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RESUMO

Araceae é caracterizada por sua inflorescéncia que compreende uma bréctea
chamada espata e uma espiga denominada espadice. E uma familia sub-
cosmopolita e com maior diversidade nos tropicos. Anthurium € maior género
de Araceae. A variacdo morfolégica intraespecifica, comum dentro de
Anthurium, combinada com a falta de informac¢des geogréaficas e ecolbgicas de
popula¢cBes naturais, resulta na formacdo de complexos de espécies de dificil
identificacdo. Um destes complexos foi abordado no presente estudo, o
complexo Anthurium augustinum que inclui as espécies A. augustinum; A.
hatschbachii, A. jureianum; A. laucheanum; A. Ihotzkyanum; A. lucidum; A.
maximiliani e A. parvum. Este conjunto de tdxons € endémico da Floresta
Atlantica entre os estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina. Apresentam alta
variacdo morfologica intra e interespecifica, o que torna dificil a delimitacédo dos
taxons. No capitulo um, utilizando a morfometria foliar, através da Andlise
Eliptica de Fourier (EFA) e analises multivariadas, indicamos a necessidade de
revisdo dos nomes aceitos atualmente. Os resultados das andlises de
agrupamento, CVA e MANOVA associados a taxonomia classica indicam que
A. laucheanum, A. lhotzkyanum e A. maximiliani s&o sinbnimos de A.
augustinum. No capitulo dois, acessamos a variabilidade e a estruturacéo
genética das mesmas populacdes utilizando os marcadores ISSR. Os valores
de heterozigosidade das populagbes (0,203 a 0,358) foram superiores aos
encontrados em populacbes de espécies que apresentam as mesmas
caracteristicas biolégicas. A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) apontou
alta variacdo dentro das populacbes (75%) e baixa divergéncia entre as
populacdes (25%). A analise Bayesiana indicou a ocorréncia de oito grupos
genéticos (K=8) em um gradiente geografico. As relacbes fenéticas entre os
pares de populacdes indicam que tanto a circunscricdo dos taxons aceitos
atualmente, e os padrdes morfologicos evidenciados no capitulo um néo
refletem a totalidade da variacdo genética acessada. Contudo, os taxons
Anthurium hatschbachii, A. jureianum, A. lucidum apresentaram diferenciacao
genética suficiente para serem indicadas como taxons validos. Anthurium
parvum apesar de ndo ser geneticamente diferenciado, € morfologicamente
distinto dos demais taxons do complexo e sugerimos que seja mantido. Nao foi
possivel visualizar a estruturacdo genética para sustentar a distincdo dos
taxons A. augustinum, A. maximiliani, A. laucheanum e A. Ihotzkyanum. Isso
corrobora com o que foi verificado na morfometria e, portanto sugerimos que 0s
taxons Anthurium laucheanum, A. lhotzkyanum, A. maximiliani, sejam
considerados como sindnimos de A. augustinum.

Palavras-Chave: Morfometria, Andlise Eliptica de Fourier, ISSR, variabilidade

genética, Anthurium secdo Urospadix Engl.



ABSTRACT

Araceae is characterized by its inflorescence comprising a bract called spathe
and a skipe called spadix. It is a sub-cosmopolitan family and the greatest
diversity is found in the tropics. Anthurium Schott is a neotropical genus of
Araceae with the largest number of species in the Americas. The intraspecific
morphological variation is common within Anthurium, and combined with the
lack of geographical and ecological information from natural populations, results
in the formation of species complex of difficult identification. One of these
complexes was addressed in this study, the complex Anthurium augustinum (A.
augustinum; A. hatschbachii; A. jureianum; A. laucheanum; A. lhotzkyanum; A.
lucidum; A. maximiliani and A. parvum). This set of taxa is endemic of the
Atlantic Forest between the states of Rio de Janeiro and Santa Catarina. They
have high intra and interspecific morphological variation, making it difficult the
delimitation of taxa. On chapter one, using leaf morphometry through Elliptic
Fourier Analysis (EFA) and multivariate analyzes, we indicate the need for
revision of the currently accepted names. The results of cluster analysis,
MANOVA and CVA associated with classical taxonomy indicate that A.
laucheanum, A. Ihotzkyanum and A. maximiliani should be synonymous with A.
augustinum. On chapter two, we assessed the variability and genetic structure
of these populations using ISSR. The values of heterozygosity of populations
(0.203 to 0.358) were higher than those found in populations of species that
have the same biological characteristics. Analysis of molecular variance
(AMOVA) showed high variation within populations (75%) and low divergence
among populations (25%). The Bayesian analysis indicated the occurrence of
eight genetic groups (K = 8) in a geographical gradient. The phenetic
relationships between pairs of populations indicate that both the currently
accepted circumscription of taxa, and morphological patterns evidenced in
chapter one does not reflect the totality of genetic variation accessed. However,
the taxa Anthurium hatschbachii, A. jureianum, A. lucidum showed sufficient
genetic differentiation to be appointed as valid taxa. Anthurium parvum despite
not being genetically different is morphologically distinct from other taxa and we
suggest the complex to be maintained. It was unable to visualize the genetic
structure to sustain the distinction of taxa A. augustinum, A. maximiliani, A.
laucheanum and A. lhotzkyanum. This corroborates with what was found in
morphometry and therefore suggest that the taxa Anthurium laucheanum, A.
Ihotzkyanum, and A. maximiliani, are regarded as synonyms of A. augustinum.

Keywords: Morphometrics, elliptic Fourier analysis, ISSR, genetic variability,
Anthurium section Urospadix Engl.
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1 INTRODUCAO

Araceae Jussieu estd inserida entre as monocotileddneas, na ordem
Alismatales Dumortier, esta ordem é composta por 14 familias e 166 géneros e
cerca de 4560 espécies (APG I, 2009). As sinapomorfias de Alismatales séo a
presenca de anteras extrorsas e cotilédone grande (STEVENS, 2012).

A familia Araceae € caracterizada por sua inflorescéncia que
compreende uma bractea chamada espata e uma espiga denominada
espadice. A espadice contém flores pequenas, actinomorfas, gineceu
sincarpico e fruto do tipo baga (GRAYUM, 1990). Ocorre em todos o0s
continentes, exceto Antartida, porém sua maior diversidade é verificada nas
regides tropicais, especialmente nas florestas Uumidas (MAYO; BOGNER,;
BOYCE, 1997). O continente americano € considerado o centro de diversidade
da familia (CROAT, 1979).

A filogenia mais recente da Araceae indica a existéncia de 44 clados
supragenéricos (CUSIMANO et al., 2011), entretanto ndo foi realizada uma
classificacdo formal utilizando estes resultados. E por isso, a familia é
subdividida formalmente considerando as oito subfamilias monofiléticas
apresentadas na filogenia realizada por Cabrera et. al (2008): Aroideae Juss;
Gymnostachydoideae Bogner & Nicolson; Lasioideae Engl.; Lemnoideae Engl.;
Monsteroideae Schott; Orontioideae Mayo, Bogner & Boyce; Pothoideae Engl.
e Zamioculcadoideae Bogner & Hesse.A subfamilia Pothoideae compreende
cerca de 920 espécies, distribuidas em duas tribos: Potheae, que inclui
Pedicellarum M. Hotta, Pothoidium Schott e Pothos L., e a tribo monogenérica
Anthurieae que compreende o género Anthurium Schott (CABRERA et al.,
2008).

Entre os 125 géneros aceitos atualmente em Araceae (BOYCE; CROAT,
2012), Anthurium Schott € o maior deles, com 905 espécies (BOYCE; CROAT,
2012). Distribuiu-se na América tropical, entre a Argentina e 0 México, e nas
ilhas do Caribe (MAYO; BOGNER; BOYCE, 1997; GOVAERTS et al., 2002),
com maior diversidade no Panama, Colémbia e Equador (MAYO; BOGNER,;
BOYCE, 1997). No Brasil, ocorrem 136 espécies, a maioria na Floresta
Atlantica (COELHO; TEMPONI, 2013).
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A classificacdo do género € baseada principalmente em caracteres
morfologicos vegetativos, tais como, formato, cor e consisténcia da lamina
foliar, pontoacgdes glandulares, tipo de nervacao, formato e comprimento do
peciolo, catafilos, e comprimento do entrené (ENGLER, 1878; CROAT
SHEFFER, 1983; CROAT, 1991; COELHO, 2004; COELHO; WAECHTER;
MAYO, 2009, TEMPONI; COELHO, 2011).

Conforme a filogenia molecular Anthurium é um grupo monofilético
altamente sustentado (CARLSEN, 2011). Embora este monofiletismo seja bem
suportado (CARLSEN, 2011), a variacdo intraespecifica que € comum nas
espécies do género, torna Anthurium taxonomicamente complexo (COELHO;
MAYO, 2007).

No decorrer da histéria o género foi subdividido em 16 a 19 secdes
(ENGLER, 1878; CROAT; SHEFFER, 1983; CROAT, 1991; COELHO, 2004;
CARLSEN; CROAT, 2007; COELHO; WAECHTER; MAYO, 2009). As 18
secbes propostas por Croat e Sheffer (1983), sdo atualmente aceitas por
especialistas do grupo. Entretanto, a maioria destas sec¢Oes é artificial e ndo
representa a historia evolutiva de Anthurium (CARLSEN, 2011).

Dentre as secbes do género a Anthurium secdo Urospadix Engl., é
caracterizada por apresentar caule e entrends curtos, laminas foliares simples,
geralmente lanceoladas com base geralmente aguda a cuneada, raramente
subcordada ou cordada, nervacdo geralmente broquidédroma e raramente
campilédroma, espadice geralmente vinaceo, espata verde com estrias
vinhceas ou completamente vinaceas (TEMPONI, 2006; COELHO;
CATHARINO, 2008). A distribuicdo € considerada disjunta, por varios autores,
com um centro de diversidade entre a América Central e o oeste da América do
Sul, e outro no leste do Brasil (ENGLER, 1878; CROAT,; SHEFFER, 1983;
CROAT, 1991; COELHO, 2004).

Com base em andlise filogenética através de caracteres morfologicos e
moleculares, Temponi (2006) propde que Anthurium secdo Urospadix Engl. é
restrita ao leste do Brasil e composta por cerca de 60 espécies. A filogenia do
género também indica que Anthurium secdo Urospadix Engl. trata-se de um
grupo monofilético restrito ao leste do Brasil (CARLSEN, 2011). Recentemente
foram acrescidas a secdo 32 espécies (TEMPONI; COELHO, 2011),

totalizando cerca de 90 espécies, todas endémicas do Brasil.
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Nesta sec¢do, a grande maioria das espécies foi descrita com base em
poucas informacgfes e por naturalistas do século XIX (ENGLER, 1905), o que
ocasiona uma dificuldade no reconhecimento destas espécies e na formacao
de complexos taxondémicos. Poucos trabalhos foram realizados abordando os
taxons desta secdo (COELHO, 2004; TEMPONI, 2006, COELHO; MAYO,
2007; COELHO; WAECHTER; MAYO, 2009) e a Unica revisdao (COELHO;
WAECHTER; MAYO, 2009) resultou em quatro sindnimos para uma unica
espécie, evidenciando a necessidade de revisbes e trabalhos populacionais
para delimitacdo destes taxons.

Nesta secdo destacando-se um grupo aqui denominado complexo
Anthurium augustinum K.Koch & Lauche, que compreende atualmente oito
taxons: A. augustinum K.Koch & Lauche; A. hatschbachii E.G.Gong., A.
jureianum Cath. & Olaio; A. laucheanum K.Koch; A. lhotzkyanum Schott; A.
lucidum Kunth; A. maximiliani Schott e A. parvum N.E.Br. Este grupo de taxons
é caracterizado por possuir lamina foliar deflexa, com nervagédo campilédroma,
base cordada e lobos posteriores arredondados ou semi-ovais (TABELA 1).
Dentre as espécies brasileiras, a combinacao destes caracteres vegetativos é
exclusiva das espécies pertencentes ao complexo Anthurium augustinum. Além
disso, caracteres anatdmicos e moleculares utilizados na filogenia da secéo
apontam que ha estreita relacéo filogenética entre estes taxons (TEMPONI,
2006). O complexo € endémico da Floresta Atlantica (TEMPONI, 2006;
STEHMANN et al.,, 2009; COELHO; TEMPONI, 2013), mais precisamente
numa faixa estreita da Floresta Atlantica entre o sul e sudeste brasileiro.

Apesar de Anthurium jureianum apresentar lamina peltada (TABELA 1),
esta espécie pertence ao complexo A. augustinum por estar estreitamente
relacionada filogeneticamente com A. lhotzkyanum, A. lucidum, A. maximiliani e
A. parvum (TEMPONI, 2006) e por compartilhar com as demais caracteristicas

do grupo.
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TABELA 1. Caracteristicas utilizadas para o reconhecimento dos taxons pertencentes ao Complexo Anthurium augustinum.

Caracteristica/Taxon

A.

A

augustinum hétschbachii A. jureianum A. laucheanum A. Ihotzkyanum A. lucidum A. maximiliani A. parvum
Posicédo do caule Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto
Catafilo/Profilo Marcescente  Inteiro Marcescente Marcescente Marcescente Marcescente Marcescente Marcescente
Compr. Peciolo (cm)  30-40 21-46 20-80 22-57 45-64 32-48 47-61 7al7
Compr. Lamina (cm)  26-28 27-38 12a30 23-42 22-33 15a25 32-52 07a15
Posi¢do da lamina Deflexa Deflexa Deflexa Deflexa Deflexa Deflexa Deflexa Deflexa
Base da Lamina Cordada Cordada Arredondada Cordada Cordada Cordada Cordada Cordada
gg;:ggt;g: lobos Arredondado  Arredondado  Ausente Arredondado Arredondado Arredondado Semi-ovais Arredondado
Formato do sino Arcoado Triangular Ausente Arcoado Parabdlico Triangular Triangular Triangular
Cor da lamina Verde Verde Verde Verde Verde Verde-acinzentada Verde Verde
Pontoacdes
glandulares naldmina  Ausente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

foliar
Tipo de nervagéo

NUm. de nervuras
Basais

Compr. Pedlnculo
(cm)

Cor do Pélen

Campil6droma

32-42

Amarelo

Campil6droma

2-3

40-48

Amarelo

Campil6droma

18-70

Amarelo

Campil6droma

35-36

Amarelo

Campil6droma

30-33

Amarelo

Camplédroma

1-2

34-43

Branco

Camplédroma

56-62

Amarelo

Camplédroma

1-2

15-22

Amarelo
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Embora sejam espécies relacionadas, A. parvum e A. lucidum distingue-
se das demais por apresentar apenas 1 ou 2 nervuras basais. A. parvum
distingue-se das demais do complexo por apresentar lamina foliar menor, até
15cm compr., nervura insculpida na face adaxial e peciolo totalmente vinaceo,
enquanto A. lucidum distingue-se por apresentar pélen branco e lamina foliar
verde acinzentada contra pélen amarelo e lamina verde nitida nas demais
espécies.

Ja A. hatschbachii e A. jureianum podem ser reconhecidos por
apresentarem algumas caracteristicas diagnosticas. A. hatschbachii possui
catafilos inteiros e pontoagbes na face abaxial, enquanto A. jureianum
apresenta lamina peltada. As demais espécies, A. augustinum; A. laucheanum;
A. Ihotzkyanum; A. maximiliani, sdo consideradas proximamente relacionadas
por apresentar de 3 a 5 nervuras basais e dificilmente reconhecidas em campo
e material de herbario. De acordo com Coelho (no prelo — ou em preparacéo)’,
estas espécies podem ser reconhecidas pelo formato e tamanho do lobo
posterior. A. augustinum e A. laucheanum apresentam sino geralmente
arcoado e a proporcao entre o comprimento do lobo posterior e da lamina foliar
variando de 1/11 a 1/25. Ja A. lhotzkyanum e A. maximiliani apresentam sino
triangular ou parabdlico e a proporcao entre o comprimento do lobo posterior e
da lamina foliar variando de 1/4 a 1/15. Para identificacdo destas espécies
Coelho (no preparo) sugere os caracteres comprimento do peciolo, pedunculo
e estipite, tamanho da lamina foliar e decorréncia da espata, embora haja
sobreposicao destes caracteres.

Em complexos de espécies, em que ha sobreposicdo de caracteres
utilizados na diferenciacdo de taxons envolvidos, trabalhos que associam
taxonomia classica a taxonomia experimental, ou biossistematica, tem se
tornado comum na botanica (KAMADA; YAMASHIRO; MAKI, 2007; GAGE;
WILKIN, 2008, RIBEIRO et al., 2008; BARBOSA, 2011; RANA; NARZARY;
OHRI, 2012) como uma tentativa de afastar a subjetividade e compreender os
padrdes de variacdo em plantas (STACE, 1989).

Entre as ferramentas utilizadas para este fim, destacam-se os estudos
envolvendo marcadores moleculares e morfométricos.

Entre os marcadores moleculares estéo os de single-locus, utilizados em

gquestdes que avaliam espécies proximamente relacionadas

1COELHO , M. A. N. Flora do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. Ndo Publicado.
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(CRAWFORD; MORT, 2004). Dentre estes estdo o0s marcadores
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), abundantes em todo o
genoma de eucariotos (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994), os quais
sdo amplificados por primers especificos das regides de interesse. Outro
single-locus, o marcador ISSR (Intersimple Sequence Repeats) (CRAWFORD;
MORT, 2004) pertence a classe dos marcadores dominantes, foi descrito por
Zietkiewicz, Rafalski e Labuda (1994), e amplifica regides entre SSRs. Podem
ser listadas como principais vantagens deste marcador molecular: o alto
polimorfismo, a independéncia de se conhecer a sequéncia do DNA
previamente, o baixo custo, a facil manipulacdo, a abundancia ao longo do
genoma e a evolucéao rapida (ESSELMAN et al., 1999; SHEN et al., 2006).

Estudos com marcadores moleculares, especialmente os que envolvem
0o marcador ISSR tém auxiliado na delimitacdo de diversos taxons,
demonstrando que podem ser bastante uteis (FANG; ROOSE, 1997; KRINGS;
XIANG, 2005; BALASARAVANAN et al., 2005; KAMADA, 2007; BARBOSA,
2011; GAIERO, et al. 2011).

Outra ferramenta biossistematica frequentemente utilizada na descricao
e analise estatistica da variacdo de forma dentro e entre amostras de
organismos € a morfometria (ROHLF; MARCUS, 1993).

Atualmente sédo reconhecidos dois tipos de morfometria, a classica ou
linear, cujas variaveis sao unidimensionais e sdo medidas normalmente em
centimetros, logaritmos ou angulos. Resulta em medidas que ndo contemplam
0 objeto estudado como um todo (ROHLF, MARCUS, 1993), por isto a
informacdo geométrica sobre a forma € perdida, e ndo é possivel a
reconstrucao da estrutura estudada (MONTEIRO; REIS 1999).

O segundo tipo é a morfometria geométrica (BOOKSTEIN, 1984). Nesta
abordagem o estudo da forma do organismo se restringe a configuracéo
externa de uma estrutura sem considerar efeitos de tamanho, posicdo e
orientacdo (BOOKSTEIN, 1991, MONTEIRO; REIS 1999). Diferentes tipos de
conjuntos de dados podem ser utilizados na morfometria geométrica, dentre
eles estdo os marcos anatbmicos que consideram o mapeamento de pontos
homélogos (BOOKSTEIN, 1991; MONTEIRO; REIS, 1999). Outro tipo de
conjunto de dados é o de contorno, utilizado para descrever e comparar
estatisticamente diversos tipos de curva (MONTEIRO; REIS, 1999). A Analise
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Eliptica de Fourier (EFA) foi desenvolvida por Kuhl e Giardina (1982) e utiliza
este tipo de dado, para reconstruir o contorno conforme o namero de pixels
utilizados na digitalizacdo da imagem do contorno original (ROHLF; ARCHIE,
1984). E particularmente Util para as formas que possuem marcos claramente
homoélogos (MONTEIRO; REIS, 1999).

A primeira abordagem morfométrica em Araceae foi realizada por Ray
(1992), onde o mesmo propde a combinacdo de andlise de contornos e marcos
anatdémicos na descri¢ao de folhas de Syngonium podophyllum Schott.

Recentemente a EFA (Andlise Eliptica de Fourier) também foi utilizada
na taxonomia de quatro espécies de Spathicarpa Hook. (S. gardneri Schott; S.
hastifolia Hook.; S. lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott) (FONSECA; 2006)
que formam um clado monofilético na filogenia molecular (GONCALVES, 2002;
2007), mas que apresentam alto polimorfismo foliar. A partir destas analises
penas S. lanceolata pode ser diferenciada das demais espécies (FONSECA;
2006).

No género Monstera Adans. populagcdes de trés taxons préximos foram
submetidas a analises morfomeétricas. A partir de dados da EFA, extraidos de
folhas adultas e analises multivariadas foi possivel verificar que as populacfes
destes trés taxons foram agrupadas de acordo com a circunscricdo taxonémica
aceita, demonstrando que apesar da alta variabilidade morfologica encontrada
em folhas de Monstera, o contorno foliar em folhas adultas é um eficaz
marcador taxondémico, Uteis no estudo da variabilidade morfolégica a nivel
especifico, de variedade e populacional (ANDRADE et al., 2008).

Em Heteropsis Kunth, EFA foi aplicada em folhas de sete espécies da
Amazobnia, objetivando testar se este método quantitativo é eficiente na
discriminacdo de espécies do género em escala local, entretanto apenas uma
espécie foi facilmente discriminada nas andlises multivariadas (SOARES et al.,
2011).

Em Anthurium, esta ferramenta foi Gtil recentemente em estudos
populacionais em A. pentaphyllum (Aubl.) G. Don e A. sinuatum Benth. ex
Schott (ANDRADE et al., 2010). A partir da EFA e analises multivariadas os
autores inferiram a variabilidade morfolégica intrapopulacional e

interpopulacional destas espécies. Além disso, verificou-se um padréo
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diferenciado do contorno foliar entre as duas espécies estudadas (ANDRADE
et al., 2010).

Desta forma, utilizando uma abordagem biossistematica, pretendeu-se
testar quais dos oito taxons do complexo Anthurium augustinum se a partir de
estudos morfométricos e moleculares os taxons deste complexo podem ser
reconhecidos. Para tanto foi realizado um estudo morfométrico associando a
morfometria com a taxonomia tradicional (Capitulo 1) e um estudo molecular
utiizando o marcador ISSR (Capitulo 2), ambos com uma abordagem

multipopulacional.



18

1.1 REFERENCIAS

ANDRADE, I. M.; MAYO, S. J.; KIRKUP, D.; VAN DEN BERG, C. Comparative
morphology of populations of Monstera Adans. (Araceae) from natural forest
fragments in Northeast Brazil using elliptic Fourier Analysis of leaf outlines. Kew
Bulletin, London, v. 63, n. 2, p. 193-211, 2008.

ANDRADE, I. M.; MAYO, S. J.; KIRKUP, D.; VAN DEN BERG, C. Elliptic
Fourier Analysis of leaf outline shape in forest fragment populations of.
Anthurium sinuatum and A. pentaphyllum (Araceae) from Northeast Brazil. Kew
Bulletin, London, v. 65, n. 1, p. 3-20. 2010.

APG Ill. An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the
orders and families of flowering plants: APG Ill. Botanical Journal of the
Linnaean Society, London, v. 161, n. 2, p.105 -121. 2009.

BALASARAVANAN T.; CHEZHIAN P.; KAMALAKANNAN R.; GHOSH M,
YASODHA R.; VARGHESE M.; GURUMURTHI K. Determination of inter- and
intra-species genetic relationships among six Eucalyptus species based on
inter-simple sequence repeats (ISSR). Tree Physiology, Victoria, v.25, n. 10,
p.1295-1305, 2005.

BARBOSA, A. R. Biossistematica do complexo Vellozia hirsuta
(Velloziaceae) baseada em analise filogenética e genética de populacdes.
Belo Horizonte, 108 p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal) —
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2011.

BOOKSTEIN, F. L. A statistical method for biological shape comparisons.
Journal Theory Biology, Michigan, v. 107, n. 3, p. 475-520, 1984.

BOOKSTEIN, F. L. Morfometric Tools for Landmark Data. Geometry and
Biology. Cambrige University Press: New York. 1991.

BOYCE, P. C., CROAT, T. B. The Uberlist of Araceae, Totals for Published
and Estimated Number of Speciesin Aroid Genera. 2011. Disponivel em:
<http://www.aroid.org/genera/120110uberlist.pdf> Acessado em: 20/03/2013.

CABRERA, L. I., SALAZAR, G. A., CHASE, M. W., MAYO, S. J., BOGNER, J.,
D’AVILA, P. Phylogenetic relationships of aroids and duckweeds (Araceae)



19

inferred from coding and noncoding plastid DNA. American Journal of
Botany, St. Louis, v.95, n. 9, p. 1153 - 1165. 2008.

CARLSEN, M. M. Understanding the origin and rapid diversification of the
genus Anthurium Schott (Araceae), integrating molecular phylogenetics,
morphology and fossils. St. Louis, 150 p. Tese (Doutorado em Filosofia em
Biologia, com énfase em Ecologia, Evolu¢do e Sistemética) — Universidade
Missouri, St. Louis, 2011.

CARLSEN, M. M.; CROAT, T. B. Taxonomic revision of Anthurium section
Semaeophyllium Schott (Araceae). Harvard Papers in Botany, Washington, v.
12, n. 01, p. 173 - 234, 2007.

COELHO, M. A. N. Taxonomia e biogeografia de Anthurium (Araceae)
secdo Urospadix subsecdo Flavescentiviridia. Porto Alegre, 389 p. Tese
(Doutorado em Biologia Vegetal) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Porto Alegre, 2004.

COELHO, M. A. N.; CATHARINO, E. L. M. Duas espécies novas de Anthurium
(Araceae) endémicas do litoral de Sdo Paulo. Rodriguésia, Rio de Janeiro, V.
59, n. 4, p. 829-833. 2008.

COELHO, M. A. N.; MAYO, S. J. Typifications of names of Brazilian taxa of
Anthurium sect. Urospadix (Araceae). Taxon, Bratislava, v. 56, n. 01, p. 211-
225, 2007.

COELHO, M. A. N.; TEMPONI, L. G. Anthurium In: Lista de Espécies da Flora
do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB4912>. Acesso em:
06/03/2013.

COELHO, M. A. N.; WAECHTER, J. L.; MAYO, S. J. Revisdo Taxondmica das
espécies de Anthurium (Araceae) sec¢do Urospadix subsecdo Flavescentiviridia.
Rodriguésia, Rio de Janeiro, v. 60, n. 04, p.799 - 864, 2009.

CRAWFORD, D. J.; MARK, E. M. Single-locus molecular markers for inferring
relationships at lower taxonomic levels: observations and comments. Taxon,
Bratislava, v. 53. n.3. p. 631-635. 2004.



20

CROAT, T. B. A revision of Anthurium section Pachyneurium (Araceae).
Annals of the Missouri Botanical Garden, St. Louis, v.76, n.3, p.539-855.
1991.

CROAT, T. B. The distribution of Araceae. In: K. Larsen & L. B. Holm-Nielson
(eds.). Tropical Botany. London: Academic Press, p. 291- 308, 1979.

CROAT, T. B.; SHEFFER R. B. The sectional groupings of Anthurium
(Araceae). Aroideana, Miami, v. 6, n. 3, p. 85-123, 1983.

CUSIMANO, N.; BOGNER, J.; MAYO, S. J., BOYCE, P. C; WONG, S. Y,
HESSE, M.; HETTERSCHEID, W. L. A.; KEATING, R. C.; FRENCH, J. C.
Relationships within the Araceae: Comparison of morphological patterns with
molecular phylogenies. American Journal of Botany, St. Louis, v. 98, n. 4, p.
654-668. 2011.

ENGLER, H. G. A. Araceae. In: MARTIUS, C. F. P. (ed.). Flora brasiliensis.
Munchen: Wien & Leipzig, p. 25-224, 1878.

ENGLER, H. G. A. Araceae-Pothoideae. In: Engler, H.G.A. (Ed.), Das
Pflanzenreich, v. 4, n. 23B. W. Engelmann, Leipzig, pp. 1-330. 1905.

ESSELMAN, E. J.; JJANQIANG, L., CRAWFORD, D. J.; WINDUS, J. L.;
WOLFE, A. D. Clonal diversity in the rare Calamagrostis porteri ssp. insperata
(Poaceae): comparative results for allozymes and random amplified
polymorphic DNA (RAPD) and intersimple sequence repeat (ISSR) markers.
Molecular Ecology, Edinburgh, v. 8, n.1 p. 443-451, 1999.

FANG, D. G.; ROOSE, M. L. Identification of closely related Citrus cultivars with
inter-simple sequence repeat markers. Theoretical and Applied Genetics,
Stuttgart, v. 95, n. 3, p 408-417. 1997.

FONSECA, L. C. M. Descricdo da Arquitetura Foliar e Anélise Morfométrica
das Folhas de Spathicarpa Hook. (Araceae). Brasilia, 45 p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Biologicas, Botanica). Universidade de Brasilia,
Brasilia. 2006.

GAGE, E; WILKIN, P. A morphometric study of species delimitation in
Sternbergia lutea (Alliaceae, Amaryllidoideae) and its allies S. sicula and S.
greuteriana. Botanical Journal of the Linnean Society, London, v.158, n. 3
p.460-469, 2008.



21

GAIERO, P.; MAZZELLA, C.; AGOSTINI, G.; BERTOLAZZI, S.; ROSSATO, M.
Genetic diversity among endangered Uruguayan populations of Butia Becc.
species based on ISSR. Plant Systematic Evolution, Viena, v. 292, n.1-2, p.
105-116. 2011.

GONCALVES, E. G. Sistematica e evolucao da tribo Spathicarpeae
(Araceae).Sao Paulo, 148 p Tese (Doutorado). Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo. Departamento de Botanica.Sao Paulo. 2002.

GOVAERTS, R.; FRODIN, D. G.; BOGNER, J.; BOYCE, P.; COSGRIFF, B.;
CROAT, T. B.; GONCALVES E. G.; GAYUM, M.; HAY, A.; HETTERSCHEID,
W.; LANDOLT E.; MAYO, S. J.; MURATA, J.; NGUYEN, V. D.; SAKURAGUI, C.
M.; SINGH, Y.; THOMPSON, S.; ZHU, G. World checklist and bibliography
of Araceae (and Acoraceae). St. Louis: .Kew: Royal Botanic Garden, 2002.

GRAYUM, M. H. Evolution and phylogeny of the Araceae. Annals. Missouri
Botanical Garden, St. Louis, v. 77, p. 628—697. 1990.

KAMADA, T.; YAMASHIRO, T.; MAKI, M. Intraspecific morphological and
genetic differentiation in Scrophularia grayana (Scrophulariaceae). Journal of
Plant Research, Saitama, v. 120, n. 4, p. 437-443. 2007.

KRINGS, A.; XIANG, Q. Taxonomy of the Gonolobus Complex (Apocynaceae,
Asclepiadoideae). In the southeastern united states: ISSR evidence and
parsimony analysis. Harvard Papers in Botany, Cambridge, v. 10, n. 2, p. 147-
159, 2005.

KUHL, F. P.; GIARDINA, C. R. Elliptic Fourier features of a closed contour.
Computer Graphics and. Image Processing. Livermore, v. 18, n. 3, p. 236 -
258. 1982.

MAYO S. J.; BOGNER J.; BOYCE P. C. The genera of Araceae. Kew: Botanic
Gardens. London. 1997.

MONTEIRO, L. R.; REIS, S. F. Principios da Morfometria Geométrica.
Ribeirdo Preto: Holos, 1999.



22

RANA, T. S.; NARZARY, D.; OHRI, D. Molecular differentiation of
Chenopodium album complex and some related species using ISSR profiles
and ITS sequences. Gene. Rochester, v. 495, n.1, p. 29-35. 2012.

RAY, T. S. Landmark eigenshape analysis: homologous contours: leaf shape in
Syngonium (Araceae). American Jounal of Botany, v. 79, n. 1, 69 - 76, 1992.

RIBEIRO, P. L., BORBA, E. L., SMIDT, E. C.; LAMBERT, S. M,
SCHNADELBACH, A. S.; VAN DEN BERG, C. Genetic and morphological
variation in the Bulbophyllum exaltatum (Orchidaceae) complex occurring in the
Brazilian “campos rupestres”: implications for taxonomy and biogeography.
Plant Systematics and Evolution, Viena, v. 270, n.1-2, p. 109-137. 2008.

ROHLF, F. J.; ARCHIE, J. W. A comparison of Fourier Methods for the
description of wing shape in mosquitoes (Diptera: Culicidae). Systematic.
Zoology, Oxford, v. 33, n. 3, p. 302-317, 1984.

ROHLF, F. J.; MARCUS L. F. A revolution in morphometrics. Trends Ecology
Evolution, London, v. 8, p. 129-132, 1993.

SHEN, J.; DING, X.; LIU D.; DING G.; HE J.; LI X.; TANG F.; CHU B.
Intersimple sequence repeats (ISSR) molecular fingerprinting markers for
authenticating populations of Dendrobium officinale Kimura et Migo. Biological
and Pharmaceutical Bulletin, Tokyo, v. 29, n.3, p. 420-422. 2006.

SOARES, M. L. C.; MAYO, S. J.; GRIBEL, R.; KIRKUP, D. Elliptic Fourier
Analysis of leaf outlines in five species of Heteropsis (Araceae) from the
Reserva Florestal Adolpho Ducke, Manaus, Amazonas, Brazil. Kew
Bulletin,London, v. 66, n. 3, p. 463-470 2011.

STACE, C. A. Plant taxonomy and biosystematics. 2 ed. London: Edward
Arnold, 1989.

STEHMANN, J. R.; FORZZA, R. C.; SALINO, A.; SOBRAL, M.; COSTA, D. P.;
KAMINO, L. H. Y. Plantas da Floresta Atlantica. Rio de Janeiro: Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, 2009.



23

STEVENS, P. F. Angiosperm Phylogeny Website. Angiosperm Phylogeny
Website. Version 12. 2012. Disponivel em:
<http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/> Acesso em: 10/01/2013.

TEMPONI, L. G. Sistemética de Anthurium sect. Urospadix (Araceae). Sao
Paulo, 143p. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas, Botanica). Universidade
de S&o Paulo, Sao Paulo, 2006.

TEMPONI, L. G.; COELHO, M. A. N. Two new species of Anthurium sect.
Urospadix (Araceae) for Brazil: Rodriguésia. Rio de Janeiro, v.62, n. 2. p. 315-
320. 2011.

ZIETKIEWICZ, E.; RAFALSKI, A.; LABUDA, D. Genome fingerprinting by
simple sequence repeat (SSR)-anchored polymerase chain reaction
amplification. Genomics, Amsterdam, v. 20, p. 176-183, 1994.



24

2 CAPITULO 1

Morfometria geométrica foliar aplicada ao complexo Anthurium augustinum (Araceae),
grupo endémico da Floresta Atlantica brasileira

Capitulo redigido de acordo com as normas da revista Iheringia (http://www.scielo.br/
revistas/isz/pinstruc.htm#002)
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Resumo — O complexo Anthurium augustinum K. Koch & Lauche (Araceae): A.
augustinum K. Koch & Lauche, A. hatschbachii E.G.Gong., A. jureianum Cath. &
Olaio; A. laucheanum K.Koch; A. lhotzkyanum Schott; A. lucidum Kunth; A.
maximiliani Schott e A. parvum N.E.Br. Estas espécies compartilham folha deflexa com
a base da lamina cordada ou arredondada. A delimitacdo taxonémica entre estes taxons
é confusa devido a sobreposicdo dos caracteres que as definem. Com o objetivo de
verificar se 0s taxons envolvidos neste complexo podem ser reconhecidos utilizando
morfometria foliar, foram amostrados 257 individuos (12 populacBes naturais),
utilizando a Andlise Eliptica de Fourier (EFA). Foram conduzidas analises
multivariadas. Os resultados morfométricos, associados & taxonomia cléssica indicam a
necessidade de revisdo dos nomes aceitos atualmente. Recomenda-se que A.
laucheanum, A. lhotzkyanum e A. maximiliani sejam considerados sinbnimos de A.
augustinum. Portanto, sdo reconhecidos cinco taxons: A. augustinum, A. hatschbachii,

A. jureianum, A. lucidum e A. parvum.

Palavras-Chave: Analise Eliptica de Fourier, morfologia, complexo de espécies,

Anthurium secéo Urospadix Engl.

Abstract — Geometric morphometrics of leaf blade shape in Anthurium augustinum
complex (Araceae), an endemic group to the brazilian atlantic rain forest. The
Anthurium augustinum K. Koch & Lauche (Araceae) complex: A. augustinum K. Koch
& Lauche, A. hatschbachii E.G.Gong., A. jureianum Cath. & Olaio; A. laucheanum
K.Koch; A. lhotzkyanum Schott; A. lucidum Kunth; A. maximiliani Schott and A.
parvum N.E.Br. These species share a leaf morphology in which the blade is deflexed at
the petiole insertion and is cordate or rounded at the base, the latter condition due to
congenital fusion of the basal lobes; the taxonomic delimitation of the species is
confused because of overlap in the taxonomic characters considered as diagnostic. The
objective of the study was to test whether these taxa could be recognized using leaf
morphometrics; Elliptic Fourier Analysis (EFA) was used on a sample of 257
individuals (12 natural populations).

The results of multivariate analysis indicated that leaf shape was not diagnostic in these
cases. As a result, we propose that A. laucheanum, A. lhotzkyanum and A. maximiliani

should be regarded as synonyms of A. augustinum and thus that the following five
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species be recognized in this group: A. augustinum, A. hatschbachii, A. jureianum, A.

lucidum e A. parvum.

Key Words: Elliptic Fourier Analysis, morphology, species complex, Anthurium
section Urospadix Engl.

2.1 Introducéo

O emprego taxondmico de espécies, conforme definido por Gregg (1950),
possibilita a utilizacdo da subjetividade na delimitacdo de téaxons, uma vez que O
nimero reduzido de espécimes nos herbarios ndo corresponde a toda a variacao
morfolégica encontrada na natureza (Stace, 1989). Tentando minimizar esta
subjetividade e quantificar a variagdo dos organismos, foram desenvolvidas duas areas
na ciéncia, a taxonomia experimental e a biossistematica (Sneath & Sokal 1973; Stace,
1989; Bernadello et al.,1995).

A morfometria tem sido utilizada para varios fins na delimitagdo de espécies. A
morfometria geométrica, ou biometria da forma, € o estudo de forma que se restringe a
configuracdo externa de uma estrutura sem considerar efeitos de tamanho, posicéo e
orientacdo (Book Stein, 1991; Monteiro & Reis 1999). Nesta abordagem, diferentes
tipos de conjuntos de dados podem ser utilizados, tais como: 0s marcos anatémicos, que
consideram o mapeamento de pontos homologos (Bookstein, 1991; Monteiro & Reis,
1999) e o contorno — quando as estruturas biolégicas ndo apresentam um ndmero
suficiente de marcos anatdmicos identificaveis, a forma pode ser descrita em termos de
coordenadas cartesianas em uma seqiiéncia de pontos sem correspondéncia biologica
(isto é, homologia) entre os espécimes, ao longo do contorno da estrutura ou organismo
de interesse (Premoli, 1996; McLellan & Endler, 1998; Rumpunen & Bartish, 2002).0
contorno de uma estrutura como lamina foliar pode ser também capturada na forma de
um conjunto de pontos (apesar de ndo ser pontos biologicamente homdlogos) —
geralmente sdo as coordenadas dos pixels que delineam o contorno em imagem digital
da estrutura. Estes conjuntos de dados, cada um representando um contorno, sdo
utilizados para descrever e comparar estatisticamente diversos tipos de curva (Monteiro
& Reis, 1999), e a Analise Eliptica de Fourier (EFA) utiliza este tipo de dado para
reconstruir o contorno conforme o nimero de pixels utilizados na digitalizacdo da

imagem do contorno original (Rohlf & Archie, 1984). A EFA foi desenvolvida por Kuhl
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e Giardina (1982) e é particularmente Gtil no estudo de formas que possuem poucos
marcos claramente homdlogos (Monteiro & Reis, 1999).

O primeiro trabalhno com morfometria foliar em Araceae foi realizado por Ray
(1992), onde o mesmo propbs a combinacdo de analise de contornos e marcos
anatomicos na descricdo de folhas de Syngonium podophyllum Schott. Marcos
anatémicos foram utilizados em Montrichardia linifera (Arruda) Schott para avaliar
efeitos alométricos e delinear padrdes morfoldgicos no nivel populacional e especifico
(Silva et al., 2012). A EFA foi utilizada em quatro espécies de Spathicarpa Hook.(S.
gardneri Schott; S. hastifolia Hook.; S. lanceolata Engl. e S. sagittifolia Schott),
fornecendo caracteristicas diagnosticas vegetativas. A partir da EFA, a espécie S.
lanceolata pode ser considerada claramente distinta das outras pertencentes ao clado
analisado (Fonséca, 2006). No género Monstera Adans. populagdes de trés taxons
proximos foram submetidas a analises morfométricas. A partir de dados da EFA
extraidos de folhas adultas e analises multivariadas, foi possivel verificar que as
populacdes destes trés taxons foram agrupadas de acordo com a circunscri¢ao
taxonémica aceita, provando que apesar da alta variabilidade morfolégica encontrada
em folhas de Monstera, o contorno de folhas adultas € um eficaz marcador taxondmico,
atil no estudo da variabilidade morfologica no nivel especifico, de variedade e de
populacdo (Andrade et al., 2008). Em Heteropsis Kunth, analises morfométricas foram
utilizadas na identificacdo de espécies da Amazonia (Soares et al., 2011).

Em Anthurium, esta ferramenta tem sido Gtil em estudos populacionais em A.
pentaphyllum (Aubl.) G. Don var. pentaphyllum e A. sinuatum Benth. ex Schott. A
partir destas analises, os autores inferiram a variabilidade morfoldgica intrapopulacional
e interpopulacional destas espécies. Além disso, verificou-se um padrdo diferenciado do
contorno foliar entre as duas espécies estudadas (Andrade et al., 2010).

Anthurium Schott € o maior género de Araceae,com aproximadamente 905 espécies
(Boyce & Croat 2011). Destas, aproximadamente 136 ocorrem no Brasil (Coelho &
Temponi, 2013). A delimitacdo das espécies € baseada principalmente em caracteres
morfologicos vegetativos (Mayo et al., 1997), tais como, cor e consisténcia da lamina
foliar, pontuacBes glandulares, tipo de nervacdo, formato e comprimento do peciolo,
catafilos, e comprimento do entrend (Croat & Sheffer, 1983; Coelho et al., 2009;
Temponi & Coelho, 2011). A formacdo dos complexos de espécies mal delimitadas, em
alguns casos, pode estar relacionada ao grande numero de espécies dentro de um

género, além da ocorréncia de plasticidade fenotipica. A plasticidade fenotipica
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intraespecifica em Anthurium, combinada com a falta de informagGes geogréficas e
ecoldgicas de populagcdes naturais resulta em confusbes taxondmicas e nomenclaturais
(Coelho & Mayo, 2007). Neste contexto, a taxonomia classica é, muitas vezes,
insuficiente para resolver alguns problemas taxonémicos.

O complexo Anthurium augustinum, como aqui definido, compreende atualmente
oito txons: A. augustinum K.Koch & Lauche; A. hatschbachii E.G.Gong., A. jureianum
Cath. & Olaio; A. laucheanum K.Koch; A. Ihotzkyanum Schott; A. lucidum Kunth; A.
maximiliani Schott e A. parvum N.E.Br. Este complexo é caracterizado pela presenca de
lamina foliar deflexa, base cordada ou com base arredondada ou semi-ovais e nervacao
camptédroma. Dentre o clado Anthurium secdo Urospadix que € exclusivamente
brasileiro (Temponi, 2006; Carlsen & Croat, 2013) a combinacdo destes caracteres
vegetativos é exclusiva das espécies pertencentes ao complexo Anthurium augustinum.
Alem disso, caracteres anatdmicos e moleculares utilizados na filogenia de Anthurium
secdo Urospadix apontam que ha estreita relagdo filogenética entre os mesmos
(Temponi, 2006). O complexo é endémico da Floresta Atlantica (Temponi, 2006; Stefan
et al., 2009; Coelho & Temponi, 2013), mais precisamente numa faixa estreita da
Floresta Atlantica situada entre Santa Catarina e Rio de Janeiro.

O complexo A. augustinum foi investigado através da morfometria foliar numa
abordagem biossistematica. As folhas foram utilizadas devido a maior disponibilidade
destas e por serem o0s caracteres mais utilizados para a identificacdo das espécies de
Anthurium. Além disso, a forma do contorno da folha € determinada geneticamente e
deve ser considerada uma questdo importante do ponto de vista taxonémico (Andrade et
al., 2008). Conforme Kessler & Sinha (2004) uma série de processos mediados
geneticamente estdo envolvidos no estabelecimento da forma do limbo foliar.

Neste contexto, objetivou-se com o presente estudo estimar a diversidade
morfologica do complexo A. augustinum e verificar se 0s td&xons em questdo possam ser

reconhecidos com o auxilio da morfometria do contorno foliar.

2.2 Material e Métodos

Amostragem
As coletas foram realizadas entre julho de 2011 e agosto de 2012, em quatro
estados (Parand, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo), pertencentes as regifes sul

e sudeste do Brasil (Tab. 1, Fig. 1). Foram amostrados 257 espécimes provenientes de
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12 populagBes naturais pertencentes aos oito tdxons (Tab. 1, Fig. 2), A. augustinum
(uma); A. hatschbachii (uma), A. jureianum (uma); A. laucheanum (uma); A.
Ihotzkyanum (duas); A. lucidum (uma); A. maximiliani (duas); A. parvum (duas). Além
destas, foi amostrada uma populagdo da espécie Anthurium loefgrenii Engl. (uma
populacdo), como pardmetro do grau de variacdo morfolégica encontrado em uma
espécie de Anthurium ndo pertencente ao complexo A. augustinum.

A amostragem deste estudo abrangeu toda a distribuicdo geogréfica dos taxons
estudados (Temponi, 2006; Coelho & Temponi, 2013). Estas espécies podem ser
consideradas endémicas ou micro endémicas uma vez que A. augustinum ocorre apenas
no municipio de Nova lguagu, na Reserva Biologica do Tingud e A. lucidum no
municipio do Rio de Janeiro, no Parque Nacional da Floresta da Tijuca, ambos no
estado do Rio de Janeiro. J& as espécies A. laucheanum; A. Ihotzkyanum; A. maximiliani
e A. parvum ocorrem em diferentes municipios, porém todas na regido serrana do Rio de
Janeiro. A. jureianum ocorre apenas em lguape, no estado de S&o Paulo, sendo uma
espécie endémica da Estacdo Ecologica da Juréia. Embora A. hatschbachii ocorra na
divisa do Parana e Santa Catarina, € encontrado apenas na Serra do Aracatuba.

Vouchers de cada populacdo foram confeccionados e depositados nos herbarios do
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parand (UPCB) e Herbéario da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP) (Tab. 1).

Anélise Morfométrica
Amostras foliares

Em cada populacdo o numero de individuos amostrados foi de acordo com a
disponibilidade, evitando a coleta de um mesmo individuo. A face abaxial de uma folha

adulta cada individuo foi fotografada, em um angulo de 90 graus,usando camera digital

Sony Cybershot (14.1 megapixel).
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Tab. 1. Localidade, codigo e Voucher das popula¢@es amostradas por taxons do complexo A. augustinum.

Téaxon Populacéo Cddigo Neindiv. Coordenadas Voucher
Anthurium augustinum K. Koch & Lauche Nova Ilguagu—RJ ~ AUNI 25 22°33°417'S, 43°28°60”W L. G. Temponi, et al., 1052
Anthurium hatschbachii E.G.Gong. Joinville -SC HAJO 20 26°12°43S, 48°57°28”W A. P. Cardozo et al., 63
Anthurium jureianum Cath. & Olaio Iguape — SP JUIG 23 24°32°42”S, 47°13°50”W  A. P. Cardozo et al., 60
Anthurium laucheanum K.Koch Teresopolis — RJ LATE 32 22°26°577’S, 42°59°22”W L. G. Temponi, et al., 1025
Anthurium lhotzkyanum Schott Teresopolis — RJ LHTE 21 26°26°54”’S, 43°00°48”W L. G. Temponi, et al., 1031
Petropolis — RJ LHPE 22 22°24°35”°S, 43°12°35’W A. P. Cardozo et al., 33
Anthurium loefgrenii Engl. Ilhado Mel-PR  LOIM 24 25°30°36”S, 48°20°19”W A, P. Cardozo et al., 31
Anthurium lucidum Kunth Rio de Janeiro - RJ LURJ 27 22°58°5,6S, 43°15°25”W L.G. Temponi, et al., 1050
Anthurium maximiliani Schott Nova Iguagu —RJ MANI 12 22°34°34”S, 43°27°59”W L. G. Temponi, et al., 1051
Petropolis — RJ MAPE 7 22°24°35°°S, 43°12°35>>W A. P. Cardozo et al., 34
Anthurium parvum N.E.Br Nova Friburgo — RJ PANF 24 22°25°377S, 42°31°48”W  A. P. Cardozo et al., 43
Teresopolis — RJ PATE 20 22°25°37S, 42°31°48”W  L.G. Temponi, et al., 975
Total 257
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Fig. 1. Localizagdo geogréfica das populagdes no sul e sudeste do Brasil. Veja na Tab. 1 os cddigos das populaces.
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Fig. 2. Espécies que compde o complexo A. augustinum: a — Anthurium augustinum; b —

A.hatschbachii ; ¢ — A. jureianum; d — A. laucheanum; e — A. lhotzkyanum; f — A.

lucidum; g — A. maximiliani; h — A. parvum.
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Digitalizacdo dos Contornos e Andlise de Eliptica de Fourier

As imagens das laminas foliares foram editadas e padronizadas com o auxilio do
programa IMAGEJ (Rasband, 2004) e foram devidamente alinhadas para retirar efeitos
indesejaveis que pudessem mascarar a variagao de forma (Monteiro & Reis, 1999).

A digitalizacdo dos contornos foi realizada no programa TpsDig (Rohlf, 2010).
Para padronizar a localizagdo, tamanho e orientagdo dos contornos foram utilizados dois
marcos anatdmicos, um na base e outro no &pice da nervura central, pontos 1 e 2,
respectivamente (Bookstein, 1991). A insercdo do peciolo foi o ponto de partida para a
digitalizagéo de cada contorno. Esta digitalizacao consistiu em demarcar uma sequéncia
de pontos ordenados como coordenadas x e y, que indicam a delimitacdo dos contornos
de cada folha.

Foi aplicada a Analise Eliptica de Fourier (EFA). A EFA foi realizada utilizando
0 programa Morpheus (Slice, 1998) de acordo com a metodologia de Andrade et
al.(2008). A padronizacdo de tamanho e alinhamento dos contornos foi realizada
utilizando a opgao “bookstein superimposition”, a partir dos marcos anatémicos 1 e
2.Para a reconstrucdo do contorno original da folha, 20 elipses foram consideradas
suficientes.Cada elipse apresenta quatro parametros, resultando em uma matriz de 80
coeficientes de Fourier. A partir da reconstrucdo dos contornos foliares de cada
individuo foram construidas as formas médias de cada populacédo, classificadas de
acordo com Radford et al. (1976) e Croat & Bunting (1979). Os coeficientes gerados na

EFA foram submetidos a analises multivariadas.

Analise dos Dados

As analises multivariadas foram conduzidas no programa PAST (Hammer,
2001). A Analise de Componentes Principais (PCA) foi usada para gerar um ndmero
menor de novas variaveis independentes que descrevam mais de 90% da variacdo dos
dados originais.

Anédlise de Variaveis Canbnicas (CVA) foi realizada para quantificar a
variabilidade dentro e entre as populacbes estudadas, a partir de autovetores e
autovalores, buscando encontrar eixos que separem melhor as populacdes (Monteiro &
Reis 1999).
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As relacOes de similaridade das populagdes e dos tdxons foram testadas utilizando a
Anélise Multivariada de Variancia-Nao Paramétrica (NP-MANOVA), que é analogo a
MANOVA e calcula a probabilidade das populagdes serem semelhantes (p-values)
(Monteiro & Reis, 1999). Esta analise foi realizada com 10000 permutagdes.

A média das variaveis de forma (PCA) de cada uma das 12 populacdes foi utilizada
para calcular a distancia Euclidiana entre os centréides de cada populagdo. Isto foi
realizado utilizando a analise de Coordenadas Principais (PCoA). O mesmo
procedimento foi realizado para encontrar a distancia Euclidiana entre os centroides de
cada taxon.

A partir dos valores médios da PCA, foram realizadas a analises de agrupamento
utilizando os algoritmos de neighbour-joining (Saitou & Nei, 1987) e Unweighted Pair-
Group Method usingArithmetical Averages (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973). Nestas

andlises o bootstrap foi calculado com 999 permutacdes.

2.3 Resultados e Discussao

Variacao de forma

A forma média de cada populacdo foi considerada uma tendéncia de forma dos
individuos de cada populacdo. Das populacGes que compdem o complexo, apenas JUIG
(Anthurium jureianum) ndo apresenta lobo posterior, sendo a base obtusa e a folha
peltada. Nas demais populacdes, os individuos apresentam folha ovada a largamente
ovada e a base cordada, podendo ser levemente cordada a lobos posteriores bem
desenvolvidos. Nestas, o sino € arcuado na maioria das populacbes, exceto nas
populacdes HALO (A. hatschbachii), onde os individuos tendem ter sino triangular
(Fig. 3b).
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Fig. 3. Forma média das folhas de cada populacdo, construida pela EFA: a — AUNI
(Anthurium augustinum); b — HALO (A.hatschbachii); ¢ — JUIG (A. jureianum); d —
LATE (A. laucheanum); e — LHPE (A. lhotzkyanum); f — LHTE (A. lhotzkyanum); g —
LURJ (A. lucidum); h — MANI (A. maximiliani); i — MAPE (A. maximiliani); j -PANF
(A. parvum); k — PATE (A. parvum); | — LOIM (A. loefgrenii).

A morfometria baseada em imagem tem proporcionado estudos de larga escala
para investigar as relagdes entre o polimorfismo fenétipo e biologia evolutiva (Lexer et
al., 2009). No caso de Anthurium,estudos abordando o formato de folha s&o
promissores, como uma tentativa de compreender a grande plasticidade fenotipica do
grupo (Coelho & Mayo, 2007), ja que a maior parte dos caracteres utilizados na
taxonomia do género sdo vegetativos (Temponi, 2006; Coelho et al., 2009).

A forma das folhas do complexo estudado variou de ovada a largamente ovada,
com base levemente cordada nas populacdes de A. parvum (PANF e PATE) a lobos
bem desenvolvidos nas demais populacGes. A forma média mais discrepante das
populacdes do complexo foi a de JUIG (Anthurium jureianum) por ndo apresentar lobo

posterior. Nas demais as folhas tendem a ter formato foliar semelhante.
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Anélise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais mostrou que as seis primeiras variaveis
geradas a partir da matriz de coeficientes de Fourier, representam 97,6% da variancia
total dos dados (Tab. 2). Estas “variaveis de forma”, ou seja, componentes principais
(PCs), foram utilizadas nas outras andlises multivariadas, conforme descrito por
Yoshioka et al. (2004); Andrade et al. (2010); Soares et AL. (2011). A quantidade
maxima da variacdo do conjunto de dados ocorre no eixo PC 1 (Fig. 4) e explica
aproximadamente 71% da variancia total do conjunto de dados. Os eixos PC 1 e PC3
separam claramente trés grupos, a direita um grupo formado pela populacdo LOIM, a
esquerda um grupo formado pela populagédo JUIG a esquerda, e um grupo ao centro

composto pelas demais populagdes (Fig. 4b).

Tab. 2. Valores da Analise de Componentes Principais, Das popula¢cdes do

Complexo A. augustinum.

Componente % da % da Variancia
Principal Autovalores Variancia Cumulativa

PC1 0,00600439 71.67 71.67
PC 2 0,00105823 12.63 84.31
PC3 0,000494383 5.90 90.21
PC4 0,000309416 3.6934 93.90
PC5 0,000240528 2.8711 96.77

PC 6 7,67421E-05 0.91605 97.69
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Fig. 4. Representacdo dos escores dos trés primeiros eixos da analise de

componente principal: a — distribui¢do da variacdo de forma da folha no eixo PC 1

e PC2; b — distribuicdo da variacdo de forma da folha no eixo PC1 e PC3. Veja na

Tab. 1 os codigos das populaces.



Diversidade interpopulacional

Na Anélise de Variaveis Canonicas (CVA), os dois primeiros eixos canénicos
explicam 62% e 21% da variacao respectivamente. Nestes eixos, formam-se trés grupos
(Fig. 5), a esquerda do gréfico os individuos da populacdo LOIM (A. loefgrenii) foram
agrupados, a direita é visivel um grupo composto pelos individuos da populagdo JUIG

(A. jureianum). O terceiro grupo estd ao centro do gréafico e é composto pelas demais

populacdes (Fig.5).
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Fig. 5. Representacdo dos escores dos dois primeiros eixos candnicos da CVA usando

seis variaveis de forma derivadas os 80 coeficientes elipticos de Fourier analisados pela

Morfometria Geométrica. Veja na Tab. 1 os codigos das populacdes.

Uma plotagem incluindo apenas as populacGes pertencentes ao terceiro grupo

demonstrou a separacdo dos individuos da populacdo HAJO (A. hatschbachii) que

formaram um grupo isolado a esquerda.
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Fig. 6 Representagdo dos escores dos dois primeiros eixos canonicos da CVA
usando seis variaveis de forma derivadas os 80 coeficientes elipticos de Fourier
analisados pela Morfometria Geométrica no complexo A. augustinum, excluindo as
populacdes JUIG e LOIM. Veja na Tab. 1 os codigos das populagdes.

A distancia interpopulacional foi obtida na analise NP-MANOVA, e demonstrou
que 79% dos pares de populacdes sdo significativamente diferentes com valores de p
menores que 0,05 (Tab. 3). Os outros 21% néo apresentaram diferencas significativas (p
> 0,05), sendo considerados semelhantes e envolvem popula¢des de A. augustinum, A.
Ihotzkyanum, A. lucidum, A. maximiliani e A. parvum.

A analise NP-MANOVA revelou ainda que JUIG (A. jureianum), HAJO (A.
hatschbachii),LATE (A. laucheanum),LOIM (A. loefgrenii) e PATE (A. parvum) sdo
altamente diferenciadas por ndo apresentarem valores de p < 0, 0002 quando

comparadas com qualquer outra populacéo (Tab. 3).
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Tab. 3. Similaridade entre 12 popula¢es do complexo Anthurium augustinum baseada na matriz de seis variaveis de forma derivadas da Anélise
Eliptica de Fourier. Os valores apresentados sdo p — values (probabilidade de dois grupos serem semelhantes) derivados da MANOVA ndo —
paramétrica implementada no PAST ver. 1.34 (Hammer et al., 2001); computada com 10000 replicacdes. Veja na Tab. 1 os cddigos das

populagdes.

Populagdo AUNI HAJO JUIG LATE LHPE LHTE LOIM LURJ MANI  MAPE PANF PATE

AUNI -
HAJO 0,0000 -

JUIG 0,0000 0,0000 -
LATE 0,0000 0,0000 0,0000 -
LHPE n.s 0,0000 0,0000 0,0000 -

LHTE 0,2772 0,0000 0,0000 0,0000 0,0396 -
LOIM 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 -

LURJ 0,0132 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 -

MANI n.s 0,0000 0,0000 0,0000 n.s n.s 0,0000 0,0066 -

MAPE 0,6996 0,0000 0,0000 0,0000 n.s n.s 0,0000 0,0000 n.s -

PANF n.s 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 05016 0,0000 n.s 0,4356 n.s -

PATE 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0066 0,0000 0,0000 0,0000 -
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Em UPGMA, as populagbes foram agrupadas da seguinte forma: LOIM (A.
loefgrenii) e JUIG (A. jureianum) ficaram isoladas; as populagdes de A. parvum (PATE
e PANF) formaram um agrupamento, e as demais populagdes formaram um

agrupamento maior (Fig.7).
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Fig. 7. Dendrograma de UPGMA mostrando as relacdes fenéticas entre as 12
populacdes analisadas, através das medias obtidas para cada populacdo na PCA,
baseada na matriz da Analise Eliptica de Fourier. O nimero abaixo de cada ramo é o
valor de Bootstrap, do agrupamento calculado com 999 replicacdes. Veja na Tab. 1 os

cddigos das populacdes.

Comparacéo entre os Taxons

A similaridade entre os nove taxons avaliada por NP-MANOVA evidenciou que
quatro apresentam diferencas significativas - A. hatschbachii, A. laucheanum,A.
jureianum e A. loefgrenii - em todos os pares comparativos. Estes resultados sdo

semelhantes aos obtidos na NP-MANOVA, feita por populacéo.
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Na PCoA foram reconhecidos cinco grupos: A. hatschbachii; A, jureianum; A.
lucidum ; A. loefgrenii e um agrupamento maior com as demais espécies (A.

augustinum, A. Ihotzkyanum, A. laucheanum, A. maximiliani e A. parvum) (Fig. 8).
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Fig. 8. Analise de Coordenadas Principais, baseada na distancia euclidiana entre o

centrdide de cada tdxon do complexo A. augustinum.

A andlise de agrupamento, usando UPGMA dos nove taxons indicou que A.
hatschbachii; A. jureianum;_A. lucidum e A. parvum sdo distintos dos demais taxons, e
A. augustinum, A. laucheanum, A. lhotzkyanum e A. maximiliani, formam um unico

agrupamento, sugerindo constituir um mesmo taxon em nivel especifico (Fig.9).
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Fig. 9. Dendrograma de UPGMA mostrando as relac6es fenéticas entre 0s nove taxons
analisados, atraves das médias de cada populacédo, obtidas na PCA, baseada na matriz da

Anélise Eliptica de Fourier.

Variabilidade interpopulacional

Na analise de varidveis candnicas foi possivel verificar a clara distincao de trés
populacdes (Fig. 5, Fig. 6): a populacdo LOIM (A. loefgrenii) que apresenta folha
lanceolada (Fig.3 m) e ndo pertence ao complexo, demonstrando a eficiéncia do método
na discriminacdo de taxons fora do complexo. A populacdo JUIG (A. jureianum),que
apresenta lamina foliar peltada (Fig. 2 c, Fig. 3 ¢) e HAJO (A. hatschbachii) (Fig. 6),
apresenta folha com base cordada. Estas populacGes também sdo significativamente
diferentes de todas as outras populacGes conforme os resultados da NP-MANOVA. As
populacdes LOIM (A. loefgrenii) e JUIG (A. jureianum) também ficaram isoladas nas
andalises de agrupamento (Fig. 6).

A alta sobreposicdo da forma da folha apresentada entre populacdes também foi
observada em populacdes de Anthurium pentaphyllum e A. sinuatum (Andrade et al.,
2008), e deve estar relacionada com a alta variacdo fenotipica que é comum dentro do
género Anthurium (Coelho & Mayo, 2007). Embora haja esta sobreposicdo entre a
maioria das populac6es amostradas, a distancia interpopulacional destas, obtida na NP-

MANOVA, revelou que 79% dos pares de populacdes apresentam diferencas
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significativas.Esta andlise indicou que das oito populaces altamente sobrepostas na
CVA (AUNI, LATE, LHPE, LHTE, LURJ; MANI, MAPE, PANF, PATE), trés (LATE,
LURJ, PATE) apresentam diferengas significativas das demais populagdes.

A analise NP-MANOVA evidenciou que o contorno foliar das populacfes AUNI
(A. augustinum), LHPE,LHTE (A. lhotzkyanum), MANI e MAPE (A. maximiliani) é
altamente similar, a estreita relacdo destas populacdes foi confirmada nas andlises de
agrupamento.

As populagdes de A. parvum (PANF e PATE), aparecem como proximamente
relacionadas na andlise utilizando UPGMA (Fig. 7), apesar de terem sido consideradas
significativamente diferentes na NP-MANOVA. Provavelmente, a utilizagdo de outras
analises morfométricas poderia auxiliar nos estudos populacionais de A. parvum, uma
vez a combinagdo de caracteres permite que estas populacdes sejam reconhecidas

quando comparadas com as demais popula¢des do complexo.

Comparacéo entre taxons

As analises de morfometria foliar indicaram uma parcial separacao entre taxons. A
analise PCoA indica que Anthurium hatschbachii, A. jureianum e A. lucidum,
apresentam contorno foliar distinto dos demais taxons. A anélise de UPGMA (Fig. 9)
confirma a distincdo destes trés taxons, e infere também que A. parvum apresenta
contorno foliar distinto dos demais taxons.Este tipo de analise também foi uatil na
diferenciacéo de espécimes de Heteropsis (Araceae) da Amazonia (Soares et al., 2011).

Considerando que uma espécie ndo pode ser definida apenas pela forma do
contorno foliar, os resultados obtidos nas analises morfométricas, devem estar
associados a caracteristicas importantes na taxonomia classica do grupo.

Neste contexto, Anthurium hatschbachii, A. jureianum, A. lucidum e A. parvum
apresentam caracteristicas exclusivas dentro do complexo. A presenca de pontoacdes
glandulares na lamina foliar € uma caracteristica que diferencia Anthurium hatschbachii
(HALO) (Goncalves 2011) das demais espécies deste complexo. Ja Anthurium lucidum
difere das demais pelo nimero de nervuras basais, 1-2, sendo que nas demais espécies €
de 3 a 5, a lamina foliar verde-acinzentado e o pdlen branco contra pélen amarelo nas
demais (Fig. 2 f), além da distribuicdo restrita a floresta da Tijuca, Rio de Janeiro.
Anthurium jureianum é especialmente distinta, apresentou diferencas significativas em

todas as analises morfométricas, atribuida a lamina foliar peltada. A. parvum diferencia-
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se das demais espécies do complexo por apresentar caule delgado com altura méxima de
cinco centimetros, pedunculo totalmente vindceo com no maximo 22 cm de
comprimento e nervuras insculpidas.

Por outro lado,os tdxons A. augustinum, A. laucheanum, A. lhotzkyanum e A.
maximiliani ndo apresentam caracteristicas exclusivas e compartilham os catafilos
marcescentes, auséncia de pontuagdes glandulares na lamina foliar,de 3 a 5 nervuras
basais e polen amarelo. Conforme a relacdo fenética apresentada na UPGMA, estes
tdxons sdo proximamente relacionadas. Este resultado é um indicio de que ha
semelhanga genética entre estes tadxons, ja que uma série de processos mediados
geneticamente est envolvida no estabelecimento da forma do limbo foliar (Kessler &
Sinha, 2004). A semelhanca da forma foliar pode indicar que as linhagens tém uma
historia de vida comum ou que pode estar ocorrendo hibridacéo entre pares de espécies
mais relacionadas, principalmente entre populacdes que ocorrem em simpatria. A
influéncia geneética na formagdo do contorno foliar foi vista por Lexer et al. (2009) a
partir da aplicacdo da EFA em duas espécies de Populus (Salicaceae) com DNA
gendmico conhecido. A proximidade destes taxons é reforgada pela auséncia de

caracteristicas diagndsticas entre eles.

2.4 Conclusoes

Implicacdes Taxonémicas

Embora as andlises morfométricas demonstrem a sobreposicdo do contorno
foliar entre os taxons do complexo, os resultados da UPGMA e PCoA indicam a
diferenciacdo das populacdes para os taxons Anthurium jureianum, A. lucidum, A.
hatschbachii e A. parvum. Além disso, cada um deles apresenta outras caracteristicas
que os diferenciam entre si e também dos demais taxons do complexo.

Comparando as descrices dos quatro taxons restantes, A. augustinum, A.
laucheanum, A. lhotzkyanum e A. maximiliani, ndo foram encontradas caracteristicas
que os diferencie claramente (Koch & Lauche 1855; Koch, 1857; Schott, 1860; Schott,
1862). Todas as analises morfométricas realizadas sugerem uma estreita relacdo entre
estas espécies. Portanto, € indicado que seja mantido o nome mais antigo, A.
augustinum, o qual, como aqui proposto, passa a ter como sinénimos A. laucheanum, A.

Ihotzkyanum e A. maximiliani.
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Em suma a partir das analises realizadas é recomendavel o reconhecimento de

cinco taxons: A. augustinum, A. lucidum, A. hatschbachii, A. jureianum, e A. parvum.
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3 CAPITULO 2

Estrutura e variabilidade genética do complexo Anthurium augustinum

(Araceae), grupo endémico da Floresta Atlantica brasileira

Capitulo redigido de acordo com as normas da revista Plant Systematics and Evolution
(http://www.springer.com/life+sciences/plant+sciences/journal/606)
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Resumo

O complexo Anthurium augustinum K. Koch & Lauche (Araceae), como aqui definido, redine oito taxons:
A. augustinum K. Koch & Lauche, A. hatschbachii E.G.Gong., A. jureianum Cath. & Olaio; A.
laucheanum K.Koch; A. lhotzkyanum Schott; A. lucidum Kunth; A. maximiliani Schott e A. parvum
N.E.Br. Estas espécies compartilham a base foliar cordada ou arredondada, devido & fusdo dos lobos
basais e apresentam delimitacdo taxonémica confusa devido a sobreposicdo dos caracteres que as
definem. Utilizando marcadores ISSR, foram determinadas a variabilidade e a estruturagdo genética de 12
populacbes naturais pertencentes ao complexo, a fim de verificar a existéncia de relagGes entre os padrbes
genéticos e morfoldgicos que auxiliem na delimitagdo de tdxons. Os valores de heterozigosidade das
populagdes (0,203 a 0,358) foram superiores aos encontrados em populacdes de espécies que apresentam
as mesmas caracteristicas biologicas. A AMOVA apontou alta variacdo dentro das populagdes (75%) e
baixa divergéncia entre as populacGes (25%). A analise Bayesiana indicou a ocorréncia de oito grupos
genéticos (K=8) em um gradiente geografico. As relacdes genéticas entre os pares de populacdes indicam
que tanto a circunscricdo dos taxons aceitos atualmente, e os padrdes morfolégicos ndo refletem a
totalidade da variacdo genética acessada. Entretanto, os taxons Anthurium hatschbachii, A. jureianum, A.
lucidum apresentaram diferenciacdo genética suficiente para serem indicadas como taxons validos.
Anthurium parvum possui a maior variabilidade genética dentre as espécies analisadas e apesar de nao ser
geneticamente diferenciada, é morfologicamente distinta dos demais taxons do complexo, e por isto
sugerimos que seja mantida como espécie valida. Nao foi possivel verificar estruturacdo genética para
distincdo genética entre Anthurium augustinum, A. laucheanum e A. maximiliani, corroborando com os
resultados morfométricos. Desta forma sugerimos que os taxons Anthurium laucheanum, A. lhotzkyanum,

A. maximiliani, sejam considerados como sinénimos de A. augustinum.

Palavras-Chave: genética de populacdes, ISSR, Anthurium secdo Urospadix Engl.
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3.2 Introducéo

Estudos moleculares acessam informacgBes genéticas de espécies que sdo fundamentais para o
entendimento de aspectos evolutivos, ecologicos e de conservacdo (Nybom 2004). Em plantas varios
marcadores moleculares sdo utilizados para esta finalidade (Hamrick e Godt 1996; Nybom e Bartish
2000; Archibald et al. 2006).

Dentre os marcadores moleculares, os marcadores dominantes apresentam evolucdo rapida e sdo
hiper varidveis, por isso sdo frequentemente utilizados na reconstrucdo das relagbes evolutivas entre
tdxons proximamente relacionados (Archibald et al. 2006).

O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) é um tipo de marcador dominante, descrito por
Zietkiewicz e colaboradores em 1994, e consiste na utilizacdo de varios primers especificos para codificar
pequenas regides do genoma entre dois microssatélites (Guasmi et al. 2006). O ISSR amplifica um grande
nimero de fragmentos polimdrficos, Util na deteccdo de polimorfismos genéticos a nivel especifico
(Zietkiewicz et al. 1994).

Analises utilizando ISSR foram bem sucedidas na identificacdo de plantas cultivadas (Fang e Roose
1997; Guasmi et al. 2006) esta sendo uma ferramenta Gtil em estudos de populagdes naturais (Wolfe et al.
1998; Ge et al. 2005; Krings e Xiang 2005; Gaiero et al. 2011, Barbosa 2011; Rana et al. 2012).

Araceae pode ser caracterizada por sua inflorescéncia que compreende uma bractea chamada espata
e uma espiga denominada espadice. O espadice contém flores pequenas, actinomorfas, com gineceu
sincarpico, e fruto é do tipo baga (Grayum 1990). Compreende cerca de 3800 espécies, organizadas em
oito subfamilias e 113 géneros aceitos atualmente (The Plant List 2010). Ocorrem em todos 0s
continentes, exceto Antértida. Sua maior diversidade é verificada nas regides tropicais em florestas
Umidas (Mayo et al. 1997). O continente americano é um centro de diversidade da familia (Croat 1979).

A filogenia a partir de regifes de DNA plastidial tem ajudado a compreender a relacdo entre as oito
subfamilias e a evolugdo de caracteres da familia (Cabrera et al. 2008; Cusimano et al. 2011).

Anthurium Schott é o maior género de Araceae , pertence a subfamilia Photoideae (Cusimano et al.
2011), com 862 espécies neotropicais (The Plant List 2010). O género ocorre entre a Argentina e 0
México, e nas ilhas do Caribe (Mayo et al. 1997; Govaerts 2002) com maior diversidade no Panama,
Col6mbia e Equador (Mayo et al. 1997) sendo que cerca de 140 espécies ocorrem no Brasil, a maioria na
Floresta Atlantica (Coelho e Temponi 2013).

A classificacdo do género é baseada principalmente em caracteres morfoldgicos vegetativos, tais
como formato, cor e consisténcia da lamina foliar, pontoagbes glandulares, tipo de nervacdo, formato e
comprimento do peciolo, catafilos, e comprimento do entren6 (Engler 1878; Croat e Sheffer 1983; Croat
1991; Coelho et al. 2009; Temponi e Coelho 2011).

No decorrer do tempo Anthurium foi subdividido em 16 a 19 secOes (Engler 1878; Croat e Sheffer
1983; Croat 1991; Carlsen e Croat 2007; Coelho et al. 2009). Uma das secfes, Anthurium se¢do
Urospadix Engl., é caracterizada por apresentar caule e entrends curtos, Iaminas foliares simples,
geralmente lanceoladas com base geralmente aguda a cuneada, raramente subcordada ou cordada,
nervacdo broquidédroma, espédice geralmente vindceo, espata verde com estrias vinaceas ou

completamente vindceas (Temponi 2006; Coelho e Catharino 2008). A distribuicdo é considerada
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disjunta, por vérios autores, com um centro de diversidade entre a América Central e 0 oeste da América
do Sul, e outro no leste do Brasil (Engler 1878; Croat e Sheffer 1983; Croat 1991). Com base morfolégica
e molecular Temponi (2006) propde que Anthurium secdo Urospadix Engl. é restrita ao leste do Brasil e
composta por 60 espécies. Segundo Temponi e Coelho (2011), foram acrescidas a segdo 32 espécies,
totalizando cerca de 90 espécies, todas endémicas do Brasil.

Nesta se¢do destaca-se um grupo, aqui denominado, complexo Anthurium augustinum K.Koch &
Lauche, que compreende atualmente oito taxons: A. augustinum K.Koch & Lauche; A. hatschbachii
E.G.Gong., A. jureianum Cath. & Olaio; A. laucheanum K.Koch; A. Ihotzkyanum Schott; A. lucidum
Kunth; A. maximiliani Schott e A. parvum N.E.Br. (Fig. 1). Estas espécies apresentam alta variacao
morfolégica intra e interespecifica, o que torna dificil a delimitagdo dos tdxons. O grupo é caracterizado
por possuir lamina foliar deflexa, com nervacdo campilédroma, base cordada e lobos posteriores
arredondados ou semi-ovais. A combinacdo destes caracteres vegetativos € exclusiva das espécies
pertencentes ao complexo Anthurium augustinum, ocorrendo. Além disso, caracteres anatdmicos e
moleculares utilizados na filogenia da se¢do apontam que ha estreita relacdo filogenética entre estes
taxons (Temponi 2006).

O complexo é endémico da Floresta Atlantica (Temponi 2006; Stehmann et al. 2009; Coelho e
Temponi 2013), mais precisamente numa faixa estreita da Floresta Atlantica entre o sul e sudeste
brasileiro.

A formacdo dos complexos de espécies mal delimitados, em alguns casos, pode estar relacionada
com o grande nimero de espécies dentro de um género. No caso de Anthurium a variagdo morfoldgica
intraespecifica e a plasticidade fenotipica, o torna taxonomicamente complexo (Coelho e Mayo 2007),
isto associado a falta de informacdes geograficas e ecoldgicas de populacBes naturais resulta em
confusfes taxondmicas e nomenclaturais (Coelho e Mayo, 2007). Neste contexto, em alguns casos a
taxonomia classica é insuficiente para resolver estes problemas taxonémicos.

Em populagdes naturais de Anthurium a variabilidade e estrutura genética foram acessadas apenas
em duas espécies A. pentaphyllum (Aubl.) G. Don e A. sinuatum Benth. ex Schott. (Andrade et al. 2009)
utilizando o marcador molecular dominante AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et
al. 1995), que é similar ao marcador ISSR (Simmaons et al. 2007).

Neste contexto, o complexo A. augustinum serd investigado utilizando o marcador ISSR visando
responder se 0s taxons em questdo podem realmente ser considerados entidades taxonomicamente
distintas. Como objetivos especificos pretende-se estimar a diversidade e estrutura genética populacional
deste complexo; determinar as populacdes de menor e maior variabilidade genética; reunir informagdes
genéticas que possam ser Uteis na tomada de decisfes quanto & delimitacdo de contingentes populacionais

dos grupos tratados.
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Fig. 1 Espécies que compde o complexo A. augustinum: a — Anthurium augustinum; b — A. hatschbachii ;

¢ — A. jureianum; d — A. laucheanum; e — A. lhotzkyanum; f — A. lucidum; g — A. maximiliani; h — A.

parvum.
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3.3 Material e Métodos
Amostragem dos taxons

As coletas foram realizadas de julho de 2011 a agosto de 2012, em quatro estados (Parana, S&o
Paulo, Santa Catarina, e Rio de Janeiro) pertencentes as regides sul e sudeste do Brasil.

O trabalho de campo incluiu coleta de espécimes em populacfes naturais dos oito tdxons que
compde o complexo A. augustinum (Tab. 1): A. augustinum (AUNI); A. hatschbachii (HALO), A.
jureianum (JUIG); A. laucheanum (LATE); A. lhotzkyanum (LHTE; LHPE); A. lucidum (LURJ); A.
maximiliani (MAPE; MANI); A. parvum (PATE, PANF). Além destas, foi amostrada uma populacéo da
espécie Anthurium loefgrenii Engl. (LOIM), que serviu como parametro do grau de variagdo genética e
morfolégica encontrado em uma espécie de A. se¢do Urospadix que ndo pertence ao complexo A.
augustinum.

Vouchers de cada populagdo foram confeccionados e depositados nos herbarios do Departamento de
Botéanica da Universidade Federal do Parana (UPCB) e Herbario da Universidade Estadual do Oeste do
Parand (UNOP) (Tab. 1).



Tab. 1 Localidade das populagdes amostradas por taxons do complexo A. augustinum.coordenadas geograficas, localidade, cddigo e voucher correspondente a cada

populacéo.

N° Taxon Téaxon Populagdo Codigo Ne°indiv. Coordenadas Voucher

1 A. augustinum K. Koch & Lauche  Nova Iguagu- RJ AUNI 25 22°33°417S, 43°28°60”W L. G. Temponi, et al. 1052

2 A. hatschbachii E.G.Gong. Joinville -SC HAJO 20 26°12°43S, 48°57°28”W A. P. Cardozo et al. 63

3 A. jureianum Cath. & Olaio Iguape-SP JUIG 23 24°32°42”S,47°13°50”W  A. P. Cardozo et al. 60

4 A. laucheanum K.Koch Teresdpolis — RJ LATE 25 22°26°577S, 42°59°22”W L. G. Temponi, et al. 1025

5 A Ihotzkyanum Schott Teresdpolis — RJ LHTE 21 26°26°54”S, 43°00°48”W L. G. Temponi, et al. 1031
Petrépolis — RJ LHPE 22 22°24°35”°S,43°12°35”W A, P. Cardozo et al. 33

6 A. lucidum Kunth Rio de Janeiro - RJ LURJ 27 22°58°5,6”S, 43°15°25”W L.G. Temponi, et al. 1050

7 A. maximiliani Schott Nova lguagu- RJ MANI 19 22°34°34”S, 43°27°59”W L. G. Temponi, et al. 1051
Petropolis — RJ MAPE 7 22°24°35”’S, 43°12°35’W A. P. Cardozo et al. 34

8 A. parvum N.E.Br Nova Friburgo—RJ PANF 24 22°25°377S, 42°31°48”W  A. P. Cardozo et al. 44
Teresopolis — RJ PATE 20 22°25°377S, 42°31°48”W  L.G. Temponi, et al. 975

9* A. loefgrenii Engl. Ilha do Mel — PR LOIM 24 25°30°36S, 48°20°19”W  A. P. Cardozo et al. 31

*Grupo Externo
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Extracéo e amplificagdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido de fragmentos de folhas de acordo com o protocolo de Doyle e
Doyle (1987) com modificacdes. A qualidade das amostras foi verificada através de visualizagdo em gel
de agarose/brometo de etidio. O DNA total foi conservado em ultrafreezers (-80°C) e depositado no
banco de DNA total da Universidade Federal do Parana (DNA-UPCB). Foi testado um conjunto de 21
primers de ISSR para a selecdo daqueles que apresentaram polimorfismo satisfatorio (Tab.2).

Foram realizadas amplificagbes em reacdo de 20ul, a partir de reacdo de PCR, utilizando3 pl de
DNA (10 uM); 2 ul de tampéo de reagdo 10x MgCly(mM); 1,2 pl de MgCI2 (50mM); 2 pl de DNTPs
(2mM), 0,4 ul de primer (20uM); 0,3 pl de TAQ polymerase (5U/uL) e 11,1 ul de H,O (g.s.p.).

As amplificacGes foram realizadas em programa com pré-melting a 94° C por 1,5 minutos, 37 ciclos
com etapa de denaturacdo a 94° C por 40 segundos, etapa de anelamento a ou 53° ou 56° C por 45
segundos e etapa de extensdo a 72° C por 1,5 minutos, seguidos de uma extensdo final a 72° C por 5
minutos.

Os padrbes de banda foram caracterizados através de eletroforeses em gel de agarose 1,5% em
tampdo de CTAB para gel 0,5x, correndo em voltagem de 100 V por aproximadamente 3 horas. Os géis
foram corados em solucdo de brometo de etidio a 0,5 pg/ml. As bandas foram fotodocumentadas no
transluminador UV (Sistema de Fotodocumentacdo L-PIX - Loccus Tecnologia). O tamanho molecular

dos fragmentos foi estimado utilizando Ladder de 100 pb (Ludwig Biotechnology).

Tab. 2 Grupos morfol6gicos com suas respectivas populacdes do complexo A. augustinum . Veja Tab. 1

para nomes das populacgdes.

Grupos Morfolégicos  Populacao

1 AUNI / LATE/ MANI / MAPE/LHPE/ LHTE
2 HAJO

3 JUIG

4 LURJ

5 PATE/ PANF

6* LOIM

*Grupo externo

Andlise genética das populagdes

Os locos de ISSRs foram codificados visualmente como presenca (1) ou auséncia (0) de uma banda
para a construcdo de uma matriz binaria de genotipos. Locos que apresentaram baixa resolucdo foram
excluidos da analise. Foram consideradas homdlogas todas as bandas de igual tamanho molecular em um
mesmo primer (Williams et al. 1993; Rieseberg 1996). Essa matriz de fenétipos foi utilizada para avaliar
pardmetros como a porcentagem de locos polimérficos (P), diversidade genética utilizando indice de

Shannon (1) e Heterozigosidade esperada (H,) usando o programa GenAlex 6.5 (Peakall e Smouse 2001).
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A partir da matriz de fenétipos ISSR uma matriz de distancias euclidianas quadradas foi construida e
utilizada na andlise de variancia molecular (AMOVA) utilizando o programa GenAlex 6.5. A AMOVA
quantificou a proporcao da diversidade genética intraespecifica atribuida e a diferenca interpopulacional.
A analise da estrutura genética, ou seja, da perda de diversidade causada pela subdivisdo populacional foi
feita através do sy (estatistica analoga a F de Wright 1921) entre todos os pares de populagdes. Foram
testados dois tipos de agrupamentos populacionais: morfoldgico (Tab. 2) e taxondmico (que esta de
acordo com 0s nomes aceitos na taxonomia atual).

Foram construidas duas matrizes de distancia (uma com distancia de Nei e a outra com os valores de
dg7 entre todos os pares de populagdes) utilizando o programa AFLP-SURV 1.0 (Vekemans 2002). Estas
matrizes foram utilizadas para construir dendrogramas utilizando o algoritmo neighbour-joining. Os
dendrogramas gerados foram reunidos em um consenso estrito através do programa Consense , ambos
implementados no programa PHYLIP versdo 3.5 (Felsenstein 1993). As &rvores resultantes foram
visualizadas com o programa TREEVIEW (Page 1996).

Foi realizada andlise Bayesiana para inferir o nimero de grupos genéticos nas populacGes
amostradas utilizando o programa Geneland 4.0.3 (Guillot e Santos 2010) disponivel no programa R
(http://www.r-project.org/). O ndmero de grupos génicos (K) foi extraido de K = 1-15 e 10 corridas
independentes foram feitas para cada K. Cada corrida conteve 10.000 interagGes de Cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC) das quais foram salvas uma a cada 1000, com o burn-in inicial de 200 interagdes.
Foi realizada uma nova AMOVA para testar 0s grupos genéticos obtidos na analise Bayesiana utilizando

0 programa GenAlex 6.5.

3.4 Resultados

Diversidade genética intrapopulacional

Dentre os 21 primers testados seis produziram locos com boa resolu¢cdo. O numero de locos
amplificados por primer variou de 10 a 14, totalizando 68 locos, com tamanho entre 500 a 2080 pb (Tab.
3). A proporc¢do de locos polimérficos variou de 54,41% (HALO) a 95,59% (PANF), sendo 77,15% a
propor¢cdo média de todas as populagBes. Nenhuma populacdo apresentou fragmento exclusivo. A
heterozigosidade média esperada foi de 0,291. A populacdo PANF apresentou a maior heterozigosidade
média esperada (0,358), seguida pela populacdo de AUNI (0,333). A menor média foi encontrada na
populacdo HALO (0,203). O menor valor do indice de diversidade de Shannon (1) foi estimado para a
populagdo HALO (0,300), enquanto o maior valor foi estimado para PANF (0,531), sendo a media das
populagBes 0,429 (Tab. 4).
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Tab. 3 Sequéncia, temperatura de anelamento ideal, nimero de fragmentos e variagdo de tamanho de
fragmentos (em pares de bases — pb) dos primers utilizados na anélise de variabilidade genética baseada
em padrdes de ISSR em populages do complexo A. augustinum.

) ) Temp. de N° de Tamanho dos
Primer Sequéncia
anelamento fragmentos  fragmentos (pb)

MANNY 5’-(CAC)4RC-3’ 53° 10 700 a 1500
MAO 5’-(CTC)4RC-3’ 53° 12 600 a 2080
UBC 813 5" -(CT)gT-3 53° 1 600 a 2080
UBC 840 5'-(GA)sYT-3' 56° 12 500 a 1500
UBC 844 5'-(CA)RG-3' 530 1 600 a 2080
UBC 899 5'-(CA)RG-3' 530 13 500 a 2080

Tab. 4 Variabilidade genética encontrada em populacfes do complexo A. augustinum baseada em 68
locos de ISSR. N: total de fragmentos encontrados em cada populacdo; P: percentual de locos
polimérficos; I: indice de Shannon; He: heterozigosidade média esperada dentro da populacdo. Veja a

Tab. 1 para nome das populagdes.

Populagdo " de P(%) | He
fragmentos

AUNI 68 85.29 0.485(0.030) 0.333 (0.022)
JUIG 63 61.76 0.330 (0.036) 0.223 (0.025)
HALO 57 54.41 0.300 (0.036) 0.203 (0.026)
LATE 66 70.59 0.397 (0.035) 0.271 (0.025)
LHTE 67 70.59 0.384 (0.034) 0.259 (0.024)
LHPE 62 75.00 0.405 (0.033) 0.273 (0.024)
LOIM 64 83.82 0.468 (0.030) 0.318 (0.022)
LURJ 66 88.24 0.472(0.026) 0.315(0.19)
MANI 61 85.29 0.456 (0.030) 0.307 (0.022)
MAPE 64 69.12 0.380 (0.035) 0.257 (0.025)
PATE 63 79.41 0.469 (0.032) 0.323 (0.023)
PANF 67 95.59 0.531 (0.021) 0.358 (0.016)
Média 64 77.15 0.429 (0.009) 0.291 (0.006)
A. Ihotzkyanum 67 95.59% 0.531 (0.023) 0.361 (0.018)
A. maximiliani 66 91.18% 0.543 (0.025) 0.375 (0.019)
A. parvum 67 95.59% 0.561 (0.020) 0.384 (0.015)
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Relacdes populacionais e estrutura genética:

A variabilidade genética estimada a partir da analise de variancia molecular (AMOVA)
demonstrou moderada divergéncia entre populagdes (®st = 0,266). A variabilidade genética
intrapopulacional foi estimada em 75% e a interpopulacional 25% (Tab. 5).

Para as trés analises de AMOVA com grupos de populagdes testadas (taxonémico, morfoldgico e
genético) (Tab. 5), foi encontrada baixa divergéncia entre os grupos de populagdes (7-11%), sendo a mais
elevada nos grupos genéticos, e alta variacdo dentro das populagdes (72-73%), com o valor da

estruturacdo genética calculada pelo ®sr variando de 0,266 a 0,280.

Tab. 5 Andlise de variancia molecular (AMOVA) para trés diferentes agrupamentos testados para 12
populacbes de do complexo A. augustinum e uma populacéo de A. loefgrenii: 1) Grupo nomenclatural; 2)

Grupo morfoldgico; 3) Grupo genético. * p<0,001.

Fonte de variagdo Porcentagem de variacio (%)
Grupos Grupos morfoldgicos  Grupos genéticos
nomenclaturais
9 padrdes 6 padrdes 8 padrdes

Entre grupos 7 10 11

Entre popula¢des dentro dos 20 18 16

grupos

Dentro das populagdes 73 72 73

®st (pop/total) 0,266* 0,280* 0,272*

Na analise Bayesiana as 12 populacfes formaram oito grupos genéticos (K=8). (Tab. 6, Fig. 2).
Nenhuma populacéo apresentou todos os individuos com elevada probabilidade posterior de pertencer a
um unico grupo. De maneira geral, as populagBes foram agrupadas de acordo com a localidade onde
foram coletas (Fig. 3). As popula¢des de Nova Iguacu (AUNI e MANI) foram agrupadas. Outro
agrupamento engloba as populacdes de Teresopolis (LATE, LHTE, PATE). E as populagBes de
Petrépolis (LHPE, MAPE) formaram outro agrupamento. Nos trés grupos genéticos citados populacgoes

com morfologia distinta e de diferentes taxons foram agrupadas.

Tab. 6. Grupos genéticos com suas respectivas populagdes do complexo A. augustinum inferidos a partir

de anélise Bayesiana. Veja Tabela 1 para nomes das populagdes.

Grupos genéticos Populacéo
AUNI /MANI

LATE/ LHTE/ PATE
LHPE/ MAPE

HAJO
JUIG

LURJ
PANF
g* LOIM

*Grupo externo
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Fig. 2. Distribui¢do da probabilidade posterior de um nimero K de agrupamentos genéticos do complexo de Anthurium augustinum. B — Mapa das populacdes do complexo

de Anthurium augustinum em cada dominio genético inferido por analise Bayesiana.
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Fig 3. Localizacdo geogréfica das populagbes geograficas no sul e sudeste do Brasil. Agrupamento genético a partir da analise Bayesiana. Veja na Tab. 1
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Cada uma das demais populacdes do complexo (HALO, JUIG, LURJ e PANF) formou um grupo
genético distinto. Nenhuma destas populagfes ocorre em simpatria com outra populagdo pertencente ao
complexo. A populagédo controle (LOIM) também formou um grupo genético distinto.

Nas analises de agrupamento com a distancia genética de Nei (1978) (Fig.4) e os valores de ®@sr
utilizando o algoritmo neighbour-joining, a maioria dos ramos obteve suporte estatistico abaixo de 50%, e
topologia semelhante. O dendrograma a partir dos valores da distancia de Nei apresentou trés clados. O
primeiro deles agrupou LURJ e PATE. O segundo ramo agrupou as populagdes LHTE, AUNI e LATE e
MANI. O terceiro ramo é subdivido em dois clados: um que é composto pelas populagdes PANF, LHPE e
MAPE, o outro formado pelas popula¢es JUIG e HALO. Em geral os agrupamentos envolveram
populacdes de taxons diferentes, de grupos morfologicos distintos e a maioria das populacfes agrupadas

foi amostrada na mesma localidade.

3.5 Discussao

Diversidade genética intrapopulacional

Este é o primeiro trabalho utilizando o marcador ISSR para avaliar a diversidade e genética em
populacdes naturais de Anthurium. Até entdo, o Unico trabalho em Anthurium utilizando ISSR teve como
objetivo avaliar a variabilidade genética entre clones de Anthurium andreanum Lind. cultivados in vitro,
sendo que o monomorfismo evidenciado com este marcador, na opinido dos autores, assegurou a
identidade genética dos clones (Gantait et al. 2008). Em populacdes naturais a variabilidade e estrutura
genética foram acessadas em duas espécies de Anthurium utilizando o marcador AFLP (Andrade et al.
2009).

Os seis primers utilizados amplificaram entre 10 e 14 locos (Tab. 3), este valor é semelhante ao
encontrado em populacdes naturais de espécies de monocotiledéneas como as do género Butia Becc. (11
a 17) (Gaiero et al. 2011) e de Tulipa L. (8-15) (Kiani et al. 2012).

A propor¢do minima de locos polimérficos encontrada nas populagdes foi de 54,41% em HALO
e a maior foi 95,59% em PATE (Tab.4). Estes valores sdo superiores ao encontrado em populacfes de
Anthurium pentaphyllum (P=51, 8%) e Anthurium sinuatum (P=48,88%), utilizando AFLP (Andrade et al.
2009). O polimorfismo encontrado para as populagfes dos tdxons Anthurium lhotzkyanum (P=95,59%),
A. maximiliani (91,18%) e A. parvum (95,59%) foi compativel com os valores encontrados em trabalhos
utilizando ISSR abordando outras familias, como Arecaceae (P=90,5%) (Gaiero et al. 2011) e
Amaranthaceae (P=95%) (Rana et al. 2012).
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LOIM B Grupo externo

LURJ
50

Clado 1

PATE

LHTE

21
AUNI

55 Clado 2

LATE
44

MANI

PANF
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LHPE
41
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MAPE Clado 3

JUIG
83

HALG

Fig 4 Dendrograma a partir dos valores da distancia de Nei. mostrando as relag@es entre as populagdes,
utilizando o algoritmo neighbour-joining. Os nimeros ao lado dos ramos representam os resultados de
bootstrap.
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O valor de diversidade (He das populagGes do complexo A. augustinum variou entre 0,203 e
0,358. Estes valores sdo superiores aos valores encontrados em populacfes de A. sinuatum (0,12 a 0,14)
com populagBes isoladas geograficamente. Estes valores também sdo superiores ao encontrado para
populacBes de A. pentaphyllum (0,09 a 0,15) (Andrade et al. 2009). Em geral, espécies com maior
amplitude de distribuicdo geografica tendem a apresentar maiores valores de heterozigosidade (Nybom e
Bartish 2000; Nybom 2004), isto ndo foi visto aqui ja que as populag@es do complexo A. augustinum
apresentaram maior diversidade que as populacdes de A. pentaphyllum que apresenta distribuicdo mais
ampla.

A maioria dos valores de diversidade obtidos para as populagdes do complexo também € superior
ao encontrado em plantas com caracteristicas semelhantes, plantas perenes (0,25), de distribuicdo restrita
(0,20) e que apresentam fecundag&o cruzada (0,27), usando marcadores RAPD (Nybom 2004).

No entanto, as populagdes de Anthurium hatschbachii (HALO) e A. jureianum (JUIG)
apresentaram H, igual a 0,20 e 0,22, respectivamente. Sdo as (inicas populacdes que apresentaram valores
de H. compativeis com o encontrado para espécies endémicas (0,20) (Nybom 2004). Estas populaces sdo
isoladas geograficamente, até 0 momento apenas a populacdo tipo de A. jureianum em Iguape, Séo Paulo
e duas populagdes de Anthurium hatschbachii em Guaratuba, Parana e em Joinville, Santa Catarina séo
conhecidas. Nossos resultados corroboram a afirmacéo de Gitzendanner e Soltis (2000) de que espécies
raras e/ou endémicas apresentam niveis menores de diversidade genética. A populagdo de Anthurium
jureianum formou um agrupamento genético (K) independente na andalise Bayesiana assim como a
populacdo de A. hatschbachii (Fig. 3).

A diversidade genética de uma espécie pode estar relacionada a diversos fatores, tais como, modo
de reproducdo e os mecanismos de dispersdo, distribuicdo geografica, ciclo de vida, entre outros
(Hamrick e Godt 1996, Duminil et al. 2007). Porém, dentre estes fatores o sistema reprodutivo é o que
mais influencia na variabilidade dentro das populacdes (Hamrick e Godt 1996).

A biologia reprodutiva destas espécies ndo foi estudada, mas estudos com A. scandens (Aubl.)
Engl. indicam que esta espécie é autocompativel (Valerio e Villalobos 1980). Apesar da autofecundacéo
ndo ocorrer devido a protoginia que é comum na maioria das espécies de Araceae (Brdderbauer et al.
2012; Gottsberger et al. 2013) e também nas espécies de Anthurium (Bush 1979). A protoginia impede a
autofecundagdo das espécies e pode estar relacionada com o aumento da diversidade genética nas
populagBes do complexo A. augustinum mesmo estas sendo endémicas. Contudo, apenas um estudo de

biologia reprodutiva pode esclarecer esta relacéo.

Relacbes populacionais e estrutura genética

O valor de ®sr (0,266) demonstrado pela andlise de variancia (AMOVA) foi semelhante aos
obtidos por RAPD para espécies com caracteristicas similares a do complexo A. augustinum, espécies
perenes, endémicas e alégamas (Nybom e Bartish 2000). Bem como de outras espécies de Anthurium
(Andrade et al. 2009) € similar ao encontrado no complexo A. augustinum.

Nenhuma populagéo apresentou loco exclusivo. Até mesmo LOIM (Anthurium loefgrenii), que é a

espécie controle ndo apresentou loco exclusivo indicando homogeneidade entre as espécies de Anthurium
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e ndo so entre as populagbes do complexo A. augustinum. Em Entretanto, a auséncia de loco exclusivo
dentro destas populagdes também pode estar relacionada com a existéncia de fluxo génico entre as
populagdes, que pode levar a diminuicdo da diferenciagdo ou estruturacdo genética entre populagdes
coespecificas (Seoane et al. 2000). A variabilidade genética dentro das populagdes também se mostrou
maior que entre as populacBes. A alta variacdo dentro das populacfes e a baixa diferenciagdo entre as
populacdes também indicam que pode estar ocorrendo fluxo génico entre as populagdes amostradas,
ocasionado pelos mecanismos de polinizacdo e de dispersdo de sementes que sdo um dos principais
fatores que influenciam a estruturagdo genética de populacdes de plantas (Hamrick e Godt 1996). Alta
variabilidade dentro das populaces e baixa variabilidade entre as populacdes também foi observada por
Andrade e colaboradores (2009) e podem ser caracteristicas das espécies do género. Na maioria das
espécies de Anthurium a fecundacdo é cruzada. A polinizacdo é comumente realizada por abelhas
(Bréderbauer et al. 2012) e besouros (Croat 1980; Mayo et al. 1997) e a dispersdo é feita por aves (Mayo
et al. 1997). Estes mecanismos proporcionam que o fluxo génico alcance longas distancias (Mayo et al.
1997) o que pode estar relacionado com a homogeneidade entre as populagdes.

Nos trés tipos de agrupamentos testados na AMOVA (morfoldgico, taxonémico e genético) foi
encontrada baixa divergéncia entre os grupos de populacdes (7-11%), e alta variacdo entre as populactes
dentro grupos (72-73%). A variancia € maior entre 0s grupos genéticos quando comparado com 0s outros
tipos de agrupamentos (taxondmico e morfolégico). Entretanto, a variancia entre os grupos genéticos é
baixa quando comparada com a alta variancia nas populacBes dentro destes grupos. Isso também
demonstra que 0s grupos genéticos sao homogéneos.

Os grupos genéticos obtidos na analise Bayesiana agruparam as populac@es de acordo com a
localidade amostrada, ou seja, de acordo com a distribuicdo geogréfica das populacbes do complexo A.
augustinum. Os oito agrupamentos formados nao correspondem aos padrdes morfoldgicos estabelecidos
aqui (Tab. 5) e também n&o correspondem a circunscri¢do taxonémica aceita atualmente para o complexo
(Tab. 6). A maior similaridade genética entre populagbes simpatricas de espécies diferentes do que entre
populagBes de um mesmo taxon parapétricas também foi observada no género Alcantarea (E.Morren ex
Mez) Harms (Bromeliaceae) resultado de fluxo génico e introgressao entre espécies coexistentes (Barbara
et al. 2007; Silva, et al. 2011). Segundo Silva e colaboradores (2011) estes dois processos podem
contribuir favoravelmente para o0 aumento da diversidade de espécies coexistentes.

A maioria dos ramos formados teve baixo suporte estatistico, com exce¢do do ramo que une as
populagBes de Anthurium hatschbachii (HALO) e A. jureianum (JUIG) que foi altamente sustentado com
bootstrap de 93%. Entretanto, estas populagcdes apresentam caracteristicas morfolégicas que as diferem
facilmente e sdo isoladas geograficamente. Neste caso parece plausivel que a similaridade genética entre
estas populacdes seja resultado da retencdo de polimorfismo de um ancestral comum, como observado em
espécies de Quercus L. (Muir G e Schlétterer, 2005).

As relagBes fenéticas obtidas com a distancia de Nei e ®sy entre as populacdes deste complexo,
também revelam baixa relacdo genética com a circunscrigdo dos tdxons aceitos atualmente, e indica

também uma baixa relagéo genética com os grupos morfolégicos (Capitulo 1).
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Implicagdes taxonémicas

Era esperado que populagdes do mesmo tdxon ou dos mesmos grupos morfolégicos fossem
agrupadas na andlise Bayesiana e de distancia genética, entretanto isto ndo ocorreu, sugerindo uma
fragilidade dos nomes frente a variabilidade genética descrita, e que os padrfes morfolégicos nao refletem
a totalidade da variacdo genética acessada aqui.

Entretanto, a analise Bayesiana apresenta evidéncia de diferenciacdo genética de trés populacdes
isoladas geograficamente. Cada uma delas corresponde a um taxon diferente: Anthurium hatschbachii, A.
jureianum e A. lucidum. Apesar da analise de distancia genética indicar certa incongruéncia com este
resultado. O isolamento geogréafico e caracteristicas morfolégicas corroboram com os resultados da
analise Bayesiana. Anthurium hatschbachii é facilmente diferenciado dos demais taxons do complexo por
apresentar pontuacdes glandulares no limbo foliar. A. jureianum apresenta folha peltada, aparentemente
este formato foliar é devida fusdo dos lobos posteriores. Ja A. lucidum apresenta uma ou duas nervuras
basais enquanto outras espécies do complexo apresentam mais (3-5). Portanto, sugerimos que estes tdxons
sejam mantidos como validos.

Anthurium parvum apresentou a maior diversidade quando comparado com outros tdxons. As duas
populacBes amostradas deste taxon (PANF e PATE) apresentam a mesma morfologia, ocorrem cerca de
50 km de distancia uma da outra e demonstraram ser geneticamente distintas. Esta distancia foi suficiente
para ocorrer diferenciacdo genética, mesmo em populacGes que apresentam a mesma morfologia.
Sugerimos que esta espécie seja a priori reconhecida como valida, ja que morfologicamente A. parvum é
facilmente identificado em campo por apresentar peciolo totalmente vinaceo, padrdo de nervacdo
diferenciado, folha, peciolo, pedinculo, espadice consideravelmente menor que os outros taxons do
complexo.

Nenhuma analise demonstrou evidencia genética para que os tdxons Anthurium augustinum, A.
maximiliani, A. laucheanum, A. Ihotzkyanum sejam mantidos como entidades taxondmicas distintas. Estes
tdxons correspondem a um grupo morfolégico e andlises morfométricas ndo indicaram uma separacdo
entre eles, sugerindo que os trés Ultimos seriam sindnimos de A. augustinum (Cap. 1). Geneticamente esta
sinonimizacao ndo é totalmente sustentada, j& que as populagdes destes tdxons ndo formam um dnico pool
génico, e as relacdes fenéticas indicam que apenas parte das populagBes destes tdxons é estreitamente
relacionada. Entretanto, como estas espécies ndo apresentam caracteristicas diagnosticas para separagao
sugerimos que A. maximiliani, A. laucheanum e A. lhotzkyanum sejam considerados como sinénimos de
A. augustinum.

Em resumo, os resultados sugerem o reconhecimento de cinco taxons, Anthurium augustinum, A.

hatschbachii, A. jureianum, A. lucidum e A. parvum
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4 Consideracdes finais

Neste trabalho foram desenvolvidos estudos de morfometria,
variabilidade e estruturacdo genética de popula¢des naturais de Anthurium
augustinum; A. hatschbachii, A. jureianum; A. laucheanum; A. lhotzkyanum; A.
lucidum; A. maximiliani e A. parvum que compdem um complexo. Abordando
duas vertentes da biologia das plantas, a morfolégica e a genética.

Os resultados obtidos indicam que a circunscricdo dos taxons aceitos
atualmente ndo reflete a totalidade da variagdo genética e morfolégica
acessada no complexo A. augustinum.

Estudos como este, que abordam o formato de folha em Anthurium séo
promissores, para tentar compreender a grande plasticidade fenotipica do
grupo, ja que a maior parte dos caracteres utilizados na taxonomia do género
séo caracteres vegetativos.

Este foi o primeiro trabalho realizado com o marcador ISSR para
complexo de espécies em Anthurium. A utilizacdo desse marcador mostrou util
na deteccédo de variabilidade genética em Anthurium, abrindo perspectivas para
novos trabalhos abordando outros complexos de espécies do género.

N&o foi visualizada estruturacao genética para sustentar a distincdo dos
taxons A. augustinum, A. maximiliani, A. laucheanum e A. l|hotzkyanum.
Entendemos que este resultado corrobora com o que foi verificado na
morfometria e, assim sendo sugerimos que os taxons Anthurium laucheanum,
A. lhotzkyanum, A. maximiliani, sejam considerados como sinbnimos de A.
augustinum.

Este trabalho abre a perspectiva de novos estudos relacionados
principalmente a biologia reprodutiva das espécies do complexo A. augustinum.
Que visem o levantamento de informacBes precisas sobre a biologia floral,
guais seus principais polinizadores e vetores de dispersdo. Todos estes fatores

poderiam ter implicacdes na delimitacdo taxondmica destas espécies.



