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Heterogeneidade nos Habitats de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) correlagdo com
variagfes no tamanho e forma foliar

RESUMO:

Eugenia uniflora é nativa do Dominio Floresta Atlantica (AFD) e pode ser encontrada
crescendo naturalmente nos distintos ambientes que compde a AFD. Nos diversos habitats em
que esta espécie ocorre, ela apresenta morfologias distintas bastante aparente. Cresce como um
arbusto ou pequena arvore na vegetacdo de planicie costeira arenosa préxima ao oceano no
sudeste e nordeste do Brasil (restinga adjacente) e como uma arvore nas matas ciliares na parte
sul da AFD. Comunidades vegetais na periferia da AFD estdo mais sujeitas a condicOes
ambientais extremas em contraposicdo as plantas de floresta ombroéfila densa. As populacGes
de E. uniflora sdo fortemente estruturadas com haplétipos diferentes em suas frequéncias,
podendo ser associados aos ambientes distintos, tal associacdo é relevante ora que as plantas
podem expressar morfologias como resposta genética de adaptacéo ao habitat que se encontra.
Desta maneira a forma e o tamanho das folhas foram analisados através de morfometria
geomeétrica, construindo bibliotecas de 54 imagens de exsicatas ao longo da ocorréncia da
espécie na AFD, 41 imagens de plantas coletadas na natureza em dois ecossistemas (restinga
adjacente e mata ciliar) da AFD e 54 imagens de plantulas provenientes dos mesmos ambientes
das matrizes crescidas em casa de vegetacdo. Os resultados das analises apontaram uma
diferenciagdo da forma e tamanho da folha de E. uniflora de acordo com sua ocorréncia nos
diferentes ambientes na AFD, plantas de restinga frequentemente possuem folhas com base
arredondada e apice obtuso e sdo maiores, plantas de mata ciliar possuem folhas com base
atenuada e apice agudo e de menor tamanho. Os resultados morfolégicos da folha refletem o
padrdo das duas linhagens evolutiva da parte sul e norte da AFD identificadas a partir de
marcadores neutros plastidiais. A variabilidade alélica entre as populacGes e as diferencas
genéticas, corroboram para a aceitacdo de que possa estar ocorrendo a separacdo da espécie em

variedades com caracteristicas genéticas adaptativas selecionadas por pressées ambientais.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: pitanga — mata ciliar — restinga - variagdo morfologica
- adaptacéo evolutiva.
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Heterogeneity in the Habitats of Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) correlation with
variations in leaf size and shape

ABSTRACT:

Eugenia uniflora is native to Atlantic Forest Domain (AFD) and can be found growing naturally
in the different environments that make up the AFD. In the diverse habitats in which this species
occurs, it presents distinct morphologies quite apparent. It grows as a shrub or small tree in the
sandy coastal plain vegetation close to the ocean in southeastern and northeastern Brazil
(restinga) and as a tree in riparian forests in the southern part of the AFD. Plant communities
on the periphery of the AFD are more subject to extreme environmental conditions than plants
from dense rainforests. Eugenia uniflora populations are strongly structured with different
haplotypes in their frequencies, which can be associated with different environments. Thus, the
shape and size of the leaves were analyzed using geometric morphometric, building libraries of
54 images of exsiccated throughout the occurrence of the species in the AFD, 41 images of
plants collected in nature in two ecosystems (adjacent sandbank and riparian forest) of the AFD
and 54 images of seedlings from the same environments as the matrices grown in a greenhouse.
The results of the geometric morphometric analysis showed differentiation in the shape and size
of the E. uniflora leaf according to its occurrence in different environments in AFD, restinga
plants often have leaves with rounded base and obtuse apex and larger, ciliary forest plants have
leaves with attenuated base shape and acute apex and smaller size. The morphological results
of the leaf reflect the pattern of the two evolutionary lines of the southern and northern part of
the AFD identified from neutral plastid markers. The allelic variability between populations
and genetic differences corroborate supposition to accept that species may be separated into
varieties with adaptive genetic characteristics selected by environmental pressures.

KEYWORDS: Pitanga — Restinga — Riparian Forest — variations in morphometric - adaptive
evolution.



76
77

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

INTRODUCAO

A América do Sul é um dos principais centros de biodiversidade da Terra, abrigando em
seu territdrio ‘hotsposts’ que representam 2% da biodiversidade do planeta (Myers et al., 2000).
A vasta variedade de formas e habitats bioldgicos no continente possui relacéo direta com as
biogeografias que compdem seus biomas e/ou ecorregides (Morrone 2006, 2014). Atras apenas
do Dominio Amazénico, o Dominio Floresta Atlantica, (AFD: Atlantic Florest Domain) (Joly
et al., 1999) possui a segunda maior floretas tropical umida da América do Sul, porém sua
definicdo deve ser abrangente pois engloba em seu territério florestas tropicais, semideciduas e
subtropicais meridionais (Oliveira-Filho & Fontes 2000). Comunidades vegetais podem estar
sujeitas a condi¢des ambientais distintas de acordo com sua localizagdo na AFD, assim como a
sobrevivéncia da espécie pode se relacionar diretamente as capacidades de ocupacdo de mais
de um nicho fitogeografico no dominio (Turchetto-Zolet et al., 2013; Scarano et al., 2002,
2009). Comunidades na periferia do AFD estdo mais sujeitas a condi¢cdes ambientais extremas
em contraposicdo as plantas de floresta ombréfila densa, como por exemplo, em ambientes de
restinga, a seca, salinidade, baixo teor de nutrientes sdo fatores limitantes para populacdes ali
estabelecidas (Lacerda et al., 1993). Neste contexto é natural que esperemos observar que
espécies amplamente distribuidas no AFD possam apresentar variacbes morfoldgicas
selecionadas ao longo de suas historias evolutivas ou por plasticidade fenotipica.

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida no Brasil como pitanga, pertence a
Myrtaceae (Govaerts et al., 2011), uma das familias de angiospermas mais ricas em espécies
do Neotrdpico. Nativa da América do Sul possui ampla distribuicdo geogréfica, ocupando
ambientes tropicais, subtropicais no AFD (Oliveira-Filho & Fontes, 2000) e ainda ecossistema
de restinga adjacente (Scarano, 2002). Eugenia uniflora ocorre no Brasil, do Rio Grande do Sul
até Pernambuco, bem como ao nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai (Fig. S1). E uma
espécie que se desenvolve em diversos habitats e apresenta morfologias distintas bastante
aparente, de acordo com o ambiente que se localiza. Apresenta-se com arbusto ou pequena
arvore na vegetacdo de planicie costeira arenosa com influéncia marinha no sudeste e nordeste
do Brasil (restinga adjacente) ou como arvore na parte sul da Floresta Atlantica (floresta
ombrofila densa, pastagem esteparia, formacdo pioneira e matas ciliares) (Oliveira-Filho &
Fontes, 2000; Almeida, Faria & Da Silva, 2012; Lucas & Bunger, 2015). Ao longo de sua
distribuicdo geogréfica E. uniflora aparenta ter morfologia foliar ndo uniforme, facilmente
observaveis em campo e mantidas mesmo quando cultivadas em casa de vegetacdo (Margis et

al., ‘unpubl. data’), desta maneira emergem-se questionamentos sobre a quantificacdo da forma
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das diferengas observadas visualmente e quais seriam 0s mecanismos por detras dessa
expressao na morfologia das pitangueiras.

Historicamente a regido chamada ‘Portal de Torres’, localizada aproximadamente entre
29° e 30°S, é reconhecida como uma importante barreira fitogeografica (Rambo, 1950). Estudos
prévios revelaram um interessante padrdo de dindmica e evolucao populacional para E. uniflora
na Mata Atlantica, nos quais a espécie apresenta alta variabilidade genética entre as populacdes
em nivel regional e um limitado fluxo génico ao sul da distribuicdo (abaixo do portal de Torres-
RS), contraposto as populacdes ao norte da distribuicdo (acima do portal de Torres-RS) que
possuem baixa variabilidade (Margis et al. 2002, Salgueiro et al. 2004, Turchetto-Zolet et al.
2016). As populagdes de E. uniflora sdo fortemente estruturadas com haplotipos diferentes em
suas frequéncias, podendo ser associados a ambientes distintos, como as areas de restinga no
sudeste e nordeste da distribuicdo e a areas florestais no sul da distribuicdo, caracteristicas
genéticas estas usadas na elaboracdo da hip6tese evolutiva da espécie, a qual sugere duas
linhagens evolutivas principais para E. uniflora com divergéncia de 4.6 Myr. (Turchetto-Zolet
et al., 2016). Um estudo recente que se encontra em fase de avaliacdo aos pares (Veto et al.
‘unpubl. data') analisou marcadores SNPs (Polimorfismos de nucleotideo Gnico) em populagdes
de E. uniflora provenientes de ambientes de restinga/norte e florestais/sul e demonstrou o
mesmo padrdo de estruturacdo e diversidade genética. Além disso, o estudo identificou uma
série de SNPs associados a caracteristicas ambientais como temperatura e pluviosidade,
sugerindo fortes indicios para a adaptacdo local dessas populacBes. Esses estudos fizeram
importantes contribui¢bes para a compreensdo da historia evolutiva dessa espécie e corroboram
com a ideia de que E. uniflora é um bom modelo para estudos de variacao adaptativa como uma
resposta ambiental. Apesar de todas as contribui¢des feitas por esses estudos, ainda temos varias
questdes em aberto para entendermos por completo a histdria dessa espécie bem como a historia
da Floresta Atlantica.

A morfometria geométrica (MG) permite estudar a forma de um organismo como um
todo e almeja ndo somente quantificar as formas bioldgicas, mas ainda fazer inferéncias sobre
as causas que levam as diferencas entre forma e tamanho. (Monteiro & Reis, 1999). Estudos de
quantificacdo da forma dos organismos podem ser relacionados a variagdo geogréafica
intraespecifica, taxonomia, sistematica e evolucéo de caracteres morfoldgicos (Marcus et al.,
1996; Zelditch et al., 2004), possibilitando inferéncias métricas de que os fatores ecologicos
podem ter forte influéncia na aptiddo de determinadas populagdes naturais. Nas analises de
morfometria geométrica a forma é resumida por meio de coordenadas cartesianas de pontos de

referéncia selecionados (Walker, 2000), sendo que os marcos morfolégicos homdlogos
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(landmarks) ou semi homdélogos podem ser utilizados em uma populacdo de imagens
comparaveis, padronizaveis, fornecendo dados brutos para analises multivariadas de forma e
em contextos evolutivos (Slice, 2007).

Este trabalho investiga as caracteristicas morfolégicas das folhas de E. uniflora
integrando dados de sua distribuicdo geografica, variagdo genética, e historia evolutiva a
morfometria geométrica, a fim de responder especificamente as questdes: (1) As folhas de E.
uniflora depositadas em herbérios ao longo dos anos, possuem alguma diferenca morfologica
significativa? (2) Podemos associar as diferentes formas encontradas na natureza as ecorregioes
pertencentes e aos haplotipos identificados? (3) Plantas cultivadas em ambiente controlado
demonstram padrdes foliares semelhantes as populagdes coletadas na natureza?

MATERIAIS E METODOS
SITIOS DE COLETA E AMOSTRAGEM
Previamente conhecida a distribuicdo geografica de E. uniflora, as popula¢bes ao longo da
distribuicdo foram divididas em Norte/restinga e Sul/mata ciliar como base referencial o
trabalho de filogeografia de E. uniflora (Turchetto-Zolet et al., 2016), determinando populagédo
Norte pela mudanc¢a mais abrupta das caracteristicas geograficas acima do portal de Torres-RS,
localizado aproximadamente entre 29° e 30°S, e reconhecido historicamente como uma
importante fronteira fitogeografica (Rambo, 1950), e populacdo Sul abaixo do portal de Torres
(Fig. 1). Os exemplares foram coletados em trés etapas: 1. Pesquisa por exsicatas da espécie
em acervos de 14 herbarios virtuais que disponibilizam online imagens representativas de
populacdes na determinacdo Norte e Sul da distribuicdo (Table S2); 2. Utilizando-se de
espécimes germinados e crescidos na casa de vegetacdo do Departamento de Genética da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob condi¢Ges semelhantes de clima e solo que
sdo individuos representantes de dois ambientes extremos (norte/restinga e sul/mata
ciliar/floresta atlantica lato sensu) de ocorréncia da espécie; e 3. Coleta de material em campo
de duas populagfes em ambiente natural semelhante aos especimes da casa de vegetagdo em
seu local de ocorréncia no ambiente natural. As populagdes dos extremos de ocorréncia foram
coletadas na regido Norte/restinga em Praia Seca no Rio de Janeiro (22°56°11” S - 42°18°39”
W) e na regido Sul/mata ciliar no municipio de Seberi no Rio Grande do Sul (27°19°12” S -
53°19°48” W). Em todas as etapas de coleta foi coletado no minimo uma folha por
individuo/planta, atentando-se por coletar folhas bem conservadas em suas extremidades

latitudinais e verticais, e que visualmente representassem a forma da planta em geral.

AQUISICAO DE IMAGENS DAS FOLHAS
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As exsicatas foram recuperadas por meio de busca e captacao das coordenadas geogréficas e as
imagens oriundas da varredura nos herbarios virtuais, resgatadas através das plataformas de
dados: Species Link (http://splink.cria.org.br; Abril 2021) e Global Biodiversity Information
Facility (http://www.gbif.org; Abril 2021), utilizando-se os filtros iniciais: ((genus = [ Eugenia
] and species = [ uniflora ] )) and (basisofrecord = [ preservedspecimen ]) and [ image and
consistente and geori ], em seguida os resultados da primeira filtragem foram submetidos a uma
segunda etapa de filtro levando em consideracdo identificador/denominador, o herbario em que
a exsicata estd depositada (selecionando exclusivamente herbarios nacionais), eliminados
registros com coordenadas idénticas, e selecionando as exsicatas 0 mais proximo possivel dos
pontos de ocorréncia das populacdes referenciadas no trabalho de filogeografia da espécie.
Todos esses parametros servem para eliminar possiveis efeitos de mé identificacdo, qualidade
do material e tender a uma maior confiabilidade dos dados. Foram construidos a partir dos
espécimes da casa de vegetacdo 53 imagens exemplares (20 provenientes de sementes oriundas
de ambiente de mata ciliar [4 plantas diferentes] coletadas no municipio de Seberi/(RS) e 33 de
ambiente de restinga adjacente [5 plantas diferentes] das populacGes de Praia Seca/(RJ), a coleta
dos frutos para extracdo da semente e semeadura foram realizadas nos anos de 2016-2017. As
coletas diretamente nas populagdes progenitoras foram realizadas em outubro de 2021,
totalizando 43 exemplares de restinga adjacente e mata ciliar, 26 e 15 plantas respectivamente.
As imagens das folhas foram confeccionadas obedecendo os critérios de padronizagdo
recomendados na literatura e com a ajuda de colaboradores por escaneamento. Todas as
imagens, exsicatas recuperadas de ambientes de mata ciliar (EXSMC) e restinga (EXSRES),
cultivados em casa de vegetacdo (CVMC, CVRES) e coletados diretamente em ambiente
natural (NATMC e NATRES) foram padronizadas em escala e ao menos uma folha foi
posicionada com a parte adaxial voltada para a luz do scanner, construindo desta forma

bibliotecas de imagens com um total de 150 exemplares/plantas. (Tabela S1).

MORFOMETRIA FOLIAR
A forma e o tamanho das folhas foram analisados através de morfometria geométrica.
Trabalhou-se com as imagens das bibliotecas construidas. O arquivo TPS com todas as imagens
foi gerado utilizando o TPSUtil v.1.38 (Rohlf, 2015). Ainda no software TPS, utilizando o
pacote TPSDig2 digitalizou-se manualmente os marcos anatdmicos. Sendo estes distribuidos a
fim de cobrir toda a circunferéncia da face adaxial da folha. Um total de 16 marcos anatdbmicos
por folha/individuo foi marcado, sendo o primeiro na insercdo do limbo ao peciolo o segundo

no apice foliar e os demais equidistantes cobrindo a borda foliar (Fig. 2). As coordenadas
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bidimensionais dos marcos anatdmicos foram sobrepostas com uma Anélise de Procrustes
Generalizada (GPA; Rohlf & Slice, 1990) para minimizar os efeitos de orientacdo, posicéo e
escala de imagens individuais. A simetria ndo foi imposta a nenhuma amostra para permitir a
deteccdo de variacdo entre as folhas. Os marcos resultantes da analise de GPA foram
submetidos a um diretor de Analise de Componentes (PCA,; Jolliffe, 2002) usando o pacote
MorphoJ (Klingenberg, 2011) a fim de se explorar a variacdo na forma da folha entre os grupos.
Uma analise de variavel candnica (CVA) foi aplicada para avaliar as diferencas na forma entre
as classes Norte e Sul e entre os grupos de amostragem (CVMC, CVRES, EXSMC, EXSRES,
NATMC e NATRES). CVA ¢é uma andlise discriminante projetada para maximizar variacdo
entre 0S grupos e minimizar a variagdo dentro dos grupos para obter a melhor segregacgéo
possivel (Fernandez-Mazuecos et al., 2013). A significancia estatistica de pares diferenciados
nas formas médias foi avaliada por um teste de permutagdo usando Procrustes com distancia o
= 0,05 e 10.000 permutagdes. As matrizes de coordenadas resultantes foram utilizadas para
representar a forma e o tamanho de cada estrutura, calculado como a raiz quadrada da soma do
quadrado das distancias de cada marco do centroide de cada imagem (Zelditch, Swiderski &
Sheets, 2012) e as diferencas entre os grupos foi testada por Analises de Variancia (ANOVA).
Foi realizada uma comparacdo multipla por post hoc test (a = 0.05) do Tukey’s honest
significant difference (HSD). Estas analises de ANOVA e Turkey Test foram realizadas no
pacote do R geomorph (Adams, Collyer & Kaliontzopoulo, 2018).

METODOS FILOGENETICOS COMPARATIVOS E MORFOMETRIA GEOMETRICA
Primeiramente importou-se a arvore de haplotipos utilizada no trabalho de filogeografia
(Turchetto-Zolet et al., 2016), a qual sustenta uma hipétese filogeogréfica das duas linhagens
para a espéecie em estudo. No software MorfoJ, tendo a PCA que resumiu os dados em eixos
principais de maior varia¢do construimos um filomorfoespaco (phylomorphospace) que é uma
representacdo dos dados morfoldgicos e da hipotese filogenética das linhagens evolutivas
presentes na especie em conjunto.

REULTADOQOS
VARIACAO FOLIAR ENTRE A DISTRIBUICAO SUL E NORTE
Foi realizada as analises de morfometria geométrica para examinar a forma foliar e verificar a
existéncia de variacao entre as folhas de E. uniflora localizadas na distribuicdo Sul (mata ciliar
(MC)) e Norte (restinga adjacente (RES)), e entre os grupos: exemplares recuperados de
exsicatas (EXC), casa de vegetacdo (CV) e ambiente natural (NAT). Inicialmente nés néo

separamos 0s exemplares em grupos, apenas classificamos de acordo a origem do exemplar
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(MC, RES, NAT ou CV). A analise morfométrica gerou 26 PCs (Tabela suplementar 2). O PC1
mostrou uma variancia de 61.8% e PC2 6.8% na forma foliar, demonstrando que os exemplares
possuiam diferencas no morfoespaco. Em geral plantas localizadas na regido norte em ambiente
de restinga adjacente possuem formas das folhas mais ovaladas diferentemente das formas mais
afiladas das folhas encontradas na distribuicéo sul de mata ciliar. Interessante destacar que ja
aqui podemos visualizar que as plantas cultivadas em casa de vegetagdo mantém suas diferencas

na forma das folhas em padréo semelhante ao encontrado na natureza (Figura 3A e B).

Os primeiros dois CVs demonstram variancia de 48.42% e 29.76%, respectivamente o
que reforca a existéncia de diferencas entre as formas foliares em ambientes distintos da
distribuicdo (Tabela suplementar 3 e Figura 4). CV1 varia em funcéo da base e do apice foliar,
essencialmente. Valores positivos indicam folhas com base arredondada e apices obtusos ja os
valores negativos indicam folhas com bases atenuadas e &pices agudos. Esses resultados
revelaram dois grupos principais correspondentes para distribuicdo Norte/restinga e Sul/mata
ciliar, respectivamente (Figura 4A). Existe variacdo entre os grupos CV, EXS e NAT. Quando
comparamos 0s grupos CVRES e CVMC podemos observar diferencas no espaco de forma
significativos principalmente no eixo do CV2 (p < 0,001). Nos valores positivos verificamos
formas na base foliar mais arredondadas correspondendo ao ambiente de restinga adjacente
RES e nos valores negativos, formas na base foliar mais atenuadas correspondendo a mata ciliar
MC (Figura 4B e Tabela 1). Comparando os grupos EXSRES e EXSMC observamos diferencas
no espacgo da forma significativos no eixo CV1 (p < 0,001). Esses dois grupos séo 0s que se
dispersdo mais centralmente no grafico, nos valores positivos a base foliar ¢ mais arredondada
e corresponde em sua maioria a ambientes de restinga adjacente, ja os valores negativos que
por sua vez possuem base foliar mais atenuada correspondem a ambientes florestais (Figura 4C
e Tabela 1). Interessantemente, comparando os grupos NATRES e NATMC podemos observar
diferencas no espaco da forma significativos no eixo CV1 (p < 0,001), resultado que pode ser
explicado pelo fato de termos analisado ambientes especificos de ocorréncia da espécie, nos
valores positivos encontramos as formas foliares mais arredondadas nos valores negativos
compreendem as formas mais afiladas das folhas respectivamente. Estes grupos diferentemente

dos demais ndo compartilham nenhum espaco de forma (Figura 4D e Tabela 1).

TAMANHO DA FOLHA
Variagdo de tamanho foi estimada a partir do tamanho do centroide (log) por ANOVA:s,
diferiram considerando todos os dados para o tamanho da folha (F = 29.6; P <0,001). Em geral,

plantas da regido Norte/RES apresentam o tamanho da folha maior em comparagéo com plantas
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da regido Sul/MC (Figura 5). Quando analisados em multiplas comparac¢des os grupos CVRES
e NATRES obtiveram os maiores tamanhos foliares comparando aos CVMC e NATMC. No
entanto, para os grupos EXSRES e EXSMC nao se verificou diferengas de tamanho das folhas
significativos (P <0,001) (Figura 5 e Tabela 2).

FILOMORFOESPACO

E possivel visualizar o sinal filogenético para o teste de hipdtese (P = 0,033) onde veremos o
padrdo que mostra 0s grupos mais proximas filogeneticamente que possuem morfologias mais
similares do que grupos mais distantes filogeneticamente (Figura 6). Os nds 2 e 5 séo
conservados nesta analise em comparacao a filogeografia a priori, sendo que o no 2 reflete a
separacdo dos clados que agrupam os haplotipos diferentes entre ambiente da regido sul e da
regido norte. O grupo monofilético Sul/MC foi associado a forma foliar mais afilada. J& o clado
Norte/RES mostrou formas foliares mais ovaladas (Figura 6).

DISCUSSAO

Populacdes vegetais que possuem ampla distribuicdo no AFD e ocupam ambientes
heterogéneos, como é o caso da E. uniflora, estdo sujeitas a ampla pressdo seletiva de
caracteristicas que possam garantir a sua sobrevivéncia e estabelecimento no ambiente. As
diferencas nas condigdes ambientais podem ser agentes promotores de plasticidade ou selecédo
local, atuando entdo como agentes de evolucdo adaptativa quando as variedades ja apresentam
diferencas estabelecidas em seu gendtipo. As andlises multivariadas e de componentes
principais tem se mostrado bastante Gteis para delimitacdes entre espécies morfologicamente
préximas e na compreensdo de relacdes entre variedades de uma mesma espécie (Chemisquy
et al., 2009, Dalayap et al., 2011, Bliger et al., 2015, Teixeira et al., 2021) estes dados
combinados com dados provenientes de DNA nos permitem inferéncias menos subjetivas e
sintetizar informacdes interdisciplinares. Este trabalho buscou associar a distribuicdo
geografica da pitanga, as suas propriedades genotipicas e fenotipicas ja exploradas a priori com
a morfometria geométrica, a fim de contribuir para o melhor entendimento da historia evolutiva

da espécie.
VARIAQAO NA MORFOLOGIA DA FORMA ENTRE AS POPULA(;OES

As folhas sdo os 0Orgdos vegetativos mais expostos as condigdes ambientais
circundantes, e normalmente a variagdo nas caracteristicas foliares de individuos de uma mesma

espécie podem estar associadas a dois fatores: plasticidade fenotipica, que é a mudanga no
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fendtipo expresso de um gen6tipo em funcdo do ambiente (Scheiner 1993) ou a variagdo como
resposta evolutiva adaptativa, variantes genéticas de uma espécie particular que sdo adaptadas
a condicBes ambientais especificas ou fixada por deriva (Briggs & Walters 1984). E. uniflora é
uma espécie que na natureza assume formas ndo simétricas ao longo de sua distribuicéo,
bastante evidentes quando comparadas populacdes da distribuicdo Norte (acima do ‘portal de
Torre’) ambiente de restinga adjacente e da distribui¢do Sul (abaixo do ‘portal de Torre’)
ambiente de mata ciliar. Encontramos diferencas bastante significativas na morfometria foliar
ao compararmos populacdes de dois ambientes extremos da distribuicdo, com populacdes
representantes da Restinga e Mata Ciliar (Figuras. 3 e 4). No ecossistema de restinga é
caracteristico solo arenoso e seco, altas temperaturas, ventos persistentes e maior incidéncia
solar, em contrapartida a mata ciliar ou ambientes florestais possuem solos mais ricos em
nutrientes e dgua. As folhas no geral sdo reconhecidas por apresentarem variacdo muito ampla
de forma e funcéo, o que reflete sua importancia adaptativa ao ambiente nas plantas (Gongalves,
2007).

Observando os graficos de PCA e CVA (Figuras. 3 e 4 e Tabela 1) com todos 0s grupos,
a maioria dos pontos ndo sao colidentes, ainda que alguns se sobreponham no espacgo da forma
média, todas as comparacfes em pares foram significantes estatisticamente (p < 0.001). Na
natureza as populacdes Norte e Sul podem ser diferenciadas com bastante precisdo por
morfometria geométrica, observamos diferencas nos fendtipos presentes entre os ambientes de
restinga adjacente e mata ciliar (Figura 4D). No ambiente de restinga adjacente a morfologia
geométrica (MG) foliar possui base arredondada e apice obtuso, na mata ciliar a MG foliar
possui base atenuada e apice agudo, este resultado corrobora com as observac6es genéticas de
trabalhos a priori que mostraram diferencas significativas entre essas populagdes, sugerindo alta
diferenciacdo e evidéncias de adaptacdo local feitas (Turchetto-Zolet 2016, Barrientos-Diaz
(‘unpubl. data'), Margis et al., (‘unpubl. data').

Alta variabilidade morfoldgica, é uma situacdo frequente em Myrtaceae (Landrum
1981, 1986). A progénie (CVRES e CVMC) crescidas em casa de vegetacdo sob as mesmas
condicdes edafoclimaticas manteve o fenotipo de suas populacdes matrizes, embora com um
grau de diferenciacdo menor em compara¢do com NATMC e NATRES (Figura 4B). Deste
modo podemos inferir que os processos responsaveis pela defini¢do da forma foliar ndo sejam
meramente associados a plasticidade fenotipica. Os grupos recuperados dos herbarios tiveram
0 méaximo de filtros para selecionar individuos que representassem os ambientes de restinga e

mata ciliar ao longo da distribuicdo da espécie, entretanto ao sul da distribuigdo temos uma
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mata atlantica bastante segmentada e com uma gama de ambientes (mata ciliar, pampa e
planicie costeira) que se comunicam e realizam trocas genéticas com maior frequéncia
(Turchetto-Zolet et al., 2016 (Veto et al. “‘unpubl. data") esta condi¢do pode ser observada na
Figura 3C na qual visualizados uma sobreposicdo maior de formas, ainda assim obtivemos

significancia estatistica na comparacao destes grupos.

Encontramos um padrdo interessante em relacdo ao tamanho do centroide, entre 0s
grupos, em todas as comparagdes (ecossistema de restinga e mata ciliar) a mediana dos grupos
de restinga sempre foi maior. Folhas maiores aumentam a quantidade de luz captada (Gongalves
2007) esta pode ter sido uma pressao de adaptacéo local associada a alta incidéncia solar neste

ambiente sendo um dos fatores que impulsionam a evolucao da forma.

Um estudo com individuos das mesmas populacdes estudadas neste trabalho, da
distribuicdo Sul/mata ciliar e Norte/restinga tendo suas respostas a estresse hidrico testada e a
resposta de expressdo do gene P5CS envolvido na biossintese da prolina, o acimulo de prolina
nas plantas favorece o ajuste osmoético, demonstrou que as plantas da mata ciliar, que
naturalmente estdo em solo fértil com alta disponibilidade de agua e baixas temperaturas no
inverno foi densamente maior em comparacgdo com as plantas da restinga. O que explica que as
plantas de restinga ja estdo adaptadas a ambientes indspitos com alta salinidade e escassez de
agua sendo consequentemente mais tolerante que as plantas da mata ciliar (Anton et al., 2019).
Corroborando a esta anéalise, recentemente uma anélise de correlacdo entre a frequéncia alélica
e 0s ecossistemas com dados de marcadores SNPs e baseado em um modelo misto de fator
latente (LFMM) que sugeriu que havia correlacdo entre a frequéncia de alelos a dois fatores
ambientais sintéticos: temperatura e precipitacdo (Veto et al. ‘unpubl. data'). Um trabalho que
analisou a anatomia foliar de populagdes desses mesmos ambientes e suas progénies cultivadas
em casa de vegetacdo apontou diferenca quanto ao tamanho das células epidérmicas ou

presenca e auséncia de drusas (Barrientos-Diaz ‘unpubl. data').

No que se refere a associacdo dos dados na anélise de filomorfoespaco, os resultados
obtidos neste trabalho corroboram a hipotese levantada por Turchetto-Zolet et al., 2016. A
autora sugere duas linhagens evolutivas principais para E. uniflora provenientes de regides
geograficas distintas e os nomeia de linhagem sul e norte da AFD. Aqui podemos visualizar
que as formas geométricas das folhas s&o associadas aos dois clados principais (Fig. 6). O no
ancestral (2) sugere uma forma mais parecida com a encontrada na distribui¢do sul com muita
variacdo em seus haplotipos, ja a regido norte possui pouca variagdo nos seus haplétipos e

possui uma forma mais caracteristica de populacdes de restinga.
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CONCLUSAO E PESPECTIVAS

Nossa analise da morfometria geométrica mostrou que E. uniflora possui diferenciacéo
pela forma e tamanho da folha. Esses resultados associados a sua hipotese filogeografica
(Turchetto-Zolet et al., 2016) e variedade alélica e as diferencas genéticas, corroboram para a
aceitacdo de que possa estar ocorrendo a separacdo da espécie em variedades com
caracteristicas geneéticas adaptativas selecionadas por pressdes ambientais. Este estudo
demonstrou que existe variacdo de forma entre os ecossistemas de restinga adjacente e mata
ciliar, ecorregides do dominio mata atlantica, além de demonstrar a importancia de a anlise de
morfometria geométrica na descricdo das formas foliares. Ainda se faz necessario analises
histologicas e morfologicas a fim de investigar possiveis mecanismos que possam estar
relacionados aos processos adaptativos das espécies, e futuros estudos de cruzamento entre 0s
individuos de populag6es de ambientes entremos para testar compatibilidade reprodutiva. Além
disso, esse estudo abre novas questdes para futuras investigac6es, como por exemplo a anélise

de associacdo gendmica com fendtipo a partir de dados de marcadores SNPs.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Mapa da distribuicdo geografica das exsicatas depositadas em herbarios de Eugenia
uniflora. As cores representam as diferentes populac6es de ecossistema de restinga adjacente
(vermelho), localizacdo Norte da distribuicdo e ecossistemas de mata ciliar, pampa* e planicie
costeira*, localizagédo Sul da distribuig&o.

Figura 2. Morfologia foliar de um exemplar de nossa biblioteca. Os marcos anatdbmicos
atribuidos para as analises de morfometria geométrica, distribuidos de 1-16 na parte adaxial da
lamina foliar

Figura 3. Andlise de Componente Principal (PCA). A, variac6es na forma da folha em visdo
adaxial entre exemplares da distribuicdo Sul e Norte sem a distin¢do de grupos, populagdes
pintadas em vermelho todas aquelas de ambiente de restinga adjacente, e as em azul de
ambientes de mata ciliar. B, diferenciagdo dos classificadores da origem do exemplar,
NAT=natureza, CV=casa de vegetacdo e EXS=herbérios.

Figura 4. Andlise de variancia canbnica (CVA). A, vista adaxial de todas as populacdes da
distribuicdo Norte e Sul e sua origem de coleta. B, vista adaxial exemplares das populacGes
cultivadas em casa de vegetacdo. C, vista adaxial dos exemplares recuperados dos herbarios.
D, vista adaxial dos exemplares coletados diretamente em seu habitat natural. As formas
associadas podem ser visualizadas a partir de formas esquematicas em preto no gréafico.

Figura 5: Boxplots da variagdo de tamanho entre as populag¢Ges de E. uniflora nos ambientes
de restinga e mata ciliar (natureza e casa de vegetacdo) e exsicatas.

Figura 6: Representacdo grafica da analise de filomorfoespagco. Destacando-se os dois
principais clados de uma hipotese de relagdes haplotipicas entre as populacGes da distribuicéo
Norte e Sul e a forma foliar associada a cada um dos clados.



Figura Suplementar 1: Fenotipos observados em E.uniflora. A, B e C: fen6tipo encontrado
na localizacdo sul em mata ciliar. D, E e F: fenétipo encontrado na localizagdo norte em
restinga. Individuos A e D em seus ambientes naturais, plantas B, C e E, F individuos
cultivados em casa de vegetacdo em dois estados de crescimento, mata ciliar e restinga,

respectivamente.
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Figura 1. Mapa da distribuicdo geografica das exsicatas depositadas em 14 herbérios de
Eugenia uniflora. As cores representam as diferentes populagdes de ecossistema de restinga
adjacente (vermelho), localizacdo Norte da distribuicdo e ecossistemas da localizagdo Sul da
distribuicéo.



Figura 2. Morfologia foliar de um exemplar de nossa biblioteca. Os marcos anatdmicos
atribuidos para as analises de morfometria geomeétrica, distribuidos de 1-16 na parte adaxial
da lamina foliar.
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Figura 3. Andlise de Componente Principal (PCA). A, variacfes na forma da folha em viséo
adaxial entre exemplares da distribuicdo Sul e Norte sem a distincdo de grupos, populacdes
pintadas em vermelho todas aquelas de ambiente de restinga adjacente, e as em azul de
ambientes de mata ciliar. B, diferenciacdo dos classificadores da origem do exemplar,
NAT=natureza, CV=casa de vegetacdo e EXS=herbarios.
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Figura 4. Andlise de variancia canbnica (CVA). A, vista adaxial de todas as populacdes da
distribuicdo Norte e Sul e sua origem de coleta. B, vista adaxial exemplares das populacdes
cultivadas em casa de vegetacdo. C, vista adaxial dos exemplares recuperados dos herbarios.
D, vista adaxial dos exemplares coletados diretamente em seu habitat natural. As formas
associadas podem ser visualizadas a partir de formas esquematicas em preto no gréafico.
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Figura 5. Boxplots da variacdo de tamanho entre as populagdes de E. uniflora nos ambientes
de restinga e mata ciliar (natureza e casa de vegetacéo) e exsicatas.
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Figura 6: Representacdo grafica da andlise de filomorfoespago. Destacando-se os dois
principais clados de uma hipotese de relagdes haplotipicas entre as populac¢des da distribuicdo
Norte e Sul e a forma foliar associada a cada um dos clados.



