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ABSTRACT — (Studies in Aspidosperma Mart. & Zucc. (Apocynaceae): Integrating morphology and phylogeny). One of
the most important genera of Apocynaceae, Aspidosperma presents challenges in species delimitation due to overlapping
morphological characters and the large number of synonyms. Thus, we seek to understand the most relevant morphological
characters in the delimitation of two sections of the genus (4spidosperma sect. Aspidosperma and A. sect. Pungentia),
confronting hypotheses of primary homology with a molecular phylogenetic study. Character data were obtained from the
literature of the genus and confronted in a phylogenetic tree to verify the presence of diagnostic characteristics for sections
and species. Our results showed: (1) confirmation of diagnostic characteristics for both sections; (2) the possibility of se-
gregating the typical section into three new sections based on morphological characteristics; (3) the distinction of species
traditionally treated as synonyms; (4) the importance of using wood characteristics for the delimitation of genera with wide
morphological variation, as is the case of Aspidosperma.

Keywords: Aspidospermateae, morphological characters, xylem

RESUMO - (Estudos em Aspidosperma Mart. & Zucc. (Apocynaceae): Integrando morfologia e filogenia). Um dos géner-
os mais importantes de Apocynaceae, Aspidosperma apresenta desafios na delimitagdo de espécies devido a sobreposicio
de caracteres morfologicos e o grande niumero de sinonimias. Assim, buscamos entender os caracteres morfologicos mais
relevantes na delimitagdo de duas segoes do género (Aspidosperma sect. Aspidosperma ¢ A. sect. Pungentia), confrontando
hipoteses de homologia primaria com estudo filogenético molecular. Os dados dos caracteres foram obtidos através da lit-
eratura do género e confrontados em uma arvore filogenética para verificar a presenga de caracteristicas diagnosticas para
as segoes e espécies. Nossos resultados evidenciaram: (1) a confirmagao de caracteristicas diagnosticas para as duas se¢des;
(2) apossibilidade de segregar a secdo tipica em trés novas segdes, com base nas caracteristicas morfologicas; (3) a distingéo
de espécies tradicionalmente tratadas como sinénimos; (4) a importancia da utilizagdo de caracteristicas da madeira para a
delimitacdo de géneros com ampla variagdo morfologica, como € o caso de Aspidosperma.

Palavras-chave: Aspidospermateae, caracteres morfologicos, xilema

Introduciao A mais recente classificagdo para Apocynaceae
¢ de Endress & Bruyns (2000) onde reconheceram
cinco subfamilias: Asclepiadoideae R.Br. ex Burnett,
Periplocoideae Endl., Secamonoideae Endl. (reconhecidas
anteriormente como uma familia distinta, Asclepiadaceae),
Apocynoideae Burnett e Rauvolfioideae Kostel
(Apocynaceae s. str:). Trabalhos mais recentes indicaram
que as subfamilias Apocynoideae e Rauvolfioideae sdo
parafiléticas, sendo tratados informalmente como grados
quimica e farmacologica e, na medicina popular, além do apocinoide e rauvolfioide (Simdes et al. 2016). Esse
seu uso no paisagismo urbano (Rapini 2011, Farinaccio & resultado foi corroborado por Fishbein et al. (2018), que

Simdes 2016, Simdes et al. 2016, Souza & Lorenzi 2019, confirmou que apenas o clado que inclui Asclepiadoideae,
Machate et al. 2020). Periplocoideae e Secamonoideae ¢ monofilético.

Apocynaceae Juss. inclui cerca de 400 géneros
e 5.350 espécies (Endress et al. 2018). Sua distribuigdo ¢
predominantemente pantropical, sendo muito representativa
nas regides tropicais, principalmente no Hemisfério Sul e
menos frequente em regides temperadas (Endress et al.
2018). No Brasil ocorrem cerca de 96 géneros e 978 espécies
(Flora e Funga do Brasil 2023). Apocynaceae ¢ conhecida
por sua importancia econdmica na inddstria madeireira,
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Dentre as Apocynaceae, Aspidosperma Mart. &
Zucc. ¢ um dos géneros arboreos mais representativos,
distribuindo-se por toda a América tropical, desde o
México até a Argentina, com excecdo do Chile (Woodson
1951, Marcondes-Ferreira Neto 1988, Pereira et al. 2007,
Castello et al. 2018). No Brasil, o género ¢ amplamente
difundido, estando presente em diversas formacgdes
vegetais, principalmente em ambientes florestais (Machate
2016, Machate et al. 2020, Castello et al. 2022). O Brasil
¢ considerado o centro de diversidade de Aspidosperma,
contemplando 69 espécies em seu territorio, das quais, 30
sdo endémicas (Morales & Zamora 2017, Pereira et al.
2019, Castello et al. 2022).

Filogeneticamente, Aspidosperma pertence ao
grado rauvolfioide, sendo o género mais representativo
da tribo Aspidospermateae Miers, que compreende outros
cinco géneros (Geissospermum Allemao, Haplophyton
A.DC., Microplumeria Balill., Strempeliopsis Benth. e
Vallesia Ruiz & Pav.). Aspidosperma é o género com maior
numero de espécies dentro da tribo e, juntamente com o
restante de Aspidospermateae, formam o clado que é grupo
irmao das demais Apocynaceae (Endress ez al. 2007, Simdes
et al. 2007, Fishbein 2018).

Atualmente, o género inclui 80 espécies e ¢é
dividido em Aspidosperma subg. Aspidosperma e A.
subg. Coutinia (Vell.) Marc.-Ferr. (Marcondes-Ferreira
& Kinoshita 1996). Aspidosperma subg. Aspidosperma
¢ composto por nove secdes: A. sect. Aspidosperma,
A. sect. Nobilia, A. sect. Polyneura (Woodson) Marc.-
Ferr., A. sect. Excelsa Marc.-Ferr., A. sect. Pungentia
(Pichon) Marc.-Ferr., A. sect. Inundata Marc.-Ferr., A.
sect. Ramiflora (Woodson) Marc.-Ferr., A. sect. Rigida
(Woodson) Marc.-Ferr. e A. sect. Schultesia Marc.-Ferr.
Aspidosperma myristicifolium (Markgr.) Woodson néo foi
incluida em nenhuma secdo. Aspidosperma subg. Coutinia
possui somente duas espécies: Aspidosperma illustre (Vell.)
Kuhlm. & Piraja e Aspidosperma megalocarpon Miill. Arg.
(Marcondes-Ferreira & Kinoshita 1996).

Da perspectiva economica, Aspidosperma ¢
conhecido pela grande quantidade de alcaldides indodlicos
presentes em diversas espécies ¢ que sdo do interesse da
industria farmacéutica (Marcondes-Ferreira Neto 1988,
Almeida et al. 2019, Oliveira et al. 2009, Torres et al.
2013). Além disso, o género ¢ muito utilizado na industria
madeireira devido a resisténcia e dureza da madeira e
também, para fins ornamentais (Woodson 1951, Schmutz
1960, Pereira et al. 2007, Machate et al. 2016, Lorenzi 2019,
Souza & Lorenzi 2019, Machate et al. 2020).

Embora Aspidosperma tenha sido alvo de diversos
estudos (e.g. Woodson 1951, Marcondes-Ferreira Neto
1988, Marcondes-Ferreira Neto & Kinoshita 1996), ainda
existe grande dificuldade na delimitagdo de suas espécies
devido a sobreposi¢cdo de caracteres morfoldgicos,
sinonimias e circunscrigdes ndo publicadas (Castello et al.
2018, Messias 2019). Dentre as espécies do género, aquelas
incluidas na secdo tipica, (4. sect. Aspidosperma), A. sect.
Nobilia e A. sect. Pungentia, estdo entre as que apresentam
mais variagdo morfoldgica e alteracdo de circunscrigdo
entre os trabalhos com Aspidosperma (Castello et al. 2018,
Pereira et al. 2019, Batista 2023).

Assim, Aspidosperma reverte-se em um 6timo
modelo de estudo para confrontar hipéteses de homologia
priméaria de caracteres morfoldgicos com uma filogenia
molecular e, assim, proporcionar melhor entendimento da
diversidade morfoldgica e suas implicagdes na taxonomia
e reconhecimento de suas espécies.

Material e métodos

Foram selecionadas nove espécies de
Aspidosperma, de acordo com dados disponiveis na
literatura (e.g. Woodson 1951, Marcondes-Ferreira
Neto 1988, Marcondes-Ferreira Neto & Kinoshita 1996,
Machate et al. 2016, Farinaccio et al. 2021). Dentre as
espécies selecionadas, estdo: as duas que compdem 4. sect.
Pungentia: A. quebracho-blanco Schltdl. e A. triternatum
Rojas Acosta; e, sete incluidas em A. sect. Aspidosperma:
A. australe Miill.Arg., A. macrocarpon Mart. & Zucc.,
A. pyrifolium Mart. & Zucc., A. quirandy Hassl., A.
subincanum Mart., A. tomentosum Mart. & Zucc. e A.
verbascifolium Miill. Arg.

Os caracteres utilizados neste trabalho foram
levantados com base na bibliografia especifica para o
género (e.g. Woodson 1951, Marcondes-Ferreira Neto
1988, Marcondes-Ferreira Neto & Kinoshita 1996, Machate
et al. 2016, Farinaccio ef al. 2021). Foram levantados 68
caracteres qualitativos, dos quais, 11 sdo da madeira.

O DNA total foi extraido de folhas secas em
silica gel usando protocolo CTAB (Doyle & Doyle 1987).
A arvore filonegética foi construida utilizando quatro
marcadores (rpl16, trnS-G, ETS e ITS) (tabela 1), que foram
amplificados por meio reacdes em cadeia da polimerase
(PCR) com volume final de 11,25 uL, contendo: 1,5 uL
DNA total, 1 pL de cada primer, 1 pL Betaina, 1 pL de
DMSO 5% ou 10% e 1 pL de Albumina do soro bovino
(BSA) e 6,25 puL de Tag DNA polimerase Green Master®. As
reacoes de PCR foram feitas utilizando os termocicladores
TC-412 e TC-512 da Techne, e o MyCycler da Bio-Rad.
As condigdes de PCR para cada marcador foram baseadas
em outros trabalhos realizados em Apocynaceae (Simdes
et al. 2006; 2016) com temperatura de anelamento de 60,
3 °C para o ITS e ETS, 56 °C para o rpli6 e 52 °C. Os
produtos de PCR foram purificados com Polietilenoglicol
(PEG 20%) por precipita¢do dos primers e ANTPs segundo
protocolo de Dunn & Blattner (1987) ou usando o mix de
enzimas ExoSAP-IT (USB, USA), conforme instru¢des
do fabricante. O sequenciamento foi realizado pelo
laboratorio de Analise Genética e Molecular (CBMEG) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

O alinhamento multiplo das sequéncias foi
gerado pelo algoritmo MAFFT (versdo 7.017; Katoh et
al. 2013) com o algoritimo G-INS-i (Katoh ef al. 2013).
O alinhamento ¢ edi¢do foram realizadas no Geneious
v.10.2.3. (Biomatters Ltd.). Os modelos de substitui¢do de
DNA para as andlises de Inferéncia Bayesiana (IB) foram
selecionados para cada marcador através do JModeltest
(Darriba et al. 2012), utilizando a configurac@o padrdo dos
parametros. O melhor modelo evolutivo foi selecionado
usando Critério de Informagao Bayesiana (BIC).
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Tabela 1. Listas dos marcadores moleculares e primers utilizados neste estudo.

Table 1. Lists of molecular markers and primers used in this study.

Regido Primer Sequéncia (5°-3”) Referéncias
rpll6 Jordan et al., 1996
71F GCTATGCTTAGTGTGTGACTCGTTG
Kelchner et Clark, 1997
1516R CCCTTCATTCTTCCTCTATGTTG
Simdes et al., 2006
rnS-G trnSF GCCGCTTTAGTCCACTCAGC
Hamilton, 1999
trnGR GAACGAATCACACTTTTACCAC
nrETS ETS 2F CAAATATCCTTGCTTTGTGCAACG , ,
- Pereira et al., dados ndo publicados
ETS 451R GAGACAAGCATATGACTACTGGC
ol TS 18S_25F AAGTCGTAACAAGGTTTCCGT
- Pereira et al., dados ndo publicados
26S 21R TGCTTAAACTCAGCGGGTAGT

As analises de Inferéncia Bayesiana (IB) foram
realizadas com MrBayes v.3.1.2 (Ronquist ef al. 2012).
Foram realizadas duas corridas MCMC independentes, cada
uma composta por quatro cadeias ligadas com 100 milhdes
de geragdes, amostrando uma arvore a cada 2000 geragoes,
descartados os primeiros 25% das arvores como burn-in.
Todas as analises foram realizadas na plataforma CIPRESS
Science Gateway (http://www.phylo.org/, Miller et al. 2010).

A matriz de dados morfolédgicos foi elaborada em uma
planilha do Excel contendo todas as espécies, caracteres
e estados de carater. Essas matrizes foram exportadas
em formato CSV para serem utilizadas nas analises que
foram conduzidas na plataforma R (R Core Team 2020).
O mapeamento foi realizado na arvore filogenética por
meio das fun¢des do pacote phytools (Revell 2012).
Utilizamos o modelo de evolugdo mais adequado para
cada um dos caracteres analisados (ER - modelos de taxas
iguais; SYM - modelo simétrico; e ARD - modelo com
todas as taxas diferentes). A avaliacdo dos modelos foi
realizada sob o critério de informagao de Akaike corrigido
(AICc), realizada com a fungdo fitDiscrete do pacote
Geiger (Harmon et al. 2008).

Resultados

Dentre os 68 caracteres levantados, 23 foram
descartados por serem polimorficos ou por apresentarem os
mesmos estados de carater entre todas as espécies estudadas.
No total, foram utilizadas 45 caracteristicas qualitativas para
a realizac@o das analises (tabela 2).

Obtivemos uma arvore filogenética com um clado
formado pelas espécies de Aspidosperma sect. Pungentia e
outro clado com as espécies de A4. sect. Aspidosperma, com
Aspidosperma pyrifolium emergindo como uma linhagem
irmd das demais espécies. Dentro do clado que inclui as
espécies da secdo tipica, emergiram dois subclados: um
deles formado por A. macrocarpon e A. verbascifolium;
o segundo formado por A. australe, A. quirandy, A.
subincanum e A. tomentosum. Desse ultimo subclado, 4.
subincanum emerge como uma linhagem irméa de um clado
formado por A. fomentosum ¢ A. quirandy (figura 1).

Do total de caracteres analisados, quatro sdo
informativos na caracterizagdo das duas se¢des estudadas
(4. sect. Aspidosperma e A. sect. Pungentia), sendo eles:
filotaxia, cor do latex, apice pungente ¢ distribuigdo do
parénquima axial do xilema. Dentre os demais caracteres,
tivemos aqueles que se destacaram na caracterizacao
dos subclados e linhagens, tais como: caracteristicas dos
ramos (disposi¢do dos ramulos e das lenticelas, presenga e
espessamento das fissuras), formato da folha, caracteristicas
da flor (e.g., formato do lobo, indumento e formato da
cabeca do estilete), além de caracteristicas da madeira
(distribuigao de parénquima axial e agrupamento dos vasos
do xilema, presenga de parénquima marginal e presenga de
semianel poroso no parénquima marginal).

Como esperado, folhas verticiladas e apice
pungente foram recuperadas apenas para clado de A. sect.
Pungentia. Além dessas, emergiram, o 1atex incolor, folhas
estreitamente elipticas e auséncia de parénquima marginal
na madeira como caracteristicas diagnosticas de A. sect.
Pungentia. As demais espécies de 4. sect. Aspidosperma
apresentaram latex branco, folhas que variam entre ovada,
obovada e amplamente elipticas e presenca de parénquima
marginal na madeira (a excecdo desse tltimo em A. quirandy)
(figura 1). As espécies de A. sect. Aspidosperma também
compartilham a presenca de folhas alternas (figura 1). Vale
destacar que a distribui¢do do parénquima axial no xilema
também permite distinguir as duas segdes estudadas, pois 4.
sect. Aspidosperma apresenta distribuigdo difusa, enquanto
A. sect. Pungentia apresenta distribuicao irregular.

Aspidosperma pyrifolium emergiu como irma das
demais espécies de A. sect. Aspidosperma e se destaca por
apresentar diversas caracteristicas exclusivas: (1) lobos da
corola lanceolados em A. pyrifolium (figura 1), variando entre
oval, oblongo ¢ ovado nas demais espécies; (2) cabeca do
estilete eliptica em A. pyrifolium, sendo oblonga ou globoso
nas outras espécies da se¢do tipica; (3) cabeca do estilete
pubescente em A. pyrifolium, enquanto nas demais espécies,
¢ glabro (figura 1); (4) sementes obovadas em A. pyrifolium,
sendo elipticas ou circulares nas demais. Vale destacar
que A. pyrifolium possui um semianel poroso na linha do
parénquima marginal, caracteristica compartilhada apenas
com A. verbascifolium e ausente nas demais espécies.
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—— A. quebracho-blanco

A. pyrifolium

A. verbascifolium

A macrocarpon

A. australe

A. subincanum

— A. tomentosum

A. quirandy

Figura 1. Otimizagdo dos estados de carater na 4rvore de consenso. a. Filotaxia verticilada. b. Apice pungente. c. Latex
branco. d. Filotaxia alterna. e. Forma do lobo da corola. f. Indumento da cabega do estilar.

Figure 1. Optimization of character states in the consensus tress. a. whorled phyllotaxy. b. pungent apex. c. white latex. d.
alternate phyllotaxy. e. corolla wolf shape. f. Indument of the style head.

Aspidosperma macrocarpon ¢ A. verbascifolium
formam um subclado na 4. sect. Aspidosperma ¢
compartilham o mesmo estado de carater para 28 caracteres.
Desses, o agrupamento dos vasos do xilema em grupos de
duas a trés células é uma caracteristica exclusiva para esse
clado. A presenca de fissura nos ramos ¢ posi¢do do nicleo
seminifero na semente emergem como caracteristicas
que permitem distinguir essas espécies; A. macrocarpon
apresenta ramos fissurados e nticleo seminifero concéntrico
enquanto, A. verbascifolium ndo possui fissuras nos ramos e
o nucleo seminifero é excéntrico. Apenas A. verbascifolium
apresentou semianel poroso na linha do parénquima
marginal.

O mesmo foi observado no subclado que inclui
A. tomentosum ¢ A. quirandy;, ambas compartilham o
mesmo estado de carater para 24 das caracteristicas
analisadas, dentre os quais, a inflorescéncia séssil aparece
como caracteristica diagndstica. Além disso, ¢ possivel
reconhecer essas duas espécies pelo espessamento ¢
lenticelas nos ramos e pela distingdo entre cerne e alburno.
Aspidosperma tomentosum possui ramos espessados, com
lenticelas inconspicuas, cerne e alburno indistinto, assim
como nas demais espécies; ja A. quirandy ndo apresenta
espessamentos nos ramos, as lenticelas sdo conspicuas,
possui distingdo entre cerne ¢ alburno.

No subclado formado por A. australe, A.
subincanum, A. tomentosum e A. quirandy, apenas A.
subincanum e A. quirandy apresentam brilho em seu lenho,
provavelmente, em decorréncia da orientagdo de seus
elementos celulares. As demais espécies do subclado, assim

como as demais espécies analisadas compartilham o lenho
opaco. Das espécies desse subclado, apenas A. subincanum
tém vasos agrupados em até duas células e, 4. australe é a
unica que possui anéis de crescimento com pouca distingao,
caracteristica compartilhada com as espécies de A. sect.
Pungentia.

Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho divergem
um pouco, quanto a composi¢ao da se¢do tipica do género,
como proposta por Marcondes-Ferreira & Kinoshita
(1996). Nossos resultados demonstram que A. pyrifolium
¢ uma linhagem irma das demais espécies de A. sect.
Aspidosperma e que, A. macrocarpon e A. verbascifolium
formam um subclado, em relagdo as demais espécies da
secdo. Somadas, as diversas caracteristicas morfologicas,
incluindo anatomia da madeira, podemos inferir que essas
espécies podem ser transferidas para outras se¢des (ou
novas) alterando a circunscricdo desse taxon, ou seja,
ndo serem mais consideradas na circunscricdo da se¢ao
tipica. Para tanto, sugerimos novos estudos para melhor
compreender o posicionamento dessas espécies.

Marcondes-Ferreira Neto (1988) ¢ Marcondes-
Ferreira Neto & Kinoshita (1996) consideraram 4.
macrocarpon e A. verbascifolium como uma Unica espécie
(4. macrocarpon), enquanto Woodson (1951), Machate
etal. (2016) e Castello et al. (2022), as reconheceram, como
espécies distintas, baseados principalmente na espessura do
ramo, tamanho das folhas e distribui¢do dessas nos ramos.
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Ressaltamos, que neste estudo foi possivel incluir novos
caracteres para o reconhecimento desses tdxons como
espécies distintas, podemos utilizar o formato e posi¢do
do nucleo seminifero da semente, caracteristica dos ramos
(presenca ou auséncia de fissuras) e presenca de semianel
no parénquima marginal, o que facilita o reconhecimento
de A. macrocarpon e A. verbascifolium.

Marcondes-Ferreira (1988) considerou 4.
subincanum e A. quirandy como sinénimos de 4.
tomentosum. Marcondes-Ferreira & Kinoshita (1996)
segregaram A. subincanum, no entanto, Machate (2016)
e Castello et al. (2022) as consideram como trés espécies
distintas. Esses autores utilizaram a auséncia de peciolo,
os lobos da corola sinistrorsos € os foliculos inflados, além
da ocorréncia restrita no estado do Mato Grosso do Sul
para considerar A. quirandy como uma espécie distinta.
Neste trabalho, recuperamos 4. subincanum como uma
linhagem irma do subclado formado por A. quirandy e
A. tomentosum. Verificamos que € possivel distinguir A.
quirandy de A. tomentosum por caracteristicas do ramo e
também da madeira, fornecendo subsidios adicionais para
considera-las distintas.

Nossos resultados representam uma primeira
tentativa de confrontar caracteristicas morfoldgicas com
uma hipdtese filogenética para espécies de Aspidosperma.
Foi possivel corroborar as caracteristicas consideradas
diagnosticas e bem conhecidas para o reconhecimento da 4.
sect. Pungentia, as folhas verticiladas com apice pungente,
porém, através deste estudo, verificamos que outras
caracteristicas contribuem para o seu reconhecimento,
como latex incolor, folhas estreitamente elipticas e auséncia
de parénquima marginal. Verificamos, também, que as
caracteristicas do xilema nos permitiram caracterizar as
duas sec¢des estudadas: A. sect. Aspidosperma apresenta
parénquima com distribui¢do difusa, enquanto em 4. sect.
Pungentia, é irregular; bem como corroborar a segregacao
de espécies da secdo tipica do género: 4. macrocarpon e
A. verbascifolium, ja que sdo as Unicas espécies estudadas
que apresentam vasos do xilema com grupos de duas a trés
células. Além, disso, pudemos delimitar, mais facilmente,
espécies morfologicamente préoximas, por exemplo, A4.
subincanum foi a Unica espécie que apresenta vasos do
xilema agrupados em até duas células; ja 4. subincanum e
A. quirandy foram as Uinicas que apresentaram brilho em
seu lenho, provavelmente em decorréncia da orientacdo de
seus elementos celulares e, dentro da circunscri¢ao da se¢ao
tipica, A. australe é ainica que possui anéis de crescimento
com pouca distingao.

Nossos resultados demonstraram a importancia
da utilizacdo de caracteres morfoldogicos em conjunto
com dados moleculares. Mais ainda, a importancia de
caracteres que ndo sdo tradicionalmente utilizados,
como a morfologia da madeira que se mostrou muito
informativa para a caracterizag@o de clados e delimitagdo
de espécies proximas. Destaca-se a importancia deste
estudo, que foi o primeiro formalmente publicado
que buscou confrontar caracteristicas morfoldgicas de
espécies de Aspidosperma com uma filogenia proposta
exclusivamente para esse género.
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