indicate its exact location in a chromosome,

When the objective is to distinguish parental chromosomes (or chromosome segments) in an
interspecific hybridization or the distinct genomes of an allopolyploid, the entire genome of
one parent should be labeled and used as probe [10]. In this case, the technique is called genom-

I mEc H © 2013 Patussl Bramomer ef al; loermee InTech. This i an open acoess article diviributed under the terms of
the Creathve Comimons Attrbition Lcense {http/ forestivecommons org/ Meenies by 201 which permits

unrestricted ue, distribution, and repdoduction i any medium, provided the oniginal woek i properly cited
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