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RESUMO

Myrtaceae é considerada uma das mais importantes familias em diversidade de
espécies nos neotrépicos, principalmente ao longo da Mata Atlantica e do
Cerrado, representando de 10 a 15% da diversidade destes biomas. Myrteae é a
mais diversificada tribo (73 géneros e 2375 espécies) da familia. Em termos gerais,
os representantes sul-americanos de Myrtaceae sao considerados taxons
complexos e estudos biossistematicos sao fundamentais para uma melhor
delimitagao taxonomica de suas espécies. Provavelmente, a dificuldade de
identificacdo das mirtaceas brasileiras possa ser atribuida a especia¢io decorrente
de hibridacdo e poliploidia, com aparecimento de tipos recombinantes com
caracteristicas intermediarias entre os taxa originais, sendo o fluxo génico
interrompido por diferenciacdo cromossémica, especialmente pela duplicaciao do
numero cromossdomico. Este trabalho teve como objetivos principais contribuir
para o conhecimento citotaxonoémico / citogenético da familia, bem como
aprimorar a filogenia da tribo Myrteae, onde as relagdes entre os géneros ainda
sao incertas, enfatizando Psidium e géneros relacionados (grupo Pimenta). Em
termos gerais, a poliploidia surgiu de maneira independente ao longo da
diversificagao das diferentes linhagens na familia, ocorrendo em 16% das espécies
com numero cromossomico conhecido, além de ser observada uma reducao
drastica de nimeros cromossomicos em relacao a x = 11, chegandoax=5ex =6
na tribo Chamelaucieae, clado que concentra metade dos registros polipléides. Na
tribo Myrteae, a ocorréncia do nimero cromossémico x = 11 é quase constante,
com excecao de 26% das espécies analisadas que sao poliploides. Eugenia e
Psidium, dois dos principais géneros de Myrteae nos neotrépicos e Decaspermum,

essencialmente australasiano, registram a maioria das varia¢des polipléides da



tribo, o que possivelmente tenha favorecido a colonizacao de novos habitats e
ampliado a distribuicdo geografica em relacdo aos demais géneros da tribo. Do
ponto de vista cariotipico, os cromossomos em Myrteae sdo pequenos (<2um),
porém é observado certo grau de assimetria nos cariétipos de espécies com de
frutos carnosos quando comparadas com as de frutos secos, nas quais os
caritipos sao altamente simétricos. Do ponto de vista molecular, a variacao no
numero de sitios DNAr 45S forneceu subsidios para a diferenciacdo de espécies
em alguns complexos de Psidium, bem como indicou a possivel origem
alopolipléide em um par de citotipos de P. cattletanum, sendo este o primeiro
trabalho desta natureza em Myrtaceae. O tamanho do genoma em Myrteae é
pequeno e correspondeu diretamente ao nivel de ploidia das espécies. Em
Psidium, esta variagao foi da ordem de 9x e os resultados obtidos para espécies do
complexo P. grandifolium podem ser utilizados em discussdes taxonoémicas, além
de fornecer indicios adicionais sobre a evolugdo alopolipléide entre algumas
populacdes de P. cattletanum. Estas abordagens sdao inéditas para representantes
de Myrteae. A analise filogenética (94 espécies de 38 géneros) confirmou o
monofiletismo de Myrteae, bem como do género Psidium e suas relacdes de
parentesco dentro do grupo Pimenta. O género-irmao de Psidium é Myrrhinium.
Sao reconhecidos sete grupos informais: grupo FEugenia, grupo Myrceugenia,
grupo Myrcia, grupo Mpyrteola, grupo Pimenta, grupo Plinia e grupo
Australasiano. Futuramente, serdo explorados os caracteres macromorfolégicos e
biogeograficos que sustentem uma nova proposta de classificacdo para os géneros

de Myrteae.



ABSTRACT

Myrtaceae is one of the most diverse families in Neotropical region; principally
belong to Mata Atlantica and Cerrado, reaching 10 to 15% of biodiversity of
these biomes. Myrteae is the most generically tribe (73 genera and 2375 species)
in this family. Generally, South-American taxa are considered a complex group
and biosystematic studies are necessary to understand the taxonomic
delimitation of their species. Probably, the identification difficulties of Brazilian
Myrtaceae would be due to speciation by hybridization and polyploidy, appearing
species with intermediate characters between parental taxa and the genetic flow
blocked by chromosomal differentiation, principally by chromosome duplication.
This work aims to contribute to Cytotaxonomical/Cytogenetical knowledge in
Myrtaceae and to update the Myrteae phylogeny, where the relationships
between some genera are unclear, emphasizing Psidium and related genera
(Pimenta group). Polyploidy evolves independently belong to diverse lineages
belong Myrtaceae, reaching 16% of species that the chromosome numbers are
know, besides is observed a drastic reduction of chromosome numbers in relation
to x = 11, reaching to x = 5 or x = 6 in the Chamelaucieae tribe, this tribe
concentrates half of polyploid records in Myrtaceae. In Myrteae, the occurrence
of chromosome number x = 11 is practically constant, exception to 26% of
polyploid species. Eugenia and Psidium are two of the principal Neotropical
genera of Myrteae and Decaspermum, an Australasian genus, presents the
majority of polyploidy variations in Myrteae, that would explicate the
widespread distribution and the new habitat colonization in relation to the others
genera in Myrteae. The chromosome length are small (<2um), wherever was
observed asymmetric karyotypes in fleshy-fruited taxa against dry-fruited taxa

whit higher symmetric karyotypes. The variation of DNAr 455 loci supplied



additional parameters to species differentiation in some Psidium complexes and
supplied indications about the possible allopolyploid origin in cytotypes of P.
cattletanum, being this the first approach with molecular cytogenetic in
Myrtaceae. The species of Myrteae presents a very small genome, and was
observed a positive correlation with ploidy levels. In Psidium, the variation of
genome size was 9x and the obtained results for P. grandifolium complex would
be useful in taxonomic discussions besides supply additional characters about the
allopolyploid origin in some populations of P cattleainum. This approach also
represents new records in Myrteae. The phylogenetic study (94 species and 38
genera) confirm that the tribe Myrteae and the genus Psidium are monophyletic.
The sister group of Psidium is Myrrhinium. Seven informal clades are
recognized: Fugenia group, Myrceugenia group, Myrcia group, Myrteola group,
Pimenta group, Plinia group e Australasian group. In the future, we will to
explore morphological and biogeographical characters that would be support a

new classification of Myrteae.



INTRODUCAO GERAL

Inserida na ordem Myrtales (sensu APG 2003), a familia Myrtaceae
destaca-se pela diversidade de espécies, com cerca de 3800 a 5800 espécies
distribuidas em 130 géneros (Govaerts et al. 2008, Wilson et al. 2001).
Tradicionalmente, a familia era dividida em duas grandes subfamilias,
Myrtoideae (com frutos bacéides e filotaxia oposta) e Leptospermoideae (frutos
capsulares secos e filotaxia alterna). Recentemente, Wilson et al. (2005)
reavaliaram esta classificacao, agrupando os géneros anteriormente distribuidos
nestas duas subfamilias em Myrtoideae (com 15 tribos) e propondo uma nova
subfamilia (Psiloxyloideae) com apenas duas tribos monoespecificas. Todos os
representantes neotropicais de Myrtaceae encontram-se atualmente circunscritos
na subfamilia Myrtoideae, tribo Myrteae, com distribui¢io em toda a América
tropical e subtropical (McVaugh 1968). Myrteae ¢é composta por
aproximadamente 49 géneros e cerca de 2500 espécies (Govaerts et al. 2008),
sendo a mais diversificada tribo em relacdo ao nimero de géneros em Myrtaceae
(Lucas et al. 2007). Com base em caracteres morfolégicos do embriao, a tribo
Myrteae tem sido tradicionalmente dividida em trés subtribos (Berg 1855-56,
1857-59): Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae. Em andlise filogenética recente,
Lucas et al. (2005, 2007) demonstraram que Eugeniinae e Myrtinae sao grupos
polifiléticos enquanto Myrciinae (excluindo Myrceugenia) é monofilética, e
apontaram ainda alguns géneros sem posicao filogenética definida (como
Myrceugenia, Blepharocalyx e Luma). Lucas et al. (2005, 2007) sugeriram entao,
que a classificac@o intrafamiliar de Berg deva ser abandonada. Mas para facilitar
o entendimento e enquanto uma nova classificacdo intergenérica em Myrteae
ainda nao é definida, em alguns capitulos da presente tese, estamos levando em

consideracdo a circunscri¢ao geral da tribo proposta por Berg (1855-56, 1857-59).



As espécies neotropicais de Myrtaceae (tribo Myrteae) caracterizam-se pelo
habito arbustivo a arbéreo, cujo caule pode ou nao esfoliar-se. Possuem
numerosos canais oleiferos nas folhas, flores, frutos e sementes, folhas quase
sempre opostas, raro ternadas ou sub-opostas, com nervura marginal. Suas flores
em geral sdo brancas ou as vezes vermelhas, efémeras, hermafroditas, de simetria
radial, em geral pentameras, muitas das vezes com o receptaculo bem
desenvolvido, polistémones com deiscéncia rimosa e ovario sempre infero, com

variado nimero de léculos e de l16culos por 6vulo (Barroso 1991).

No Brasil, a familia esta representada por aproximadamente 1200 espécies
pertencentes a 25 géneros. Landrum & Kawasaki (1997) estimam que menos da
metade das espécies tenha sendo tratada por especialistas. Os géneros mais
representativos em espécies sao Fugenta (1000), Myrcia s.l. (incluindo
Calyptranthes, Gomidesia e Marlierea, 760), Psidium (92) e Campomanesia (37)
(Govaerts et al. 2008).

Intmeros levantamentos floristicos e fitossociol6gicos nos mais diversos
tipos de ambiente, desde formacdes savanicas como o cerrado (Castro et al. 1999)
e campos rupestres (Kawasaki 1989), até formacoes florestais (Oliveira-Filho &
Fontes 2000), registram Myrtaceae como sendo a mais importante ou estando
entre as mais importantes familias em riqueza de espécies. Essas formagoes,
dentro de um contexto mundial, estao incluidas entre as mais ricas em
diversidade de espécies vegetais e endemismos na América do Sul (Myers et al.
2000). De acordo com Oliveira-Filho & Fontes (2000), Myrtaceae é a familia mais
diversificada em espécies tanto na Mata Atlantica como no cerrado,
representando de 10 a 15% da diversidade de espécies nestes biomas. Estimativas
recentes evidenciam o grau de desmatamento da cobertura vegetal original destes

biomas, restando cerca de 5% da cobertura original da Mata Atlantica (SOS

Mata Atlantica 1998) e menos de 20% no cerrado (Mittermier et al. 2000), dos
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quais menos de 1% encontram-se protegidos em Unidades de Conservagao.

ABORDAGENS EVOLUTIVAS EM MYRTACEAE (TRIBO MYRTEAE)

Estudos cromossomicos

Segundo McVaugh (1956) e Barroso (1991), as Myrtaceae americanas
compreendem um grupo muito complexo que necessitam muitos estudos
sistematicos. Barroso (1991) enfatizou a necessidade de levantamentos regionais
aliados a estudos biossistematicos objetivando uma melhor delimitacao dos seus
taxons. Dentro da Biossistematica, a Citotaxonomia tem subsidiado estudos
taxonomicos e evolutivos em indimeros grupos taxondémicos, em diferentes niveis

hierarquicos (Stace 1991).

Em Myrtaceae, grande parte dos estudos citotaxondémicos encontra-se
restrita a espécies com frutos capsulares pertencentes a antiga subfamilia
Leptospermoideae (Atchinson 1947, Rye 1979, Matsumoto et al. 2000). Estudos
sobre cromossomos em Myrteae ainda sdo escassos. Os primeiros estudos em
Myrtaceae neotropicais foram realizados por Forni-Martins et al. (1995), Andrade
& Forni-Martins (1998), Pedrosa et al. (1999) e Forni-Martins & Martins (2000),
onde foram determinados nimeros cromosséomicos de cerca de 10 espécies, sendo

varias delas inéditas, inclusive para géneros como Campomanesia e Myrcia.

Recentemente, Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b, 2007a),
determinaram o ndmero cromossomico para cerca de 50 espécies de Myrteae,
distribuidas nas trés diferentes subtribos sensu Berg (Eugeniinae, Myrciinae e
Myrtinae), com predominio de 2n = 22. Os registros apresentados por estes
autores sdo inéditos para a maioria das espécies, até mesmo para alguns géneros,

como Gomidesia, Marlierea e Plinia, além de terem ampliado o conhecimento de
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numeros cromossdémicos para os dois maiores géneros, Fugenia e Myrcia. Foi
observada alta taxa de normalidade de tétrades e viabilidade polinica nas
espécies estudadas, mas também espécies tripléides (2n = 3x = 33), como E.
dysenterica, E. klotzschiana e E. punicifolia, provavelmente apomiticas. Porém,
para E. dysenterica, Proenca & Gibbs realizaram estudos de biologia reprodutiva
nesta espécie que produziu frutos por polinizac¢des cruzadas, o que sugere que esta
espécie ndo seja apomitica, mas vale ressaltar que foram amostradas populagoes

das aqui analisadas por Costa & Forni-Martins (2006a).

Varios géneros neotropicais ainda nao sao conhecidos do ponto de vista
cromossémico, como Accara, Algrizea, Blepharocalyx, Calycolpus, Calycorectes,
Calyptranthes, Curitiba, Hexachlamys, Mostera, Neomitranthes, Siphoneugena e
Ugni. Nos géneros proximamente relacionados a Psidium, existem relatos de
numeros cromossdomicos apenas em Acca (Feijoa) sellowiana, Pimenta dioica e P.

racemosa (Janaki Ammal 1945 in Bolkhovskikh et al. 1969), além de espécies de

Psidium e Campomanesia (Costa 2004, Costa & Forni-Martins 2006b).

De acordo com Atchinson (1947) e Raven (1975), o nimero basico para a
familia é x = 11, ocorrendo pequena variacdo no nimero cromossdémico, sendo
registrado na maioria dos géneros, circunscritos em diferentes subfamilias e tribos
(Rye 1979). Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b, 2007) corroboraram
a uniformidade de ndmeros cromossémicos apontada anteriormente. Algumas

espécies de Fugenia divergem do nimero basico x = 11, apresentando 2n = 24

(Moussel 1965 in Moore 1977) e 2n = 32 (Forni-Martins & Martins 2000).

Espécies displéides ocorrem com maior freqiiéncia nas Myrtoideae de
frutos secos (tribos Chamelaucieae, Leptospermeae e Melaleuceae) (Rye 1979),

enquanto a poliploidia é muito comum em taxons de frutos carnosos (tribo

Myrteae). Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b) ressaltaram a
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importancia da poliploidia como um importante processo evolutivo em Myrteae,
registrando origem por poliploidia (2n = 33 e 44) em 21% das espécies de Eugenia
e 75% das espécies de Psidium por eles analisadas. Também verificaram a
ocorréncia freqiiente de citétipos diferenciados pelo nivel de ploidia em diversas
espécies, variando de 22, 33 e 44 cromossomos, porém nao realizaram estudos

mais aprofundados para determinar a natureza destes poliploides.

Provavelmente, a dificuldade de identificacio das mirtaceas brasileiras
possa ser atribuida a especiagdo decorrente de hibridacao e poliploidia (Costa
2004), com aparecimento de tipos recombinantes com caracteristicas
intermedidrias entre os taxa originais, sendo o fluxo génico interrompido por
diferenciagcdo cromossomica, especialmente pela duplicacio do numero

cromossomico.

Informacdes sobre a morfologia dos cromossomos de espécies de Myrteae
praticamente inexistem, pois os mesmos sdo pequenos, raramente atingindo
2,5um (Costa 2004). Cariétipos de algumas espécies foram descritos como
assimétricos, pela presenca de cromossomos com o centrémero préximo a regiao
terminal (Viajayakumar & Subramanian 1985), enquanto em outras, como
Psidium acutangulum, foram descritos como simétricos pelo predominio de
cromossomos metacéntricos (Forni-Martins & Martins 2000).  Devido a
uniformidade do nimero basico x = 11 e ao pequeno tamanho dos cromossomos
(Andrade & Forni-Martins 1998, Forni-Martins & Martins 2000), a aplicacao de
técnicas convencionais nao tem sido suficiente para caracterizar as espécies de

Myrtaceae neotropicais e elucidar as relagdes cromossomicas entre elas.

Tamanho do genoma

Para Myrtaceae, as estimativas do tamanho do genoma ou contetido de
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DNA por nucleo hapléide (valor-2C) sdo encontradas de maneira escassa e
dispersa na literatura. Poucas espécies que possuem frutos capsulares (géneros
Callistemon, Eucalyptus e Melaleuca) tiveram seu tamanho de genoma estimado
(Ohri & Kumar 1986, Bennett & Leitch 1995, 1997; Azmi et al. 1997, Rani &
Raina 1998, Bennett & Leitch 2004, 2005). A primeira espécie da tribo Myrteae
investigada foi Psidium guajava L., onde os autores encontraram diferentes
valores-2C, estimados por densitometria de nicleos corados com Feulgen: 0.7 pg
(Bennett & Smith 1991) e 1.3 pg (Bennett & Leitch, 1997), ambas as amostras
com 2n = 22. Dornelas (com.pess.) estimou o tamanho do genoma para cerca de
20 espécies de Myrteae e verificaram que o tamanho do genoma das espécies ao
longo de Myrteae era muito menor em relagao ao das espécies de frutos capsulares

€ SeCOosS.

Filogenia

Diversos estudos cladisticos incluindo dados morfolégicos, anatomicos e
macromoleculares tém sido desenvolvidos nos 1ltimos anos, enfocando
principalmente as relacdes de Myrtaceae com as demais familias pertencentes as
Myrtales (Briggs & Johnson 1979, Conti et al. 1996, 1997, Johnson & Briggs
1984). Na analise filogenética de Johnson & Briggs (1984), com base em dados
morfolégicos e anatomicos, as tradicionais Leptospermoideae mostraram-se
parafiléticas e as Myrtoideae, monofiléticas. Com a aplicacio de dados
moleculares (gene matK), as Leptospermoidae apresentaram-se como basais e
parafiléticas, enquanto que as Myrtoideae mostraram-se como um grupo

monofilético (Wilson et al. 2001).

Mais recentemente, os estudos filogenéticos se voltaram as relac¢des
intrafamiliares em Myrtaceae (Gadek et al. 1996, Lucas et al. 2005, Wilson et al.

2001, 2005). Em uma analise baseada em dados morfolégicos e em seqiiéncias dos
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genes plastidiais matK e psbA-trnH e nucleares como a regiao do ITS (ITS-1,
5.85 rRNA e ITS-2) (Gadek et al. 1996, Lucas et al. 2005, Wilson et al. 2001,
2005), a monofilia da tribo Myrteae foi fortemente apoiada. Segundo os estudos
de Wilson et al. (2001), o estado de carater de fruto deiscente das
Leptospermoideae é plesiomoérfico, ao passo que os frutos indeiscentes surgiram
independentemente em quatro ocasides em Myrtaceae (Wilson et al. 2001). Os
resultados obtidos por Wilson et al. (2005) nao apéiam a divisao de Myrteae nas
trés subtribos (sensu Berg) com base na morfologia do embriao. Porém, os autores
reconhecem a limitacdo da amostragem dos géneros sul-americanos e admitem
que conclusdes seriam prematuras. Lucas et al. (2005, 2007) estudaram uma
amostragem mais representativa de grupos sul-americanos. Neste estudo, as
relagoes entre as trés subtribos de Myrteae (sensu Berg) foram melhor analisadas,
sendo que Myrtinae e Eugeniinae, de distribuicdo pantropical, mostraram-se
polifiléticas enquanto Myrciinae, que é exclusivamente neotropical, mostrou-se

monofilética (excluindo-se Myrceugenia).

O estudo de Lucas et al. (2005) ainda detalhou mais especificamente as
relagoes entre os géneros de Myrciinae, onde Calyptranthes e Gomidesia se
mostraram monofiléticos e géneros anteriormente circunscritos neste grupo
apresentaram-se como andmalos, sendo posicionados em um clado distinto.
Mazine (2006) realizou um estudo filogenético enfocando principalmente as
relacdes intergenéricas em Eugeniinae e as relagdes infragenéricas em FEugenia.
Um tnico estudo com Myrtinae foi realizado por Salywon (2003), principalmente
enfocando Mosiera, onde foi confirmada a monofilia do género, e indicou que

Psidium seria parafilético e grupo irmao de Mostera.

Analises filogenéticas posteriores, envolvendo um maior ndmero de
espécies de Myrtaceae e diferentes regides génicas, como ITS, ETS (nucleares) e

psbA-trnH (plastidial), reforcaram as hipéoteses de Wilson et al. (2005) e de Lucas



15

et al. (2005) sobre as conceituacdes infratribais. Para Lucas et al. (2007), a
tradicional divisdo de Myrteae nas trés subtribos propostas por Berg também nao
é sustentada, tendo encontrado seis agrupamentos que os autores denominam
informalmente como ‘grupo pois sdo encontrados seis grupos informais: ‘grupo
Plinia’, ‘grupo Eugenia’, ‘grupo Myrcia’, ‘grupo Myrceugenia’, ‘grupo Myrteola’ e
‘grupo Pimenta’, embora com baixos valores de bootstrap (b.s.)para a
sustentacdo dos ramos. Alguns géneros como Blepharocalyx, Luma e Myrceugenia

ainda nao tém posicao filogenética definida (Lucas et al. 2005).

As analises filogenéticas mais recentes vém sendo realizadas com mais
énfase por Lucas et al. (2007) no Myrcia group, que envolve os géneros Myrcia,
Marlierea, Gomidesia e Calyptranthes (tradicionais Myrciinae). Apenas os dois
ultimos sdo monofiléticos (b.s. 100%). Estudos no Eugenia group foram realizados
por Mazine (2006), enfatizando a relacao e a integridade das se¢oes em Eugenia e
as suas relagdes com o Plinta group (Plinia, Myrciaria, Neomitranthes e

Siphoneugena, tradicionais Eugeniinae).

A Subtribo Myrtinae e o Pimenta group

As espécies desta subtribo podem ser caracterizadas por possuirem flores
solitarias, ou em dicasios simples ou compostos, geralmente pentameras. O calice
pode ser aberto ou fechado, rompendo-se em caliptra ou por ruptura irregular do
hipanto. Possuem ovario com numero de léculos variando de 2 a 18,
multiovulados. A semente possui testa variando de uma textura coridcea a 4ssea,
com embrido composto por dois cotilédones rudimentares no apice da radicula,

curvado em forma de C.

Berg (1855-56, 1857-59) admitiu a existéncia de dois grupos em Myrtinae

(citada como Pimentoideae), fazendo mencao a quantidade de 6vulos por loculo e
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a textura das sementes (Tabela 1). O primeiro grupo era formado pelos géneros
Psidium, Calycolpus, Blepharocalyx e Myrtus, onde as flores apresentam l6culos 2-
4 ovulados e sementes com testa coriacea. O segundo grupo reunia os géneros
Campomanesia e Pimenta (além de outros atualmente sinonimizados com estes

dois), com 4-6 6vulos por léculo e sementes com testa membranosa.

McVaugh (1968) dividiu os géneros americanos de Myrtaceae em seis
grupos informais, sendo os géneros pertencentes a Myrtinae divididos em trés
grupos (correspondendo aos grupos de nimeros 4, 5 e 6, Tabela 1), com base nas
caracteristicas das flores, frutos e sementes. Assim, o grupo 4 (Campomanesia e
afins) reunia os géneros Campomanesia, Paivea (hoje sinénimo de
Campomanesia), Blepharocalyx e Temu (hoje sinénimo de Blepharocalyx),
caracterizados por possuirem varios léculos (4 a 18) multiovulados, sementes com
testa membrandacea ou coridcea e embriao curvado. O grupo 5 (Psidium e afins)
agrupava sete géneros: Amomyrtus, Amomyrtella, Calycolpus, Myrteola, Myrtus,
Psidium e Ugni, caracterizados pela presenca de 5-7 léculos multiovulados e
sementes com testa 6ssea e embrido levemente curvado, enquanto o dltimo grupo
(grupo 6) reunia dois géneros com ovario bilocular e flores tetrameras agrupadas

em paniculas, Pseudocaryophyllus e Pimenta (Figural).

Briggs & Johnson (1979) agruparam os géneros em duas aliangas, com base
nas caracteristicas do embrido e tipo de germinagao das sementes (Tabela 1). A
“alianca Myrtus” é caracterizada por embrides retos ou espiralada, com pequenos
cotilédones e um longo hipocétilo, pela germinacao fanerocotiledonar. A “alianca
Cryptorhiza” apresenta embriGes retos ou curvados, e os cotilédones fundidos

cobrindo o hipocétilo e a radicula, e germinacgao criptocotiledonar.

De acordo com Landrum (1986), os géneros da subtribo Myrtinae podem
ser divididos em trés grupos distintos: Complexo Campomanesia (Campomanesia,

Blepharocalyx, Pimenta e Legrandia), Complexo Myrrhinium (Myrrhinium e
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Acca) e os demais géneros (Psidium, Calycolpus, Mosiera e Ugnt) formavam um
complexo a parte (Tabela 1). O complexo Campomanesia foi caracterizado pela
testa da semente membranosa ou cartilaginosa, com mintsculos cotilédones,
enquanto o complexo Myrrhinium diferenciava-se por suas flores vermelhas ou
purpuras, com estames exertos de cor vermelha e cotilédones do mesmo
comprimento do hipocétilo. Os demais géneros eram caracterizados por
apresentarem sementes com testa 6ssea e cotilédones um pouco mais curtos que o
comprimento do hipocétilo. Uma sinopse deste histérico da classificacao da

subtribo é apresentada na Tabela 1.

Calyptranthes Pimenta Pseudocaryophyllus
Marlierea 6
Myrcia Ugni Myrteola
Myrrhinium
Gomidesia Nothemyrcio 5Pudium
Hexachlamys | Myrceugenia Amomyrtus Calycolpus ‘Myrtus’
—_—
Eugenia legrandis Amemyitalle Campomanesio Paivaea
z Luma 4
Calycorectes Blepharocalyx Britoa
Plinia 3
Myrciaria Myrcianthes Temu
Reicheo
Siphoneugena Pseudanomomis

Figura 1. Representacao esquematica dos grupos informais propostos por McVaugh
(1968) para a os géneros de Myrteae.
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O “Pimenta group” (sensu Lucas et al. 2007) abrange alguns dos géneros
anteriormente circunscritos da subtribo Myrtinae sensu Berg. E um grupo
monofilético, reunindo géneros brasileiros como Acca, Campomanesia, Pimenta e
Psidium, com uma sustentacao acima de 95% de probabilidade Bayesiana (Lucas
et al. 2007). Neste grupo, relacdes intergenéricas permanecem incertas, pois o
apoio estatistico para elas é baixo. Para Lucas et al. (2007), Campomanesia é
considerado o grupo irmao de Psidium que se apresenta monofilético. Para
Salywon (2003), Psidium é considerado parafilético e grupo irmao do género
essencialmente caribenho Mosiera. Este grupo ainda carece de uma investigacao
filogenética robusta. Alguns géneros pertencentes as tradicionais Myrtinae sensu
Berg nao foram incluidos ou a amostragem é reduzida nos trabalhos de Salywon
(2003) e Lucas et al. (2005, 2007). A Figura 2 ilustra alguns dos géneros

pertencentes a este grupo.

Na sinopse apresentada por Landrum & Kawasaki (1997), constam dez
géneros na subtribo Myrtinae no Brasil (Tabela 2). Alguns destes géneros como
Accara, Curitiba e Myrrhinium sdo monotipicos, enquanto Acca, Blepharocalyx,
Pimenta e Ugni apresentam de trés a 14 espécies, com ocorréncia de apenas uma
espécie no Brasil (a exce¢ao de Blepharocalyx, com duas). Calycolpus com 10
espécies apresenta distribui¢do no Norte/Nordeste da América do Sul, das quais
cinco ocorrem no Brasil. Os dois maiores géneros, Campomanesia (cerca de 30
espécies) e Psidium (de 90 a 100), tém a maior parte das espécies ocorrendo no
Brasil. Alguns destes géneros apresentam distribuicdo geografica restrita a
algumas regides do Brasil, como Acca e Curitiba no sul e Ugni no norte; Accara é
encontrado apenas no estado de Minas Gerais, enquanto Pimenta e Blepharocalyx

sao encontrados no Centro-oeste, Sul e Sudeste do pais (Tabela 2).
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Tabela 1. Circunscricdo geral dos géneros de Myrtinae segundo os principais autores.

Alguns géneros apresentam as atuais sinonimias entre parénteses.

Autores Géneros
Berg (1857) “Subtribo Pimentoideae”
Blepharocalyx, Calycolpus, Campomanesia, Myrtus e Psidium,
Abbevillea, Acrandra, Britoa e Lacerdaea (=Campomanesia) e
Pseudocaryophyllus (=Pimenta)
McVaugh “Campomanesia and related”
(1968) Campomanesia, Blepharocalyx, Temu (=Blepharocalyx) e Paivea
(=Campomanesia)
“Psidium and related”
Calycolpus, Myrtus, Myrteola, Psidium, Ugni, Amomyrtus e Amomyrtella
“Pseudocariophyllus e Pimenta”
Briggs & “Myrtus alliance”
Johnson  Acca, Amomyrtella, Amomyrtus, Calycolpus, Feijoa (=Acca), Mosiera,
1979) Myrrhinium, Myrteola, Myrtus, Pimenta, Pseudocaryophyllus (= Pimenta),
Psidiopsis (=Calycolpus), Psidium e Ugni
“Cryptorhiza alliance”
Blepharocalyx, Campomanesia, Cryptorhiza (=Pimenta), Legrandia,
Marlieriopsis (Blepharocalyx), Paivea (=Campomanesia) e Pilidiostigma
Landrum “Complexo Campomanesia”
(1986),  Blepharocalyx, Campomanesia, Legrandia e Pimenta
emmend “Complexo Myrrhinium?”
Landrum & Acca e Myrrhinium
Salywon  “Complexo Psidium”
(2007) Calycolpus, Mostera, Psidium e Ugni

Curitiba
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Tabela 2. Géneros pertencentes a subtribo Myrtinae, com sua distribui¢do na regiao

neotropical e nimero de espécies no Brasil, de acordo com Landrum & Kawasaki

(1997) e Govaerts et al. (2008).

Género

(Total de espécies / Brasil) Distribuicao geografica

Acca O. Berg

Accara Landrum

Blepharocalyx O. Berg
Calycolpus O. Berg
Campomanesia Ruiz & Pavon
Curitiba Salywon & Landrum
Myrrhinium Schott.

Pimenta Lindl.

Psidium L.

Ugni Turcz.

(3 /1) Duas espécies nos Andes (Peru). 4. sellowiana O. Berg
no S do Brasil

(1/1) A. elegans (DC.) Landrum, SE do Brasil (MG)

(3 /2) Do Caribe ao Sul do Chile. B. eggersii no Amazonas e
B. salicifolius no S e SE do Brasil

(10 /5) Maioria no norte / nordeste da América do Sul
(30/24) Em toda a América tropical e subtropical

(L/1) C. prismatica (D. Legrand) Salywon & Landrum, S do
Brasil

(1/1) M. atropurpureum Schott, S e SE do Brasil (PR e RJ)
(14 / 1) Caribe. Somente P pseudocaryophyllus (Gomes)
Landrum, S e SE do Brasil. Esta espécie apresenta trés
variedades.

(92 /70) Desde o México e Caribe até o Norte da Argentina.
A maioria das espécies ocorre no Brasil.

(4 / 1) Chile ao México. U. myricotdes (Kunth) O. Berg, N do
Brasil (RR)




Figura 2. Flores e frutcs de espécies da
subtribo Myrtinae ssnsw Berg, A — Aece
sellowdone, B - Accore elegons, G —
Dlepharocalyx selicifolius, D -
Dampormanese phees, B — Myrrhinium
niropurpuresT, F — Firnenta

paeudocaryophyllus
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O GENERO PSIDIUM L.

O género Psidium L. pode ser caracterizado pelo habito que varia de
subarbustivo a arbéreo, apresentando flores solitarias ou agrupadas em dicasio
axilares (geralmente com 1-3 flores). O calice é fechado, rompendo-se em quatro
ou cinco lobos irregulares durante a antese e o hipanto elevado ou nao sobre o
ovario, a excecao de algumas espécies com dois ou trés l6bulos ou caliptra (P,
amplexicaule, P. oligospermum). Suas espécies apresentam numerosos estames com
deiscéncia rimosa (longitudinal), portando cavidades secretoras no conectivo e
16culos multiovulados inseridos em uma placenta lamelar, originada a partir do
dobramento dos bordos carpelares. Seus frutos sdo bacédides, com as sépalas
persistentes ou raramente deciduas com o amadurecimento do fruto. Suas
sementes possuem testa 6ssea e embrido mirtéide, com dois cotilédones muito
pequenos e uma longa radicula encurvada (Landrum & Sharp 1989, Landrum

2003). A Figura 3 ilustra alguns dos caracteres diagnésticos do género.

Com aproximadamente 92 espécies (Govaerts et al. 2008), o género Psidium
encontra-se distribuido desde o México e Caribe até o Uruguai e norte da
Argentina, estendendo-se até as Ilhas Galapagos, sendo que em territério

brasileiro suas espécies ocorrem desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul

(Landrum 2003).

Berg (1855-56, 1857-59) dividiu o género Psidium em seis sec¢des: Albo-
tomentosa, Apertiflora, Costata, Crenatifolia, Obversifolia e Rigidifolia. Estas foram
delimitadas a partir de varios caracteres morfologicos, como textura das folhas,

forma do calice e quantidade de 16culos presentes no ovario (Tabela 3).

A grande maioria das espécies descritas por Berg (1855-56, 1857-59) ocorre
nas regides centro-oeste e sudeste do Brasil. McVaugh (1968) comentou a grande
necessidade de estudos taxonémicos mais aprofundados com estas espécies, pois

as mesmas sao muito préximas e de dificil delimitacao.
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Landrum (2003, 2005) vem realizando trabalhos de revisdo no género,
caracterizando complexos de espécies (Tabela 4). O complexo Psidium salutare
(Landrum 2003) corresponde a um grupo de espécies com distribuicao desde o
México até o Uruguai e abrange duas espécies: P. laruotteanum e P. salutare, sendo
que esta ultima agrupa cinco variedades (var. salutare = P salutare, var.
pohlianum = P. pohlianum, var. decussatum = P. decussatum, var. mucronatum =
P luridum e var. sericcum = P. incanum), anteriormente reconhecidas como por
Berg (1855-56, 1857-59) como espécies validas. Neste mesmo artigo, o autor cita o

complexo P. oligospermum, que inclui P. oligospermum e P. sartorianum.

Tabela 3. Espécies de Psidium, seguindo a classificagio infragenérica de Berg (1855-56,
1857-59). Os nomes em negrito correspondem aos binémios recentemente atualizados de
acordo com Govaerts et al. (2008). As espécies seguidas por (*) encontram-se com os
binémios provisoriamente aceitos. As espécies seguidas por (**) nao foram consideradas
nas recentes sinonimizacoes.

Secao / Espécies

Albo-tomentosa

P. albidum Camb. (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P. cinereum Mart. (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P. cuneatum Camb. (P. australe var. argenteum (0. Berg) Landrum)
P, grandifolium Mart. ex DC.

P, incanescens Mart. (P grandifolium Mart. ex DC.)

P. lacteum O. Berg (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P, laruotteanum Cambess.

P. microcarpum Camb. (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P. multiflorum Camb. (P guineense Sw.)

P, radicans O. Berg (P. grandifolium Mart. ex DC.)

Apertiflora

P. aerugineum O. Berg (P, laruotteanum Cambess.)

P, anceps O. Berg (P. australe var. australe (0. Berg) Landrum)

P. argenteum O. Berg (P. australe var. argenteum (0. Berg) Landrum)
P. cupreum O. Berg (P. rufum Mart. ex. DC.)

P. decussatum DC. (P. salutare var. decussatum (DC.) Landrum)

P. densicomum Mart. ex DC.

P, elegans Mart. (Accara elegans (DC.) Landrum)



P, firmum O. Berg

P. gardnertanum O. Berg (P myrsinites DC.)

P. hians Mart. (Campomanesia pubescens (Mart. ex. DC.) O. Berg
P. macrospermum O. Berg (P rufum Mart. ex DC.)

P. maranhense O. Berg (P, riparium Mart. Ex. DC.)

P. mengahiense Camb. (P. riparium Mart. Ex. DC.)

P. myrsinites DC.

P. myrsinoides O. Berg (P. myrsinites DC.)

P. myrtoides O. Berg

P. nutans O. Berg*

P. ovatifolium O. Berg (P densicomum Mart. ex DC.)

P. paraense O. Berg (P. riparium Mart. Ex. DC.)

P. pohlianum O. Berg (P. salutare var. pohlianum (0. Berg) Landrum
P, refractum O. Berg*

P. rhombeum O. Berg

P, riparium Mart. ex. DC.

P, rubescens O. Berg (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P, rufum Mart. ex DC.

P, sericeum O. Berg (P. grandifolium Mart. ex DC.)

P, sieberianum O. Berg (P, riparium Mart. Ex. DC.)

P, suffruticosum O. Berg (P salutare var. suffruticosum (0. Berg) Landrum
P, turbiniflorum Mart. (P, striatulum DC.)

P, widgrenianum O. Berg (P. rufum Mart. ex DC.)

P. ypanemense O. Berg (P. guineense Sw.)
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Costata

P. araca Raddi (P guineense Sw.)

P. guayava Raddi**

P inaequilaterum O. Berg

P. ootdeum O. Berg (P. guineense Sw.)
P. polycarpon Camb. (P. guineense Sw.)
P, sorocabense O. Berg*

P. sprucei O. Berg (P. guyanense Pers.)

Crenatifolia

P, acutangulum Mart. ex DC.

P, leptocladum O. Berg. (P, striatulum DC.)
P. maribense Mart. ex DC.

P, persicifolium Berg (P, striatulum DC.)
P, striatulum DC.

Obersifolia

P, australe Cambess.

P, cortaceum Mart. (P, cattleianum Afzel ex Sabine)
P itanareense 0. Berg*

P. obovatum Mart. (P cattleianum Afzel ex Sabine)
P, robustum 0. Berg
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P. sellowianum O. Berg (P arboreum Vell.)
P, variabile O. Berg (P, cattleianum Afzel ex Sabine)

Rugidifolia

P oligospermum Mart. ex DC.

Tabela 4. Distribui¢do de algumas espécies de Psidium L. em complexos (Landrum,
2003, 2005 e comunicacao pessoal *).

Psidium acutangulum™ P acutangulum P. friedrichsthalianum
P. montanum 2 novas espécies
Psidium cattletanum* P, cattletanum P, longipetiolatum
P. myrtoides P, spathulatum
Psidium grandifolium P, misstonum
(Landrum 2005) P, grandifolium = P. cinereum, P. incanescens

P, australe var. argenteum = P. cuneatum
var. suffruticosum = P. sufruticosum e P. alatum
var. australe = P. mucronatum

Psidium guajava™ P. guajava
P, guineense

Psidium oligospermum™ P, oligospermum
P, sartortanum

Psidium rufum* P, rufum

Varias outras ainda nao revisadas

Psidium salutare P, salutare var. sericeum = P. incanum
(Landrum 2003) var. mucronatum = P. luridum
var. decussatum = P. decussatum
var. pohlianum = P. pohlianum
var. salutare = P. salutare
P, larruotteanum
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Figura 3. Caracteres morfolégicos de Psidium, Hibito
subarbustivo (&) e arbustiva (B); flores izoladas (0 ou em
unidades dicasiais (D), botio parcialmente fechado (E),
bem como com romplmento irregular do calice I:F), frutos
CArnosos I:Gj; sermentes com testa dssea [I—I:l, placenta
lamelar (I} & embnio myrtdide (J). I e ] retiradaos de
Landrum & Kawasaki (1997). H - autor: C.Proenga
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O complexo Psidium grandifolium (Landrum 2005) é composto por trés
espécies: P australe, P. grandifolium e P. missionum. Neste complexo, quatro
espécies foram caracterizadas como variedades de P australe (P. alatum, P.
cuneatum, P. mucronatum e P. suffruticosum) e outras duas reduzidas a variedades

de P. grandifolium (P. cinereum e P. incanescens).

Em comunicagao pessoal, o autor relatou a ocorréncia do complexo P.
acutangulum, cuja publicacao encontra-se em fase final de preparacao. Este
complexo abrange cinco espécies: P acutangulum, P. friedrichsthalianum, P.
montanum e duas novas espécies, todas com distribui¢do na regido amazonica. O
quinto complexo “P cattletanum”, abrange P. cattleianum, P. myrtoides, P.
longipetiolatum, P. longipetalum e P. spathulatum. As espécies P. guajava e P,
guineense formam um complexo a parte, com muitas formas hibridas entre elas.
Outro complexo é formado P. rufum, onde serdo futuramente enquadradas varias

espécies ainda nao revisadas (dados nao publicados).

Em resumo, o género Psidium é amplamente distribuido em toda a regido
neotropical, constituido por espécies que ocorrem nos mais diferentes biomas
(caatinga, cerrado s.l., campos rupestres, florestas amazoénica, atlantica,
deciduais, restingas, entre outros) e sujeitas as mais diferentes pressoes
ambientais, que ocasionam uma grande plasticidade fenotipica, dificultando a
identificacdo e delimitacdo de suas espécies. Especialistas (Dra. Carolyn Proenca
— Universidade de Brasilia e Dr. Leslie Landrum — Universidade do Arizona)
ressaltam a importancia e a necessidade de estudos mais aprofundados no género,
visando uma melhor delimitacdo e caracterizacdo de suas espécies. E neste
contexto que se insere a presente tese, na qual empregamos a citotaxomia para analises
sistematicas de espécies neotropicais (brasileiras) da tribo Myrteae, com énfase no

género Psidium e afins.
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OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

1. Contribuir para o conhecimento -citotaxonémico / citogenético de

Myrtaceae, realizando:

a) Analise citotaxonomica (com base em distintos caracteres

b)

cromossomicos) em espécies do género Psidium, confrontando os dados
obtidos com as diferentes circunscri¢des para o género propostas por

diversos autores, a fim de elucidar a delimitacao entre as mesmas.

Analise citotaxonémica em outros pequenos géneros proéximos a
Psidium no sistema de Berg (1855-56, 57-59), ainda desconhecidos do
ponto de vista cariolégico, como Accara, Blepharocalyx, Mosiera e
Ugni. Também se pretende ampliar o conhecimento cromossémico em

Acca, Campomanesia, Myrrhinium e Pimenta

Analise do tamanho do genoma em algumas espécies de Myrtaceae,
com maior esforco de amostragem em Psidium, visando fornecer

caracteres adicionais para a analise citotaxonoémica.

2. Aprimorar a filogenia da tribo Myrteae, contribuindo para a delimitagao e

verificacao do monofiletismo de Psidium e a sua relagao filogenética com

os géneros afins.
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APRESENTAGAO GERAL DESTA TESE

Para facilitar o entendimento, esta tese esta sendo apresentada na forma
de capitulos. Os capitulos apresentados correspondem a artigos cientificos/partes

de artigos a serem submetidos ou ja publicados em diferentes periédicos.

Capitulo 1. Estudos cromossomicos em Myrtaceae: a distribuicio de nuameros

cromossomicos e a evolucao da familia.

Uma revisdo de nimeros cromossomicos ja realizados para a familia,
incluindo os dados da literatura e os atuais ainda nao publicados (capitulos 2, 4,

5 e 6) é apresentada.

Capitulo 2. Estudos cromossomicos em Myrtaceae: novos relatos de numero

cromossomicos e a poliploidia na tribo Myrteae.

Este capitulo apresenta uma revisao de todos os niimeros cromossémicos ja
obtidos na tribo Myrteae, incluindo os dados da literatura e os atuais ainda nao

publicados.
Capitulo 3. Karyotype analysis in South American species of Myrtaceae.

Traz analise detalhada da morfologia cromossomica de 15 espécies
pertencentes a diferentes géneros em Myrteae. Este capitulo encontra-se na
forma na qual foi publicado no periédico Botanical Journal of the Linnean

Society.

Capitulo 4. Distribuicao de sitios de seqiiéncias DNAr 45S em espécies de Psidium e

géneros proximos por meio de FISH.

Neste capitulo sao apresentados dados de citogenética molecular para 15
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espécies em diferentes géneros, avaliando o potencial da aplica¢do da técnica de
hibridacao fluorescente in situ (FISH) no entendimento das rela¢des evolutivas

em Psidium.

Capitulo 5. Genome size variation in the fleshy-fruited Neotropical Myrtaceae.

Neste capitulo sao incluidas as estimativas do tamanho do genoma em 30
espécies de Myrtaceae de diferentes géneros. Encontra-se na forma na qual foi

publicado no periédico Plant Systematics and Evolution.

Capitulo 6. Variacao no tamanho do genoma em espécies de Psidium (Myrtaceae)

estimadas por citometria de fluxo.

Uma analise preliminar da variacdo do tamanho do genoma, associado ao

nivel de ploidia para 10 espécies de Psidium é apresentada neste capitulo.

Capitulo 7. Relagoes filogenéticas entre os géneros de Myrteae (Myrtaceae) a partir

de cinco diferentes marcadores moleculares.

Neste capitulo é apresentada uma analise filogenética com 94 espécies de 38

dos 47 géneros pertencentes a tribo.
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CAPITULO1

Estudos cromossomicos em Myrtaceae: a distribuicao de niumeros
cromossomicos e a evolucao na familia

RESUMO - Neste trabalho compilamos 902 registros de nimeros cromossémicos em
Myrtaceae publicados nos ultimos 70 anos. Os dados sdo apresentados e discutidos a luz
das novas classificagdes intrafamiliares recentemente propostas para a familia, apoiadas
pelos estudos filogenéticos. Os registros somam ao todo 568 binémios. A maior parte das
espécies (74%) apresentou 2n = 22. A poliploidia aparece em oito das 18 linhagens
terminais em Myrtaceae, ocorrendo em aproximadamente 16% dos registros. Espécies
displéides sdo menos comuns (6%), com poucos relatos em apenas quatro tribos:
Chamelaucieae, Melaleuceae, Myrteae e Syzigieae. Em alguns grupos é observada uma
reducdo nos nimeros cromossémicos basicos, culminando com x = 5 e x = 6 na tribo
Chamelaucieae, clado que concentra a metade dos registros de varia¢des polipléides na
familia. Nos grupos neotropicais, a poliploidia exerceu um papel fundamental na
diversificacao de dois dos maiores géneros de Myrteae, Eugenia e Psidium, e em um dos

géneros australasianos, Decaspermum, incluindo a ocorréncia de varios citétipos.

Introducao

A classificacao intrafamiliar em Myrtaceae tem sido tema de muitos estudos
ao longo dos anos, desde os tempos de De Candolle (1828), que reconhecia trés
grandes grupos na familia: Myrtoideae (frutos carnosos), Leptospermeae (frutos
capsulares) e Chamelaucieae (frutos secos indeiscentes). Esta classificacdo foi
formalizada por Niedenzu (1838): Myrtoideae (frutos carnosos e filotaxia
freqiientemente oposta) e Leptospermoideae (frutos secos e filotaxia alterna), e
tem sido amplamente utilizada ao longo dos dltimos 150 anos em diversas obras
de referéncia em taxonomia de Myrtaceae, como as de Berg (1855-56, 1857-59),
McVaugh (1956, 1968) e Briggs & Johnson (1979). Schimd (1980) estabeleceu a

tribo Chamelaucieae em Leptospermoideae e apresentou uma revisido sobre a
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problematica da circunscri¢ao dos grandes grupos intrafamiliares em Myrtaceae.

O tratamento mais completo no que diz respeito as relagdes intrafamiliares
em Myrtaceae é o trabalho de Briggs & Johnson (1979), onde estabeleceram
grupos informais (aliancas), sugerindo estas poderiam equivaler a tribos e
subtribos em um sistema formal. Somente nas tdltimas décadas estes conceitos
puderam ser novamente avaliados, principalmente apds o surgimento e a
aplicacao de métodos cladisticos.

Johnson & Briggs (1984) realizaram uma andlise cladistica com base em
dados morfolégicos e perceberam que a tradicional divisao intrafamiliar até entao
utilizada (Niedenzu 1838) deveria ser abandonada. Para estes autores Myrtoideae
(sensu Berg 1855-56, 1857-59) nao formava um grupo monofilético, pois o género
Syzygium (dentro do grupo Acmena) destacou-se como um grupo monofilético e
distante das demais Myrtoideae sensu stricto. Por outro lado, segundo Johnson &
Briggs (1984), as Leptospermoideae (sensu Niedenzu 1838) eram parafiléticas,
formando 12 grupos informais.

Recentemente, alguns estudos filogenéticos com dados macromoleculares
vém sendo realizados visando estabelecer as rela¢des entre os géneros, subtribos e
tribos de Myrtaceae, principalmente testando as hipéoteses de Briggs & Johnson
(1979). Diversos estudos desta natureza tém sido recentemente publicados,
principalmente enfatizando as relacbes entre os géneros cujas relagdes sao
controversas.

Ladiges et al. (1999) estudaram os géneros Melaleuca, Callistemon e outros
proximos, cuja amostragem foi posteriormente ampliada nos estudos de Brown et
al. (2001). Udovic et al. (1995), McKinnon et al. (1999), Steane et al. (1999, 2002),
Udovic & Ladiges (2000) e Parra-O (2006) estudaram as relagdes entre Eucalyptus
e géneros proximos (Corymbia e Angophora). Outros estudos foram desenvolvidos
em grupos de géneros que sao considerados como aliangas, como por exemplo,

Leptospermum (O’Brien et al. 2000), Chamelaucium (Lam et al. 2002) e Acmena
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(Harrington & Gadek 2004). Para os grupos com frutos carnosos, destacam-se os
trabalhos de Lucas et al. (2005, 2007) enfatizando as relagdes entre os géneros das
tradicionais subtribos de Myrteae (sensu Berg 1855-56, 1857-59), de Merwre et al.
(2005) para as espécies africanas de FEugenia, e de Biffin et al. (2006) para
Syzygium e géneros proximos.

Wilson et al. (2001) realizaram a analise filogenética com dados de
seqiienciamento do gene plastidial matK. Neste trabalho foi confirmado que os
taxa de frutos carnosos (Myrtoideae sensu Berg 19885-56, 57-59; Niedenzu 1838)
nao formavam um grupo monofilético, corroborando a exclusao de Syzygium de
Myrtoideae, ja proposta por Johnson & Briggs (1984). As conclusdes de Wilson et
al. (2001) também sao apoiadas por diversas evidéncias, como anatomia floral
(Schmid 1972) e anatomia da madeira (Ingle & Dadswell 1953). As tradicionais
Leptospermoideae mostraram-se um grupo parafilético e basal em Myrtaceae
(Wilson et al. 2001).

Baseados em seqiiéncias de macromoléculas (plastidiais e nucleares), Wilson
et al. (2005) propuseram uma nova classificacdo intrafamiliar em Myrtaceae.
Estes autores expandiram o conceito de Myrtoideae (sensu Niedenzu 1838)
incluindo nesta todos os géneros tradicionalmente circunscritos em
Leptospermoideae. Segundo estes autores, Myrtaceae pode ser dividida em duas
tribos: Myrtoideae e Psiloxyloideae. Estas duas tribos sao sustentadas, além de
dados moleculares, por diversas evidéncias morfolégicas (Tabela 1).

Este breve histérico sobre os problemas taxonémicos envolvendo a
conceituacao dos diferentes grupos intrafamiliares em Myrtaceae mostra o quao
complexa é esta familia. A necessidade de estudos biossistematicos visando uma
melhor demilitacdo dos seus taxa sul-americanos ja havia sido enfatizada por
McVaugh (1956) e Barroso (1991), que consideraram as Myrtaceae como um
grupo taxonomicamente complexo. Dentro de um contexto biossistematico, a

Citotaxonomia tem subsidiado diversos estudos taxonomicos e evolutivos em
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inimeros grupos taxondémicos, em diferentes niveis hierarquicos (Raven 1975,
Stace 1991). Do ponto de vista cromossdémico, os estudos em Myrtaceae sao
relativamente escassos e pontuais.

De acordo com Rye (1979), Myrtaceae tem passado por uma extensa
radiacdo, mostrando uma imensa diversidade morfolégica; no entanto, é um
grupo quase homogéneo do ponto de vista cromossémico, com a maioria de suas
espécies apresentando nimero cromossémico basico x = 11. De maneira geral,
ocorre pouca variagdo no nimero cromossémico em Myrtaceae, com excec¢do para
taxons de frutos secos, onde sao registrados 2n = 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 e
28, distribuidos em varios géneros (Rye 1979). Contrario a isto, em grupos com
frutos carnosos predomina o nimero cromossomico 2n = 22, ou suas variacgoes
polipléides (Costa 2004; Costa & Forni-Martins 2006a, b, 2007a, Capitulo 2).
Apesar dos esforgos recentemente empregados neste grupo, varios géneros ainda
continuam com seu nimero cromosséomico desconhecido.

A poliploidia ocorre em niveis intra e inter-especificos em Myrtaceae (Rye
1979, Costa & Forni-Martins 2006a, b). Rye (1979) compilou os estudos
cromossomicos publicados até a sua época (147 espécies) chegando a um
percentual de 36% de espécies polipléides em Myrtoideae contra 10% em
Leptospermoideae. Esta autora também estimou a ocorréncia de disploidia em
21% das Leptospermoideae contra apenas 5% em Myrtoideae. No entanto, estes
resultados estavam baseados e discutidos segundo a classificagao tradicional
proposta por Niedenzu (1838), que reconhecia apenas dois grupos em Myrtaceae:
um com frutos secos (Leptospermoideae) e outro com frutos carnosos
(Myrtoideae).

Diante disto, este trabalho visa a apresentar uma ampla revisao dos estudos
cromossomicos realizados na familia, wutilizando-se das classificacdes
intrafamiliares mais recentes em Myrtaceae a luz dos estudos filogenéticos com

seqiiéncias de DNA. Também é nosso objetivo, registrar a ocorréncia/distribuic¢ao
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de citétipos nas diferentes linhagens terminais de Myrtaceae, adotando a

circunscricao de Wilson et al. (2005).

Material e métodos

Coleta de dados de literatura

Foi feito um levantamento bibliografico dos relatos de ndmeros
cromossOmicos para as espécies de Myrtaceae disponiveis na literatura.
Primeiramente, foram consultados os dados da base de niimeros cromossomicos
do Missouri Botanic Garden — Index to Plant Chromosome Number (IPCN,
http://mobot.mobot.org/W3T/Search/ipcn.html) e das obras de referéncia de
numeros cromossomicos: Bolkholviskh (1969), Moore (1973, 1974, 1977),
Goldblatt (1981, 1984, 1985, 1988) e Goldblatt & Johnson (1990, 1991, 1994,
1998, 2000). Para a compila¢ao dos resultados, estamos considerando apenas os
registros de nimero cromossémico somatico (2n). Na auséncia deste, o numero
cromossomico gamético (n) foi duplicado para padronizar a apresentacio dos
resultados. Varios registros foram encontrados com determinacdo até género,
porém s6 foram consideradas as espécies com seus binémios completos.

De posse de todos os registros, estes foram organizados em uma planilha
(Excell for Windows) para as analises posteriores. A correta nomenclatura foi
checada de acordo com o Myrtaceae World Checklist, Kew (Govaerts et al. 2008).
Todas as estimativas apresentadas sobre o numero de espécies nos respectivos

géneros também foram obtidos a partir do WCM-Kew.

Analise dos dados

A partir dos numeros cromossémicos compilados, realizamos
primeiramente o censo de todos os trabalhos publicados. Nesta etapa, separamos

os dados em dois conjuntos: um contendo todas as espécies com frutos carnosos e
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outros com as espécies de frutos secos.

Em outra etapa, os resultados foram organizados em tabelas contendo o
senso total de ndmeros cromosséomicos distribuidos nos diferentes géneros e
tribos, de acordo com a proposta de classificacdo de Wilson et al. (2005). Para
avaliar a proporcdo de ndmeros cromossémicos, ocorréncia de poliploidia,
disploidia e citétipos e permitir uma analise comparativa com os trabalhos de
Rye (1979), os dados cromossomicos foram separados em duas categorias: taxons
de frutos secos x frutos carnosos. Estas proporc¢oes sdo apresentadas de acordo
com o nimero total de contagens cromossomicas disponiveis para cada grupo. A
arvore filogenética mais parcimoniosa apresentada por Wilson et al. (2005) foi
reconstruida para discussao da distribuicao dos dados de nimeros cromossémicos
e ocorréncia dos eventos de poliploidia, disploidia e presenga de citétipos em
Myrtaceae. Os taxons incluidos na filogenia proposta por Wilson et al. (2005)
foram compilados em uma matriz de presenca/auséncia para os seguintes
caracteres: a) nimero cromossomico basico: (1) x <11, (2)x=1le (3) x> 11,eb)
(1) presenca de espécies polipléides, (2) displéides e (3) ocorréncia de citétipos. Foi
realizada uma analise de parcimonia tracando a histéria evolutiva, buscando
reconstruir os estados de carater ancestrais com o auxilio do programa Mesquite
(Maddison & Maddison 2007).

Para facilitar a compreensao, os dados serao apresentados e discutidos
juntamente com os resultados dos principais estudos filogenéticos recentemente
publicados para a familia em diferentes grupos: Udovic et al. (1995), Ladiges et al.
(1999), McKinnon et al. (1999), Steane et al. (1999, 2002), O"Brien et al. (2000),
Udovic & Ladiges (2000), Brown et al. (2001), Wilson et al. (2001, 2005), Lam et
al. (2002), Harrington & Gadek (2004), Lucas et al. (2005, 2007), Merwre et al.
(2005), Biffin et al. (2006) e Parra-O (2006).
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Resultados e Discussao

A evolucao dos estudos cromossomicos em Myrtaceae

Ao todo, foram compilados 902 registros de nimero cromossdémico em 94
diferentes trabalhos até 2007, correspondendo a 568 espécies (ver Apéndice).
Deste total, 688 (76%) sdo registros para taxons com frutos secos (444 espécies) e
214 (24%) para frutos carnosos (124 espécies). Uma representacio grafica destes
resultados é apresentada de maneira geral na Figura 1.

O primeiro estudo cromossémico foi realizado por Greco (1929) em Myrtus
communis. Até o final de 1940, somente oito trabalhos foram encontrados na
literatura enfatizando estudos cromossomicos na familia (Greco 1929, 1930;
Sugiura 1931, 1936; Harrison 1934 in Bolkhovskh et al. 1969; Van der Pijl 1934;
McAulay et al. 1936, 1937a, b). Até entao, s6 eram conhecidos ndmeros
cromossomicos para 36 espécies, sendo a grande maioria dos registros em espécies
das tradicionais Leptospermoideae (Figura 1). Durante as décadas de 40 e 80,
houve um incremento do conhecimento de nimeros cromossémicos, totalizando
respectivamente, 202 (23 trabalhos) e 727 espécies (73 trabalhos) (Figura 1). As
contribui¢des mais importantes em termos de nimeros de espécies estudadas
nestes periodos sdo os trabalhos de Atchinson (1947), Smith-White (1942, 1948,
1950) e Rye (1979).

Até o final da década de 1980, cerca de 80% das espécies com nimero
cromossomico conhecido eram predominantemente de taxas de frutos secos
(Tabela 2, Figura 1) pertencentes principalmente as tribos Chamelaucieae,
Eucalypteae e Melaleuceae (sensu Wilson et al. 2005). Dentre os principais
trabalhos realizados nesta época destacam-se os de Smith-White (1942, 1948,

1950, 1954, 1959), Ruggeri (1960 a-e, 1961, 1962) e Rye (1979), que trouxeram
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uma importante contribuicdo para os estudos citotaxonémicos na familia,
principalmente com espécies australianas.

Nas décadas de 1970 e 80, os estudos passaram a ampliar a amostragem de
taxas de frutos carnosos pertencentes as tribos Myrteae e Syzygieae (sensu
Wilson et al. 2005). Foi estudado principalmente o género Syzygium, em muitos
dos trabalhos considerado como FEugenia (Roy & Jha 1962, Mehra & Khosla
1969, Mehra 1972, Mehra & Khosla 1972, Gill 1973, Bir et al 1980, Singhal & Gill
1984, Singhal et al. 1985, Vijayakumar & Subramanian 1985). A maioria destes
trabalhos foi realizado com representantes de distribuicao paleotropical e em
espécies amplamente cultivadas.

A partir da década de 1980, encontramos um total de 363 registros de
numeros cromossémicos em 46 trabalhos compilados (Figura 1, Tabela 2). O
numero de trabalhos com espécies de frutos carnosos tem aumentado desde entao
(Figura 1, Tabela 2). Alguns trabalhos que enfatizaram espécies com frutos
carnosos (em diferentes géneros) nesta época sao: Singhal et al. (1980, 1984,
1985), Landrum (1981), Sanders et al. (1983), Dawson (1987), Vijayakumar &
Subramanian (1985), Bernadello et al. (1990) e Sun et al. (1990).

Mais recentemente, os estudos tém se concentrado em espécies pertencentes
a tribo Myrteae (sensu Wilson et al. 2005). Desde o inicio da década de 1990,
varios estudos vém sendo conduzidos em espécies indigenas brasileiras de frutos
carnosos. Os primeiros estudos em Myrtaceae neotropicais foram realizados por
Forni-Martins et al. (1995), Andrade & Forni-Martins (1998), Pedrosa et al. (1999)
e Forni-Martins & Martins (2000), onde foram determinados ntmeros
cromossomicos de cerca de 10 espécies, sendo varias delas inéditas, até mesmo
para géneros, como Campomanesia e Myrcia.

Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b, 2007a) determinaram o
numero cromossdmico para cerca de 50 espécies de Myrteae em nove géneros, com

predominio de 2n = 22, corroborando o ndmero cromossémico basico
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anteriormente proposto para a familia, x = 11 (Atchinson 1947, Raven 1975). Os
registros apresentados por estes autores foram inéditos para a maioria das
espécies, inclusive para alguns géneros, como Gomidesia, Marlierea e Plinia;
ampliaram o conhecimento de nimeros cromossémicos para os dois dos maiores
géneros de Myrtaceae, Fugenia e Myrcia e observaram variac¢des por poliploidia
em cerca de 20% das espécies analisadas, inclusive com a ocorréncia de citétipos
em espécies como Fugenia hyemalis, E. punicifolia (Costa & Forni-Martins 2006a)
e Psidium cattletanum (Costa & Forni-Martins 2006b). Estes autores registraram
poliploidia em espécies de Eugenia e Psidium, porém nao realizaram estudos mais
aprofundados para determinar a natureza destes poliploides.

Em um trabalho mais recente, Costa & Forni-Martins (Capitulo 2), fizeram
uma revisdo dos ndmeros cromossémicos até entdo publicados em espécies de
Myrteae (sensu Wilson et al. 2005), chegando a pouco mais de 100 espécies com
numero cromossomico determinado. Este grupo é considerado o mais
diversificado em géneros e espécies em Myrtaceae (Lucas et al. 2007) e a
poliploidia exerceu papel essencial na sua evolucdo. As espécies polipléides
surgiram de maneira independente ao longo dos diferentes géneros, sendo a
maioria das espécies polipléides nos géneros Decaspermum, Fugenia e Psidium,
incluindo a ocorréncia de citétipos.

Detalhes sobre a morfologia dos cromossomos siao escassos para a familia
como um todo. Os unicos registros de cariétipos detalhados referem-se a poucas
espécies de FEucalyptus (Matsumoto et al., 2000; Matsumoto & Marin-Morales,
2001), a Psidium guajava (Vijayakumar & Subramanian 1985) e a 15 espécies da
tribo Myrteae (Costa & Forni-Martins 2007b). Os dados cariotipicos apresentados
por Costa & Forni-Martins (2007b) mostraram maior grau de assimetria nas
espécies desta tribo em relagdo aos caridtipos de espécies com frutos secos,

considerados mais primitivos.
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Em um trabalho mais recente, Costa et al. (2008, Capitulo 5) estimaram o
tamanho do genoma de 30 espécies de Myrteae, associando aos seus respectivos
niveis de ploidia. Os autores encontraram tamanhos menores do que os estimados
para os taxons de frutos secos.

A ocorréncia de espécies hibridas e de polipléides é comum em varios
géneros. Para Psidium mostramos evidéncias de wuma possivel origem
alopolipléide em P. cattletanum (ver capitulo 4 e 6). Esta hipotese foi parcialmente
confirmada pela analise por citometria de fluxo e hibridizacao in situ com
seqiiéncias de DNAr 45S. Apesar do aumento crescente no numero de estudos
cromossOmicos em espécies de Myrteae (Figura 1, Tabela 2) e da elevada
freqiiéncia de registros do nimero cromossomico x = 11, esta tribo ainda
representa um grande potencial para ser explorado. A maioria dos trabalhos aqui
citados limita-se a simples contagens cromossémicas por meio de coloracao
convencional. Outras abordagens como bandeamentos cromossémicos diversos e
hibridacao de DNA in situ devem ser aplicadas aos diferentes grupos na familia
para expandir o estado atual de conhecimento das relacdes intrafamiliares, bem
como descobrir a origem dos citétipos e possiveis hibridos nos diferentes géneros /
grupos em Myrtaceae. Uma analise conjunta com diferentes abordagens torna-se
urgentemente necessaria para o completo entendimento da evolucao deste grupo

tao intrigante e complexo.

A distribuicao dos nameros cromossomicos em Myrtaceae

Depois de conferidos todo os sindénimos especificos, o nimero de espécies
com numeros cromossémicos relatados em literatura chega a 568 espécies de 63
géneros (Apéndice). O nimero cromossémico 2n = 22 é o mais freqiiente,

ocorrendo em 388 (ca. 74%) espécies e os demais 26% consistem em 16 diferentes
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numeros cromossémicos (Figura 2). Dentro de 560 espécies, para 494 delas (91%)
é registrado apenas um numero cromossoémico (Tabelas 3 e 4). O restante das
espécies apresenta citétipos (Tabela 6).

Nestas 494 espécies com apenas um nimero cromossdémico, 329 foram
registradas com 2n = 22 (dipléides com x = 11) distribuidos em praticamente
todas as tribos (Tabela 3). Dentre os polipléides, os principais niveis encontrados
foram o tripléide (2n = 3x) em 26 registros, tetrapléide (2n = 4x) com 28 registros
e pentapléide (2n = 5x) com 24 registros (Tabela 4).

Ha citacoes de oito diferentes nimeros cromossémicos basicos em
Myrtaceae: 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 e 12 (Rye 1979). Destes, o niimero cromossémico x
= 11 foi observado em 76% dos registros (375 espécies, Figura 3A). As tribos com
maior numero de determinagdes foram Chamelaucieae, Eucalypteae, Myrteae,
Melaleuceae e Leptospermeae (Tabela 4). Para as demais tribos, o nimero de
registros variou de 1 a 16 espécies (Tabela 4).

Espécies exclusivamente polipléides foram mais freqiientes na tribo
Chamelaucieae (7,9%), onde foram constatados os niveis 3x, 4x e 5x (Tabelas 2 e
3).

Citotipos polipléides foram freqiientes nas tribos Myrteae, Chamelaucieae,
Syzygieae, Melaleuceae e Leptospermeae (Tabelas 5 e 6, Figura 3). Nas espécies
com citétipos, o mais freqiiente foi a ocorréncia de dipldides e tetrapléides,
principalmente derivados de x = 11 (Tabela 6). A disploidia foi menos freqiiente,
sendo registrada em apenas sete espécies de quatro diferentes tribos (Tabela 6,
Figura 3).

Ao longo da histéria evolutiva de Myrtaceae, ocorre uma redugao drastica
de nimeros cromossomicos, desde x = 12 na subfamilia Psiloxyloideae até x = 5
na subfamilia Myrtoideae, tribo Chamelaucieae (Figura 3A). Na analise
filogenética conduzida por Wilson et al. (2005), onde os autores estabeleceram a

subfamilia Psiloxyloideae, pode ser observado o mesmo nimero cromossémico
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basico do grupo-irmao de Myrtaceae, Vochysiaceae (x = 12) (Figura 3). Ao longo
da espinha dorsal da filogenia da familia, é observada a ocorréncia de x = 11 em
praticamente todos os terminais, com excecao da tribo Chamelaucieae, com x =
10, 9, 8, 7, 6 e 5 (Figura 3A). A tribo Chamelaucieae concentra metade dos
registros de espécies polipléides na familia (ver ao longo do texto). No entanto, a
poliploidia ocorreu de maneira independente pelo menos oito vezes ao longo da
historia evolutiva da familia Myrtaceae (Figura 3B).

A seguir, os dados referentes a ocorréncia de espécies dipléides, poliploides,
displéides e citétipos (Apéndice) serdo discutidos em cada uma das tribos

seguindo a classifica¢ao proposta por Wilson et al. (2005).

SUBFAMILIA PSILOXYLOIDEAE

/.

E composta por apenas duas tribos monogenéricas: Psiloxyleae e
Heteropyxieae. A subfamilia é considerada nas analises de Wilson et al. (2005)
como grupo irmao (valores de bootstrap de 100%) de todos os outros grupos de
Myrtaceae, incluidos por estes autores em outra subfamilia, Myrtoideae (Figura
3). De acordo com Wilson et al. (2005), o nimero basico para esta subfamilia é x
= 12. Sao registrados 2n = 24 para duas espécies de Psiloxylaceae: na unica
espécie de Psiloxylon, P. mauritianum, baseado em um espécime cultivado em
Sydney (Johnson & Briggs 1984), e em uma espécie de Heteropyxis (Fernandes
1971).

Este nimero cromossémico basico de x = 12 foi proposto por Raven (1975)
para a ordem Myrtales, sugerindo que o nimero cromossémico de Myrtaceae
tenha sido originado por disploidia, chegando a x = 11, hipétese posteriormente

reforcada pelos estudos de Johnson & Briggs (1984) e Graham et al. (1993). O

numero cromossémico x = 12 pode ser observado em diferentes grupos dentro de
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Myrtales (sensu APG 2003), como em Combretaceae e Oliniaceae (Raven 1975), e
para alguns géneros de Lythraceae (Raven 1975, Graham et al. 1993).

Dentro da ordem Myrtales (sensu APG 2003), Vochysiaceae é considerada
o grupo irmao de Myrtaceae com base em uma série de evidéncias (para detalhes
consultar Tobe & Raven 1987, 1990; Conti et al. 1996, 1997; Gadek et al. 1996;
Wilson et al. 2001). Apesar de os dados de ntimeros cromossémicos em
Vochysiaceae serem escassos, parecem reforcar a sustentacdo de Vochysiaceae
como grupo irmdo de Myrtaceae. Sdo encontrados registros para apenas duas
espécies: 2n = 24 para Vochysia venezuelana Stafl (Love 1987) e 2n = 22 para
Vochysia lomatophylla Standl. (Goldblatt 1979). No entanto, Barbosa et al. (2003)
apresentaram numeros cromossOmicos para varias espécies de Vochysiaceae,
encontrando espécies com 2n = 22 (Callisthene e Qualea) e com 2n = 24 (Vochysia
e Salvertia). Os autores sugerem que uma disploidia tenha ocorrido para separar
estes dois grupos que foram reconhecidos em analises filogenéticas incluindo
dados moleculares (gene matK) (Litt 1999).

Até o momento, nenhuma espécie polipléide, displéide ou apresentando

citétipos foi encontrada na subfamilia Psiloxyloideae.

SUBFAMILIA MYRTOIDEAE

O conceito desta subfamilia foi recentemente re-avaliado com base em
estudos filogenéticos utilizando sequéncias de DNA plastidial (matK) (Wilson et
al. 2005). Segundo Wilson et al. (2005), este grupo é composto por 15 diferentes
tribos, com numero cromossémico basico x = 11. A seguir discutiremos os

resultados em cada uma das tribos propostas por estes autores.

Tribos Xanthospermeae e Lophostemoneae
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Estas duas tribos formam um grupo monofilético e grupo-irmao das
demais 13 tribos em Myrtoideae, ocupando uma posicdo basal na subfamilia
(Wilson et al. 2005) (Figura 3).

A tribo Xanthospermeae é formada por trés géneros: Xanthostemon,
Pleurocalyptus e Purpureostemon. Nao existem, até o momento desta revisao,
dados sobre os niimeros cromossémicos em representantes desta tribo.

Na Tribo Lophotemoneae estio atualmente incluidos quatro géneros:
Lophostemon, Welchiodendron, Kjellbergiodendron e Whiteodendron. S6 existem
relatos de niumeros cromosséomicos para apenas uma espécie de Lophostemon, L.
confertus, com 2n = 22 (dipléide), determinado por Smith-White (1942) como

Tristania conferta.

Tribos Melaleuceae e Osbornieae

Também formam wum grupo monofilético e irmao das 11 tribos
subsequentes (Wilson et al. 2005) (Figura 3). A tribo Osbornieae é formada por
apenas um tdnico género, Osbornia, para o qual dados cromossémicos inexistem.

A tribo Melaleuceae é composta por nove géneros: Beaufortia, Callistemon,
Calothamnus, Eremaea, Lamarchea, Melaleuca, Petraeomyrtus, Phymatocarpus e
Regelia. Neste grupo existem informacgdes cromossomicas para 86 espécies, sendo
72% (62 espécies) dos registros para o género tipo Melaleuca (Smith-White 1948,
Brigton & Fergunson 1976, Rye 1979, Vijayakumar & Subramanian 1985 e
Oginuama et al. 1992).

No género Beaufortia, Rye (1979) determinou o numero cromossémico
para seis espécies. Esta autora encontrou uma reducao displéide em relacao ao
numero basico x =11, com quatro espécies apresentando x = 8 (B. elegans, B.
purpurea, B. schaueri e B. squarrosa) e duas espécies com x = 10 (B. decussata e B.
sparsa). A poliploidia nao foi registrada; no entanto, a amostragem de espécies é

limitada para subsidiar uma discussao sobre os eventos de disploidia neste género
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que, de acordo com Ladiges et al. (1999), é monofilético.

Para Callistemon, existem relatos na literatura para 13 espécies (Smith-
White 1942, 1948, Mehra 1976, Vijayakumar & Subramanian 1985, Oginuma et
al. 1992). A maioria das espécies é dipléide (2n = 22), e apenas uma espécie, C.
viminalis, é tetrapléide (2n = 44). Foi verificada poliploidia intra-especifica
(citétipos) em trés espécies: C. linearis (2n = 22, 33, e 44), C. pinifolius (2n = 22,
30, 33) e C. rigidus (2n = 22, 44).

O género Melaleuca tem a maioria de suas espécies com 2n = 22, no
entanto ocorrem algumas varia¢des neste nimero. Duas espécies sao triploides
com 2n = 33, M. adnata e M. densa, ambas citadas por Brighton & Ferguson
(1976) como tendo origem hibrida. Melaleuca fulgens é tetrapléide, com 2n = 44
(Brigton & Fergunson 1976, Rye 1979). Citotipos polipléides ocorreram em
apenas duas espécies, M. rhaphiophylla com 2n = 22 e 44 (Brigton & Fergunson
1976), e M. teretifolia, com 2n = 22 e 66 (Brigton & Fergunson 1976, Rye 1979). A
disploidia ocorre em apenas duas espécies, M. radula e M. squamea que possuem
2n = 24 cromossomos (Brigton & Fergunson 1976). Uma série displéide foi
apresentada por Brigton & Fergunson (1976) em M. lanceolata (2n = 22 e 24).

Ladiges et al. (1999) conduziram uma analise filogenética com base em
sequéncias de DNAr 5S e ITS-1 em espécies da alianca Beaufortia (sensu Briggs &
Johnson 1979, Johnson & Briggs 1983) que inclui nove géneros de espécies
arbustivas e esclerdfilas endémicas da Australia. Nesta analise, as espécies
australasianas de Callistemon surgem como grupo monofilético e irmio das
Melaleuca australasianas. O género Melaleuca se mostrou parafilético, sendo que
as espécies de ambos os géneros, Melaleuca e Callistemon, endémicas da regiao da
Nova Caledonea formaram um grupo monofilético.

Em Calothamnus, existem relatos para duas espécies, C. quadrifidus (Rye
1979) e C. wvillosus (Smith-White 1948), ambas dipléides (2n = 22). Nao foi

observada poliploidia neste género. Beaufortia e Calothamnus sao monofiléticos e
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grupos irmaos (Ladiges et al. 1999), sendo Beaufortia, com x = 8 e 10,
cromossomicamente caracterizado pela reducdo displéide e nao-reducio em
Calothamnus.

Para o género Regelia, duas espécies (R. inopsis e R. velutina) apresentam
2n = 22 (Rye 1979). Este género é citado por Wilson et al. (2005) como
pertencente a tribo Melaleuceae, no entanto nao foi incluido em sua analise
filogenética, pois as relacdes entre este e os géneros préximos ja haviam sido bem
delimitadas por Ladiges et al. (1999), que propuseram Regelia, como grupo-irmao
de Lamarchea, género no qual dados cromossomicos inexistem. Regelia também é
um género monofilético e grupo irmao de Lamarchea. Estes dois géneros sao
irmaos do clado Beaufortia + Calothamnus e tém distribuicdo restrita na regiao
sudoeste da Australia.

Para Conothamnus, existem relatos para apenas uma unica espécie, C.
trinervius com 2n = 20 (Rye 1979), mesmo namero observado para
Phymatocarpus sparsiflorus (Rye 1979).

Eremaea tem uma tnica espécie com nimero cromossomico conhecido, E.
beaufortioides, com 2n = 22 (Rye 1979). Forma um grupo monofilético com o
clado formando pelos géneros Phymatocarpus e Conothammnus (Ladiges et al.
1999). Neste pequeno grupo, as relagoes de parentesco entre Phymatocarpus e
Conothamnus podem ser reforgadas pelos dados cromossémicos, onde ambos os
géneros apresentam registros de espécies com 2n = 20 (Rye 1979), ao passo que
Eremea tem 2n = 22 (Rye 1979). Possivelmente, a diversificagao entre estes
géneros seguiu por uma disploidia descendente, com a perda de dois
cromossomos. No entanto, isto merece ser melhor investigado, com um maior
numero de espécies, tanto nos aspectos cromossomicos como filogenéticos. Esse
grupo monofilético é irmao das espécies de Melaleuca e Callistemon da Nova
Caledonea (Ladiges et al. 1999).

A derivagao de Melaleuceae pode ser associada a consideravel variacao de
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numeros cromossémicos, principalmente em Beaufortia onde é observada uma
reducao displéide de x = 11 parax = 10 e x = 8; e em Melaleuca, com a ocorréncia
de polipléides, alguns displéides e citétipos. Uma das explicacdes para a
ocorréncia destas variagoes polipléides e de algumas populacdes displéides, pode
ser resultante do interessante padrao de distribuicdo geografica destes géneros,
com populacgoes geograficamente isoladas e ocupando diferentes habitats na

regido da Australia e Nova Caledonea (Ladiges et al. 1999).

Tribo Kanieae

‘E um grupo monofilético formado pelos géneros Barongia, Basisperma,
Kania, Lysicarpus, Mitrantia, Ristantia, Sphaerantia e Tristaniopsis (Wilson et al.
2005). ‘E uma tribo bastante diversificada em géneros, mas sé existem relatos de
numero cromossémico para uma tdnica espécie, Tristaniopsis laurina, registrado

por Smith-White (1948) como Tristania laurina, com 2n = 22.

Tribos Metrosidereae e Backhousieae

Estas duas tribos formam um grupo monofilético e irmao do clado
composto pelas tribos Syzigieae e Tristanieae (Wilson et al. 2005).

A tribo Backhousieae é composta somente por dois géneros, Backhousia e
Choricarpia, enquanto a tribo Metrosidereae é formada por quatro géneros,
Carpolepis, Mearnsia, Metrosideros e Tepualia. Apesar de Metrosidereae ser uma
tribo com relativa baixa diversidade de géneros, apresenta um interessante
padrao de distribuicao geografica, com apenas um dos géneros ocorrendo na
América do Sul, Tepualia (McVaugh 1968), e os demais géneros exclusivamente
na Australia (Wilson et al. 2005).

S6 existem relatos para duas espécies no género Backhousia: B. citriodora e

B. myrtifolia, com 2n = 22 (Smith-White 1942, 19438).
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Na tribo Metrosidereae, somente existem relatos de niimero cromossémico
para um unico género, Metrosideros, onde sdo registrados dados para 15 espécies,

todas dipléides, com 2n=22.

Tribos Syzigieae e Tristanieae

As tribos Syzigieae e Tristaniae constituem um grupo monofilético
formado por oito géneros, sendo trés (Tristania, Thaleropia e Xanthomyrtus)
pertencentes a tribo Tristanieae, e cinco (Acmena, Acmenosperma, Anetholea,
Syzygium e Waterhousea) a tribo Syzygieae (Wilson et al. 2005).

Dados de nimeros cromossomicos sao inexistentes para a tribo Tristanieae
como um todo. Em Syzygieae, s6 existem dados para 23 espécies do género
Syzygium distribuidos em diversos trabalhos (Van der Pijl 1934; Bhaduri & Islam
1949; Roy & Jha 1962; Mehra & Khosla 1969, 1972; Mehra 1972, 1976; Gill 1973;
Carr 1978; Bir et al. 1980; Singhal & Gill 1984; Chen et al. 1985b; Singhal et
al.1985; Vijayakumar & Subramanian 1985; Sandhu & Mann 1988; Dawson
1987). Em muitos desses trabalhos, as espécies de Syzygium foram tratadas como
espécies de Fugenia.

A maioria das espécies de Syzygium (14) é dipléide (2n = 2x = 22). Apenas
duas espécies sao tetrapléides (2n = 4x = 44), Syzygium australe (como Eugenia
myrtifolia) e S. smithii (como Eugentia smithii) (Darlington & Wylie 1961) e duas
sao hexapléides (2n = 6x = 660), S. curzii (como FEugenia curzii) e S. venosum
(como Eugenia frondosa) (Mehra & Khosla 1969, 1972, Mehra 1976).

Variag6es nos niveis de ploidia sdo comuns em trés espécies. Para Syzygium
aromaticum, Vijayakumar & Subramanian (1985) relataram 2n = 22 e 44 (como
FEugenia caryophyllata) enquanto que Oginuma et al. (1992) relataram 2n = 22.
Em Syzygium cumini, estudada como S. jambolana, sdo relatadas variacdes 2x,
3x, 4x, 5x e 6x por diferentes autores (Roy & Jha 1962; Mehra & Khosla 1969,
1972; Mehra 1972; Gill 1973; Bir et al. 1980; Singhal & Gill 1984; Singhal et al.
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1985; Vijayakumar & Subramanian 1985). Variac¢des displéides sao encontradas
em S. jambos, com os seguintes nimeros cromossomicos: 2n = 28, 33, 42, 44, 46,
54 e 66. O mais elevado nivel polipléide, 2n = 110, ocorre em Syzygium
samarangense, relatado por Van der Pijl (1934) como FEugenia javanica e
apresentando também 2n = 44.

Algumas variagoes displéides ocorrem em algumas espécies de Syzygium.
Em Syzygium cumini, Darlington & Wylie (1961) citam 2n = 42 (como Eugenia
cuminnt) enquanto que 2n = 46 é citado para a mesma espécie por Badhuri &
Islan (1949) (como FEugenia jambolana). Situa¢do semelhante ocorre para
Syzygium jambos, onde sdao encontrados 2n = 28, 42, 46 e 54 em dois diferentes
trabalhos (Van der pijl 1934, Badhuri & Islan 1949). Em Syzygium samarangense,
Van der pijl (1934) encontrou 2n = 42 (como Eugenia javanica).

Biffin et al. (2006) conduziram uma analise filogenética em Syzygium e
géneros proximos como Acmena, Acmenosperma, Piliocalyx e Waterhousea, com
base em trés diferentes seqiiéncias plastidiais (matK, ndhF e rpll16). Estes autores
consideram o conceito de Syzygium sensu lato, uma vez que as espécies daqueles
géneros ficam alojados entre as espécies de Syzygium, formando um grupo
monofilético dividido em quatro grupos (I-1V).

A maioria das espécies onde existem contagens cromossomicas esta restrita
ao Grupo I, com excegdo de S. maire (2n = 22), posicionada no grupo mais basal
(Grupo IV). As demais espécies que apresentam variac¢des polipléides, incluindo a
ocorréncia de citotipos (S. aromaticum, S. australe, S. cumini, S. fruticosum, S.
jambos, S. kurzii, S. samarangense, S. smithii e S. venosum) ocorrem no grupo I, o
mais derivado no género. Neste grupo S. cumini e S. jambos sdo consideradas
espécies-irmas, formando um grupo monofilético. Estas espécies apresentam a
maior varia¢do de nimero cromossémico, com algumas populagdes dipléides (2n

= 2x = 22) até hexaploéides (2n = 6x = 66), além dos mais variados registros de
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disploidia. A distribuicao de espécies polipléides no Grupo I (Biffin et al. 2006)

reforca a condi¢do mais derivada das espécies deste grupo.

Tribo Myrteae

E considerada a tribo mais diversificada em géneros em Myrtaceae, e
distribuida em toda a regido pantropical (Lucas et al. 2007). Compreende cerca de
2500 espécies agrupadas em 49 géneros (Govaerts et al. 2008) e distingue-se das 14
demais tribos de Myrtoideae sensu Wilson et al. (2005) pela presenca de frutos
carnosos indeiscentes, sistema vascular transeptal e pélos uni ou multicelulares
(Wilson et al. 2001, Lucas et al. 2007, Schmid 1972).

Segundo Costa (Capitulo 2) a ocorréncia do nimero cromossémico 2n = 22
(x = 11) é quase constante nesta tribo, ocorrendo em todos os géneros desta tribo.
Foram apresentadas contagens inéditas para diversas espécies e géneros e foi
realizada uma extensa revisdo em literatura sobre os estudos cromossémicos
nesta tribo, discutindo os dados de acordo com os estudos filogenéticos recentes
(Lucas et al. 2007). Atualmente, sdo conhecidos os nimeros cromossémicos de 104
espécies de 25 géneros que embora representem apenas 4,1% das espécies,
totalizam a metade dos géneros da tribo.

Lucas et al. (2007) dividiram a tribo Myrteae (sensu Wilson et al. 2005) em
sete grupos que correspondem a clados bem sustentados, com base em dados de
seqiiéncias de quatro diferentes genes (dois plastidiais e dois nucleares), dados
anatomicos, morfolégicos e biogeograficos: grupos Eugenia, Pimenta, Myrteola,
Myrceugenia, Myrcia, Plinia e Australasiano. Segundo estes autores, a divisao
proposta por Berg (1855-56, 1857-59) em trés subtribos (Eugeniinae, Myrciinae e
Myrtinae) devera ser futuramente abandonada.

A poliploidia teve um importante papel na diferenciacao das espécies em
diferentes géneros nesta tribo Myrteae. A ocorréncia de 32 registros polipléides

(31%), ou derivados por poliploidia seguida de disploidia (2n = 32 e 2n = 98)
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reforca a importancia deste tipo de variagdo numérica em Myrtaceae, como
ressaltada anteriormente em diversos estudos (Acthinson 1947; Rye 1979; Costa
& Forni-Martins 2006a, b, 2007a). Destacam-se dois dos maiores géneros
neotropicais, Fugenia (quatro espécies poliploides e seis espécies com citétipos
polipléides) e Psidium (90% de espécies e citotipos polipléides), e em um dos
géneros australasianos, Decaspermum, polipléide. Além destes géneros, espécies
polipléides sao registradas em outros géneros como Myrteola e Myrcia (com um
citotipo poliploide conhecido), este ultimo neotropical. Para maiores detalhes

sobre a distribui¢cdo de nimeros cromossémicos nesta tribo, consultar o Capitulo

2.

Tribo Eucalypteae

Esta tribo ‘e formada por sete géneros (Allosyncarpia, Angophora,
Arillastrum, Corymbia, FEucalyptopsis, Eucalyptus e Stockwellia) caracterizados
pela auséncia de tricomas, flores com perianto caliptrado, numerosos estames,
ovario semi-infero, frutos capsulares e embrides com cotilédones deflexos (Wilson
et al. 2005).

O conceito genérico de Fucalyptus, um dos géneros ecolégica e
economicamente mais importantes na Australia (Williams & Brooker 1997), tem
mudado ao longo dos anos. Os estudos filogenéticos sdo consistentes com
marcadores moleculares e morfolégicos que indicaram que o género Fucalyptus
divergiu por duas grandes linhagens evolutivas: uma compreendendo os géneros
“bloodwoods”, com madeira vermelha (Angophora e Corymbia) e os demais
(Eucalyptus s.s.) “non-bloodwoods”, sem madeira avermelhada (Sale et al. 1993,
1996; Hill & Johnson 1995; Ladiges et al. 1995; Udovic et al. 1995; Steane et al.
1999, 2002; Udovic & Ladiges 2000; Parra-o et al. 2006).

Os géneros Arrilllastrum, Eucalyptopsis e Stockwellia possuem de uma a

duas espécies cada e formam um grupo monofilético e irmao do clado
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Angophora+Corymbia (Parra-O et al. 2006).

Nesta tribo, existem dados de nimeros cromossémicos para trés géneros:
Angophora (quatro espécies), Corymbia (20) e Fucalyptus (114). Todos os registros
apontam para a uniformidade do nimero cromossémico 2n = 22, salvo algumas
exce¢oes com disploidia e poliploidia. No género 4ngophora, quatro espécies, A.
costata, A. floribunda, A. hispida (Smith-White 1942) e A. subvelutina (Moussel
1965), apresentam 2n = 22. Para as 20 espécies de Corymbia, todos os registros
apontam 2n = 22, com excecdo de Corymbia citriodora, tratada por diversos
autores (Sugiura 1931, 1936; Atchinson 1947; Smith-White 1948; Haque 1984;
Huang et al. 1985, 1989; Vijayakumar & Subramanian 1985; Bedi et al. 1989;
Huang et al. 1989, Bachir & Addellah 2006) como Eucalyptus citriodora, para o
qual sao citados diferentes nimeros cromossémicos, como 2n = 20, 22, 24, 28 e
44. Bachir & Addellah (2006) sugeriram que os registros de Sugiura (1936) (2n =
20, 24 e 28) eram erroneos. A contagem de 2n = 44, apresentada por Smith-White
(1948a), é o primeiro registro de poliploidia em Corymbia.

A maior parte dos dados cromossémicos para esta tribo pertence ao género
Eucalyptus. A contribui¢ao mais importante em termos de niimero de espécies
analisadas foram os trabalhos de Atchinson (1947), Rye (1979), e mais
recentemente, o de Bachir & Addellah (2006) com 59 espécies, onde 14 delas
correspondem atualmente a Corymbia. Sao relatados 15 registros displéides oito
espécies de Eucalyptus, com 2n= 20, 24, 28 e 32 (Sugiura 1931, 1936; Harrison
1934; Atchison 1947; Ruggeri 1960, 1961; Mehra & Khosla 1972; Griffin et al.
1989). Bachir & Addellah (2006) contestam todas as contagens anteriores
encontradas na literatura com ndmeros diferentes de 2n = 22, (2n = 20 e 24),
afirmando que podem ter sido erroneamente interpretadas, devido a disjungao
nos bragos dos primeiros pares cromossémicos, que sao ligados por uma extensa
regido de heterocromatina. Isto também ja havia sido relatado por Rye (1979)

para E. conglobata, o que da a aparéncia de um par de cromossomos suplementar
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levando a uma contagem incorreta (Bachir & Addellah 2006). Nao foram
encontrados registros de espécies polipléides em FEucalyptus, com excecao de
alguns tetrapléides artificiais (Janaki Ammal & Khosla 1969, Kappoor & Sharma
1985).

Dados sobre a morfologia cromossémica sdo extremamente escassos neste
grupo, como nas demais tribos, a exce¢do de Myrteae. Os tinicos registros sdo os
de Haque et al. 1984 e Matsumoto et al. (2000), relatando cariétipos altamente
simétricos, com todos os cromossomos metacéntricos. Matsumoto et al. (2000)
sugeriram que a evolugao deste género tenha seguido de maneira conservativa em
relacdo ao nimero cromossomico, concordando com Mehra & Khosla (1972), que
haviam anteriormente sugerido que a especiacao em FEucalyptus devia-se a
mutagdes génicas e rearranjos cromossomicos. Costa & Forni-Martins (2007b)
encontraram cariétipos relativamente mais assimétricos na tribo Myrteae. A falta
de dados sobre a morfologia dos cromossomos dificulta uma analise interpretativa

mais consistente sobre como ocorreu a evolucao cromossémica na familia.

Tribo Syncarpieae

Nestas tribo, s6 existe relato de niimero cromossdémico para uma espécie,
Syncarpia glomuliffera, estudada por Smith-White (1948) como Syncarpia
laurifolia, apresentando 2n = 22. Syncarpiae fica em uma politomia juntamente
com Eucalypteae, Lindsayomyrteae, Myrteae e Leptospermeae + Chamelaucieae,

e as relacoes entre estas tribos ainda é incerta.

Tribo Lyndsayomyrteae
Esta tribo é grupo-irmao do clado monofilético composto pelas tribos
Leptospermeae e Chamelaucieae (Wilson et al. 2005) e ndo existem relatos de

numeros cromossoémicos pra esta tribo.
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Tribo Leptospermeae

Oito géneros estao incluidos na atual circunscricao desta tribo. Sao eles:
Agonis, Angasomyrtus, Asteromyrtus, Homalospermum, Kunzea, Leptospermum,
Neofabricia e Pericalymma. Existem relatos de nimeros cromossémicos para
espécies de Agonis (uma), Kunzea (seis) e Leptospermum (26). Todos os registros
apontam para 2n = 22, além de suas espécies com citotipos, K. ericoides e L. roet.
Dois registros de disploidia ocorreram nesta tribo, L. continentale (2n = 10) e L.
myrsinoides (2n = 24) (O’ Brien & Calder 1993).

Algumas espécies tetrapléides (2n = 4x = 44) sdao encontradas na literatura
somente no género Leptospermum: L. minutifolium, L. myrtifolium, L.
parviflorum e L. parvifolium (Smith-White 1948; Dawson 1987, Thompson 1989).
Kunzea ericoides apresenta citétipos dipléide e tetraploide.

O’Brien et al. (2000) realizaram uma analise filogenética com base em trés
diferentes seqiiéncias de DNA plastidial em espécies da sub-alianca Leptospermum
(sensu Briggs & Johnson 1979), que inclui os géneros atualmente incluidos em
Leptospermeae. Alguns géneros como Kunzea e Leptospermum sao parafiléticos,
no entanto, existe um pequeno clado monofilético formado por trés espécies de
Kunzea: K. ambigua, K. capitata e K. ericoides. Segundo estes autores, K.
capitata e K. ericoides sao espécies mais relacionadas, esta dltima apresentando
citétipos 2x e 4x. Situagdo contraria é observada no clado contendo
Leptospermum parvifolium (2n = 44) e L. trinervium (2n = 22), onde a
diferenciacao entre as duas espécies teria ocorrido por meio de poliploidizagao

direta.

Tribo Chamelaucieae
E uma das tribos com maior diversidade de géneros (23), superada apenas
por Myrteae com cerca de 50 géneros (Govaerts et al. 2008). Sao eles: Actinodium,

Aluta, Astartea, Babingtonia, Baeckea, Balaustion, Calytrix, Chamelaucium,
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Corynanthera, Darwinia, Euryomyrtus, Homalocalyx, Homoranthus, Hypocalymma,
Malleostemon,  Micromyrtus, Ochrosperma, Pileanthus, Rinzia, Scholitzia,

Thryptomene, Triplarina e Verticordia.

Os estudos filogenéticos com marcadores moleculares evidenciaram
claramente o monofiletismo deste grupo, no entanto, as relacdes entre os géneros
ainda sao incertas (Lam et al. 2002). Varios géneros deste grupo sao parafiléticos,
como Astartea, Babingtonia, Baeckea sensu lato, Darwinia e Hypocalymma,
enquanto outros como Baeckea sensu stricto, Euryomyrtus, Ochlosperma, Rinzia,
Scholtzia e Triplarina sdo perfeitamente monofiléticos e sustentados por altos

valores de bootstrap (Lam et al. 2005).

Para este grupo, informacées cromosséomicas sao disponiveis na literatura

para 74% dos géneros (17).

De acordo com Lam et al. (2005), o grupo monofilético mais basal e irmao
dos demais géneros em Chamelaucieae é o clado formado pelos géneros
Ochlosperma, Calytrix e Homalocalyx. Estes dois tdltimos formam um grupo
monofilético e irmao de Ochlosperma. Neste clado existem estudos para Calytrix e

Homalocalyx.

No género Calytrix existem dados para 12 espécies, todas com numero
basico x = 11, sendo oito dipléides (2n = 22): trés apresentam citotipos dipléides e
tetrapléides (2n = 44) e apenas uma espécie, Calytrix longiflora, é exclusivamente
tetrapléide (Rye 1979, Smith-White 1960). Em Homalocalyx s6 existem registros
para H. coarctatus e H. tryptomenioides, ambas dipléides, com nimero basico x =

11, e tratadas originalmente por Rye (1979) como espécies do género Wehlia.

Chamelaucium e Verticordia sdo grupos-irmaos (Lam et al. 2002); no
entanto, é observado o predominio de x =11 em Chamelaucium, enquanto que em

Verticordia sao observados quatro numeros basicos distintos, x = 6, 7, 8, 9, 11,
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conforme assinalado por Rye (1979).

Em Chamelaucium, para as seis espécies com registro em literatura, apenas
C. ciliatum apresentou citétipos polipléides com 2n = 22, 44 e 66 em distintas
populacdes (Rye 1979). As demais cinco espécies estudadas (C. axillare, C.
brevifolium, C. drummondii, C. pauciflorum e C. uncinatum) sao dipléides (Rye
1979 e Smith-White 1950). Smith-White (1948) determinou 2n = 18 para outra
populacdo de C. uncinatum, mas ndo tivemos acesso a publicacdo original para

confirmar a identificacao da espécie.

No género Verticordia sdo disponiveis contagens cromossémicas para 58
espécies, sendo a maioria destes registros obtidos nos trabalhos de Rye (1979),
Dawson (1987) e Tyagi et al. (1991). A ocorréncia de uma reducao displéide, de x
=11 -5 9 > 8 — 6 foi observada por Smith-White (1950, 1954, 1959 in Rye
1979). Smith-White (1954, 1959) enfatizou a necessidade de uma revisao
taxonomica em Verticordia, sugerindo a aplicacao de dados cromossémicos no
estabelecimento de grupos “naturais” no género. Rye (1979) encontrou
uniformidade de ndmeros cromossémicos em apenas uma das sec¢des de
Verticordia estabelecidas por Bentham (1867), com x = 8, afirmando serem
necessarias contagens para mais espécies. No entanto, até hoje, isto ainda nao foi

realizado.

Nas espécies de Verticordia com x = 6 (seis espécies e uma variedade),
quatro espécies e uma variedade sao dipléides. Trés espécies apresentam citotipos
polipléides, V. browni (2x e 3x), V. densiflora (2x e 4x) e V. monadelpha (2x, 3x,
6x). Apenas V. serrata apresentou numero basico x = 7. Quinze espécies e uma
variedade apresentaram x = 8, sendo sua maioria dipléide. Apenas uma espécie,

V. chrysantha é tetraploide; e V. chrysanthella apresentou citétipos di e

o 1d

tetrapléides. O numero x = 9 ‘e registrado em oito espécies, todas diploides,

excecao de V. habrantha, com citétipos di e tetrapléides. O nimero x = 11 é o
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mais freqiiente, ocorrendo em 28 espécies, a maioria dipléide, sendo encontrada
apenas uma espécie tetrapléide (V. grandis) e outra com citétipos 2x e 4x (V.

pennigera) (apéndice).

Geéneros como Actinodium, Darwinia ¢ Homoranthus também formam um
grupo monofilético (Lam et al. 2002, Wilson et al. 2005). O tnico registro para
Actinodium é para A. cunninghammi, com 2n =12 (x =6) (Smith-White 1950,
Rye 1979). Para o género Homoranthus, sao conhecidos niimeros cromosséomicos

para trés espécies, todas com 2n = 18 (x = 6 ou 9) (Smith-White 1954).

No género Darwinia, sao disponiveis contagens cromossdémicas para 31
espécies, com numeros cromossémicos basicos variando de x = 5, 6, 7 e 9. Apenas
uma espécie, D. oederoides, apresenta x = 5 (2n =10) (Rye 1979). A maioria das
espécies tem x = 6, com registro de apenas uma tetrapléide, D. helichrysoides
(Rye 1979). Quatro espécies tém x = 7, sendo que D. diosmoides apresenta
citétipos 2x e 4x (Smith-White 1954, Rye 1979) sendo as demais dipléides. Duas
espécies dipléides com x = 9 foram registradas, D. pauciflora e D. vestita (Smith-
White 1954, Rye 1979). Darwinia speciosa apresenta o maior numero
cromossomico neste género, 2n ~ 42 (Rye 1979), podendo ser um hexapléide (x =
7) ou heptaploide (x = 6). Este é um dos géneros que necessita de uma
investigacao filogenética mais ampla, com um maior nimero de espécies. Talvez a
aplicacao dos ndimeros cromossomicos possa auxiliar no estabelecimento de
taxons infragenéricos em Darwinia, como sugerido por Smith-White (1954,

1959).

Os géneros irmaos Mallaeostemom e Scholzstzia sdo monofiléticos em
Chamelauciae (Lam et al. 2002). Em Mallaeostemom, sao registrados nimeros
cromossémicos para trés espécies, todos multiplos de x = 11: M. hursthouset (2n =
44, como Mycromyrtus hursthouset), M. roseus (2n = 22, 44, como Mycromyrtus

rosea) e M. tuberculatus (2n = 22, 44, como Trypthomene tuberculata) (Rye 1979).
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Em Scholtzia, Rye (1979) determinou o ndmero cromossémico para quatro

espécies, todas dipléides com x = 11, a exce¢do de uma tetrapléide, S.
drummundaii.
O ndmero cromossdémico basico x = 11 ocorre em outros géneros como

Astartea, Baeckea, Calythropsis, FEuryomyrtus, Hypocalymma, Lhotskia,

Micromyrtus e Pileanthus.

Astartea, Baeckea e Hypocalymma sao grupos polifiléticos nas analises
filogenéticas apresentadas por Lam et al. (2002). A unica espécie de Astartea com
numero cromossdémico conhecido é A. clavulata, com 2n =44 (Rye 1979). Para
Baeckea sao conhecidos niimeros cromossémicos para 12 espécies (Smith-White
1948, Moussel 1965, Rye 1979), sendo quatro tetrapléides (B. crispiflora, B.
leptophylla, B. pentagonantha e B. virgata) e uma apresentando citétipos di e
tetrapléides, B. preiseina (Rye 1979). Em Hypocalymma, Rye (1979), apresentou
registro para trés espécies, H. angustifolium (2n = 22, 44), H. robustum e H.

xanthopetalum (2n = 22).

Para outros cinco géneros (Calythropsis, FEuryomyrtus, Lotschkia,
Micromyrtus e Pileanthus), a ocorréncia de espécies dipléides com x = 11 é
constante (Smith-White 1948, 1950, 1954; Rye 1979). Dentre estes, apenas
Euryomyrtus e Micromyrtus estao presentes na analise filogenética de Lam et al.
(2002) como grupos monofiléticos, porém em linhagens distintas dentro de

Chamelaucieae.

No género Thryptomene sao observados quatro nimeros cromossomicos
basicos (x = 11, 10, 9 e 6), evidenciando também uma série displéide. Com o
numero x = 11, a maioria das espécies é dipléide, com excecdo dos tetrapléides T.
australis e T. denticulata (Rye 1979). Para os demais nimeros cromossémicos
basicos s6 existe registro para uma unica espécie em cada, sendo diploides para

aquelas com x = 6 e x = 10, enquanto que em 7T. baeckeacea, com x = 9, foi
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relatada a ocorréncia de citétipos diploide e tetraploide (Rye 1979). Este género
nao tem sido utilizado nas analises filogenéticas recentes, com excecao do
trabalho de Wilson et al. (2005), onde apenas uma espécie estudada posicionou-se
em uma politomia com os demais géneros Babingtonia e Euryomyrtus. O género
Babingtonia foi alvo de uma recente revisao (Wilson et al. 2007), onde os autores
estabeleceram trés géneros distintos (dois novos e uma nova circunscri¢do) com
base nas analises filogenéticas com um maior nimero de espécies. Para este
género s6 existe relato de uma espécie, B. acutangula, com 2n =26 (Sarkar et al.

1982), no entanto esta espécie ndo consta no WCM (Govaerts et al. 2008) e nem

na revisao de Wilson et al. (2007).

Dentre as 17 tribos atualmente reconhecidas em Myrtaceae, é observada
variacdo de nimeros cromossoémicos, desde x = 5 (tribos Chamelaucieae e
Leptospermeae, subfamilia Myrtoideae) até x = 12 (subfamilia Psyloxyloideae).
A ocorréncia do ndmero cromossémico basico x = 11 é quase constante em
Myrtaceae, ocorrendo em 11 tribos: Backhousieae, Chamelaucieae, Eucalypteae,
Kanieae, Leptospermeae, Lophostemoneae, Melaleuceae, Metrosidereae,
Myrteae, Syncarpieae e Syzygieae. Eventos de poliploidia (16% do total de
espécies sao polipléides) sao registrados (pelo menos uma espécie) em seis tribos:
Chamelaucieae (concentra metade dos registros polipléides existentes),
Eucalypteae, Leptospermeae, Melaleuceae, Myrteae e Syzigieae. Destas tribos,
as variagoes polipléides em Myrteae ocorrem em relagao a x = 11, enquanto nas
demais tribos, em relacdo ax =5,6, 7,8, 10 e 11. A disploidia esta concentrada
em espécies das tribos Chamelaucieae (x = 12 a x = 5) e Leptospermeae, com
poucos registros em Myrteae e Melaleuceae. Dados sao ausentes para cinco tribos:

Kanieae, Lyndsayomyrteae, Osbornieae, Tristanieae e Xanthostemoneae.
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Tabela 1. Caracteres diagnésticos das duas atuais subfamilias de Myrtaceae, de acordo com Wilson et al. (2005).

Caracteres diagnosticos MYRTOIDEAE PSILOXYLOIDEAE
Fenétipo sexual Homéicas Diéicas
Disposicao das folhas Espiraladas ou opostas  Espiralada

Contetudo das cavidades secretoras
Estames

Anteras

Sacos embrionarios

Numero cromossémico basico (x)

Oleos essenciais
Inflexos no botao
Biloculares

Tipo Polygonum
11

Oleos essenciais, exceto em Psiloxylon
Nao inflexos no botao

Tetraloculares
Tipo Allium
12
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Tabela 2. Quantidade de determinagdes de nimeros cromossémicos em cada uma das tribos na subfamilia Myrtoideae (sensu
Wilson et al. 2005) ao longo dos anos. Os nliimeros entre parénteses representam o nimero de géneros conhecidos do ponto de vista
cromossémico / numero total de géneros na tribo.

TRIBO Total
(nfimero de géneros) até1930 1931-40 1941-50 1951-60 1961-70 1971-80 1981-90 1991-00 2001-07  geral
Backhousieae (1/2) 3 5 8

Chamelaucieae (18/23) 20 41 13 85 51 51 293

Eucalypteae (3/7) 18 45 8 4 1 23 7 59 201
Kanieae (1/8) 1 1
Leptospermeae (3/8) 18 2 1 1 21 2 6 51
Lophostemoneae (1/4) 1 1
Melaleuceae (9/6) 35 1 73 3 4 116
Metrosidereae (1/4) 3 13 16
Myrteae (24/47) 1 1 8 2 21 8 27 6 67 159
Syncarpieae (1/1) 1 1
Syzygieae (1/5) 3 2 1 9 17 9 6 47

Total geral 1 22 134 54 76 242 147 76 150 902
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Tabela 3. Distribuicao geral do dos nimeros cromossomicos dipléides (2x) e polipléides (3x, 4x, 5x, 6x, 7x, 8x) nas diferentes
tribos em Myrtaceae. A circunscri¢ao das tribos segue Wilson et al. (2005). Nesta tabela foram incluidos todos os registros de um
inico nimero cromossémico, ou seja, os citétipos nao estdo incluidos. x: niimero cromossoémico basico, NE: numero total de
espécies com niimero cromossémico determinado em cada tribo. Os registros da tltima linha referem-se a géneros nao incluidos em
nenhuma das tribos sensu Wilson et al. (2005).

Tribos 2x 3x 4x 5x 6x 8x NE
x> 6 7 8 9 10 11 12 6 8 11 5 6 7 8 11 11 11 11

Backhousieae 2 2
Chamelaucieae 1 27 4 13 18 1 38 1 12 1 1 1 12 12 142
Eucalypteae 121 6 6 6 1 140
Kanieae 1 1
Leptospermeae 1 24 1 1 1 4 32
Lophostemoneae 1 1
Melaleuceae 4 2 38 2 2 2 2 2 2 56
Metrosidereae 15 15
Myrteae 74 2 1 5 1 2 85
Syncarpieae 1 1
Syzygieae 13 1 2 16
(inserta sedis) 1 1 1 3
Total geral 2 27 4 17 18 4 329 10 12 10 4 3 10 1 1 13 24 3 2 494
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Tabela 4. Distribui¢ao geral dos nimeros cromossomicos basicos em Myrtaceae sem
considerar a ocorréncia dos citétipos polipléides. Os numeros representam valores
absolutos e entre os parénteses valores relativos. %P: Percentual de ocorréncia da

poliploidia.
Total
Tribo / x 5 6 7 H 9 10 11 12 (%) %P Ploidia
) 2 2
Backhousieae (0.4) (0.4) 0.0 2x
Ch Lauci 1 40 4 15 18 1 62 1 142 79 2x, 3x,
AMEAUCCAC 02)  (8,1) (0,8) (3.0) (3,6) (0,2) (12,6) (0,2) (28,7) '~ 4x,5x
6 1 6 121 6 140
Eucalypteae (L6) (0.2) (1.2) (245) (1,2) (28.3) 2.6  2x,4x
1 1
Kanieae 0.0 2x
(0.2) (1)
Lot 1 1 1 28 1 32, 2x3x,
CPROSPEFIICAC 5 9)  (0,2) (0,2) 5.7) (0.2) (6,5 7 4x, 5x
1 1
Lophostemoneae 0.2) 0.2) 0.0 2x
2 2 6 2 42 2 56 2x, 3x,
Melaleuceae (0,4)  (0,4) (1,2) 0.4) (8,5) (0.4) (11,3) 20 s 6x
. 15 15
Metrosidereae (3.0) (3.0) 0.0 2x
2x, 3x
85 35 T
Myrteae 2.2 4x,5x,
(17.2) (17.2) o O
S i 1 1 0.0 2
yncarpieae 0.2) 0.2) . x
. 16 16 2x, 4x,
Syzygieae (3.2) (3.2) 0.6 5x. 6x
) ) 1 1 1 3
(inserta sedis) 0.2) 0.2) (0.2) (0.6) 0.2 2x
Total geral 5 49 5 28 18 4 375 10 494, 16.8

1,0 (99 L0 (.7) (B6) (0.8) (759) (2.0) (100,0)
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Tabela 5. Distribui¢ao da incidéncia de citétipos polipléides em relagdo a x = 11, nas
diferentes tribos de Myrtaceae. As tribos que ndo aparecerem na tabela nao
apresentaram citétipos ou estudos sdo inexistentes. Os nimeros entre parénteses
referem-se ao numero absoluto de registros de cada série polipléide.

Poliploidia Disploidia

Tribo Total % Total %

Myrteae 11 39.3 1 14.3
Chamelaucieae 8 28.6 1 14.3

Syzygieae 4 14.3 3 42.7
Melaleuceae 3 10.7 2 28.6
Leptospermeae 2 7.1 0 0

Total geral 28 100 7 100
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Tabela 6. Espécies de Myrtaceae com mais de um nimero cromossémico (citétipos). A

circunscricdo das tribos segue Wilson et al. (2005). As espécies seguidas por (*)

apresentam variagoes displéides. (x) nimero cromossémico basico.

TRIBO 2n Ploidia Referéncia
Género (x) (x)
Espécie
CHAMELAUCIEAE
Baeckea (x = 11)
preissiana (Schauer) Druce 22,44 2x, 4x 33
Calytrix (x = 11)
flavescens A.Cunn. 22, 44 2x, 4x 33
fraseri A.Cunn. 22, 44 2x, 4x 33,40
Chamelaucium (x = 11)
ctliatum Desf. 22,44, 66 2x,4x ,6x 33
Darwinia (x =17)
diosmotdes (DC.) Benth. 14, 28 2x, 4x 33,41
Hypocalymma (x = 11)
angustifolium (Endl.) Schauer 22, 44 2x, 4x 33
Malleostemon (x = 11)
roseus (E.Pritz.) J.W.Green 22, 44 2x, 4x 33
(como Mycromyrtus rosea (E. Pritzel) S. Moore)
tuberculatus (E.Pritz.) J.W.Green 22,44 2x, 4x 33
(como Thryptomene tuberculata E. Pritzel)
Thryptomene (x = 9)
baeckeacea F.Muell. 18, 36 2x, 4x 33
Verticordia (x = 6, 8)
brownii (Desf.) A.Cunn. ex DC. 12,18 2x, 3x 14,41, 44
chrysanthella A. S. George 16, 32 2x, 4x 14, 44
densiflora Lindl. 12, 24 2x, 4x 14, 33, 44
habrantha Schauer 18, 36 2x, 4x 14, 33, 41, 44
monadelpha Turcz. 12,18, 36 2x, 4x ,6x 14, 33,41, 44
EUCALYPTEAE
Corymbia (x = 11)
citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson 22, 44 2x, 4x 1,2,18, 20, 21,
(como FEucalyptus citriodora Hook.) 39, 45
LEPTOSPERMEAE
Kunzea (x = 11)
ericoides (A.Rich.) Joy Thomps. 22, 44 2x, 4x 14, 23, 29
Leptospermum (x = 11)
roet Benth. 22, 44 2x, 4x 33,43
MELALEUCEAE
Callistemon (x = 11)
linearis (Sm.) Colv. ex Sweet 22,33, 44 2x, 3x,4x 38,39
pinifolius (J.C.Wendl.) Sweet™* 22,30, 33 2x, 3x 39
rigidus R.Br. 22, 44 2x, 4x 39
Melaleuca (x = 11)
lanceolata Otto™ 22,24 2x 5
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rhaphiophylla Schauer 22, 44 2x, 4x 5
teretifolia Endl. 22,66 2x, 6x 5,33
MYRTEAE

Decaspermum (x = 11)
parviflorum (Lam.) A.J.Scott subsp. parviflorum 44, 88 4x, 8x 24, 26, 27
(como Decaspermum paniculatum Duth.)

Eugenia (x = 11)
dysenterica DC. 22,33 2x, 3x 8,15
hyemalis Cambess. 22, 44 2x, 4x 8
pitanga (O.Berg) Nied. 22,44 2x, 4x 8
punicifolia (Kunth) DC. 22,33 2x, 3x 8
pyriformis Cambess. 22,33 2x, 3x 8
uniflora L. 22,33 2x, 3x 8, 29, 35, 36, 37
(como Eugenia costata Cambess.)

Gomidesta (x = 11)
ertocalyx (DC.) O. Berg 22,44 2x, 4x 10

Psidium (x = 11)
cattletanum Afzel. ex Sabine 44, 66, 77,88 4x,6x,7x, 1,9,12,19,35

8x
friedrichsthalianum (O.Berg) Nied. 22, 44 2x, 4x 11,19, 28,42
guajava L.* 21, 22, 30, 33, 2x, 3x,4x 1,9,13,19, 21,
44 22,28, 35,42,
45
SYZYGIEAE

Syzygium (x = 11)
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry 22, 44 2x, 4x 30, 45
(como Eugenia caryophyllata Thumb.)
cumint (L.) Steels* 22,33,42,44, 2x,3x,4x, 3,4,16,24,25,
(como Eugenia jambolana Lam. e / ou 46,55, 66 5x, 6x 26, 32, 36,
Eugenia cumint Merr.) 37,45
jambos (L.) Alston™ 28, 33,42,44, 3x,4x,6x 6,7,17, 30,31,
(como Eugenia jambosa) 46, 54, 66 32,46
samarangense (Blume) Merr. & L.M.Perry* 42,44,110 4x, 11x 46

(como Eugenia javanica Lam.)

1- Atchison 1947; 2- Bedi et al. 1989; 3- Bhaduri 1949; 4- Bir et al. 1980; 5- Brighton & Ferguson 1976; 6-
Chen 1993; 7- Chen et al. 1985; 8- Costa & Forni-Martins 2006a; 9- Costa & Forni-Martins 2006b; 10- Costa &
Forni-Martins 2007a; 11- Costa & Forni-Martins, unpublished; 12- Costa et al. 2008; 13- D’Cruz & Rao 1962;
14- Dawson 1987; 15- Dornelas et al., unpublished; 16- Gill 1973; 17- Goldblatt 1981; 18- Haque
1984; 19- Hirano & Nakazone 1969; 20- Huang et al. 1985; 21- Huang et al. 1989; 22- Kumar & Ranade
1952; 23- Lange & Muray 2004; 24- Mehra & Khosla 1969; 25- Mehra & Khosla 1972; 26- Mehra 1972; 27—
Mehra 1976; 28- Molero et al. 2006; 29- Moussel 1965; 30- Oginuma et al. 1992; 31- Oginuma et al. 1993; 32-
Roy & Jha 1962; 33— Rye 1979; 34- Singhal & Gill 1984; 35- Singhal et al. 1980; 36- Singhal et al. 1984; 37-
Singhal et al.1985; 38- Smith-White 1942; 39- Smith-White 1948; 40- Smith-White 1950; 41- Smith-White
1954, 42- Srivastava 1977; 43- Thompson 1989; 44- Tyagi et al. 1991; 45- Vijayakumar & Subramanian 1985;

46- Van der Pijl 1934.
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Apéndice. Lista com os taxa cujos ndmeros cromossomicos foram compilados em

literatura. A circunscri¢ao das tribos com os seus respectivos géneros segue Wilson et al.
(2005). Os epitetos seguem as sinonimizagdes conforme Govaerts et al. (2008)

TRIBO
Género
Espécie 2n
SUB-FAMILIA PSYLOXILOIDEAE
HETEROPYXIEAE
Heteropyxis 12
Heteropyxis sp.
PSILOXYLEAE
Psiloxylon
mauritianum (Bouton ex Hook.f.) Baill. 12
SUB-FAMILIA MYRTOIDEAE
BACKHOUSIEAE
Backhousia
citriodora F.Muell. 22
myrtifolia Hook. & Harv. 22
CHAMELAUCIEAE
Actinodium
cunninghamii Schauer ex Lindl 12
Astartea
clavulata Turcz. 44
Baeckea
crispiflora (F.Muell.) F.Muell. 44
densifolia (Sm.) F.Muell. 22
diosmifolia Rudge 22
elderiana Pritz. 22
grandiflora Benth. 22
grandis Pritz. 22
imbricata (Gaertn.) Druce 22
leptophylla (Turcz.) Domin 44
linifolia Rudge 22
pentagonantha F.Muell. 44
pretsstana (Schauer) Druce 22,44
virgata (J.R.Forst. & G.Forst.) F.Muell. 44
Calythropsts
ecalycata Craven 22
Calytrix
brevifolia (Meisn.) Benth. 22
breviseta subsp. stipulosa (W.Fitzg.) Craven 22
decandra DC. 22
flavescens A.Cunn. 22,44
fraseri A.Cunn. 22,44



glutinosa Lindl. 22

gracilis Benth. 22
leschenaultii (Schauer) Benth. 22, 44
longiflora (F.Muell.) Benth. 44
sapphirina Lindl. 22
strigosa A.Cunn. 22
tetragona Labill. 22
Chamelauctum
axillare F.Muell. ex Benth. 22
brevifolium Benth., 22
ctliatum Desf. 22,44, 66
drummondii (Turcz.) Meisn. 22
pauctflorum (Turcz.) Benth. 22
uncinatum Schauer 18,22
Darwinia

biflora (Cheel) B.G.Briggs 12
camptostylis B.G.Briggs 12
carnea C.A.Gardner 12
citriodora (Endl.) Benth. 12
collina Gardner 12
diminuta B.G.Briggs 12
diosmoides (DC.) Benth. 14, 28
fascicularis Rudge 12
glaucophylla B.G.Briggs 12
grandiflora (Benth.) R.T.Baker & H.G.Sm. 12
helichrysoides (Meisn.) Benth. 24
hypericifolia (Turcz.) Domin 12
leiostyla (Turcz.) Domin 12
leptantha B.G.Briggs 12
macrostegia (Turcz.) Benth. 12
meeboldii C.A.Gardner 12
micropetala (F.Muell.) Benth. 14
netldiana F.Muell. 12
oederoides (Turcz.) Benth. 10
oldfieldii Benth. 12
oxylepts (Turcz.) N.G.Marchant & Keighery 12
pauciflora Benth. 18
peduncularis B.G.Briggs 12
pinifolia (Lindl.) Benth. 14
procera B.G.Briggs 12
purpurea (Endl.) Benth. 14
sanguinea (Meisn.) Benth. 12
speciosa (Meisn.) Benth. 12,42
squarrosa (Turcz.) Domin 12

taxifolia A.Cunn. 12



vestita (Endl.) Benth.
Euryomyrtus

maidenii (Ewart & Jean White) Trudgen
ramostssima (A.Cunn.) M.E.Trudgen subsp. ramosissima

Homalocalyx
coarctatus (F.Muell.) Craven
thryptomenotdes (F.Muell.) Craven

Homoranthus

darwiniotdes (Maiden & Betche) Cheel

flavescens Schauer

virgatus A.Cunn. ex Schauer
Hypocalymma

angustifolium (Endl.) Schauer

robustum (Endl.) Lindl.

xanthopetalum F.Muell.
Lhotskya

acutifolia (Lindl.) Craven
Malleostemon

hursthousei (W.Fitzg.) J.W.Green

roseus (E.Pritz.) J.W.Green

tuberculatus (E.Pritz.) J.W.Green
Micromyrtus

ctliata (Sm.) Druce

obovata (Turcz.) J.W.Green

racemosa Benth.
Pileanthus

peduncularts Endl.

filifolius Meisn.

limacis Labill.
Scholitzia

drummondii Benth.

obovata (DC.) Schauer

parviflora F.Muell.

umbellifera F.Muell.
Thryptomene

australis Endl.,

baeckeacea F.Muell.,

calycina (Lindl.) Stapf

denticulata (F.Muell.) Benth.,

hyporhytis Turcz.,

mazisonneuvei (F.Muell.) Rye & Trudgen

mucronulata Turcz.

saxicola (A.Cunn. ex Hook.) Schauer

stenophylla E.Pritz.,
strongylophylla F.Muell. ex Benth.,

18

22
22

22
22

18
18
18

22,44
22
22

22

44
22, 44
22, 44

22
22
22

22
22
22

44
22
22
22

44
18, 36
22
44
22
22
22
22
22
20

82



wittwert J.W.Green

Verticordia

acerosa Lindl.

argentea A.S.George
attenuata A.S.George
aurea A.S.George
bifimbriata A.S.George
blepharophylla A.S.George
brachypoda Turcz.
brownit (Desf.) A.Cunn. ex DC.
chrysantha Endl.
chrysanthella A.S.George
chrysostachys Meisn.
cooloomia A.S.George
densiflora Lindl.
dichroma A.S.George
drummondii Schauer
endlicheriana Schauer
etheliana C.A.Gardner
fastigiata Turcz.
fimbrilepis Turcz.
forrestit F.Muell.
fragrans A.S.George
grandiflora Endl.
grandis J.Drumm.
habrantha Schauer

helichrysantha F.Muell. ex Benth.

huegelit Endl.
hughanii F.Muell.
humilis Benth.
insignis Endl.
lepidophylla F.Muell.
lindleyi Schauer
luteola A.S.George
minutiflora F.Muell.
miichelliana C.A.Gardner
monadelpha Turcz.
muelleriana E.Pritz.
multiflora Turcz.
nitens (Lindl.) Endl.
nobilis Meisn.
oculata Meisn.
ovalifolia Meisn.
oxylepis Turcz.

paludosa A.S.George

12

16

22

22

16

22

22

16
12,18
32
16, 32
22

16
12, 22, 24
22

22

16

22

12

18

22

22

12

44
18, 36
22

16

22

16

18

22

22

22

16

18
12,18, 36
22

16

16

12

22

22

16

22
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patens A.S.George
penicillaris F.Muell.
pennigera Endl.
pholidophylla ¥ .Muell.
picta Endl.
plumosa (Dest.) Druce
polytricha Benth.
pritzelit Diels
pulchella A.S.George
roet Endl.
serrata (Lindl.) Schauer
spicata F.Muell.
staminosa C.A.Gardner & A.S.George
tumida A.S.George
venusta A.S.George
EUCALYPTEAE
Angophora
costata (Gaertn.) Hochr. ex Britten
flortbunda (Sm.) Sweet
hispida (Sm.) Blaxell
subvelutina F.Muell.
Corymbia
foelscheana (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
bleesert (Blakely) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
bloxsomei (Maiden) K.D.Hill & L.A.S.Johnson

calophylla (R.Br. ex Lindl.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson

citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson

dichromophloia (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson

ferruginea (Schauer) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
ficifolia (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
gummifera (Gaertn.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
jacobstana (Blakely) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
latifolia (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
maculata (Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
nesophila (Blakely) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
peltata (Benth.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
polycarpa (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
ptychocarpa (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
setosa (Schauer) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
terminalis (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
torelliana (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
trachyphloia (F.Muell.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson
Eucalyptus
aggregata H.Deane & Maiden
alba Reinw. ex Blume

16
18
22, 44
22
22
22
12
18
18
18
14
22
16
22
22

22
22
22
22

22
22
22
22
20, 22, 28, 44
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
22
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albens Benth

amplifolia Naudin

amygdalina Labill.

angulosa Schauer

argillacea W .Fitzg. ex Maiden
astringens (Maiden) Maiden
behriana F.Muell.

bicolor A.Cunn. ex Hook.
botryoides Sm.

brassiana S.T.Blake
bridgesiana F.Muell. ex R.T.Baker
brockwayi C.A.Gardner

caleyi Maiden

calycogona Turcz.
camaldulensis Dehnh.
cameronii Blakely & McKie
capitellata Sm.

cinerea F.Muell. ex Benth.
cladocalyx F.Muell.

cloeziana F.Muell.

conglobata (Benth.) Maiden
contracta L.A.S.Johnson & K.D.Hill
cordata Labill.

cornuta Labill.

crebra F.Muell.

cullenii Cambage
dalrympleana Maiden

deanet Maiden

decorticans (F.M.Bailey) Maiden
deglupta Blume

delegatensis FF.Muell. ex R.T.Baker
diversicolor F.Muell.

dives Schauer

dunnit Maiden

erythrocorys F.Muell.
erythronema Turcz.

fastigata H.Deane & Maiden
flocktoniae (Maiden) Maiden
forrestiana Diels

gardneri Maiden

globoidea Blakely

globulus Labill.

gomphocephala A.Cunn. ex DC.
gontocalyx F.Muell. ex Miq.
grandis W.Hill

22
22

22

22

22

22

22

24

22

22

22

22

22

22

22

22

22

22

22, 24
22

22

22

22

22

22

22

22

22

22

22

22

23

22

22

22

22, 24
22

22, 24
24

22

22

20, 22, 28
22

22
22,32
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griffithsit Maiden
gunnit Hook.f.
haemastoma Sm.
incrassata Labill.
jensenit Maiden
johnstonit Maiden

laevopinea F.Muell. ex R.T.Baker

lansdowneana F.Muell. & J.E.Br. in J.E.Brown

lehmannit (Schauer) Benth
lesouefit Maiden

longifolia Link

macarthurii H.Deane & Maiden
macrorhyncha F.Muell. ex Benth.
mannensts Boomsma

marginata Donn ex Sm.
megacarpa F.Muell.

megacornuta C.A.Gardner
melanophloia F.Muell.

melliodora A.Cunn. ex Schauer
microcorys F.Muell.

microneura Maiden & Blakely
moluccana Wall. ex Roxb.,
nitens (H.Deane & Maiden) Maiden,
nova-anglica H.Deane & Maiden
obliqua L'Hér.

occidentalis Endl.

odontocarpa F.Muell.

oligantha Schauer in W.G.Walpers
ovata Labill.

paniculata Sm.

pauciflora Sieber ex Spreng.
pilularts Sm.

planchoniana F.Muell.
polyanthemos Schauer

pretssiana Schauer

propinqua H.Deane & Maiden
pulchella Desft.

pulverulenta Sims

punctata A.Cunn. ex DC.
pyriformis Turcz.

racemosa subsp. racemosa
redunca Schauer in J.G.C.Lehmann
resinifera Sm.

robusta Sm
rubida H.Deane & Maiden

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22,28
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
24
22
24
22
28
22
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rudis Endl.

saligna Sm.

shirleyi Maiden

siderophloia Benth.

stderoxylon A.Cunn. ex Woolls
staigeriana F.Muell. ex F.M.Bailey
steedmanii C.A.Gardner

stoatet C.A.Gardner

stricklandii Maiden

tenuipes (Maiden & Blakely) Blakely & C.T.White

tereticornis Sm.

tetraptera Turcz.

tetrodonta F.Muell.

torquata Luehm.

umbra F.Muell. ex R.T.Baker

viminalts Labill.

wandoo Blakely

wilcoxit Boland & Kleinig

x cordieri Trab.

x kirtoniana F.Muell.

youmanii Blakely & McKie

youngiana F.Muell.
KANIEAE

Tristantopsts

laurina (Sm.) Peter G.Wilson & J.T.Waterh.

LEPTOSPERMEAE
Agonis
flexuosa (Muhl. ex Willd.) Sweet
Kunzea
ambigua (Sm.) Druce
baxteri (Klotzsch) Schauer
capitata (Sm.) Heynh.
ertcoides (A.Rich.) Joy Thomps.
parvifolia Schauer
sinclairi (Kirk) W.Harris
Leptospermum
arachnotdes Gaertn.
continentale Joy Thomps.
erubescens Schauer
glabrescens N.A.Wakef.
glaucescens Schauer
grandifolium Sm.
incanum Turcz.
juniperinum Sm.
laevigatum (Gaertn.) F.Muell.

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22,24, 90
22
22
24
22
22
22

22

22

22
22
22
22,44
22
22

22
10
22
22
22
22
22
22
22
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lanigerum (Aiton) Sm.

liversidger R.T.Baker & H.G.Sm.

minutifolium (Benth.) C.T.White

myrsinoides Schltdl.

myrtifolium Sieber ex DC.

parviflorum Valeton

parvifolium Sm.

petersonii F.M.Bailey

polygalifolium Salisb. subsp. polygalifolium

roei Benth.

rotundifolium (Maiden & Betche) F.A.Rodway

rupestre Hook.f.

scoparium J.R.Forst. & G.Forst.

sphaerocarpum Cheel

squarrosum Gaertn.

trinervium (Sm.) Joy Thomps.
LOPHOSTEMONEAE

Lophostemon

confertus (R.Br.) Peter G.Wilson & J.T.Waterh.

MELALEUCEAE
Beaufortia
decussata R.Br.
elegans Schauer
purpurea Lindl.
schauert Preissler ex Schauer
sparsa R.Br.
squarrosa Schauer
Callistemon
acuminatus Cheel
cuitrinus (Curtis) Skeels
coccineus F.Muell.
comboynensis Cheel
glaucus (Bonpl.) Sweet
lanceolatus (Sm.) Sweet
linearis (Sm.) Colv. ex Sweet
pachyphyllus Cheel in J.H.Maiden
phoeniceus Lindl.
pinifolius (J.C.Wendl.) Sweet
rigidus R.Br.
salignus (Sm.) Colv. ex Sweet
viminalis (Sol. ex Gaertn.) G.Don ex Loudon
Calotahmnus
quadrifidus R.Br.
villosus R.Br.
Eremaea

22
22
44
24
44
44
44
22
22
22,44
22
22
22
22
22
22

22

20
16
16
16
20
16

22
22

22

22

22

22

22,33, 44
22

22

22,30, 33
22, 44

22

44

22
22
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beaufortioides Benth.

Melaleuca

acuminata F.Muell.

adnata Turcz.

alternifolia (Maiden & Betche) Cheel
armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm.
brevifolia Turcz.
cardiophylla F.Muell.
cheelii C.T.White

ctliosa Turcz.

cordata Turcz.

cucullata Turcz.

dealbata S.T.Blake,

decora (Salisb.) Britten
decussata R.Br

densa R.Br.

diosmifolia Andrews
elliptica Labill.

ertcifolia Sm.

erubescens Nees

filifolia F.Muell.

foliolosa A.Cunn. ex Benth.
fulgens R.Br.

gibbosa Labill.

glaberrima F.Muell.
globifera R.Br.

glomerata F.Muell.
halmaturorum F.Muell. ex Miq.
hamulosa Turcz.

huegelit Endl.

hypericifolia Sm.

incana R.Br.

juputi Powell

lanceolata Otto

lateriflora Benth.

lateritia A.Dietr.

letocarpa F.Muell.
leucadendra (L.) L.
linartifolia Sm
macronychia Turcz.
megacephala F.Muell.
microphylla Sm.
minutifolia F.Muell.
nodosa (Sol. ex Gaertn.) Sm.
pauciflora Turcz.

22

22
33
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
33
22
22
22
22
22
22
44
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22,24
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
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pauperiflora F.Muell.
pentagona Labill.
pungens Schauer
quadrifaria F.Muell.
quinquenervia (Cav.) S.T.Blake
radula Lindl.
rhaphiophylla Schauer
squamea Labill.
squarrosa Sm.
striata Labill.
styphelioides Sm.
suberosa (Schauer) C.A.Gardner
systena Craven
teretifolia Endl.
thymifolia Sm.
thymotides Labill.
uncinata R.Br.
violacea Schauer
wilsonii F.Muell.
Regelia
inops (Schauer) Schauer
velutina (Turcz.) C.A.Gardner
METROSIDEREAE
Metrosiderus
albiflora Sol. ex Gaertn.
bartlettii J.W.Dawson
carminea W.R.B.Oliv.
colensoi Hook.f.
collina (J.R.Forst. & G.Forst.) A.Gray
diffusa (G.Forst.) Sm.
excelsa Sol. ex Gaertn.
fulgens Sol. ex Gaertn.
kermadecensis W.R.B.Oliv.
parkinsonit Buchanan
perforata (J.R.Forst. & G.Forst.) Druce
robusta A.Cunn.
tremulotdes (A.Heller) Rock
umbellata Cav.
xanthocarpa (Mart.) O.Berg
MYRTEAE
Acca
sellowiana (O.Berg) Burret
Accara
elegans (DC.) Landrum
Blepharocalyx

22
22
22
22
22
24
22, 44
24
22
22
22
22
22
22, 66
22
22
22
22
22

22
22

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22

22
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salicifolius (Kunth) O.Berg 22

Calyptranthes
brasiliensis Spreng. 22
clustifolia O.Berg 22
concinna DC. 22
lucida Mart. ex DC. 22
Campomanesia
adamantium (Cambess.) O.Berg 22
eugenioides (Cambess.) D.Legrand 22
guaviroba (DC.) Kiaersk. 22,88
guazumifolia (Cambess.) O.Berg 22
laurifolia Gardner 22
phaea (O.Berg) Landrum 22
pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg 22
schlechtendaliana (O.Berg) Nied. 22
xanthocarpa (Mart.) O.Berg 22
Decaspermum
fruticosum J.R.Forst. & G.Forst. 88
parviflorum (Lam.) A.J.Scott subsp. parviflorum 44, 88
Eugenia
aurata O.Berg 22
axtillaris (Sw.) Willd. 22
bimarginata DC. 32
brasiliensis Lam. 22
crenata Vell. 22
dysenterica DC. 22,33
francavilleana O.Berg 22
hyemalis Cambess. 22,44
tnvolucrata DC. 22
klotzschiana O.Berg 33
lilloana D.Legrand 22
luschnathiana (O.Berg) Klotzsch ex B.D.Jacks. 22
magnifica Spring ex Mart 22
monticola (Sw.) DC. 44
multicostata D.Legrand 22
pardensis O.Berg 22
pitanga (O.Berg) Nied. 22,44
pluriflora DC. 66
punicifolia (Kunth) DC. 22,33
pyriformis Cambess. 22,33
sonderiana O.Berg 22
stigmatosa DC. 22
uniflora L. 22,33
uruguayensis Cambess. 24

Hexachlamys



edulis (O.Berg) Kausel & D.Legrand
Lophomyrtus
bullata Burret
obcordata (Raoul) Burret
X ralphii (Hook.f.) Burret
Luma
apiculata (DC.) Burret
Marlierea
clausseniana (O.Berg) Kiaersk
tomentosa Cambess.
warmingiana Kiaersk.
Mostiera
ehrenbergit (O.Berg) Landrum,
Myrceugenia
alpigena (DC.) Landrum
brevipedicellata (Burret) D.Legrand & Kausel
euosma (O.Berg) D.Legrand
exsucca (DC.) O.Berg
fernandeziana (Hook. & Arn.) Johow
miersiana (Gardner) D.Legrand & Kausel
myrcioides (Cambess.) O.Berg
ovata (Hook. & Arn.) O.Berg
pilotantha (Kiaersk.) Landrum
schulzit Johow
Myrcia
bella Cambess.
brasiliensis Kiaersk.
ertocalyx DC.
guianensis (Aubl.) DC.
hebepetala DC.
hilariana O.Berg
laruotteana Cambess.
maultiflora (Lam.) DC.
obovata (O.Berg) Nied.
selloi (Spreng.) N.Silveira
splendens (Sw.) DC.
torta DC.
Myrcianthes
cisplatensis (Cambess.) O.Berg
fragrans (Sw.) McVaugh
pungens (0O.Berg) D.Legrand
delicatula (DC.) O.Berg
dubia (Kunth) McVaugh
tenella (DC.) O.Berg

22

22
22
22

22

22
22
22

22

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
22
22,44
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
22
22
22
22
22
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glazioviana (Kiaersk.) G.M.Barroso ex Sobral
Myrrhinium
atropurpureum Schott
Myrteola
nummaularia (Lam.) O.Berg
Myrtus
communis L.
Neomyrtus
pedunculata (Hook.f.) Allan
Pimenta
dioica (L.) Merr.
pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum
racemosa (Mill.) J.W.Moore
Plinia
cauliflora (Mart.) Kausel
Psidium
acutangulum Mart. ex DC.
arboreum Vell.
australe Cambess.
cattletanum Afzel. ex Sabine
friedrichsthalianum (O.Berg) Nied.
grandifolium Mart. ex DC.
guajava L.
guineense Sw.
montanum Sw.
myrtoides O.Berg
rufum Mart. ex DC.
Rhodomyrtus
tomentosa (Sol.) Hassk.
Ugni
molinae Turcz.
selkirkit (Hook. & Arn.) O.Berg
SYNCARPIEAE
Syncarpia
glomulifera (Sm.) Nied.
SYZYGIEAE
Syzygium
aqueum (Burm.f.) Alston
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry
australe (J.C.Wendl. ex Link) B.Hyland
calophyllifolium (Wight) Walp.
claviflorum (Roxb.) Wall. ex A.M.Cowan & Cowan
cumini (L.) Skeels
formosum (Wall.) Masam.
fruticosum DC.

22
22
44
22
22

22
22
22

22

44
98

55

44, 66, 77, 88
22, 44

44
22,33, 44, 21, 30
22,44, 55

33

88

55

22

22
44

22

22
22, 44

44

22

22
22,33, 44, 55, 66, 42, 46
22

22, 44
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grande (Wight) Walp. 22

jambos (L.) Alston 28, 33,42, 44, 46, 54, 66
khastanum (Duthie) N.P.Balakr. 22
kurzii (Duthie) N.P.Balakr. 66
maire (A.Cunn.) Sykes & Garn.-Jones 22
oblatum (Roxb.) Wall. ex A.M.Cowan & Cowan 22
operculatum (Roxb.) Nied. 22
ramosissimum (Blume) N.P.Balakr. 22
reticulatum (Wight) Walp. 22
revolutum (Wight) Walp. 22
samarangense (Blume) Merr. & L.M.Perry 42,44,110
sandwicense (A.Gray) Miill.Stuttg. 22
smithii (Poir.) Nied. 44
tetragonum (Wight) Wall. ex Walp. 22
venosum DC. 66
Nao determinado
Conothamus
trinervis Lindl. 20
Monimiastrum

pyxidatum J.Guého & A.J.Scott 22
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Figura 1. Quantidade espécies de Myrtaceae com nimeros cromossémicos determinados
cumulativamente ao longo dos anos. (a) valores absolutos e (b) valores relativos (%). NE
— namero de espécies, NT — niimero de trabalhos. Os dados obtidos foram separados de
acordo com o tipo de frutos: frutos carnosos (tribos Myrteae e Syzygieae) e, frutos
capsulares e secos (demais tribos).
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Figura 2. Distribui¢cdo dos nimeros cromossémicos somaticos (2n) para as 554 espécies

de Myrtaceae.
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Figura 3. Histéria evolutiva dos estados de caracteres cromossdémicos (niimero, poliploidia, disploidia e citétipos) em Myrtaceae, resultantes da
analise de parcindmia realizada com o auxilio do programa Mesquite (Maddison & Maddison 2007) sobre a arvore mais parcimoniosa
apresentada por Wilson et al. (2005). (A) Distribuicdo dos nimeros cromossémicos basicos: x < 11 — amarelo; x = 11 — azul; x > 11 -
vermelho, em branco mostra lacunas no conhecimento. Os ramos em cinza mostram caminhos onde a analise de parciménia é equivoca. (B)

Distribui¢ao da ocorréncia (em pelos menos uma espécie) dos eventos de disploidia (amarelo), poliploidia (azul) e citétipos (vermelho). Os
ramos em branco demonstram lacunas nido conhecimento e néo ocorréncia destes eventos.
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CAPITULO2

Estudos cromossdmicos em Myrtaceae: novas relatos de numeros
cromossdmicos e distribui¢do da poliploidia natribo Myrteae

RESUMO - Em Myrtaceae (tribo Myrteae) a ocorréncia do nimero cromossémico 2n =
22 é quase constante, e ha registro de poliploidia em diversas espécies. Foram
compilados dados de nimeros cromossomicos de 104 espécies pertencentes a 25 géneros
de Myrteae. O nimero cromosséomico 2n = 22 ocorreu em 72% dos registros,
observando-se poliploidia, incluindo a ocorréncia de citétipos, em outros 26%, além de
poucos registros de disploidia (2n = 32 e 2n = 98). Os dados aqui confirmam que a
poliploidia é um evento importante na evolugao da tribo Myrteae, ocorrendo com maior
freqiiéncia em dois dos maiores géneros neotropicais de Myrtaceae, Eugenia e Psidium, e
em um dos géneros australasianos, Decaspermum. Além destes géneros, espécies
poliploides sdao registradas em outros géneros, como Myrteola e Myrcia, este tltimo
essencialmente neotropical. Neste trabalho determinamos o nimero cromossémico em

45 espécies de 13 géneros, com amostras de 51 diferentes populacgoes.

Introducao

O continente americano abriga 73 géneros e 2375 espécies (Schmid 1980) de
Myrtaceae, sendo considerado o segundo centro de diversificacao da familia.
Todas as espécies neotropicais encontram-se circunscritas na subfamilia
Myrtoideae - tribo Myrteae, caracterizada principalmente pela ocorréncia de
frutos carnosos e folhas predominantemente opostas. Com base em caracteres
morfolégicos do embriao, esta tribo tem sido tradicionalmente dividida em trés
subtribos (Berg 1855-56, 1857-59): Eugeniinae (embrido globoso, com cotilédones
carnosos e eixo hipocétilo-radicular insipiente), Myrciinae (embrido com
cotilédones foliaceos e eixo hipocétilo-radicular longo) e Myrtinae (embrido com

cotilédones insipientes e eixo hipocétilo-radicular longo) (Landrum & Kawasaki
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1997).

Com o avanco da sistematica filogenética, a tradicional divisdo em duas
subfamilias, Myrtoideae (frutos bacéides e filotaxia oposta) e Leptospermoideae
(frutos secos, filotaxia alterna) (Niedenzu 1838), sofreu drasticas mudancas. Hoje
sao reconhecidas duas subfamilias, Myrtoideae, englobando também os antigos
taxons de frutos secos, num total de 15 tribos diferentes, e Psyloxyloideae, com
duas tribos (Wilson et al. 2005). A tribo Myrteae é monofilética (Wilson et al.
2001, 2005; Lucas et al. 2005, 2007), no entanto as suas tradicionais subtribos
(sensu Berg 1855-56, 1857-59) Eugeniinae e Myrtinae, ambas com distribuicao
pantropical, surgem como grupos polifiléticos, ao passo que Myrciinae,
exclusivamente neotropical, é monofilética. Além disso, alguns dos géneros
essencialmente neotropicais, como Myrceugenia, Blepharocalyx e Luma nao
apresentam posicao filogenética definida (Lucas et al. 2005, 2007), o que indica
que futuramente a classificacdo intrafamiliar proposta por Berg (1855-56, 1857-
59) para a tribo Myrteae deva ser readaptada.

A necessidade de estudos biossistematicos para uma melhor delimitacao dos
taxa em Myrteae foi sugerida por McVaugh (1956) e Barroso (1991), que
consideraram as Myrtaceae americanas como um grupo taxonomicamente
complexo. Dentro de um contexto biossistematico, a citotaxonomia tem
subsidiado diversos estudos taxonomicos e evolutivos em intimeros grupos
taxondémicos, em diferentes niveis hierarquicos (Stace 1991).

Em Myrtaceae, grande parte dos estudos cromossdémicos encontrava-se
restrita a espécies com frutos secos - antiga subfamilia Leptospermoideae
(Atchinson 1947, Rye 1979, Matsumoto et al. 2000). Os primeiros estudos em
Myrtaceae neotropicais foram realizados por Forni-Martins et al. (1995), Andrade
& Forni-Martins (1998), Pedrosa et al. (1999) e Forni-Martins & Martins (2000),
onde foram determinados nimeros cromossémicos de cerca de 10 espécies.

Recentemente, Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b, 2007a)
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determinaram o nimero cromossémico para cerca de 50 espécies de Myrteae
distribuidas nas diferentes subtribos sensu Berg (Eugeniinae, Myrciinae e
Myrtinae), com predominio de 2n = 22. Os registros apresentados por estes
autores sao inéditos para a maioria das espécies, inclusive para alguns géneros
como Gomidesia, Marlierea e Plinia, além de terem ampliado o conhecimento de
numeros cromossomicos para os dois dos maiores géneros de Myrtaceae, Fugenia
e Myrcia. Foram observadas variacGes por poliploidia em cerca de 20% das
espécies analisadas, inclusive com a ocorréncia de citétipos em algumas espécies,
como Fugenia hyemalis, E. punicifolia (Costa & Forni-Martins 2006a) e Psidium
cattletanum (Costa & Forni-Martins 2006b). Estes autores ressaltaram a
importancia da poliploidia como um importante processo evolutivo em Myrteae,
registrando origem por poliploidia (principalmente 2n = 33 e 44) em 21% das
espécies de Fugenia e 75% das espécies de Psidium, porém nao realizaram
estudos mais aprofundados para determinar a natureza destes poliploides.

De maneira geral, ocorre pouca variagdo no numero cromossémico em
Myrtaceae, com excecdo dos taxons com frutos secos, onde sao registrados 2n =
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 e 28, distribuidos em varios géneros (Rye 1979). Com
os estudos de Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, ¢, 2007a), o niimero
basico x = 11 proposto por Atchinson (1947) e Raven (1975) pode ser confirmado
para Myrtaceae (tribo Myrteae). Mas varios géneros em Myrteae (sensu Wilson et
al. 2005) ainda nao sdo conhecidos do ponto de vista cromossémico, como Accara,
Amomyrtella, Amomyrtus, Archirhodomyrtus, Austromyrtus, Blepharocalyx,
Chamguava, Calycolpus, Calycorectes, Calyptranthes, Gossia, Hexachlamys,
Legrandia, Lenwebbia, Lythomyrtus, Meteoromyrtus, Myrtastrum, Myrtella,
Neomaitranthes, Octamyrtus, Pilidiostigma, Rhodamnaa, Rhodomyrtus,
Siphoneugena, Stereocaryum e Uromyrtus.

Diante disto, este trabalho visa a ampliar o conhecimento do nimero

cromossomico de espécies de Myrteae e realizar uma revisdo dos estudos
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cromossémicos existentes na literatura com espécies desta tribo. Neste trabalho,
estamos adotando a circunscri¢do de Wilson et al. (2005) para a tribo Myrteae e

as relacgdes intergenéricas propostas por Lucas et al. (2007).

Material e métodos

Coleta de material

Foram coletadas 45 espécies (uma populacao de cada espécie, exceto quatro
espécies de Psidium que foram coletadas duas ou trés populacdes) de 13 géneros
em diferentes formacgoes vegetacionais (cerrado, campos rupestres, floresta
atlantica, entre outros) principalmente nas regides centro-oeste, sudeste e sul do
Brasil (Tabela 1). As espécies foram primeiramente identificadas por meio de
bibliografia especializada e comparacdes de herbario e, posteriormente,
confirmadas por especialistas (Prof. Marcos Sobral — UFMG, Dra. Eve Lucas -
RBGKew e Profa. Dra. Carolyn Proenca - UnB). Materiais-testemunho das
espécies coletadas encontram-se depositadas no Herbario UEC (Universidade

Estadual de Campinas) (Tabela 1).

Estudos cromossomicos

Sementes coletadas de frutos maduros foram germinadas a temperatura
ambiente e os apices radiculares pré-tratados com 8-hidroxiquinoleina 2mM (5h a
14°C ou 24 horas a 8°C). As raizes foram fixadas em Farmer (alcool etilico
absoluto: acido acético glacial, 3:1, v/v) e estocadas no freezer a -20°C até a
preparacao das laminas, utilizando a técnica de HCl-Giemsa (Guerra 1983).

A analise das laminas foi feita em microscépio optico comum e as células em

condi¢des adequadas de espalhamento cromossémico foram documentadas em
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fotomicroscépio.

Analise dos dados de literatura

Foi feita uma compilacdo geral dos dados disponiveis na literatura.
Primeiramente, foram consultados os dados da base de nimeros cromossémicos
do TPCN — Index to Plant Chromosome Number - Missouri Botanical Garden
(http://mobot.mobot.org/W3T/Search/ipcn.html) e das obras de referéncia de
numeros cromossomicos: Bolkholviskii (1969), Moore (1973, 1974, 1977),
Goldblatt (1981, 1984, 1985, 1988) e Goldblatt & Johnson (1990, 1991, 1994,
1998, 2000). Para os registros das espécies na literatura, foram utilizados os dados
de nimero cromossémico somatico (2n). Na auséncia deste, o ntmero
cromossomico gamético (n) foi duplicado.

Apés compilar todos os dados disponiveis da literatura, varios registros
foram encontrados com determinacido até gémero. Na analise final, s6 foram
consideradas as espécies com seus binémios completos. A correta nomenclatura
foi checada de acordo com o World Checklist of Myrtaceae, Kew (Govaerts et al.
2008). Todas as estimativas apresentadas sobre a diversidade de espécies nos

respectivos géneros também foram obtidos a partir de Govaerts et al. (2008).

Resultados

Todas as 45 espécies dos 13 géneros estudados apresentaram 2n = 22, a
excecdo de sete das nove espécies estudadas de Psidium, com 2n = 44, 55 ou 66
(Tabela 1, Figura 2).

Dos 12 géneros quer apresentaram exclusivamente 2n = 22, sete tiveram
apenas uma espécie analisada. A amostragem foi maior em Pimenta (duas

espécies), Calyptranthes (quatro), Campomanesia (cinco), Myrcia (sete) e Eugenia
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(11). Para Psidium, foram amostradas nove espécies com niimeros cromossdomicos
variando de 2n = 22 (P guajava e P. guineense), 44 (P acutangulum, P.
cattletanum, P. friedrichstalianum e P. grandifolium), 55 (P. australe, P. rufum), 66
(P cattletanum) e 88 (P. myrtoides). Em apenas uma das espécies analisadas foi
possivel detectar a presenca de citotipos polipléides, P cattletanum, com 2n = 44 e
2n = 66, em trés populagoes. As espécies P. grandifolium (2n = 44) e P. guineense
(2n = 22) também tiveram trés populagdes analisadas, enquanto em P. guajava
(2n = 22) a amostragem foi de duas espécies.

Somando-se os resultados aqui obtidos aos dados disponiveis na literatura,
atualmente sdo conhecidos nimeros cromossémicos para 104 espécies de 25
géneros (Tabela 2). O nimero cromosséomico 2n = 22 foi o mais freqiiente,
ocorrendo em 87 espécies, sendo exclusivo em 76 (72%) (Tabela 2, Figura 3). A
poliploidia, incluindo a ocorréncia de citétipos polipléides com nimeros miltiplos
de 11, foi verificada em 26 espécies (25,5%). Deste total, 12 espécies (11,8%) sao
exclusivamente polipléides com 2n = 33, 44, 55, 66 ou 88. Os citétipos (racas
cromossomicas) foram representados por 13 espécies (13,7%), sendo que em duas
delas nao se observou o nivel dipléide (Tabela 2, Figura 3). P cattletanum
apresentou o maior nimero de citétipos polipléides, com 2n = 44, 66, 77 e 88.
Variacoes no numero cromossomico em relacio ao numero basico x = 11
ocorreram em apenas cinco destas espécies (4,9%) (Tabela 2, Figura 3). Destas

variagoes, trés encontraram-se no nivel dipléide (2n = 21 e 24) e trés no nivel

polipléide (2n = 30, 32 ¢ 98).

Discussao

Segundo estimativas de Govaerts et al. (2008), cerca de 2500 espécies

agrupadas em 49 géneros sao pertencentes a Myrteae, considerada a tribo mais
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diversificada em espécies da familia Myrtaceae (Lucas et al. 2007). Atualmente,
sao conhecidos os niimeros cromossdémicos para 104 espécies em 25 géneros, que
representam apenas 4,1% das 2500 espécies estimadas e metade dos géneros da
tribo (Tabela 2).

A seguir serdo apresentados e discutidos os principais resultados de acordo
com os estudos filogenéticos recentemente desenvolvidos na tribo Myrteae por
Lucas et al. (2007). Estes autores dividiram a tribo Myrteae em sete grupos
(Figura 1), que correspondem a clados bem sustentados com base em dados de
seqiiéncias de quatro diferentes genes (dois plastidiais e dois nucleares), dados
anatomicos, morfolégicos e biogeograficos: grupos Eugenia, Pimenta, Myrteola,
Myrceugenia, Myrcia, Plinia (neotropicais) e Australasiano (paleotropical).
Segundo estes autores, a divisdo proposta por Berg (1855, 1857) em trés subtribos
(Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae) deve ser futuramente readaptada. Na

presente discussdo serdo enfatizadas as espécies sul-americanas da tribo Myrteae.

Grupo Eugenia

Este grupo caracteriza-se principalmente pela presenga de embrides com
cotilédones plano-convexos ou completamente fundidos, de sementes com testa
membranacea e de 20 a 70 6vulos por léculo inseridos em um simples ponto no
septo ovariano. Este clado monofilético (90% b.s.) é composto pelos géneros
Eugenia e Myrcianthes, também monofiléticos (100% b.s.) (Lucas et al. 2007).
Eugenia é um dos mais diversificados géneros em Myrtaceae, com cerca de 1000
espécies e Myrcianthes possui 36 espécies (Govaerts et al. 2008).

Numeros cromosséomicos sao disponiveis para 24 espécies de Fugenia,
perfazendo um total de 2,7% (Tabelas 2 e 3). Quatro das espécies aqui estudadas,
E. crenata, E. florida, E. linearifolia e E. stigmatosa 2n = 22. A espécie L.
multicostata foi estudada por Costa & Forni-Martins (2006a) como E. mosenii,

também com 2n = 22. Estes registros somam 2,4% do total de espécies do género,
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dos quais 22,5% apresentaram variagoes polipléides, incluindo a ocorréncia de
citotipos.

Das 26 espécies de Eugenta, trés sao polipléides: E. klotzschiana (2n = 3x =
33), E. monticola (2n = 4x = 44) e E. pluriflora (2n = 6x = 66) (Tabela 2). Ha
ainda a espécie E. bimarginata, com 2n = 32, cujo numero cromossémico foi
interpretado como uma provavel perda de um cromossomo a partir de um
estoque de nivel de ploidia 3x (2n = 33) (Forni-Martins & Martins 2000). Para seis
espécies, é registrada a ocorréncia de ragas cromossomicas (citétipos); e em
quatro destas espécies (14,8%) (E. dysenterica, E. punicifolia, E. pyriformis e E.
uniflora) ocorrem citétipos dipléides (2x) e tripléides (3x) e para outras duas
espécies (E. hyemalis e E. pitanga), sao encontrados citétipos dipléides e
tetrapléides (4x). Costa & Forni-Martins (2006a) haviam relatado a ocorréncia de
citétipos em trés destas espécies (E. hyemalis, E. punicifolia e E. pitanga), no
entanto nao realizaram estudos mais aprofundados para saber a origem destes
citétipos poliploides. Sdo necessarios estudos com um maior nimero de espécies,
provenientes de diferentes populagdes, para se chegar a uma conclusiao sobre a
origem dos polipléides em Fugenia. O numero 2n = 24 para E. uruguaiensis
(como E. guabiju, Moussel 1965) pode representar a existéncia de um ndmero
aneupléide ou, talvez de um erro de contagem, como evidenciado no género
Eucalyptus por Bachir & Abdellah (2006).

Uma analise cariotipica convencional foi realizada por Costa & Forni-
Martins (2007b, Capitulo 6) em quatro espécies de Eugenia, sendo trés dipléides
(2n = 22) e uma polipléide (2n =44), nas quais os autores relataram cariétipos
moderadamente assimétricos.

No género Myrcianthes sao encontrados nimeros cromossémicos para trés
espécies perfazendo cerca de 8% do total de 36 espécies no género, todas dipléides
com 2n = 22. Nao foi registrada, até o momento, nenhuma espécie polipléide

neste género (Tabelas 2 e 3).
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Os géneros Calycorectes e Hexachlamys, circunscritos na tradicional subtribo
Eugeniinae sensu Berg nao foram incluidos na analise de Lucas et al. (2007).
Mazine (2006) realizou um estudo filogenético com os géneros tradicionalmente
circunscritos em Eugeniinae, incluindo estes dois géneros em FEugenia. Estes
serdo, futuramente, circunscritos como subgéneros de Eugenia (Mazine 2006). A
unica espécie de Hexachlamys, H. edulis apresentou 2n = 22 e representa 6,7%
das 15 espécies do género (Tabelas 2 e 3). Até o momento, nenhuma espécie de

Calycorectes foi analisada.

Grupo Pimenta

Neste grupo, Lucas et al. (2007) reuniram alguns dos géneros
tradicionalmente circunscritos na subtribo Myrtinae (sensu Berg). E
caracterizado por apresentar um embrido em forma de C ou as vezes espiralado,
com sementes de testa 6ssea e com 70 a 120 6vulos por léculo (com excecao de
Pimenta) e uma placenta intrusiva. K composto por dois clados também
monofiléticos: um clado contendo os géneros Amomyrtus e Legrandia
(australasianos), e um segundo clado contendo Pimenta, Acca, Campomanesia e
Psidium (neotropicais).

Foram determinados nimeros cromossémicos para 24 espécies de quatro
géneros neotropicais deste grupo: Acca, Campomanesia, Pimenta, Psidium
(Tabela 2).

O numero cromossémico 2n = 22, encontrado para Acca sellowiana, havia
sido relatado anteriormente por Bowden (1945) como Feijoa sellowiana, baseado
em material mantido em cultivo na India. Este género tem uma posicao basal e é
considerado grupo irmao do clado Campomanesia-Psidium dentro do Pimenta
group (Lucas et al. 2007). E composto por trés espécies, sendo as duas outras de
distribui¢do andina e nao analisadas ainda, 4. macrostema e A. lanuginosa

(Landrum 1986). Sendo assim, a abrangéncia de ndmeros cromossémicos
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conhecidos para este género chega a 33,3% (Tabela 3).

Para Campomanesia, sio registrados nimeros cromossémicos para nove
espécies (24,3%) do género (Tabela 3), todas elas com 2n = 22, a excecao de C.
guaviroba, onde foi registrados um par de citétipos com 2n = 22 e 2n = 88. O
citétipo octapléide foi relatado por Moussel (1965) para C. guaviroba como
Psidium cerasoides. Os registros para C. guazumifolia, C. laurifolia e C.
schlechtendaliana sao inéditos e os demais corroboram os dados registrados por
Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006b) em outras diferentes populacdes de
C. guaviroba e C. phaea no litoral sul do estado de Sao Paulo. Segundo Lucas et al.
(2007) este género é grupo-irmao de Psidium. Na analise cariotipica apresentada
por Costa & Forni-Martins (2007b) foi analisada uma unica espécie deste género,
C. pubescens, onde o comprimento total dos cromossomos foi cerca de 70% maior
que o das duas espécies de Psidium, P. cattleianum e P. cinereum (hoje sinénimo de
P, grandifolium). Mais estudos sdo necessarios para elucidar as relagdes entre estes
géneros.

Em Pimenta, o numero 2n = 22 foi apresentado por Janaki-Ammal (1945 in
Bolkhoviskikh et al. 1969) para P. acris. Bolkhoviskikh et al. (1969) registraram a
ocorréncia de 2n = 22 para outra espécie, P officinalis. Estas duas espécies
encontram-se atualmente sinonimizadas em P racemosa e P dioica,
respectivamente (Landrum 1986). Sendo assim, sdo encontrados agora trés
numeros cromossdmicos, perfazendo um total de 20% das 15 espécies do género
(Tabela 3). Nao foi observada poliploidia neste género (Lucas et al. 2007).

O género Psidium é composto por 92 espécies e sao registrados nimeros
cromossomicos para 11 delas (11,8%) (Tabelas 2 e 3). Segundo Costa & Forni-
Martins (2006b), a maioria das espécies estudadas no género é polipléide,
chegando a 75% do total de nimeros cromossémicos conhecidos para o género.
Agora este percentual subiu para cerca de 90% da amostragem.

Sao registrados nimeros cromossdémicos variando de 2n = 22, 33, 44, 55, 66,
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77 e 88 (Tabela 2). No presente estudo, o nivel dipléide com 2n = 22 foi registrado
em P guajava (nas variedade de goiaba branca e vermelha) e P guineense.
Entretanto, em P. guajava, estudos realizados anteriormente revelam grande
variacdo no numero cromossémico, com populacdes derivando tanto por
disploidia (2n = 22, 28, 30, 32, 34) como poliploidia (2n = 33, 44) (Singhal et al.
1980, Srivastava 1970, D’Cruz & Rao 1962, Majunder & Mukkerjee 1972, Kumar
& Ranade 1952) (Tabela 2). Também em P guineense ha relatos de citétipos
polipléides, com 2n = 44 e 55 (Eder-Silva et al. 2007, como P. araga; Srivastava
1970, como P. molle).

Algumas espécies sdao exclusivamente tetrapléides, como P. acutangulum e P.
grandifolium, com 2n = 44, ao passo que outras apresentam varia¢des, com
citétipos dipléides e tetraploides, como P cattletanum, P. friedrichstalianum, P.
guajava e P. guineense (Tabela 2).

Niveis de ploidia impar sao raros, sendo freqiientemente associados a
individuos com distarbios na reproducao sexuada, decorrentes de irregularidades
meioticas. No presente estudo, foi observado poliploidia em nivel impar (2n=>55)
para P. australe e P. rufum, no entanto nao foi analisado material proveniente de
anteras para detectar possiveis anormalidades meiéticas. Também ha registro de
nivel de ploidia impar em P. montanum (2n = 33, Moussel 1965) e em P. coriaceum,
hoje sinénimo de P. cattleianum (2n = 77, Singhal et al. 1980). Para P. cattleianum,
ja haviam sido registrados 2n = 44 (Costa & Forni-Martins 2006¢) e 2n = 88
(Atchinson 1947, como P. variabile) e aqui obtivemos 2n=66. Psidium cattleianum
¢ uma das espécies com maior amplitude de distribui¢ao no género, desde o sul do
Brasil até a América Central, sendo cultivada na faixa litorAnea na América do
Norte e India (C. Proenca, comunicacao pessoal). O registro de 2n = 98 para P.
arboreum (Eder-Silva et al. 2007) representa um caso de disploidia, com a possivel
perda de um cromossomo do conjunto 2n = 9x = 99; no entanto os autores nao

relatam detalhes desta ocorréncia. Segundo comunicagao pessoal da Profa. Dra.
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Carolyn Proenca (UnB, Departamento de Botanica), este nome é um sinénimo
pouco utilizado para P. cattletanum.

Costa & Forni-Martins (2007b) conduziram a analise cariotipica em duas
espécies de Psidium, P. cattletanum e P. cinereum (=P. grandifolium), ambas com
2n = 44, e encontraram diferencas significativas nos parametros cariotipicos
destas espécies como cromossomos relativamente menores e quantidade de
cromossomos submetacéntricos menor em P cinereum. Com a ampliar os estudos
com um maior nimero de populacdes espera-se que seja possivel determinar a
natureza destes polipléides. No Capitulo 4 sdo apresentados ensaios com a técnica
FISH (Hibridagao in situ fluorescente) com citdtipos tetra (2n = 4x = 44) e
hexapléides (2n = 6x = 66) de P. cattletanum. Foram encontrados diferentes
numeros e tipos de sitios de hibridacdo com seqiiéncias de DNAr 45S. Nestes
mesmos citotipos, foi estimado o tamanho do genoma, observando-se uma
variacdo de quase 3x no conteiido de DNA entre a populacio tetrapléide e a

hexapléide (ver Capitulo 6).

Potenciais géneros do Grupo Pimenta

Alguns géneros das tradicionais Myrtinae sensu Berg como Accara, Mosiera
e Myrrhinium nao foram incluidos nas analises de Lucas et al. (2007). No entanto,
estamos considerando-os como potenciais membros no Pimenta group, baseado

em uma analise filogenética preliminar, a ser ainda concluidal.

i Esta andlise preliminar foi realizada em um estdgio de Doutorado Sanduiche realizado no Jodrell
Laboratory, em Kew sob supervisdo dos Drs. Eve Lucas, Eimear Nic Lughdha e Félix Forest,
durante o periodo de Junho a Dezembro de 2008. Os principais resultados sdo apresentados no
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capitulo?
No género Accara, a contagem de 2n = 22 para sua tnica espécie descrita até

entdo, A. elegans (DC.) Landrum representa 100% de abrangéncia. Este género
foi descrito por Landrum (1990) com base em materiais coletados em
afloramentos rochosos no estado de Minas Gerais e em revisdo de material
anteriormente identificado como Psidium elegans DC. O autor diferenciou Accara
com base em alguns caracteres, como textura das sementes membranacea e
lustrosa (6ssea em Psidium), embrido com reserva de éleo e, principalmente, pelo
calice com quatro lobos em Accara (cinco em Psidium). Em Mosiera é registrado
2n = 22 para M. ehrenbergit (Salywon 2003), representado 4,1% do ntmero de
espécies do género (Tabelas 2 e 3). Nao foi registrada, até entdo, poliploidia neste
género. Salywon (2003) realizou uma analise filogenética neste género,
considerando-o como grupo irmao de Psidium. Recentemente, a tnica espécie
brasileira de Mosiera, ainda sem analise cromossomica, foi circunscrita em um
novo género, Curitiba Salywon & Landrum (Salywon & Landrum 2007).

Para o género Myrrhinium, a tnica espécie analisada, M. atropurpureum,
apresentou 2n = 22 (Figura 1). A espécie M. sarcopetalum também com 2n = 22,
teve seu nimero cromossémico relatado por Moussel (1965). Na revisdo do género
para os neotrépicos, Landrum (1986) reduziu todos os nomes de Myrrhinium a
apenas uma Uunica espécie, M. atropurpureum com duas variedades:
atropurpureum, ocorrente nas restingas no estado do Rio de Janeiro, e octandrum,
distribuida no interior do continente, associada aos leitos de rios no sul do Brasil e
na regido dos Andes (Peru e Colombia). A variedade atropurpureum apresenta de
10-14 6vulos por léculo e folhas coriaceas com margens fortemente revolutas,
enquanto que a variedade octandrum apresenta de 5-11 6vulos por l6culo e folhas
membranaceas, cuja margem pode ou nio apresentar-se revoluta. Por
observacdes no campo, pudemos constatar que a variedade octandrum apresenta

um porte muito maior (habito arbéreo com até 5m de altura) e uma quantidade



111

de flores muito superior em relacdo a variedade atropurpureum (habito
subarbustivo a arbustivo, chegando até no maximo 1,5m de altura).
Posteriormente, sera realizada a analise cromosséomica das duas variedades.
Embora nao tenhamos tido acesso ao material analisado por Moussel (1965),
provavelmente deva se tratar da variedade octadrum, o que, em principio, sugere
que as duas variedades de M. atropurpurem apresentem o mesmo numero
cromossémico (2n = 22). A abrangéncia neste género é de 100%.

Blepharocalyx nao é monofilético (Lucas et al. 2007) sendo B. salicifolius
(com 2n = 22) é considerado grupo-irmao de todos os outros géneros sul-
americanos de Myrteae (Lucas et al. 2007). Outra espécie do género, B.
cruckshanskii, encontra-se em outro clado (Myrceugenia group) é considerada

grupo irmao de Myrceugenia e Luma.

Grupo Myrteola

Composto pelos géneros Myrteola, Ugni, Neomyrtus e Lophomyrtus, este
grupo é caracterizado por possuir sementes com testa dssea (como no Pimenta
group), um embriao em forma de C e de 20 a 70 6vulos inseridos em uma placenta
subapical.

Para Myrteola, foi registrado o ntimero 2n = 44 em Myrteola nummularia
(Sum et al. 1990). Este é o tinico registro e corresponde a 33% do total de espécies
do género (Tabelas 2 e 3). Este género é considerado grupo-irmao do clado que
contém os géneros Ugni, Neomyrtus e Lophomyrtus (Lucas et al. 2007).

Em Ugni, duas espécies (50% do género) tiveram seu nimero cromossémico
determinado, U. molinae (2n = 22) e U. selkirkii (2n = 44) (Sanders et al. 1983).
Este género é grupo irmao do clado com os géneros Neomyrtus e Lophomyrtus e s6
foi amostrada uma tnica espécie nos estudos filogenéticos de Lucas et al. (2007),
U. mollinae.

No dltimo clado deste grupo (Lucas et al. 2007), sdo registrados 2n = 22
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para duas espécies de Lophomyrtus, L. bullata e L. obcordata (Dawson 1987), e
uma de Neomyrthus, N. pedunculata (Dawson 1987) que corresponde a totalidade
das espécies destes géneros (Tabelas 2 e 3).

E necessédria a andlise cromossémica das outras duas espécies de Myrteola e
das outras duas espécies de Ugni para alcancar 100% da representatividade dos
géneros deste grupo. Ao que parece, este grupo compartilhou um ancestral com

2n = 22, do qual Myrteola nummularia derivou diretamente por poliploidia e os

demais clados permaneceram com 2n = 22, a excecao de Ugni selkirkii, com 2n =

44.

Grupo Myrceugenia

Este grupo retne os géneros Myrceugenia, Luma e uma espécie de
Blepharocalyx, B. cruckshankii. E caracterizado pela presenca de embrides com
cotilédones folidceos ou muito reduzidos, sementes com testa membranacea, 20 a
70 6vulos por léculo inseridos ao longo do comprimento do septo do ovario.

O género Myrceugenia é composto por 45 espécies (Govaerts et al. 2008) das
quais sao conhecidos nimeros cromosséomicos para 10 espécies (22,2%), todas
com 2n = 22 (Tabela 3). No género Luma, a tnica espécie com ndmero
cromossomico conhecido é L. apiculata, onde Landrum (1991) encontrou

aprozimadamente 2n = 22 e representa 50% do total de espécies do género

(Tabela 3).

Grupo Myrcia

Neste grupo encontram-se os trés dos quatro géneros anteriormente
circunscritos na subtribo Myrciinae (sensu Berg 1855-56, 1857-58) e sao
caracterizados pelos embrides com cotilédones folidceos, sementes com testa
membranosa e com até cinco 6vulos por léculo (Lucas et al. 2007). Myrcia é

segundo maior género de Myrtaceae na América do Sul, com 374 espécies, e neste
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grupo ¢é seguido por Calypthranthes (264) e Marlierea (90). Segundo
recomendacgdes de Govaerts (2008), todas as espécies de Gomidesia (60) devem ser
consideradas como pertencentes a Myrcia.

Sao apresentadas contagens inéditas para cinco espécies de dois géneros,
Myrcia e Calyptranthes (Tabela 1). Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2007a)
amostraram 20 espécies em quatro géneros (Gomidesia, Marlierea, Myrceugenia e
Myrcia), dos quais 17 deles foram inéditos.

No género Myrcia, sdo conhecidos ao todo nimeros cromossdomicos para 15
espécies, perfazendo um total de apenas 3,5% das espécies do género (Tabelas 2 e
3). Neste estudo trés contagens inéditas foram obtidas para o género, todas com
2n = 22: Myrcia brasiliensis, M. hebepetala e M. torta, sendo que M. hebepetala e
M. brasiliensis foram tratadas por Costa et al. (Capitulo 5) como Gomidesia
affinis e G. schaueriana, respectivamente. Gomidesia ertocalyx e G. spectabilis,
analisadas por Costa & Forni-Martins (2007a) sao consideradas atualmente como
sinénimos de Myrcia eryocalyx e M. spectabilis. Sendo assim, apenas uma espécie
apresenta citétipos poliploides neste género, M. eriocalyx, com 2n = 22 e 44.
Costa & Forni-Martins (2007a) encontraram duas outras espécies polipléides em
Myrcia, com 2n = 44, no entanto identificadas somente a nivel de género e nao
consideradas nesta analise. O grupo Myrcia (Lucas et al. 2007) tem distribui¢ao
exclusiva nos neotrépicos, no entanto, é o grupo que apresenta o menor
percentual de espécies polipléides, quando comparado aos demais (Tabela 2).

Para Marlierea, sao registrados nimeros cromossémicos para apenas trés
espécies (M. clausseniana, M. tomentosa e M. warmingiana), todas com 2n = 22
(Costa & Forni-Martins 2007a). Neste trabalho, pudemos analisar outras duas
populacées de M. tomentosa e confirmar os relatos de Costa & Forni-Martins
(2007a). Nao foi verificada, até o presente, nenhuma espécie polipléide em
Marlierea. Este género é, aparentemente, polifilético dentro de Myrcia e de

acordo com Landrum & Kawasaki (1997) diferencia-se de Myrcia apenas pelo
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grau de prolongamento do hipanto acima do ovario e concrescéncia do calice.

O género Calyptranthes é considerado monofilético (100% b.s) (Lucas et al.
2005, 2007) e bem delimitado em relagao as demais espécies de Myrcia por possuir
uma abertura do calice fechado em forma de caliptra (Landrum & Kawasaki
1997). Todos os registros foram de 2n = 22 e nenhuma espécie polipléide
éconhecida (Tabelas 1 e 2). Estas contagens perfazem um total de apenas 1,5% do

género (Tabela 3).

Grupo Plinia

Este grupo retne os géneros Plinia, Myrciaria, Siphoneugena e
Neomitranthes, e é o grupo-irmao do género monotipico Algrizea (Lucas et al.
2007). Este grupo é caracterizado pela presenca de embrides com cotilédones
plano-convexos nao fundidos, sementes com testa membranacea, em média nove
6vulos por 16culo, inseridos em um simples ponto no septo do ovario (Lucas et al.
2007).

Para Plinia, s6 existe informagao para uma unica espécie, P. cauliflora, onde
Costa & Forni-Martis (2006a) determinaram 2n = 22, correspondendo a 1,5% das
65 espécies do género. Estes autores também registram 2n = 22 para P. glomerata,
no entanto esta espécie é hoje considerada sinénimo de Myrciaria glazioviana
(Govaerts et al. 2008).

O género Myrciaria é composto por 22 espécies e sdo relatados nimeros
cromossOmicos para quatro espécies (Tabelas 2 e 3), todas com 2n = 22.

Para os demais géneros do grupo, Neomitranthes e Siphoneugena, bem como
para o grupo-irmao Algrizea, nao existem dados cromossémicos. Até entao, nao

foi registrada poliploidia no Plinia group.

Grupo Australasiano

Este grupo é considerado irmio de todo o grupo sul-americano, sendo
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composto por géneros como Austromyrtus, Decaspermum, Gossia, Octamyrtus,
Rhodammia e Rhodomyrtus. E caracterizado por embrido em forma de C, testa da
semente 6ssea e por 20 a 70 6vulos por ovario (exce¢ao de Rhodomyrtus) (Lucas et
al. 2007).

Neste grupo sao disponiveis nimeros cromossémicos para apenas um nico
género, Decaspermum. Sdo registrados 2n = 88 para D. fruticosum e ocorréncia
citétipos tetra e octapléide (2n = 44, 88) para D. parviflorum (Tabela 2). Estes

registros somam cerca de 6% do total de espécies do género.

A poliploidia em Myrteae

No estado atual do conhecimento, a poliploidia tem um importante papel
na diferenciacdo das espécies em diferentes géneros dentro de Myrteae, ocorrendo
ao menos seis vezes ao longo da histéria evolutiva da tribo Myrteae (Figura 4).
Apenas em dois dos grupos propostos por Lucas et al. (2007), Plinia group e
Myrceugenia group, nio foram até o momento, encontradas espécies polipléides,
nem citotipos polipléides. A maioria dos géneros australasianos carece de
determinacdes de numeros cromossomicos, havendo relatos de poliploidia em
apenas um género, Decaspermum, até entao polipléide (Figura 4).

A poliploidia também tem um importante papel em dois dos maiores
géneros neotropicais de Myrtaceae, Fugenia (grupo Eugenia) e Psidium (grupo
Pimenta), onde a ocorréncia de citétipos polipléides é freqiiente (Tabela 2). Estes
sao os mais amplamente distribuidos géneros em Myrteae e suas espécies ocorrem
nos mais diversos tipos de habitats. A poliploidia teve um papel da diversificacao
destes géneros, favorecendo a colonizacdo de novos habitats e ampliando a sua
distribui¢ao geografica em relacio aos demais géneros de Myrteae.

Espécies polipléides sdo registradas em outros grupos como o grupo
Myrcia, neotropical. Neste grupo, a incidéncia de poliploidia é muito baixa,

ocorrendo apenas em Myrcia. No entanto, é necessaria a ampliacao da
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amostragem neste grupo para avaliar a importancia da poliploidia na
diversificacao de suas espécies.

No grupo Myrteola, existem dados de nimeros cromossémicos para todos
os géneros (Tabela 2). Especialmente neste grupo, a poliploidia exerceu um papel
importante na diversificacdo dos géneros como Ugni e Myrteola, onde ocorrem
espécies polipléides. Ao contrario, em Lophomyrtus e Neomyrtus ocorrem apenas
espécies diploides.

A ocorréncia de 27 registros polipléides (26,2%), ou derivados por
poliploidia seguida de disploidia (2n = 32 e 2n = 98) reforca esta hipétese da
importancia desta alteracdo numérica de cromossomos em Mryrtaceae, como
ressaltada anteriormente em diversos estudos (Acthison 1947; Rye 1979; Costa &
Forni-Martins 2006a, b, 2007a). No entanto, é necessaria uma ampliacdo da
amostragem em todos os grupos, nos diferentes géneros, ainda carentes de
investiga¢do cromossémica, para avaliar a distribuicdo da poliploidia e dos

citétipos na evolucao da tribo Myrteae como um todo.
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Figura 1. Arvore sensu stricto resultante da andlise de parciménia com pesagens
sucessivas e analise bayesiana das sequéncias ITS, ETS, psbA-trnH and matK. Os
valores de bootstrap superiores a 50% sao indicados nos ramos; os clados que receberam
probabilidades bayesianas superiores a 0.95 estao marcados com linhas mais espessas);
os clados que nao receberam suporte com a analise bayesiana estao marcados com setas

(retirado de Lucas et al. 2007, TAXON 56 (4): 1105-1128).
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Figura 2. Metafases mitéticas em espécies de Myrtinae (Myrtaceae). A — Campomanesia
adamantium (2n = 22), B — Psidium acutangulum (2n = 44), C — P. australe (2n =55), D e E— P,
cattleianum (2n = 44 e 2n = 60, respectivamente), I — P. friedrichstalianum (2n = 44), G — P,
guineense (2n = 22), H — P. myrtoides (2n = 88), I — P. rufum (2n = 55), J - Pimenta dioica (2n =
22), K — P. pseudocaryophyllus (2n = 22) e L. — Myrrhinium atropurpureum var. atropurpureum
(2n = 22). Setas em A e G indicam satélites. Barras: A — K: 10pm, L - 5 pm.
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Figura 3. Distribui¢do dos niimeros cromossomicos somaticos (2n) entre as espécies de
Myrtaceae (tribo Myrteae), incluindo os resultados deste estudo (Tabela 1) e os obtidos
na literatura (Tabela 2).
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Figura 4. Distribui¢cdo dos nimeros cromossémicos em Myrteae, ao longo da espinha da arvore filogenética
(adaptada) de Lucas et al. (2007), resultantes de uma analise de parciménia buscando os estados de caracteres
ancestrais. Os ramos em cinza e hachurado (preto e branco) representam caminhos equivocos. Os ramos
evidenciados em preto representam a ocorréncia de espécies polipléides (exclusivas ou apresentando citétipos). Os
seguidos por um quadrado branco representam auséncia de alguma espécie polipléide (até o momento), e onde os
quadrados estdo ausentes representam auséncia de qualquer dado cromossémico. Os outgroups foram retirados e os
clados monofiléticos de géneros individuais foram reduzidos para terminais simples. Lucas et al. (2007) utilizaram
uma arvore semelhante para a otimizagdo dos caracteres morfolgicos e de distribui¢io geografica em Myrteae

(Figura 8, adaptada de Lucas et al. 2007, TAXON 56 (4): 1105-1128).
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Tabela 1. Espécies analisadas no presente estudo. 2n: nimero cromossémico somatico.
(*) espécies com contagens inéditas

Género valido Espécies validas 2n  Detalhes do voucher
Acca  sellowtana (O. Berg) Burret 22 BRASIL: SC, Blumenau
Accara elegans (DC.) Landrum* 22 BRASIL: MG, Cardeal
Mota
Blepharocalyx  salicifolius (Kunth) O.Berg* 22 ﬁljéSIL: MG, Cardeal
Calyptranthes brasiliensis Spreng.* 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Calyptranthes  clusiifolia O.Berg* 22 BRASIL: SP, Itatiba
Calyptranthes concinna DC.* 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Calyptranthes lucida Mart. ex DC.* 22 BRASIL: PR, Curitiba
Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O.Berg™* 22 BRASIL: RS, Porto
Alegre
Campomanesia laurifolia Gardner* 22 BRA,SIL: RJ, Rio de
Janeiro
Campomanesia guaviroba (DC.) Kiaesrkou 22 BRA.SIL: RJ, Rio de
Janeiro
Campomanesia phaea (O. Berg ) Landrum 22 BRASIL: SP, Sao Paulo
Campomanesia  schlechtendaliana (O.Berg) Nied.* 22 BRA,SIL: RJ, Rio de
Janeiro
Eugenia crenata Vell.* 22 BRA,SIL: RJ, Rio de
Janeiro
Eugenia  florida DC.* 22 BRASIL: MG, Aceburgo
Eugenia linearifolia DC.* 22 BRASIL: BA, Mucugé
Eugenia multicostata D. Legrand* 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Eugenia punicifolia (Kunth) DC. 22 BRASIL: BA, Caitité
Eugenia stigmatosa DC.* 22 BRASIL: SP, Campinas
Eugenia uniflora L. 22 BRA.SIL: RJ, Rio de
Janeiro
Eugenia  spl 99 BRASIL: SP, Campinas,
Souzas
Fugenia  sp? 99 BRASIL: SP, Campinas,
Souzas
Eugenia sp3 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Eugenia sp4 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Marlierea tomentosa Cambessédes 22 BRASIL: SP, Ubatuba
. . BRASIL: MG Passa
Myrceugenia alpigena D. Legrand 22 Quatro
Myrcia  acutiloba O. Berg* 22 BRASIL: PI, Teresina
Myrcia  brasiliensis Kiaersk.* 22 BRASIL: SP, Ubatuba
Myrcia  hebepetala DC.* 22 BRASIL: MG, Ibitipoca



Myrcia
Myrcia
Myrcia
Myrcia
Myrciaria

Myrrhinium
Pimenta

Pimenta

Psidium
Psidium

Psidium
Psidium

Psidium

Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium
Psidium

Psidium

rodosephala O. Berg*
selloi O. Berg*

spl

torta DC.*
trunciflora O. Berg*

atropurpureum var. afropurpureum
Schott*

pseudocaryophyllus var. rufescens™

dioica (L.) Mérr.

acutangulum DC.

australe Cambess.*

cattletanum Afzel ex Sabine (fruto
amarelo (popl)

cattletanum Afzel ex Sabine (fruto
amarelo (pop2)

cattletanum Afzel ex Sabine (fruto
vermelho)*

friedrichstalianum O. Berg
grandifolium DC. (popl)
grandifolium DC. (pop2)
grandifolium DC. (pop3)*
guajava L. (cultivar branca)
guajava L. (cultivar vermelha)
guineense Sw. (popl)*

guineense Sw. (pop2)

guineense Sw. (pop3)

myrtoides O.Berg*

rufum Mart. ex DC.*

22
22
22
22
22

22
22
22

44
55
44

44

66

44
44
44
44
22

22
22
22
88
55

BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:

Janeiro

BRASIL:
BRASIL:
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DE, Brasilia
SP, Campinas
PI, Teresina
DE, Brasilia
SP, Campinas
RJ, Rio de

MG, Carrancas
RJ. Rio de

Janeiro (cultivo)

BRASIL:

(cultivo)

BRASIL:
BRASIL:

BRASIL:

BRASIL:

SP, Campinas

MG, Carrancas

SP, Campinas
SP, Campinas

RJ, Itatiaia

COSTA RICA: San José

BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:
BRASIL:

SP, Itirapina

SP, Assis

MG, Paraopeba
SP, Campinas
SP, Campinas
PR, Jaguariaiva
BA, Caitité

COSTA RICA: San José

BRASIL:
BRASIL:

DF, Brasilia
DF, Brasilia
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Tabela 2. Lista de nimeros cromossémicos em espécies da tribo Myrteae. Nomes atualmente aceitos apds a conferéncia das
sinonimias no Myrtaceae World Checklist (2007). 2n: nimero cromossémico somatico.

Género Espécies validas 2n referéncia
Acca sellowiana (0. Berg) Burret 99 Bowden 1945 (como Feijoa sellowiana)
Este estudo
Accara elegans (DC.) Landrum 22 Este estudo
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O.Berg 22 Este estudo
Calyptranthes brasiliensis Spreng. 22 Este estudo
clustifolia O. Berg 22 Este estudo
concinna DC. 22 Este estudo
lucida Mart. ex DC. 22 Este estudo
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg 22 Costa & Forni-Martins 2006b
eugeniotdes (Cambess.) D.Legrand 22 Dornelas et al., unpublished
. . 22 Costa & Forni-Martins 2006b,
guaviroba (DC.) Kiaersk. 88 Moussel 1965 (como Psidium cerasoides)
guazumifolia (Cambess.) O. Berg 22 Este estudo
laurifolia Gardner 22 Este estudo
phaea (O. Berg) Landrum 22 Costa & Forni-Martins 2006b
pubescens (Mart. ex DC.) O. Berg 22 221;1; g?:;ﬁiﬁi\f;:;g%ﬁggo’
schlechtendaliana (O. Berg) Nied. 22 Este estudo
xanthocarpa (Mart.) O. Berg 22 Dornelas et al., unpublished
Decaspermum  fruticosum J.R.Forst. & G.Forst. 38 Mehra 1972

parviflorum (Lam.) A.J.Scott subsp. parviflorum 44, 88 Mehra 1976, Mehra & Khosla 1972, 1979 (como

Decaspermum paniculatum)

Forni-Martins & Martins 2000,
Costa & Forni-Martins 2006a
axtllarts (Sw.) Willd. 22 Bolkhovskii et al. 1969 (como Eugenia baruensis)

Eugenia aurata O. Berg 22



bimarginata DC.
brasiliensis Lam.

crenata Vell.
dysenterica DC.
florida DC.
francavilleana O. Berg
hyemalis Cambess.
tnvolucrata DC.

klotzschiana O. Berg
lilloana D.Legrand
linearifolia DC.

luschnathiana (O. Berg) Klotzsch ex B.D.Jacks.

magnifica Spring ex Mart
monticola (Sw.) DC.
multicostata D.Legrand

pardensis O. Berg
pitanga (O. Berg) Nied.
pluriflora DC.
punicifolia (Kunth) DC.
pyriformis Cambess.
sonderiana O. Berg

stigmatosa DC.

uniflora L.

32
22
22
22
33
22

22
22, 44
22

33
22
22
22

22
44
22

22
22,44
66
22,33
22,33
22
22
22
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Forni-Martins & Martins 2000

Costa & Forni-Martins 2006a

Este estudo

Dornelas et al., unpublished

Costa & Forni-Martins 2006a

Este estudo

Dornelas et al., unpublished (como Fugenia
glazioviana)

Costa & Forni-Martins 2006a

Costa & Forni-Martins 2006a (como Eugenia
bracteata)

Costa & Forni-Martins 2006a

Coleman 1982

Este estudo

Pedrosa et al. 1999

Costa & Forni-Martins 2006a (como Eugentia
moosenit)

Gill 1974 (como Fugenia micrantha)

Este estudo; Costa & Forni-Martins 2006a (como
FEugenia moosenii)

Delay 1947

Costa & Forni-Martins 2006a

Andrade & Forni-Martins 1998

Costa & Forni-Martins 2006a

Costa & Forni-Martins 2006a

Dornelas et al., unpublished

Este estudo

Este estudo, Costa & Forni-Martins 2006
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33 Moussel 1965 (como Eugenia costata), Singhal et al.
1980, 1984, 1985
uruguayensis Cambess. 24 Moussel 1965 (como Eugenia guabiju)
Hexachlamys edulis (O. Berg) Kausel & D.Legrand 22 Dornelas et al., unpublished
Lophomyrtus bullata Burret 22 Dawson 1987
obcordata (Raoul) Burret 22 Dawson 1987
Luma apiculata (DC.) Burret 22 Landrum 1981
Marlierea clausseniana (O. Berg) Kiaersk 22 Costa & Forni-Martins 2007a
tomentosa Cambess. 22 Costa & Forni-Martins 2007a
warmingiana Kiaersk. 22 Costa & Forni-Martins 2007a
Mosiera ehrenbergii (O.Berg) Landrum, 22 Salywon 2003
Myrceugenia alpigena (DC.) Landrum 22 Landrum 1981 (como Myrceugenia bracteosa)
brevipedicellata (Burret) D.Legrand & Kausel 22 Landrum 1981
euosma (O. Berg) D.Legrand 22 Landrum 1981
exsucca (DC.) O. Berg 22 Landrum 1981
fernandeziana (Hook. & Arn.) Johow 22 Sanders et al.. 1983
miersiana (Gardner) D.Legrand & Kausel 22 Landrum 1981
myrcioides (Cambess.) O. Berg 22 Costa & Forni-Martins 2007a
Landrum 1981,
ovata (Hook. & Arn.) O. Berg 22 Costa & Forni-Martins 2007a
ptlotantha (Kiaersk.) Landrum 22 Landrum 1981
schulzii Johow 22 Sanders et al.. 1983
Myrcia acutiloba O. Berg 22 Este estudo
Costa & Forni-Martins 2007a,
bella Cambess. 22 Forni-Martins & Martins 2000
brasiliensis Kiaersk. 22 Este estudo (= Gomidesta schaueriana)
eriocalyx DC. 29, 44 Costa & Forni-Martins 2007a (como Gomidesia

eryocalyx)
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Costa & Forni-Martins 2007a,

guianensts (Aubl.) DC. 22 Forni-Martins & Martins 2000 (como Myrcia
lingua)
hebepetala DC. 22 Este estudo (=Gomidesia affinis)
hilariana O. Berg 99 Costa & Forni-Martins 2007a (como Myrcia
formosiana)
laruotteana Cambess. 22 Costa & Forni-Martins 2007a
multiflora (Lam.) DC. 22 Costa & Forni-Martins 2007a
obovata (O. Berg) Nied. 22 Andrade et al. 2007 (como Myrcia crassifolia)
rodosephala O. Berg 22 Este estudo
sellot (Spreng.) N. Silveira 22 gs:::iizgial" unpublished
spectabilis DC. 99 Costa & Forni-Martins 2007a (como Gomidesia
spectabilis)
splendens (Sw.) DC. 22 Costa & Forni-Martins 2007a (como Myrcia fallax)
torta DC. 22 Este estudo
Myrcianthes cisplatensis (Cambess.) O. Berg 22 Bernadello et al. 1990
fragrans (Sw.) McVaugh 22 Landrum 1981
pungens (O. Berg) D.Legrand 22 Dornelas et al., unpublished
Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg 22 Costa & Forni-Martins 2006a
Myreiaria. dubia (Kunth) McVaugh B el wabliched
Myrciaria tenella (DC.) O. Berg 22 Costa & Forni-Martins 2006a
Myrciaria glazioviana (Kiaersk.) G.M.Barroso ex Sobral 22 Costa & Forni-Martins 2006a (como Plinia
glomerata)
Myrrhinium  atropurpureum Schott 99 Moussel 1965 (como Myrrhinium sarcopetalum),
Este estudo
Myrteola nummularia (Lam.) O. Berg 44 Sun et al. 1990
Myrtus communzs L. 22 Bolkhovskikh 1969, Delay 1947, Roy & Jha 1962,
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Moussel 1965

Neomyrtus pedunculata (Hook.f.) Allan 22 Dawson 1987

Este estudo; Bolkhovskikh 1969 (como P.

Pimenta dioica (L.) Merr. 22 of ficinalis)
pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum 22 Este estudo
racemosa (Mill.) J.W.Moore 22 Janaki Ammal 1945 (como Pimenta acris)
Plinia cauliflora (Mart.) Kausel 22 Costa & Forni-Martins 2006a
.. Costa & Forni-Martins 2006b,
Psidium acutangulum Mart. ex DC. 44 Forni-Martins & Martins 2000
arboreum Vell. 98 Eder-Silva et al. 2007
australe Cambess. 55 Este estudo
Atchison 1947 (como Psidium variabile e P
. . cortaceum)
cattleianum Afzel. ex Sabine 44,66, 77, 88 i ano et al. 1969, Singhal et al. 1980, Costa &
Forni-Martins 2006b, Este estudo
.. ) ) 22 Hirano et al. 1969, Srivastava 1977, Molero et al.
friedrichsthalianum (O. Berg) Nied. 44 2006, Este estudo
arandifolium Mart. ex DC. A4 C.Osta & Forni-Martins 2006b (como Psidium
cinereum)

Janaki Ammal 1945
Atchison 1947

21 Kumar & Ranade 1952
22 D’Cruz & Rao 1962
guajava L. 30 Hirano et al. 1969
33 Srivastava 1977
44 Singhal et al. 1980, Vijayakumar & Subramanian
1985, Costa & Forni-Martins 2006b, Molero et al.
2006

guineense Sw. 22 Este estudo
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44 Srivastava 1970 (como Psidium molle)
55 Eder-Silva et al. 2007 (como Psidium araga)
montanum Sw. 33 Moussel 1965
myrtotdes O. Berg 88 Este estudo
rufum Mart. ex DC. 55 Este estudo
Rhodomyrtus tomentosa (Sol.) Hassk. 22 Gill et al. 1984, Vijayakumar & Subramanian 1985
Ugni molinae Turcz. 22 Sanders et al. 1983
selkirkii (Hook. & Arn.) O. Berg 44 Sanders et al. 1983
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Tabela 3. Géneros de Myrteae com nimero de espécies com contagem cromossémica
(Num. Crom) e numero de espécies estimadas (Num. Esp.), acompanhados da
porcentagem de espécies com numero cromossomico conhecido (Abrangéncia %). As
estimativas foram retiradas do WCM (Govaerts et al. 2008).

Abrangeéncia

Género Num. Crom.  Num. Esp. (%)
Acca 1 3 33.3
Accara 1 1 100,0
Blepharocalyx 1 3 33.3
Calyptranthes 4 263 1,5
Campomanesia 9 37 24,3
Decaspermum 2 33 6,1
Eugenia 26 1013 2,60
Hexachlamys 1 15 6,7
Lophomyrtus 2 2 100,0
Luma 1 2 50,0
Marlierea 3 96 3.1
Mostera 1 24 4,1
Myrceugenia 10 45 22,2
Myrcia 15 369 3,5
Myrcianthes 3 36 8,3
Myrciaria 4 22 18,2
Myrrhinium 1 1 100,0
Myrteola 1 3 33,3
Myrtus 1 2 50,0
Neomyrtus 1 1 100,0
Pimenta 3 15 20,0
Plinia 1 65 1,5
Psidium 12 93 11,8
Rhodomyrtus 1 15 6,7
Ugni 2 4 50,0
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In Myrtaceae (Myrteae) the chromosome number 2n=2x=22 is the most common,
however variations occur on ploidy level with some triploid (2n=3x=33) and tetraploid
(2n=4x=44) species. Karyotype details in this group are scarce because the
chromosomes are small (< 2um). In this work, we carried out a karyotipic analysis in 15
species of Myrtaceae grouped in different subtribes and genera. To obtain mitotic
metaphases, the root tips were pre-treated with 2mM 8-hydroxyquinoline for 24 h, at
8°C, fixed in Farmer solution and frozen (-20°C) until slide preparation and stained with
the Giemsa technique. The measures of chromosome length (long arm — L, short arm -
S), were taken and diverse karyotipc parameters were calculated for each species. The
karyotypes in fleshy-fruited taxa (Myrteae) were more varied than in the other
previously analysed dry-fruited group (FEucalyptus, FEucalypteae), where the
chromosomes were exclusively metacentric. Analysis of the karyotipic parameters was
useful for characterization of species in Myrtaceae (Myrteae). © 2009 The Linnean
Society of London. Botanical Journal of the Linnean Society

ADDITIONAL KEYWORDS: cytotaxonomy — chromosomes — karyotypes — Myrtaceae -

Myrteae.
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INTRODUCTION

Myrtaceae is one the most important families of Myrtales (sensu APG 2003) with
ca. 3800 species and 130 genera (Wilson et al., 2001). It was traditionally divided
in two subfamilies: Myrtoideae, with one tribe, and Leptospermoideae, two
tribes, according with Niedenzu (1893). Myrtoideae, with only tribe Myrteae
(Niedenzu, 1893), cirscunscribes three subtribes, based mainly on embryo
morphology: Eugeniinae, Myrciinae and Myrtinae (Berg 1855-56; 1857-59).
Myrtaceae recently had its intrafamiliar circunscription reevaluated by Wilson et
al. (2005), who described 15 tribes in Myrtoideae (grouping all traditional genera
with dry and baccoid fruits) and suggested another subfamily, Psyloxiloideae
(with two monogeneric tribes, Psiloxyleae e Heteropyxideae). Following Berg
(1855-56; 1857-59), all Brazilian species of Myrtaceae were circunscribed in
Myrtoideae, tribe Myrteae.

Chromosome studies in Brazilian and Neotropical species of Myrtaceae
(Myrteae) are still scarce. Most of the studies were carried out in Australasian
species — traditional Leptospermoideae (Acthison, 1947; Brighton & Ferguson,
1976; Lange & Murray, 2004; Matsumoto et al., 2000; Rye, 1979; Tyagi et al.,
1991). Forni-Martins et al. (1995), Andrade & Forni-Martins (1998), Pedrosa et al.
(1999) and Forni-Martins & Martins (2000) made the first studies in Brazilian
species, in wich they analyzed chromosome numbers of 10 species, with
previously unpublished counts, including species of Campomanesia Ruiz & Pavon
and Myrcia DC.

Recently, Costa (2004) and Costa & Forni-Martins (2006a, b, c) described
chromosome counts of ca. 50 species of Myrteae, belonging to different subtribes
(Eugeniinae, Myrciinae and Myrtinae) with predominance of 2n = 22. These
were new for the majority of species and even for some genera, such as Gomidesia

O. Berg, Marlierea Cambess. and Plinia L., having also enhanced the knowledge
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of chromosome numbers for the two most diverse genera of Myrteae, Eugenia L.
e Myrcia. The authors confirmed the basic chromosome number x = 11 for of
Myrtaceae, previously proposed by Atchinson (1947) and Raven (1975). However
several other neotropical genera, as Accara Landrum, Blepharocalyx O. Berg,
Calycolpus O. Berg, Mosiera Small e Ugni Turcz (Myrtinae), Calyptranthes Sw.
(Myrciinae), Calycorectes O. Berg, Hexaclamys O. Berg, Neomitranthes D. Legrand
e Siphoneugena O. Berg (Eugeniinae) are still in need of chromosome studies.

According Costa (2004), the identification of Brazilian species of Myrtaceae is
difficult because of the speciation by hybridization and poliploidy, giving rise to
recombinant types with intermediate morphological characters between original
taxa. Chromosome differentiation, especially by chromosome number
duplication, interrupted gene flow between them.

Chromosome numbers and karyotypic parameters, such as form and size of
chromosomes, among others, are of great importance, supplying characters for
taxonomic studies (Jackson, 1971; Raven, 1975; Stace, 1991). Informations on
the morphology of the chromosomes in Myrteae species are practically
nonexistent, probably because they are small, reaching 2.0pm (Costa, 2004).
Karyotype details were described only for some species of Fucaliptus L'Hér.
(Eucalypteae) that showed highly symmetrical karyotypes with exclusively
metacentric chromosomes (Matsumoto et al., 2000; Matsumoto & Marin-Morales,
2001). In Myrteae, Vijayakumar & Subramanian (1985) described the karyotipic
variation in different cultivated varieties of Psidium guajava. The species
presented moderately symmetrical karyotypes (average TF% of 33.9%) and
small chromosomes, varying from 1.8 to 0.8um, being the most detailed register
of karyotype in this group, with 3 to 6 pairs of chromosomes presenting
centromere next to the terminal region (Vijayakumar & Subramanian, 1985),

while in Psidium acutangulum predominance of metacentric chromosomes was

observed (Forni-Martins & Martins, 2000).
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The present work describes the karyotypes of some Brazilian species of
Myrtaceae, aiming at to evaluate the potential of the karyotype data for species

characterization in this group.

MATERIAL AND METHODS

Material collecting - The 15 analyzed species, including eight genera in different
subtribes of Myrteae (Eugeniinae, Myrciinae and Myrtinae), had its chromosome
numbers previously determined by Costa & Forni-Martins (2006a, b, ¢). They had
been collected in different savanic (cerrado s.s., campos rupestres) and forest
(Tropical Rain Forest) vegetations in Southeastern Brazil (for voucher details, see
Costa, 2004; Costa & Forni-Martins 2006a, b, c). These species had been identified
by means of specialized bibliography and comparisons at Herbaria and
confirmed by specialists (Prof. Marcos Sobral - UFMG, MSc. Eve Lucas -

RBGKew and Dr. Carolyn Proenca - UnB). Voucher materials were deposited in
the UEC Herbarium (Universidade Estadual de Campinas) (Table 1).

Karyotype analysis - To obtain mitotic metaphases, seeds were germinated at
temperatures of 28°-30°C. The root tips were pre-treated with 2mM 8-
hydroxyquinoline for 24 h, at 8°C and fixed in Farmer’s solution. For slide
preparation they were frozen (-20°C) stained with the Giemsa technique (Guerra
1983). The slides were examined by light microscopy and meiotic and mitotic
cells with a good chromosome condensation and spreading were photographed
with a photomicroscope.

The measures (in 5 to 10 metaphases) of chromosome length (long arm — L,
short arm - S), were made using the MicroMeasure program version 3.01

(http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure). The nomenclature of

the chromosome types followed Guerra (1986), having for base the Centromeric
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Index (CI = S/L+S) and the ratio between arms (R = L/S). Ideograms were
elaborated for each species based on the average measure of each chromosome
pair. The Total Chromatin Length - TCL, with the addition of the length of all
the chromosomes; the Index of Karyotipic Symmetry - TF% = 100 >S. YLt
(Huziwara, 1962), and Symmetry Indexes of Zarco (1986) — Al and A2,
indicated for comparison of species with few differences in the karyotypic
symmetry were also calculated. The intracromosome asymmetry (Al) is
calculated by the ratio between the chromosome arms and the intercromossome
asymmetry (A2) is given by the variation in length chromosome, independent of

the chromosome number.

RESULTS AND DISCUSSION

The chromosome numbers of 2n = 22 and 2n = 44 were distributed between the
different species, genera and subtribes, confirming the previous records of Costa
& Forni-Martins (2006a, b, ¢). Among the 15 species (Figs 1-12), only four
presented 2n = 4x = 44: E. hyemalis (Fig. 2), Myrcia sp. (Fig. 9), P. cattleianum
(Fig. 11) and P. cinereum (Fig. 12). The basic chromosome number of x = 11 in
Myrtaceae (Myrteae) is constant, with poliploid variations occurring in several
species (Acthison, 1947; Andrade & Forni-Martins, 1998; Costa, 2004; Costa &
Forni-Martins, 2006a, b, c).

All karyotype data referring to the size and chromosome morphology are
unknown (Fig. 13, 14 and 15, Table 1). No secondary constrictions were observed,
probably due to the small size of the chromosomes and to inespecific coloration.
The length of chromosomes varyied from 0.38um (in Psidium cinereum) to
1.61lpm (in C. pubescens) (Table 1). Among the species with 2n = 22, the TCL
varied from 12.84 pm in P. cauliflora to 22.25pm in C. pubescens. The higher value
of TCL (34.10um) was observed in FE. hyemalis, due to its polyploidy
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chromosome number (2n = 44).

In all species, the variation of size between the chromosomes was gradual, it is
not possible to recognize groups of long, intermediate, or small chromosomes.

In Myrtaceae, karyomorphological analysis doesn’t support the subtribal
classification in Myrteae. Alternatively, in other groups, as Malpighiaceae,
karyomorphological analysis supported the intrafamiliar classification in two
great subfamilies: Malpighioideae, with x = 5, small chromosomes, species
lianoids and winged fruits; and Byrsonimoideae, with x = 6, large chromosomes,
shrub or tree species with not-winged fruits (Lombello & Forni-Martins, 2002). In
Sapindaceae, cytotaxonomy has contribuited for the knowledge of taxonomic
and evolutive relationships. Variations in the karyotypes due to reduction in the
chromosome number associated with the increase of the absolute length of the
chromosomes, has supplied indications of the derivation of the tree to the lianoid
pattern, characteristic of the Paullineae (Lombello & Forni-Martins, 1998).

Plinia cauliflora was the only species to present exclusively metacentric
chromosomes. In general, predominance of metacentric chromosomes was
observed, with exception of some species with a bigger proportion of
submetacentric chromosomes, as Fugenia bracteata and E. punicifolia (in
Eugeniinae) and Marlierea tomentosa (Myrciinae), all with 2n = 22. These three
species, plus Myrciaria tenella (Eugeniinae) and Gomidesia sp (Myrciinae) were
the only species to present TF % lower than 40.00 (Table 1). The TF% indicates
moderate degree of karyotype symmetry in the majority of the species, reaching
maximum value in Myrcia lingua (45.37). Srivastava & Subramaniam (1985) had
also observed karyotypes with moderate degree of symmetry in Myrtaceae in
different cultivated varieties of Psidium, with TF% varying from 31.1 to 38.4,
with 3 to 6 chromosomes with the centromer next to the terminal region. The

extremes in the family are: an assymmetric karyotype record in Fugenia

caryophyllata (TF% = 23.70, Srivastava & Subramaniam, 1985) and the high
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symmetry in species of Fucalyptus, where the great majority of the
chromosomes is metacentric, with values of TF% varying of 45.90 the 48.60
(Matsumoto et al., 2000; Matsumoto & Marin-Morales, 2001). In Eucalyptus, only
two species present a pair of submetacentric chromosomes (Mora et al., 2005).

The estimates of TF% (Huziwara, 1962) are based only on the differences
in the centromere position, not evaluating the relative size of the chromosomes
the original parameter considered by Lewitsky (in Stebbins, 1971). The
Asymmetry Index of Zarco (1986) however, combines centromeric position and
relative size of the chromosomes, leading to different results of the ones obtained
by means of index TF%. Species with bigger values of Al and A2 would have
more karyotype asymetriy by accumulation of major differences in the
centromeric position and chromosome size. Among the five species with TF%
lower than 40.00, Gomidesia sp and Fugenia punicifolia present more asymetrical
karyotypes, according Zarco (1986). Marlierea tomentosa had the highest values
of Al (differences in the centromeric position), however presented chromosomes
with similar lengths (low values of A2). Similar situation occurred in Myrcia sp,
which presented TF% of 42.39 (Table 1). To facilitate the comparative discussion
of the karyotypes, TF% will be used only due to the availability of this
information in literature.

Following we discuss the results for each subtribe of Myrteae (sensu Berg,

1855-56; 1857-59).

Subtribe Eugeniinae O. Berg

In Fugenia, the TCL varied from 14.75um in E. punicifolia to 34.10um for E.
hyemalis, this one being the only tetraploid species (2n = 2x = 44). Predominance
of metacentric chromosomes was observed in two species, E. hyemalis and E.
uniflora, while in E. bracteata and E. punicifolia the majority of the

chromosomes were submetacentric. Fugenia punicifolia showed the most
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asymetrical karyotype (TF% = 35.80), among all the analyzed species, due to the
biggest proportion of submetacentric chromosomes (Table 1, Figs 13 and 16).
The only previous study in species of Eugenia was presented by Vijayakumar &
Subramanian (1985) for E. caryophyllata with 2n = 22, with a high degree of
asymmetry (TF% = 23.70) and slightely bigger chromosomes than the ones
found here, with variation from 2um to Ium, resulting in a TCL of 29.60um.
However, this species is actually circunscribed in Syzigyum, as S. aromaticum (L.)
Merr & L. M. Perry, considered phyllogenetically distant from Eugenia (Lucas et
al., 2005; Wilson et al., 2005). In accordance with Dornelas (pers. comm.),
Syzygium species present a genome size two to four times bigger than Fugenia
species.

The Myrciaria species, both with 2n = 22, presented considerable differences in
the karyotypic parameters (Table 1, Figs 13 and 16). Myrciaria tenella has a more
asymetrical karyotipe (TF% = 38.92) with chromosomes varying between 1.38-
0.63um and TCL = 21.90pum, in contrast to M. delicatula with more symmetric
karyotype (TF % = 43.81) and slightely smaller chromosomes (1.18 — 0.48um,
TCL = 16.40pm).

For Plinia, the only species so far analysed P cauliflora (‘jaboticaba’),
presented the most symmetric karyotype in Eugeniinae, with TF% = 44.23,
smallest Zarco’s Symmetry Indexes of the subtribe, the chromosomes varying
from 0.82-0.44pm and TCL = 12.84um (Table 1, Figs 13 and 16).

The taxonomic delimitation between Myrciaria and Plinia is complex, whith
Plinia species have a persistent calyx and Myrciaria species have a deciduous
calyx (Sobral, 1993). Unfortunatelly, due to small sampling (two species of
Myrciaria and one of Plinia), the comparison of karyotype data was not useful
to solve taxonomic problems related to this genera. Karyological data like
chromosome morphology, TCL and TF% were more similar betwen M. delicatula

and P, cauliflora than between Myrciaria species.
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Subtribe Myrciinae O. Berg

For Gomidesia, the only analyzed species (still unidentified) presented
chromosomes varying between 1.35-0.52um and TCL = 18.02um. The karyotype
was more asymmetrical in comparison with other species and genera of
Myrciinae, with TF% = 37.50 (Table 1, Figs 14 and 16).

Among the two species of Marlierea, both with 2n = 22, M. tomentosa had a
more asymmetrical karyotype (TF% = 37.62) with small variation of size
between the chromosomes (Fig. 14). In contrast, M. warmingiana showed
greater karyotype symmetry (TF% = 42.70). These differences may due to the
higher proportion of submetacentric chromosomes in M. tomentosa (Table 1, Fig
14 and 16). The smallest karyotype was observed in M. tomentosa (Table 1, Fig.
14), with TCL = 13.50pm.

In Myrcia, the two analyzed species didn"t show a great difference in the size
of the chromosomes (Table 1, Fig. 3), however the TCL varied from 19.60pm in
M. lingua to 32.57um for Myrcia sp, due to the duplicated number of
chromosomes (2n = 44) of the last one. Both species presented TF% > 40.00
(Table 1), with Myrcia sp presenting more variation between the chromosome
arms.

Myrciinae is considered the most derived subtribe of Myrteae, and the
delimitation of these three genera (Gomidesia, Marlierea and Myrcia) is unclear,
mainly between Myrcia and Marlierea, wich are separated based on
hyphanthium development and floral bud rupture (Landrum & Kawasaki, 1997).
In recent phylogenetic analysis (Lucas et al., 2005), the resolution between genera
remains obscure; however Gomidesia appears as a monophyletic group,
considering both morphological and molecular data. The karyotypic analysis also
does not contribute for characterization of these genera, because there are

coincidences in the size and chromosome morphology between the species.
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Subtribe Myrtinae O. Berg
In this group, all analyzed species had symmetrical karyotypes, with TF% values
> 40.00 and predominance of metacentric chromosomes (Table 1, Fig. 15).

Campomanesia pubescens presented larger chromosomes than the two species
of Psidium, P. cattletanum and P. cinereum (Table 1, Figs 15 and 16). Although
species of Psidium presented 2n = 44, the TCL (31.90 or 28.25pm) was only
about 70% greater than that of C. pubescens (TCL=22.25um), with 2n = 22.
Campomanesia pubescens also presented a more symmetrical karyotype. The
karyotypes of Psidium species had differences in the parameters TCL, TF% and
karyotypic formula (Table 1.), while the karyotype of P cinereum was more
asymmetrical than that of P, cattletanum (Figs 15 and 16).

Vijayakumar & Subramanian (1985) provided details on karyotype analysis in
different cultivated plants of P. guajava, all with 2n = 22 and chromosomes
varying from 1.8 to 0.8um. Karyotypes revealed differences between cultivars in
the amount of metacentric and submetacentric chromosomes (TCL between 21.2
to 32.8um) and TF% values (between 31.1 to 38.4%). For this same species,
Kumar & Ranade (1952) found a triploid cytotype (2n = 3x = 33). In accordance
with Leslie Landrum (pers. comm.), diverse Neotropical species have a hybrid
origin with P guajava and P. guineense (both with 2n = 22, Costa & Forni-
Martins, unpublished).

Myrtinae is considered the most primitive subtribe of Myrteae and Psidium
the most derived genus in this group. For Lewinski (in Jackson, 1971),
asymmetrical karyotypes are indicative of most derived taxa, however this
relation cannot be established in Myrteae yet. Additional karyotype studies are
required in a greater number of species to reach any conclusion.

Although the karyotypic characterization in Myrteae is still not useful in the

delimitation of the subtribes or genera, seems promising for the characterization
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of the species in the genera. In contrast, in Fucalyptus (Eucalypteae), the similar
and highly symmetric karyotypes were not useful for species differentiation
(Matsumoto et al., 2000; Matsumoto & Marin-Morales, 2001; Mora et al., 2005).
This group is considered one of most primitive in Myrtaceae, and this high
symmetry observed in the karyotypes of FEucalyptus agrees with Lewinski (in
Jackson, 1971) who considers symmetrical karyotypes in the most primitive
groups. Karyotypes of fleshy-fruited Myrtaceae (Myrteae) showed more
derivation by the moderate degree of karyotypic symmetry in relation to dry-
fruited taxa (Chamelauciae, Eucalyptieae, Melaleuceae, etc.).

Until now, the karyotypic analysis in Myrtaceae has been useful only for the
characterization of some species, not distinguishing genera or subtribes, due to
similar karyotype characters between these groups that possess small
chromosomes, gradual variation of size and predominance of metacentric
chromosomes. Additional karyotype analysis of a greater number of species,
may identify usefull parameters for genera delimitations. In the future, the
application of other techniques will be necessary to visualize the secondary

constrictions, as NOR banding and in situ hybridization.
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FIGURE LEGENDS

Figs. 1-12 Mitotic metaphases in species of Myrteae. Subtribe Eugeniinae: 1 — Fugenia
bracteata, 2 — E. hyemalis, 3 — E. uniflora, 4 — Myrciaria delicatula, 5 — M. tenella, 6 —
Plinia cauliflora, Subtribe Myrciinae: 7 — Gomidesia sp, 8 — Marlierea tomentosa, 9 —
Myrcia sp, Subtribe Myrtinae: 10 — Campomanesia pubescens, 11 — Psidium cattleyanum,
12 — P, cinereum (Bars: Sum).

Fig. 13 ldiograms of FEugeniinae species. Metacentric chromosomes in white and
submetacentric chromosome in black (Bar: 1um).

Fig. 14 Idiograms of Myrciinae species. Metacentric chromosomes in white and
submetacentric chromosome in black (Bar: 1pum).

Fig. 15 Idiograms of Myrtinae species. Metacentric chromosomes in white and
submetacentric chromosome in black (Bar: 1pm).

Fig. 16 Symmetry Indexes dispertion. Intrachromosome (Al) and interchromosome

symmetry (A2) (Zarco 1986). Code number in the Table 1 indicated the species.
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Table 1 Karyotypic parameters of Myrtaceae. Zn: diploid chromosome number, KF: karyotypic formula (m = metacentric, sm = submetacentric), RMCL, range in
mean chromosome length (um); TCL: Total Chromatin Length (pm), TF%: symmetry index (Huziwara, 1972), Al and A2: Asymetry Indexes (Zarco, 1986).
Habitat: CLT — cultivated at UNICAMP, CRP — Campo rupestre vegetation, CER — Cerrado vegetation, ROC — rocky outcrop, TRF — Tropical Rain Forest

Vegetation. Code numbers indicates species in the Fig. 5.

Code Subribe / Species Collector number - Habitat 21 KF TCL RMLC TF % Al A2
Eugeniinae
1 Eugenia bracteata Vell. I. R. Costa, 434 - CLT 22 8m+3sm  17.00 1.02-0.57 39.38 0.308 0.169
2 Eugenia hyemalis DC. I.R. Costaetal.,442 - CRP 44 16m+ 6sm 34.10 1.36-0.38 41.84 0.262 0.299
3 Eugenia punicifolia (H. B. K.) DC. L R. Costa. etal.,492 - CRP 22 2m+9sm  14.75 1.13-049 35.80 0.424 0.255
4 Eugenia uniflora L. I. R. Costa, 420 - CLT 22 Tm+4sm 1520 1.28-040 40.70 0.302 0.354
5 Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg I. R. Costaetal.,425 - ROC 22 10m+1lsm 1640 1.18-048 43.81 0.212 0.254
6 Myrciaria tenella L. I.R. Costaetal.,494-CER 22 6m+5sm 2190 1.34-0.63 3892 0.321 0.359
7 Plinia cauliflora L. I. R. Costa, 421 - CLT 22 11m 12.84 0.82-0.44 44.23 0.198 0.187
Myrciinae
8 Gomidesia sp I.R. Costaetal.,481 -TRF 22 2m+9sm  18.02 1.35-0.52 37.50 0.385 0.285
9 Marlierea tomentosa Cambess. K. Matsumoto, 800 - TRF 22 4m+7sm  13.50 0.77-046 37.62 0.388 0.142
10 Marlierea warmingiana Kiaerskou K. Matsumoto, 836 - TRF 22  9m+2sm  18.70 1.09-0.76 42.70 0.238 0.228
11 Myrcia lingua O. Berg I.R. Costaetal., 430 -CER 22 8m+3sm 19.60 1.23-0.50 4537 0.204 0.251
12 Myrcia sp K. Matsumoto, 833 - TRF 44 16m+ 6sm  32.57 1.00-0.50 42.39 0.372 0.165
Myrtinae
13 Campomanesia pubescens (DC.) O. Berg I.R. Costaetal., 428 -CER 22 8m+3sm 2225 1.61-0.56 42.68 0.198 0.187
14 Psidium cattleianum Sabine I. R. Costa, 486 - CER 44  19m+3sm 31.90 1.09-045 43.18 0.248 0.336
15 Psidium cinereum Mart. ex DC. I. R. Costaetal., 509 - CLT 44 12m+ 10sm 28.25 0.91-0.38 41.53 0.285 0.246
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CAPITULO 4

Distribuicéo de sequéncias de DNAr 45Spor meio de FISH em
espécies de Psidium e géneros préximos (Myrtaceae)

RESUMO - Em Myrteae o nimero cromossémico basico x = 11 ocorre em todos os
géneros. Em Psidium sio relatados a maioria dos casos de poliploidia em Myrteae, onde
ocorrem espécies com 2n = 22, 33, 44, 55, 66, 77 e 88, além de citétipos polipléides. O
pequeno tamanho dos cromossomos dificulta o wuso taxonémico de caracteres
cariotipicos obtidos por meio de técnicas de coloracdo convencional. Este estudo
apresenta os primeiros resultados com a técnica de FISH em Myrtaceae. O nimero de
sitios de DNAr 45S variou de dois (Campomanesia pubescens e Pimenta dioica com 2n =
22, e Psidium rufum com 2n = 55) a dez (citétipo hexaploide de Psidium cattletanum). E
sugerida uma possivel origem alopolipléide no citotipo hexapléide de P. cattleianum. Em
Psidium grandifolium foram observados dois nimeros cromossémicos (2n = 44 e 60),
sendo que nas populacdes tetrapléides, o niimero de sitios de DNAr 45S divergiu entre
quatro e oito enquanto que a populacao hexapléide apresentou oito sitios. Essa variagao
de numeros cromosséomicos e de numero de sitios em P grandifolium nao apédia as

recentes sinonimizacoes processadas na criacido do complexo P. grandifolium.

Introducgao

A tribo Myrteae (Myrtaceae) (sensu Wilson et al. 2005) é um grupo
perfeitamente monofilético (Lucas et al. 2005, 2007). A classica divisdo de
Myrteae em trés subtribos (Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae), baseada em
caracteres morfolégicos dos embrides, proposta por Berg (1855-56, 1857-59),
provavelmente devera ser abandonada. Segundo estudos de Lucas et al. (2005,
2007), os géneros tradicionalmente circunscritos na subtribo Myrtinae nao
formam um grupo monofilético. De acordo com Lucas et al. (2007), alguns destes

géneros (Acca, Campomanesia, Pimenta e Psidium) formam wum grupo
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monofilético denominado de grupo Pimenta. Neste grupo, Psidium mostra-se
monofilético, no entanto as rela¢des entre as espécies ou a delimitacao das
mesmas ainda é confusa.

Em Myrtaceae, grande parte dos estudos cromossémicos encontra-se
restrita a taxons com frutos secos (Atchinson 1947, Rye 1979, Matsumoto et al.
2000). Os primeiros estudos de numeros cromossomicos em Myrtaceae
neotropicais (Myrteae, com frutos carnosos) foram realizados por Forni-Martins et
al. (1995), Andrade & Forni-Martins (1998), Pedrosa et al. (1999) e Forni-Martins
& Martins (2000), Costa (2004) e Costa & Forni-Martins (2006a, b, 2007a),

totalizando aproximadamente 50 espécies.

O numero basico da familia é x = 11 (Atchinson 1947), sendo registrado na
maioria dos géneros pertencentes a diferentes subfamilias e tribos (Rye 1979;
Costa 2004; Costa & Forni-Martins 2006a, b, 2007a). Costa (2004) e Costa & Forni-
Martins (2006a, b, 2007a) ressaltaram a importancia da poliploidia como um
importante processo evolutivo no grupo na tribo Myrteae, registrando a
ocorréncia de 2n = 33 e 44 em 21% das espécies de Eugenia e 2n = 33, 44, 55, 66,
77 e 88 distribuidos em varias das espécies de Psidium até entao analisadas. Costa
& Forni-Martins (Capitulo 1) também verificaram a ocorréncia freqiiente de
citotipos diferenciados pelo nivel de ploidia em varias espécies de Psidium, com 2n
variando de 22, 33, 44, 55, 66, 77 e 88 cromossomos. Porém, nao realizaram

estudos mais aprofundados para determinar a natureza destes polipléides.

A dificuldade de identificacdo das mirtaceas brasileiras (Barroso 1991) pode
ser atribuida a especiac¢ao decorrente de hibridacao e poliploidia (Costa 2004), com
aparecimento de tipos recombinantes, com caracteristicas intermediarias entre os
taxa originais, sendo o fluxo génico interrompido por diferenciacdo cromossémica,

especialmente por poliploidia.

Dispde-se de poucas informacdes sobre a morfologia dos cromossomos de
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espécies de Myrteae, pois os mesmos sao pequenos, raramente atingindo 2,0um de
comprimento (Costa & Forni-Martins 2007b). Cariotipos de algumas espécies de
Psidium foram descritos como assimétricos, pela presenca de alguns cromossomos
com o centréomero proéximo a regido terminal (Viajayakumar & Subramanian
1985), enquanto em outras, como Psidium acutangulum, foram descritos como
simétricos pelo predominio de cromossomos metacéntricos (Forni-Martins &
Martins 2000). De maneira geral, os cariotipos de espécies com frutos carnosos

(Myrteae) sao mais assimétricos que os de espécies com frutos capsulares e secos

(Eucalypteae sensu Wilson et al. 2005) (Costa & Forni-Martins 2007b).

A aplicacdo de técnicas convencionais nido tem sido suficiente para
caracterizar as espécies de Myrtaceae neotropicais do ponto de vista
cromossémico e para elucidar as relagdes cromossémicas entre elas, devido a
uniformidade dos ndmeros cromossémicos (Costa & Forni-Martins 2006a, b,
2007a) e ao pequeno tamanho dos mesmos, além da pequena variacdo em sua

morfologia (Costa & Forni-Martins 2007b).

A utilizac¢ao de técnicas de citogenética molecular, como a de hibridagao in
situ fluorescente (FISH), tem ampliado em muito os horizontes da caracterizacao
cariotipica, permitindo localizar seqiiéncias especificas de DNA/RNA tanto ao
longo dos cromossomos quanto no nicleo interfasico (Heslop-Harrison et al.
1991, Maluszynska & Heslop-Harrison 1993). Esta técnica tem sido aplicada a
diferentes grupos taxonomicos, possibilitando a distin¢ao entre espécies, bem
como a caracterizacao de citotipos, de possiveis hibridos e de seus parentais
(Guerra 1988, Cerbah et al. 1998, Schwarzacher et al. 1989, Schweizer 1976, Stace
2000, Snodow et al. 2002). Ha varios estudos exemplificando a diferenciacao
cariotipica de espécies afins mediante a identifica¢ao de seqiiéncias de DNAr com
a técnica de FISH, especialmente para DNAr 45S, também denominado DNAr
18-5.8-28S.
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Carvalho & Guerra (2002) encontraram nidmeros de sitios variados e
especificos para diferenciar duas espécies do género Manihot (Euphorbiaceae): M.
dichotoma (seis sitios) e Manihot spl (quatro sitios). Em Passiflora
(Passifloraceae), Melo & Guerra (2003) caracterizaram o cariétipo de algumas
espécies, encontrando diferencas no nimero de sitios associados a diferengas nos
numeros cromossémicos basicos e ao nivel de ploidia das espécies. Espécies com x
= 6 apresentaram quatro (nos dipléides), dez (nos tetrapléoides) ou 12 (nos
hexapléides) sitios de hibridizacdo 45S. As espécies com x = 9 apresentaram
quatro e seis sitios; nas espécies com x = 10 e x = 12, foram encontrados seis e

quatro sitios, respectivamente.

Em Asteraceae, varios estudos desta natureza foram realizados, fornecendo
subsidios a discussdes taxonOomicas e evolutivas. No género Lychnophora,
Mansanares (2004) encontrou variado numero de sitios (2-10) distribuidos entre
varias espécies, ressaltando a importancia dos mesmos na caracterizacdo de
algumas espécies com problemas de delimitacdo taxondémica. Em Chaptalia
nutans (L.) Poir., Fregonezzi et al. (2004) caracterizaram citétipos (nao
diferenciados morfologicamente) com 2n = 50 e 2n = 100, encontrando,
respectivamente, quatro e oito sitios de DNAr 45S. Para Hypochaeris, varios
estudos com a aplicacao desta técnica vém sendo realizados, o que possibilitou

tragar uma evolugdo cariotipica neste género (Cerbah et al. 1998, Ruas et al. 2005,

Weiss-Scheeweiss et al. 2003).

Com a utilizacdo desta técnica de hibrida¢do in situ, iniciando pelo
marcador de DNAr 45S, espera-se que seja possivel diferenciar espécies
morfologicamente préximas, situacdo observada em varios complexos de Psidium
(Landrum 2003, 2005) e outros géneros, como Campomanesia e Pimenta
(Landrum 1986). Espera-se também que essas técnicas identifiquem as alteracdes

cromossOmicas ocorrentes nas espécies de Psidium e géneros préximos,
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fornecendo subsidio para tracar uma evolucao cariotipica em parte da subtribo

Myrtinae.

Materiais e métodos

1. Material utilizado

la - Mitose — Sementes de 12 populacdes de nove espécies, foram coletadas nas
regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Tabela 1) e colocadas para germinar a
temperatura ambiente em placas de petri com papel de filtro tmido. O tempo de
germinacao variou de espécie para espécie. Dentro de Myrtinae, e principalmente
do género Psidium, a germinagdo das sementes é lenta, devido a textura éssea da
testa de suas sementes. Para acelerar o processo de germinacdo, as sementes
foram embebidas em agua destilada e posteriormente submetida a vacuo por 15
minutos. Os meristemas radiculares foram pré-tratados com 8-hydroxiquinoleina
2mM por um periodo de 5h a 14°C e 24h a 8°C. Apéds o pré-tratamento, as raizes
foram fixadas em Farmer (3:1, alcool etilico absoluto: acido acético glacial) por
24h e mantidos na mesma solu¢do no freezer (-20°C) até a preparacido das
laminas.

1b - Meiose — Para algumas espécies de Psidium, os ensaios de FISH foram
realizados a partir de cromossomos meidticos. Foram utilizadas anteras extraidas
de botdes florais jovens fixados em Farmer (3:1, alcool etilico absoluto: acido
acético glacial) por 24h e mantidos na mesma solucdo no freezer (-20°C) até a

preparacao das laminas.
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2. Preparacao das laminas (esmagamento)

2a — Mitose — As pontas de raizes foram previamente lavadas por duas vezes de
10min cada em tampao citrato (1:10) para a remocao do fixador e submetidas ao
tratamento com diferentes tipos de enzimas. Apés a digestdo enzimadtica, os
meristemas foram mantidos por cerca de 15min em uma solugao de acido acético
a 60% para entdo serem esmagadas sob laminula. A laminula foi retirada por
congelamento em nitrogénio liquido e as laminas deixadas secar por pelo menos
duas horas antes da etapa seguinte.

Devido a resisténcia oferecida pela parede celular das células da raiz, houve
dificuldade em obter espalhamento adequado dos cromossomos. Assim, foram
realizados testes com diferentes enzimas que promovem a digestdo da parede
celular, como celulase, pectinase, driselase, entre outras. Com base nos resultados
prévios, apresentados abaixo, no protocolo final foi utilizada a digestao

enzimatica com a Cellulase Onosuka RS 2%, pectinase 20% e Macerozyme R-10

1%, por cerca de 2h a 37°C.

Soluc¢io enzimatica / tempo Resultado

Cellulase 2% (1 h, 2 b ou 3 h a 37°C) Médio, a parede era rompida, mas o espalhamento dos

cromossomos nio foi adequado.

Cellulase 2% + Pectinase 20%
(1h,2hou3ha37°()

Insatisfatério

Driselase 5% (1 h, 2 h ou 3 h a 37°C) Insatisfatério

Cellulase 3%: pectinase 6%

(2-3ha37°C) Satisfatério, dependendo da espécie. A parede celular foi
Cellulase Onosuka RS 2% rompida e foi obtido espalhamento dos cromossomos.
(2h a 37°C)

Cellulase Onosuka RS 2%, pectinase
20%, Macerozyme R-10 1%
(2h a 37°C)

Satisfatério. A parede celular foi rompida e foi obtido
espalhamento dos cromossomos
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Para o clareamento do denso citoplasma apresentado pelas espécies,
também foram realizados ensaios com a aplicacido de proteases, como a pronase-
E, proteinase-K e pepsina, além de acido acético a 60%, conforme protocolos
correntes em citogenética molecular. Na Figura 1 estdo representadas algumas
das metafases obtidas cuja presenca do denso citoplasma (em verde) dificultou a
visualizagdo dos sitios de DNAr 45S. No entanto, estas diferentes proteases foram
eficientes em poucas espécies.

As pontas de raizes foram esmagadas em uma gota de acido acético 45%,
entre lamina e laminula. Posteriormente, a laminula foi retirada apés
congelamento em nitrogénio liquido.

2 b — Meiose — As anteras jovens foram previamente lavadas por duas vezes de
10min cada em tampao citrato (1:10) para a remocao do fixador e submetidas ao
tratamento com celulase 3% - pectinase 6%. Foram esmagadas em lamina para a
liberacao das células-mae-de-pélen e cobertas com laminula, para finalizar o
esmagamento. A laminula foi posteriormente retirada apds congelamento em

nitrogénio liquido.

3. A técnica de hibridacao in situ fluorescente - FISH

3.1. Preparacao da sonda de DNAr 45S

Anteriormente a aplicacdo da técnica de hibridacao in situ, foram
desenvolvidas algumas etapas visando a obtencao e preparacao da sonda pTaT7l,
com a seqiiéncia de DNAr 45S. Foram feitas a extracdo e a quantificacdo do DNA
plasmidial contendo essa seqiiéncia, seguido da marcacao da sonda, de acordo

com o pI’OtOCOlO a seguir.

a) Extracao de DNA plasmidial de E. coli - Miniprep (Birnboim & Doly
1979).
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Primeiramente, as bactérias (E. coli) transformadas contendo a sonda

pTa7l de trigo referente a seqiéncia de DNAr 45S (18S-5,85-26S) foram

inoculadas em meio LB liquido e mantidas por cerca de 12 horas (overnight) em

camara incubadora com agitagao constante a 37°C. No dia seguinte, foi iniciado o

processo de extracao do DNA plasmidial, de acordo com os passos a seguir:

1.

10.

1,5ml da cultura foram centrifugados por 5min a 2.000rpm, e o
sobrenadante posteriormente descartado;

O precipitado foi suspendido em 200ul de GTE, agitado em vortex por
2min e incubado no gelo durante 10 min;

Foram adicionados 400ul de uma solucao 0.2M NaOH / 1% SDS
(preparada na hora), misturado por inversdo (5 vezes) e colocado
novamente no gelo durante 5 min;

Em seguida, foram adicionados 300ul de acetato de potassio (3M, pH
5), misturado por inversao e colocado em gelo durante 15 min;

Apés esta etapa, o material (lisado) foi centrifugado durante 10 min a
12.000 rpm, neste ponto transferiu-se o sobrenadante para um novo
tubo;

Foi adicionado clorofane (fenol: clorofé6rmio: al. isoamilico, 25: 24: 1)
(na proporcao 1:1) e misturado suavemente por inversao cinco vezes;
Foi realizada nova centrifugacao durante 10 min. a 12.000 rpm;

O sobrenadante foi transferido e a ele foi adicionado 2ul de RNAse
(10mg/ml), e incubado a 37°C por 20 min;

O DNA foi entdo precipitado em 2 volumes de etanol gelado,
permanecendo pelo menos 2h no freezer;

Apés esse tempo, foi centrifugado por 10 min. a 12.000 rpm e o

sobrenadante novamente descartado;
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11. O precipitado foi lavado com 1ml de etanol a 70% e centrifugado por
10 min. a 12.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado;

12. Apés esta ultima etapa, o precipitado foi seco e depois suspendido em

50 ul de TE (10 mM Tris 1 mM EDTA, pH 8.0) ou agua ultrapura.

Para a quantificacao, foram acumuladas em um tubo eppendorf, todas as

aliquotas obtidas nesta etapa.

b) Quantificacio do DNA plasmidial isolado

O DNA obtido foi quantificado por medi¢ao direta da absorbancia a
260nm em espectrofotometro digital. A qualidade do DNA foi posteriormente
checada por meio de eletroforese em gel de agarose. Para tanto, o DNA foi diluido
(1:5) em agua e entao aplicado em gel de agarose a 1% juntamente com amostras
de DNA com peso molecular conhecido como marcadores (lambda — 25ng/ul). O
gel foi corado com Cyber FASTGreen (Promega Labs.) a 0,5 pg/ml e submetido a
luz UV.

¢) Marcacao da sonda (Nick translation)
Nesta etapa foi utilizado o protocolo do Kit BioNick (Gibco).

1. As aliquotas de DNA obtidas na primeira etapa foram, primeiramente,

diluidas a uma concentracao final equivalente a 1000ng /ul.

2. Foi preparada uma solugao (no gelo) contendo: 5ul 10x dNTP, 35ul do
DNA isolado, 5ul 10x mix da enzima. Esta foi entao centrifugada por cerca de 5

segundos (spin), e incubada a 16°C por 90min. no termociclador.

3. Foi realizada uma precipitacio com acetato de sédio 3M 1:10 e

adicionado 2 volumes (100ul) de etanol 100% gelado. Esta solucao foi
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homogeneizada levemente e colocada no gelo. A precipitacao foi realizada por 2h

a -20°C no freezer.

4. Foi realizada uma centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 min e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi deixado secar a temperatura

ambiente, por pelo menos 2h.

5. Foi adicionado 50ul de TE (ou 4agua ultrapura) e deixado na geladeira

overnight.

Em alguns casos, as passos 3 e 4 foram repetidos, visando um

aproveitamento maior do DNA isolado.

3.2. Aplicagao da técnica

A aplicacdo desta técnica seguiu a metodologia descrita por Heslop-
Harrison et al. (1991) e Cuadrado & Jouve (1994), com algumas modificac¢des
propostas por Fregonezzi et al. (2004). Algumas adaptacdes foram feitas para o
material em estudo. De maneira geral, a utilizacdo desta técnica, foi realizada em

4 etapas distintas e conduzida conforme os seguintes passos:

1° etapa — Tratamento das laminas e hibridagao in situ

1. As laminas para analise de cromossomos mitéticos (preparadas com
digestao enzimatica) e meidticos (como descrito no item 2), foram armazenadas
em freezer por pelo menos dois dias;

2. As laminas foram mantidas em uma solucao de acido acético 60% a 40°C
para o clareamento do denso citoplasma e posteriormente coradas com DAPI por
20 min para a sele¢ao das melhores metafases;

3. As laminas foram lavadas em 4xSCC / Tween 2% para remoc¢ao do DAPI
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e posteriormente fixadas em Farmer (alcool etilico absoluto: acido acético, 3:1)
durante cerca de 12 horas (overnight). A seguir foram submetidas a desidratagao
alcodlica por pelo menos 2h (alcool 70% por Smin posteriormente em alcool 100%
por mais 5min) a temperatura ambiente. Este passo ajuda a diminuir a perda de
células durante as lavagens;

4. As laminas foram tratadas com uma solugdo de RNase 1% pH 7,0, a 37°C
por 1h e posteriormente lavadas em 2xSSC por 10min sob agitacao;

5. Apés o primeiro banho, as laminas foram mergulhadas em solucdo de
paraformaldeido 4% por 10min e, posteriormente, lavadas em 2xSSC;

6. As laminas foram desidratadas em série alcodlica (alcool 70% por 5 min
posteriormente em alcool 100% por mais 5min) e deixadas secar por pelo menos
2h a temperatura ambiente.

7. Enquanto as laminas secavam, foi preparada a mescla de hibridacao,
composta por formamida 100%, polietileno-glicol ou dextrano sulfato a 50%,
20xSSC, sonda marcada, DNA de salmao como DNA de bloqueio, SDS 10% e
agua, e posteriormente aplicada sobre as laminas, que foram cobertas com
laminulas plasticas.

8. As laminas foram colocadas no termociclador em ciclos de 10min a 90°C,
50°C e 38°C. A seguir, as s laminas foram mantidas em estufa a 37°C, em camara

umida e no escuro por uma noite.

2“ etapa — Banhos pos-hibridagao:

No dia seguinte, foram realizados os banhos pés-hibridacio:
- 2xSSC por 5 min a 42°C no agitador, para a retirada das laminulas;
- formamida 20% em 0,1xSSC, a 42°C por 10 min, no agitador:;

- 0,1xSSC, a 42°C por 5 min, no agitador;

- 2xSSC, a 42°C por 5 min, no agitador;
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- 4xSSC / Tween 20 0,2% a 42°C por Smin, no agitador;

- 4xSSC / Tween 20 0,2% a temperatura ambiente, no agitador.

Devido ao pequeno tamanho do sinal, foram necessarios ajustes nesta etapa
visando diminuir a extringéncia das lavagens. Nesse teste, algumas laminas foram
submetidas a banhos em 2xSSC (no segundo banho) seguidas por dois banhos

consecutivos em 6xSCC a temperatura ambiente.

3“etapa — Detec¢do da hibridag¢do

3. As laminas foram primeiramente tratadas com 50ul de BSA 5% por
5min, cobertas com laminulas de plastico. As laminulas foram retiradas
sacolejando para baixo, ou com o auxilio de uma pinga.

4. Foram adicionados 50ul da solucdo de detec¢do por lamina (lul de
avidina-FITC + 49ul de BSA 5%) e cobertos com laminulas plasticas.
As laminas foram incubadas por lh a 37°C em camara umida (no
escuro).

5. As laminas foram lavadas por duas vezes com 4xSSC por 20 min (no

escuro).

4“ etapa — Coloracgdo:

Foi aplicada sobre as laminas 25ul de solucao de iodeto de propidio (24 de
Vectashid, Vector Labs. + lul de iodeto de propidio), no escuro. Em algumas

espécies foi realizada uma contra-colora¢ao com 2ug/ul DAPI em Vectashild.

As laminas foram mantidas por, no minimo, um dia na geladeira (no escuro)
para a estabilizacdo da fluorescéncia e entdo fotografadas em microscépio de

fluorescéncia (Olympus BX51), com um sistema de captura de imagens digital.
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Resultados e Discussao

Os resultados com a aplicacdo da técnica de hibridagao in situ em espécies
de Myrtaceae sdo aqui apresentados de maneira preliminar. Este parece ser o
primeiro estudo com a aplicacao da técnica de hibridacao in situ fluorescente
(FISH) para espécies de Myrtaceae. As espécies aqui analisadas tiveram seus
numeros cromossomicos previamente determinados por Costa & Forni-Martins
(Capitulo 1) e Costa & Forni-Martins (2006b). Para P cattleianum (popl) e P.
cinereum também ja sdo disponiveis cariétipos com coloragdo convencional

(Capitulo 3).

Em Campomanesia, as duas espécies analisadas, C. laurifolia e C. pubescens,
apresentaram respectivamente 4 e 2 sitios de DNAr 45S (Tabela 1). No entanto é
necessaria a repeticao dos testes, devido a presenca de alguns sitios inespecificos.

No género Pimenta, P. dioica, com 2n = 22, apresentou dois sitios (Tabela 1).

No género Psidium, foi observada variacao no nimero de sitios de DNAr
455 (2 a 10 em seis espécies) (Tabela 1). Em geral, o nimero de sitios aumentou
com a elevacdo do nivel de ploidia. A maioria dos sitios sdo terminais, com

excecao de alguns sitios no hexapléide de P cattleitanum, que sao intercalares

(Figura 2).

Entre as espécies tetrapléides (2n = 4x = 44), o numero de sitios de DNAr
45S variou de 4 a 8. Duas espécies, P acutangulum e uma populacio de P
grandifolium, apresentaram quatro sitios, enquanto que em uma populacao de P,
cattletanum foram observados seis sitios. O numero maximo de sitios foi

observado em uma das populagdes de P. grandifolium, com 2n = 44 (oito sitios).

As duas espécies pentaploides (2n = 5x = 55) também apresentaram

diferentes nimeros de sitios de DNAr 45S, 6 em P australe e apenas dois em P
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rufum. Para esta ultima espécie, sdo necessarias repeticbes na amostragem
devido a presenca de sinais inespecificos, como aconteceu para Campomanesia.
No nivel hexapléide (2n = 6x = 66) a populacao de P. grandifolium (n = 33)
apresentou oito sitios, enquanto na de P. cattletanum foram observados 10 sitios,
sendo oito terminais e dois intercalares. A tnica espécie octaploide (2n = 8x = 88)
analisada, P. myrtoides, apresentou apenas quatro sitios, que foram detectados
apenas em ntucleos interfasicos, pois nao foi obtido um bom espalhamento dos

cromossomos e limpeza do citoplasma nesta espécie.

O ndmero de sitios de DNAr 45S variou entre as populacdes estudadas de P,

cattletanum e de P. grandifolium (Tabela 1).

Em P cattletanum, foram encontrados dois nimeros cromossémicos
distintos, 2n = 44 e 2n = 66. A tnica diferenca morfolégica evidente entre estes
dois citétipos é a cor dos frutos. O citétipo tetrapléide apresenta frutos amarelos,
enquanto o hexapléide, frutos vermelhos. O nimero de sitios foi de seis terminais
no tetrapléide a 10 no hexapléide, este com dois dos sitios intercalares e os
demais terminais. Dada a semelhanca morfolégica entre os citétipos, poder-se-ia
sugerir a origem do hexapléide (2n = 6x = 66) por autopoliploidia em relacao ao
tetrapléide (2n = 4x = 44). Isso implicaria que o nimero esperado de sitios de
DNAr 45S do hexapléide fosse nove, com acréscimo da metade dos sitios
observados no tetrapléide. Entretanto, isso nao ocorre, o que poderia ser devido
a reorganizagao do genoma apés a poliploidizagao, com provavel amplificacao de

um sitio (Wendel 2000, Levy & Feldman 2004).

Outra hipétese poderia supor que P cattletanum, com 2n = 44, tenha sido
originado por hibridacdo de duas espécies, com 2n = 22, porém com genomas
diferenciados, uma com quatro sitios e outra com dois sitios. Na poliploidizacao
posterior (de 2n = 44 para 2n = 66), poderia ter havido o retrocruzamento com a

espécie de quatro sitios, incorporando os mesmos no genoma do hexapléide, o
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que explicaria o nimero 10. No Capitulo 6, foi estimado o tamanho do genoma
nestas duas populacdes, sendo que o citétipo 6x tem comparativamente um
tamanho do genoma muito superior ao 4x, fornecendo um indicio adicional para
a origem alopolipléide do hexapléide. Eventos de alopoliploidizacdo como este

sao relatados para outros grupos como Leguminosas (Li et al. 2001) e Poaceae (

Vaio et al. 2005).

Em Vicia (Leguminosas), o polipléide V. antena var. antena (2n = 4x = 24)
era tido como autopolipléide em relacao a V. antena var. sereia (2n = 2x = 12).
Entretanto, apés analise dos sitios de DNAr 458S e 58S, foi verificado que o nimero
de sitios no tetrapléide nao era o dobro do observado no dipléide. Existem trés
pares cromossomicos em comum, porém F. antena var. antena possui as
seqiiéncias de DNAr em varios outros cromossomos diferentes, indicando a

contribui¢ao de outro genoma na formacao desse alo tetraploide (Li et al. 2001).

Indicios de formacao alopolipléide também foram detectados por Vaio et al.
(2005) em Paspalum quadrifarium (Poaceae). O numero e a posicao dos sitios de
DNATr 4585 no citétipo tetrapléide (2n = 4x = 40, 7 sitios) sdo menores do que o
dobro de sitios do citétipo dipléide (2n = 2x = 20, 5 sitios). Além da discordancia
numeérica, a localizacao dos sinais de hibrida¢ao (regiao terminal ou centromérica
dos cromossomos) era diferente entre a populacao dipléide e a tetraploide. A
perda de genes ribossomais apés alopoliploidizacao é relatada nao s6 em citétipos
de Paspalum quadrifarium, como em outros grupos de plantas (Vaughan et al.
1993, Thomas et al. 1996, Mishima et al. 2002). Por outro lado, Vaio et al. (2005)
também analisaram a distribui¢do do DNAr 5S, que se mostrou conservado,
guardando correspondéncia no nimero e posicao dos sitios entre os dois citétipos:
dois na regido proximal do 1° par no dipléide e quatro na regido proximal do 1°

par cromossomico do tetraploide.

As trés populacdes analisadas de Psidium grandifolium representaram duas



171

variedades. A variedade cinereum apresentou 2n = 44 e quatro sitios. A variedade
argenteum apresentou diferentes numeros cromossémicos entre as duas
populacdes, 2n = 44 e 2n = 66, no entanto com o0 mesmo numero de sitios, oito.
Landrum (2005) descreveu o complexo Psidium grandifolium, onde reduziu
distintas espécies a categoria de variedades. Assim, P. cinereum e P. incanescens
foram sinonimizadas como P. grandifolium var. cinereum e P. grandifolium var.
argenteum, respectivamente. No entanto, estas variedades diferem tanto no
numero cromossémico quanto no nimero de sitios de DNAr 45S. Estes dados nao
apdéiam as sinonimizagdes propostas por Landrum (2005) para estas duas
espécies, nem tao pouco as afinidades com P australe, que possui 2n = 55 e seis

sitios.

Costa & Forni-Martins (2007b, Capitulo 3) apresentam uma descri¢ao
detalhada dos cariétipos das populagdes tetrapléides de P cattleianum e P.
grandifolium (como P cinereum). Seus cariétipos também apresentam diferencas
no que se refere a morfologia cromossémica, com um ndmero maior de
cromossomos submetacéntricos em P. grandifolium (Capitulo 3). Apesar disso,
nao é possivel, até o momento, indicar o posicionamento dos sitios de DNAr 45S
nos cromossomos de cada uma das espécies, principalmente em funcao do
tamanho reduzido dos cromossomos. Mais repeticoes sdo necessarias para chegar
a conclusdes mais precisas sobre a variagao de nimero de sitios apresentada para

estas espécies.

Certamente, a ampliacdo do nimero de espécies estudadas com a técnica de
FISH para a seqiiéncia de DNAr 45S subsidiara a taxonomia dos géneros de
Myrtinae, principalmente em Psidium. Além disso, a aplicacdo de outros
marcadores (como a seqiiéncia ribosomal 5S) e bandamento por fluorocromos

dara maior robustez a caracterizacado cariotipica e a discussdo taxonoémica do

grupo.
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Tabela 1. Espécies de Psidium utilizadas nos ensaios com a técnica de hibridacao in situ
(rDNA 455), com respectivos nimero cromossoémico e numero de sitios de hibridacao
com rDNA 45S. * representam sitios intercalares, # ndmero de sitios em células
somaticas. As espécies seguidas por (**) necessitam de repeti¢io para conclusdes mais
precisas, devido a presenca de sitios inespecificos.

Espécies Procedéncia N° crom. Sitios 458

Campomanesia laurifolia RJ, Rio de Janeiro 2n =22 4x*
C. pubescens SP, Itirapina 2n =22 2%
Pimenta dioica RJ, Rio de Janeiro, cultivo 2n = 22 2
Psidium acutangulum SP, Campinas (cultivo) 2n =44 4

P, australe MG, Carrancas (IRC587) 2n =55 6**
P. cattleianum (popl ) SP, Campinas (IRC 477) 2n =44 6

P. cattleianum (pop2) RJ, Itatiaia (IRC 606) 2n =66 8 + 2%
P. grandifolium var. cinereum (popl) DF, Brasilia 2n =44 4

P. grandifolium var. argenteum (pop2) MG, Santa Cruz de Minas (IRC543) n~ 33 4 (8%)
P. grandifolium var. argenteum (pop3) SP, Itirapina 2n =44 8

P. myrtoides DF, Brasilia 2n = 88 4

P rufum DEF, Brasilia 2n =55 2
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Figura 1. Fotos ilustrando alguns dos principais problemas encontrados com a
aplicacdo da técnica de FISH em espécies de Myrtaceae, ndo levando a
resultados satisfatérios: denso citoplasma sobre os cromossomos dificultando a
visualizacdo dos sitios (A-F), sinal muito pequeno (A e B), espalhamento dos
cromossomos pouco adequado (E). pequeno. A e B — Pimenta dioica (2n=22), C e

D — P. pseudocaryophyllus (2n=22), E e I — Psidium acutangulum (2n=44).
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Figura 2. Distribuicdo do ndmero de sitios de TDNA 45S em algumas espécies de
Psidium. A — Psidium sp (n~33), anafase evidenciando 4 sitios; B — P. australe, metafase
com 6 sitios; C — P. catlletanum (popl, 2n=44), nicleo interfasico evidenciando 6 sitios; D
— P cattleianum (pop2, 2n~66), 10 sitios, sendo 8 terminais (setas brancas) e 2
intercalares (setas verdes); E — P. cinereum (2n=44), metafase com 4 sitios, confirmada

em no nucleo interfasico em F. As setas indicam os sitios muito pequenos de hibridacao
com a sonda de rDNA 458 (pTa7l). Barra: lpm.
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Abstract. In Myrtaceae, reports regarding the nuclear DNA content are scarce. The aim
of this study is to present genome size data for fleshy-fruited Myrteae, and to test their
relation with chromosome number and ploidy, the available data for cytoevolutionary
studies in Myrtaceae. 30 species out of ten genera were investigated for chromosome
number and genome size using flow cytometry. 28 species were diploid with 2n = 2x =
22, two species were tetraploid with 2n = 4x = 44. All genome sizes measured are new.
Among the diploid species a gradual and small variation in 2C-values (0.486 pg in
Gomidesia schaueriana to 0.636 pg in Eugenta multicostata) was observed, whereas the
tetraploid genomes of Psidium acutangulum and P. cattletanum had about twice as
much DNA (1.053 and 1.167 pg, respectively). The total interspecific variation of C-
values was 2.45-fold. The fleshy-fruited Myrteae have smaller holoploid genomes than

the capsular-fruited Eucalypteae and Melaleuceae.

Keywords: Chromosome number; DNA 2C-value; evolution; flow cytometry; genome
size; Myrtaceae; Myrteae; polyploidy.
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Introduction

Throughout the last four decades there has been an increase in the number of
studies aiming the determination of genome sizes (2C-value) in plants, specially
in Angiosperms, where ca. 5150 species have been studied (Bennett and Smith,
1976; Bennett and Leitch 2004, 2005). Among Angiosperms, there is a great
variation in genome sizes, ranging from 0.1 pg to 125 pg (Leitch et al., 1998).
Leitch et al. (1998) and Soltis et al. (2003) proposed a classification for genome
sizes: very small (1C < 1.4 pg), small (1C < 3.5 pg), intermediate (1C ranging 3.51
pg — 13.99 pg), large (1C = 14 pg) and very large (1C = 35 pg). In a phylogenetic
context, Leitch et al. (1998) affirmed that ancestral groups in Angiosperms have
smaller genome sizes when compared to more derived groups.

Myrtaceae have been traditionally divided in two subfamilies: Myrtoideae,
with baccoid fruits and opposite leaves and Leptospermoideae, with capsular
fruits and alternate leaves (Niedenzu, 1893). Recent phylogenetic studies
performed by Wilson et al. (2005) proposed the inclusion of all capsular genera
(traditional Leptospermoideae) in Myrtoideae. In this group, the fleshy-fruited
tribe Myrteae is one the most derived groups and a sister group of capsular-
fruited tribe Eucalypteae (Wilson et al., 2001, 2005). The capsular-fruited tribe
Melaleuceae is more basal in Myrtoideae (Wilson et al., 2001, 2005).

The basic chromosome number for Myrtaceae is x = 11 (Atchison, 1947).
Usually dysploid variations (x = 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 and 14) occur in capsular-
fruited taxa against polyploid variations in fleshy-fruited taxa (Rye, 1979) which
evolved mainly by polyploidy, with various cytotypes (Costa and Forni-Martins,
2006a, b, 2007a). In many cases, the ploidy levels of an organism have been
estimated by morphological characters (cell volume or organism size —

‘gigantism’) or by chromosome counts (Dart et al., 2004). Costa and Forni-

Martins (2006a, b) studied cytotypes of Eugenia hyemalis DC. (2n = 22 and 44)
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and Psidium cattletanum Afzel ex. Sabine (2n = 44, 66, 77 and 88), respectively,
and have not found a very expressive morphological variation among them.

Chromosome counts associated with 2C-value have been applied to
evolutionary studies in several groups. In Sorghum (Poaceae), species with 2n =
10 present large genomes while species with 2n = 20 and 40 have a small genome
holoploid (Price et al., 2005). In Asteraceae, the conjunction of karyotype data,
genome size and GC proportion in the genome corroborate the infra-generic
classification and distribution pattern of part of the genus Hypochaeris (Cerbah
et al., 1999).

If monoploid genome size (1Cx-value) was constant, it would be possible
to estimate the ploidy level of species, with arithmetic progressions, as related by
several authors (Sgorbati et al., 1989; Baird et al., 1994; Brummer et al., 1999).
However, this correlation is not always possible because of structural adaptations
in the genome (Das et al., 1998; Vogel et al., 1999).

In Myrtaceae, reports regarding the nuclear DNA content are scarce. Few
species of capsular taxa (genera Callistemon, Eucalyptus and Melaleuca) have had
the genome size estimated (Ohri and Kumar, 1986; Azmi et al., 1997; Rani and
Raina, 1998; Bennett and Leitch, 2004, 2005). The first species of fleshy-fruited
Myrteae investigated was Psidium guajava L., where the authors found different
2C-values, estimated by Feulgen microdensitometry: 0.7 pg (Bennett and Leitch,
2004) and 1.3 pg (D Ohri, pers. comm.), both samples with 2n = 22. The value of
Orhi is two-fold higher than the value of Bennet and Smith's (1991) sampling. M
Dornelas (our unpublished data) estimated the genome size for ca. 20 species of
fleshy-fruited Myrteae (traditional Myrtoideae) and verified that the genome
sizes of this group was smaller when compared with capsular-fruited species
(traditional Leptospermoideae).

The aim of the present work was to estimate the nuclear DNA amount in

several species of Myrteae, by flow cytometry and to test the relation between
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chromosome number and genome size, the available data for cytotaxonomic

evolution studies in Myrtaceae.

Material and Methods

Plant Material. The material for analysis was collected from plants maintained in
greenhouses or from plants found in natural populations distributed in Brazilian
Atlantic Rain Forest, campo rupestre and Cerrado vegetation. Vouchers of all
species were deposited in the UEC (Universty of Campinas) Herbarium (Table 1).

Chromosome counts. To obtain mitotic metaphases, seeds from all species
studied were germinated in wet paper in Petri dishes kept at 28 ° - 30 °C. The
root tips were pre-treated with 2mM 8-hydroxyquinoline for 24 h, at 8 °C and
fixed in Farmer’s solution. Mitotic and meiotic preparations in microscopic slides
were frozen (-20 °C) and stained with the HCl-Giemsa technique (Guerra, 1983).
The slides were examined under light microscopy and meiotic and mitotic cells
with a good chromosome condensation and spreading were recorded with a
photomicroscope.

Preparation of plant nuclei suspensions for flow cytometry. The chopping
procedure was done in the field and for some of the material was also cultivated.
Young fresh leaves from A. thaliana or from the sampled species were chopped
with a scalpel in 0.5 mL of ice-cold ‘Ottol’ solution [0.1 M citric acid
monohydrate, 0.5 % (v/v) Tween 20; Otto, 1990] in a plastic Petri dish. A large
preparation of Arabidopsis nuclei was made available and maintened frozen.
Immediately before running the samples in the cytometer, both Arabidopsis and
the Myrtaceae samples were defrost and mixed in equal volumes. Sub-samples of
the same Arabidopsis nuclei population were used in all analyzed Myrtaceae
samples. The obtained suspension was filtered through 42 [LIM nylon mesh, and

kept on ice during the collecting process in the field and stored frozen at —20 °C
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until further use. Two volumes of 'Otto II' solution (0.4 M Na:HP04.12H20
containing 2 [JL mL-" [-mercaptoethanol; Otto, 1990) containing propidium
iodide and RNase (each at a final concentration of 50L1g mL-!) were added to the
thawed samples (at 23 — 25 °C) just before being analysed. Samples were run on a
Becton-Dickinson FACSCalibur flow cytometer with an argon laser exciting at
488 nm. Pulse area was detected using FL2-A (585 mean/42 bandwidth) with a
threshold at FLS 35.. The genome size of each sample was calculated using the
mean diploid (2C) genome size estimate for the Arabidopsis Landsberg ecotype
estimated to be 0.32 pg (Bennett and Leitch, 2005) and considering an estimate
of 1 pg equal to 0.978 x 10°bp (Dolezel et al., 2003).

Settings of flow cytometer and calculations. Integral fluorescence together
with fluorescence pulse height and width emitted from nuclei were collected
through a 645-dichroic long-pass filter and a 620-band-pass filter and converted
on 1,024 ADC channels. Prior to analysis, the instrument was checked for
linearity and the amplification was adjusted so that the peak corresponding to 2C
Arabidopsis nuclei was positioned approximately at channel 200. This setting
varied according to the mean DNA content of the species analysed. In some cases
we have set 4C or 8C Arabidopsis nuclei at channel 200 in order to accommodate
the peak mean of the test-species with larger genomes within the graphic frames.
In these cases, we performed additional cross-tests with other large-genome
species (i.e. Caesalpinia echinata and Solanum lycocarpum), to check for the
consistency of the results. The results were obtained in the form of three
graphics: linear-fluorescence light intensity (FL), forward angle (F'S) - versus side
angle (SS) - light scatter and FL pulse integral versus FL pulse height. This last
cytogram was used to eliminate partial nuclei and other debris, nuclei with
associated cytoplasm and doublets (Price and Johnston, 1996). A gate area was
defined such that only single intact nuclei were included in the FL histogram

(Brown et al., 1991). We compared the position of the Go/G1 peak of the sample
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on a histogram with that of the internal reference plant with known nuclear
DNA content (Arabidopsis). For each sample at least 10,000 nuclei were analysed.
The holoploid genome size (Greilhuber et al., 2005) of each sample was calculated
according to the following formula (Dolezel and Bartos, 2005):
Sample 2C DNA content =

[(sample G1 peak mean) / (standard G1 peak mean)| X standard 2C DNA content
(pg DNA).

and the monoploid genome size (Cx-value; Greilhuber et al., 2005) of all species
was also calculated in mass (pg) and Mpb. The mean c.v. (%) for three biological
replicates (three different samples and at least two different runs with minimum

of ten thousand counts per run) for each sample is presented for each species.

Results

Chromosome numbers. We presented the chromosome counts for 30 species
grouped in ten genera. Almost all analysed species are diploids with showed 2n =
2x = 22 chromosomes. The exceptions were two polyploid species of Psidium,
with 2n = 4x = 44: P, acutangulum and P. cattletanum (Table 2).

Nuclear DNA content estimations. We estimated by flow cytometry the
holoploid genome size of 30 Neotropical species of Myrtaceae (fleshy-fruited
tribe Myrteae), belonging to ten genera, as following: subtribe Eugeniinae:
FEugenia (seven species) and Myrciaria (one); subtribe Myrciinae: Calyptranthes
(four) and Gomidesia (two); subtribe Myrtinae: Acca, Accara, Blepharocalyx (one),
Campomanesia (seven), Pimenta (two) and Psidium (three and two varieties).
DNA contents were presented as picogramas of DNA and megabase pairs (Table
2).

The total range of the nuclear DNA content variation observed was 2.45 -

fold (0.478 pg DNA in Myrciaria glazioviana to 1.167 pg in Psidium
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acutangulum), being less expressive in Myrciinae (ca. 1.15 -fold) and Eugeniinae
(ca. 1.33 —fold) than in Myrtinae species (2.35 -fold) (Table 2, Fig. 1). Between
diploids, the mean of holoploid genome size was 0.529 + 0.046 pg DNA (variation
of 1.33 —fold) and from tetraploids, was 1.110 £+ 0.081 pg DNA (variation of 1.11
—fold). It was not possible to recognize groups of large, intermediate or small

genomes. The tetraploids species of Psidium, P. acutangulum and P. cattletanum

had the largest 2C-values (1.167 and 1.053 pg DNA, respectively).

Discussion

Chromosome numbers. Several species had their chromosome numbers previously
reported (Costa & Forni-Martins, 2006a, b, 2007a) but for other species, this is the
first report (Table 2). We obtained new chromosome counts for 16 species of
Myrtaceae (Table 2). The counts of Calyptranthes are new for the genus. Costa
and Forni-Martins (2007a) did not sample this genus in a work of subtribe
Myrciinae. For some species as Campomanesia guaviroba, C. phaea, C. pubescens,
Eugenia hyemalis, E. punicifolia, E. uniflora, Psidium cattleianum and P. guajava
we registered the same chromosome numbers sampled by Costa and Forni
Martins (2006a, b) for other populations (Table 2).

Nuclear DNA content estimations. All data obtained of genome size
estimation are novel for Myrtaceae, except for P guajava, where were found
different 2C-values, estimated by Feulgen microdensitometry: 0.7 pg (Bennett
and Leitch, 2004) and 1.3 pg (D. Orhi, pers. comm.), both samples with 2n = 22.
Following the classification proposed by Leitch (1998) and Soltis et al. (2003), all
of the species analysed present very small genomes (Table 2).

Diploid species with capsular fruits (tribes Eucalypteae and Melaleuceae
sensu Wilson et al., 2005) present holoploid genome sizes ranging between 1.13

(Eucalyptus globulus - Eucalypteae, Azmi et al., 1997) to 3.12 pg of DNA
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(Callistemon rigidus - Melaleuceae, Bennett and Leitch, 2004) (Fig. 1). According
to recent phylogenetic relationships proposed for Myrtaceae (Wilson et al., 2001,
2005), the Melaleuceae tribe is considered basal in Myrtoideae and Eucalypteae
are a sister group of fleshy-fruited Myrteae. For Angiosperms, Leitch et al.
(1998) and Soltis et al. (2003) affirmed that basal groups generally have smaller
genomes when compared to more derived groups. On the opposite, our findings in
Myrtaceae (Myrtoideae) - from 0.48 pg DNA in Myrciaria glomerata (this work)
to 3.12 pg DNA in Callistemon rigidus (Bennet & Leitch, 2004) - do not conform
to these reports, being Callistemon derived in relation to Myrciaria, corroborating
the findings by M Dornelas (our unpublished data). It seems to us premature to
assume that genome size reduction has occurred in this group.

For discussion, we followed the classification of Myrteae sensu Berg (1855-
56, 1857-59), who circumscribe three subtribes in Myrteae, based mainly on
embryo morphology: Eugeniinae, Myrciinae and Myrtinae.

Subtribe Eugeniinae - In this group, the 2C-value variation was 1.33 -
fold, from 0.478 pg in Myrciaria glazioviana to 0.636 pg of DNA for Fugenia
multicostata (Table 2, Fig. 2). For Eugenia, the 2C-value varied from 0.487 pg (E.
crenata) to 0.636 pg (E. multicosta). Costa & Forni-Martins (2007b) provided the
karyotype analysis in some species of Myrtaceae, including four species of
Eugenia. These authors found a little gradual variation in the total chromosome
length in this genus. These authors sampled only E. punicifolia, however using a
different population than the one used here and thus it was not possible to
establish relations between chromosome lengths and genome sizes.

Costa & Forni-Martins (2006a) accessed the chromosome numbers of 31
species founding several polyploidy cytotypes in Fugenia, including E. uniflora
(2n = 22 and 2n = 33), E. hyemalis and E. punicifolia (2n = 22 and 2n = 44). We
found only diploid populations for these species, all with 2n = 22.

Lucas et al. (2007) based on plastid and DNA sequences carried out the
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most recent phylogenetic analysis of Myrteae. They found the traditional
Eugeniinae to be a paraphyletic group, with Myrciaria (into Plinia group) being
derived in relation to Fugenia with large genomes (Eugenia group). However, the
Plinia group was not supported in a Bayesian analysis. It seems to us premature
to assume that genome size reduction has occurred in this group.

Subtribe Myrciinae. According to Lucas et al. (2005, 2007) the
Myrciinae appears as a monophyletic group, while other genera such as Marlierea
and Mpyrcia do not form a natural group. Calyptranthes and Gomidesia are
monophyletic genera, both with bootstrap values (b.s.) of 100 %. We analyses
samples from both genera.

For Calyptranthes, the 2C-values varied 1.15 -fold, ranging from 0.487 pg
DNA in C. lucida to 0.559 pg DNA in C. brasiliensis, and all species showed 2n =
22. The chromosome numbers are novel for the genus (Table 2).

For Gomidesia, the 2C-value variation was not expressive (1.01 -fold), from
0.486 pg in G. schaueriana to 0.492 pg DNA for G. affinis (Table 2). These two
sampled species appears as a monophyletic clade in the Myrcia group (b.s. 89 %)
(Lucas et al., 2007). These chromosome counts for these species also represent
novel data for the genus and no polyploid material was found (Table 2).

The genus Myrcia form a paraphyletic group with Marlierea (into Myrcia
group) and Myrceugenia is monophyletic within the Myrceugenia group (Lucas et
al., 2007). Unfortunately, we did not analyze material for the remaining genera
belonging to this group. The extension of this study for other genera and more
species of the Myrcia group is desirable.

Subtribe Myrtinae. The largest variation in nuclear DNA content (2.35 -
fold) was observed among species of this group. We observed 0.503 pg DNA for
Acca sellowiana and Campomanesia guazumifolia to 1.167 pg DNA to Psidium
acutangulum (Table 2). This variation was due to the polyploid species of

Psidium, with 2n = 44 (Table 2).
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The genus Acca comprises three species, of which only A. sellowiana
occurs in Southern Brazil (Landrum and Kawasaki, 1997). The chromosome
numbers we have observed for the genus, 2n = 22, agrees with previous reports
(Vijayakumar and Subramanian, 1985 - as Feijoa sellowiana). Accara is a
monotypic genus endemic to ‘campos rupestres’ vegetation from Brazil (Minas
Gerais state) (Landrum, 1990) and the chromosome number 2n = 22 was also
unreported for the genus. According to Landrum (1990), these two genera are
closely related. The 2C-value variation between them was inexpressive (0.505 pg
in Accara elegans to 0.503 pg for Acca sellowiana) (Table 2). Acca sellowiana
appears in a more basal position in relation to Campomanesia and Psidium
genera in their monophyletic group (Lucas et al., 2007). Additional studies are
necessary to elucidate the relationships between these genera.

Blepharocalyx comprises three species (Landrum and Kawasaki, 1997),
with only B. salicifolius and B. eggersii occurring in Brazil. We sampled only B.
salicifolius, to which we have obtained 2n = 22 and 2C = 0.512 pg DNA (Table 2).
The taxonomic delimitation of this species is controversial, due to great
phenotypic plasticity (Landrum, 1986). Lucas et al. (2007) considered
Blepharocalyx salicifolius the most basal species among South American
Myrtaceae.

The essentially Caribbean genus Pimenta, has a single species, P
pseudocaryophyllus to whom three varieties have been reported to occur in Brazil
(Landrum, 1986). We observed 2n = 22 for both Pimenta pseudocaryophyllus and
P. dioica and 2C = 0.523 and 0.556 pg DNA, respectively (Table 2). More studies
are necessary for a better characterization of P. pseudocaryophyllus varieties from
Brazil. This genus is monophyletic and is a sister-group to a clade containing
Acca, Campomanesia and Psidium genera, forming the Pimenta group (Lucas et
al., 2007).

The nuclear DNA content of species of Campomanesia varied 1.23 -fold,
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ranging from 0.503 pg (C. guazumifolia) to 0.612 pg DNA (C. laurifolia). All
species analyzed have 2n = 22 (Table 2). Our group have sampled three additional
Campomanesia species with 2C-values ranging from 0.600 to 0.640 pg DNA, and
all showing 2n = 22 (M Dornelas, our unpublished data). Costa & Forni-Martins
(2006b) reported 2n = 22 to other four species and polyploid species were not
observed. The chromosome counts obtained for C. guazumifolia, C. laurifolia and
C. schlechtendaliana are novel for these species. In this genus, the only karyotype
published previously was the one reported for C. pubescens (Costa & Forni-
Martins, 2007b).

The largest variation in nuclear DNA content within this group was
observed to occur in Psidium (2.3 -fold), due to the occurrence of two polyploid
species, P acutangulum and P. cattleianum, showing 2n = 4x = 44 (Table 2). The
only diploid species analysed, P. guajava (common guava; 2n = 2x = 22), showed
little variation in the nuclear DNA content when we compared two cultivated
varieties (red and white guavas) (Table 2). Between polyploid species (2n = 4x =
44) the variation in the nuclear DNA content was also only 1.1 -fold. In this
genus occurs a direct relationship between base chromosome number (x = 11) and
2C-values. The often well-expressed relation between ploidy level and C-values is

now increasingly used for indirect ploidy determination, e.g. in Pilosella,

Asteraceae (Suda et al., 2007).
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Figure 1. Box-plots distribution of 2C-values (pg DNA) in species of Myrtaceae,
according the intrafamiliar classification proposed by Wilson et al.
(2005). The data were obtained from the literature as following: tribe
Eucalypteae: Azmi et al. (1997), Bennett and Leitch (2004), Rani and
Raina (1998); tribe Melaleuceae: Ohri and Kumar (1986), Bennett and
Leitch (2004) and tribe Myrteae: Bennett and Leitch (2004, and this
work). The values inside the boxes represent 50% of sampling (two
quarters) and the external lines the other two quarters of sampling.
The vertical lines inside the boxes represent the median values. All the
values that are less than the min. value, and the ones that are greater

than the max. value are treated as the outliers (o and/or *).

Figure 2. Distribution of 2C-values (pg DNA) and 2n chromosome number
(diamond) in fleshy-fruited Myrteae species. The bars above columns

represent standard deviations.
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Table 1. Fleshy-fruited Myrteae analyzed species and vouchers details. Habitat of origin: AMRF: Amazonian Rain Forest,
ATRF: Atlantic Tropical Rain Forest., CERR: cerrado, CRUP: campo rupestre, MAFR: Middle-Center American Forest.
Brazilian states: Minas Gerais (MG), Parana (PR), Rio de Janeiro (RJ), Sao Paulo (SP) and Distrito Federal (DF). IRC: collector

number of Itayguara Ribeiro da Costa.

Subtribe / Species Habitat Voucher details: State, City, Locality, Collector number
Eugeniinae
Eugenia crenata Vell. ATRF RJ, Rio de Janeiro, RJ’ Botanic Garden, IRC s/n
Eugenia hyemalis Cambess. CRUP MG, Cardeal Mota, Serra do Cipé, IRC 693
Eugenia involucrata DC. ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC 434
Eugenia multicostata D. Legrand ATRF SP, Ubatuba, Nucleo Picinguaba, Agostini s/n
Eugenia punicifolia (Kunth) DC. CERR MG, Cardeal Mota, Serra do Cipé, IRC 687
Eugenia stigmatosa DC. ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC 782
Eugenia uniflora L. ATRF RJ, Rio de Janeiro, Restinga de Marica, IRC 603
Myrciaria glazioviana (Kiaersk.) G.M.Barroso ex Sobral ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC 462
Myrciinae
Calyptranthes brasiliensis Spreng. ATRF MG, Carrancas, IRC 659
Calyptranthes lucida Mart. ex DC. ATRF MG, Serra do Caraca, IRC 684
Calyptranthes spl ATRF PR, Jaguariaiva, Road to Senges, IRC 620
Calyptranthes sp2 ATRF MG, Sao Roque de Minas, Serra da Canastra, IRC 737
Gomidesia affinis (Cambess.) D. Legrand ATRF SP, Iguape, Road to Pariqueracu, IRC 608
Gomidesia schaueriana O. Berg ATRF SP, Ubatuba, Farm’s Beach, IRC 719
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Myrtinae
Acca sellowtana (O. Berg) Burret ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC s/n
Accara elegans (DC.) Landrum CRUP MG, Cardeal Mota, Serra do Cipé, IRC 692
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg CRUP MG, Ouro Branco, Serra do Ouro Branco, IRC 560
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg CERR DF, Brasilia, UnB, IRC 621
Campomanesia guaviroba (DC.) Kiaesrkou ATRF RJ, Rio de Janeiro, RJ’ Botanic Garden, IRC s/n
Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg ATRF RS, Porto Alegre, PUC, cultivated, IRC 780
Campomanesia laurifolia Gardner ATRF RJ, Rio de Janeiro, R]J’ Botanic Garden, IRC s/n
Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum ATRF RJ, Rio de Janeiro, RJ’ Botanic Garden, IRC 645
Campomanesia pubescens (0. Berg) DC. ATRF MG, Cardeal Mota, Serra do Cip6, IRC 691
Campomanesia schlechtendaliana (0. Berg) Niedenzu ATRF RJ, Rio de Janeiro, RJ’ Botanic Garden, IRC s/n
MAFR RJ, Rio de Janeiro, R]J’ Botanic Garden, cultivated, IRC
Pimenta dioica (L.) Merrill
643
Pimenta pseudocariophyllus (Gomes) Landrum CRUP MG, Carrancas, Cachoeira da Zilda, IRC 656
Psidium acutangulum DC. AMRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC 490
Psidium cattleianum Afzel. ex Sabine ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC 489
Psidium guajava L. (white cultivar) ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC s/n

Psidium guajava L. (red cultivar) ATRF SP, Campinas, UNICAMP, cultivated, IRC s/n
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Table 2. Chromosome numbers (2n) and genome size estimations for fleshy-fruited Myrteae species in this work?.

Nuclear DNA content

Subtribe / Species 2n Ploidy 2C range 1Cx 1Cx o
Level 2C (pg) (%)
Min. Max  (Pg) (Mpb)®
Eugeniinae
Eugenia crenata 22* 2« 0.487 +£0.018 0.469 0.505 0.244 238.14 4.65
E. hyemalis 22#% 2 x 0.507 £0.019 0.488 0.526  0.254 247.92 3.89
E. involucrata 22¢ 2x 0.501 £0.019 0.482 0.520  0.251 244.99 4.45
E. multicostata 22%  2x 0.636 £0.024 0.612 0.660  0.318 311.00 4.38
E. punicifolia 22¢  2x 0.634 £0.024 0.610 0.658  0.317 310.03 4.69
E. stigmatosa 22*  2x 0.489 £0.019 0.470 0.508  0.245 239.12 3.46
E. uniflora 22¢ 2x 0.501 £0.019 0.482 0.520  0.251 244,99 4.29
Myrciaria glazioviana 22% 2« 0.476 £0.018 0.460 0.496  0.239 233.74 3.79
Myrciinae
Calyptranthes brasiliensis 22%* 2x 0.559 £ 0.021 0.538 0.580  0.280 273.35 3.12
C. lucida 22%* 2x 0.487 £ 0.018 0.469 0.505  0.244 238.14 4.21
Calyptranthes sp1 22%* 2x 0.512+0.019 0.493 0.531 0.256 250.37 3.52
Calyptranthes sp2 22%* 2x 0.535+0.020 0.515 0.555 0.268 261.62 4.20
Gomidesia affints 22%  2x 0.492 £0.019 0.473 0.511  0.246 240.59 3.64
G. schaueriana 22%  2x 0.486 £0.018 0.468 0.504  0.243 237.65 3.78
Myrtinae
Acca sellowtana 22t 2x 0.503 £0.019 0.484 0.522 0.252 245.97 3.89
Accara elegans 22%  2x 0.505 £0.019 0.486 0.524  0.253 246.95 5.45
Blepharocalyx salicifolius 22%  2x 0.512£0.019 0.493 0.531 0.256 250.37 4.52
Campomanesia adamantium 224 2« 0.586 £0.022 0.564 0.608  0.293 286.55 4.90
C. guaviroba 228 2x 0.596 £0.023 0.573 0.619  0.298 291.44 4.49
C. guazumifolia 22*  2x 0.503 £0.019 0.484 0.522  0.252 245.97 3.89
C. laurifolia 22*  2x 0.612 £0.023 0.589 0.635  0.306 299.27 4.65

C. phaea 228 2« 0.528 £0.020 0.508 0.548 0.264 258.19 4.83
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C. pubescens 228 2x 0.497 £0.019 0.478 0.516  0.249 243.03 3.26
C. schlechtendaliana 22* 2« 0.519 £0.020 0.499 0.539 0.260 253.79 4.06
Pimenta dioica 22%  2x 0.556 £0.021 0.535 0.577  0.278 271.88 5.75
P, pseudocariophyllus 22* 2« 0.523 £0.020 0.503 0.543 0.262 255.75 5.24
Psidium acutangulum 444 4 x 1.167 £ 0.044 1.123 1.211 0.584 572.32 3.27
P, cattletanum 448 4 x 1.053 £0.040 1.013 1.093  0.526 515.48 3.89
P, guajava (white cultivar) 228 2« 0.507 £0.019 0.488 0.526  0.254 247.92 4.32
P, guajava (red cultivar) 228 2« 0.551 £0.021 0.530 0.572 0.276 269.44 5.03

@ The values are given as mean (at least 10.000 nuclei) and standard deviation of the mean of the
holoploid nuclear DNA content (2C, pg DNA) of each species. The 2C range is presented by the
minimum (Min.) and maximum (Max.) value obtained for each species. The monoploid nuclear DNA
content (1Cx) in mass values (pg) and Mpb and the mean sample coefficient of variation of G0/G1 DNA
peak (c.v., %) are also provided for each species.

b1 pg DNA =978 Mpb (Dolezel et al. 2003)

¢ Reference of Costa and Forni-Martins 2006a

4 Reference of Costa and Forni-Martins 2006b

¢ Also found by Costa and Forni-Martins (2006a) in other population

f Determined by Bowden (1945) as Feijoa sellowiana

¢ Also found by Costa and Forni-Martins (2006b) in other population

(*) indicate novel chromosome number for specie

(**) indicate novel chromosome number for the genus

(#) determined by Costa and Forni-Martins (2006a) as Plinia glomerata

(##) determined by Costa and Forni-Martins (2006a) as Fugenia bracteata
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CAPITULO®6

Variacdo no tamanho do genoma em espécies de Psidium (Myrtaceae)
estimadas por citometria de fluxo

Resumo — Psidium (Myrteae) é o género com maior proporcao de espécies polipléides em
Myrtaceae. Visando fornecer subsidios para o entendimento da evolu¢ao da poliploidia
neste género, este trabalho analisou o conteiido de DNA nuclear estimado através de
citometria de fluxo em nicleos isolados e corados com iodeto de propideo. Os nicleos
foram obtidos de folhas jovens de individuos mantidos em casa de vegetagdo ou de
populagées naturais, num total de 10 espécies, quatro delas com nimero cromossémico
conhecido (previamente determinado). A variacao intra-especifica do 2C foi da ordem de
9x, com 2n = 22 observado em somente duas populacdes de P guajava, com as demais
apresentando variac¢des no nivel de ploidia em relacdo a x = 11. Em algumas espécies, a
variacdo inter-especifica de 2C apresentou relagdo direta com o nivel de ploidia, a
excecao de duas espécies, P. cattletanum (2n = 44 e 66) e P. grandifolium (2n = 44). Os

dados obtidos mostraram-se tteis na caracterizacao cariotipica das espécies de Psidium.

Introducao

A familia Myrtaceae tem sido tradicionalmente dividida em duas grandes
subfamilias: Myrtoideae, com frutos carnosos e filotaxia oposta; e
Leptospermoideae com frutos capsulares secos e filotaxia alterna (Niedenzu
1893). Recentemente teve sua circunscri¢ao reavaliada por Wilson et al. (2005),
onde todos os géneros da antiga subfamilia Leptospermoideae foram incluidos em
Myrtoideae. Estudos filogenéticos recentes (Lucas et al. 2005, 2007; Wilson et al.
2001, 2005) enfatizam que a tribo Myrteae é monofilética, no entanto a sua
tradicional circunscri¢do em trés subtribos (Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae,
senso Berg 1855-56, 1856-57) nao é sustentada por estes estudos. As tradicionais
Myrtinae e KEugeniinae formam grupos polifiléticos enquanto Myrciinae

(excluindo-se Myrceugenia) é monofilética (Lucas et al. 2005, 2007).
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Dentre alguns dos géneros anteriormente circunscritos em Myrtinae, Acca,
Campomanesia, Pimenta e Psidium formam um grupo monofilético, constituindo
o Pimenta group (Lucas et al. 2007). O género Psidium é uma dos mais
amplamente distribuidos em Myrteae, ocorrendo em praticamente todos os
biomas no Brasil, desde os campos sulinos até a Amazoénia. Psidium apresenta
posicao mais derivada no Pimenta group e é essencialmente polipléide, sendo o
género com a maior proporcao de espécies polipléides, com os ndmeros
cromossomicos variando de 2n = 22 a 88 (Costa 2004, Costa & Forni-Martins
2006b, Capitulo 1).

A poliploidia é a mais importante variagdo numérica ocorrente nas
plantas, onde as estimativas atingem cerca de 70% das angiospermas (Soltis &
Soltis 2000). E conhecida como um mecanismo que favorece a colonizagio de
novos habitats, ampliando a distribui¢ao geografica e favorecendo o isolamento
reprodutivo entre espécies (Stebbins 1971). Sao relatados diversos casos de
hibridizacao no género (Landrum 1995; Proenga, Com. Pess.; Costa & Forni-
Martins Capitulo 3). A hibridizacdo e a poliploidia sdo reconhecidas como os
principais fatores que promovem a diversidade genética e a especiacao em
plantas, sendo a poliploidia 0 mecanismo evolutivo responsavel pela restauracao
da fertilidade dos hibridos (Stebbins 1950, Grant 1971, Rieseberg 1997).

A citometria de fluxo tem permitido discutir aspectos evolutivos em
diversos grupos (Dolezel et al. 2007). Para Myrtaceae poucas espécies tém seu
valor 2C estimado. A maioria das determinacdes foi realizada para poucas
espécies de frutos secos, como Callistemon rigidus R. Br., C. lanceolatus Sweet,
Eucalyptus globosus Labill, Melaleuca leucadendra L. (Bennet & Leitch 1997,
Bennet & Leitch 2005; Ohri & Kumar 1986). Os primeiros registros para Myrteae
(frutos carnosos) foram feitos para Psidium guajava L., com relatos de diferentes
valores de 2C em individuos com 2n = 22, como 0,7pg (Bennet & Smith 1991) e
1,3pg (Bennet & Leith 1997. Dornelas (2005) estimou o tamanho do DNA em
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cerca de 20 espécies de frutos carnosos (antiga subfamilia Myrtoideae) e verificou
que o genoma delas era menor que os de espécies com frutos secos (antiga
subfamilia Leptospermoideae). Costa et al. (2008, Capitulo 4) refor¢caram estes
resultados ampliando o nimero de espécies amostradas e fizeram sua analise a luz
de estudos filogenéticos recentes que propdem uma nova classificacao
intrafamiliar em Myrtaceae (Wilson et al. 2005). No Capitulo 5, os autores
relataram a relagao direta entre o nimero cromossémico (nivel de ploidia) e o
conteido de DNA nuclear quando comparadas espécies diploides (2n = 22) e
tetraploides (2n = 44).

No intuito de ampliar o nimero de caracteres potencialmente tteis para o
entendimento das relagoes entre as espécies do género Psidium, este trabalho
caracterizou o conteido de DNA nuclear de algumas espécies de Psidium,
estimado por meio de citometria de fluxo, e analisou a relacao entre o valor de 2C,

0 numero cromossoémico e o nivel de ploidia

Material e Métodos

Coleta de material

O material foi coletado a partir de plantas mantidas em cultivo ou a partir
de populacdes naturais distribuidas na floresta atlantica e no cerrado, nas regides
sudeste e centro-oeste do Brasil. Materiais-testemunho das espécies foram
coletados e serdo depositados no Herbario UEC (Unicamp) com duplicatas

enviadas ao Herbario UB (Universidade de Brasilia).

Contagens cromossomicas

Para obter as metafases mitéticas, sementes de todas as espécies foram

germinadas em caixas-gerbox com papel umedecido e mantidas a temperatura de
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28 ° - 30 °C. Os apices radiculares foram pré-tratados com 2mM 8-Hq por cerca
de 24 h, a 8 °C e posteriormente fixadas em Farmer. As preparacdes mitéticas

foram obtidas por esmagamento dos apices radiculares de acordo com a técnica

de Giemsa (Guerra 1983).

Preparacao das suspensoes nucleares para a citometria de fluxo

Amostras de cerca de 4cm? de folhas jovens das espécies foram imersas em
aproximadamente 2ml de tampao Otto V (0,1M &cido citrico monohidratadao +
0,5% Tween 20, segundo o protocolo descrito por Otto 1990); a seguir, as
amostras foram finamente seccionadas com bisturi, no mesmo tampao, numa
placa de Petri descartavel, sendo a solu¢cdo mantida sobre gelo. As amostras de
nucleos assim obtidas foram mantidas a -20°C. Uma aliquota de cada amostra foi
posteriormente diluida em dois volumes de tampao Otto II (0,4M

Na:HPO4.12H>0 e 2ul/ml de B-mercaptoetanol, Otto 1990), contendo iodeto de
propidio e RNAse (50ug/ml). As amostras foram entdo analisadas em citémetro
de fluxo (FacScalibur, Becton Dickson). Os dados sao apresentados em picograms
(pg) de DNA e megapares de bases (Mpb). Foram utilizados como padrao os
nucleos extraidos de Arabidopsis thaliana, onde 2C = 0,32pg de DNA, e 1pg = 978
x 10%pb (Bennet et al. 2000).

Resultados e Discussao

Os dados de tamanho do genoma sao inéditos para a maioria das 10
espécies de Psidium estudadas (Tabela 1), com excecdo de P acutangulum, P.
cattletanum and P. guajava (Bennett & Smith, 1991; Bennett & Leitch, 1997;
Costa et al. 2008, Capitulo 5).

Os nimeros cromossémicos foram previamente determinados, com 2n = 22
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para P guajava (em suas duas variedades), 2n =44 em P acutangulum, em uma
populacao de P. cattleianum, e em duas populagoes de P. grandifolium; e 2n = 66
para outra populacao de P. cattleainum (Costa &Forni-Martins, Capitulo 1). Nao
foi possivel determinar o nimero cromossomico de todas as espécies, devido as
dificuldades de germinacao de sementes, apesar de todas terem sido submetidas
as mesmas condi¢des. Sementes de algumas espécies demoram até sete meses
desde a fase de embebicao até a emissao dos apices radiculares.

Seguindo a classificacdo proposta por Leitch et al. (1998) e Soltis et al.
(2003), todas as espécies apresentam genomas muito pequenos (média de 2C =
1,4pg DNA) (Tabela 1), ndo sendo possivel estabelecer classes de tamanho entre
as espécies analisadas. A variacdo encontrada do valor 2C foi da ordem de 9x
(0,41pg em Psidium spl até 3,69pg em uma populacdo de P larruotteanum)
(Tabela 1).

Para as angiospermas, Leitch et al. (1998) e Soltis et al. (2003) afirmaram
que grupos mais basais tém menores genomas quando comparados com grupos
mais derivados. Do ponto de vista cromossémico, se consideramos que espécies
polipléides derivam a partir de um ou mais estoques dipléides, por hibridizacao
ou autopoliploidia, podemos considerar as espécies dipléides como uma linhagem
ancestral. Nas espécies em que foi possivel a determinagdo do ntmero
cromossémico, a espécie P guajava (2C = 0,507 e 0,551), com 2n = 22 pode ser
considerada mais basal, tendo os menores valores de 2C em relacao aos polipléides
(Figura 1, Tabela 1).

Em geral, houve uma relacao direta entre o nimero cromossoémico, o nivel
de ploidia e o valor-2C. Os menores valores de 2C foram encontrados nas espécies
dipléides (2n = 22), aumentando conforme o nivel de ploidia (Figura 1, Tabela 2).
Dentre as espécies tetraploides (2n = 44) a variacao foi da ordem de 1,56x (0,82
pg até 1,28 nas duas variedades de P. grandifolium). Mesmo assim, os valores de

2C das espécies tetrapléides oscilaram de forma praticamente linear, sendo



207

aproximadamente o dobro de P. guajava (2n = 22) (Figura 1).

Em relacao as duas populacdes de P cattletanum, nao houve uma
correlacao direta entre o numero cromossoémico (2n = 44 e 66) e o valor 2C, pois a
variacdo de tamanho do genoma entre as respectivas amostras foi de 2,76x. Estes
valores fornecem indicios de uma possivel origem alopolipléide do citétipo
hexapléide (entre espécies com tamanho de genoma bastante diferente), uma vez
que, em condigdes de autopoliploidizagdo em relacdo do tetrapléide, o valor 2C
deveria ser da ordem de apenas 1,5pg de DNA. Costa &Forni-Martins (Capitulo 4)
forneceram outros indicios de alopoliploidiza¢ao nestas duas populagdes, com
base na variacdo de sitios de DNAr 45S sdo apresentados. Nesta espécie, foram
relatados 2n = 44, 66, 77, and 88, representando diferentes racas cromossdomicas
ou citétipos. E necessaria a amostragem de conteiido de DNA de um nimero
maior de populac¢des para determinar a natureza dos citétipos polipléides em P,
cattletanum. Dart et al. (2004) caracterizaram citétipos de Arabidosis lyrata,
encontrando correlagao entre o nivel de ploidia e o valor 2C. Leith e Bennett
(2004) analisaram diferentes grupos como Poaceae, Fabaceae, Solanaceae e

Asteraceae, nao encontrando uma relacao direta entre a poliploidia e o conteudo

de DNA nestes grupos.

Para P grandifolium, P. larruotteanum e P. pohlianum, espécies em que
foram analisadas mais de uma popula¢iao, também foi observada varia¢ao no
valor-2C. Porém, em, P. larruotteanum e P. pohlianum ainda nao foi possivel a
determinag¢ao do niimero cromossémico e, em todas, a amostragem dos nucleos
precisa ser refeita devido aos altos valores de coeficiente de variacao (superiores a
5%), como sugerido por Dolezel et al. (2007). Isto também é aplicavel a P,
grandifolium, onde as duas variedades estudadas, cinereum e argenteum,
apresentaram o mesmo nimero cromossémico (2n = 44 e varia¢do no contetido de

DNA da ordem de 1,5x. Além disso, P. grandifolium e P. larruotteanum foram
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recentemente re-circunscritas (Landrum 2003, 2005) agregando diversas outras
espécies reduzidas a sindénimos destas (quatro espécies em P grandifolium e cinco
espécies em P larruotteanum), evidenciando a complexidade taxonémica das
mesmas. K necessario realizar a contagem cromossdmica e estimar o tamanho do
genoma nas demais variedades destas duas espécies para auxiliar na circunscri¢ao
das mesmas.

A aplicagdo das técnica de citometria de fluxo vem se mostrando
promissora para os estudos citotaxondomicos em Myrtaceae, e pode, futuramente,
possibilitar auxiliar no entendimento das rela¢des entre as espécies de Psidium,
bem como entre este e os géneros relacionados (Acca, Campomanesia, Mosiera,
Myrrhinium e Pimenta), fornecendo caracteres adicionais que permitam tracar a
histéria evolutiva deste grupo tao complexo.

Os dados aqui apresentados sdo preliminares. Para parte das espécies, a
amostragem realizada para a quantificacdo do genoma necessita ser refeita. As
condi¢des de extragdo dos nucleos em laboratério (estabilidade do tampao e
congelamento imediato das amostras) dificilmente podem ser replicados em
campo. Para isso, as plantas resultantes das sementes que conseguiram germinar
estao sendo mantidas em cultivo, para posterior coleta e aplicagao da técnica de
citometria de fluxo. Com estas condicoes controladas, serao realizados testes
definitivos com varias outras espécies, onde pretendemos determinar o tamanho
do genoma completo (iodeto de propideo) e a proporcao de bases CG (DAPI) no

genoma.
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Tabela 1. Espécies de Psidium analisadas. 2C: tamanho do genoma em pg de DNA, 1C: tamanho do genoma em megapares de

bases (Mpb), c.v.: coeficiente de variagdo, 2n: niimero cromossémico somatico. As espécies seguidas por (*) necessitam de uma

nova amostragem devido aos valores de c.v. > 5%. Nas epécies com (-) precisam ser feitas as determinagdes do ndmero

cromossdomico.
Species 2C(pg) 1C(Mpb) c.v.(%) 2n Procedéncia
P, acutangulum DC. 1,167 572,12 3,27 44 SP, Campinas
P, cattletanum Afzel ex Sabine (frutos vermelhos) (popl) 2,910 1424.,92 4,95 66 RJ, Rio de Janeiro
P, cattletanum Afzel ex Sabine (frutos amarelos) (pop2) 1,053 514,92 3.89 44 SP, Campinas
P, grandifolium (pop 1) var. cinereum™ 1,280 625,37 8,27 44 DE Brasilia
P, grandifolium (pop 2) var. argenteum™ 0,820 401,14 5,42 44  DF, Brasilia
P, guajava L. (vermelha) 0,551 269,44 5,03 22 SP, Campinas
P. guajava L. (branca) 0,507 247,92 4,32 22 SP, Campinas
P, larruoteanum (popl*) 3,690 1809,67 6,55 - DF, Brasilia
P, larruoteanum (popl*) 2,020 991,26 5,64 -  DEF Brasilia
P, pohlianum var. luridum 1,140 557,84 3,82 - DF, Brasilia
P, pohlianum var. salutare* 1,440 704,47 9,21 - DEF, Brasilia
P, raterrianum (C. Proenca)* 0,510 247,92 10,57 - DEF, Brasilia
Psidium spl™ 0,410 202,13 8,59 - SP Assis
Psidium sp2 0,760 373.48 3.37 - DF, Brasilia
Psidium sp3* 2,430 1191,60 6,80 -  DEFE Brasilia
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Figura 1. Distribuicdo dos valores de conteiido de DNA nuclear (2C), em relacdo ao niimero cromossémico (2n) em espécies de
Psidium
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CAPITULO7

Relacdes filogenéticas entre os géneros de Myrteae (Myrtaceae) a
partir de cinco marcadores moleculares

Resumo — Este trabalho objetiva realizar uma analise filogenética em Myrteae, visando
definir as relagdes de parentesco entre os géneros a partir de seqiiéncias de DNA nuclear
(ITS, ETS) e plastidial (psbA-trnH, ndhF e matK). Foram incluidas nesta analise 94
espécies de 38 géneros da tribo Myrteae. O monofiletismo da tribo foi confirmado e
foram reconhecidos seis grupos informais, correspondendo aos clados com melhores
suportes nas analises de bootstrap e inferéncia bayesiana. Sao eles: grupo Eugenia,
Myrcia, Myrceugenia, Myrteola, Pimenta e Plinia. Apés a busca por caracteres macro-
morfolégicos e biogeograficos e a inclusdo de seqiiéncias para os demais nove géneros da
tribo, espera-se que seja possivel propor uma nova classificagdo para as subtribos de

Myrteae.

Introducao

A familia Myrtaceae é composta por cerca de 3600 espécies agrupadas em 150
géneros (Govaerts et al. 2008), com uma ampla distribuicao nas regides tropicais e
subtropicais do globo, bem como na regido temperada da Austrilia, sendo
considerada uma das mais importantes familias em diversidade de espécies nos
neotrépicos. A grande maioria de suas espécies encontra-se distribuida ao longo
do Cerrado (Castro et al. 1999) e Mata Atlantica (Oliveira-Filho & Fontes 2000),
biomas estes considerados dentre os mais diversificados e ricos em endemismos na
América do Sul (Myers et al. 2000).

A tribo Myrteae DC. (sensu Wilson et al. 2005), abrange cerca de 2500 espécies
em 49 géneros (Govaerts et al. 2008) e, por isso é considerada a tribo mais
diversificada em géneros na familia (Lucas et al. 2007). A classificagao
intrafamiliar nesta tribo, que abrange todos os géneros sul-americanos e alguns

australasianos, tem sofrido severas mudangas (para detalhes consultar Lucas et
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al. 2007).

Estudos filogenéticos a partir de dados macromoleculares, principalmente
com seqiiéncias de genes plastidiais (matK and psbA-trnH) e nucleares (ITS) tem
indicado que esta tribo é perfeitamente monofilética, mas suas tradicionais
subtribos sensu Berg (1855-56, 1857-59), a excecdao de Myrciinae — com a exclusao
de Myrceugenia (exclusivamente neotropical) sao polifiléticas (Wilson et al. 2005,
Lucas et al. 2005, 2007, Mazine 2006). O trabalho mais abrangente em Myrteae é
o de Lucas et al. (2007) onde foi utilizada a maior amostragem em termos de
géneros, enfatizando principalmente as relacdes entre aqueles circunscritos na
tradicional subtribo Myrciinae sensu Berg. Mazine (2006) enfatizou as relagdes
entre os géneros da tradicional subtribo Eugeniinae sensu Berg. Outro importante
estudo foi realizado por Salywon (2003), onde o autor estabeleceu as relacdes
infragenéricas no género Mostiera; e definiu Psidium como seu género-irmao e
parafilético, porem seus estudos foram realizados com apenas um marcador
molecular (ITS).

Os dados de seqiiéncias de ITS, ETS, psbA-trnH e matK (Lucas et al.
2007), indicam que a tradicional divisdo de Myrteae nas trés subtribos propostas
por Berg (1855-56, 1857-59) nao é sustentada, pois sao encontrados seis grupos
informais: Plinia, FEugenia, Myrcia, Myrceugenia, Myrteola e Pimenta. No
entanto, sao obtidos baixos valores de bootstrap para o suporte dos ramos. No
entanto alguns géneros como Blepharocalyx, Luma e Myrceugenia ainda nao tém

posicao filogenética definida (Lucas et al. 2005, 2007).

Diante desta perspectiva, o objetivo deste trabalho é analisar as relagdes
entre os géneros de Myrteae, visando fortalecer os nés dos ramos que receberam
baixa sustentacao estatistica (bootstrap e probabilidade bayesiana) nas filogenias
recentes. Também ¢é objetivo deste trabalho, determinar o monofiletismo de

Psidium e suas relagdes com os géneros afins, incluindo varios outros géneros nao
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amostrados nas filogenias recentes e enfatizando os géneros anteriormente
incluidos na subtribo Myrtinae sensu Berg (1855-56, 57-59) ou grupo Pimenta
sensu Lucas et al.(2007).

Material e Métodos

Amostragem

A amostragem tentou abranger a maior parte da diversidade morfolégica
em Myrteae, sendo incluidos nove géneros adicionais em relagdo ao trabalho de
Lucas et al. (2007). Foram incluidas 94 espécies de 38 géneros de Myrteae (Tabela
1). Como grupo-externo foram selecionados nove taxons dos utilizados por Lucas
et al. (2007) pertencentes a outras seis tribos de Myrtaceae: Eucalypteae:
Eucalyptus perriniana e E. tetragona; Lophostemoneae: Lophostemon confertus;
Melaleuceae: Callistemon comboynensis; Metrosidereae: Metrosideros perforata e
Tepualia stipularis; Tristanieae: Xanthomyrtus compacta e X. montivaga e
Syzygieae: Syzygium jambos. Foram seqiienciadas as regides ITS, ETS
(nucleares), psbA-trnH e ndhF (plastidiais) para a maioria dos taxons amostrados

e utilizadas as seqiiéncias de matK de Lucas et al. (2007), conforme indicado na

Tabela 1.

Extracao, seqiienciamento e alinhamentos de DNA

Para algumas espécies foi realizada a extra¢do de DNA genémico a partir
de 0,3g de folhas desidratadas em silica ou a partir de material de herbario
segundo o método do CTAB (Doyle & Doyle 1987) com algumas modificacgdes.
Para o material desidratado em silica, a precipita¢ao final foi realizada com

etanol 100% a -20°C, enquanto que para o material de herbario, o DNA foi
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precipitado com Isopropanol 100% a -20°C. O DNA foi posteriormente
purificado em gradiente de Cloreto de Césio e Brometo de Etidio (1,55mg/ml). O
gradiente foi submetido a ultra-centrifugacao (40000g) por cerca de 30h e a
banda contendo o DNA foi extraida, sendo o Brometo de Etidio extraido com
Butanol 100% e o restante do material submetido a dialise para extracao do
Cloreto de Césio.

As regides escolhidas foram amplificadas por PCR. Os primers e condicoes
foram os mesmos utilizados no trabalho de Lucas et al. (2007), com algumas
adaptacgbes para as espécies em estudo e encontram-se listados na Tabela 2. Os
produtos de PCR foram purificados usando o QIAGEN®QIAquick™ Spin
Columns, de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. As reacoes de
seqiienciamento foram feitas com o TaqDyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing
Kit™ (Applied Biosystems, Inc.). As seqiiéncias foram editadas utilizando o
software Sequencher v. 4.5 (Gene Codes Corporation). As seqiiéncias foram

alinhadas no olho seguindo as recomendacdes de Kelchner (2000).

Analise filogenética

Todos os caracteres foram tratados com pesos iguais e como caracteres nao-
ordenados (Fitch 1971) e foi conduzida a analise de parcimonia usando o PAUP wv.
4.0 (Swofford 1998). Foram excluidas da andlise as terminacdes das seqiiéncias,
bem como as regides de alinhamento ambiguo. Alguns gaps potencialmente
informativos para géneros serao futuramente codificados.

Foram realizadas buscas heuristicas no PAUP a partir de 1000 replicacoes
usando ordem aleatéria de entrada de taxons, algoritmo TBR (Tree Bisection
Reconnection; branch-swapping; MulTress) sendo salvas 10 arvores em cada
replicacdo segundo recomendacdes de Maddison (1991). A arvore consenso

resultante foi utilizada numa analise de pesagem sucessiva de caracteres (Farris
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1969), onde os indices de consisténcia (CI) foram re-escalados das melhores
arvores e, apos cada re-pesagem dos caracteres, foram realizadas novas buscas
heuristicas desta vez a partir de 10 replicacdes. A analise de bootstrap consistiu de
1000 réplicas. Os valores de bootstrap (bs) foram escalados de acordo com os
critérios propostos por Chase et al. (2000): suporte fraco - 50-74%, moderado - 75-
80% e forte - 85-100%.

Também foi conduzida uma analise bayesiana com os cinco marcadores
juntos usando o programa MrBayes v3.0 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). Os
modelos de substituicdo nucleotidica foram selecionados usando o programa
ModelTest 3.06 (Posada & Crandall 1998). As analises consistiram de 5.000.000 de
réplicas com algoritmo de Monte Carlo. As arvores resultantes foram plotadas em
Microsoft Excell para determinar o ponto de corte na curva de estabilizacao das
arvores. Posteriormente foram excluidas as 50000 primeiras arvores e, o restante
importadas para o PAUP para gerar a arvore consenso com as probabilidades
posteriores (PP) de todos os nés. Foram considerados somente os nés com valores
de PP > 95% conforme os critérios sugeridos por Lucas et al. (2007) e plotados na
arvore consenso resultante busca heuristica apdés a pesagem sucessiva dos

caracteres.

Resultados

A arvore consenso aponta a tribo Myrteae como monofilética, assim como
alguns clados a nivel genérico bem delimitados, porem apresenta baixa resolucao
entre os géneros. Apenas quatro clados receberam suporte estatistico de bootstrap
superior a 50%: Lenwebbia-Lophomyrtus-Neomyrtus (56%), Mostera- Myrrhinium-
Psidium (70%), Neomitranthes-Siphoneugena- Plinia- Myrciaria (81%),

Pilidiostigma- Decaspermum-Octamyrtus- Rhodomyrtus (53%). Os demais clados
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surgem como uma politomia da arvore consenso anterior a pesagem sucessiva dos

caracteres.

Uma das arvores mais parcimoniosas proveniente da analise combinada
com os cinco marcadores (Figura 1) mostra a diferen¢ca marcante no comprimento
dos ramos entre os taxa amostrados (tribo Myrteae) e os demais utilizados como
grupo externo, fornecendo indicios que a diferenciacido dos taxons sul-americanos

foi muito rapida em relacao ao restante da familia.

A analise consenso resultante das pesagens sucessivas de caracteres (Figura
2) mostra seis clados com resolucao em nivel de género, a maioria deles
congruente com as buscas heuristicas simples: Mosiera- Myrrhinium-Psidium
(98%), Eugenia-Myrcianthes (67%), Lenwebbia-Lophomyrtus-Neomyrtus (62%),
Myrciaria- Neomithantes-Siphoneugena- Plinia (93%), Pilidiostigma-
Decaspermum-Octamyrtus- Rhodomyrtus-Rhodamnia (68%). Todos eles também
receberam suporte de probabilidade bayesiana superior a 95% juntamente com
outros clados ndo sustentados pelos bootstrap: Amomyrtus-Legrandia, Myrcia
sensu lato (Calyptranthes, Gomidesia, Marlierea e Myrcia) e Blepharocalyx

cruckshankssii- Luma- Myrceugenia (Figura 2).

A probabilidade bayesiana também sustenta os taxons sul-americanos
como um grupo monofilético, a excecdo de Accara elegans que surge como grupo
irmao de Myrtus communis, juntamente com os taxons australasianos e
Blepharocalyx salicifolius, como irmao dos demais géneros de Myrteae (Figura 2).
Também é possivel reconhecer os seis grupos informais propostos por Lucas et al.
(2007). Apesar de unir os dados de cinco marcadores moleculares, a espinha
dorsal da arvore ainda carece de suporte estatistico a exce¢do da tribo Myrteae

(98%) e do clado contendo dois dos grupos informais propostos por Lucas et al.

(2007).

O género Psidium é monofilético e as relacdes de parentesco entre os
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géneros proximos foram esclarecidas, sendo Myrrhinium o seu género-irmio e
estes dois géneros num mesmo clado com o género Mosiera (Figura 2). A
monofilia do grupo Pimenta de Lucas et al.(2007) foi sustentada apés a inclusao
dos géneros Mosiera e Myrrhinium (anteriormente pertencentes a subtribo
Myrtinae sensu Berg) e a ampliacdo da amostragem dos géneros Campomanesia,
Pimenta e Psidium. Este grupo recebeu suporte de probabilidade bayesiana,
sendo dividido em dois clados principais: Amomyrtus-Legrandia e Acca-Mosiera-

Myrrhinium- Psidium- Pimenta-Campomanesia.

Discussao

De maneira geral, a topologia da arvore consenso obtida ‘e similar a
encontrada por Lucas et al. (2007), porém quatro principais exceg¢des foram

evidenciadas neste trabalho, sendo estas evidenciadas por setas na Figura 2.

O género-irmao dos taxons de Myrteae e a espécie australasiana
Myrtastrum rufupunctatum, no entanto existem incongruéncias entre as analises
de parcimoénia e bayesiana. Nas analises bayesianas M. rufupunctatum emerge
como grupo—irmao de todos os demais géneros de Myrteae, enquanto que nas
analises de parcimoénia ele fica dentro do grupo Australasiano, porém sem

suporte.

Neste trabalho, M. communis forma um clado bem sustentado (bs e PP)
com Accara elegans, uma espécie endémica das cadeias montanhosas do sudeste
do Brasil (Cadeia do Espinhaco, no estado de Minas Gerais, Landrum 1990). Esta
¢ uma das mais significativas diferencas em relacao aos trabalhos de Lucas et al.
(2007), porém as analises de parciménia e inferéncia bayesiana, separadamente,
sdo incongruentes. A arvore sensu sitricto anterior a pesagem sucessiva dos

caracteres (nao mostrada aqui) coloca A. elegans como grupo-irmao de
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Campomanesia e M. communis como irmao do restante da tribo Myrteae,
enquanto a analise bayesiana coloca as duas espécies como irmas a Gossia, um
género que pertence formalmente ao clado australasiano de Lucas et al. (2007).
Ambos os arranjos tem suporte estatistico, mas a extrema diferenca na posicao
pode ser devido a erros de leitura no seqiienciamento devido a particao dos dados
pra analise bayesiana. Neste caso, a topologia apresentada pela parcimonia,
parece mostrar o arranjo mais provavel, especialmente porque Accara
compartilha muitos caracteres morfolégicos com Acca como flores tetrameras,
vasos com perfuracdes simples, placenta bi-lamelar e testa das sementes

membranosas (Landrum 1990).

Outra excecdo ao trabalho de Lucas et al. (2007) refere-se a posi¢ao de
Blepharocalyx salicifolius, que em suas analises surgia como grupo-irmao dos
demais taxons sul-americanos, neste trabalho, B. salicifolius ainda surge na base
de Myrteae em um clado com Austromyrtus dulcis, porém sem sustentagao

estatistica de bootstrap e probabilidade bayesiana.

Os seis grupos informais propostos por Lucas et al. (2007) também sao
sustentados, no entanto as relagdes entre eles ainda permanecem obscuras, como
a posicao de Algrizea como grupo-irmao do grupo Plinia; as relacdes entre os

grupos Myrceugenia e Myrcia+Plinia e entre os grupos Fugenia e Pimenta.

Os arranjos bayesianos sugerem que o grupo Myrteola é irmado do grupo
Pimenta + grupo Eugenia, com Campomanesia irmao do clado contendo Acca,
Mosiera, Myrrhinium e Pimenta. As analises de parcimoénia colocam Myrteola
como irmao de um clado composto por Campomanesia + Accara, sendo este clado
irmao do restante do grupo Myrteola (Lenwebbia, Lophomyrtus, Neomyrtus e
Ugni). O grupo Myrteola é fortemente sustentado pela sinapomorfia de

perfuragdes escalariformes, e a analise de parcimonia retira Lenwebbia deste
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grupo, o que pode ser sustentado pelo fato de Lenwebbia possuir placas de
perfuragao simples e escalariformes.

A adicao de seqiiéncias de outro marcador plastidial (ndhF) e de taxons
extras em relagao ao trabalho de Lucas et al. (2007) foi bem sucedida pois deu
idéia de onde taxons previamente nunca amostrados foram colocados (como por
exemplo, Mosiera, Myrrhinium, Lenwebbia) mas nao teve muito sucesso em
aumentar o suporte estatistico para a topologia. Mais tempo é necessario para
interpretar e checar todos os dados obtidos. Uma andlise de cada um dos
conjuntos de dados em separado é necessaria para checar as incongruéncias entre
as analises de parcimonia e probabilidade bayesiana. Estudos futuros requerem a
adi¢cao de mais marcadores plastidiais e talvez a remocao de uma das regioes

nucleares que deram origem a resultados incongruentes.
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Tabela 1. Taxons amostrados, com respectiva origem, detalhes do voucher e tipos de seqiiéncias utilizadas. As espécies marcadas

com (x) foram amplificadas e seqiienciadas para este trabalho. Para algumas seqiiéncias de ndhF, foram utilizadas as mesmas
amostras de DNA dos trabalho de Lucas et al. (2007) e incorporadas ao banco de DNA de Kew e estao marcadas com (*). (-)
seqiiéncias ausentes na matriz. Para as demais espécies foram utilizadas as seqiiéncias geradas por Lucas et al. (2007) e submetidas

ao GenBank.

Espécies Origem Voucher ITS ETS psbA-trnH ndhF matK
Acca sellowiana Cult. RBG Kew Lucas 205 AM234067 AM489807 AM480073 * AM480073
Accara elegans Brasil, Minas Gerais I R Costa 670 X X x
Algrizea macrochlamysl Brazil, Bahia J Urdampilleta 404 X X x X
Giulietti & Harley
Algrizea macrochlamys2 Brasil, Bahia 1648 AM234126 AM489890 AM489809 AMA489975
Amomyrtus luma Cult. RBG Edinburgh RBGE 1996-1065 AM234073 AM489892 AM489811 x -
Amomyrtus meli Cult. RBG Edinburgh RBGE 1996-1083 AM234069 AM489891 AM489810 x AM489976
Austromyrtus dulcis Cult. RBG Melbourne Belsham M77 AM234133 AM489894 AM489813 X AM489977
Blepharocalyx cruckshanksit Cult. RBG Edinburgh RBGE 1998-073D AM234070 AM489895 AM489814 x AM489978
Blepharocalyx salicifoliusl Brasil, Minas Gerais IR Costa 560 X X x x -
Blepharocalyx salicifolius3 Brasil Lucas 78 AM234084 AM489896 AM489815 X AM489979
Callistemon comboynensis Cult. RBG Kew Lucas 206 AM234140 AM489897 AM489816 X -
Calyptranthes concinna Brasil Lucas 74 AM234103 AM489898 AM4809817 x AM489980
Calyptranthes kiaerskovit British Virgin Islands  Pollard 1194 AM234105 AM489900 AM4389819 X AM489981
Campomanesia aromatica Brasil, Bahia M Ibraim 140 X X X b
Campomanesia dichotoma Brasil, Bahia M Ibraim 123 X X X X
Campomanesia guaviroba Brasil, Parana I R Costa 613 X X x X
Campomanesia laurifolia Brasil, Cultivo I R Costa, s.n X X X -
Farinaccio & Costa
Campomanesia pubescens Brasil 1669 AM234077 AM489903 AM489903 X
Decaspermum humile Cult. RBG Melbourne Bellsham M82 AM234128 AM489905 AM489824 -
Eucalyptus perriniana Cult. RBG Kew Lucas 283 AM234139 AM489907 AM489825 X AM489985
Eucalyptus tetragona Australia, Victoria Udovic 177 AF190364 AM489906 AF190381 AM489984
Eugenia nitida X X X X
Eugenia punicifolia French Guiana Prevost 4724 AM234087 AM489909 x X



Eugenia stictosepala
Eugenia sulcata
Eugenia uniflora
Gomidesia flagellaris
Gomidesta schaueriana
Gomidesta tijucensis
Gossia hillii

Gossia inophloia
Legrandia concinna

Lenwebbia prominens
Lophomyrtus bullata

Lophomyrtus obcordata
Lophostemon confertus
Luma apiculata

Luma chequen

Marlierea acuminata
Marlierea eugeniopsoides
Marlierea obscura
Metrosideros perforata

Mosiera contrerasit

Mosiera cuspidatum

Mosiera ehrenbergii

Mosiera gracilipes
Mosiera longipes
Mosiera xerophytica
Myrceugenia alpigena

Myrceugenia lanceolata

Myrceugenia leptospermoides

Brasil

Brasil

Cult. RBG Kew
Brasil

Brasil

Brasil

Cult. RBG Melbourne
Cult. RBG Melbourne
Cult. RBG Edinburgh

Cult. Dunedin Botanic
Gardens
Cult. Dunedin Botanic
Gardens

Australia, Victoria
Cult. RBG Kew
Cult. RBG Edinburgh

Brasil
Brasil
Cult. RBG Kew

Mexico, Quintana Roo
Dominican Republic,
Los Haitises

Cult, ASU

Dominican Republic,
Cordillera Central

U. S. A., Florida
Puerto Rico, Guanica
Brasil

Cult. RBG Edinburgh
Cult. RBG Edinburgh

Zappi 406

Lucas 63

Lucas 207

Lucas 83

Lucas 62

Zappi 305
Belsham M78
Belsham M79
RBGE 1999-0656

Belsham M31

Belsham M41
Udovic 337

Lucas 208

RBGE 1998-0725G

Lucas 61

Lucas 88

Lucas 209
Salywon & Puente

Salywon et al. 1350
Landrum et al. 7375

Salywon et al. 1300
Salywon 1183
Salywon et al. 783
Lucas 167

RBGE 1998-0662
RBGE 1989-1714C

225

AM234086
AM234089
AM234088
AM234113
AM234112
AM234110
AM234132
AM234131
AM234072

X

AM234145

AM234146
AF048897
AM234101
AM234102
X

AM234107
AM234109
AM234141

X

X
X
X
AM234098
AM234074
AM234075

AM489908
AM489911
AM489910
AM489918
AM489917
AM489915
AM489920
AM489929
AM489921

X

AM489923

AM489924
AM489925
AM489926
AM489927
X

AM489928
AM489930
AM489931

X

X
X
X
AM489937
AM489932
AM489933

AM489827
AM480829
AM489828
AM4489836
AM489835
AM489833
AM489838
AM489837
AM489839

AM489841

AM489842
AF190368
AM489843
AM489844
X

AM489845
AM489847
AM489848

X

AM489854
AM489849
AM480850

A

* A

[ B B IS <

[T T A

X

X

AM489987
AM489986
AM489989
AM489988

X

AM489990

AM489992

AM489993
AM489994
AM489995

X

AM489996
AM489997
AM489998

AM489999



Myrceugenia myrcioides
Myrceugenia ovata
Myrceugenia planipes
Myrcia laruotteana
Myrcia multiflora
Myrcia rostrata
Myrcianthes pseudomato
Myrcianthes pungens
Myrciaria cauliflora

Myrciaria sppbra

Myrrhinium atropurpureum var

atropurpureum

Myrrhinium atropurpureum var

octandrum

Myrtastrum rufup unctatum

Myrteola nummularia

Myrtus communis

Neomitranthes cordifolia

Neomyrtus pedunculata
Octamyrtus pleiopetala
Pilidiostigma glabrum
Pilidiostigma tropicum
Pimenia dioica

Pimenta haitiensis

Pimenta pseudocaryophyllus

Pimenta racemosa
Pimenta racemosa ozua
Plinia pauciflora
Psidium acutangulum

Psidium cattletanum

Brasil

Cult. RBG Edinburgh
Cult. RBG Edinburgh
Brasil

Brasil

Brasil

Bolivia

Argentina

Cult. RBG Kew

Brasil, Rio de Janeiro

Brasil, Parana

Cult. RBG Kew

Cult. RBG Edinburgh
Cult. Dunedin Botanic
Gardens

Irian Jaya

Cult. Australia
Cult. Australia
Cult. RBG Kew
Cult. JBSD
Brasil

Cault.

Cult. JBSD
Brasil

Brasil, Cultivo

Cult. RBG Kew

Lucas 82

RBGE 1998-2353C
RBGE 1998-1561B
Mello Silva 1705

Lucas 65
Lucas 73
Beck 9667

Tressens et al 5481

Lucas 210

Lucas 211

RBGE 1996-1096

Belsham M42

Johns s.n.

Cameron s. n.

Snow 7760
Lucas 212
Salywon s.n
Lucas 161
Holst 8866
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Tabela 2. Primers e condi¢cdes de PCR para amplificar as regides nucleares (ITS e ETS) e
plastidiais (psbA-trnH e ndhF).

Regiao Primers  Referencia Condicoes de corrida
ITS ABI101 F  Sun et al. (1994) 2 min / 94°C,
AB102 R 30-35 ciclos: 1 min / 94°C,

1 min / 52°C,
1 min / 72°C,
7 min / 72°C
ETS Myrt F Lucas et al. (2007) 1 min / 94°C,
18S R Wright et al. (2001)  30-35 ciclos: 1 min / 94°C,
1 min / 50°C,
1 min / 72°C,

7 min / 72°C
psbA-trnH  psbA Hamilton (1999) 2 min / 94°C,
trnH 30-35 ciclos: 1 min / 94°C,

1 min / 48°C,
1 min / 72°C,

7 min / 72°C
ndhF 1252F Biffin et al. (2006) 4 min / 94°C,
2063R 30-35 ciclos: 1 min / 94°C,

1 min / 55°C,
1 min / 72°C,
7 min/ 72°C
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Tabela 3. Caracteristicas das seqiiéncias utilizadas.

ITS ETS psbA-trnH nhdF matK Combined
Total de Caracteres 889 431 729 878 859 3147
Caracteres constantes 509 134 385 425 682 1803
Caracteres nao informativos 136 68 169 213 103 553

Caracteres informativos (%)

244 (27,5%)

229 (53,1%)

175 (24,0%)

240 (27,3%)

74 (8,6%)

791 (25,1%)




Figura 1. Uma arvore simples das 1350

arvores mais
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de ITS, ETS, psbA-trnH, ndhF e matK.
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OONSIDERAQOESFINAIS

Apés compilar dados cromossémicos de cerca de 900 registros de literatura
correspondendo a 568 binémios, os dados discutidos a luz das novas classifica¢des
intrafamiliares em Myrtaceae puderam ser interpretados de maneira mais
completa. Em varias linhagens terminais, a poliploidia surgiu de maneira
independente (16% das espécies). Apesar de menos comum, espécies displéides
sao relatadas em quatro tribos (Chamelaucieae, Melaleuceae, Myrteae e
Syzygiae). E observada uma reducao drastica de nimeros cromossémicos em
relagio a x = 11, chegando a x = 5 e x = 6 na tribo Chamelaucieae
(australasiana), clado que também concentra metade dos registros polipléides em
Myrtaceae.

Apesar da alta freqiiéncia do niimero cromossémico x = 11, a ocorréncia de
26% de poliploidia, incluindo 14% de espécies com citétipos ressaltam a
importancia da poliploidia na evolu¢ao de Myrtaceae, principalmente na tribo
Myrteae. Em dois dos principais géneros distribuidos nos neotrépicos, Eugenia e
Psidium e em Decaspermum, essencialmente australasiano, sio registradas a
maior parte das variagdes polipléides de Myrteae, podendo este ser um dos
fatores que favoreceu a distribuicao geografica de Fugenia e Psidium, em relacao
aos demais géneros de Myrteae. Poucos registros de polipléides sao observados em
Myrteola e Myrcia. A abrangéncia deste estudo representa pouco mais de 100
espécies (4,1% do total) e metade dos géneros da tribo Myrteae (25 de 47 no
total).

Em termos de morfologia, os cromossomos em Myrteae sdo pequenos

(<2um). No entanto, é observado certo grau de assimetria nos caridtipos de

Myrteae quando comparadas com alguns taxons de frutos secos (Eucalyptus),

onde predominam cariétipos altamente simétricos com todos os cromossomos
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metacéntricos.

Apesar do tamanho pequeno dos cromossomos e das dificuldades
metodolégicas enfrentadas, a aplicagao da técnica de FISH com a seqiiéncia de
rDNA 455 forneceu subsidios para a diferenciacao de espécies em alguns
complexos do género Psidium, bem como indicou a possivel origem alopolipléide
em um par de citétipos de Psidium cattleianum. A variacao no nimero de sitios
de hibridacdo pode ser utilizada como carater adicional em discussdes
taxonomicas e evolutivas futuras, principalmente apés a aplicacao desta técnica
em outras espécies, bem como a utilizacao de outros marcadores moleculares,
como rDNA 5S e sequéncias teloméricas. Vale ressaltar que este é o primeiro
trabalho com a aplicacao de técnicas de citogenética molecular em Myrtaceae.

Quanto a variagdo no tamanho do genoma, os dados obtidos também
representam abordagens inéditas para estudos evolutivos na familia. O tamanho
do genoma em Myrteae é pequeno (da ordem de 0,5pg de DNA por nicleo
haploide) e apresenta uma pequena variacdo entre as 30 espécies analisadas,
sendo cerca de 2,5x superior nas espécies tetraploides. Em termos gerais, taxons
de frutos secos, como Eucalypteae e Melaleuceae, apresentam genoma 2-6 vezes
maior em relacio a Myrteae. Dentro de Myrteae, a variacdo no tamanho do
genoma foi da ordem de 9x em Psidium, tamanho este muitas vezes associado ao
nivel de ploidia. Os resultados obtidos para espécies do complexo Psidium
grandifolium podem ser utilizados na discussdo taxondémica das espécies deste
complexo. Para os citétipos de P cattletanum, a variacao no tamanho do genoma
também forneceu indicios sobre a evolugao alopolipléide entre as populacoes
tetra- e hexaploide desta espécie.

A analise filogenética em Myrteae, utilizando-se de seqiiéncias de DNA
nuclear (ITS, ETS) e plastidial (psbA-trnH, ndhF e matK) para 94 espécies de 38
géneros confirmou o monofiletismo da tribo. Este estudo, embora preliminar,

mostrou que a tribo Myrteae é composta por sete clados principais, com suporte
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de bootstrap (> 50%) ou probabilidade bayesiana > 95%. Nesta analise foram
reconhecidos sete grupos informais, que equivalem aos clados evidenciados pelas
andlises macromoleculares, sendo eles: grupo Eugenia, grupo Myrceugenia, grupo
Myrcia, grupo Myrteola, grupo Pimenta, grupo Plinia e grupo Australasiano, que
possivelmente venham a receber status de subtribo. Futuramente, sera realizada a
busca por caracteres macromorfolégicos e biogeograficos que sustentem uma

nova proposta de classificacao para os géneros desta tribo.
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