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1. RESUMO

Myrtaceae ¢ uma das familias de angiospermas com maior niimero de espécies arboreas
na Floresta Atlantica e no Cerrado. Estes dois dominios fitogeograficos sao considerados
internacionalmente com hotspots para conservacao da biodiversidade. Em muitos estudos
floristicos sdo observadas espécies indeterminadas de Myrtaceae devido a dificuldade de
observacdo de alguns caracteres. Revisdes taxondmicas que possam identificar caracteristicas
morfologicas mais evidentes e relacionadas com grupos naturais sdo, portanto, de grande valor.
Tal abordagem ¢ especialmente necessaria para os dois géneros mais diversos e
sistematicamente complexos da familia na regido neotropical: Eugenia e Myrcia s.1. Myrcia s.1.
¢ um grupo monofilético com aproximadamente 750 espécies, € um dos maiores géneros de
angiospermas com espécies exclusivamente neotropicais. Ecologicamente Myrcia s.l. ¢
importante na base de sustentagdo dos ecossistemas na Mata Atlantica e no Cerrado servindo
de alimento para animais. O género ¢ usado como marcador da diversidade de espécies arboreas
em geral, o que permite estimativas ecologicas e de conservagdo. Myrcia s.l. ¢ também muito
diverso na Floresta Amazonica. Portanto, uma compreensao da sistematica do grupo pode ser
uma ferramenta importante para o manejo ambiental. Evidéncias morfologicas e moleculares
justificam a subdivisdo de Myrcia s.l. em nove clados coesos e um desses clados ¢ Myrcia se¢ao
Aulomyrcia, com aproximadamente 120 espécies. Um dos clados desta se¢do ¢ o clado de
Myrcia amazonica, com ca. 23 espécies, principalmente da Mata Atlantica, com algumas
espécies da Bacia Amazonica. Este projeto tem como alvo revisar a taxonomia do clado de
Myrcia amazonica e desenvolver andlises filogenéticas do grupo que incluam o maior nimero
possivel de espécies, visando contribuir para a revisdo da taxonomia da se¢ao Aulomyrcia, um

dos trés clados com mais de 100 espécies na filogenia de Myrcia s.1.

2. INTRODUCAO

2.1 Myrtaceae

Myrtaceae Juss. aparece como a familia mais rica ou uma das mais ricas em espécies
arboreas em muitos trabalhos abordando a composicao floristica da Mata Atlantica (MORI et
al., 1983; FALKENBERG & VOLTOLINI, 1995; KOEHLER et al., 2002; FALKENBERG,
2003; MARTINI et al., 2007; PEREIRA-SILVA et al., 2007; MEIRELES et al., 2008;
MARTINS-RAMOS et al., 2011; HIGUCHI et al., 2012). Segundo Oliveira-Filho & Fontes

(2000), Myrtaceae ¢ a familia mais rica em espécies arboéreas no Cerrado.



Esta familia ¢ composta por 142 géneros e mais de 5500 espécies (WILSON, 2011).
Apresenta distribui¢do pantropical com extensdes para zonas subtropicais e temperadas,
entretanto a familia ocorre predominantemente no hemisfério sul do planeta, nos continentes
que formaram a Gondwana (THORNHILL et al., 2015). No Brasil, Myrtaceae ¢ representada
por 23 géneros e 1025 espécies (FLORA DO BRASIL 2020). Algumas espécies de Myrtaceae
sdo bem conhecidas pelo seu uso humano: o cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& L.M. Perry, a pitanga Eugenia uniflora L., a goiaba Psidium guajava L., a jabuticaba Plinia
cauliflora (Mart.) O. Berg. e espécies de Eucalyptus L’Hér. como fonte de madeira e pelo valor
aromatico.

Caracteristicas importantes da familia sdo ritidoma escamante, tricomas simples com
uma ou duas células, folhas com margens inteiras e com glandulas pelacidas, ovarios semi-
inferos e inferos, geralmente estames numerosos, floema interno, pontoacdes guarnecidas no
xilema e presenca de terpenos como metabolitos secundarios (WILSON et al., 2001).

De acordo com Wilson et al. (2005), Myrtaceae ¢ constituida por duas subfamilias,
Psiloxyloideae (com dois géneros monotipicos, Psiloxylon Thouars. ex Tul. e Heteropyxis
Harv.) e Myrtoideae (com todos os outros géneros de Myrtaceae). Myrtoideae ¢ composta por
15 tribos, uma das quais, Myrteae, inclui todas as espécies de Myrtaceae com exce¢do da
espécie chilena Metrosideros stipularis (Hook. & Arn.) Hook. f. de Metrosiderecae
(MCVAUGH, 1968; LUCAS et al., 2005). Myrteaec ¢ constituida exclusivamente por
Myrtaceae de frutos carnosos, com 51 géneros e ca. 2,500 espécies (LUCAS et al., 2007,
VASCONCELOS et al., 2017), os quais foram subdivididos em trés tribos Myrtinae O.Berg,
Myrciinae O.Berg, and Eugeniinae O.Berg baseados em caracteristicas do embrido
(CANDOLLE, 1927). Estas subtribos foram inicialmente estudadas por Berg (1855, 1856a,
1856b, 1857, 1858, 1859) e muito aceitas até que analises filogenéticas baseadas em dados
moleculares mostraram que elas sdo polifiléticas (LUCAS et al., 2007, VASCONCELOS et
al.,2017).

Em varios estudos de floristica no Brasil observa-se a presenca de espécies
indeterminadas de Myrtaceae (KOEHLER et al., 2002; MARTINI et al., 2007; PEREIRA-
SILVA et al., 2007; MEIRELLES et al., 2008). As espécies da familia apresentam caracteres
dificeis de serem percebidos até que se tenha maior experiéncia e treinamento para detectar
suas diferengas, como por exemplo o formato das bractéolas, o formato dos lobos do calice, o
tipo do embrido e a presenga, tipo e local do indumento. Revisdes taxondmicas que
identifiquem caracteristicas morfoldgicas mais evidentes relacionadas a grupos naturais sao,

portanto, desejaveis para facilitar a identificacdo das espécies dessa familia por nao
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especialistas. Tal abordagem ¢é especialmente necessaria nos dois géneros mais diversos e
sistematicamente complexos da tribo Myrteae, Fugenia L. e Myrcia DC. (LUCAS et al. 2007).

Myrcia sensu lato inclui Gomidesia O. Berg, Marlierea Cambess., Calyptranthes Sw.,
junto com Myrcia s.s. (LUCAS et al., 2011; WILSON et al., 2016). Myrcia s.1. (sensu LUCAS
etal., 2011) ¢ um grupo monofilético com cerca de 750 espécies, configurando entre os maiores
géneros de angiospermas com espécies exclusivamente neotropicais (WORLD CHECKLIST
OF SELECTED PLANT FAMILIES[WCSP], 2016). Esse grupo era anteriormente conhecido
como a subtribo Myrciinae quando se exclui Myrceugenia (BERG, 1855, MCVAUGH, 1968).
Lucas & Sobral (2011), justificaram porque usar Myrcia ao invés de Calyptranthes, mesmo
este ultimo sendo mais antigo, para combinar os quatro géneros tradicionais em um género
Myrcia mais inclusivo.

As relagdes filogenéticas dentro de Myrcia s.l. foram reconstruidas por inferéncia
Bayesiana e parcimonia, de quatro regides plastidiais (psbA-trnH, trnL, trnL-F and matK), e
uma regido do ntcleo: ITS. A hipotese filogenética foi avaliada em conjunto com caracteres
morfologicos e fatores abidticos e justificaram a subdivisdo de Myrcia s.l. em nove clados
coesos (LUCAS et al., 2011), os quais estdo em vias de oficializagdo com sec¢des formais do
género (LUCAS et al., in prep.). Dentro dessa estrutura, um dos nove clados da filogenia
(“clado 9” na classificagdo de LUCAS et al., 2011) corresponde a Myrcia secao Aulomyrcia
(O. Berg) Griseb. O clado 9 ¢ o maior dentro da filogenia de Lucas et al. 2011 e inclui 23
espécies. O clado 9 contém espécies de Marlierea, de Myrcia que pertencem a Aulomyrcia

sensu Berg e outras espécies descritas mais recentemente.

2.2 Myrcia secao Aulomyrcia (O. Berg) Griseb.

Aulomyrcia foi inicialmente publicada como um género por Otto Berg (1855).
Posteriormente foi reconhecido como uma secdo de Myrcia (GRISEBACH, 1864;
KIAERSKOU, 1893; MCVAUGH, 1968) e como subgénero (NIEDENZU, 1893; LEGRAND,
1961). Myrcia se¢ao Aulomyrcia atualmente corresponde a 121 espécies originalmente
pertencentes a Myrcia, Marlierea e Calyptranthes (LUCAS et al., 2016). Morfologicamente as
espécies da secao se distingue das demais de Myrcia s.l. por apresentarem folhas geralmente
verticiladas, bracteas subflorais persistentes, inflorescéncias terminais frequentemente
assimétricas, lobos do calice (4-)5, perenes no fruto, eretos, ovario bilocular, hipanto levemente
estendido além do apice do ovario, podendo rasgar-se na antese, disco levemente convexo, com

um fino anel de estames (LUCAS et al. 2016).



Staggemeier et al. (2015) revisitaram as relagdes filogenéticas de Aulomyrcia,
amostrando 53 tdxons desta se¢do e 40 grupos externos. Destas andlises emergiram seis clados
chamados informalmente pelas letras A a G. O primeiro grupo de Aulomyrcia inclui os clados
A, B e C, constituidos por espécies da Bacia Amazonica e do Nordeste na Mata Atlantica. O
segundo grupo inclui os clados D a G, composto por espécies principalmente da Mata Atlantica.
Os clados F e G aparecem como grupos-irmaos. O clado F corresponde a aproximadamente 15
espécies, que em sua maioria ocorrem na Mata Atlantica, porém algumas sao endémicas da
Amazonia, como Myrcia speciosa (Amshoff) McVaugh (STAGGEMEIER et al. 2015; LUCAS
et al. 2016). Espécies deste grupo se caracterizam por possuirem folhas grandes, coridceas e
verticiladas, pelas longas inflorescéncias terminais, também verticiladas (LUCAS et al. 2016).
O clado G corresponde a aproximadamente oito espécies do complexo Myrcia amazonica DC.
distribuidas principalmente na Mata Atlantica (STAGGEMEIER et al. 2015, LUCAS et al.
2016), cujas caracteristicas diagnosticas sdo o indumento avermelhado turvo e os lobos do
calice internamente glabros (LUCAS et al. 2016). Os clados F e G serdo chamados daqui para
a frente de clado de Myrcia amazonica, por ser uma das espécies mais antigas e conhecidas do
grupo.

Embora ja exista o trabalho de Lucas et al. (2016), o qual é um conspecto de Myrcia
sect. Aulomyrcia, ainda ha necessidade de desenvolver trabalho monografico mais completo e
aprofundado com as espécies da secao. Como Aulomyrcia contém 121 espécies, seria dificil
dentro de um projeto de doutorado de quatro anos desenvolver uma revisao taxonOmica
aprofundada de todas as espécies da se¢do, desenvolvendo descrigdes, tipificagdes, e
sinonimizagdes necessarias € a inclusdo de espécies novas. Por este motivo o presente trabalho
se concentrara na revisao do clado de Myrcia amazonica.

No Royal Botanic Gardens — Kew (RBGK) existe um projeto de mais de 10 anos sobre
a filogenia e evolucao de Myrcia s.1. e sua relagdo com o meio ambiente. Um estudo filogenético
que inclua o maior numero possivel de espécies do clado de Myrcia amazonica visa contribuir
para o entendimento das relagdes da se¢do Aulomyrcia, um dos trés clados com mais de 100
espécies na filogenia de Myrcia s.1. (clado de Myrcia guianensis e Myrcia se¢do Myrcia, ambos

com estudos em andamento).



3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Realizar a revisdo taxondmica do clado de Myrcia amazonica de Myrcia segdo
Aulomyrcia. Realizar andlises filogenéticas deste clado incluindo espécies que ndo fizeram

parte da filogenia de Staggemeier et al. 2015.

3.2 Especificos

a) Desenvolver trabalho de campo para coletar o maior nimero de espécies possivel do
clado de Myrcia amazonica ao longo da Mata Atlantica e possivelmente na Bacia Amazdnica.
b) Como parte da revisao taxonomica do clado de Myrcia amazonica, pretendo completar
a tipificagao das espécies, descrevé-las, propor sinonimizagdes necessarias e incluir possiveis
novas espécies.

) Fazer estudo filogenético do clado de Myrcia amazonica preenchendo lacunas com
espécies ainda ndo incluidas na filogenia para entender as relagdes dentro do grupo e com outros
grupos da se¢ao Aulomyrcia e outros clados de Myrcia s.1.

d) A reconstrucdo de alguns caracteres morfoldgicos selecionados serd investigada ao

longo da arvore de melhor resolugao.

4. HIPOTESES DE TRABALHO E PREDICOES QUE SERAO TESTADAS.
Pretende-se testar a hipdtese de monofilia do clado de Myrcia amazonica. Pretende-se
circunscrever oficialmente o clado de Myrcia amazonica como uma subsecao de Myrcia segao

Aulomyrcia.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Coletas e tratamento taxonémico

Serao coletados materiais do maior numero possivel de espécies do clado de Myrcia
amazonica na Mata Atlantica e na Amazdénia. O GPS sera utilizado para registrar as
coordenadas geograficas e altitude do local de ocorréncia dos espécimes. Amostras férteis e
vegetativas serdo coletadas. O esforco de coleta serd intenso nos meses entre setembro e
fevereiro, quando as plantas apresentam material fértil em maior abundancia. Folhas, flores e

frutos serdo preservados em etanol 70% para analise morfoldgica. Fragmentos de folhas serdo
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conservados em silica-gel para as andlises moleculares. Os materiais coletados serdo
devidamente herborizados e depositados no herbario FLOR. O tratamento taxonémico devido
serd desempenhado com identificagdo dos espécimes a partir de literatura especializada
(CANDOLLE, 1828; CAMBESSEDES, 1833; BERG, 1855, 1856a, 1856b, 1857, 1858-1859;
KIAERSKOU, 1893; LANDRUM & KAWASAKI, 1997; LEGRAND, 1962a, 1962b,
LEGRAND & KLEIN, 1969, 1971a, 1971b; SOBRAL, 2003; LUCAS et al., 2016; FLORA
DO BRASIL, 2020, WORLD CHECKLIST OF SELECTED PLANT FAMILIES (WCSP),
2016). Serao produzidas descri¢des e ilustracdes, chaves de identificacdo, mapas de distribuicao
geografica e comentarios acerca da distribuicao geografica, aspectos ecoldgicos e taxondmicos
das espécies.

Serao realizados visitas e pedidos de empréstimo de materiais dos seguintes herbarios:
ALCB, BHCB, BM, C, CEPEC, F, G, HAS, HBR, HRCB, HUAM, HUEFS, ICN, INPA, K,
LE, M, MBM, MBML, MICH, MO, NY, P, PACA, R, RB, S, SP, SPF, UB, UEC, US, UPCB
e VIES, W. Os acronimos dos herbarios estio de acordo com Thiers (atualizado
continuamente). Quando as exsicatas nao puderam ser emprestadas, a andlise comparativa sera

realizada com os dados disponiveis em plataformas online dos herbarios.

5.2 Amostragem, Extracio de DNA, Amplificacdo por PCR e Sequenciamento de DNA
Espécies do clado de Myrcia amazonica nao incluidas na filogenia de Staggemeier et
al. (2015) serdo incluidas baseado-se no conspectus de Lucas et al. 2016 e em caracteres
diagnosticos apontados nesses dois estudos. Staggemeier et al. (2015) amostraram 55 espécies
da secdo Aulomyrcia, dentre as quais 13 pertencem ao clado de Myrcia amazonica. Mais de um
representante de algumas espécies poderao ser incluidos para representar sua variabilidade
morfologica e distribuigdo geografica. Nas andlises serdo incluidas algumas espécies de cada
clado de Myrcia s.l. conforme Lucas et al. (2011) e dos outros grupos da se¢do Aulomyrcia
conforme Staggemeier et al. (2015) para investigar as rela¢des filogenéticas de outros grupos
com o clado de Myrcia amazonica. Alguns tixons de Myrtaceae fora de Myrcia s.l. serdo
incluidos nas analises. Estudos de filogenética molecular no RBGK dentro desse projeto
resultaram no acesso ao DNA de c. 200 espécies de Myrcia s.l. Esses resultados encontram-se
a disposicdo para o presente estudo bem como c. 50 espécies ainda ndo sequenciadas presentes
na cole¢do de tecidos da instituicao. Seria possivel incluir nas andlises filogenéticas do clado
Myrcia amazonica outras espécies de Myrcia s.1., usando estes dados disponiveis, para situar o

grupo dentro da filogenia do género.



O DNA total de cada amostra sera extraido de aproximadamente 0.3 g de tecido da folha
seca em silica-gel, de acordo com os protocolos de Lucas et al. (2007) ou de Doyle & Doyle
(1987) adaptado. Serdo amplificadas as regides de DNA ja utilizadas no trabalho de
Staggemeier et al. (2015) e Santos et al. (2016) com os primers 1a indicados: ITS (SUN et al.,
1994) do DNA nuclear ribossomal e ndhF (BIFFIN et al., 2006), psbA-trnH (HAMILTON,
1999), trnL-trnF (TABERLET et al., 1991) e trnQ-rps16 (MURILLO-A et al. 2012) do DNA
plastidial. Os programas de amplificacdo seguirdo Santos et al. (2016). A purificacdo dos
produtos da PCR seguira Lucas et al. (2007). Reag¢des de sequenciamento serdo conduzidas
utilizando os mesmos primers da amplificagdo, e as duas fitas serdo sequenciadas para aumentar

a confiabilidade da leitura.

5.3 Analises filogenéticas

As sequéncias serdo visualizadas, editadas e agrupadas usando o programa Geneious
v.6.1.6 (DRUMMOND et al. 2013). O alinhamento das sequéncias sera realizado utilizando-se
softwares como MUSCLE v.3.6 (EDGAR, 2004) e MAFFT (KATOH et al., 2002). Modelos
de substitui¢ao de nucleotideos serdo testados usando jModelTest 2 (GUINDON & GASCUEL,
2003; DARRIBA et al., 2012). Os dados serdo analisados por inferéncia Bayesiana usando Mr.
Bayes v.3.2.2 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001; RONQUIST et al. 2012) e por Maxima
Verossimilhanga usando RAXML v.8.2.4 (STAMATAKIS, 2006), ambas analises por meio da
interface CIPRES (MILLER et al. 2010). As analises Bayesianas serdo conduzidas usando
quatro cadeias de Markov-Monte Carlo, com dez milhdes de geragdes e uma frequéncia
amostral de 1000 arvores. Os resultados da andlise bayesiana serdo examinados no Tracer v.1.6
(RAMBAUT et al. 2014) para assegurar convergéncia e suficiéncia amostral. Probabilidades
posteriores acima de 0.95 serdo consideradas significantes. A analise de Maéxima
Verossimilhanga sera realizada usando estratégia de rapid bootstrap. As categorias de suporte
de bootstrap seguirdo Chase et al. (2000). As arvores serdo visualizadas e editadas com FigTree
v.1.4.3 (RAMBAUT, 2016). Serdo conduzidas analises independentes e combinadas entre os

marcadores nucleares e plastidiais.

5.4 Reconstrucio de carateres

Serda desenvolvida a reconstru¢do de caracteres morfologicos selecionados para
entender a evolucao destes dentro do clado de Myrcia amazonica. Os carateres e estados de
carater que serdao considerados para a reconstru¢do sao aqueles usados para definir os clados de

Myrcia s.1 de Lucas et al. (2011) e aqueles da se¢dao Aulomyrcia e do clado de Myrcia amazonica
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de Staggemeier et al. (2015) e Lucas et al. (2016). Os dados morfologicos para cada espécie
serdo obtidos através da analise de espécimes coletados e espécimes das cole¢des dos herbarios.
Serao analisados no minimo cinco espécimes de cada espécie para constatar possivel variagao
do carater na espécie. Serao construidas matrizes com os carateres ¢ estados de carater para
cada espécie. Os carateres selecionados serdo otimizados na arvore resultante das analises que
tenha as relagdes mais bem resolvidas, usando Mesquite 3.2 (Maddison & Maddison, 2017),

usando algoritmos de Parcimonia e Méxima Verossimilhanca.

6. RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se divulgar a revisao taxondmica do clado de Myrcia amazonica na forma de
artigo cientifico a ser publicado possivelmente em um dos seguintes periodicos: Systematic
Botany, Phytotaxa, ou Annals of the Missouri Botanical Garden.

Possivelmente serdo encontradas espécies novas pertencentes a este clado que serdo
divulgadas por meio de artigo cientifico no periddico Phytotaxa ou Systematic Botany.

Pretende-se obter um filogenia bem resolvida do clado de Myrcia amazonica e
possivelmente circunscrever esse grupo como uma subse¢ao oficial a ser divulgada como artigo

cientifico em um dos seguintes periddicos: Taxon ou Molecular Phylogenetics and Evolution.

7. ORCAMENTO

Pretende-se desenvolver o presente projeto em parceria com o RBGK e possivelmente
desenvolver parte do projeto nesta instituicdo na forma de um doutorado sanduiche. Sendo
assim, parte do financiamento do projeto como as metodologias moleculares e algumas saidas
de campo seriam feitas com recursos do RBGK, dentro do projeto Filogenia de Myrcia s.l.
liderado pela pesquisadora Dr. Eve Lucas.

Pretende-se também buscar financiamento concorrendo a grants para estudantes de pos-
graduacao da American Society of Plant Taxonomists e International Association for Plant

Taxonomy.



7.1 Sintese dos valores

Descricao dos itens Quantidade Valor unitério Valor total
(R$) (R$)

Material de consumo e 15.000,00

Sequenciamento

Gasolina 1000L (12000 km) 3,70 3.358,00

Hospedagem ~30 (diarias) 50,00 1.690,00

Alimentagado ~30 dias (3 30,00 900,00

refeicoes)

Passagens 2000

Aéreas

TOTAL 22.948,00
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8. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES TRIMESTRAL

Ano 3
Ano 1 Agosto/2017 | Ano 2 Agosto/2018 Ano 4 Agosto/2020
Agosto/2019 a
a Julho/2018 a Julho/2019 a Julho/2021
Julho/2020
Trimestres 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 |3 |4 1 2 3 4

Disciplinas e estagios X [ X | X | X | X |X

obrigatorios

Revisao bibliografica X X [ X | X | X | X [ X |[X [ X | X | X |X | X | X |X |X

Coletas de novos X X X X X X

espécimes

Revisdo de materiais de | X X X X X X X X X | X

herbarios

Revisdo Taxondmica X X X X X X X X X | X | X | X

Analises moleculares e X X X | X | X | X

filogenéticas

Reconstrugdo de X | X | X | X | X

carateres

Exame de qualificagdo X

Preparagao de X |X | X |X

manuscritos

Entrega e defesa da tese X
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