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.....from so simple a beginning endless forms most beautiful and most
wonderful have been, and are being, evolved.

Charles Darwin
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RESUMO

Eriotheca Schott & Endl. (Bombacoideae, Malvaceae) inclui cerca de
24 especies distribuidas na América do Sul. O género caracteriza-se por
apresentar flores com até 6,5cm compr. e 18-170 estames concrescidos até
certa altura formando um tubo e depois livres entre si. O presente trabalho
teve como objetivos realizar uma andlise filogenética, a fim de testar o
monofiletismo de Eriotheca e estabelecer suas relagcdes com géneros afins e
realizar o estudo taxondmico das espécies de Eriotheca que ocorrem no
Brasil. Nesse contexto, o trabalho foi organizado em quatro capitulos. No
primeiro capitulo, foi apresentada a analise filogenética baseada nas
sequéncias de dados do DNA nuclear (ITS) e de cloroplasto (trnL-F e matk)
de 50 taxons de Bombacoideae e sete taxons adicionais de Malvatheca. As
analises das sequéncias de ITS, trnL-F e dos dados combinados dos trés
marcadores mostraram o parafiletismo de Eriotheca. As espécies desse
género emergiram juntamente com as espécies de Pachira s.l., formando um
novo clado que tem como provavel sinapomorfia as sementes estriadas.
Entretanto, na andalise dos dados de matK o género emergiu como
monofilético. Tal posicionamento foi fortalecido pelo resultado do teste de
Templeton, realizado com os dados combinados, no qual o monofiletismo de
Eriotheca nédo foi rejeitado. No segundo capitulo, foram apresentadas as
propostas de oito sinonimizacdes, designacdes de um lectétipo e um epitipo,
além de duas mudancas de status para o nivel especifico. No terceiro
capitulo, uma espécie nova foi descrita e ilustrada, E. bahiensis, com
ocorréncia na floresta pluvial dos tabuleiros do sul da Bahia. Foi apresentada
uma chave de identificacdo incluindo a espécie nova e as espécies afins. No
quarto capitulo, foi apresentado o tratamento taxonémico realizado com
base na analise de mais de 500 materiais de herbéarios brasileiros e
estrangeiros e de materiais obtidos durante as expedi¢cbes de coleta. Foram
reconhecidas 16 espécies de Eriotheca distribuidas desde a regido Norte até
o Estado de S&o Paulo, na Floresta Amazobnica, Mata Atlantica e no
Cerrado. A separacdo das espeécies foi feita com base no porte dos
individuos, presenca ou ndo de sapopemas, numero de foliolos, dimensdes

dos foliolos, peciolos, pecidlulos e pétalas, forma dos botdes florais, forma



XV

do calice e tipo de borda e na morfologia do tubo estaminal. Adicionalmente,
foi realizado um estudo da morfologia dos tricomas, sob microscopia
eletrdnica de varredura, por meio do qual foram detectados vérios caracteres
gue complementaram a caracterizacdo das espécies. Foram apresentadas
descricbes morfologicas, chave de identificacdo, ilustracbes, mapas de
distribuicdo, além de comentarios sobre variabilidade, rela¢cdes taxonémicas
e distribuicdo geogréfica para todas as espécies.
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ABSTRACT

Eriotheca Schott & Endl. (Bombacoideae, Malvaceae) comprises
about 24 species distributed in South America. The genus is characterized by
small flowers with 6.5cm long and 18-170 stamens united into a tube, with
free filaments emerging from the apex of the staminal tube. The goals of the
present study were to conduct a phylogenetic analysis to test the monophyly
of Eriotheca and to elucidate its relationships with the related genera,
besides making a taxonomic study of Eriotheca in Brazil. The present work
was organized in four chapters. In the first chapter, it was presented a
phylogenetic study based on nuclear (ITS) and chloroplast (trnL-F and matk)
sequence data from 50 representatives of Bombacoideae and seven
additional taxa of Malvatheca. ITS, TrnL-F and combined data analyses
showed the paraphyly of Eriotheca. The species of Eriotheca form a
monophyletic clade together with Pachira s.l., forming a new clade which has
a probable synapomorphy striate seeds. However, based on the results of
matK analyses, Eriotheca emerged as monophyletic. Besides that, the
combined data are not sufficient to rule out Eriotheca monophyly, as judged
in a parsimony framework, using a Templeton test. In the second chapter, the
proposals of eight synonymizations, designation of one lectotype and one
epitype, besides two changes of status to specific level were presented. In
the third chapter, one new species was described and illustrated, E.
bahiensis, where its grows in floresta pluvial dos tabuleiros (southern Bahian
forest). An identification key including the new species and its allies species
was presented. In the fourth chapter, it was presented the taxonomic
treatment of species made based on the study of more than 500 materials
from national and foreign herbarium and collected material during the
fieldtrips. As a result, 16 species of Eriotheca were recognized, distributed
from Northern Brazil to S&o Paulo state, in Amazon forest, Atlantic rain forest
and Cerrado. The separation of the species was made based on the height of
trees, presence or absence of sapopems, number of leaflets, dimensions of
leaflets, petioles and petiolules, shape of flower buds, shape and margin of
calyx and morphology of staminal tube. Additionally, a morphology study of
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trichomes was made under scanning electronic microscope, detecting many
characters that complemented the characterization of species. An
identification key, morphological descriptions, illustrations, maps of
geographical distribution and comments about variability, taxonomic

relationships and geographical distribution for all species were provided.



INTRODUCAO GERAL

Subfamilia Bombacoideae

Estudos filogenéticos baseados em dados moleculares, morfoldgicos,
anatdbmicos e biogeograficos mostraram o polifiletismo de Bombacaceae, além
de evidéncias que corroboraram a juncdo das familias tradicionalmente
situadas na Ordem Malvales (Bombacaceae, Malvaceae, Tiliaceae e
Sterculiaceae) em uma Unica familia monofilética, Malvaceae s.I. Nessa
circunscricdo, Malvaceae s.l. compreende nove subfamilias e caracteriza-se
por um nectario constituido de tricomas glandulares, situado internamente na
base do calice ou ocasionalmente nas pétalas ou no androgin6foro (Judd &
Manchester 1997; Bayer et al. 1999; Alverson et al. 1999).

As subfamilias Bombacoideae e Malvoideae formam o clado Malvatheca
(fig. 1) sustentado por sequéncias de matK e ndhF (cpDNA) e pelas anteras
altamente modificadas, monotecas e bi a poliesporangiadas. Bombacoideae
inclui a maioria dos géneros situados na tradicional familia Bombacaceae,
sendo que dentro de Bombacoideae, o “core Bombacoideae” é fortemente
sustentado por dados moleculares e tem como sinapomorfia as folhas
compostas, com um a nove foliolos (Alverson et al. 1999, Baum et al. 2004).

Bombacoideae compreende cerca de 18 géneros e 187 espécies com
distribuicdo predominantemente neotropical, desde o México, estendendo-se
pela América Central e pelas Antilhas, até o sul da América do Sul (Bayer &
Kubitzki 2003). A maior diversidade de espécies esta nas florestas umidas da
América do Sul, especialmente no Brasil e na Colédmbia. No territrio brasileiro
ocorrem aproximadamente 13 géneros e 80 espécies distribuidas em todas as
regides, com centros de diversidade nas regibes Norte e Nordeste que
abrigam, respectivamente, mais de 90% e 50% dos géneros encontrados no
pais (Bovini et al. 2010). Na regido paleotropical ocorrem os géneros Bombax
L., Adansonia L. e Rhodognaphalon (Ulbr.) Roberty emend. A. Robyns,
compreendendo cerca de 25 espécies (Baum 1995b, Robyns 1963).
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Figura 1: Consenso de maioria da analise bayesiana dos dados de matk e ndhF combinados.
Numeros acima dos ramos representam a probabilidade posterior (PP) (extraido de Baum et al.
2004).

Assim como nas Malvaceae em geral, a estrutura anatdmica das
Bombacoideae é bastante homogénea, destacando-se o floema estratificado
tangencialmente, em camadas alternadas de esclerénquima e parénquima
(Metcalfe & Chalk 1950). Estudos da anatomia da madeira de espécies que
ocorrem na Amazonia foram realizados por Paula (1976a,1976b, 1980).

Quimicamente, as espécies de Bombacacoideae sdo pouco conhecidas,
entretanto alcaléides, cumarinas e lignanas sao referidos para 0s seus
representantes. De uma forma geral, possuem células, canais e cavidades de
mucilagem e cristais de oxalato de célcio no parénquima e silica no xilema,
além de acidos graxos nas sementes (Cronquist 1981; Paula et al. 1997).

A morfologia polinica das espécies de Bombacoideae foi bastante
utilizada na taxonomia de géneros e espécies. Trata-se de uma subfamilia
euripolinica, apresentando gréos de pélen triangulares ou circulares, colpados,
colporados ou porados, com a exina reticulada, lisa ou espinulosa (Carreira et
al. 1995; Moncada & Sotolongo 1994; Nilsson & Robyns 1986; Saba 2007).

Quanto a polinizagéo, sao referidas ornitofilia (beija-flores), entomofilia
(mariposas e abelhas) e o tipo predominante, quiropterofilia associado as flores

em forma de pincel, posicionadas no apice dos ramos, com odor desagradavel,
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grande producdo de néctar e antese noturna. Além disso, polinizacdo por
marsupiais foi relatada em espécies de Adansonia (Madagascar) e de
Pseudobombax (Amazoénia Central) (Baum 1995a; Fischer et al.1992; Gibbs &
Semir 2003; Gribel 1988; MacFarlane et al 2003; Oliveira et al. 1992).

Dentre as contribuigdes taxondmicas mais importantes, destacam-se
Kunth (1821) que descreveu a tradicional familia Bombacaceae com base em
dez géneros e 13 espécies, caracterizando-a pelo habito arboreo, pelas anteras
monotecas e pelo fruto com paina envolvendo as sementes. De Candolle
(1824), Saint-Hilaire (1827), Endlicher (1836-1840) e Bentham & Hooker (1862)
ampliaram o numero de espécies e enfatizaram a importancia das folhas
compostas e digitadas para a taxonomia no nivel genérico.

Schumann (1886), na Flora Brasiliensis, descreveu oito géneros e 46
espécies, sendo 23 novas para o Brasil. O autor considerou duas tribos:
Adansonieae, incluindo os géneros de folhas compostas e digitadas: Bombax
(incluindo Eriotheca), Pachira, Chorisia e Ceiba; e Matisieae, com folhas
simples: Scleronemma, Cavanillesia, Matisia e Quararibea.

Quanto aos trabalhos de cunho genérico, destacam-se as descri¢des de
Adansonia L. (1753), Bernoullia Oliv. (1873), Gyranthera Pittier (1914),
Neobuchia Urb. (1902), Cavanillesia Ruiz & Pavon (1794), Septotheca Ulbr.
(1924) e Huberodendron Ducke (1935), os trés ultimos com representantes no
Brasil, além das revisdes de Ceiba Mill. (=Chorisia) (Gibbs & Semir 2003) e
Spirotheca Ulbr. (Gibbs & Alverson 2006) e dos estudos de Catostemma Benth.
e Scleronema Benth., géneros com distribuicdo predominantemente amazo6nica
(Paula 1969).

No tocante aos estudos de inventarios floristicos, ressaltam-se para a
regido paleotropical as contribuicbes de Wild & Gongalves (1979) em
Mocambique e de Baum (1995b) em Madagascar. Para a regido neotropical,
destacam-se Robyns (1964, 1967) na flora do Panama e na flora da Guayana
Highland, respectivamente; MacBride (1956) e Martinez (1997) na flora do
Peru, Alverson & Steyermark (1997) na flora da Guaiana Venezuelana,
Alverson & Mori (2002) na flora da Guiana Francesa e Jorgensen et al. (1999)

na flora do Equador.



Caracterizagcdo morfolégica de Bombacoideae e importancia econdmica

As espécies de Bombacoideae sdo arvores com cerca de 4 a 51m de
altura, de troncos retilineos ou as vezes tortuosos e ramificados na porcéo
apical. Um carater marcante em alguns representantes da subfamilia é o tronco
ventricoso, devido ao armazenamento de agua no parénquima, conforme se
observa em Cavanillesia arborea K. Schum., espécie tipica da caatinga e do
cerrado do Brasil e nas espécies de Adansonia de Madagascar. Alguns
géneros como Cavanillesia, Ceiba e Spirotheca se destacam pela presenca de
aculeos no tronco e ramos. O indumento nas espécies de Bombacoideae é
lepidoto e/ou constituido de tricomas estrelados ou tufosos, as vezes
associados com tricomas simples ou glandulares, sendo que a morfologia dos
tricomas é de grande valia na separacédo de espécies (Duarte 2006; Carvalho-
Sobrinho et al. 2009).

As folhas das espécies de Bombacoideae séo pecioladas, estipuladas,
compostas e digitadas (plurifolioladas) na grande maioria dos géneros ou
unifolioladas nos géneros predominantemente amazonicos Huberodendron,
Catostemma e Scleronema e simples apenas em Cavanillesia. Um carater
importante nos representantes de folhas compostas € a presenca de uma
articulacdo entre o peciolo e os peciblulos, tornando os foliolos deciduos
separadamente do peciolo. Diferem desse padrdo as espécies de
Pseudobombax, cujos foliolos séo inarticulados, caindo juntamente com o
peciolo, carater inico em Bombacoideae. Outro carater marcante € a presenca
de nectérios nos peciolos e na nervura central dos foliolos como ocorre em
espécies de Ceiba, Pachira e Spirotheca.

As flores s@o pentameras, monoclinas e actinomorfas e variam em
comprimento e numero, sendo solitarias ou reunidas em inflorescéncias
cimosas. De uma forma geral, o célice € gamossépalo de prefloracdo valvar,
variando quanto a forma e ao tipo de borda. As pétalas sdo geralmente alvas,
livres entre si, reflexas e as vezes enroladas na antese. Além disso, séo
sempre adnatas a base do tubo estaminal, uma condi¢cdo relacionada a
supressao da diferenciagdo do meristema intercalar, responsavel pela
formacao do tubo da corola e dos filetes dos estames, provavelmente originada
como produto da reducdo que afeta os estagios iniciais de desenvolvimento do

perianto e do androceu (van Hell 1966, apud Esteves 1986).



Quanto ao androceu, esse verticilo destaca-se por exibir uma grande
variacdo morfologica, exibindo muitos caracteres diagnésticos que permitem
diferenciar géneros e espécies. O androceu € sempre monadelfo, ou seja, com
os filetes concrescidos formando um tubo ao redor do ovario, sendo constituido
de muitos estames (até 1000) nas espécies de Pachira e Pseudobombax ou de
poucos estames (5) nas espécies de Spirotheca e Ceiba. Em alguns
representantes da subfamilia os estames sdo concrescidos em tubo até certa
altura e depois livres entre si, a0 passo que em outros representantes séo
agrupados em falanges na porcéo apical do tubo estaminal. As anteras séo
monotecas, variam de bi a poliesporangiadas e apresentam diversos tipos de
formas: hipocrepiformes (Pseudobombax), lineares (Pachira) e oblongas
(Ceiba).

O gineceu € geralmente constituido de ovario supero, sincarpico, com o
namero de carpelos igual ao de léculos, dois a muitos évulos por l6culo e
estilete simples, colunar, com os estigmas lobados ou capitados.

Os frutos das espécies de Bombacoideae sdo, em sua maioria, capsulas
deiscentes que variam de oblongo-alongadas, subglobosas a obovoéides.
Menos comumente ocorrem frutos indeiscentes como em Cavanillesia e
Scleronema. As sementes podem estar envolvidas por paina, constituida de
tricomas lanuginosos originados de células da epiderme da parede interna do
ovario, que se alongam e tornam-se lignificadas (Marzinec & Mourdo 2003).
Quanto a forma, as sementes sdo geralmente subglobosas. Além disso, podem
ser lisas ou com ornamentacdo estriada, verrucosa, maculada ou pontilhada
(Duarte et al. 2007).

No tocante a importancia econdmica, no Brasil as espécies de
Bombacoideae sdo usadas para diversos fins. A paina dos frutos das espécies
de Ceiba, Pseudobombax e Eriotheca € utilizada como isolante térmico, no
enchimento de colchdes e travesseiros e na confeccao de bdias e salva-vidas.
A madeira, fragil e de baixa durabilidade e densidade, é empregada no
enchimento e revestimento de compensados e portas, confeccdo de forros e
brinquedos e na producdo de celulose, bem como na construcdo de
embarcacdes. Na ornamentacao publica, destacam-se Ceiba speciosa (A. St.-
Hil.) Ravenna, “paina-de-seda”, C. erianthos (Cav.) K. Schum., "paineira

vermelha", C. samauma (Mart.) K. Schum., "sumauma" e C. glaziovii (Kuntze)
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K. Schum, "paineira-branca”, além de Pachira aquatica Aubl. e de espécies de
Eriotheca que possuem copa estreita e folhagem delicada.

Na alimentacdo do homem, as sementes de Pachira glabra Pasq.
“cacau-selvagem” e Pachira aquatica Aubl. “cacau-falso” sdo apreciadas cruas
ou cozidas, e quando torradas, substituem o café e o chocolate em certas
regides do pais. Por outro lado, os frutos de certas espécies de Ceiba séo
apreciados por passaros, sobretudo periquitos e papagaios. No que diz
respeito ao reflorestamento de areas degradadas, sdo usadas espécies de
Pseudobombax, Spirotheca e Eriotheca (Hoehne 1927; Pio Correa 1926-1975;
Kuhlmann & Kuhn 1947; Lorenzi 2002a, 2002b; SMA 2003).

Na medicina popular, Adansonia digitata L. e Ceiba pentandra (L.)
Gaertn. s@o conhecidas na Africa por suas propriedades analgésica,

antipirética e diurética (Paula et al. 1997).

Eriotheca Schott & Endl.

Eriotheca compreende cerca de 24 espécies distribuidas na Ameérica
do Sul. No Brasil ocorre mais de 50% das espécies (16 espécies) distribuidas
desde a regido Norte até o Estado de Sdo Paulo, onde estd o limite sul de
distribuicdo do género.

Trata-se de um dos trés maiores géneros de Bombacoideae, juntamente
com Pachira Aubl. que inclui aproximadamente 50 espécies distribuidas desde
a Guatemala até o Paraguai e Pseudobombax Dugand com cerca de 27
espécies distribuidas desde o México até a América do Sul, exceto no Chile e
Uruguai (Bayer & Kubitzki 2003; Robyns 1963).

Eriotheca caracteriza-se principalmente pelas flores pequenas (até 6,5
cm de comprimento) e pelos estames em numero de 18-170, sendo estes
monadelfos até cerca altura e depois livres entre si (Robyns 1963).

Na maioria dos estudos classicos de Bombacoideae, varias espécies de
Eriotheca foram tratadas em Bombax, destacando-se Aublet (1775), Martius
(1825, 1826), Saint-Hilaire (1827) e Bentham & Hooker (1862). Esse
posicionamento foi seguido por Schumann (1886), na Flora Brasiliensis, onde
seis espécies de Eriotheca foram tratadas em Bombax secdo Eubombax, com
base no comprimento das flores. Apos a criagcdo de Eriotheca por Schott &



Endlicher (1832), ressaltam-se os estudos de Endlicher (1836-1840) e Robyns
(1963), nos quais esse taxon foi considerado no nivel de género.

Os principais estudos de inventérios floristicos que tratam de Eriotheca
sdo de Robyns (1967) na Guayana Highland; de MacBride (1956) e Martinez
(1997) no Peru; Alverson & Steyermark (1997) e Alverson & Mori (2002),
respectivamente, nas Guaiana Venezuelana e Guiana Francesa e de
Jorgensen et al. (1999) no catédlogo das espécies do Equador.

Sobre as espécies que ocorrem no Brasil, ressaltam-se os inventarios de
Ribeiro & Esteves (1999) e Esteves (2005) na flora da Reserva Ducke,
Amazonas; Esteves (2003) na Serra de Grao-Mogol, Minas Gerais; Du Bocage
& Sales (2002) das espécies de Pernambuco; Santos (1966, 1969) das
espécies da regido Sudeste; Duarte et al. (2007) na flora de Sao Paulo, além
de um estudo realizado por Martins (1993) baseado em um levantamento de
herbario.

Descricdes de espécies novas da Coldmbia e Brasil foram publicadas
por Ducke (1922, 1935), Cuatrecasas (1954), Fernandez-Alonso (2003),
Robyns (1968, 1979) e Robyns & Nilsson (1975, 1981).

Com relacdo a importancia econdmica, Eriotheca candollleana (K.
Schum.) A. Robyns, E. gracilipes (K. Schum.) A. Robyns e E. pubescens (Mart.
& Zucc.) Schott & Endl. sdo usadas na recuperacdo de areas degradadas por
apresentarem crescimento rapido. Outras espécies de folhagem delicada e
copa estreita séo indicadas para arborizagdo urbana. A paina que envolve as
sementes de E. globosa (Aubl.) A. Robyns e E. candolleana (K. Schum.) A.
Robyns é utilizada no enchimento de colchdes e travesseiros e a madeira de
algumas espécies é empregada na confecc¢éo de forros, brinquedos, caixotaria,
miolo de portas e compensados (Kuhlmann & Kuhn 1947; Lorenzi 2002a,
2002b; Pio Correa 1926-1975; SMA 2003).

No que diz respeito a polinizacédo, entomofilia (abelhas) foi relatada em
duas espécies do cerrado brasileiro (Oliveira et al. 1992). Polinizagdo por
mariposas foi referida para E. longitubulosa A. Robyns, cujas flores de pétalas
reflexas, posicionadas no apice dos ramos facilitam a entrada da probdscide,
favorecendo o acesso as mariposas (MacFarlane et al. 2003). Apesar de pouco
comum, quiropterofilia também foi relatada em E. pentaphylla (Vell. emend. K.



Schum.) A. Robyns, cujas flores possuem a forma de pincel, grande producéo

de pdlen e antese noturna (Sazima et al. 1999).

Historia taxondémica de Eriotheca Schott & Endl. e de géneros afins

A histéria taxondmica de Eriotheca e de géneros afins teve inicio com a
criacdo de Bombax L. por Linnaeus (1753) em Species Plantarum, com base
em trés espécies: B. ceiba L., B. religiosum L. (= Cochlospermum religiosum
(L.) Alston) e B. pentandrum L. (= Ceiba pentandra (L.) Gaertn.), caracterizadas
principalmente com base no comprimento das flores, organizagéo do androceu
e morfologia das sementes (tab.l). Apdés a sua criacdo, Bombax foi
interpretado, durante muito tempo, segundo uma circunscricdo ampla,
compreendendo espécies que foram transferidas para outros géneros e
espécies que serviram de base para a criagdo de géneros novos.

Nos anos de 1775 a 1781 foram descritos dois géneros relacionados
com Bombax: Pachira (Aublet 1775), com base nas plantas da Guiana
Francesa, distinto de Bombax pelas flores delgadas e comparativamente
maiores e pelas sementes grandes envolvidas por paina escassa; e Carolinea
descrito por Linnaeus filho (1782) e logo em seguida sinonimizado em Pachira.

Em 1832, Schott & Endlicher criaram Eriotheca com base em duas
espécies originalmente descritas em Bombax. Nessa obra, o género foi situado
juntamente com Bombax na tribo Bombaceae de Sterculiaceae. Eriotheca foi
caracterizado pelos estames parcialmente concrescidos em tubo e depois livres
entre si, diferindo de Bombax cujos estames sao parcialmente concrescidos em
tubo e depois formam falanges.

Eriotheca ndo foi reconhecido por autores posteriores. A historia
taxonbmica desse taxon mostra claramente que a sua interpretacdo foi muito
confusa, estando sempre associada com a histéria de Bombax, Pachira e
Bombacopsis. Bentham & Hooker (1862) consideraram Eriotheca como
sinbnimo de Bombax, este ultimo situado na tribo Adansonieae juntamente com
Pachira e outros géneros de folhas compostas e digitadas. Esse
posicionamento foi seguido por Schumann (1886), na Flora Brasiliensis, onde
foram reconhecidos os géneros Pachira com trés espécies e Bombax com duas
secdes: Eubombax (incluindo Eriotheca), com 11 espécies de flores pequenas

e Pachiriopsis com 12 espécies de flores comparativamente maiores.


http://www.tropicos.org/Name/8000044
http://www.tropicos.org/Name/8000044

Pittier (1916) criou Bombacopsis para acomodar duas espécies
originalmente descritas em Pachira, com flores e sementes comparativamente
menores, sendo estas Ultimas envolvidas por paina abundante. O autor
interpretou Bombacopsis como um género intermediario entre Pachira Aubl.
(sementes grandes envolvidas por paina escassa) e Bombax sensu Pittier
(flores espessas com mais de 1.000 estames).

O tratamento mais abrangente publicado até entdo sobre as
Bombacoideae, van den Brink (1924) ndo reconheceu Bombacopsis Pittier. O
autor considerou os géneros Pachira Aubl. e Bombax sensu Bakh., sendo que
este Ultimo foi dividido em trés secdes com base na morfologia do tubo
estaminal: secdo Eriotheca (Schott et Endl.) Bakh., se¢cdo Pachiro-Bombax
Bakh., e secdo Ceiba Bakh. na qual foram inseridas as espécies de
Bombacopsis.

A partir de 1937 foram descritos dois géneros posteriormente rebaixados
a subgéneros de Eriotheca por Robyns (1963): Millea (Standley 1937) baseado
em M. ecuadorensis Standl. (= E. ruizii (K. Schum.) A. Robyns) e Tartagalia
(Capurro 1961) baseado em T. rubra Capurro (= E. roseorum (Cuatr.) A.
Robyns)

As contribuicbes mais importantes para a circunscricdo de Bombax
(foliolos articulados e calice caduco) e dos géneros relacionados surgiram a
partir de 1940. Dugand (1943) descreveu Pseudobombax para acomodar as
espécies americanas de Bombax com foliolos inarticulados e calice persistente
e Roberty (1953) elevou Bombax secdo Rhodognaphalon Ulbr. a género para
acomodar as espécies africanas de Bombax com foliolos articulados e célice
persistente.

A criacdo de Pseudobombax (neotropical) e Rhodognaphalon
(paleotropical), com base em espécies originalmente descritas em Bombax, foi
o ponto de partida para a elaboracgéo do trabalho mais importante e abrangente
sobre a taxonomia de Eriotheca e géneros afins, a revisdo de Bombax s.l.,
(Robyns 1963), no qual Eriotheca foi novamente aceito como género desde a

sua criagcado em 1832.



Tabela 1: Delimitacéo de Eriotheca e géneros afins

AUTORES GENEROS CARACTERES
Bombax Flores espessas, até 15 cm compr.
estames mais de 1000, em falanges a partir do tubo
] estaminal
Linnaeus (1753) sementes ca 6mm, com paina abundante
Aublet (1775) Pachira Flores delgadas, até 35cm compr.

Schott & Endlicher (1832)
Bentham & Hooker (1862)
Schumann (1886)

Pittier (1916)

van den Brink (1924)

Bombacopsis

estames em falanges a partir do tubo estaminal
sementes ca. 15mm, com paina escassa

Flores delgadas, até 15 cm compr.
estames até 75, em falanges a partir do tubo estaminal
sementes ca. 6mm, com paina abundante

Eriotheca Flores menores que 10cm compr.
estames livres a partir do tubo estaminal (sem falange)
sementes com paina abundante
Dugand (1943) Pseudobombax Foliolos inarticulados
Foliolos articulados
*
Roberty (1953) Rhodognaphalon calice persistente
Bombax* Foliolos articulados
célice caduco apds a antese
pélen colpado a colporado, sexina reticulada
Rhodognaphalon* Foliolos articulados
célice persistente
pélen porado a pororado, sexina espinulosa
Pseudobombax Foliolos inarticulados

Robyns (1963)
Nilsson & Robyns (1986)

Bombacopsis

Rhodognaphalopsis

Pachira

Eriotheca

célice persistente
flores com mais de 7cm compr.

Foliolos articulados

flores 7-35cm compr.

célice persistente

estames em falanges a partir do tubo estaminal
sementes com paina abundante

polen colpado a colporado, sexina reticulada-espinulosa

Foliolos articulados

célice persistente

flores 7,5-32cm compr.

estames em falanges a partir do tubo estaminal
sementes com paina abundante

pélen colpado a colporado, sexina espinulosa

Foliolos articulados

flores 17-35cm compr.

célice persistente

estames em falanges a partir do tubo estaminal
sementes com paina escassa

polen colpado a colporado, sexina reticulada-espinulosa

Foliolos articulados

flores 3-6,5cm compr.

célice persistente

estames livres a partir do tubo estaminal
sementes com paina abundante

* paleotropical

continua

10



Tabela 1. Continuacao

AUTORES GENEROS CARACTERES

Bombax* Foliolos articulados
célice caduco ap6s a antese

pélen colpado a colporado, sexina reticulada

Rhodognaphalon*  Foliolos articulados
calice persistente

pélen porado a pororado, sexina espinulosa

Pseudobombax Foliolos inarticulados

célice persistente
Alverson (1994)

Fernandez-Alonso (1998, 2003) . i Foliolos articulados

célice persistente
flores 7-35 cm
estames 90-1000, formando falanges a partir do tubo

estaminal

Eriotheca Foliolos articulados
célice persistente
flores até 6,5 cm
estames 18-170, livres a partir do tubo estaminal

* paleotropical

De acordo com Robyns (1963), o “Complexo Bombax” compreendeu
dois géneros paleotropicais: Bombax L. e Rhodognaphalon (Ulbr.) Roberty
emend. A. Robyns, além de cinco géneros neotropicais: Pseudobombax
Dugand (20 espécies), Pachira Aubl. (duas espécies), Bombacopsis Pittier (21
espécies), Eriotheca Schott & Endl. (19 espécies) e um género novo,
Rhodognaphalopsis A. Robyns com nove espécies, sendo uma espécie nova e
oito espécies originalmente descritas em Bombax, Carolinea e Pachira.

Robyns (1963) incluiu as espécies de foliolos inarticulados em
Pseudobombax, enquanto as espécies de foliolos articulados foram separadas
com base no calice caduco na antese (Bombax), e calice persistente (Pachira,
Bombacopsis, Eriotheca, Rhodognaphalopsis e Rhodognaphalon). Robyns
(1963) efetuou muitas sinonimizagcbes e combinagbes novas baseadas,
principalmente, em espécies originalmente descritas em Bombax.

Conforme mostra a tabela 1, Robyns (1963) distinguiu os géneros
neotropicais segregados de Bombax principalmente por caracteres polinicos.
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Somente Eriotheca e Pseudobombax foram separados com base em
caracteres macromorfoldgicos, pelas flores pequenas (até 6,5cm) e foliolos
articulados em Eriotheca e flores grandes (mais de 7cm) e foliolos inarticulados
em Pseudobombax. Os demais géneros foram separados basicamente pelo
grao de pdlen, com sexina reticulada em Bombacopsis e Pachira e espinulosa
em Rhodognaphalopsis. Entretanto, Nilsson & Robyns (1986) mostraram que
esse dois padrfes de ornamentacdo da sexina aparecem em espécies dos trés
géneros.

Posteriormente, todos os autores que estudaram o0s géneros do
“Complexo Bombax” apontaram a auséncia de caracteres macromorfologicos
que possibilitasse uma facil identificacdo de Bombacopsis, Rhodognaphalopsis
e Pachira. Steyermark e Stevens (1988) mostraram que os caracteres polinicos
de Rhodognaphalopsis eram facilmente incluidos na variabilidade polinica de
Bombacopsis (euripolinico), mencionando que estudos filogenéticos futuros
provavelmente apontardo um clado em Bombacopsis, sustentado pelos
caracteres dos graos de pdélen de Rhodognaphalopsis. Segundo Alverson
(1994), além da sobreposicdo de caracteres macromorfolégicos, no que diz
respeito ao grdo de poélen os caracteres de Pachira sdo semelhantes aos de
Rhodognaphalopsis e Bombacopsis.

Com base nessas evidéncias, Alverson (1994) sinonimizou Bombacopsis
e Rhodognaphalopsis em Pachira, considerando apenas trés géneros
neotropicais: Pseudobombax, caracterizado pelos foliolos inarticulados (carater
anico em  Bombacoideae); Pachira  (incluindo  Bombacopsis e
Rhodognaphalopsis), delimitado pelos foliolos articulados (caindo
separadamente do peciolo), flores e nimero de estames comparativamente
maiores e Eriotheca, que também possui os foliolos articulados, porém difere
de Pachira por apresentar flores e nimero de estames comparativamente
menores.

O posicionamento de Alverson (1994) foi adotado nos estudos de flora,
inclusive por Fernandez-Alonso (1998, 2003) que efetuou 11 combinagcdes em
Pachira a partir de espécies de Bombacopsis e Rhodognaphalopsis da América
do Sul.

Com relacdo a Eriotheca, o estudo de Robyns (1963), mesmo se

tratando da contribuicdo mais importante sobre a taxonomia do género, deixou
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algumas lacunas com relagdo a delimitacdo das espécies, baseada em
caracteres que sao compartilhados pela maioria desses taxons. Além disso, as
descricbes foram baseadas em colecdes antigas, principalmente de tipos
depositados em herbarios estrangeiros, gerando, atualmente, dificuldades na
identificacdo das espécies em funcdo das variagcbes morfoldgicas observadas
nos materiais dos herbarios brasileiros que ndo foram examinados pelo autor,
bem como nos materiais de coletas recentes ou materiais de espécies
descritas ap0s a sua publicacao.

A circunscricdo de Eriotheca sensu Robyns (1963), com base no
tamanho das flores e no nimero de estames, foi questionada por autores como
Alverson (1994) e Fernandez-Alonso (1998). Alverson (1994) enfatizou a
importancia de estudos moleculares a fim de esclarecer a identidade de
Eriotheca como género e suas relacbes com os demais géneros do “Complexo
Bombax”, especialmente com Pachira s.l. Além disso, na andlise cladistica de
Pseudobombax realizada por Carvalho-Sobrinho (2006), com base em dados
morfologicos, Eriotheca ndo emergiu como monofilético.

Até o presente estudo, Eriotheca ndo foi incluido nas andlises
moleculares realizadas com Bombacoideae (Alverson et al. 1999; Bayer et al.
1999, Baum et al. 2004). De acordo com esses autores, as tentativas feitas
nesse sentido ndo mostraram uma estrutura resolvida dentro do “core”

Bombacoideae, nem um suporte significativo para o clado.
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OBJETIVOS

1 -

Diante do exposto, esta tese teve 0s seguintes objetivos:
realizar a analise filogenética de Eriotheca, visando elucidar as relacdes
existentes entre esse taxon e géneros afins por meio das seguintes
hipoteses: a) Eriotheca é monofilético? b) Qual é o posicionamento de
Eriotheca junto aos outros géneros, apesar das diferencas morfologicas

quanto ao tamanho das flores e ao numero de estames?

realizar o estudo taxondmico das espécies de Eriotheca que ocorrem no
Brasil, a partir da andlise morfolégica das estruturas vegetativas e
reprodutivas, fornecendo meios para a identificacdo desses taxons com
base em descricdes, chaves de identificacdo e ilustracdes, além de

aspectos geogréficos.
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MATERIAL E METODOS

Estudo filogenético

AMOSTRAGEM

Compreendeu um total de 57 taxons, sendo 50 tAxons de Bombacoideae
e sete taxons adicionais de Malvatheca. Os géneros Chiranthodendron e
Fremontodendron foram utilizados como grupo externo, baseado em Nyffeler et
al. (2005) (tab. 2).

EXTRACAO DO DNA, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

A extracdo do DNA foi iniciada no Laboratorio de Fitoquimica e Biologia
Molecular da Universidade de Sdo Paulo e complementada no Laboratory of
Systematics, Evolution and Development, Department of Botany, University of
Wisconsin, Madison, EUA, onde foram realizadas as etapas de amplificacédo e
sequenciamento.

As extracdes de DNA foram feitas a partir de fragmentos de folhas
desidratadas em silica ou removidas de materiais de herbario, utilizando-se
DNeasy Plant mini kits (QIAgen, Valencia, California), de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. Os fragmentos de folhas foram triturados
com o auxilio de N3 liquido, diretamente em microtubo de 1,5 mL. A qualidade
do DNA obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% contendo
brometo de etidio, usando-se tampao TAE 1X.

Foram estudadas uma regido do DNA nuclear ribossomal (ITS) e duas
regides do DNA plastidial (TrnL-F e intron trnK-matk). A regido do ITS foi
amplificada utilizando os primers descritos em Baum (1998) (tab. 3), em
reacoes de 25ul contendo 5ul de tampéo 5x PCR Buffer; 2,5 uL de MgCl,, 0,5
uL de cada iniciador na concentracdo de 10 uM; 1 uL de dNTPs 2 mM cada;
1,5-2,5 uL de BSA, 1-1,5uL de DMSO, 0,2 uL de Taq DNA polimerase e 1-2 uL

de DNA genémico (sem diluicdo).
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Tabela 2: Espécies analisadas no estudo filogenético

Taxa

Voucher

Malvatheca

Abutilon theophrasti Medik
Camptostemon schultzii Mast.
Chiranthodendron pentadactylon Larreat.

Fremontodendron californicum (Torr.) Coville

Gossypium hirsutum L.

Matisia palenquiana (A. Robyns) W.S. Alverson

Pentaplaris doroteae L.O. Williams & Standl.

Bombacoideae

Adansonia digitata L.

Adansonia gregorii Muell.
Adansonia grandidiieri Baill.
Adansonia za Baill.
Bernoullia flammea Oliv.

Bombax buonopozense P. Beauv.

Bombax ceiba L.
Catostemma fragans Benth.

Cavanillesia plantanifolia (Bonpl.) Kunth.

Ceiba acuminata (S. Watson) Rose

Ceiba aesculifolia (Kunth.) Britten & Baker f.

Ceiba crispiflora (Kunth.) Ravenna

Ceiba pentandra (L.) Gaertn.

Ceiba schottii Britten & Baker f.

Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna

Eriotheca candollleana (K. Schum.) A. Robyns
Eriotheca discolor (Kunth.) A. Robyns
Eriotheca dolichopoda A. Robyns

Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A. Robyns
Eriotheca longipedicellata (Ducke) A. Robyns
Eriotheca longitubulosa A. Robyns

Eriotheca macrophylla (K. Schum.) A. Robyns

R. Small 315 (WIS)

Dunlap s.n.(WIS)

Wendt s.n. (WIS)

Ex. Rancho Santa Ana Bot. Garden, Prop.
No. 5996, Herb. No 12343

Alverson s.n. (WIS)

Clark & Pallir 5549 (MO)

Hammel et al. 18736 (MO)

Pac. Trop. Bot. Gard. Acc.no. 70032002,
Kenya (#23)

Wendel s.n. (ISC)

Baum 345 (MO)

Baum 357 (MO)

Cochrane s.n (WIS)

Pac. Trop. Bot. Gard. Acc. No 770474001,
Nigeria

Alverson s.n. (WIS)

Alverson 4030 (WIS)

Fairchild Botanical Gardens acc. no.
FG83343A

Fairchild Botanical Gardens acc. no. X-2-206

Fairchild Botanical Gardens acc. no. 83301

Pac. Trop. Gard. Acc. No. 750726001
Alverson s.n. (WIS)

Fairchild Botanical Gardens acc. no. 83302
Alverson s.n. (WIS)

Duarte & Siqueira 99 (CVRD, SP)
Campo 6110 (MO)

Duarte et al. 92 (CEPEC)

Duarte et al. 120 (SP)

Duarte 93 (SP)

Duarte & Pereira 96 (SP)

Duarte 106 (SP)
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Tabela 2 (continuacao)

Taxa

Voucher

Eriotheca obcordata A. Robyns

Eriotheca parvifolia (Mart & Zucc.) Schott & Endl.
Eriotheca pentaphylla (Vell. emend. K. Schum.) A.
Robyns

Eriotheca pubescens (Mart & Zucc.) Schott & Endl.
Eriotheca roseorum (Cuatrec.) A. Robyns

Eriotheca ruizii (K. Schum.) A. Robyns

Eriotheca sp.
Eriotheca squamigera (Cuatrec.) Fern. Alonso

Eriotheca surinamensis (Uittien) A. Robyns

Gyranthera caribensis Pittier
Huberodendron patinoi Cuatrec.

Neobuchia paulinae Urb.

Ochroma pyramidale (Cav. ex. Lam.) Urb.

Pachira aquatica Aubl.
Pachira brevipes (A. Robyns) W.S. Alverson

Pachira flaviflora (Pulle) Fern. Alonso
Pachira glabra Pasq.

Pachira insignis (Sw.) Sw. ex Savigny
Pachira minor (Sims) Hemsl.

Pachira quinata (Jacq.) W.S. Alverson
Patinoa sphaerocarpa Cuatrec.
Pseudobombax croizatii A. Robyns

Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. Robyns

Pseudobombax marginatum (A. St-Hil.) A. Robyns
Rhodognaphalon schumannianum A. Robyns

Scleronema micranthum (Ducke) Ducke

Septotheca tessmannii Ulbr.

Spirotheca rosea (Seem.) P.E. Gibbs & W.S. Alverson

Silva 107 (HUEFS)
Duarte et al. 109 (SP)
Duarte 75 (SP)

Duarte 115 (SP)
Fuentes 1167 (MO)
Peterson & Judziewicz 9487 (US)

Duarte 89 (SP)
Neill 12522 (MO)
Duarte 97 (SP)

lltis et al. s.n. (WIS)
Alverson 2201(WIS)
Cult. Jardin Botanico, Santo Domingo,
Dominican Republic

Alverson s.n. (WIS)
Alverson s.n. (WIS)

Paul Fine 1060 (WIS)

Paul Fine 1062 (WIS)
Duarte 70 (SP)

Paul Fine 1061(WIS)

G. Davidse 4901 (MO)
Alverson & Adler 2174 (WIS)
Alverson s.n. (WIS)

Oldham s.n. (WIS)

Fairchild Botanical Gardens acc. no. FG-
65-35

R. Small s.n. (ISC)

Mark W. Chase 5973 (K)
Alverson s.n. (WIS)

Vargas s.n. (WIS)

Alverson 2185 (WIS)
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As regides TrnL-F e trnk/matk foram amplificadas utilizando os primers
descritos em Taberlet et al. (1991) e Nyffleler et al. (2005) (tab. 3), em reacdes
de 25ul, contendo 5ul de tampé&o 5x PCR Buffer; 2,5 uL de MgCl,, 0,5 uL de
cada iniciador na concentracao de 10 uM; 0,5 uL de dNTPs 2 mM cada; 0,2 uL
BSA, 0,2 uL de Tag DNA polimerase e 1 uL de DNA gendmico (sem dluicdo ou
diluido 1:10).

Tabela 3: Regides utilizadas e seus respectivos iniciadores

Regido Iniciador Sequéncia/sentido

Trnk 3914F GGG GTT GCT AAC TCA ACG G direto
Trnk P4R AAA CCT TTACCR CAT YAG GCAC reverso
Trnk P5F CCA TCT TCT TAT CCT ATA ACG AAC direto
Trnk P7F CTTGTT TTG ACT GTATCG CA direto
Matk PAF CTT CGC TAC CGG GTG AAA GAT G direto
Matk P6R AAG ACT CCA GAA GAT GTT GAT CG reverso
Matk P8R CACGTCGGCTTA CTA ATG GG reverso
Matk 52F GGT ACG GAG TCA AAT GGT AGA A direto
Matk POF GGT TCG GAATTT TTG GAA GA direto
Matk P10R CAA ATACCAAATTCGTCCCCTA reverso
TrnlF TabC CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG direto
TrnlF TabD GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC reverso
TrnlF TabE GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC direto
TrnlF TabF ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG reverso
ITS ITSLeu GTC CACTGAACCTTATCATTT AG direto
ITS ITS2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC reverso
ITS ITS3 GCA TCG ATG AAG AAC GTAGC direto
ITS ITS4 TCCTTCCGCTTATTG ATATGC reverso

As condicGes utilizadas para a amplificacdo foram: 94°C por 5min.;
seguido de 35 ciclos de 94°C por 45 seg., 55°C por 1min., 72°C por 1’30 min,
seguido por extensdo final de 72°C por 5min. A fim de verificar se houve
amplificagdo, uma aliquota dos produtos de PCR foi submetida a eletroforese
em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio, e a visualizagéo foi feita

por transiluminador. Os produtos amplificados satisfatoriamente foram
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purificados utilizando-se AMPure beads (Agencourt Bioscience Corp., Beverley,
Massachusetts) de acordo com o protocolo do fabricante.

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando-se ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems) em reagdes de 10uL, contendo 1uL de BigDye, 2uL de buffer,
0,5uL de iniciador 10 nM e 1uL do DNA amplificado e purificado, obedecendo
as condi¢des de 50 ciclos de 95°C por 3 seg., 96 C por 10 seg; 58°C por 4 min e
72°C por 7 min.

Apés a reacdo de sequenciamento, os produtos foram purificados com
CleanSeq (Agencourt Bioscience Corp., Beverley, Massachusetts), de acordo
com o protocolo do fabricante, e foram analisados no sequenciador da
Biotechnology Center, University of Wisconsin, Madison, EUA.

As sequéncias obtidas foram editadas e montadas no programa
Sequencher 4.7 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, Michigan). As regifes
plastidiais foram alinhadas manualmente no MacClade 4.08 (Maddison &
Maddison 2005) e a regido nuclear foi inicialmente alinhada com Clustal W
(Thompson et al. 1994) por meio do portal Cipres (Miller et al. 2009), seguida
de alinhamento manual utilizando-se o programa MEGA4.0 (Tamura et al.
2007).

As sequéncias de ITS foram analisadas utilizando-se o programa MFold
(Zuker 2003) para estimar a estabilidade termodinamica de cada sequéncia
(modelo de energia livre), visando a obtencdo da estrutura secundaria da
molécula pela minimizacdo de energia livre usando empiricamente o0s
parametros termodindmicos e, consequentemente, identificando possiveis

paralogos nao funcionais (pseudogenes).

ANALISES FILOGENETICAS
As analises de parcimdnia foram conduzidas utilizando-se o programa
PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002). Foi executada uma busca heuristica para
obtencdo das melhores arvores por branch—swapping, utilizando o algoritmo
Tree-bissection-reconection (TBR) para permutacdo dos ramos, com 10.000
réplicas, 20 arvores retidas a cada passo, com adi¢do aleatoria de sequéncias.
Todos os caracteres foram igualmente pesados e os “gaps” foram
tratados como ausentes. Para estimar o suporte dos clados, foram obtidas
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porcentagens de bootstrap (BS) por branch—swapping, utilizando o algoritmo
Tree-bissection-reconection (TBR) para permutacdo dos ramos, com 1000
réplicas, com 20 arvores retidas a cada passo.

As andlises Bayesianas foram realizadas com o programa MrBayes
3.1.2 (Hueselback et al. 2001). O melhor modelo de substituicdo de
nucleotideos foi inferido com MrModeltest 2.2 (Nylander 2004) e selecionado
segundo o critério AIC. Para todas as regides o modelo selecionado foi o
“general time reversible” com distribuicdo gamma e sitios invariantes (GTR
+|+G). Cada analise foi feita com trés buscas paralelas, cada uma com 4
cadeias de Markov que rodaram por 3 milhdes de gerac¢des, com amostragem
a cada 1000 geracdes. O burn-in foi estimado com a visualizagdo da geracéo
de “likelihood”. Apos descartar as arvores do burn-in, a arvore de consenso de
maioria foi gerada com as arvores remanescentes e as trés distribuicbes
posteriores foram plotadas para obter a melhor estimativa da probabilidade
posterior do clado (PP).

Foi feito o teste de incongruéncia (ILD) (Farris et al. 1994),
implementado no PAUP*4.0b10 (Swofford 2002). O ILD foi conduzido usando-
se o critério da parcimdnia, com 1000 réplicas, adicdo simples de sequéncia,
algoritmo tree-bissection-reconection (TBR) e retendo uma arvore a cada
passo. Em alguns testes, a opcdo MAXTREES foi selecionada para 100 a fim

de acelerar a andlise.

Estudo taxonémico

Foi baseado nos procedimentos usuais utilizados em trabalhos
taxondémicos, incluindo o levantamento bibliografico, coleta de material, visita
aos herbérios, estudo morfolégico e a elaboracao do trabalho.

Foram levantados e adquiridos o0s principais trabalhos sobre
Bombacoideae, incluindo estudos de floras, monografias e artigos sobre
taxonomia, nomenclatura e aspectos gerais. As descri¢des originais dos taxons
foram obtidas nas obras antigas e por meio de consultas aos sites
especializados (tropicos.org, botanicus.org e International Plant Names Index).

As expedicdes de coleta foram realizadas de junho de 2006 a maio de
2008, abrangendo o maior numero possivel de areas de ocorréncia das

espécies (tab. 4), a fim de enriquecer os acervos dos herbarios, observar a
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variabilidade morfologica individual e obter material fresco para os estudos
morfologicos e macromoleculares. O material coletado foi herborizado segundo
0S métodos usuais e incorporado ao acervo do Herbario do Instituto de
Botanica (SP).

Tabela 4: ExpedicGes de coletas

DATA (MES/ANO) LocAL ESPECIES COLETADAS

V1/2006 Sé&o Paulo, municipio de Mogi-Guagu, Reserva Biol6gica de E. candolleana
Mogi Guagu

VI11/2006 Sé&o Paulo, municipio de Caraguatatuba, Parque Estadual da E. pentaphylla
Serra do Mar

IX/2006 S&o Paulo, municipio de Bertioga, praia da Riviera E. pentaphylla

I1X/2006 Bahia, municipio de llhéus, praia de Itacaré E. bahiensis

municipio de Uruguca E. macrophylla
municipio de S&o José da Vitoria E. dolichopoda

VI11/2007 Para, municipio de Belém, Bosque Municipal Rodrigues Alves  E. longipedicellata

VI1/2007 Amazonas, municipio de Manaus, Reserva Florestal Adolpho E. longitubulosa
Ducke E. surinamensis

VI11/2007 Espirito Santo, municipio de Linhares, Reserva Natural da E. macrophylla
Vale do Rio Doce E. candolleana

IX/2007 Espirito Santo, municipio de Santa Teresa, Reserva Bioldgica  E. macrophylla
de Santa Lacia

X1/2007 Minas Gerais, municipio de Grdo- Mogol, Parque Estadual de E. parvifolia
Gréo-Mogol E. pubescens

X1/2007 Minas Gerais, municipio de Conceigéo do Mato Dentro, E. pubescens
Parque Nacional da Serra do Cip6

V/2008 Mato Grosso, municipio de Cuiabd, Chapada dos Guimaraes E. gracilipes

V/2008 Mato Grosso do Sul, municipio de Corumba, Morro do Urucum  E. roseorum

e adjacéncias

O estudo morfolégico e taxondmico foi desenvolvido no Laboratério da
Secao de Curadoria do Herbario do Instituto de Botanica, com base na analise
do material coletado e das mais de 500 colecbes dos seguintes herbarios
brasileiros e estrangeiros (siglas de acordo com Thiers, B. [continuously
updated]): ALCB*, BHCB* BOTU, CEN*, CEPEC*, CESJ*, CGMS*, COR¥*,
CPAP*, CVRD*, ESA*, F*, G**, GUA*, HB*, HEPH*, HMS*, HRCB*, HUEFS*,
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IAC*, IAN*, IBGE*, INPA*, IPA, K**, LOJA**, M**, MAC, MBM*, MBML*, MG*,
MO, NY, OUPR?*, P** PMSP* QCA** R* RB* SJRP* SP* SPF*, SPSF*,
STA, UB*, UEC*, UFMT*, US, USZ, VEN**, VIC*, WIS* (* herbarios visitados,
**imagens examinadas).

Uma listagem de todos os materiais examinados encontra-se no
tratamento taxondmico (Capitulo 4).

Foram examinados os materiais-tipo da maioria das espécies, além de
imagens dos tipos, disponibilizadas pelos herbarios virtuais (K, LE, US) ou
pelos curadores dos herbérios (M, P, G).

A apresentacdo das espécies no trabalho seguiu de uma forma geral, a
ordem de entrada apresentada na chave analitica. No tratamento taxonémico
foram incluidos a citacdo do material-tipo, sinonimias, descricdes dos taxons,
comentarios sobre variabilidade morfoldgica, relacées taxonémicas, habitat e
distribuicdo geogréfica, além de ilustracbes dos caracteres diagndsticos de
cada taxon.

As abreviacdes dos nomes de autores foram feitas de acordo com
Brummit & Powell (1992), e dos nomes das obras e periddicos Stafleu & Cowan
(1976-1988) e Bridson & Smith (1991), respectivamente.

A aplicacdo das regras nomenclaturais seguiu o Codigo Internacional de
Nomenclatura Botéanica, Cédigo de Viena (McNeill et al. 2007). Para fins de
prioridade taxondmica e nomenclatural este trabalho ndo deve ser considerado
como uma publicacédo efetiva e valida.

Os termos morfolégicos apresentados nas descricbes seguem a
terminologia de Font Quer (1965), Robyns (1963) e Stearn (1992).

A citacdo do material examinado foi feita de acordo com a sequéncia
seguida na Flora Neotropica, sendo que os municipios foram apresentados em
ordem alfabética, e em cada municipio foi seguida a ordem crescente de data
de coleta. Foram utilizadas as seguintes siglas: s.c. (sem coletor), s.d. (sem
data), s. loc. (sem localidade) e ibid. (na mesma localidade).

As ilustragbes foram feitas com auxilio de camara clara, acoplada a
estereomicroscopio, e cobertas a nanquim.

Os mapas de distribuicdo geografica foram gerados utilizando-se os
programas DIVA-GIS 7.1 e ArcView 8.3 com base de dados do Basemap of the
Americas. As coordenadas geogréficas plotadas nos mapas foram obtidas a
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partir dos dados contidos nas etiquetas das exsicatas ou da base de dados on-
line (http://www.fallingrain.com/world/). A classificagcdo das formacdes vegetais
foi feita de acordo com Rizzini (1997) e Coutinho (1978).

ESTUDO DOS TRICOMAS

O estudo dos tricomas foi realizado no Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo.

Foram obtidas amostras de 5mm? da porcdo mediana da face abaxial dos
foliolos e da superficie externa do célice de materiais de herbario de 15
espécies de Eriotheca (tab. 5). As amostras foram montadas em stubs e
posteriormente metalizadas (submetidas a um banho de ouro) e fotografadas
sob microscépio eletrénico de varredura Digital Scanning Microscope Zeiss
DSM940. Os termos morfologicos utilizados na classificagdo dos tipos de
tricomas foram baseados em Payne (1978) e Stearn (1992).

Tabela 5: Relacdo das espécies estudadas no estudo dos tricomas

Espécie Voucher
E. bahiensis M.C Duarte & G.L. Esteves M.C. Ferreira et al. 1239 (CEPEC)
E. candolleana (K. Schum.) A. Robyns M.C. Duarte et al. 99 (SP)
E. dolichopoda A. Robyns J.G. Jardim et al. 4924 (CEPEC)
E. globosa (Aubl.) A. Robyns J.M. Pires et al. 51241 (IAN)
E. gracilipes (K. Schum.) A. Robyns M.C. Duarte & F. Pinheiro 45 (SP)
E. longipedicellata (Ducke) A. Robyns A. Ducke 2250 (R)

E. longipes (A. Robyns) M.C Duarte & G.L. Esteves W.P. Lopes & V.V. Scudeller 616 (VIC, SP)

E. longitubulosa A. Robyns G.L. Esteves et al. 2681 (SP, INPA)
E. macrophylla (K. Schum.) A. Robyns G.M. Magalhaes 17283 (RB)

E. obcordata A. Robyns H. Velloso 995 (R)

E. parvifolia (Mart & Zucc.) A. Robyns G.L. Esteves et al. CFCR 13348 (SP)

E. pentaphylla (Vell. emend. K. Schum.) A. Robyns M.C Duarte & G.L. Esteves 38 (SP)
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Tabela 5 (continuacao)

Espécie Voucher
E. pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl. M.C. Duarte et al. 115 (SP)
E. roseorum (Cuatrec.) A. Robyns G.A. Damasceno Jr. & P.V. Gongalves 1905 (COR).
E. surinamensis (Aubl.) A. Robyns G.L. Esteves et al. 2684 (SP)
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Organizacao datese

Além da “Introducao Geral” e da “Discusséo e Consideragdes Finais”, o

presente trabalho esta organizado em quatro capitulos:

Capitulo 1. Analise filogenética de Eriotheca Schott & Endl. e géneros afins
(Bombacoideae, Malvaceae). (Phylogenetic analyses of Eriotheca and related
genera (Bombacoideae, Malvaceae). Nesse capitulo é apresentada uma
analise filogenética com base nas sequéncias de ITS, trnL-F e matk de 50
taxons de Bombacoideae e sete téaxons adicionais de Malvatheca, visando
testar o monofiletismo de Eriotheca e verificar suas relagdes filogenéticas com

0S géneros afins.

Capitulo 2. Notas taxonébmicas e nomenclaturais sobre Eriotheca Schott &
Endl. (Bombacoideae, Malvaceae). (Taxonomic and nomenclatural notes on
Eriotheca (Bombacoideae, Malvaceae). Nesse capitulo foram apresentadas as
propostas de oito sinonimizacbes (trés no nivel genérico e cinco no nivel
especifico), designacdo de um lectétipo e um epitipo, além de duas mudancas

de status para o nivel especifico.

Capitulo 3. Espécie nova de Eriotheca Shott & Endl. do Estado da Bahia,
Brasil. (New species of Eriotheca from Bahia State, Brazil). Nesse capitulo foi
descrita e ilustrada uma espécie nova de Eriotheca, E. bahiensis, com
ocorréncia na floresta pluvial dos tabuleiros do sul da Bahia. Foi elaborada uma

chave de identificacao para a espécie nova e espécies afins.

Capitulo 4. Estudo taxonémico de Eriotheca Shott & Endl. no Brasil
(Bombacoideae, Malvaceae). E apresentada a revisdo taxondmica das
espécies de Eriotheca que ocorrem no Brasil, incluindo chave de identificagéo,
descricbes morfologicas, ilustracbes, mapas de distribuicdo, além de
comentarios sobre variabilidade, aspectos taxondmicos e distribuicdo

geografica de todas as espécies.
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Analise filogenética de Eriotheca Schott & Endl. e géneros afins

(Bombacoideae, Malvaceae)
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Abstract-. Molecular and morphological data have shown that Bombacoideae and
Malvoideae together form a well-supported Malvatheca clade. Phylogenetic
relationships in Bombacoideae have been studied, however some genera in Bombax s.1.
have not been adequately sampled for sufficiently variable molecular markers. The
relationships of Eriotheca, for example, have yet to be resolved. Here, nuclear (ITS) and
chloroplast (trnL-F and matK) sequence data, from 50 exemplars of Bombacoideae, and
seven additional taxa from other genera of Malvatheca were used to test monophyly of
Eriotheca and its relationships with related genera of Bombax s.l. Parsimony and
Bayesian analyses of individual and combined sequence data show that Eriotheca is not
monophyletic as currently circumscribed but forms a paraphyletic grade containing
Pachira s.I. The newly discovered Eriotheca + Pachira clade has a probable
synapomorphy of striate seeds. Additionally, our data showed that Rhodognaphalopsis
and Bombacopsis are synonymous with Pachira, consistent with their morphological
similarities. In addition, two other moderately supported clades emerged within the core
Bombacoideae: Pseudobombax + Ceiba s.I. and Bombax + Spirotheca + Pachira
quinata. These three clades and the African Rhodognaphalon form the major clade of
core Bombacoideae, whereas Adansonia appears to be more closely related to
Catostemma, Scleronema and Cavanillesia. The phylogenetic results imply three
independent migrations from the New to Old World and homoplasy in staminal

morphology.

Keywords- Malvatheca; Bombacoideae; Bombax s.I., Pachira; ITS; trnLF; matK.
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Molecular and morphological data have shown that the formerly recognized
Bombacaceae, Malvaceae, Tiliaceae and Sterculiaceae, are better treated as a single
monophyletic family, Malvaceae s.l., which consists in nine subfamilies (Judd &
Manchester 1997; Alverson et al. 1999; Bayer et al. 1999). The subfamilies
Bombacoideae and Malvoideae together form the Malvatheca clade, which is well-
supported by plastid DNA sequences (Alverson et al. 1999; Bayer et al. 1999; Nyffeler
et al. 2005). Malvatheca is also united by the possession of highly modified anther
morphology (von Balthazar et al. 2006; Janka et al. 2008). Within Malvatheca, a
Bombacoideae clade corresponds to the bulk of the traditional family Bombacaceae
(Alverson et al. 1999; Bayer et al. 1999; Nyffeler et al. 2005). Although, Baum et al.
(2004) elucidated the phylogenetic relationships in Malvatheca, some significant genera
were not sampled, especially Eriotheca and other elements of Bombax s.1.

The taxonomic revision of Bombax s.. by Robyns (1963) is the most
comprehensive and relevant study of Eriotheca and related genera. Robyns recognized
five  neotropical genera:  Pseudobombax Dugand, Bombacopsis Pittier,
Rhodognaphalopsis A. Robyns, Eriotheca Schott & Endl. and Pachira Aubl., and two
paleotropical genera: Bombax L. and Rhodognaphalon (Ulbrich) Roberty emend. A.
Robyns. In Robyns’ treatment, only Eriotheca (small flowers reaching 6.5cm and 18-
170 stamens) and Pseudobombax (inarticulate leaflets) were separated based on
macromorphological characters. The other neotropical genera, Pachira, Bombacopsis,
Rhodognapholopsis, were differentiated instead by palynological characters.

Steyermark & Stevens (1988) and Alverson (1994) identified problems with
Robyns’ distinctions among Bombacopsis, Rhodognaphalopsis and Pachira s.s.,
including overlapping floral and fruits characters. Additionally, Steyermark & Stevens

(1998) showed that palynological features that had been used to diagnose
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Rhodognaphalopsis were encompassed in the pollen variation of Bombacopsis, whereas
Alverson (1994) showed that if Bombacopsis is considered in the broader sense (i.e.,
with Rhodognaphalopsis), its pollen grades into Pachira s.s. Based on this evidence,
Alverson (1994) and Alverson & Steyermark (1997) have synonymized Bombacopsis
and Rhodognaphalopsis in Pachira s.I. This treatment has been followed by most
floristic treatments, including Fernadndez-Alonso (1998, 2003), and is adopted here.

Eriotheca was created (Schott & Endlicher 1832) around two species, originally
described in Bombax. Schumann (1886) and van den Brink (1924) rejected Eriotheca
and treated it as a synonym of Bombax or as a section of Bombax, respectively. It was
not until Robyns (1963), that Eriotheca was recognized as a distinct genus again.
Alverson (1994) emphasized the importance of molecular studies to clarify the
relationships between Pachira s.I. and Eriotheca, considering the morphological
differences between Eriotheca (flowers 2.5-6.5cm and with usually less than 120
stamens) and Pachira s.I. (flowers 7-35cm and usually 150 and sometimes has many as
1000 stamens), to be subtle. However, Eriotheca has been excluded from most broad-
scale molecular analyses of Bombacoideae (e.g., Bayer et al. 1999; Baum et al. 2004).
And, whereas, Alverson et al. (1999), included Eriotheca, the markers studied provided
no resolution within core Bombacoideae.

In this study, our goal was to conduct a phylogenetic analysis of Eriotheca and
related genera using sequences of nuclear (ITS) and rapidly evolving plastid DNA
(matK and trnL-F), to elucidate the relationships among the genera of Bombacoideae so
as to determine if Eriotheca and other elements of Bombax s.l. are monophyletic and

help make sense of the morphological diversity found in the group.
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MATERIALS AND METHODS

Taxon Sampling- We obtained 48 new ITS, 56 trnL-F and 39 matK sequences,
which were combined with 16 matK sequences previously published (Baum et al. 2004,
Nyffeler et al. 2005), creating a complete data set for 57 taxa. Ingroup sampling
included 50 representatives from Bombacoideae and additional taxa from other genera
of Malvatheca: Chiranthodendron, Fremontodendron, Camptostemon, Matisia,
Pentaplaris, Gossipyum and Abutilon. Fremontodendreae (Chiranthodendron and
Fremontodendron) is specified as outgroup, based on the results of Nyffeler et al.

(2005). Sources of DNA material are summarized in the Appendix.

DNA extraction,amplification and sequencing- Total DNA was extracted from
silica-dried or herbarium leaf tissue using DNeasy Plant mini kits (QIAgen, Valencia,
California), according manufacture’s procedure. The ITS gene was amplified using
primers as described in Baum (1998) and the TrnL-F and trnK/matK genes were
amplified using primers as described in Taberlet et al. (1991) and Nyffleler et al. (2005),
respectively. The polymerase chain reaction (PCR) amplification of ITS marker was
performed with 25ul reactions containing 5ul PCR Buffer (5x), 2.5 uL MgCl,, 0.5 uL
of each primer (10 pmol/u), 1 uL dNTPs (2 mM each), 1.5-2.5 uL BSA, 1-1.5uL
DMSO, 0.2 uL Tag DNA polymerase and 1-2 uL of DNA template (no dilution). PCR
for plastids regions was performed in 25ul reactions containing 5ul PCR Buffer (5x),
2.5 uL MgCly, 0.5 uL of each primer (10 pmol/u), 0.5 uL dNTPs (2 mM each); 0.2 uL
BSA, 0.2 uL Taq DNA polymerase and 1 uL of DNA template (no dilution or 1:10).
The amplifications of the regions proceeded at 94°C for 5min, followed by 35 cycles of
94°C for 45 sec, 55°C for 1min, 72°C for 1°30 min, with a final extension at 72°C for

5min. PCR products were cleaned using AMPure beads (Agencourt Bioscience Corp.,
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Beverley, Massachusetts) and cycle sequenced (Big Dye v.3.1, Applied Biosystems
Corp., Foster City, California) following the manufacturer’s instructions. Automated
sequencing was performed at the Biotechnology Center, University of Wisconsin,
Madison. Sequences were edited and assembled in Sequencher 4.7 (Gene Codes Corp.,
Ann Arbor, Michigan). Plastid DNA was aligned manually in MacClade 4.08
(Maddison & Maddison 2005). ITS sequences were aligned initially with Clustal W
(Thompson et al. 1994) through the Cipres Portal (Miller et al. 2009), with subsequent
manual adjustment in MEGA4.0 (Tamura et al. 2007).

ITS sequences were analyzed with MFold (Zuker 2003) to estimate their
thermodynamic stability (folding energy) and consequently to identify possible non-
functional paralogs (pseudogenes). MFold predicts nucleic acid folding and
hybridization by free energy minimization using empirically derived thermodynamic

parameters (Zuker 2003).

Phylogenetic analyses- Maximum parsimony (MP) analyses were performed in
PAUP* 4.0b10. MP heuristic searches used 10,000 random taxon addition replicates
(holding 20 tree at each step) and TBR branch swapping. All characters were equally
weighted, and gaps were treated as missing data. To estimate clade support, we obtained
bootstrap percentages (BS) for each clade using 1,000 replicates with simple taxon
addition (holding 20 tree at each step) and TBR branch swapping.

Bayesian phylogenetic analyses were implemented with MrBayes v.3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). Three independent MCMC runs were conducted, each
one composed of four linked chains that ran for 3,000,000 generations with sampling
every 1,000 generations. The burn-in period was estimated by visual examination of a

likelihood-by-generation plot. After discarding the trees from the burn-in period, a 50%
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majority rule consensus tree was constructed from the remaining trees and the three
posterior distributions were pooled to obtain the best estimates of clade posterior
probabilities (PP).

Incongruence was estimated with incongruence length (ILD) tests (Farris et al.
1994), implemented in PAUP*4.0b10 (Swofford 2002). The ILD test was conducted
using the parsimony optimality criterion, using 100 to 1,000 partition homogeneity
replicates, simple taxon addition, tree bisection- reconnection (TBR) and holding one

tree at each step. In some tests MAXTREES was set to 100 to speed up analysis.

RESULTS

It was not possible to obtain satisfactory ITS sequences from E. gracilipes, E.
pentaphylla, E. roseorum, E. ruizii, and Pachira (Rhodognaphalopsis) minor. Likewise,
our data matrix lacked trnL-F sequences from P. (Rhodognaphalopsis) brevipes and
matK sequences from E. obcordata and E. squamigera. These DNA’s were obtained
from older herbarium collections and presumably degraded. Nonetheless, these
exemplars were included in the combined analysis with the missing portions coded as
such.

ITS sequences from Eriotheca crassa, E. discolor, E. squamigera and P.
(Bombacopsis) quinata were identified as pseudogenes. Considering the range of
folding energies obtained from all ITS sequences, from -105,21 (E. squamigera) to -
174,75 (E. pubescens), were considered pseudogenes sequences with folding energies
from -156.83 to -105.21, because they are much less stable than the other sequences.

Thereby, the paralogs sequences were excluded from the analyses.
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Phylogenetic Analyses of Individual Data Sets- The ITS data set had an aligned
length of 808, with 332 informative characters. Parsimony analyses retained 20 trees
with length 1711, CI=0.4880 and RI=0.6458 (not shown). The matK and trnL-F data
sets had aligned lengths of 2701 and 1375, with 187 and 96 informative, respectively.
MP analyses retained 80 trees with length 732, C1=0.7923 and R1=0.7419 for matK data
set and retained 60 trees with length 362, Cl= 0.8343 and R1=0.7872 for trnL-F data set
(not shown).

The three Bayesian MCMC runs for each data set resulted in a set of 9,003 trees.
Comparison among the independent runs showed that all had mixed adequately.
Stability was reached by approximately 50 000 generations (5000 retained trees). The
approximation of the single-gene posterior distributions represented by the post-burnin
trees was summarized using a 50% majority-rule consensus tree (Figs 1-3).

All three genes supported a major monophyletic bombacoid clade. The deep
relationships within this clade were unresolved for the plastid genes, but ITS supported
the existence of a Bernoullia-Gyranthera-Huberodendron clade as sister to a core
Bombacoideae clade, which contains all the palmately-counpound-leaved species, and
just one simple-leaved taxon, Cavanillesia. This topology is consistent with patterns of
staminal evolution (von Balthazar et al. 2006).

Within core Bombacoideae, both ITS and trnL-F support a clade that includes
Ceiba s.I. (Ceiba and Neobuchia), Spirotheca, and all of Bombax s.l. except
Rhodognaphalon (i.e., Bombax, Eriotheca, Pachira s.l., and Pseudobombax). The
position of Rhodognaphalon varies between these genes. ITS supports Rhodognaphalon
being in or sister to the aforementioned Ceiba s.I. - Bombax s.I clade. TrnL-F, in
contrast, places this taxon deeper in the tree, with Adansonia as sister to the Ceiba s.1. -

Bombax s.I clade.
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All individual analyses showed that Eriotheca forms a moderately to strongly
supported clade with all species of Pachira except Pachira quinata. Resolution within
the Pachira/Eriotheca clade varied among the genes and was generally weakly
supported. The matK data supported a monophyletic Eriotheca (PP = 0.98, BS= 52%)
sister to Pachira clade, with no support (Fig. 3).

Both Pseudobombax and Ceiba s.l. consistently emerged as monophyletic
groups that were found sister to one another on both the trnL-F and ITS phylogenies.
The relationships among Bombax s.s., Spirotheca, the Pachira-Eriotheca clade and

Pseudobombax-Ceiba s.I. clade varied greatly among the three data sets (Figs. 1-3)

Evaluation of Discordance Between the Data Sets- An ILD test found
marginally significant heterogeneity between the two plastid regions, matK and trnL-F
(p = 0.04-0.06). Exploration of possible sources of incongruence were conducted by
selectively deleting taxa and rerunning the ILD test. The ILD test showed the existence
of significant conflict between ITS and plastid regions (p =0.013). This result is not due
just to the placement of Ochroma, Patinoa and Septotheca since the ILD test is

significant when these taxa are deleted (p=0.003).

Combined Phylogenetic Analyses- The combined data set has an aligned length
of 4884, with 617 informative characters. Parsimony analyses retained 140 trees with
length=2854, C1=0.6030 and RI=0.6609 (not shown). The Bayesian MCMC runs data
set resulted in sets of 9.003 trees. Comparison among the independent runs showed that
all had mixed adequately. Stability was reached by approximately 50 000 generations

(5000 retained trees). The approximation of the combined posterior distribution
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represented by the post-burn-in trees was summarized using a 50% majority-rule
consensus tree (Fig. 4).

The combined analysis most closely resembles the ITS phylogeny, but contains
elements of all three genes’ topologies and has higher measures of support for many
clade. For example, the Eriotheca-Pachira clade is well-supported (PP=1.00, BS=99%),
confirming the individual analyses. Likewise, the monophyly of Pseudobombax
(PP=1.00, BS=100%) and Ceiba s.l. (PP=1.0, BS=79%) and their sister-group
relationship (PP=0.95, BS=50%) was confirmed in the combined analysis.

The core bombacoid clade found by Baum et al. (2004) is supported (PP= 1.00,
BS= 100%). The only taxon in this clade that has palmately-lobed, simple leaves is
Cavanillesia. Examination of the posterior distribution did not yield any trees in which
Cavanillesia is sister to the rest of the core Bombacoideae, which would be needed to
invoke a single, unreversed origin of palmately compound leaves. Furthermore, a
Templeton test comparing the most-parsimonious tree with the optimal tree found under
the constraint of a palmately compound clade (all core bombacoideae except
Cavanillesia) was significant (P>0.006). This shows that these data are explained
significantly better on trees that require homoplasy in leaf evolution, relative to trees
that allow for a single, unreversed origin of compound leaves.

An unexpected result of our analyses was the paraphyly of Eriotheca. The
combined analyses suggested that Pachira s.l. is embedded within an Eriotheca grade.
This result is largely due to the ITS partition, which strongly contradicts Eriotheca
monophyly by virtue of a small clade, E. longipedicellata and E. longitubulosa, being
sister to a larger clade that include Pachira s.l. and the remainder of Eriotheca (PP =
1.00, BS= 96%). On the other hand, matK supports Eriotheca monophyly (PP= 0.98,

BS=<50%), which may explain while the combined analysis does not provide
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overwhelming support for Eriotheca paraphyly: the branches contradicting monophyly
have bootstraps scores of 78% or less. The shortest tree for the combined data under the
constraint of Eriotheca monophyly is nine steps longer than the overall optimal tree.

This cost is not judged significant using a Templeton test (P = 0.20).

DISCUSSION

Phylogenetic Relationships and Character Evolution- We consider the
combined analysis to be the best estimate of the evolutionary relationships in
Bombacoideae (Fig. 4), and will use this as a basis for further discussion. The overall
relationships are similar to those reported by Baum et al. (2004) based on ndhF and
matK. In the present study, we confirmed the monophyly of core Bombacoideae
(PP=1.00, BS=100%). This group is characterized by compound leaves (1-9-foliolates;
Fig. 5: AE,H,J), except for Cavanillesia, which has simple leaves. Given this tree,
equally-weighted parsimony would imply one origin of compound leaves and a reversal
to simple leaves in Cavanillesia.

The placement of Ochroma and Patinoa regarding Bombacoideae was discussed
by Alverson et al. (1999), Baum et al. (2004) and Nyffeler et al (2005). In our analysis,
both genera emerged in Malvoideae (Figs. 1, 4), differing from the results obtained by
Baum et al. (2004), where the genera fell as a sister-group to Malvatheca
(Bombacoideae and Malvoideae). Our combined analysis did, however, agree with
Baum et al. (2004) in placing Septotheca as sister to core Bombacoideae. However, in
both studies, the resolution of Ochroma, Patinoa, and Septotheca is uncertain.
Phylogenetic resolution is likely to depend upon the development of more informative

nuclear markers.
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The use of rapidly evolving genes and the inclusion of Neobuchia, Bernoullia,
Cavanillesia, Rhodognaphalon, Spirotheca, Pseudobombax and Eriotheca, for the first
time, allows our study to clarify the phylogenetic relationships among these genera, and
other taxa of core Bombacoideae.

In the combined phylogeny, as well as in ITS, we can distinguish three major
clades (Fig. 4). Clade 1, sister to the remainder of core Bombacoideae and composed of
by Huberodendron, Gyranthera and Bernoullia, was strongly supported (PP=1.00, BS=
98%). All the exemplars of clade 1 present indehiscent fruits (Fig. 5: K) and staminal
filaments totally fused into a tube, with the sessile, polythecate anthers positioned near
the apex of the staminal tube (von Balthazar et al. 2006). Indehiscent fruits are also
present in Adansonia, Cavanillesia and Scleronema (clade 2), suggesting that
loculicidal dehiscence might be a synapomorphy of clade 3. The sessile stamens found
in clade 1 resemble those found in the outgroups, Ochroma, Patinoa, Septotheca, and
Matisia, whereas clades 2-3 generally have stalked, monothecate units that extend from
the staminal tube either individually or in phalanges (Fig. 5: B, F). Von Balthazar et al.
(2006) hypothesized that the origin of stalked, monothecate anthers might have been
driven by a transition from mammal to insect pollination. The exception to this pattern
is Ceiba s.l. (including Neobuchia), which appears to have reverted to sessile anthers, as
illustrated by Ceiba speciosa (Fig. 5: O).

Clade 2, including Adansonia, Catostemma, Cavanillesia and Scleronema has
only moderate support (PP=1.00; BS=65%). Clade 2 is resolved as sister to clade 3, but
this result is weak, as judged by bootstrap analysis (PP=1.00, BS=< 50%). A
relationship between Scleronema and Catostemma has been previously noted (e.g.,
Alverson et al. 1999), and an affinity between these two and Cavanillesia is implied by

certain taxonomic schemes. However a close relationship between these three

46



neotropical genera and the paleotropical genus Adansonia has not previously been
hypothesized. Adansonia, Cavanillesia and Scleronema share an indehiscent fruit, but
this is probably a plesiomorphic trait. Additionally, all taxa have a predominantely
campanulate and 5-lobed calyx, which contrasts with taxa in clade 3, which usually
have a truncate to 5-apiculate, cupulate to tubular calyx. However, a campanulate calyx
iIs also likely to be plesiomorphic and is hard to compare across Clade 2 because of the
great differences in flower size between Scleronema/Catostemma (typical less than
1.5cm) and Adansonia (10-30cm). Further work is needed to confirm the reality of clade
2 and to identify possible synapomorphies.

Clade 3, comprising Rhodognaphalon, Spirotheca, Bombax, Pachira-Eriotheca,
Pseudobombax, Ceiba and Neobuchia, is characterized by stalked, monothecate
staminal units, like clade 2 (except for Ceiba speciosa, which has sessile staminal
units). Clade three is characterized by dehiscent fruit (Fig. 5: C, L) and kapok: long
hairs derived from the fruit wall that envelop the seeds, unlike cotton fibers, which
derive from the seed coat (Marzinec & Mourdo 2003).

The African genus Rhodognaphalon is resolved as sister to the rest of clade 3
(PP=0.91; BS<50%). This genus is characterized by porate or pororate polllen grains
with a spinulose sexine (Robyns 1971, Nilsson and Robyns, 1986), whereas other
members of Bombax s.l. have colpate to colporate pollen with a reticulate sexine.
However, pollen traits cannot easily be mapped onto the broader Bombacoid
relationships. Somewhat tringular, colpate/colporate pollen, such as that found in
Bombax s.l., is also found in Bernoullia, Cavanillesia, and Catostemma (Robyns and
Nilsson, 1989). Whereas more spherical porate pollen types resembling
Rhodognaphalon also occur in Adansonia, Gyranthera, and Huberodendron, making it

difficult to account for pollen evolution without invoking homoplasy.
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The neotropical genera Ceiba, Pseudobombax and Neobuchia comprise clade
3A (PP=0.95, BS=50%), with Pseudobombax and Ceiba each supported as
monophyletic, and placed as Neobuchia sister to Ceiba. The monophyly of
Pseudobombax was found by Carvalho-Sobrinho (2006) based on morphological data,
and is supported by a synapomorphy of inarticulate leaflets and dilated and disciforms
petioles (Fig. 5: E). The placement of Neobuchia with Ceiba in all analyses is plausible.
Both genera are the only members of clade 3 to share crenate to serrate folioles and to
have staminal filaments partially united into a tube with just 5 free or sessile stamens
(Fig. 5: P). However, the reduction to five stamens is also seen in Spirotheca (Fig. 5: R).
The relationship between Ceiba/Neobuchia and Pseudobombax has not previously been
proposed, and we can identify no potential synapomorphies.

Clade 3B represents three heterogeneous elements: Bombax, Spirotheca and
Pachira quinata (Jacg.) W.S. Alverson. These three taxa share spiny trunks, but this
trait also occurs in Clade 3A, and in some members of clade 2 (e.g., Cavanillesia and,
rarely, in Adansonia). Spirotheca and P. quinata are both neotropical and have a
persistent calyx (the norm in Bombacoideae) and dotted seeds. The paleotropical genus
Bombax, has a caducuous calyx (which apparently evolved independently within
Adansonia sect. Longitubae; Baum, 1995) and unmarked seeds.

The position of Pachira quinata (Jacg.) W.S. Alverson in clade 3B validates
recognition of this taxon as Bombacopsis quinata (Jacq.) Dugand, a suggested by
Robyns (1963). Beyond the dotted seeds, this species has an aculeate trunk and
branches, characters absent in Pachira s.l. Based on this last character, Robyns (1963)
created Bombacopsis subg. Aculeatae to accommodate Bombacopsis quinata.

The neotropical Pachira clade (PP=1.00, BS=92%) comprises Eriotheca and all

members of Pachira s.l. except P. quinata. This grouping is supported in most analyses

48



and is consistent with a probable synapomorphy: the presence of striations on the seeds
(Fig. 5: D, M). Although the seed coat has not generally been utilized, it appears to
show useful variation within Bombacoideae. Duarte (2006) and Duarte et al. (2007)
showed that the seeds are verrucose in Ceiba, maculate in Pseudobombax, dotted in
Spirotheca, and striate in Eriotheca and Pachira (Fig. 5: G, Q, S), whereas other genera
(Bombax, Gyranthera, Cavanilesia, Huberodendron, Catostema, Scleronema,
Adansonia, Septotheca and Bernoullia) have unmarked seeds.

Our sampling of Pachira s.l., while perhaps less deep than is ideal includes
representatives of all three segregate genera recognized by Robyns (1963), namely
Pachira s.s. (P. aquatica and P. insignis), Bombacopsis (P. glabra), and
Rhodognaphalopsis (P. flaviflora, P. minor and P. brevipes) (Figs. 1-4). While
resolution is weak, neither segregate genus with more than one accession appeared to be
monophyletic. Our results, thus, tend to corroborate the proposed synonymy of these
three genera in Pachira s.I. (Alverson 1994; Alverson & Steyermark 1997; Fernandez-
Alonso 1998, 2003). Furthermore, Pachira s.l. appears to be monophyletic in the
combined and matK analyses.

An unexpected result of our research was the paraphyly of Eriotheca. The ITS,
trnL-F and combined analyses all suggested that Pachira s.l. is embedded within an
Eriotheca grade. On the other hand matK supports Eriotheca monophyly and the
combined data are not sufficient to rule out Eriotheca monophyly, as judged in a
parsimony framework, using a Templeton test. Thus, while paraphyly of Eriotheca is
the best-supported hypothesis based on the available data, it would be premature to sink
Eriotheca in Pachira on this basis alone.

Robyns (1963) distinguished Pachira s.l. and Eriotheca based on the size of

flowers, numbers of stamens and number of androecial whorls: Eriotheca with small
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flowers, 18-170 stamens and one androecial whorl and Pachira with large flowers, 90-
1,000 stamens and two androecial whorls.

There is no significance difference regarding the size of flowers and the number
of stamens overlap in both genera (Duarte & Esteves 2010, in prep.). According to
Janka et al. (2008), the androecium in Pachira and Eriotheca is composed of two
androecial whorls, but in Eriotheca both androecial whorls merge during the
androecium development, becoming apparent only one whorl. Therefore, the application
of these characters to separate Eriotheca of Pachira in Robyns’s classification (1963) is
not appropriate.

In general, the relationships among the exemplars within the Eriotheca grade
corroborate the groups proposed by Robyns (1963) based on the morphology of the
staminal tube. The E. roseorum-E. ruizii clade, sister-group to the Pachira s.l. clade, is
weakly supported and apparently lacks morphologically synapomorphies. However, the
relationships within this clade correlate with differences in androecium morphology. E.
roseorum (Fig. 6: A) has 20-25 stamens and an obconical staminal tube with a
constriction in the basal portion, a pattern only found in Eriotheca. E. squamigera, in
contrast, has 100 stamens and a staminal tube that has an apical portion extended and
thickened at the point of origination of the free filaments (Fig. 6: B). The subclade
comprising E. discolor and E. ruizii is composed of species with a similar androecium
form, with 100 stamens and a small staminal tube with an 5-lobed apical portion (Fig. 6:
C). Both species are also deciduous trees that inhabit dry forests in high altitudes in
Ecuador and Peru.

A clade comprising E. longipedicellata and E. longitubulosa is strongly
supported by molecular data and by their androecium morphology. Both species have

only 20 to 60 stamens and have a cylindrical and elongated staminal tube, whose length
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is greater than the length of the free filaments (Fig. 6: D). MacFarlane et al. (2003)
reported hawkmoths as possible pollinators of E. longipedicellata and E. longitubulosa,
associating this kind of pollination to the small number of stamens and shape of flowers
(not as a brush). This morphology resembles Adansonia perrieri, another hawkmoth-
pollinated bombacoid (Baum, 1995).

The Eriotheca surinamensis clade can be distinguished from its probable sister-
group, Pachira s.I. by many characters. The E. surinamensis clade produces oblong to
obovoid flower buds, flowers reaching only 6.5cm, and an androecium with free
filaments emerging from the apex of the staminal tube (Fig. 6: E) although this
character is present in Eriotheca sp. and Eriotheca discolor clades. The Pachira s.l.
clade has linear flower buds, flowers with 7-35cm in length., and an androecium with
two rings of stamens, the outer ones clustered into phalanges (Fig. 6: F). Additionally,
members of the Eriotheca surinamensis clade are distributed predominantly in Brazil
(including the Amazonian forests, central Cerrado, and northeast and southeast Atlantic
forest), while the species Pachira s.l. are concentrated in the forests of northern South
America, except P. glabra, which has a cosmopolitan distribution. Further work is
needed to identify possible macromorphological synapomorphies within E.

surinamensis clade.

Directions for future work

The data suggest three migrations from the New to Old Worlds. Molecular
dating could be used to assess whether these might have occurred at a time when
migration via the Boreotropical route was possible.

The data suggest that fruit dehiscence might be a useful trait, but more analysis
of modes of fruit development and dehiscence are needed. Analysis of fruit and seed

characters provided several potentially valuable morphological characters for
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diagnosing the major clade. But several clades still lack clear synapomorphies so further
analysis of additional traits might be helpful. Morphological study of the scales present
in the lower surface of folioles and external surface of calyx (Duarte & Esteves 2010, in
prep.) is a trait system that might be helpful as synapomorphy.

A major focus of future work should be on testing the less expected results:
Clade 2, Clade 3B, Eriotheca paraphyly. ITS has problems so it would be better to
study new slow copy nuclear markers. With these it may be possible to fully resolve
generic relationships and use this to achieve a clearer understanding of the group’s

morphological and ecological evolution.
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Appendix 1- Taxa, Genbank accession numbers for the regions and vouchers of plant

material form which DNA was extracted for sequecing. Sequences generated in

previous studies are referenced with Genbank accession numbers. Taxa are listed

alphabetically by genus and species. (--- =sequence not obtained)

Taxa ITS trnLF matK Voucher
Abutilon theophrasti Medik this study this study this study R. Small 315 (WIS)
Adansonia digitata L. this study this study AY321168 Pac. Trop. Bot. Gard.
(Nyffeler etal.  Acc.no. 770032002,
2005) Kenya (#23)
Adansonia gregorii Muell. this study this study this study Wendel s.n. (ISC)
Adansonia grandidiieri Baill. this study this study this study Baum 345 (MO)
Adansonia za Baill. this study this study this study Baum 357 (MO)
Bernoullia flammea Oliv. this study this study this study Cochrane s.n (WIS)
Bombax buonopozense P. Beauv. this study this study AY321171 Pac. Trop. Bot. Gard.
(Nyffeleretal. Acc. No 770474001,
2005) Nigeria
Bombax ceiba L. this study this study this study Alverson s.n. (WIS)
Camptostemon schultzii Mast. this study this study AY321162 Dunlap s.n.(WIS)
(Nyffeler et al.
2005)
Catostemma fragans Benth. this study this study AY589069 Alverson 4030 (WIS)
(Baum et al.
2004)
Cavanillesia plantanifolia (Bonpl.) Kunth.  this study this study this study Fairchild Botanical
Gardens acc. no.
FG83343A
Ceiba acuminata (S. Watson) Rose this study this study this study Fairchild Botanical
Gardens acc. no. X-2-
206
Ceiba aesculifolia (Kunth.) Britten & this study this study this study Fairchild Botanical
Baker f. Gardens acc. no. 83301
Ceiba crispiflora (Kunth.) Ravenna this study this study AY321169 Pac. Trop. Gard. Acc.
(Nyffeleretal. No. 750726001
2005)

57



Appendix (continued)

Taxa ITS trnLF matK Voucher
Ceiba pentandra (L.) Gaertn. this study this study this study Alverson s.n. (WIS)
Ceiba schottii Britten & Baker f. this study this study this study Fairchild Botanical
Gardens acc. no. 83302
Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna this study this study this study Alverson s.n. (WIS)
Chiranthodendron pentadactylon Larreat.  this study this study AY321164 Wendt s.n. (WIS)
(Nyffeler et al.
2005)
Eriotheca candollleana (K. Schum.) A. this study this study this study Duarte & Siqueira 99
Robyns (CVRD, SP)
Eriotheca discolor (Kunth.) A. Robyns this study this study this study Campo 6110 (MO)
Eriotheca dolichopoda A. Robyns this study this study this study Duarte et al. 92
(CEPEC)
Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A. _ this study this study Duarte et al. 120 (SP)
Robyns
Eriotheca longipedicellata (Ducke) A. this study this study this study Duarte 93 (SP)
Robyns
Eriotheca longitubulosa A. Robyns this study this study this study Duarte & Pereira 96
(SP)
Eriotheca macrophylla (K. Schum.) A. this study this study this study Duarte 106 (SP)
Robyns
Eriotheca obcordata A. Robyns this study thisstudy Silva 107 (HUEFS)
Eriotheca parvifolia (Mart & Zucc.) Schott  this study this study this study Duarte et al. 109 (SP)
& Endl.
Eriotheca pentaphylla (Vell. emend. K. _ this study this study Duarte 75 (SP)
Schum.) A. Robyns
Eriotheca pubescens (Mart & Zucc.) this study this study this study Duarte 115 (SP)
Schott & Endl.
Eriotheca roseorum (Cuatrec.) A. Robyns this study  this study Fuentes 1167 (MO)
Eriotheca ruizii (K. Schum.) A. Robyns - this study  this study Peterson & Judziewicz
9487 (US)
Eriotheca sp. this study this study this study Duarte 89 (SP)
Eriotheca squamigera (Cuatrec.) Fern. _ this study Neill 12522 (MO)

Alonso
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Appendix (continued)

Taxa ITS trnLF matK Voucher
Eriotheca surinamensis (Uittien) A. this study this study this study Duarte 97 (SP)
Robyns
Fremontodendron californicum (Torr.) this study this study AY321165 Ex. Rancho Santa Ana
Coville (Nyffeler etal. Bot. Garden, Prop. No.
2005) 5996, Herb. No 12343
Gossypium hirsutum L. this study this study AY321158 Alverson s.n. (WIS)
(Nyffeler et al.
2005)
Gyranthera caribensis Pittier this study this study AY589071 Iltis et al. s.n. (WIS)
(Baum et al.
2004)
Huberodendron patinoi Cuatrec. this study this study AY589072 Alverson 2201(WIS)
(Baum et al.
2004)
Matisia palenquiana (A. Robyns) W.S. this study this study this study Clark & Pallir 5549
Alverson (MO)

Neobuchia paulinae Urb. this study this study Cult. Jardin Botanico,
Santo Domingo,
Dominican Republic

Ocrhoma pyramidale (Cav. ex. Lam.) Urb.  thisstudy thisstudy AY321172 Alverson s.n. (WIS)

(Nyffeler et al.
2005)
Pachira aquatica Aubl. this study thisstudy AY321170 Alverson s.n. (WIS)
(Nyffeler et al.
2005)
Pachira brevipes (A. Robyns) W.S. this study this study Paul Fine 1060
Alverson
Pachira flaviflora (Pulle) Fern. Alonso this study this study this study Paul Fine s.n.
Pachira glabra Pasq. this study this study this study Duarte 70 (SP)
Pachira insignis (Sw.) Sw. ex Savigny this study this study this study Paul Fine 1061
Pachira minor (Sims) Hemsl. o this study this study G. Davidse 4901 (MO)
Pachira quinata (Jacq.) W.S. Alverson _ this study this study Alverson & Adler 2174
(WIS)
Patinoa sphaerocarpa Cuatrec. this study this study AY589074 Alverson s.n. (WIS)
(Baum et al.
2004)
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Appendix (continued)

Taxa ITS trnLF matK Voucher
Pentaplaris doroteae L.O. Williams & this study this study AY321163 Hammel et al. 18736
Standl. (Nyffeleretal. (MO)
2005)
Pseudobombax croizatii A. Robyns this study this study this study Oldham s.n. (WIS)
Pseudobombax grandiflorum (Cav.) A. this study this study this study Fairchild Botanical
Robyns Gardens acc. no. FG-65-
35
Pseudobombax marginatum (A. St-Hil.) A.  this study this study this study R. Small s.n. (ISC)
Robyns
Rhodognaphalon schumannianum A. this study this study this study Mark W. Chase 5973 (K)
Robyns
Scleronema micranthum (Ducke) Ducke this study this study AY589070 Alverson s.n. (WIS)
(Baum et al.
2004)
Septotheca tessmannii Ulbr. this study this study AY589073 Vargas s.n. (WIS)
(Baum et al.
2004)
Spirotheca rosea (Seem.) P.E. Gibbs & this study this study this study Alverson 2185 (WIS)

W.S. Alverson
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Figure. 1: Phylogram of Bayesian analysis of ITS data. Numbers above the branches
represent posterior probability (PP) and numbers below these branches are bootstrap

values (BS).
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Figure. 2: Phylogram of Bayesian analysis of trnLF data. Numbers above the branches
represent posterior probability (PP) and numbers below these branches are bootstrap

values (BS).
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