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RESUMO

O género Myrcia € um dos maiores géneros da familia Myrtaceae, amplamente
distribuido pelo Brasil e outros paises da América do Sul e Central. Sao arvores
ou arbustos distintos das outras mirtdceas principalmente pela inflorescéncia
paniculada e calice aberto no botéo floral. A ultima revisdo do género foi feita
ha 52 anos, e hoje, com um consideravel incremento no numero de espécies,
Myrcia apresenta alguns complexos de espécies mal delimitados, necessitando
de estudos mais detalhados de sua morfologia, aliados a dados moleculares.
Um destes complexos é o que inclui M. laruotteana, M. selloi, M. lajeana e M.
tomentosa. Estas espécies apresentam caracteristicas morfolégicas com
consideravel variabilidade, fazendo com que suas identificacdes se tornem
dificeis. Além disso, em alguns casos, elas ocorrem em simpatria, sugerindo a
ocorréncia de fluxo génico entre as espécies. Dessa forma, o objetivo deste
projeto é fazer a revisdo taxonémica do complexo, juntamente com estudos de
genética de populagdes, a fim de tentar esclarecer as delimitagdes entre os
taxons. A revisao taxonOmica sera realizada a partir da analise morfologica de
exsicatas e de material coletado em campo. Os estudos biossistematicos serao
realizados com o marcador molecular ISSR, para estimar a diversidade
genética das populagdes trabalhadas. Com a unido dos dados morfologicos e
moleculares, sera proposta uma classificagdo para o complexo, incluindo chave
de identificagao, breves descrigdes, e ilustragdes.

1. INTRODUGAO

Myrtaceae é uma familia claramente monofilética, que apresenta o maior
nuamero de espécie da ordem Myrtales (Judd et al. 2009). Conta com
aproximadamente 132 géneros e mais de 5600 espécies (Govaerts et al. 2008),
sendo a quarta maior familia no Brasil (Giulietti et al. 2005). A familia teve
provavel origem na Gondwana (Wilson et al. 2001; Systma et al. 2004), e
atualmente ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo, tendo a Australia, Sudeste da Asia e América do Sul como centros de
diversidade (Wilson et al. 2001).

Tradicionalmente, a familia era divida em duas subfamilias, de acordo
principalmente com a morfologia do fruto: Leptospermoideae apresentava

frutos secos e folhas alternas ou opostas, enquanto Myrtoideae apresentava



frutos carnosos e folhas sempre opostas (Legrand & Klein 1978). A primeira
tinha como centro de disperséo a Oceania enquanto a segunda era distribuida
principalmente na América do Sul (Barroso et al. 1991; Legrand & Klein 1978;
Sobral 2003).

Apds estudos moleculares (Wilson 2001, 2005), a familia foi
reorganizada, ja que os dados mostraram o ndo monofiletismo das subfamilias.
Desde entdo, Myrtaceae tem sido dividida nas subfamilias Psiloxyloideae,
caracterizada principalmente pelas flores unissexuadas e numero
cromossOdmico basico n=12, e Myrtoideae, com flores bissexuadas e numero
cromossémico basico n=11. A primeira inclui dois géneros ocorrentes na Africa
(Psiloxylon Thouars ex Tul. e Heteropyxis Harv.), enquanto que a segunda é
representada por todas as outras Myrtaceae conhecidas.

A subfamilia Myrtoideae é composta por 15 tribos, sendo que a mais rica
€ Myrteae (Wilson 2005; Lucas 2007), distribuida em regides tropicais,
subtropicais e maritimas. Myrteae compreende todas as mirtaceas americanas,
com excegado do género andino Tepualia Griseb. (Landrum 1986; Landrum &
Kawasaki 1997).

Antes dos trabalhos de Lucas et al. (2005, 2007), Myrteae era dividida
em trés subtribos caracterizadas principalmente pela morfologia do embrido:
Myrtinae com hipocétilo desenvolvido e cotilédones pequenos ou vestigiais;
Eugeniinae com hipocotilo vestigial ou ausente e cotilédones carnosos; e
Myrciinae com hipocétilo desenvolvido e cotilédones foliaceos (McVaugh 1968).
Atualmente, dados moleculares mostram que Eugeniinae e Myrtinae ndo sao

monofiléticos (Lucas et al. 2007), e os autores propdéem uma classificagdo



baseada em grupos informais de espécies em torno dos géneros Plinia L.,
Myrcia DC., Myrceugenia O.Berg, Myrteola O.Berg, Pimenta Lindl. e Eugenia L.

A antiga subtribo Myrciinae era composta pelos géneros Myrcia DC.,
Gomidesia Berg., Marlierea Cambess., Calyptranthes Sw. e Myrceugenia Berg.
Segundo Lucas et al. (2005, 2007), Myrceugenia nao deve permanecer no
grupo, entdo apenas Myrcia, Gomidesia, Marlierea e Calyptranthes formam o
grupo que representa Myrciinae s.s. Recentemente Proenca et al. (2006)
descreveram o género Algrizea Proenga & NicLugh, posicionando-o em
Myrciinae.

O género Myrcia foi descrito por De Candolle (1826), totalizando 108
espécies. Ao final do tratamento de Cabessédes (1829), o total de espécies do
género aumentou para 152. Berg (1857-1859) reconheceu géneros que hoje
sdo sinbnimos de Mpyrcia: Aulomyrcia O.Berg, Calyptromyrcia 0O.Berg,
Calycampe O.Berg e Gomidesia O.Berg. Grisebach (1861) e Niedenzu (1893)
propuseram Aulomyrcia como se¢ao e subgénero de Myrcia, respectivamente.
McVaugh (1968) dividiu Myrcia em trés segbes: Myrcia, Aulomyrcia e
Armeriela. Os estudos de Lucas et al. (2005), mostram Armeriela como um
grupo nao natural e é reconhecido juntamente com a se¢ao Aulomyrcia.

Bentham (1868) e Kiaerskou (1893) foram os primeiros autores a propor
Gomidesia como sindbnimo de Myrcia, ja que os géneros sao separados apenas
pela morfologia da antera. Entretanto, Legrand (1958) revalidou o género, e foi
seguido por McVaugh (1968). Landrum & Kawasaki (1997) e Sobral (2003)
aceitam Gomidesia como sinbnimo de Myrcia. Atualmente, estudos
moleculares e filogenéticos (Lucas et al. 2007) mostraram que Gomidesia esta

inserido no grupo informal de Myrcia, compondo um grupo monofilético bem



resolvido. Dessa forma, autores (Govaerts et al. 2008, Sobral et al. 2010) tém
proposto a reunificagdo de Gomidesia e Myrcia, deixando o género com trés
secodes: Myrcia, Aulomyrcia e Gomidesia.

Myrcia apresenta cerca de 360 espécies (Govaerts et al. 2008) e ocorre
desde o México e Caribe até o norte da Argentina (Landrum & Kawasaki 1997).
Sao arvores ou arbustos, com tricomas simples ou dibraquiados. Geralmente
apresentam inflorescéncias paniculadas, flores 5-meras, e calice aberto no
botao floral. O hipanto pode ser prolongado ou nao acima do ovario. O ovario é
2-4-locular, cada léculo com 2 évulos e placentagéo axilar. O fruto € globoso,
coroado pelos lobos do calice, encerrando 1-2 sementes com testa
membranacea ou crustacea. O embrido € do tipo mircidéide (Landrum &
Kawasaki 1997; Legrand & Klein 1969).

Apds o trabalho de Berg (1857-1859), n&o foi realizada nenhuma revisao
do género. Trabalhos taxondmicos recentes (De-Carvalho 2007; Legrand &
Klein 1969; Nic Lughadha 1995; Mazine & Souza 2008; McVaugh 1958; Morais
& Lombardi 2006; Soares-Silva 2000; Sobral 2003; Souza 2007) incluem
tratamentos do género apenas em pequenas escalas geograficas. Um
complexo de espécies mal delimitadas é constituido por Myrcia laruotteana
Cambess. — M. selloi (Spreng.) N.Silveira — M. lajeana D.Legrand — M.
tomentosa (Aubl.) DC., aqui denominado de complexo M. laruotteana.

Segundo Sobral et al. (2010), M. laruotteana ocorre de Santa Catarina
ao Maranhao, M. tomentosa tem distribuicdo desde o Parana até o Amazonas
e Paraiba, e M. lajeana e M. selloi ocorrem do Rio Grande do Sul ao Parana.

Fora do Brasil, M. laruotteana ainda ocorre na Argentina e Paraguai (Legrand &



Klein 1969), M. selloi na Argentina (Rotman 1969) e M. tomentosa desde o
Panama até o Brasil (Kawasaki 1989).

Segundo Legrand & Klein (1969), M. laruotteana, M. lajeana e M. selloi
(como M. ramulosa) séo distintas principalmente pela morfologia e tamanho
das folhas, pubescéncia geral da planta e persisténcia do tubo do hipanto no
fruto. Neste mesmo trabalho, os autores destacaram diversas vezes a
dificuldade de separar essas trés espécies, chegando a citar a presenca de
provaveis hibridos com caracteristicas bem intermediarias. Myrcia tomentosa é
incluida neste complexo porque, em alguns casos, ela se aproxima muito
morfologicamente de algumas formas de M. laruotteana (M. Sobral, com.
pessoal). Os caracteres usados na distingao das espécies apresentam grande
variabilidade, especialmente em areas de simpatria, sugerindo ocorréncia de
fluxo génico entre estes taxons. Dessa forma é de fundamental importancia um
estudo detalhado, tanto morfolégico quanto molecular, para ajudar na

delimitagao clara entre este complexo de espécies.

2. OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivos gerais a revisdo taxonémica das
espécies do complexo M. Jlaruotteana, juntamente com estudos
biossistematicos utilizando marcador ISSR, a fim de esclarecer a delimitagao
entre as espécies.

Os objetivos especificos sao: revisar morfologicamente as espécies M.
laruotteana, M. selloi, M. lajeana e M. tomentosa; estimar a diversidade

genética de populagdes com um marcador molecular altamente variavel (ISSR)



no complexo M. laruotteana para auxiliar da delimitagcdo dos taxons nos niveis

especifico e infraespecifico.

3. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

MAR/ | JUN/ | SET/ | DEZ/ | MAR/ | JUN/ | SET/ | DEZ/
MAI AGO | NOV | FEV MAI | AGO | NOV | FEV
Créditos X X X X
Revisao bibliografica X X X X X X X
Coletas e observacgdes X X X X X X X
de campo
Levantamento e
andlise de caracteres X X X X X X
moleculares
Visita a herbarios X X X X X
Revisao tax9qom|ca X X X X X X
das espécies
Analise e
interpretacao dos X X X
resultados
Rgdagao ga X X
dissertacéo
Defesa da dissertagao X

4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRAGEM

Serao amostradas cerca de dez populagdes por espécie, sempre dando

prioridade aquelas populagdes que apresentem maior variagdo geografica,

ambiental e altitudinal, com 15-20 individuos por populagao.

Todos os individuos serdo coletados e herborizados segundo os

procedimentos citados em Vaz et al. (1992) e depositados no herbario do

Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana (UPCB,

acronimo segundo The New York Botanical Garden 2011). As duplicatas seréao

enviadas para os principais herbarios brasileiros.




De cada individuo também seréo coletadas amostras foliares, que serao

devidamente acondicionadas em silica-gel, para posterior extracado do DNA.

4.2, ESTUDOS BIOSSISTEMATICOS

Os estudos biossistematicos serdo realizados no Laboratério de
Filogenia e Genética da Conservacdo de Plantas, do departamento de
Botanica, Universidade Federal do Parana.
4.2.1. Extracdo de DNA

O DNA total do material coletado sera extraido seguindo protocolo de
Doyle & Doyle (1987).
4.2.2. Reagoes de PCR e eletroforese

Serao testados diferentes primers de marcadores dominantes altamente
variaveis ISSR (Intersimple sequence repeats), para investigar a variabilidade e
a estrutura genética das populagdes. As reagdes de PCR e eletroforese seréo
feitas conforme Brand&o (2008). Os géis serao fotodocumentados em aparelho
apropriado para futura analise de bandas.
4.2.3. Analises do marcador ISSR

Os perfis eletroforéticos obtidos nas amplificagdbes com primers ISSR
serado codificados como presenga (1) ou auséncia (0) de uma banda e uma
matriz de fenétipos de ISSR sera construida. Bandas com fraca intensidade ou
baixa definicdo serdo descartadas da analise. Os marcadores obtidos serdo
analisados com auxilio do programa GENES (Cruz 2001), para estimativa da
similaridade genética entre as populagdes.

A partir da matriz de fendtipos ISSR, sera construida uma matriz de

distancias euclidianas quadradas e realizada a analise de varidncia molecular



(AMOVA), com auxilio do programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 1992). A
AMOVA sera utilizada para descrever a estrutura genética e a variabilidade
entre as populacgoes.

A construgdo do dendograma sera feita com auxilio do programa NTSYS
2.11 (Rohlf 2000), usando o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method

with Arithmetic Averages).

4.3. REVISAO TAXONOMICA

Esta parte do trabalho sera realizada no Laboratério de Sistematica de
Fanerégamas, departamento de Botéanica, Universidade Federal do Parana.

Para os estudos taxénomicos serao procedidas coletas de material
botanico, visitas a herbarios que apresentem colegbes importantes do grupo,
empréstimo de materiais, incluindo tipos e colecbes historicas, e consulta a
bibliografia. Nas exsicatas selecionadas, serdo observados e anotados em
tabela os caracteres mais relevantes em relacdo a ramos, folhas, flores, frutos
e botdes, para futura descricdo das espécies e elaboracdo da chave de

identificacdo. As ilustracdes serao efetuadas com auxilio de camera clara.

4.4. ANALISE DOS RESULTADOS

A partir da comparagao dos dados moleculares e morfolégicos obtidos,
sera proposta uma classificagdo para o complexo de espécies, incluindo
chaves de identificacdo, breves diagnoses e ilustracbes dos taxons

reconhecidos.
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