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CERTEZA

Descrigao do que é a certeza

a luz das nossas atitudes,

no dia-a-dia do nosso comportamento,
nas sutilezas da nossa existéncia.

Se plantas ventos fortes, maldade,
com certeza colheras infortunios, tempestade.
contudo, porém, se plantas amor, bondade,

com certeza colheras paz, felicidade...

Haroldo
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RESUMO

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg apresenta ampla distribuigdo latitudinal na
Ameérica do Sul, principalmente em territdrio brasileiro, e ocorre tanto em Cerrado
guanto em Floresta Atlantica. O objetivo desta tese foi estudar esta espécie
levantando dados sobre variacdes na morfologia foliar em diferentes biomas,
variacdo genética de diferentes populacdes em escala regional utilizando quatro
marcadores genéticos (psbA-trnH, matK, ETS e ITS) e aspectos locais de estrutura
populacional e dindmica populacional da espécie em dreas de cerrado sentido
restrito (preservados do fogo e perturbadas com fogo frequente) no Planalto
Central. A espécie apresentou alta plasticidade foliar evidenciada pelas analises
morfomeétricas. A variagdo morfoldgica das folhas mostrou consistente relagdo com
biomas. A plasticidade foliar de formas e tamanhos de B. salicifolius corresponde a
ampla distribuicdo geografica da espécie e condigdes bioclimaticas especificas
contribuem para formas de folha mais particulares. As formas foliares mais plasticas
foram encontradas em Floresta Atlantica. Os resultados das diferentes combinagdes
dos marcadores avaliados neste estudo mostraram que B. salicifolius é monofilético.
O género, contudo se mostrou parafilético. B. salicifolius apareceu como grupo
irmao do grupo Pimenta. A histdria evolutiva desta espécie parece estar mais
relacionada a interagcdes em escala maior entre Floresta Atlantica e Cerrado e uma
possivel migragao Sul-Norte. A analise comparativa da estrutura populacional de B.
salicifolius mostrou que a densidade dos seus individuos foi maior na area protegida
de queimadas. A espécie parece ser competidora por altura, uma vez que a
presenga ou auséncia de disturbio ndo modificou a distribuigdao por altura. Em
ambientes protegidos do fogo sua densidade foi alta o que afetou a estrutura
populacional de modo que a maior parte dos individuos da populacdo sao

constituidos por individuos altos e de diametro pequeno.

Palavras-chave: morfometria, filogeografia, coDNA, nDNA, estrutura populacional,

Cerrado, Floresta Atlantica.
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ABSTRACT

Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg presents broad latitudinal distribution in
South America, especially in Brazil, and occurs in both Cerrado and in the Atlantic
Forest. The aim of this thesis was to study the variation on leaf morphometry from
different biomes, the genetic variation from different populations on a regional
scale using four genetic markers (psbA-trnH, matK, ETS and ITS), and local aspects of
population structure and dynamics population of the species in areas of cerrado
sensu stricto (preserved from the fire and disturbed by frequent fire) in the core
area of the tropical savanna. The species had high leaf plasticity evidenced by
morphometric analysis. The morphological variation of leaves showed consistent
relationship with biomes. The plasticity of leaf shapes and sizes of B. salicifolius
match the wide geographic distribution of the species and wide bioclimatic
conditions of occurence. The more plastic leaf shapes were found in the Atlantic
Forest. The results of different combinations of genetic markers showed that B.
salicifolius is monophyletic. The genus however proved to be paraphyletic. B.
salicifolius appeared as sister group to the group Pimenta. The evolutionary history
of this species seems to be more related to larger-scale interactions between the
Atlantic Forest and Cerrado and a possible South-North migration. A comparative
analysis of population structure of B. salicifolius showed that the density was higher
in protected when compared with frequent burned are. This species seems to be
height competitor, since the presence or absence of disturbance does not modify
the height distribution on populations. In the fire protected area the density was
high which affected the population structure so that the majority of individuals in

the were constituted by high and small diameter individuals.

Keywords: morphometry, phylogeography, cpDNA, nDNA, population structure,

Cerrado, Atlantic Forest.
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Capitulo 1 - Introdug¢ao Geral

O género Blepharocalyx

Blepharocalyx O. Berg (Linnaea 27: 412, 1856) é um género sul-americano
atualmente representado por quatro espécies e ocorre desde o Caribe até o sul do
Chile (Landrum 1986, Morais & Lombardi 2006, World Checklist of Myrtaceae 2006):
B. cruckshanksii (Hook. & Arn.) Nied. (endémica do Chile), B. eggersii (Kiaersk.)
Landrum (Amazbénia e Caribe), B. myriophyllus (Casar.) Morais & Sobral,
recentemente transferido para o género (Morais & Lombardi 2006), endémica da
Cadeia do Espinhago no Brasil Central e B. salicifolius (Kunth) O. Berg (Brasil, Bolivia,

Argentina, Uruguai e Equador).

O género é composto por arbustos ou arvores com até 30 metros de altura,
apresentam indumento com tricomas amarelados ou de coloragao cobre,
unicelulares. As folhas sdao persistentes, subcoridceas a submembranosas e com
venacado do tipo broquiddédroma. A inflorescéncia é do tipo dicdsio com 3 a 14 flores,
panicula com aproximadamente 30 flores em subunidades dicasiais, ou com flores
isoladas (B. myriophyllus); as flores sdo tetrameras, com calice tetralobado
persistentes até o fruto maduro (B. cruckshanksii), caducos durante a antese (B.
salicifolius) ou completamente fechados em botdo que se rasga em quatro lobos
senescentes durante a antese (B. eggersii); pétalas brancas, suborbiculares; o ovario
é bilocular; 4-17 évulos por l6culo. O fruto é do tipo baga globosa. Apresentam 1-15
sementes por fruto, reniformes, com testa membrandcea ou cartilaginosa. O
embrido é reniforme do tipo mirtéide, em formato de C, espiral, ou levemente
curvado, e os cotilédones sdo relativamente pequenos (Landrum 1986, Morais &

Lombardi 2006).

Landrum (1986) realizou revisdo do género e sinonimizou varios nomes em
Blepharocalyx salicifolius, e muitas destas espécies sinonimias, variantes
morfoldgicas sem valor taxonémico, foram descritas no século XIX. Por outro lado, a

circunscricao excessivamente ampla de B. salicifolius foi alvo de critica, e varios
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taxonomistas manifestaram a opinido que podem existir algumas espécies

verdadeiras entre elas (comunicacdo pessoal: Carolyn Proenca, Marcos Sobral).

Aspectos bioldgicos e ecoldgicos de Blepharocalyx salicifolius

Popularmente conhecida como Maria-preta, Murta ou Guaramirin. Pode ser
encontrada em vdrios paises do Cone Sul como Paraguai, Uruguai, Argentina
(Missiones a Jujuy), Bolivia e no Equador. No Brasil, sua distribuicdo é ampla e ocorre
nos estados da Bahia, Goids, Distrito Federal, Minas Gerais, S3o Paulo, Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (SpeciesLink 2012). Esta espécie pode ser encontrada
nas Florestas Estacional Decidual, Estacional Semidecidual, Ombrdfila Densa,
Ombrdfila Mista, em Vegetacdo com Influéncia Marinha (Restinga), no Cerrado e
Cerraddo, e em Estepes ou Campos (Rego et al. 2009), contudo de ocorréncia restrita
(Nunes et al. 2002, Bridgewater & Ratter 2004).

Esta espécie apresenta grande variacdo de tamanho (2 a 30m), e pode ser
encontrada com habito arbustivo ou arbdéreo (Figura 1-1), dependendo do
ecossistema de ocorréncia. O fuste é geralmente reto e pode apresentar até 40 cm
de didmetro na altura do peito (Silva Junior 2012). Trata-se de uma espécie
secunddria tardia ou climax exigente de luz (Carvalho, 2006), perenifdlia, seletiva
higrofila e desenvolve-se desde campos abertos até sub-bosques desenvolvidos.
Contudo, é considerada brevidecidua no Cerrado por outros autores (Bucci et al.
2008). Blepharocalyx salicifolius pode ser encontrada em Matas de Galeria e em
solos Umidos no interior de florestas com Araucdria (Florestas Estacionais
Semideciduais Mistas), ambiente onde a espécie pode alcangar os maiores estagios
de desenvolvimento (Legrand & Klein 1978).

Os frutos sdao do tipo baga globosa de 3 a 5 mm, de coloracdo alaranjada a
avermelhada, glabros, com uma cicatriz quadrangular e possuem até quatro
sementes que sao reniformes e medem de 4 a 5 mm de comprimento cujos

embrides possuem forma espiralada (Rego et al. 2009). O periodo de maturagdo dos
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frutos é geralmente de janeiro a margo e a dispersdao dos frutos e sementes é

zoocorica, realizada principalmente por aves (Silva Junior 2012).
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Figura 1-1: Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg — (A) habito, (B) inflorescéncia e
(C) tronco.
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Blepharocalyx salicifolius e a histéria biogeografica de Myrtaceae na

América do Sul

Estudos mostram que Myrtaceae é uma das mais ricas familias neotropicais, e
contribui com expressivo numero de espécies em importantes ecossistemas no
continente Sul-americano, cerca de 10 a 15 por cento de todas as espécies arbdreas
de florestas Uumidas e cerrados do Brasil (Oliveira-Filho & Fontes 2000). A maior
diversidade global de Myrtaceae ocorre na América do Sul (McVaugh 1968) e, diante
da importancia biolégica desta familia neste continente, estudos sao necessarios
para investigar possiveis fatores histdricos que podem ter influenciado a distribuigdo

moderna da familia na América do Sul.

O padrao disjunto da distribuicao de espécies de Myrtaceae alimenta debates
sobre a historia filogeografica desta familia e muitos estudos tratam a tematica da
histéria evolutiva de Myrtaceae (Lucas et al. 2007, Berry 1916, Raven & Axelrod
1974, Johnson & Briggs 1984b, Pigg et al. 1993, Wilson et al. 2001a, Sytsma et al.
2004). As teorias mais atuais foram propostas com base em dados filogenéticos,
morfoldgicos (Briggs & Johnson 1979, Johnson & Briggs 1984b) e dados genéticos
gue sugerem a origem de Myrtaceae em Gondwana, e que Myrteae, tribo que
corresponde as mirtaceas subtropicais, originou e diversificou na Australdsia a 77-56
milhGes de anos (MA), quando a Australia ainda era conectada a América do Sul via
pontes continentais de florestas temperadas (Wilson et al. 2001a, Sytsma et al. 2004,

Biffin et al. 2010, Lucas et al. 2007).

Testes de hipoteses de modelos de centro de origem, colonizacdo e
diversificacdo podem fornecer informacdes importantes acerca de processos
evolutivos e da distribuicdo da diversidade biolégica no tempo e no espaco com base
em taxons existentes remanescentes (Lohmann et al. 2013, Simon et al. 2009). Neste
sentido, a calibragdo dos tempos evolutivos em arvores filogenéticas pode ser uma
importante abordagem da investigagao de padrdes biogeograficos na distribuicao da
diversidade de espécies de Myrtaceae na América do Sul, a exemplo do que foi feito
para a tribo Bignonieae (Bignoniaceae) (Lohmann et al. 2013) e para espécies dos

géneros Mimosa e Andira (Simon et al. 2009).
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Um exemplo desta abordagem estd relacionado com estudos interessados em
reconstruir a histéria evolutiva de ecossistemas Sul-americanos. Entender a histdrica
evolutiva de espécies que ocorrem em ecossistemas tropicais com alta diversidade
biolégica ainda é um desafio, especialmente no que se refere a quando, quao
rapidamente, e de onde as espécies e linhagens que compdem diferentes biomas
foram recrutadas e se, ou como posteriormente evoluiram in situ (Simon et al.
2009). Neste caso, estudos filogeograficos em nivel intraespecifico de espécies
compartilhadas podem indicar padrdes ou derrubar certos paradigmas relacionados

ao estudo biogeografico na regidao Neotropical.

Isto é especialmente verdadeiro para o bioma Cerrado, uma vez que ainda ndo
foi possivel formular uma teoria consistente e robusta quanto a origem e
diversificagao da sua flora. As hipoteses sobre as origens do Cerrado remontam
desde o inicio do Cretaceo (Ratter et al. 1997) e mudancas climaticas do Holoceno
podem ter influenciado os padrdes de distribuicdo e diversidade de importantes
grupos de plantas (Bignonieae, por exemplo) (Lohmann et al. 2013). Linhagens de
grupos ocorrentes em Cerrado podem estar fortemente associadas com adaptacdes
ao fogo, além disso, muitas destas linhagens podem apresentar grupos irmaos em
ecétonos com outros biomas, em florestas Umidas, florestas sazonalmente secas,
pastagens subtropicais e pantanal (Simon et al. 2009). A correspondéncia entre
aparecimento de linhagens de Cerrado formadas in situ através de recentes e
frequentes mudancas adaptativas para resistir ao fogo, que teria se tornado um
efeito constante neste tipo de vegetacdo, parece ser uma hipdtese razodvel e dados

de diferentes grupos podem fortalecer esta hipdtese (Simon et al. 2009).

Apesar dos avangos no inventario de espécies e o reconhecimento de padrdes
de distribuigdo da diversidade biolégica em gradientes, o entendimento das causas e
consequéncias destes padrdes ainda é um desafio e resultados obtidos até o
momento sdo fragmentados (Donoghue 2008). Forgas bioclimaticas e seletivas
podem definir tanto indicios de processos evolutivos alopatricos (Donoghue 2008)
como forgas evolutivas in situ decorrentes de processos evolutivos simpatricos
(Simon et al. 2009). O reconhecimento destes padrdes ndo é trivial e a escolha de

organismos modelos pode ser definitiva para que determinados padrdes sejam mais
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evidentes. O conhecimento da biologia do organismo estudado é absolutamente util,
uma vez que se podem testar hipoteses adequadas além de possibilitar avaliagdes

mais assertivas da viabilidade de processos como dispersao, adaptagdo e migragao.

Alguns estudos sugerem que espécies tendem a migrar para areas com nichos
semelhantes do que evoluirem adaptagbes para um nicho diferenciado (Donoghue
2008). Esta conclusdo parece estar condicionada a existéncia de pontes conectoras
ou corredores geograficos/ambientais durante um periodo de mudanga climatica.
Nestas circunstancias, organismos vegetais poderiam se dispersar relativamente
rapido (Donoghue 2008). De modo geral, ndo parece ser o caso para fitofisionomias
savanicas do Cerrado, ja que existem indicios baseados em inferéncias filogenéticas
de grupos amplamente distribuidos de que a diversificagdo tenha ocorrido in situ
(Simon et al. 2009). Neste caso forgas adicionais teriam influenciado a diversificacdo
de grupos vegetacionais como o fogo e a sazonalidade climatica (Simon et al. 2009,

Pennington et al. 2009).

Apesar das muitas hipoteses para explicar a biogeografia da diversidade de
plantas na regido Neotropical, somente estudos recentes puderam explicitar
modelos baseados em testes de hipoteses biogeograficos via inferéncia filogenética
(Lohmann et al. 2013, Pennington & Dick 2004, Sarkinen et al. 2007, Simon et al.
2009). Estes padrées biogeograficos podem ser conflitantes em funcdo do grupo
escolhido e esta diferenga pode estar relacionada a como estes grupos respondem
aos fatores ambientais (Lohmann et al. 2013, Simon et al. 2009, Collevatti et al.
2012). Portanto, a selecdo do grupo de estudo é fundamental para a investigacdo de
determinado processo biogeografico e pode ser um fator complicador na busca de

padroes regides de diversidade bioldgica.

Neste contexto, taxons que apresentam ampla distribuicdo e que possuem
altos niveis de diversidade morfolégica podem ser organismos de interesse
investigativo em estudos evolutivos e biogeograficos (Lohmann et al. 2013). A
espécie Blepharocalyx salicifolius apresenta ampla distribuicdo e possui alta
plasticidade morfoldgica nos diferentes ecossistemas que ocorre, caracteristicas que
nos incentivaram a aprofundar o conhecimento ecoldgico e biogeografico desta

espécie.
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Anadlises filogenéticas recentes (Lucas et al. 2007) apontam Blepharocalyx
salicifolius como espécie irma de todas as mirtdceas da América do Sul,
representadas pela tribo Myrteae. Estudos taxondmicos incluem esta espécie como
uma forte candidata a ser basal em Myrteae (Landrum 1986). Indubitavelmente,
Blepharocalyx ¢ um género de interesse no que se refere a investigacdo das relacdes
filogenéticas em nivel de subtribo e na consolidacdo de caracteres morfoldgicos
plesiomérficos de Myrteae. Acreditamos que a investigagao da histéria evolutiva
destas linhagens podem oferecer indicios dos processos evolutivos envolvidos na

diversificagao de Myrtaceae no continente Sul Americano.

Proposta de investigagao da variacio morfométrica, genética e de estrutura

populacional de Blepharocalyx salicifolius

O objetivo desta tese foi estudar a espécie B. salicifolius levantando dados
sobre variacdes na morfologia foliar, variacdo genética de diferentes popula¢des em
escala regional e aspectos locais de estrutura populacional e dinamica populacional
desta espécie em area de cerrado sentido restrito no Planalto Central. Nossa
expectativa foi de que os dados gerados pudessem oferecer observacdes e
conclusdes a respeito de processos ecoldgicos e biogeograficos envolvidos na sua
distribuicao geografica, a plasticidade morfolégica nos diferentes ecossistemas de
ocorréncia desta espécie. Nossa expectativa também foi no sentido de entender a
relagao evolutiva de B. salicifolius com as demais espécies de Myrtaceae na América
do Sul e, com sorte, sugerir extrapolacdes para clarear processos importantes no

entendimento da histdria evolutiva de Myrtaceae para o continente Sul Americano.

Para tanto, realizamos um extenso levantamento em varios herbarios
brasileiros em busca de dados uteis na investigagao de processos biogeograficos no
gradiente ecolégico de distribuicdo desta espécie. Ampla coleta de material bioldgico
também foi conduzida com o objetivo de explorar um possivel padrdo biogeografico
da distribuicao de linhagens genealdgicas para B. salicifolius e entender a relagao

desta espécie dentro da tribo Myrteae. Mais de 1300 individuos desta espécie foram
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medidos objetivando-se avaliar processos ecolégicos e adaptativos de populacdes

submetidas a diferentes condi¢des de regime de fogo.

Neste sentido, conduzimos a formulacdo de quatro capitulos sendo o primeiro

é composto por esta introducdo e outros trés capitulos de dados empiricos e andlise

de dados citados a seguir:

O capitulo dois é intitulado “Variagdo Morfométrica Foliar de
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg (MYRTACEAE)”. Nele
avaliamos aspectos biogeograficos da distribuicdo da variagao
morfométrica foliar desta espécie no gradiente ecolégico de
distribuicao em escala regional.

O terceiro capitulo é “Biogeografia de Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O. Berg e as relagdes filogenéticas de espécies Myrtaceae da América
do Sul”. Neste capitulo continuamos a investigacdo do padrdo de
distribuicdo e estrutura geografica baseado em filogenias desta
espécie. Procuramos entender a relacdo de linhagens genealégicas de
B. salicifolius e a relacdo desta com os demais grupos de espécies de
Myrtaceae na América do Sul.

No quarto capitulo, chamado “Estrutura e dinamica populacional de
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg em cerrado sentido restrito
no Brasil Central”, estudamos as estratégias populacionais em dareas de
cerrado sentido restrito no Brasil Central com diferentes histéricos de
fogo e disturbios antrépicos. Foram obtidos resultados que puderam
fornecer melhor entendimento de estratégias adaptativas desta

espécie.

Ao final da apresentagao dos capitulos citados acima, sao apresentadas as

Conclusdes Finais e a possivel conectividade entre os resultados gerados. Materiais

suplementares, citados durante o texto, estdo reunidos ao final deste manuscrito,

bem como as referéncias citadas nesta obra.
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Capitulo 2 - Variacao Morfométrica Foliar de Blepharocalyx
salicifolius (Kunth) O. Berg (MYRTACEAE)*

Introdugao

Taxons amplamente distribuidos e com altos niveis de diversidade morfoldgica
sdo excelentes modelos para estudos evolutivos e biogeograficos (Lohmann et al.
2013). Blepharocalyx salicifolius pode representar uma espécie de interesse para
estudos biogeograficos de espécies de Myrtaceae na América do Sul, pois além de
apresentar ampla distribuicdo, tem alta plasticidade morfolégica e ocorre em
diferentes ecossistemas. Além disso, combina duas caracteristicas ecoldgicas
dominantes na regido Neotropical: polinizacdo por abelhas e dispersdo por aves

(Proenca 1992).

Trata-se de uma espécie de interesse filogenético uma vez que é candidata a
ser grupo irmdo de todas as espécies de Myrtaceae da América do Sul (Lucas et al.
2007). A maior diversidade desta familia ocorre na América do Sul (McVaugh 1968) e
sua representatividade nos diferentes dominios vegetais é varidvel e igualmente
interessante (Oliveira-Filho & Fontes 2000). A julgar pela importancia ecolégica desta
familia em ambientes de Floresta Atlantica, onde apresenta a maior diversidade de
espécies lenhosas, e para Cerrado uma das mais importantes familias em nimero de
espécie (Mori et al. 1983, Oliveira-Filho & Fontes 2000), estudos sdo necessarios para
investigar possiveis padrdes adaptativos que podem ter influenciado a distribuicao

moderna de Myrtaceae na regido Neotropical.

A investigacdo da estrutura morfométrica de folhas de diferentes ambientes
pode revelar descontinuidades e correspondéncia com gradientes ecoldgicos
(Stenstrom et al. 2002, Borazan & Babag 2003, Royer et al. 2005, Danquah et al. 2011).

As varidveis mais citadas e amplamente empregadas para a andlise morfométricas sao:

! Manuscrito submetido & revista Biotropica com o titulo “Leaf morphometric variation and
biogeographic inferences of a Neotropical species”.
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o tamanho da folha, forma (ou contorno), e principalmente margem foliar (presenca
de dentes), sendo esta ultima a que apresenta os resultados mais significativos para o
reconhecimento de linhagens e reconstrug¢do de cenarios passados (Gregory-Wodzicki
2000, Royer et al. 2005, Wiemann et al. 1998, Wolfe 1995). Espécies de Myrtaceae, no
entanto, ndo tém arestas da folha com dentes, portanto, apenas variagdes de tamanho
e forma, ou seus derivados, estdo disponiveis para morfometria neste grupo. Estas
duas varidveis, contudo, sdo muitas vezes correlacionadas com ambientes onde ha
variacoes de temperatura e unidade. Assim, os resultados do estudo morfométrico
podem ser apropriados para uma série de questdes biogeograficas (Borazan & Babag
2003, Danquah et al. 2011, Dilcher 1973, Stenstrom et al. 2002, Wilf et al. 2003, Wolfe
1995).

Colegdes botanicas digitalizadas representam uma fonte importante de dados
de distribuicao e diversidade bioldgica e podem ser utilizadas para obter dados
morfométricos. Realizamos um estudo morfométrico de coleg¢des de B. salicifolius
depositadas em importantes herbarios brasileiros para investigar o padrdao de variagao
morfologica de folha de diferentes biomas. Nosso objetivo foi aplicar métodos
morfométricos para testar a hipdtese biogeografica de diferenca significativa em

variaveis morfométricas foliares de B. salicifolius de diferentes biomas neotropicais.

Material e Métodos

Amostras botdnicas

Realizamos levantamento em importantes herbdrios brasileiros que possuiam
colegOes significativas de B. salicifolius com base em informagdes contidas no site
SpeciesLink (http://splink.cria.org.br). Em cada herbario toda a cole¢io de B.
salicifolius foi fotografada para compor uma colegao digital da espécie. A partir destas
imagens, 97 vouchers foram selecionados como representativos da amplitude de
ocorréncia da espécie. Outras 28 imagens de tipo de B. salicifolius (sensu Landrum
1986) foram também obtidas para a comparagao (Material Suplementar 1). Pelo
menos cinco folhas expandidas e bem preservadas de cada voucher foram

aleatoriamente selecionadas para andlise. Nao foram feitas distincdes entre nds, uma
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vez que uma andlise preliminar indicou ndao haver diferenga significativa entre folhas

de diferentes nds para esta espécie.

Amplitude da distribuigdo biogeogrdfica da plasticidade foliar

Os vouchers foram agrupados segundo os dominios biogeograficos (bioma) de
ocorréncia, projetando-se as coordenadas do local de coleta em shape file de biomas
(IBGE 2004) usando software ArcGIS 9.3. As coordenadas foram obtidas a partir das
etiquetas das exsicatas ou estimadas com base na cidade mais préxima e as projecdes
indicaram coletas nos biomas Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa (Campos
Sulinos) (Figura 2-1). Com base em levantamento de herbario, sabe-se que B.
salicifolius ndao ocorre nos tipos de vegetacdo da Caatinga, mas em fragmentos de
Cerrado representados por fisionomias rochosas (campo rupestre). O mesmo acontece
para os Pampas, onde esta espécie ocorre em manchas de Florestas Ombrdfilas
Semideciduais Mistas (Floresta Atlantica) (Figura 2-1). Por esta razdo, as cole¢des que
ocorrem em areas de dominio da Caatinga foram consideradas como manchas ou
ecotonos entre biomas e foram nomeadas como Cerrado/Caatinga e nos Pampas,

como a Floresta Atlantica/Pampas.

Selegdo de varidveis morfométricas

As varidveis analisadas foram: os valores médios de area, comprimento,
largura, razdo foliar (comprimento / largura), e angulos da base e apice, calculados a
partir de cada voucher e imagens de tipos. Todos os calculos foram feitos utilizando o
programa Imagel) (http://http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html). O contorno foliar
também foi analisado, representado pelos descritores de componentes principais
(PCA): PC1 e PC2. Foi realizada analise de contorno (outline) de folhas usando
programa SHAPE (Yoshioka et al. 2004) que utiliza o método da Analise Eliptica de
Fourier. Obtivemos as matrizes dos escores dos dois componentes mais importantes
para contorno (PC1 e PC2) para cada voucher. Em seguida calculamos os valores

médios de cada matriz como descritores de contorno de cada voucher.
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Andlises morfométricas

Os descritores de contorno (PC1 e PC2) foram usados para reconstruir a
variagdo de contorno foliar de B. salicifolius utilizando uma ferramenta do programa
SHAPE que calcula a forma média virtual e desvio padrdo (Yoshioka et al. 2004). Foram
comparados os valores médios de vouchers e tipos pela andlise de componentes
principais (PCA), utilizando o programa PC - ORD 5.12 (McCune & Mefford 2006). As
diferengas entre biomas foram testadas usando ANOVA com o teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis e subsequente Student-Newman-Keuls (SNK) (a = 0,05).

Uma combinagdo de descritores morfométricos foi usada para reduzir a
autocorrelagdo entre as varidveis. Varias combinagdes (modelos) foram testadas por
PCA. Os modelos que tiveram vetores mais espagados e baixos valores de correlagao
entre descritores foram: “PC1, razdo, area, e PC2”, “apice, comprimento, razao e PC2”,
“PC1, razdo, comprimento, e PC2”, e “apice, area, razdo e PC2”. O melhor modelo de
variacdo da folha, para avaliacdo de gradiente biogeografico, foi selecionado pelos

resultados da PCA e matriz de correlagdo entre variaveis.

A PCA e matriz de correlagdo nos permitiu testar quatro diferentes
combinagbes de varidveis morfométricas com o intuito de reduzir a autocorregao
entre as varidveis selecionadas (Tabela 2-3). Os critérios para escolha foram maior
variancia foliar explicada pelos dois primeiros eixos, significancia baseada em teste de
aleatorizagdo e menor fator de inflagdo (Tabela 2-3). Levando em consideragdo a
possibilidade de explorar maior significado bioldgico das combinagdes morfométricas,
escolhemos o modelo: angulo do apice, area, razdo e PC2 (Tabela 3) e estas variaveis

foram utilizadas para explorar a existéncia de gradientes biogeograficos.

Resultados

As folhas de B. salicifolius sao essencialmente elipticas, mas podem variar
desde muito-estreito-elipticas, com relagdes acima de 6, a estreito-ovadas e razdao em
torno de 1,7. O apice pode ser acuminado ou atenuado com angulos agudos a

arredondados entre 10,0 e 77,4 graus. A base pode variar entre atenuada, aguda e
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obtusa, com angulos entre 13,3 e 103,9 graus. A varidvel area foliar apresentou o

maior coeficiente de variacdo (70,5%) (Tabela 2-1).

A variagao foliar expressiva de B. salicifolius observada correspondeu a
amplitude esperada de plasticidade foliar uma vez que houve a sobreposicdo de
pontos de vouchers e tipos na PCA (Figura 2-1). Isto indica que a distribuicdo geografica
do material escolhido corresponde a amplitude de variacdo desta espécie (Figura 2-3).
As varidveis morfométricas analisadas apresentaram altos coeficientes de variacdo (=
29%) (Tabela 2-1). A alta plasticidade foliar relatada para esta espécie (Landrum 1986)
foi corroborado pelos valores de coeficiente de variacao das varidveis selecionadas

neste estudo.
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Figura 2-1: Distribuicao dos vouchers selecionados para estudo morfométrico de
Blepharocalyx salicifolius por biomas brasileiros. Onde: Floresta Amazonica (verde
claro), Cerrado (verde escuro), Caatinga (bege), Floresta Atlantica (amarelo) e Pampa
(Campos Sulinos) (amarelo escuro). Escala 1:5.000.000.
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Categorias
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Figura 2-2: Anadlise de componentes principais (PCA) das varidveis morfométricas
foliares dos vouchers e tipos de Blepharocalyx salicifolius.

Tabela 2-1: Estatistica descritiva das varidaveis morfométricas de folhas de vouchers e

tipos de Blepharocalyx salicifolius.

Area  Comprimento Largura Razio  Angulo Angulo

(em?) (cm) (cm) (c/L) Apice Base
Minimo 0,3 1,8 0,3 1,7 10,0 13,3
Maximo 14,7 7,0 3,3 10,9 77,4 103,9
Média Aritmética 4,4 4,0 1,5 3,1 44,8 61,3
Desvio Padrao 3,1 1,2 0,7 1,5 16,3 17,9
Erro Padrao 0,3 0,1 0,1 0,1 1,5 1,6
Coeficiente de
Variaggo (CV) (%) 70,5 30,9 44,9 48,2 36,3 29,3
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A andlise de contorno, que capta a variacao de formas, resultou em duas
componentes principais, juntas foram responsdaveis por 94,4% da variacao, 87,8% de
PC1 e PC2 com 6,6% (ambos significativos, p < 0,05). A primeira componente de
contorno (PC1) capturou variacdo nas formas ovais para elipticas (Figura 2-5), e
compreendeu a maioria das varidveis analisadas, independentes do tamanho
(ignorado nesta andlise). Esse fato foi corroborado pelos valores relativamente
elevados de correlacdo positiva entre PC1 e outras varidveis (Tabela 2-3). A
componente de contorno PC2 capturou variacbes na base e dapice (Figura 2-5),
importantes no estudo de variagcdo morfométrica, pois apresentou baixas ou negativas
correlacdes com a maioria das outras varidveis (Tabela 2-3). A forma média
reconstruida é eliptica com dpice ligeiramente acuminado (Figura 2-5), forma foliar

genérica e mais amplamente distribuida de B. salicifolius.

-2D.P. Média +2D.P.

- =

Figura 2-3: Reconstrugdo das formas foliares médias (D.P.=desvio padrdo) da analise

de contorno de folhas de Blepharocalyx salicifolius.
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Tabela 2-2: Matriz de correlagao

Blepharocalyx salicifolius.

entre variaveis morfométricas

foliares de

Q )] i (o]
L P O O
2 2 & = * "
8 s ‘o o 1] -
3 E E 3 © 0 -
€ T o g 2 o 2 o 5 o o e ©
p — = S — S — o - @ o -
¢ B P B3 PSE ES F £ 9
- o £ 5 <« E <« E O E o o £
Area média 1,000
Comprimento médio 0,824 1,000
Largura média 0,832 0,533 1,000
Angulo do apice médio 0,286 -0,107 0,325 1,000
Angulo da base médio 0,624 0,274 0,635 0,743 1,000
Contorno PC1 médio 0,483 0,094 0,514 0,914 0,918 1,000
Razao média -0,449 -0,065 -0,615 -0,741 -0,834 -0,842 1,000
Contorno PC2 médio -0,485 -0,560 -0,449 0,289 -0,386 -0,065 0,174 1,000

Os descritores de contorno PC1 e PC2 normalmente absorvem boa parte da

variagdo muito em fungdo da sensibilidade da analise de contorno pela analise Eliptica

de Fourier. Contudo, estas varidveis tém menor valor biolégico e normalmente

autocorrelacionadas com outras varidveis morfométricas (Tabela 2-3). Dentre as

combinagbes de varidveis morfométricas testadas, a combinagao area, apice, razao

foliar e PC2 (Tabela 2-3) apresentaram a segunda maior porcentagem de explicagdo da

variagdo dos dados foliares, baixo valor de inflagao e significancia dos eixos da PCA,

portanto, foi a melhor combinagao testada para as andlises biogeograficas.
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Tabela 2-3: Comparacdo dos valores de explicacao, inflagdo e significancia dos eixos da
andlise de componentes principais com as diferentes combinagdes de varidveis

morfomeétricas de folhas de Blepharocalyx salicifolius.

Eixos
Combinagao de variaveis % de P
Inflacio significativos
morfométricas explicacao

(p<0,001)

PCl+area+razao+PC2 86,1 2,42 Eixo 1
Apice+comprimento+razio+PC2 86,1 1,00 Eixole2
PCl+comprimento+razio+PC2 86,8 1,00 Eixole2
Area+apice+razio+PC2 86,4 1,00 Eixole?2

O resultado da PCA com as oito varidveis avaliadas parece distribuir as formas
foliares em categorias morfométricas bdsicas: forma, tamanho e proporcao (Figura 2-
7A). O apice, a base e PCl1l explicaram variacdes no angulo (Figura 2-7A) e
apresentaram correlagdes maiores que 0,74 (Tabela 2-3). A PC2 explicou
principalmente a variagdo no apice da folha (Figura 2-7A) e mostrou uma baixa
correlagdo ou correlagdo inversa com todas as outras varidveis (Tabela 2-3). A razdo
foliar explicou variagdo de proporgdo (Figura 2-7A) e apresentou fortes relagdes
inversas com a maioria das varidveis (Tabela 2-3). O comprimento, largura e area foliar
mostraram variacées de tamanho (Figura 2-7A) com correlagdes acima de 0,82 (exceto

largura/comprimento, com 0,53 de correlagdo, Tabela 2-3).
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Figura 2-4: Anadlise de componentes principais (PCA) de caracteres morfométricos
foliares de Blepharocalyx salicifolius: (A) ordenacdo de todas as varidveis analisadas e
distribuicdo em categorias morfométricas (nomes em vermelho), (B) ordenacdo de
variaveis representativas da variacdo morfométrica de B. salicifolius agrupados por
biomas e respectivas formas foliares (tamanhos relativos).

33



A andlise individual das varidveis biométricas (exceto PC1 e PC2) mostrou
diferengas significativas na maioria das compara¢Ges entre os biomas (Tabela 2-6).
Coletas de B. salicifolius em Cerrado diferiram significativamente dos demais por
terem folhas com os maiores valores médios de area, comprimento, largura e angulo
da base (Tabela 2-6). Os maiores valores para essas varidveis apresentaram
distribuicdo semelhante na PCA (Figura 2-7B). Considerando a variagdo morfométrica
foliar total em B. salicifolius, ndo houve diferencgas evidentes entre os biomas (Figura
2-7B). As amostras de Cerrado mostraram uma distribuicdo ampla (Figura 2-7B) e
representada por uma densidade maior de observagdes influenciadas por valores
superiores em tamanho (drea) (Figura 2-7B). As formas foliares mais plasticas foram
encontradas para Floresta Atlantica, cujos pontos foram mais dispersos no diagrama
de ordenacgdo (Figura 2-7B). As variagdes morfométricas em folhas de B. salicifolius
coletadas neste bioma sobrepuseram todos os outros e foram distribuidas em todos os

guadrantes da analise (Figura 2-7B).

Tabela 2-4: Comparagdo das varidveis morfométricas* de Blepharocalyx salicifolius em

diferentes Biomas. Valores Médios + Desvio Padrdo (Coeficiente de Variacdao %).

Floresta
Cerrado/ Floresta -
Cerrado Atlantica/
Caatinga Atlantica
Pampas
6,71+3,86 2,49+1,10 4,42+2,73 3,96+2,71
Area (cm?)
(57,5) A (44,3) B (61,7) C (68,5) BC
4,77+1,04 2,95+0,81 4,09+1,29 4,36%1,40
Comprimento (cm)
(21,8) A (27,4) B (31,4) C (32,1) AC
2,04+0,78 1,15+0,35 1,56%0,63 1,34+0,63
Largura (cm)
(38,2) A (31,0)B (40,3) C (47,0) BC
2,66+1,02 2,74+0,81 3,02+1,73 3,68+1,36
Razdo (C/L)
(38,3) A (29,4) AB (57,3) AB (37,0) C
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47,86+£14,65 50,19+8,56 46,16+15,86 35,27+17,76
Angulo do Apice **

(30,6) (17,0) (34,4) (50,3)
71,21+18,36 60,82+14,36 60,81+15,68 50,49+14,76
Angulo da Base
(25,8) A (23,6) B (25,8) BC (29,2) BC

*Letras distintas entre colunas, indicam diferencas significativas (SNK p < 0,05),

NS=nao significativo.

Individuos amostrados na transicdo Cerrado/Caatinga, possivelmente o
"extremo ambiental" de B. salicifolius, se diferenciaram dos demais por apresentarem
menores valores médios de area foliar, largura, e significativamente menores valores
de comprimento (Tabela 2-6). Coletas deste ambiente mostraram uma tendéncia a se
agrupar, explicado principalmente por maiores valores de PC2 (Figura 2-5).
Definitivamente elas representam as formas mais diferentes de folhas de B. salicifolius.
Embora esta componente represente apenas 6,6% da variagao total de contorno da
folha, esta foi importante na estruturagdo da forma foliar. Este padrdo é corroborado
por diferengas significativas entre Cerrado/Caatinga e outros biomas, principalmente

pelos menores valores de area foliar e comprimento (Tabela 2-6).

As folhas de coletas em areas do sul do Brasil (Floresta Atlantica/Pampas)
representam o “extremo austral” de distribuicdo da espécie. Estes ambientes
apresentaram valores intermediarios para largura, drea e comprimento, no entanto,
eles também apresentaram a maior razao e diferiram significativamente de amostras
coletadas em outros biomas (Tabela 2-6). Isso ficou claro a partir da distribuicdo PCA e
a maioria das coletas deste bioma foi explicada pelo vetor razdo foliar (Figura 2-7B).
Estes ambientes extremos de distribui¢ao foram estruturadas por valores positivos no

eixo 1 da ordenagdo (Figura 2-7).
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Discussao

As amostras selecionadas para analise foram eficazes para investigar a variagao
de caracteres foliares de B. salicifolius. A variagao morfoldgica das folhas desta espécie
mostrou consistente relagdo com biomas. A analise individual dos caracteres
morfoldgicos foliares foi importante para a interpretagdo da ordenagao de distribuigao
permitindo o reconhecimento de preferéncias de formas foliares para determinados
biomas, apesar da auséncia de clara estrutura. As formas foliares basicas encontradas
para B. salicifolius permitiu uma avaliagdo dos possiveis padrdes bioclimaticos
responsdveis pela distribuicdo de padrdes morfolégicos da espécie e sugere que

processos biogeograficos podem estar envolvidos nesta distribuicao.

A plasticidade foliar de formas e tamanhos de B. salicifolius corresponde a
ampla distribuicao geografica da espécie e condigdes bioclimaticas especificas
contribuem para formas mais particulares de folha. Esta plasticidade foi evidenciada
pelos altos valores dos coeficientes de variacdo, especialmente para area (> 70%) e
razao foliar (> 48%). Estas duas varidveis parecem estar associadas com os "ambientes

extremos" na distribuigdo geografica de B. salicifolius.

Valores positivos no eixo 1 da PCA estao provavelmente relacionados com
temperatura e umidade. O primeiro ambiente extremo parece estar associado a altas
temperaturas e baixa umidade. As coletas de Cerrado/Caatinga estdo relacionadas
com o vetor PC2 que explica menores dareas foliares. As coletas de Floresta Atlantica
gue também estdo associadas com o vetor PC2 sdo de regides costeiras (restingas),
ambientes com alta salinidade e temperatura. Nestes ambientes, os dias sdo
extremamente quentes, pois a areia branca reflete a luz. Individuos de B. salicifolius

nestes ambientes sdo arbustos e, geralmente, ndo ultrapassam 1,5 m de altura.

No outro extremo, tém-se dreas com temperaturas mais baixas e alta umidade.
Estas cole¢des sdo da regido Floresta Atlantica/Pampas e estdo relacionados com altos
valores da razdo foliar. Esta regido do sul, na fronteira Brasil/Argentina as geadas sdo
frequentes. Folhas com a forma muito-estreito-eliptica é predominante. E possivel que
seja uma adaptacdo para reduzir os efeitos negativos de congelamento. Além disso,

este formato é semelhante as folhas de espécies de B. salicifolius encontrados no
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Uruguai (tipos B. angustissimus e B. angustifolius, ver Apéndice). Nesta regido B.

salicifolius é uma arvore e pode atingir até 20 metros de altura.

Valores negativos do Eixo 1 estao relacionados com coletas de Cerrado e
Floresta Atlantica. Amostras destes biomas apresentam maiores valores de darea e
largura foliar geralmente associadas a formas foliares ovadas. E razoavel pensar que
estas caracteristicas morfoldgicas podem estar relacionadas com maiores valores de
precipitacdo anual. Na Caatinga a precipitacdo anual média é de 300 a 800 mm,
enquanto que no Cerrado e Floresta Atlantica os valores podem variar de 750 a 2.000
mm e 1.000 a 4.500 mm, respectivamente (Eiten 1972). A forte correlacdo entre
precipitacdo e area foliar foi observada por outros autores em estudos com outras

espécies de planta (Dolph & Dilcher 1980, Wiemann et al. 1998).

As formas foliares mais plasticas foram encontradas em Floresta Atlantica. Em
um sentido amplo, as coletas deste ecossistema apresentaram todos os tipos
morfométricos basicos de B. salicifolius. As formas variantes de B. salicifolius em
diferentes tipos de ambiente sugerem uma adaptacao extremamente impressionante
para diferentes condi¢cbes ambientais (Bucci et al. 2008), mas é possivel que linhagens
genealdgicas desta espécie possam estar estruturadas geograficamente em fungdo dos
diferentes processos bioclimaticos nos biomas de ocorréncia. A area de distribui¢ao de
B. salicifolius corresponde as regides mais ricas de espécies de Myrtaceae na América
do Sul e talvez os mesmos processos responsaveis pela distribuicdo de linhagens de
espécies podem ser responsaveis pela colonizacdo e diversificacdo de outros grupos de

espécies, especialmente aqueles compartilhados entre florestas e savanas tropicais.

Este padrdo é intrigante devido a origem Floresta Tropical Sul hipotético desta
espécie (Lucas et al. 2007). Sugerimos que esta espécie tenha uma aptiddao morfoldgica
e fisiolégica para se adaptar a diferentes condicdes ambientais, combinados com
caracteres florais e de frutos uniformes (Landrum 1986). Devido a origem hipotética
do sul de Myrtaceae da América do Sul, sugerimos testar o monofiletismo de B.
salicifolius com base em dados genéticos e a investigacdo de processos biogeograficos
envolvidos nessa ampla distribuicao geografica. A ampla variagdo morfoldgica das
folhas representa uma linha interessante para estudos filogenéticos e filogeograficos

futuros.
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Conclusao

Com base em nossos resultados, confirmamos morfometricamente a
plasticidade foliar elevada de B salicifolius e apresentamos um modelo de variagao
foliar para a espécie. Este trabalho foi um passo adiante para esclarecer os aspectos
taxondmicos e biogeograficos de uma espécie chave na compreensao da histéria de
Myrtaceae na América do Sul, um dos grupos de plantas mais importantes da regido
Neotropical. Sugere-se que o estudo ecoldgico de espécies de ampla distribuicao
geografica e basais pode fornecer informacdes valiosas sobre adaptacdo em gradientes
ambientais em larga escala quando a variagdo foliar é notdria. Colegbes botanicas
podem fornecer dados valiosos para os estudos que vao além da investigagao
taxondmica. Além disso, a morfometria foliar pode ser a maneira mais pratica de se

obter dados morfoldgicos oriundas de imagens digitalizadas das colegdes de herbarios.
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Capitulo 3 - Biogeografia de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg e

as relagoes filogenéticas de espécies Myrtaceae da América do Sul.

Introdugao

Estimativas de tempo de divergéncia em inferéncias filogenéticas sdao ferramentas
imprescindiveis no estudo da histdria evolutiva de grupos de organismos nas mais diversas escalas
de tempo e espaco. Na investigagao da histdria evolutiva de Myrtaceae, dados de calibragdao sao
fundamentais para inferir estimativas evolutivas e a aplicagdao de métodos de relégio relaxado e
distribuicdes de probabilidade a priori permitem flexibilizagdo de pontos de calibragdo de modo
ajusta-los de acordo com a interpretacdo biogeografica dos dados fdsseis de Myrtaceae
(Drummond et al. 2006, Biffin et al. 2010, Thornhill & Crisp 2012). Do mesmo modo que a
flexibilizagcdo de ajustes dos pontos de calibragao por meio de diferentes modelos de distribuicdo
de probabilidades, a selegao de calibragdes adequadas e fundamentagao tedrica destas
calibragbes sdo fatores determinantes na precisdo destas estimativas (Thornhill et al. 2012).
Definitivamente, trata-se de uma ferramenta valiosa para testar hipéteses evolutivas e padrdes
biogeograficos.

O padrao disjunto em escala continental da familia Myrtaceae mais restrito ao hemisfério
sul, hd tempos alimenta debates sobre sua biogeografia (Biffin et al. 2010). Baseado em
morfologia e indicios biogeograficos, foi proposto que Myrtaceae teria se originado na antiga
Gondwana (Briggs & Johnson 1979, Johnson & Briggs 1984a). Andlises filogenéticas recentes
sustentam a origem de Myrtaceae em Gondwana, e apontam ainda que as mirtaceas neotropicais
(Tribo Myrteae) originaram e diversificaram na Australasia quando a Australia ainda era conectada
a América do Sul via pontes continentais de florestas temperadas (Sytsma et al., 2004; Wilson, et
al., 2001; Wilson et al., 2004). A implementagdo de pontos de calibragao fésseis em reconstrugées
do tempo do ancestral comum mais recente baseado em relégio molecular relaxado
possibilitaram um passo na interpretacdao de processos evolutivos envolvidos especialmente em
relagdo a alta taxa de diversificagdo de determinados grupos de Myrtaceae (Biffin et al. 2010).

Varias especulagdes tém sido feitas a respeito desta evolugdo e a utilizagao de calibragdes de
diferentes fontes tém gerado resultados distintos (Biffin et al. 2010, Thornhill et al. 2012, Lucas et

al. 2007). ResolugGes em nivel supragenérico tém sido obtidas apenas com a combinagdo de
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regioes plastidiais e regides nucleares como ITS e ETS, e calibracdes destas filogenias com fésseis
de folhas e partes de frutos (Biffin et al. 2010, Lucas et al. 2007, Murillo-A et al. 2012) e mais
recentemente implementado calibracdes baseadas em fosseis de pdlen (Thornhill & Crisp 2012),
mas ha certas limitacdes ja que a estrutura externa do pdlen pode ndao ser muito varidvel em
alguns grupos (Thornhill et al. 2012).

Myrtaceae contempla hoje cerca de 10 a 15 % de todas as espécies arbdreas registradas na
Floresta Atlantica e no Cerrado do Brasil (Oliveira-Filho & Fontes 2000), hotspots de
biodiversidade, ou seja, regides com elevado endemismo de espécies e ameacas a conservagao
(Myers & Mittermeier 2000). No entanto, os dados de distribuicdo da biodiversidade dentro de
hotspots sdo muito escassos para a conservacao efetiva em face da mudanca ambiental rapida
(Parmesan & Yohe 2003, Carnaval et al. 2009). Portanto, a representatividade desta familia
contribui para a alta diversidade de espécies na América do Sul (McVaugh 1968) e faz dela um
importante tema de estudos em biodiversidade, biogeografia, taxonomia e histéria evolutiva dos
ecossistemas que comportam espécies desta familia.

A espécie Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, objeto de nossa pesquisa, é grupo irmao
de todas as mirtaceas neotropicais (Lucas et al. 2007), correspondente a tribo Myrteae, e apesar
do suporte intermediario, € um dos taxons candidatos para a posi¢dao basal do grupo. De ampla
distribuicao na América do Sul, seu limite austral é na provincia de Buenos Aires, na Argentina.
Pela rota leste, ocorre no Uruguai, leste do Paraguai e por toda a Floresta Atlantica até a Cadeia do
Espinhago e Chapada Diamantina (Lughadha 1994) e tem seu ponto boreal no Pico das Almas,
Bahia. No Planalto Central, passa por Sdo Paulo, Minas Gerais, Distrito Federal e Goids, com ponto
boreal na Chapada dos Veadeiros. Pela rota Oeste, a espécie se distribui de Tucuman passando
pela Floresta Tucumana-Boliviana (Yungas) a ca. 1500-3000 m, contornando a margem leste dos
Andes e chegando até o Equador (Landrum, 1986).

Ecologicamente, B. salicifolius pode ser um bom modelo por ser uma espécie auto
incompativel (o que potencialmente aumenta a variabilidade genética) e polinizada por abelhas
generalistas (Proenca & Gibbs, 1994), sendo dispersa por aves generalistas (Proenca & Lughadha,
1996), que sdo as estratégias dominantes em espécies lenhosas no Cerrado (Proenca & Gibbs,
1994) e na Floresta Atlantica. Além disso, a alta plasticidade foliar corresponde a quase toda a
variabilidade encontrada para a maioria das espécies mirtdceas mesofilas. Estes motivos
fortalecem a hipdtese de que B. salicifolius pode fornecer dados importantes quanto a histdria
evolutiva da adaptacdo das Myrtaceae a diferentes ambientes (Lucas et al. 2007). Assim, este

trabalho propde o estudo filogeografico de populagdes de B. salicifolius, além de abordagens
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morfométricas das folhas, aparentemente com padrdao geografico. Nossa hipdtese é que as
linhagens tiveram uma rota latitudinal de colonizagao no continente na diregao norte, testada via
analise filogeografica de B. salicifolius.

A espécie em questdo apresenta populagcdes amplamente distribuidas, contudo ndo é uma
espécie frequente nos ecossistemas onde ocorre. O reconhecimento de linhagens genealdgicas,
com a selegdo de marcadores corretos, podem evidenciar possiveis descontinuidades na estrutura
genética de populacdes de B. salicifolius. E provavel que os padrdes de distribuicdo e
diversificagao de linhagens de B. salicifolius podem fornecer informagdes importantes sobre a
origem e diversificagao da familia Myrtaceae na regidao Neotropical. B. salicifolius é um organismo
de interesse ecoldgico devido a distribuicao geografica, aspectos da biologia floral e caracteristicas
ecoldgicas comuns a maioria das espécies compartilhadas entre Cerrado e Floresta Atlantica. Além
disto, a soma destes fatores nos motivou a investigar linhagens de B. salicifolius e reavaliar os
testes de Lucas et al. (2007) analisando as relacdes filogenéticas destas linhagens entre as espécies
utilizadas por estes autores. Nosso objetivo foi avaliar a relagdes filogenéticas de linhagens de B.
salicifolius com espécies de Myrtaceae Sul Americanas. Além disto, reconhecer e interpretar
padrées biogeograficos de B. salicifolius em sua amplitude de distribuigdo via analises

filogeograficas.

Material e métodos

Populagées amostradas e extragdo de DNA

A partir do levantamento prévio das dreas de ocorréncia de Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
0. Berg (Myrtaceae) foi realizada coletas botanicas de 138 individuos em 16 localidades (Tabela 3-
1). As amostras de folhas destes individuos foram preservadas em silica gel (Chase & Hills 1991)
para estudos moleculares. No total, 16 populacdes foram coletadas ao longo de sua distribuicdo
geografica. Em cada uma destas populacdes 5 a 30 individuos foram aleatoriamente selecionados
para coleta de folhas expandidas que foram estocadas a -80°C. A extracdo do DNA genémico
seguiu protocolo padrdao com CTAB (hexadecyltrimethyl ammnium bromide) (Doyle & Doyle,

1987).
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Tabela 3-1: Origem e nimero de individuos coletados de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg.

Local Individuos Ambiente Bioma
Araguari (MG) 2 Mata Seca Cerrado
Caxias do Sul (RS) 9 Floresta Estacional Semidecidual Mista Floresta Atlantica
Conselheiro Mata (MG) 4 Cerrado sentido restrito Cerrado
Brasilia (DF) 16 Cerrado sentido restrito Cerrado
Cristalina (GO) 12 Cerrado sentido restrito Cerrado
Diamantina (MG) 6 Cerrado rupestre Cerrado
Floresta Estacional Semidecidual Mista/Mata de
Jaquirana (RS) 5 Floresta Atlantica
Galeria
Lencadis (BA) 4 Transi¢cdo Cerraddo/Mata de Encosta Cerrado/Floresta Atlantica
Paracatu (MG) 12 Cerrado sentido restrito Cerrado
Jodo Pinheiro (MG) 8 Cerrado sentido restrito Cerrado
Alto Paraiso/Pouso Alto (GO) 12 Cerrado sentido restrito/Cerrado rupestre Cerrado
Santana da Boa Vista (RS) 1 Floresta Estacional Semidecidual Mista Floresta Atlantica
Floresta Estacional Semidecidual/Floresta de
Rio de Janeiro/Floresta da Tijuca (RJ) 15 Floresta Atlantica
Encosta
Urubici (SC) 18 Floresta Estacional Semidecidual/Mata de Galeria Floresta Atlantica
Vacaria (RS) 1 Floresta Estacional Semidecidual Mista Floresta Atlantica
La Yunga/ Departamiento de Santa Cruz Floresta Estacional Subtropical Andina (Floresta
13 Floresta Subtropical

de La Sierra (Bolivia)

Tucumana)
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Dados genéticos para andlise filogenética

As andlises filogenéticas foram realizadas com haplétipos de B. salicifolius
(obtidos neste estudo) e acessos de espécies de Myrtaceae obtidas no GenBank
(Material Suplementar 2). A rede haplotipica foi gerada para 138 individuos de B.
salicifolius. Filogenias com modelos de relégio molecular para calculo de tempo de
diversificagdo foram construidas para a matriz de haplétipos de B. salicifolius com
espécies de Myrtaceae, e para os 138 individuos da espécie estudada representada

por 16 populacdes (Tabela 3-1).

Selegdo de primers, amplificagéo e sequenciamento do DNA

Para os estudos filogenéticos de Myrteae utilizamos os mesmos marcadores
selecionados por Lucas et al. (2007): psbA-trnH e matK-xf5R (ambos cloroplastidiais), e
ETSMyrtF-18S e ITS101-1TS102 (nucleares) (Tabela 3-2). Para os estudos populacionais
utilizamos psbA-trnH e ETSMyrtF-18S.

Tabela 3-2: Marcadores e primers utilizados e respectivos protocolos de amplificagao

de DNA.
Marcador
Primer Sequéncia de DNA 5’ - 3’ Referéncia
Molecular
psbA-trnH psbA CGAAGCTCCATCTACAAATGG Hamilton (1999)
espagador trnH (GUG)  ACTGCCTTGATCCACTTGGC
intergénico
390 (F) CGATCTATTCATTCAATATTTC Cuénoud et al.
Gene matK (2002)
1326 (R) TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT
AB101 ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG Sun et al. (1994)
ITS
AB102 GAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC
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MyrtF CTCCGTGCTGGTGCATCGAACTGC Lucas et al. (2007)
ETS + flanking
18S gene ETS-18S GAGCCATTCGCAGTTTCACAG Wright et  al.

MyrtF (2001)

Tabela 3-3: CondigGes otimizadas de amplificagdo das regides selecionadas neste

estudo.

Primers psbA-trnH matK ETS ITS
Condigoes 4 min a 94°C; 30 2 mina94°C; 30 4 min a 94°C; 30 2 min a 94°C, 30
otimizadas de ciclos de 1 min a ciclos de 1 min a ciclos de 1 min a ciclos de 1 min a
amplificagao 94°C, 1 min a 94° C, 30 94°C, 1 min a 94°C, 1 min a
(PCR) 48°C, 2 min e 30 segundos a 50°C, 50°C, 1 min a 52°C, 1 min a

segundos a 72°C. 1mina72°C. 72°C. 72°C.

As regides alvo foram amplificadas com primers selecionados (Tabela 3-2) em
termocicladores Applied Biosystems Inc. (ABI) Gene Amp 9700 PCD system utilizando-
se protocolos otimizados (Tabela 3-3). Os produtos de PCR (polymerase chain reaction)
foram purificados usando método de coluna com QIAGEN® QlAquick™ Spin Columns,
de acordo com instrugdes do fabricante. As reagdes de sequencimento foram
conduzidas com o kit Tag DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit™ (Applied
Biosystems, Inc). As sequéncias geradas foram lidas em ABI 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Inc). Eletroferogramas foram analisados e sequéncias consenso
foram obtidas utilizando o Geneious™ versdo 6.0.5. Para o alinhamento utilizou-se o

plugin do MUSCLE implementado no software Geneious™.

Geragdo dos hapldtipos

A rede de hapldtipos foi construida com o auxilio dos programas DNAsp, para
montagem da matriz haplotipica (Librado & Rozas 2009), e o programa Network
4.2.0.1 para construgao da filogenia intra-especifica via median-joining network
analysis baseadas em critério de parcimonia (Bandelt et al. 1999). Os hapldtipos do

grupo teste de B. salicifolius foram gerados a partir da regidao psbA-trnH. Este recurso
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foi utilizado para entender a distribuicdo geografica e relacdes filogenéticas entre
haplotipos de B. salicifolius com base apenas em psbA-trnH e permitiu reconhecer
combinagdes Unicas de estados alélicos na referida regido.

Um representante de cada haplétipo foi incluido na matriz para inferéncias
filogenéticas. Foram obtidos 14 hapldtipos para esta espécie (ver Resultados — Rede de
haplétipos), portanto 14 individuos foram selecionados como representantes destes

haplétipos para compor a matriz de andlise filogenética (Material Suplementar 2).

Tabela 3-4: Lista dos 14 individuos de B. salicifolius selecionados com base na rede de

hapldtipos da regido psbA-trnH.

Individuos (B. salicifolius) No. Haplétipo Localidade de Coleta
BSARAMG659 H1 1 Araguari (MG)
BSPOUGO648 H2 2 Alto Paraiso / Pouso Alto (GO)
BSCRIGO450_H3 3 Cristalina (GO)
BSDIAMG785_H4 4 Diamantina (MG)
BSLENBA656_H5 5 Lencdis (BA)
BSPARMG539_H6 6 Paracatu (MG)
BSTIJRJ807_H7 7 Rio de Janeiro / Floresta da Tijuca (RJ)
BSURUSC615_H8 8 Urubici (SC)
BSYUNBO669_H9 9 La Yunga / Bolivia
BSCAXRS579_H10 10 Caxias do Sul (RS)
BSJAQRS573_H11 11 Jaquirana (RS)
BSSANRS558 H12 12 Santana da Boa Vista (RS)
BSURU625_H13 13 Urubici (RS)
BSVACRS634_H14 14 Vacaria (RS)

Andlise dos dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas com o software CLUSTALX (Thompson et
al., 1997). Foi realizada andlise de filogenética por estimativa Bayesiana. Para tanto, foi
utilizado o programa MrBayes (Ronquist & Huelsenbeck 2003) e as frequéncias
nucleotidicas, bem como o modelo evolutivo que melhor se ajustou na base de dados
utilizado no MrBayes foram obtidos pelo programa JModelTest (Darriba et al. 2012).
Os melhores modelos foram TVM+G  (psbA-trnH/Myrtaceae), TVM+G
(matK/Myrtaceae), TrN+G (ETS/Myrtaceae), TIM2+I+G (ITS/Myrtaceae), TPM2uf+G
(psbA-trnH/B. salicifolius) e K80+ (ETS/B. salicifolius).
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O tempo para o ancestral mais recente (Turca) foi estimado baseada em anélise
de filogenia Bayesiana implementada no software BEAST 1.4.7 (Drummond &
Rambaut 2007). A taxa de variagdo entre ramos foi obtida utilizando-se o modelo
uncorrelated lognormal relaxed clock (Drummond et al. 2006), método utilizado em
outros estudos recentes que obtiveram resolucdo melhorada (Biffin et al. 2010,
Thornhill et al. 2012). A convergéncia das analises de filogenia Bayesiana foi checada
utilizando-se o software Tracer 1.4 (Rambaut & Drummond 2007). Para estimar o
Tmrca €M anos, taxas de mutacdo foram estimadas a priori para as regides amplificadas

tendo como referéncia métodos e taxas de mutagdes citadas por Biffin et al. (2010).

Calibragbes de fdsseis

Utilizamos trés dados fésseis para calcular os tempos de divergéncia do grupo de
estudo. Paleomyrtinaea princetonensis, datada do Paleoceno (56 MilhGes de anos
atrds - Ma; Crane et al. 1990, Pigg et al. 1993) até o Eoceno recente (53 Ma;
Manchester, 1999) da América do Norte, apresenta frutos e sementes bem
preservadas e alguns autores sugerem relagdo com o grupo das goiabas (Psidium) e
Mosiera (Biffin et al. 2010, Pigg et al. 1993), ou relacionado de forma mais abrangente
com a subtribo Myrtineae (McVaugh 1968, Landrum & Kawasaki 1997). O segundo
fossil é de folhas e frutos de Metrosideros do Eoceno recente (aproximadamente 20
Ma), coletado na Nova Zelandia, considerado parente do género Metrosideros ainda
vivo (Pole et al. 2008). O terceiro fdssil sdo frutos eucaliptdides do leste da Austrdlia
datado de 48 Ma (Eoceno recente) (Rozefelds 1996) utilizado em outros estudos como

parente do grupo Eucalypteae (Tabela 3-5).
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Tabela 3-5: Calibragdes utilizadas para datar andlises moleculares com espécies de
Myrtaceae (Ma = milhGes de anos); Fonte: (Biffin et al. 2010).

Grupo calibrado Féssil Distribuicdo a Calibragdo (média)
priori
Myrteae Paleomyrtinaea log-normal 56 Ma
princetonensis
Metrosidereae Metrosideros log-normal 20 Ma
Eucalypteae Eucalyptus normal 48 Ma
Resultados

Andlise descritiva das regides avaliadas

A matriz de psbA-trnH (matriz Myrtaceae) apresentou 544 sitios (gaps e
ambiguidades desconsideradas). Ja as matrizes das regiGes avaliadas para inferéncia
filogenética variaram entre 527pb (pb=pares de bases) e 826pb (Tabela 3-6). Foram
obtidas sequéncias para todos os 70 acessos, exceto para matK com 48 sequéncias
(Tabela 3-6). A composicdo nucleotidica das regides testadas estd de acordo com o
esperado para estes marcadores: regides cloroplastidiais apresentaram maior
conteldo AT e regides nucleares apresentaram maior conteddo CG (Tabela 3-6). A
diversidade nucleotidica foi mais baixa para matK e mais alta para ETS (Tabela 3-6),
uma vez que matK é uma regido codificante e mais conservada (Shaw et al. 2005) e ETS
€ o0 mais diverso em variacao nucleotidica entre tadxons de Myrteae (Lucas et al. 2007,
Murillo-A et al. 2012). A regido psbA-trnH apresentou a segunda menor diversidade

nucleotidica.
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Tabela 3-6: Composicao de nucleotideos das regides cloroplastidiais e nucleares

avaliadas neste estudo (gaps e sitios ambiguos excluidos) de espécies de Myrtaceae.

psbA matK ETS ITS
Pares de base total/sitios 691/77 826 527 798
avaliados
Numero de taxons 70 48 70 71
A (%) 33,7 36,7 19,3 22,7
T (%) 38,9 29,5 31,7 21,1
G (%) 15,5 18,4 25,7 28,8
C (%) 11,9 15,4 23,3 28,8
GC (%) 27,4 33,8 49,0 56,2
Diversidade nucleotidica 0,058 0,024 0,107 0,065

A matriz de psbA-trnH para Myrtaceae e haplétipos de B. salicifolius resultou em
691pb. O alinhamento é facil no inicio da regido préoxima de anelamento do primer
psbA, porém em dire¢do a ponta 3’ (trnH) o alinhamento é dificultado em virtude de

indels (inser¢do/delecdo ou gaps) de diferentes comprimentos entre os taxons.

Foi observada uma inversdo de 21pb entre a posi¢cao 100 e 121 (Figura 3-1). Esta
regido de inversdo é flanqueada por sequéncias palindromes conservadas 5’
CAATAACCAA [inversdao] TTGGTTATTG 3’ entre os sitios 90 e 131. Sequéncias
palindromes normalmente flanqueiam potenciais regiGes susceptiveis a inversao

(Whitlock et al. 2010, Catalano et al. 2009).
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regido de inversao

+H+++ FH++ ++ + + + ++ +H+++++E+ 4+
AATAACCAACACTCTTCATAGARATA?

I
]
=]
-
=
=
=]

Ugni molinae

+
C
Xanthomyrtus compacta CAATAACCAA|T-TTCTTATTCTATCARA TC|ITT TTATT
Blepharocalyx cruckshanksii CAATAACCAA|ICACTCTTCATACAATAZ? -ATT TTATT
Myrceugenia lanceolata CAATAACCAA|ICACTCTTCATRA A TA -ATT TTATT
Blepharocalyx salicifolius CAATAACCAA[CACTCTTCATA ATAA -AITTCCTTATT
B. salicifolius 807_H7 CAATAACCAAICACTCTTCATA A TA -ATT TTATT
B. salicifolius 785_H5 C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 656_H6 C T CC CACTCTT T T -ATT TTATT
Campomanesia guazumifolia C T cC ICACTCTT T T -ATT TTATT
Campomanesia pubescens C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
Lophomyrtus obcordata C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
Neomyrtus pedunculata C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
Luma apiculata C T ccC CACTCTT TC T -ATT TTATT
Luma chequen C T ccC CACTCTT TC T -ATT TTATT
Myrceugenia alpigena C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
Myrceugenia myrcioides C T CccC CACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 539_H1 C T CCAACACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 648_H3 C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 450_H4 C T CcC CACTCTT T T -ATT TTATT
Pimenta dioica tCAATAACCAA|CACTCTTCATACAATAACAA-AITTCCTTATTC
Pimenta pseudocaryophyllus C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
Pimenta racemosa C T CccC CACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 615_H8 CAATAACCAA[CACTCTTCAT? ATE =-AITTCCTTATT
B. salicifolius 669_H11 C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT
B. salicifolius 579_H2 C T CccC T-TTCTTATTCTATC TCG|TT TTATT
B. salicifolius 625_H9 C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|TT TTATT
B. salicifolius 634_H10 C T CccC T-TTATTATTCTATC TC|ITT TTATT
Marlierea obscura CAATAACCAA[T-TTCTTATTCTATCAACACTCITTCCTTATTC
Marlierea suaveolens C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|TT TTATT
Myrcianthes pseudomato C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|ITT TTATT
Myrcianthes pungens C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|ITT TTATT
Eugenia florida C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|TT TTATT
Eugenia punicifolia C T ccC T-TTCTTATTCTATCAC TCG|ITT TTATT
Eugenia sulcata C T ccC T-TTCTTATTCTATC TC|TT TTATT
Eugenia uniflora C T ccC T-TTCTTATTCTATC TCG|TT TTATT
Algrizea macrochlamys C T ccC CACTCTT T T -ATT TTATT

Figura 3-1: Sequéncias de psbA-trnH de espécies de Myrtaceae incluindo regido de
inversdo de 21bp (retangulo vertical) flanqueadas por inversdes repetidas de 10bp.
Grupos conspecificos estao destacados por retangulos horizontais. Sinais positivos no
topo indicam sitios conservados.

A inversdo foi observada para hapldtipos de B. salicifolius de Floresta Atlantica
da regido sul do Brasil (hapldtipos 2, 9 e 10), bem com para Xantomyrtus compacta,
Marlierea obscura e M. suaveolens, Myrcianthes pseudomato e M. pungens, Eugenia
florida, E. punicifolia, E. sulcata e E. uniflora. Esta inversao nao foi observada em
haplétipos de B. salicifolius de Floresta Atlantica na Tijuca (RJ) e de Cerrado coletados

em Lencdis (BA) e Diamantina (MG).

Obtivemos uma matriz para regido matK (matriz Myrtaceae) composta por
826pb (Tabela 3-6). O alinhamento é simples e polimorfismos sdo basicamente
transicdes e transversdes. Observamos apenas dois eventos de indel: a duplicagao 5’
ATTGATTAC 3’ (sitio 560-570) compartilhado por Lophomyrtus obcordata e Neomyrtus

pedunculata, e a autapomorfia 5’ TCTA 3’ observada para Rhodomyrtus argentea.

49



O gene matK apresentou razdo transicOes/transversées em 1,1, estimativas
corroboradas por outros estudos (Olmstead & Palmer 2013, Hilu et al. 2003, Hilu &
Liang 1997). As taxas de substituicio de 1°, 2° posicdo de cddons observados s3o
aproximadamente as encontradas para a 3% posicdo de cddons, o que eleva a taxa de
substituicGes ndo sindnimas (Hilu et al. 2003), caracteristica normalmente apresentada

por esta regido (Johnson & Soltis 1994).

Rede de hapldtipos

A andlise de network, baseada nas 138 sequéncias de psbA-trnH de B. salicifolius,
resultou em 14 hapldétipos que apresentaram estrutura geografica distribuida em pelo
menos quatro grupos: Floresta Atlantica sul (H8, H10, H11, H12, H13 e H14), Floresta
Tucumana boliviana (H9), Floresta Atlantica norte/Cerrado (H4, H5, H7) e Cerrado (H1,

H2, H3 e H6) (Figura 3-2).

H2 * (GO, DF, MG) H4 Diamantina - MG

H5 Lencois - BA

o

*

f V V“"\ H7
\

" Tijuca-RJ
H6 * (MG)

()

- -

T
rrrrrrrrrrrnre

H3 Cristalina - GO

H8 Urubici - SC

&

H9 La Yunga - BOL .)/

H12 Santana B.V. - RS

H10 * (RS, SC)
H11

Jaquirana - RS

H13 Urubici - RS H14 Vacaria - RS

Figura 3-2: Rede de haplétipos baseado em psbA-trnH de Blepharocalyx salicifolius.
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Inferéncias filogenéticas

Baseado em inferéncia Bayesiana, psbA-trnH agrupou a tribo Myrteae com
suporte razoavel, mas com baixa resolugdo entre os subgrupos sensu Lucas et al.
(2007). A excecdo foi para o grupo Myrcia + Plinia que obteve boa resolucdo, porém
Marlierea obscura e M. suaveolens, esperadas no grupo Myrcia, apareceram no grupo
Eugenia. O grupo externo Australiano manteve sua posi¢ao basal em relagdo a
Myrteae, bem como a posigao de Myrtus communis como grupo irmdo deste conjunto
(Material Suplementar 3). A regido psbA-trnH ofereceu resolucdo para estruturar a
relagao entre os haplétipos de B. salicifolius. Contudo, os altos valores de suportes em
grupos congenéricos (a exemplo de Siphoneugena, Campomanesia, Eugenia, etc.)
corresponderam ao alto suporte dos grupos de hapldtipos desta espécie (Material

Suplementar 3).

A regido matK mostrou alto suporte para grupos de Myrteae, contudo com baixa
resolucdo interna (Material Suplementar 4). Foram obtidas boas resolu¢des para o
grupo Myrceugenia, composto pelo préprio género, Luma e Blepharocalyx
cruckshanksii e para o grupo Pimenta + Eugenia. Este marcador apresentou padrao
semelhante a psbA-trnH ao agrupar linhagens de Cerrado e linhagens de Floresta
Atlantica do sul, contudo nao foi capaz de relaciond-los. Além disto, o acesso de B.
salicifolius, utilizado por Lucas et al. (2007), ficou fora de Myrteae e préximo a

Austromyrtus dulcis (Material Suplementar 4).

Os resultados para ETS foram inferiores, uma vez que nao foi capaz agrupar
Myrteae como grupo monofilético e nem ao menos conseguiu resolugdo para os
grupos externos da tribo (Material Suplementar 5). ETS ndo gerou suporte para
subtribos de Myrteae ou mesmo grupos propostos por Lucas et al. (2007), exceto para
Myrcia + Plinia, desconsiderando P. pauciflora. Por outro lado, foi eficiente em reunir
varios clados congenéricos com altos valores de suporte, por exemplo, para

Myrceugenia, Luma, Eugenia e Gossia (Material Suplementar 5).

A regido de DNA ribossomal ITS conseguiu agrupar as linhagens de B. salicifolius
em um clado monofilético com razodvel suporte (Material Suplementar 6). A estrutura
das linhagens de B. salicifolius correspondeu a distribuicao geografica das populagdes

avaliadas. As linhagens correspondentes as populacdes desta espécie ocorrentes em

51



Floresta Atlantica do Sul e Floresta Tucumana ocorrente na base oriental dos Andes
Bolivianos sdo grupos irmaos das linhagens de Cerrado e Floresta Atlantica do sudeste
e norte brasileiros baseados em ITS. Além disso, ITS foi eficiente ao gerar suporte para
clados congenéricos, a exemplo de Eugenia, Gossia e Luma, entre outros. Contudo, a

exemplo de ETS, ndo apresentou resolucdo para tribo (Material Suplementar 6).

A maioria das combina¢cdes de marcadores mostrou B. salicifolius como grupo
monofilético, exceto ‘cpDNA + ETS’ e ‘nDNA’ (ndo apresentados neste trabalho). O
nivel de resolucdo entre as diferentes combinacdes, contudo, foi varidvel. O
resultados mais significativos foram cpDNA+nDNA (todas as regibes), cpDNA + ITS, e
cpDNA (psbA-trnH e matK). A combinacdo cpDNA + ITS apresentou alto suporte para
Myrteae e boa resolucdo para os grupos externos desta tribo (Material Suplementar
7). Esta combinagdo apresentou suporte interno para grupos de Myrteae (sensu Lucas
et al. 2007): Myrceugenia + Luma/B. cruckshanksii, Myrcia + Plinia, e Pimenta +

Myrteola, mas nao foi capaz de relaciona-los (Material Suplementar 7).

Linhagens de Floresta Atlantica/Floresta Tucumana boliviana parecem ser basais
e a proximidade interessante entre linhagens da Chapada Diamantina (linhagens
Diamantina - MG e Lencgdis - BA) de Cerrado e da Floresta da Tijuca (Floresta Atlantica)
foram obtidas na maioria dos testes realizados. As regides de cloroplasto (cpDNA)
apresentaram alto suporte para a tribo Myrteae, boa resolucdo para os grupos
externos a tribo Myrteae correspondente ao encontrado por Lucas et al. (2007)
(Material Suplementar 8). Esta regido apresentou a melhor resolugdo interna para
subgrupos de Myrteae aproximando o grupo Eugenia do grupo Pimenta e Myrteola
(Material Suplementar 8). Esta combinagdo plastidial aproximou também com boa
resolugao o grupo Myrcia do grupo Plinia, bem como o grupo Myrceugenia de Luma e
Blepharocalyx cruckshanksii (Material Suplementar 8). Estas interagGes sdo esperadas
e sugeridas por Lucas et al. (2007) como propostas para subtribo de Myrteae, contudo

nao foi capaz de relaciona-las.

A matriz coDNA+nDNA agrupou a tribo Myrteae com alto suporte, estruturou os
grupos externos sendo que o grupo Australiano teve suporte razoavel, seguido de
Myrtus communis (Figura 3-3). Os clados internos de Myrteae apresentaram tendéncia

de melhoria na resolugdo de subgrupos (sensu Lucas et al. 2007) a exemplo de
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Myrceugenia + Luma/Blepharocalyx cruckshanksii; o grupo Myrcia + Plinia, exceto
Marlierea obscura e M. suaveolens no grupo Eugenia, uma vez que fazem parte de
subtribos distintas; e o grupo Pimenta + Myrteola (Figura 3-3). B. salicifolius
permaneceu monofilético e com a mesma estrutura encontrada em ITS, mas agora
dentro do grupo Pimenta (Figura 3-3). Realmente fazem parte da mesma subtribo
Myrtineae, contudo este posicionamento ndao se repete em outras combinagdes de
marcadores avaliadas. As linhagens de B. salicifolius obtiveram suporte para grupo
monofilético e para os grupos de linhagens da espécie, porém com pouca resolugao

entre os grupos (Figura 3-3).
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Figura 3-3: Arvore consenso resultante de Andlise Bayesiana de cloroplasto e DNA
nuclear: copDNA (psbA-trnH, matK) + nDNA (ETS + ITS) com valores de probabilidade

posteriores para espécies de Myrtaceae e hapldtipos de B. salicifolius.
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As linhagens de B. salicifolius ficaram distribuidas em quatro grupos sem
resolucdo entre si, contudo com alto suporte interno. Estes grupos correspondem
basicamente a separacdo da rede de hapldtipos (representados em diferentes cores,
Figura 3-3). Os haplétipos H1, H2, H3 e H6, que correspondem a linhagens de Cerrado,
formaram clado com alto suporte, bem como os hapldtipos correspondentes a
linhagens de Floresta Atlantica do Sul e Floresta Tucumana boliviana (Figura 3-3). As
linhagens de Diamantina e Lengdis (Bahia) ficaram juntas, e o acesso de B. salicifolius
obtido do Genbank (Lucas et al. 2007) ficou agrupado com alto suporte com o
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