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RESUMO

Eremanthus erythropappus, conhecida popularmente como candeia, é
uma espécie florestal caracteristica da paisagem do estado de Minas Gerais. Sua
madeira ¢é valorizada, devido a sua durabilidade natural e produgao de 6leo, cujo
principio ativo (alfa-bisabolol) ¢ utilizado em industrias farmacéuticas e de
cosméticos. Pela importancia econdmica, essa espécie vem sendo explorada de
maneira indiscriminada ao longo dos anos. A exploracdo de E. erythropappus, é
caracterizada por praticas predatdrias e certamente levara a redugdes drasticas no
tamanho de suas populacdes naturais, alterando o seu comportamento. Com o
objetivo de caracterizar a variabilidade a genética e de fornecer informagdes que
possam ser utilizadas para a manutencdo e conservagdo da espécie realizou-se o
estudo em 200 individuos distribuidos em dez populagdes da espécie no Estado
de Minas Gerais. Foram utilizados nove primers ISSR que geraram 72 locos
poliméficos. Os resultados indicam diversidade média dentro das populagdes
(62,20%). A heterozigosidade esperada (He) e indice de Shannon(I) foram de
0,30 e 0,44, respectivamente. O fluxo alélico para o conjunto de populagdes foi
baixo (Nm =1,4). Houve correlagdo positiva e significativa entre distancias
genética e geografica (r = 0,632; P = 0,001) entre as populagdes. Mediante
analise bayesiana observou-se média diversidade entre as populagdes (O° =
0,24) e que as dez populagdes amostradas sdo distintas entre si.. O correlograma
de Mantel e andlises do limite genético e descontinuidade genética entre as
populacdes estudadas definiu-se as dez populagdes como unidades operacionais,
porém pela inviabilidade econémica definiu-se cinco unidades operacionais para
a conservagdo de Eremanthus erythropappus no Estado de Minas Gerais. Com
esses dados sera possivel implantar estratégias de conservacdo da espécie de
maneira efetiva com poucos gastos e esforgos amostrais.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. Candeia. Variabilidade Genética.



ABSTRAT

Eremanthus erytrhopappus, known popularly as candeia, is a forest
species characteristic of the landscape of the state of Minas Gerais Its wood is
prized because of its natural durability and production of oil, whose active
ingredient (alpha-bisabolol) is used in pharmaceutical and cosmetic
industries. Due to its economic importance, this species has been exploited
indiscriminately over the years. The exploitation of E.erythropappus, is
characterized by predatory and will surely lead to drastic reductions in the size
of their natural populations by altering their behavior. Aiming to characterize the
genetic variability and to provide information that could be used for the
maintenance and conservation of the species was carried out the study of 200
individuals from ten populations of the species in the state of Minas Gerais. Nine
ISSR primers were used which yielded 72 polymorphic loci. The results indicate
intermediate  diversity = within  populations  (62,20%). The  expected
heterozygosity (He) and Shannon index (I) were 0.30 and 0.44, respectively. The
gene flow to the set of populations was low (Nm = 1.4). There was a positive
correlation and significant correlation between genetic and geographic distances
(r = 0.632, P = 0.001) among populations. The Bayesian analysis indicated a
intermideate diversity among populations (6" = 0.24), and also that the ten
sampled populations are distinct from each other. Through the Mantel
correlogram and analysis of genetic discontinuity ten populations were defined

as operational units for conservation, but not economically feasible for the set
up five operational units for E. erythropappus conservation. These data are
important to help and enhance the conservation stragies of E. erytrhopappus.

Keywords: Molecular markers. Candeia. Genetic Variability.
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1 INTRODUCAO

A exploragdo dos recursos madeireiros, a substituicdo da cobertura
vegetal para expansdo das fronteiras agricola e pecuaria somada a crescente
necessidade de recursos naturais tem levado a destruigdo e fragmentacdo de
ecossistemas naturais. Portanto, o desenvolvimento e a implantagdo de
estratégias para minimizar ou evitar a perda da diversidade bioldgica torna-se
um dos grandes desafios da atualidade.

Em populacdes naturais de espécies arboreas, os estudos genéticos
possibilitam o conhecimento da variabilidade genética e como essa variabilidade
esta distribuida entre e dentro das populacdes. Além disso, ¢ possivel um melhor
entendimento de como processos naturais ou antropicos atuam na adaptacao ao
ambiente, pois quanto maior a variabilidade genética em uma populacdo maior a
chance de perpetuacdo da espécie.

Os rapidos avangos na area de biologia molecular t€ém fornecido uma
série de novos métodos para estudos genéticos ¢ de evolucao de plantas. Muitos
desses métodos fornecem meios para a obtencdo de informagdes genéticas
relevantes a serem empregadas em programas de conservagdo genética. Estas
informagdes sdo fundamentais para a implantacdo de programas de conservagao
de uma espécie. Estimando-se varios parametros genéticos torna-se possivel o
acesso a informagdes desconhecidas para grande parte das espécies arboreas
tropicais.

O conhecimento ecologico e genético ¢ essencial para o entendimento
da estrutura genética de populacdes nativas para o delincamento de estratégias
de conservagdo, melhoramento e manejo sustentavel envolvendo atividades para
a definicdo do tamanho de reservas, manejo adequado das espécies, recuperagio
de areas degradadas e coletas de sementes para plantio de espécies nativas

(KAGEYAMA et al., 2003).



16

Somado ao conhecimento genético utiliza-se a genética da paisagem que
¢ uma nova abordagem que agrupa dados genéticos a dados do ambiente,
gerando informagdes de como a paisagem pode estar interferindo na diversidade
genética de espécies.

Entre as espécies arboreas tropicais, Eremanthus erythropappus (DC.)
Macleish, conhecida popularmente como candeia, ¢ uma espécie florestal que
ocorre nos campos e pastagens abertas do Centro Oeste (Goias, Distrito Federal)
e do Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, S3o Paulo, Rio de Janeiro)
(LOEUILLE, B. 2010).

E. erythropappus esta sob regime de manejo no Estado de Minas Gerais.
Contudo, pouco se conhece sobre a diversidade genética, dessa espécie. Essa
informagdo é de fundamental importancia para o delineamento de estratégias
para a conservacao, exploragdo florestal sustentada de espécies arboreas.

A hipétese levantada, portanto ¢ se a ampla e restrita distribui¢do da
espécie, a descontinuidade genética definen adequadamente as areas prioritarias
para o seu manejo e a sua conservagao.

Considerando que o conhecimento da estrutura e da diversidade genética
de uma espécie, bem como a compreensao de outros fatores relacionados ¢ um
ponto chave para a adogdo de estratégias de manejo mais adequadas para a
conservagdo genética, o conduziu-se este trabalho com o objetivo geral de
caracterizar a variabilidade genética e fornecer informacdes que possam ser

utilizadas para a manutengdo e conservagdo de E. erythropappus.

De maneira especifica, buscou-se neste trabalho:

a) descrever os niveis de diversidade genética intra e interpopulacional

em populagdes naturais de E. erythropappus;
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b) estudar os padrdes espaciais por meio de técnicas de analise
muldimensional e autocorrelagdo, de modo a fornecer informagoes
importantes para programas de conserva¢do e manejo da espécie,

delineando as possiveis unidades operacionais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish

O género Eremanthus, pertencente a familia Asteraceae, compreende 18

espécies entre arvores e arbustos (Tabela 1), que sdo conhecidas popularmente

como candeias.

Tabela 1 Lista de espécies do género Eremanthus, segundo MacLeish (1987)

Espécie
1 Eremanthus glomerulatus Less.
2 Eremanthus goyanensis (Gardner) Schutz-Bip
3 Eremanthus matogrossensis Kuntze.
4 Eremanthus rondoniensis MacLeisch & Shumacher
5 Eremanthus argenteus MacLeisch & Shumacher
6 Eremanthus ariculatus MacLeisch & Shumacher
7 Eremanthus cinctus Baker
8 Eremanthus incanus (Less.) Less
9 Eremanthus seidelli MacLeish & Shumacher
10 Eremanthus elaeagunus (C. Martius ex DC.) Schultz-Bip
11 Eremanthus pohli (Baker in C. Martius) MacLeisch
12 Eremanthus graciellae MacLeisch & Shumacher
13 Eremanthus brasiliensis (Gardner) MacLeisch
14 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeisch
15 Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeisch
16 Eremanthus uniflorus MacLeisch & Shumacher
17 Eremanthus capitatus (Sprengel) MacLeisch
18 Eremanthus arboreus (Gardner) MacLeisch
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Dentre as espécies, a escolhida para ser alvo desse trabalho foi a

Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish, sendo esta uma espécie florestal

caracteristica da paisagem do Estado de Minas Gerais (Figura 1).

040 50

150

240

| Divisa de Minas
Municipios
= Ocorréncia da candela

Figura 1 Area de ocorréncia do género Eremanthus em Minas Gerais

Fonte: Andrade, 2009

Nas regides de Minas Gerais, onde se desenvolvem as candeias o clima

segundo Koppen, € mesotérmico umido do tipo Cwb, tropical de altitude, com

verdes suaves. A temperatura do més mais quente, dependendo da altitude do

local considerado, varia de 22°C a 30°C, a temperatura média anual varia entre

18°C e 20°C, e a média anual de precipitagdo pluviométrica entre 1.400 e

1.550mm. Os meses mais chuvosos correspondem a novembro, dezembro,

janeiro e fevereiro, e as menores precipitagdes ocorrem em junho, julho e agosto

(IGAM, 2009).

A espécie é considerada por Lorenzi (1992) arvore de habitat especial,

pois em areas nativas ¢ encontrada em altitudes em torno de 1000 m, nas

chamadas “terras frias”, onde o solo ¢é classificado como Cambissolo e

Litossolo, com afloramento de rochas.
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E. erythropappus apresenta bom desenvolvimento em sitios com solos
pouco férteis, rasos e, predominantemente, em areas de campos de altitude,
variando entre 1.000 e 1.700m. O crescimento radicular é rapido e, por ndo ser
muito profundo com fuste irregular e curto em relacdo a copa, se desenvolve no
sentido horizontal o que contribui para o processo de dispersdo das sementes
(CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS - CETEC, 1994).

A madeira dessa espécie € muito valorizada, devido a durabilidade
natural e produgdo de 6leo, cujo principio ativo, o alfabisabolol, ¢ utilizado
amplamente em industrias farmacéuticas e de cosméticos.

A espécie Eremanthus erythropappus ¢é considerada precursora na
invasdo de campos. Ela se desenvolve rapidamente em campos abertos,
formando povoamentos mais ou menos puros. Isso também acontece dentro da
floresta quando ha alguma perturbagdo, pois é uma espécie heliofila, a qual é
beneficiada pela entrada de luz. Geralmente, os individuos de E. erythropappus
encontrados dentro dessas florestas sao maiores, devido a competi¢do com as
demais espécies por luz e, portanto, crescendo mais que os individuos que
formam os candeiais (SILVA, 2001). No entanto, a medida que o processo
sucessional da floresta avanga, ou seja, a medida que a floresta se torna mais
estruturada, o nimero de individuos da espécie diminui (PEDRALLI, 1997).

E. erythropappus é uma arvore cuja altura varia de dois a 10 m, podendo
seu didmetro atingir 35cm (Figura 2). Em sitios especiais Eremanthus.
erythropappus pode chegar eventualmente a 16m de altura e 65c¢cm de didmetro
(CORREA, 1931).

O tronco dessa arvore possui uma casca grossa e cheia de fendas no
fuste e, nos galhos mais novos, a casca torna-se menos rustica. As folhas tém
uma caracteristica marcante que ¢ a dupla coloragdo (Figura 3). Na parte
superior sdo verdes e glabras e na parte inferior possuem um tom branco,

tomentoso e sdo aveludadas (CORREA, 1931). As folhas sdo simples, opostas



com pilosidade cinérea (CHAVES & RAMALHO, 1996). As flores (Figura 4)
sdo hermafroditas e se apresentam em inflorescéncias de cor purpura nas
extremidades dos ramos. As caracteristicas das folhas e de inflorescéncia

facilitam a identificagdo da espécie mesmo a distancia.

Figura 2 Individuo de Eremanthus erithropappus
Fonte: Daniele Arriel

Figura 3 Dupla coloragdo da folha de Eremanthus erithropappus.
Fonte: Daniele Arriel
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Figura 4 Inflorescéncia de Eremanthus erithropappu
Fonte: Daniele Arriel

A maioria das espécies de Asteraceae ¢ polinizada por insetos,
notadamente abelhas e borboletas, mas ha casos de polinizacdo por beija-flores e
por vento (LANE 1996). A floragdo comeca quando a planta atinge os trés anos
de idade (CANDIDO, 1991) e, embora a época de floragdo varie com o lugar e
os anos, ela ocorre na época seca, de julho a setembro (CANDIDO, 1991). As
flores abrem-se de maio a agosto e com pico de floragdo no més de julho quando
alguns individuos ja comecam a frutificar (CETEC, 1994). O periodo de
frutificagdo da espécie varia de setembro a outubro (PEDRALLI, 1997),
podendo se estender até novembro (CANDIDO, 1991; CHAVES, 1994), ou seja,
a frutificagdo se da de dois a trés meses apos a floragdo, apresentando o pico
entre os meses de setembro e outubro, quando se inicia a dispersdo de sementes
ou aquénios (CETEC, 1994). O fruto é do tipo aquénio, com superficie
cilindrica e com dez arestas, de cor pardo-escura, com aproximadamente 2 mm
de comprimento.

Os eventos fenologicos da floragdo e posterior frutificagdo estdo

intimamente relacionados as condi¢des ambientais, principalmente a umidade
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(CETEC, 1994). Nos anos mais secos, esses eventos ocorrem mais tarde do que
em anos de maior precipitacdo. As condi¢des ambientais também influem na
época de amadurecimento das sementes, sendo essa uma caracteristica
individual da planta. E comum observarmos individuos de E. erythropapus
proximos apresentando diferentes estagios de floragdo e frutificagdo, ou mesmo
em um unico individuo. Essa variagdo, nos estagios de desenvolvimento floral,
pode representar uma estratégia de sobrevivéncia da planta, uma vez que
apresentara, em diferentes épocas, sementes maduras para o seu recrutamento
via banco de sementes, quando as condigdes ambientais forem favoraveis a
germinacdo (SILVA, 2003). A floragdo da candeia, ocorrendo numa época mais
seca e fria, a frutificacdo ocorrendo com o inicio da elevagdo da temperatura e a
dispersdo das sementes coincidindo com o inicio das primeiras chuva,
representam também uma estratégia de sobrevivéncia da espécie.

Por estarem relativamente limitadas a areas de topo de morro (Figura 5),
as candeias ndo apresentam, naturalmente, uma distribuicdo espacial continua de
suas populagdes. A alta capacidade de regeneracdo e colonizacdo de novas areas
se da pela producdo abundante de sementes viaveis e pela eficiente dispersdo

anemocorica.

Figura 5 Candeal no municipio de Delfim Moreira- MG
Fonte: Arquivo pessoal
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Devido a sua importancia econdmica, essa espécie vem sendo explorada
de maneira indiscriminada ao longo dos anos. A exploragdio de E.
erythropappus, caracterizada por praticas predatorias, certamente levard a
redugdes drasticas no tamanho de suas populag¢des naturais, alterando de forma
negativa a sua estrutura genética. Dentre os resultados dessas alteracdes, pode-se
mencionar a perda de alelos, reduzindo os niveis de variabilidade genética da
espécie e as modificagdes nas taxas de cruzamento, levando a ocorréncia de
endogamia intrapopulacional. Como consequéncia, a manutengdo e a utilizagdo
da espécie, mesmo de forma sustentada, poderdo ser comprometidas devido a

erosdo genética.

2.2 Diversidade e estrutura genética

Uma condi¢do fundamental para que haja evolugdo é a existéncia de
diversidade genética. A selecdo natural atua entre as variantes dentro das
populagdes em relagdo a adaptacdo ao ambiente, proporcionando variabilidade
entre populagdes e, por fim, variabilidade entre espécies (TORGGLER ;
CONTEL; TORGGLER., 1995). A diversidade genética de uma espécie ou de
uma populacdo deve-se aos efeitos combinados de sua historia genealdgica e
processos evolutivos (COMES & KADEREIT, 1998).

A conservagdo de espécies tem por base a manuten¢do dos niveis
naturais de variabilidade genética nas popula¢des (YEEH, KANG E CHUNG,
1996), sendo que o conhecer os niveis e distribui¢do da variacdo genética é
fundamental para se estabelecer praticas conservacionistas efetivas e eficientes.

Em espécies arboreas, a preservagdo da diversidade genética é essencial
para a sobrevivéncia das populagdes as intempéries do meio ¢ faz-se cada vez

mais necessaria, considerando-se a ocorréncia de mudancgas climaticas globais.
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Devido a sua grande longevidade e ao potencial para elevadas taxas de
fluxo de polen, arvores devem possuir altos niveis de diversidade genética
dentro das populagdes para que possam persistir a periodos de alteragdes
ambientais (HAMRICK, 1983).

Entende-se como estrutura genética a distribuicdo da diversidade
genética entre e dentro de populagdes. A estrutura genética de uma espécie ¢é
definida como a medida dos padrdes de variagcdo dada pela diversidade genética
da populagdo, a variacdo nos niveis de diversidade em diferentes populacdes e a
extensdo e variagdo da correlacdo ou distdncia genética entre populagdes
(BROWN, 1978). Desta forma, a estrutura genética ¢ a distribuicdo ndo casual
de alelos ou genotipos no tempo e no espago, sendo desprezados outros fatores
que possam afetar as frequéncias alélicas e genotipicas, como a organizagdo do
genoma e 0s processos meioticos.

A estrutura genética é desenvolvida e mantida devido as interacdes de
um complexo conjunto de fatores evolutivos, como variagdo no conjunto gé€nico,
organizagdo dessa variagdo em genoOtipos, distribuicdo espacial dos gendtipos,
sistema de reprodugdo que controla a unido de gametas para a formacdo das
progénies, dispersao das progénies, selecdo, deriva, mutagdo, eventos casuais, e
processos de crescimento, mortalidade e reposicdo de individuos que dardo
origem as populagdes futuras (ALVAREZ-BUYLLA & GARAY, 1994;
HAMRICK, 1983; HAMRICK, GODT, 1989; LOVELESS & HAMRICK,
1984). A diferenciacdo entre populacdes geralmente deve-se a selecdo e deriva
genética, sendo o fluxo génico um fator contrario a essas forcas (HAMRICK,
1989).

O conhecimento do nivel e da distribuicdo da variabilidade genética
dentro de uma espécie pode propiciar uma melhor compreensdo de sua historia
ecologica e evolutiva (HAMRICK & GODT, 1996). Essa caracteristica da

estrutura genética também foi declarada por Weir (1990): o modo como a



26

diversidade genética é partilhada dentro e entre as populacdes é de particular
interesse para a conservagdo dos recursos genéticos ¢ fundamental para o
manejo racional dos recursos de populagdes naturais, pois fornece matéria-prima
para mudangas evolutivas futuras e niveis diferentes de variagdo em diferentes
populacdes podem fornecer evidéncia de eventos evolutivos no passado.

Em espécies de plantas, devido a sua mobilidade limitada, a estrutura
genética pode estar associada a distribui¢do espacial e temporal dos genotipos
(BROWN, 1978; LOVELESS & HAMRICK, 1984). Dessa forma, as espécies
podem apresentar estruturagdo como resultado da heterogeneidade ambiental e
da pressao seletiva diferencial.

No que diz respeito ao tamanho populacional, quanto maior o tamanho
populacional maior a diversidade genética dentro da populagio e,
consequentemente, menor a diferenciagdo entre populagdes. Desta forma alta
diferenciagdo entre populagdes e baixa diversidade genética populacional podem
ser observadas em espécies com pequenas populagdes, de autofecundagdo e ou
propagacdo vegetativa, com limitada dispersdo de poélen e sementes
(LOVELESS & HAMRICK, 1984; ZANETTI & CAVALLI, 2003). A redugdo
no tamanho populacional tem como fator preocupante a alta susceptibilidade a
deriva genética, e consequentemente, a redugdo da diversidade. Além da deriva
genética, pequenas populacdes podem estar mais sujeitas a endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundacdo e cruzamentos entre
individuos aparentados (KAGEYAMA; GANDARA, 1998; KELLER;
WALLER, 2002).

A descri¢do da variabilidade genética nas populacdes ¢ uma ferramenta
importante na genética de populagdes por possibilitar o estudo dos mecanismos
de manutencdo dessa variabilidade (NEI, 1987). O incremento nos niveis de
diversidade ¢ dado pela ocorréncia de mutagdes, que geralmente ocorrem em

taxas muito baixas, restringindo-se a uma perspectiva de longo prazo
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(ALLENDORF & LUIKART, 2007). Ja a redugdo nos niveis de diversidade
ocorre em ritmo mais acelerado devido a fatores como deriva genética,
endogamia, sele¢do natural (NEI, 1987).

Desta forma, a mensuracdo dos niveis de diversidade genética ¢ de
grande relevancia na identificagdo de espécies e populagdes prioritarias para a
conservacdo, ¢ avaliagdes dos niveis de diversidade genética t€m sido
empregadas como ferramentas para subsidiar a ado¢do de estratégias de manejo
e de conservagdo genética em inimeros estudos (BARBOSA et al., 2010;
BATISTINI et al., 2009; GAJERA et al.,2010).

Sdo muitos os métodos utilizados para avaliar a estrutura genética de
populagdes e verificar o grau de variabilidade existente em uma dada espécie
(BOTTINO, 2006). Com o avanco em melhorias nas técnicas de biologia
molecular, é possivel observar polimorfismo diretamente na seqiiéncia génica de
organismos, ampliando novas perspectivas para pesquisa em conservagao
(ZUCCHI, 2002). Dentre elas destaca-se as técnicas de microssatélites, RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e cpDNA.

2.3 Marcadores ISSR

Sequéncias simples repetidas (SSR), ou microssatélites, sdo pequenas
sequéncias de nucleotideos de uma a seis bases, repetidas em tandem, e que
estdo distribuidas ao acaso no genoma de eucariotos. Essas sequéncias sdo
bastante frequentes e por isso tem se tornado um marcador molecular muito
utilizado. Contudo, para o uso desses marcadores faz-se necessario um
conhecimento prévio da sequéncia que flanqueia os microssatélites para a

construgdo dos primers a serem utilizados nas rea¢cdes PCR (Reagdo da
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Polimerase em cadeia) (LIU & WENDEL, 2001). O processo para a descoberta
e caracteriza¢do de grande nlimero de primers ¢ bastante oneroso e demorado.

De maneira a contornar a necessidade da informagdo prévia das
sequéncias flanqueadoras dos SSR, Zietjiewicz, Rafalski e Labuda. (1994)
desenvolveram um tipo de marcador, baseado em SSR, em que sequéncias
complementares aos proprios SSRs sdo utilizados como primers. Esses
marcadores foram denominados Inter Simple Sequence Repeats (intersequéncias
simples repetidas) ou simplesmente ISSR.

O marcador ISSR ¢é considerado semi-arbitrario, possuindo ao final de
sua sequéncia 3’ ou 5° de 1 a 4 bases de purina ou pirimidina, com um
dinucleotideo parcialmente degenerado (LIU; WENDEL, 2001; SOUZA et al.,
2005). Esses segmentos ndo repetidos no final do primer podem variar entre
primers que possuam a mesma sequéncia repetida por exemplo, CA, possuindo
diferentes alvos de repetigbes em diferentes localizagdbes no genoma
(ZIETJIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994). As sequéncias-alvo dos ISSR
sdo, assim como os SSRs, abundantes ao longo do genoma de eucariotos e
evoluem rapidamente (ESSELMAN et al, 1999; FANG; ROOSE, 1997),
comprovando que sdo uteis em estudos de genética de populagoes.

A andlise desse marcador se assemelha a do marcador RAPD,
constituindo-se de marcador dominante, facil e rapido de trabalhar. Usa-se um
unico primer ISSR por reagdo PCR gerando um grande nimero de fragmentos
polimérificos (LIU; WENDEL, 2001; SLOTTA; PORTER, 2006).

Marcadores RAPD tém sua confiabilidade questionada em estudos de
diversidade genética devido, principalmente, a baixa especificidade dos primers
e reprodutibilidade dos resultados obtidos (HARRIS, 1999). Em RAPD, por
exemplo, primers ricos em GC tém varios sitios de ancoragem do DNA ou
ancoragens ndo especificas em baixas temperaturas de anelamento (HARRIS,

1999). Em ISSR os primers sdo mais robustos, apresentando maior superficie de
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ancoragem, podendo-se utilizar maiores temperaturas de anelamento, o que
aumenta a especificidade com o sitio de ligagdo, proporcionando alta
reprodutibilidade nos resultados obtidos (TSUMURA; OHBA; STRAUSS,
1996).

Marcadores ISSR tém sido usados em diversos estudos para analise de
variabilidade entre linhas hibridas de cultivares, complexos hibridos naturais e
variabilidade em genética de populag¢des (Hu et al.,2010; Li et al., 2010; Shao et
al.,2009).

2.4 Manejo e diversidade genética de espécies arboreas

O homem converte florestas para uso agricola e expansdo urbana,
fragmentando florestas, mudando a demografia destas, degradando e poluindo o
ambiente. Essas atividades vém impactando a diversidade genética,
influenciando em processos evolutivos como: extingdo, sele¢do, deriva, fluxo
génico e mutagdo.

Diversidade genética é que d& condig¢des para a adaptacdo, evolugdo e
sobrevivéncia de espécies, especialmente frente a mudancas ambientais e
doencgas. Espécies arboreas sdo espécies chave para os ecossistemas florestais e,
por terem vida longa, a diversidade genética tem maior significado. A redugao
na diversidade genética dessas espécies pode predispd-las a doengas reduzindo a
produtividade. Desta forma a diversidade genética ¢ vista como fundamental
para a sustentabilidade e estabilidade de ecossistemas florestais.

O manejo florestal sustentado visa a produ¢do continua de madeira, para
atingir as metas os programas de manejo sdo delineados baseados nas medidas
de incremento médio anual e incremento corrente anual. Portanto seria
importante considerar também a constituicdo genotipica dos individuos a serem

explorados, j4 que essa constitui¢do ¢ responsavel por parte da diferencas de
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produtividade, adaptagdo e reproducdo dos individuos. No entanto, apesar da
grande importancia dos fatores genéticos para a exploragdo sustentada de uma
espécie, os planos de manejo em florestas tropicais naturais ndo tem incorporado
esses fatores.

Parametros genéticos e ecoldgicos s@o importantes para o manejo
sustentdvel das florestas tropicais, na qual a possibilidade de retomada do
crescimento (regenera¢do, recrutamento) de uma populagdo deverd ser
conhecida, a fim de proporcionar novos ciclos de exploracdo, na busca de
manter a integridade das populagdes. Questdes referentes a raridade, dimensao
da arvore e o material que sera explorado deverdo ser conhecidas para que o
manejo dos recursos da floresta seja sustentdvel, além de abranger critérios

econdmicos e sociais (KAGEYAMA, 2000).

2.5 Genética da paisagem

A fragmentagdo de habitat e alteracdes climaticas tém tido impactos
negativos sobre populagdes naturais, levando a descontinuidade e perda de
habitat. Essa descontinuidade divide populagdes interrompendo muitas vezes o
fluxo alélico, levando ao isolamento e aumentando a probabilidade de extingdes
locais.

Atualmente existem varias ferramentas disponiveis para inferir a
varia¢do genética no tempo e no espago e sua relagdo com o ambiente, surgindo
um novo campo de pesquisa denominado genética da paisagem.

A nova abordagem denominada genética da paisagem objetiva fornecer
informagdes de como a paisagem e as caracteristicas do ambiente influenciam a
estrutura genética populacional (KIDD; RITCHE, 2006; MANEL et al., 2003;
PEARSE; CRANDALL, 2004;). A primeira etapa ¢ analisar o padrdo espacial

da variagdo genética e detectar a existéncia ou ndo de descontinuidade genética
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entre populagdes locais, conhecendo-se desta forma o impedimento do fluxo
alélico, o que poderia estar associado a caracteristicas da paisagem.
Manel et al. (2003) definiram genética da paisagem como uma

combinagdo de ecologia da paisagem e genética de populagdes.

2.6 Unidades evolutivas significativas e unidades operacionais

Espécies encontram-se distribuidas em populagdes, podendo estar essas
em contato umas com as outras, terem pouco ou nenhum contato, ou estarem
geograficamente estruturadas. A auséncia de contato entre as populacdes pode
acarretar na diferenciagdo genética das mesmas, o que se torna necessario que o
manejo e conservagdo das espécies sejam realizados de maneira independente.

De acordo com Eizirik (1996), analisar a divergéncia genética entre
populagdes e aliar os dados aos padrdes espaciais da distribuicdo dessa
divergéncia permitem identificar Unidades Evolutivamente Significativas (UES)
e Unidades Operacionais ou Unidades de Manejo (UM) (Management Units)

O conceito de Unidades Evolutivamente Significativas (UES)
(Evolutionarily Significant Units - ESU) foi introduzido por Ryder em 1986.
Esse conceito define uma populagdo ou um grupo de populagdes que se encontra
diferenciadas em termos genéticos, morfologicos e ecoldgicos de populacdes
proximas (coespecificas), refletindo um isolamento geografico em niveis
varidveis (RYDER 1986). Segundo Eizirik (1996), essas populacdes merecem
ser consideradas como unidades independentes para conservagdo por possuirem
caracteristicas proprias. A maneira de definir estas unidades certamente depende
de como interpretar os padrdes de variagdo observados entre populagdes no

contexto da histéria de vida de cada espécie, evolugdo e biogeografia.
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Associado ao conceito de ESU esta o de Unidades de Manejo (UM)
(Manegement Units) ou Unidades Operacionais (UO). Moritiz (1994) define
como populagdes que apresentam divergéncia significativa na frequéncia de seus
alelos, independente de quanto distintos sejam esses alelos entre si. Ha nesse
caso uma separacdo que leva a divergéncia das frequéncias alélicas, mesmo
assim nao resulta em monofilia dos alelos por ser recente e incompleta.

O baixo nivel de contato atual entre essas populagdes tornariam
improvavel uma recolonizag@o da area de uma delas, no caso de sua extingdo, o
que implicaria em eliminagdo de genétipos Unicos nos ecossistemas locais, com
efeitos deletérios em termos demograficos, ecologicos € mesmo econdmicos
para as comunidades humanas locais que utilizam esses recursos (EIZIRIK,
1996).

Essas unidades s3o as mais apropriadas para conservagdo em curto
prazo, pois ocorrem em populagdes com separagdo geografica suficiente para
que haja divergéncia das frequéncias alélicas (EIZIRICK, 1996). Assim, a
defini¢do de Unidades Operacionais ¢ a forma mais adequada de se realizar a
conservacdo genética, ndo ocorrendo perda de alelos em regides sujeitas a forte
impacto.

Diniz-Filho & Telles (2002) propuseram uma metodologia para
definicdo de unidades operacionais especificas baseada no padrdo espacial da
variabilidade genética. Essas unidades seriam definidas por populagdes que
mantenham entre si uma distdncia geografica minima a partir da qual as
populagdes passariam a ser consideradas geneticamente independentes. Tal
metodologia possibilita a otimizagdo de estratégias de conservacdo da
variabilidade genética intrapopulacional, de forma a definir unidades para
conservagdo in situ e delinear esquemas de amostragem para cole¢do de
germoplasma. Essas unidades possuem entre si uma alta divergéncia genética, o

que reduz esforgos ou custos para a indicacdo de areas prioritarias para a
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conservagdo (MANEL et al. 2003; PEARSE & CRANDAL 2004; TELLES et
al.,2003; TOMIMATSU et al. 2004; WATTS et al. 2004).

De acordo com Taylor & Dizon (1999), indicar locais que possuem
populagdes com atributos genéticos significativos capazes de garantir a
manutencdo de parte da heranga evolutiva (ESU ou UO), discernindo entre as
diferentes populagdes ¢ uma informacao valiosa, pois essas populacdes seriam
prioritarias para a conservacdo. Esse seria também um estudo importante e pré-
requisito fundamental para se estabelecer estratégias eficazes de conservagio
genética. Assim, como cada populagdo ou espécie apresenta caracteristicas
particulares, como fluxo génico, historia de vida, os objetivos associados a
conservacdo devem ser analisados com atengdo, e os ricos de extingdo devem ser
identificados e considerados para que se possam definir as unidades de

conservagao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta e amostragem

Neste estudo foram utilizadas amostras de DNA provenientes de 200
individuos de 10 populagdes naturais de Eremanthus erythropappus (DC.)
Macleish distribuidas na area de ocorréncia da espécie no Estado de Minas
Gerais (Figura 6). Assim em cada uma das populagdes amostradas foram

coletadas folhas de 20 arvores.

Figura 6 Localizacdo das populagdes naturais de Eremanthus erythropappus
(DC.) Macleish em Minas Gerais (Brasil). DM = Delfim Moreira,
SR=Santa Rita do Sapucai, B = Baependi, ST= Sdo Tomé das Letras,
L= Luminérias, C= Carrancas, Carrancas, I= Ingai, MP = Morro do
Pilar,D = Diamantina, FS=Francisco Sa
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O material coletado foi identificado, acondicionado em sacos plasticos

com silica gel e encaminhado ao Laboratério de Conservagdo Genética de

Espécies Arboreas, na Universidade Federal de Lavras, onde foi armazenado a

-20° C até o momento da extracdo do DNA.

Na Tabela 2 verificam-se os dados sobre os municipios, o codigo da

populacdo e as coordenadas.

Tabela 2 Municipio, Codigo da Populagdo e coordenadas geograficas das
populagdes de E. erythropappus amostradas no Estado de Minas

Gerais
Municipio Cédigo da Latitude (S) Longitude (W) | Altitude (m)
Populacio
Delfim Moreira DM 22°18'26,51250" | 45° 10' 40,04240" 1200
Santa Rita do SR 22°11'17,54073" | 45°35'31,18036" 826
Sapucai
Baependi B 21°58'31,34129" | 44° 46' 09,38253" 893
Sao Tomé das ST 21°42'13,14629" | 44° 59' 16,21553" 1291
Letras
Luminarias L 21°31'52,20951" | 44°48'19,61931" 351
Carrancas C 21°27'01,46192" | 44° 39' 33,84086" 1051
Ingai I 21°26' 12,09065" | 44° 58' 24,73977" 951
Morro do Pilar MP 19° 12" 15" 43° 23" 15" 622
Diamantina D 18° 12' 03,80000" | 46° 24' 53,49999" 1114
Francisco Sa FS 16° 28’ 25,68000" | 43° 24’ 43,2602’ 657

A amostragem foi aleatoria em todas as populagdes, as arvores

amostradas foram georreferenciadas com aparelho GPS (E-TREX Legend HCx-
Garmim) com precisdo de 3,5 m. Todas as populagdes encontram-se em area

preservada e de dificil acesso.

3.2 Extracao e amplificacio do DNA genémico

Para a extragdo do DNA foi utilizado o protocolo do CTAB (DOYLE &
DOYLE 1990), com modificagdes. Nesse método, utilizou-se entre 150 e 200
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mg de tecido foliar de cada individuo para macera¢do em almofariz, utilizando
polivinilpirrolidona (PVP insoluvel). Adicionou-se 800 pL de tampao de
extragdo pré- aquecido a 65°C. O tampdo constitui-se de 2% de CTAB (cationic
hexadecy bromide), Tris HCL 1M (pH 8,0), EDTA (ethylenediaminetetracetate)
0,2 M (pHS,0), NaCl 1,4 M, 1% PVP (40) e 0,2 % de B-mercaptoetanol. Apos a
maceragdo, o material foi colocado em tubos de 2 ml devidamente identificado,
homogeneizado e colocado em banho-maria por 60 minutos a 65°C, com
agitagdes periddicas em intervalos de 10 minutos. Nesta primeira etapa, ocorre a
solubilizagdo das membranas celulares.

A primeira extracdo dos acidos nucléicos foi realizada com 600 pL de
solvente orgénico cloroformio alcool isoamilico na propor¢do de 24 partes de
cloroférmio para uma parte de alcool isoamilico (CAI 24:1). Em seguida, os
tubos foram agitados manualmente, durante 5 minutos. As amostras foram
colocadas em centrifugacao (12.000 rpm), por 10 mimutos, separando-se a fase
organica da fase aquosa. O sobrenadante (fase aquosa superior) foi retirado, e
transferido para novo tubo, no qual se adicionaram 60 pL de solugdo 10%
CTAB ¢ 1,4 M NaCl. Apés homogeneizagdo, nova extragdo com 600 plL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi feita e as amostra foram centrifugadas a
12.000 rpm por 10 minutos. A nova fase aquosa superior foi transferida para
novo tubo, adicionando-se 450 puL de isopropanol gelado e deixado para
precipitar (overnight) no freezer.

Apo6s a precipitacdo do DNA, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000 rpm, a 4°C. Posterior a essa etapa formou-se um pellet visivel
contendo o DNA. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes
com 100 pL de etanol 70%, por 5 minutos. Apds nova centrifugagdo (10.000
rpm por 5 minutos), o etanol foi descartado. O pellet foi lavado novamente com
etanol a 100% por 5 minutos. Apds a lavagem, as amostras foram secadas em

temperatura ambiente até total evaporagdo do etanol. O DNA foi ressuspendido
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em 100 puL de solucdo TE (1% v/v Tris-HCL 1M pH 8,0 ¢ 0,2% v/v de EDTA
0,5 M pH 8,0 com agua ultrapura autoclavada). As amostras de DNA foram
acondicionadas em freezer a -20°C.

Realizou-se dilui¢des padronizadas em todas as amostras para realizagdo
da reagdo de amplificagdo, pegando-se 1 pL do DNA resuspendido e
adicionando-se 100 uL de TE (diluigcdo 1:100).

Foram testados 20 primers ISSR em quatro amostras de DNA
provenientes de quatro populacdes (1 planta por populagdo). Verificou-se o
perfil de amplificacdo de cada primer em gel de agarose apds eletroforese. Dos
20 primers testados nove amplificaram um maior niimero de fragmentos com
boa resolucdo selecionado, portantos para a realizacdo do trabalho (Tabela 3).

As reagdes foram preparadas em microplacas para PCR (PCR — 96 —
Axygen Scientific), sendo aplicada, em cada poco, a aliquota de 2 pL. do DNA
diluido (1:100). As amostras de DNA foram acrescentados 10 pL de coquetel de
reacao contendo: 1,2 pL de tampdo PCR 10X (constituido de 500 mM de Tris-
HCI pH 8,0; 200 mM de KCI; 2,5 ng/mL de BSA; 200mM de Tartazine ¢ 1% de
Ficol, 1,2 pL de NTP + MgCl, (dNTP a 2,5mM; MgCl, a 25 mM), 0,15 pL de
Taq polimerase (5 w/pL) e 2 pL de primer completando o volume final com
agua ultrapura (5,45 pL ).

As reagdes de PCR foram conduzidas em um termociclador GeneAmp
PCR System 9700, onde as amostras sofreram desnatura¢do inicial a 94°C, por 2
minutos, seguida de 37 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo consistiu de 15
segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C e 1 minuto a 72°C. Ao final do ultimo

ciclo, a extensao final foi por 7 minutos, a 72°C.
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3.3 Separacio e genotipagem dos fragmentos

Os produtos resultantes da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (5Smg/ml). As corridas
eletroforéticas foram efetuadas em cuba horizontal (Bio-Rad Sub-Cell® ;modelo
192) em tampdo TBE 0,5X (Tris-Borato EDTA) com duracao de 2 horas e 30
minutos, a 120V. Para estimar o tamanho dos fragmentos, usou-se marcador de
peso molecular ladder de 1 kb (Amresco).

Apo6s a eletroforese, os géis foram retirados da cuba e levados para
transluminador de luz ultravioleta onde foram fotodocumentado por meio do
software de analise de imagens UVP Doc Itls. Os géis foram interpretados
quanto a presenca (1) e auséncia (0) de fragmentos amplificados de DNA. Com
base nesses resultados construiu-se uma matriz de dados binarios em que se
avaliou o nivel de polimorfismo nas populagdes. Cada fragmento amplificado

foi considerado como um loco.

3.4 Analise da diversidade genética

Para analise da diversidade genética intrapopulacional, utilizou-se o
programa POPGENE (Versdao 1.32) (YEH et al., 1997) em que para dados
dominantes de assume que as populagdes estdo em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Foram estimados o numero de alelos observados (N,),
numero de alelos efetivos (N.), o indice de Shannon (I), diversidade genética de
Nei (He) (NEIL,1978) , porcentagem de locos polimoérficos e fluxo alélico.

O programa PopGene (versdo 1.32) também foi utilizado para estimar as
similaridades genéticas entre as populagdes, utilizadas para a constru¢do de um
dendrograma UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic
Averages), adotando a rotina SAHN (Sequential Agglomerative, Hierarchical
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and Nested Clustering). O dendrograma foi construido pelo programa NTSYS,
versdo 2.11 (ROHLF, 2000). A consisténcia dos agrupamentos do dendrograma
foi verificada por meio do programa TFPGA (Tools for Population Genetic

Analysis) versdo 1.3 (Miller, 1997), apds 1.000 permutagdes.

3.5 Analise da estrutura genética

A estrutura genética foi obtida pela andlise de varidncia molecular
(AMOVA), utilizando o programa ARLEQUIN 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2007). Nessa analise, assumiu-se que os individuos dentro das
populagdes possuem o mesmo padrdo de cruzamento, e ¢ calculada uma matriz
de distancia fenotipica para os pares de comparagdes, utilizando um coeficiente
de similaridade genética (Jaccard).

Para o calculo da AMOVA, foi utilizado, como coeficiente, o quadrado
das distancias euclidianas, que ¢ andloga as analises de Excoffier, Smouse e
Quattro (1992) que introduziu a estatistica ®(HUFF; PEAKALL; SMOUSE,
1993). A analise de variancia, denominada AMOVA, produz estimativas dos
componentes de varidncia das analogas estatisticas F, que refletem a correlagao
da diversidade dos haplétipos em diferentes niveis de subdivisdo hierarquica. O
método acomoda diversos tipos de matrizes de entrada fornecidas pelos varios
tipos de marcadores moleculares e diferentes tipos de pressuposi¢des evolutivas,
sem modificar a estrutura basica da analise. A significancia dos componentes de
variancia e das estatisticas F, ¢ testada pelo uso de permutagoes.

A AMOVA ¢ aplicavel facilmente em diferentes situacdes e constitui
uma estrutura coerente ¢ flexivel para analise de dados moleculares. Uma das
vantagens da utilizacio da AMOVA para a analise ¢ que ela ndo necessita da

pressuposic¢ao do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).
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A andlise da varidncia molecular tem como base as distancias genéticas
que sdo tratadas como desvio da média de um grupo e utiliza os quadrados dos

desvios como varidncia, permitindo a partigdo da variacdo genética entre e
dentro das populagdes analisadas. Segundo de Excoffier, Smouse e Quattro

(1992) as somas de quadrados convencionais (SQ) podem ser escritas na forma

de somas de quadrados de diferencgas entre pares de observacdes. Desta forma,
eles construiram uma analise de varidncia molecular hierarquica, partindo
diretamente da matriz das distancias quadradas de todos os pares de haplotipos.

Na Tabela 3 observam-se os niveis hierarquicos, sendo:

P = ntimero total de populagdes

N = ntimero total de dados para dado haplétipo.

Tabela 3 Esquema da analise de varidncia molecular (AMOVA)

Fonte de variaciao GL SQ QM E(QM)
Entre populacdes P-1 SQa QMa O, ; + 2()‘5
Dentro de populagdes N-P SQb QMb sz
Total N-1

o' =0, +o.

Os componentes de varidncia de cada nivel de hierarquia sdo obtidos das

esperangas dos quadrados médios. De acordo com Cockerham (1969), tem-se:

em que: Ogr = a propor¢do da variabilidade molecular de haplotipos

entre populagdes. Esse indice também é denominado Fer.
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Utilizou se o programa HICKORY 1.0 (HOLSINGER; LEWIS, 2003)
para o calculo da estimativa Bayesiana. Nesse programa, o valor da estruturagdo
genética entre as populagdes ¢ dado pelo indice de ©° (analogo ao Fst), o qual
pode ser calculado por quatro modelos diferentes.

O primeiro modelo chamado full model, estima-se o valor de ©° e f
(coeficiente de endogamia similar ao Fis). O segundo e terceiro modelos
assumem, respecitivamente que O e f sejam iguais a 0. O quarto modelo assume
o valor de f livre para variagdo uma vez que as estimativas de f s3o viesadas,
quando se baseam em dados de marcadores dominantes. Nesse caso, esse
modelo escolhe valores aleatdrios de f para distribuicdo a priori . A distribuigdo
a posteriori de ©° foi numericamente aproximada pela simulagdo de Cadeias de
Monte Carlo Markov (MCMC).

A andlise ¢ realizada utilizando os quatro modelos, ao final os resultados
sdo comparados pelo do DIC (Deviance Information Criterious), em que o
menor valor de DIC determina o melhor modelo a ser utilizado. Segundo Diniz
Filho e Telles (2002) os parametros I, ¢ H-d podem ser utilizados para auxiliar
na escolha do melhor modelo. Ainda segundo a autora L. representa a informagao
fornecida na estimativa do pardmetro obtido para o conjunto de dados, quanto
maior seu valor mais informagdes foram extraidas dos dados, o valor de H-d
consiste na distancia ou diferenca entre as simula¢des das distribuicdes a
posteriori e a sua aproximagdo da distibui¢do B, representando a porcentagem da
nao sobreposi¢do entre essas distribuicdes. Quando o valor de H-d tende a zero,
significa que as distribui¢des sdo idénticas, por outro lado, se tende a um, elas
sdo completamente diferentes.

Foi realizada também uma estimativa de ©® entre os pares de
populagdes e realizado adicionalmente o teste de Mantel entre as populagdes,
pelo programa computacional NTSYS 2.0 (ROHLF, 2000), com 1.000

permutagdes, para teste de correlacdo entre as distdncias genética e geografica.
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A analise de agrupamento bayesiana foi utilizada também para a avaliagdo da
homogeneidade genética das populacdes e seu fluxo génico, para isso foi
utilizado o programa STRUCTURE 2.2 (PRITCHARD; WEN, 2002). O numero
de populagdes (K) foi estimado usando o modelo de ancestralidade nao
misturada (N0 admixture) com a frequéncia de alelos correlacionados,
permitindo uma resolucdo maxima na separagcdo das populacdes. O numero de
populacdes (K) foi entimado, com K variando de um a dez. Doze corridas foram
realizadas independentemente com 100.000 repetigdes em Cadeia de Monte
Carlo Markiv (MCMC), e um burn-in de 50.000, para cada valor de K. Espera-
se que o numero exato de populagdes discretas seja o valor K méximo estimado
pelo modelo Log-likelihood, log (P(X/K), em que considera-se mais confiavel

quando possuir menor nimero negativo de Ln.

3.6 Analise de descontinuidade genética

Partindo das distancias genéticas foi feito o acesso a descontinuidade
dos dados genéticos em relacdo ao espaco geografico. Localizou-se as
populagdes em um mapa respeitando suas posicdes geografica, aplicando o
método de triangulagdo de Delaunay para conecta-las em uma rede. Segundo
Legendre E Legendre (1998), a rede de Delaunay é formada por um conjunto de
trés populagdes (A, B e C), sendo que a ligagdo entre elas ocorre somente se um
circulo que passe sobre elas ndo inclui nenhuma outra populagao.

Partindo da rede e das distancias genéticas, a descontinuidade dos dados
multivariados foi obtida pela divisdo das distancias genéticas, associadas a cada
ligagdo entre as populacdes ABC na rede de Delaunay pela distancia geografica
(LEGENDRE; LEGENDRE, 1998). A analise de descontinuidade ¢ feita

mapeando-se uma dada propor¢do (i.e., 25%) dos valores mais elevados da
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distribuig@o global dessas razdes ao longo da rede de Delaunay (LEGENDRE &
LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; MANEL et al. 2003).
As andlises foram realizadas com auxilio do programa Barrier 2.2

(MANNI; GUERARD, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste e selegio de primers ISSR

Foram testados 16 primers ISSR, dos quais nove produziram fragmentos
robustos com um bom perfil de amplificagdo e boa resolugdo. Os primers
selecionados geraram um total de 72 fragmentos, havendo uma variacdo de 5 a
10 locos por primer. Pela Tabela 4 observa-se os primers selecionados, suas
sequéncias, numero de fragmentos produzidos e o valor do PIC (Contetido
Informativo de Polimorfismo), pardmetro indicativo da qualidade do marcador.
Botstein et al. (1980) classifica marcadores com PIC superior a 0,5 como
satisfatorios em conteudo informativo, valores entre 0,25 ¢ 0,50 como
mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 pouco informativos. O PIC
¢ calculado pela formula PIC = 2Pi (1-PI), em que Pi ¢ a frequéncia de

fragmentos polimoérficos amplificados e 1-Pi € a frequéncia do alelo nulo.

Tabela 4 Nome, sequéncia ¢ nimero de fragemntos produzidos pelos 9 primers
ISSR selecionados para a amplificagdo de Eremanthus erythropappus

Primer Sequeéncia (5' --3"") N°de PIC
Fragmentos

JOHN (AG)7-YC AGA GAG AGA GAG AGY C 7 0,24
MANNY (CAC)4-RC CAC CAC CAC CACRC 9 0,25
UBC 807 (AG)8-T AGA GAG AGA GAG AGA GT 9 0,25
UBC827 (AC)8G ACACACACACACACACG 7 0,25
UBC 834 (AG)8-YT AGA GAG AGA GAG AGA GYT 7 0,21
UBC 835 (AG)8-YC AGA GAG AGA GAG AGA GYC 8 0,25
UBC 841 (GA)8-YC GAG AGA GAG AGA GAG AYC 5 0,23
UBC 844 (CT)8-RC CTC TCT CTC TCT CTC TRC 10 0,25
UBC 857 (AC)8YG ACA CAC ACA CAC ACA CYG 10 0,25
Total 72 0,25

R- purina ( A ou G)

Y — pirimidina(T ou C)
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Neste estudo observa-se que a média do PIC para os nove primers foi de
0,24 e a variagdo foi de 0,21 a 0,25, classificando os locos mediamente
informativos. Os primers Manny, UBC 807, UBC 827, UBC 835, UBC 844 ¢
UBC 857 apresentaram maior valor de PIC (0,25) enquanto o primer UBC 834
apresentou o menor valor (0,21) e os primers UBC 841 e John apresentaram
valores de 0,23 e 0,24 respectivamente

De acordo com a Figura 7 verifica-se o padrdo de fragmentos gerados
por marcador ISSR com o primer Manny em amostras foliares de E.
erythropappus. Fragmentos que apresentaram coloragdo fraca ou dificil

defini¢do foram descartados da analise.

Figura 7 Padrio de fragmentos produzidos pelo primer Manny em individuos de
Eremanthus erythropappu (DC.) Macleish

4.2 Numero 6timo de locos polimorficos

Na caracterizagdo de espécies florestais o nimero de locos ¢ muito
variavel. Em relacdo a E. erythropappus, Arriel (2009) utilizou 123 locos para
caracterizar a diversidade e estrutura genética de uma populagdo usando

marcador ISSR. Usando marcadores RAPD, Estopa et al. (2006) caracterizou a



46

espécie com 56 fragmentos polimoérficos a partir de 10 primer. Hu et al. (2010)
estudando Rheum tanguticum, uma espécie endémica na China, trabalhou com
326 locos do mesmo marcador. Jeong et al. (2010) estudando Megaleranthus
saniculifolia utilizou 14 locos aloenzimaticos e 78 locos ISSR para
caracterizagdo da estrutura e diversidade genética da espécie.

Utilizando o programa GENES (CRUZ, 2001), o nimero 6timo de locos
ISSR na caracterizagdo da espécie E. erythropappus pela reamostragem
bootstraap foi estimado em 61 locos (Grafico 1), em que o valor do estresse foi
inferior a 0,05 ¢ a correlagdo de 0,97. E possivel observar pelo Grafico 1 que a
partir de 61 locos a correlacdo se aproxima do valor maximo (1), sugerindo que

o numero de locos obtidos foi suficiente para as analises.
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Grafico 1 Coeficiente de correlagdo e niimero 6timo de locos para Eremanthus
erythropappu (DC.) Macleish
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4.3 Diversidade genética

Os nove primers ISSR utilizados geraram total de 72 locos, todos
polimoérficos. Foram considerados polimoérficos os locos onde a frequéncia do
alelo mais comum foi menor ou igual a 95% (NEI, 1987). Na Tabela 5 sdo
apresentados os valores de diversidade genética intrapopulacional estimados nas
populagoes de E. erythropappus. A porcentagem de locos polimoérficos (P)
variou de 69,44% nas populagdes de candeia amostradas em Delfim Moreira
(DM) e Diamantina (D), a 95,83% em Morro do Pilar (MP), com média de
78,61%. Nas populagdes ST, DM, SR, D, FS os valores de P (variando de
69,44% a 73,61%) sendo menos elevados do que nas populagoes L, C, I, B, MP
(variando de 80,56% a 95,83%). Utilizando marcador ISSR, com a espécie
Rheum taguticum (Hu et al, 2010), obteve 326 locos dos quais 46,51% eram
polimorficos. Gajera et al.(2010) estudando Ricinus communis L. encontrou
68,0% de locos polimorficos.Usando marcador dominante Black-Samuelsson et
al. (1997) estudando Vicia psiformis encontrou apenas 7% de locos
polimorficos. Em relagdo a E. erythropappus, Moura (2005), utilizando
marcador RAPD encontrou 75% de locos polimorficos, Barreira (2005),
utilizando isoenzimas encontrou 76,92% de locos polimorficos e Arriel (2009),
encontrou 94,31% de locos polimédrficos, resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo.

Alguns trabalhos com populagdes naturais (ALEXANDER; LISTON;
POPOVICH, 2004; GE;SUN,2001; XIA et al. ,2007), a porcentagem de locos
polimérficos tem sido usada como medida de diversidade genética. No entanto,
apesar de se usar o parametro como indicador de diversidade genética, observa-
se em trabalhos realizados com marcadores dominantes uma alta variagdao nos
percentuais de locos polimdrficos. Todos os estudos citados acima utilizaram

marcadores dominantes, a variacdo deve ter ocorrido devido a caracteristicas
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ecologicas das espécies, variagdo do numero de individuos e populacdes e

também em funcdo dos marcadores ISSR serem mais polimorficos que RAPD.

Tabela 5  Estimativas genéticas populacionais das dez popula¢des naturais de
Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish amostradas. N, : nimero
de alelos observados; N, : nimero de alelos efetivos; I: Indice de
Shannon He : diversidade genética de Nei; P: porcentagem de locos
polimorficos; () : Desvio padrao

Populacio N. N. | He P(%)

DM 1,69 (0,46) | 1,47 (0,39) | 0,39 (0,20) | 0,27 (0,29) 69,44
SR 1,74 (0,44) | 1,46 (0,40) | 0,39(0,20) | 0,26 (0,28) 73,61
B 1,81 (0,40) | 1,50 (0,36) | 0,43(0,19) | 0,29 (0,26) 80,56
ST 1,71 (0,46) | 1,46 (0,39) | 0,39 (0,20) | 0,27 (0,20) 70,83
L 1,81 (0,40) | 1,47 (0,38) | 0,41(0,19) | 0,27 (0,26) 80,56
C 1,89 (0,32) | 1,68(0,32) | 0,54(0,15) | 0,38(0,21) 88,89

I 1,85(0,36) | 1,60 (0,34) | 0,50 (0,17) | 0,34 (0,23) 84,72

MP 1,96 (0.45) | 1,63(0,33) | 0,52(0,15) | 0,36 (0,20) 95,83
D 1,69 (0,46) | 1,51(0,39) | 0,42(0,20) | 0,29 (0,29) 69,44
FS 1,72 (0,45) | 1,53 (0,41) | 0,42 (0,21) 0,29 (0,29) 72,22

Média | 1,79 (0,42) | 1,53(0,37) | 0,44 (0,19) | 0,30 (0,25) 78,61

O namero de alelos observados (N,) variou de 1,69 a 1,96 ¢ o nimero

efetivo de alelos (N.) variou de 1,46 a 1,68.

O indice de Shannon (I) varia de 0 a 1 e considera-se que quanto mais

proximo de zero, mais baixa é a diversidade. Os valores encontrados para o

indice de Shannon (I) apresentaram variagio de 0,39 (ST, DM, SR) a 0,54 (C),

com média de 0,44. Em estudos realizados com a espécie E. erythropappus

pode-se observar valores do indice de Shannon variando de 0,45 a 0,49

(ESTOPA et al., 2006), 0,50 a 0,54 (MOURA, 2005) e 0,53 (ARRIEL, 2009).

Portanto, os valores de identidade genética aqui encontrados, sdo relativamente

baixos em relagdo aos resultados obtidos em outros estudos.
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Em relacdo a diversidade genética de Nei (H.) observou-se que o menor
valor foi encontrado na populagdo de Santa Rita do Sapucai (0,26) e o maior
valor na populagdo Carrancas (0,38). Analisando as 10 populagdes estudadas a
média de diversidade genética foi de 0,30. Os niveis de diversidade genética
encontrados neste estudo sdo semelhantes aos valores apresentados em estudos
com a mesma ou diferentes espécies, utilizando do mesmo marcador molecular.
Fernandes (2008) estudando Caryocar brasiliense por meio de marcadores ISSR
obteve indice de diversidade genética de 0,35. Branddo (2008) estudando a
espécie Myrcia splendens com marcadores ISSR em sistema de corredor e
fragmento encontrou valores de diversidade genética iguais a 0,33 e 0,37
respectivamente. Estudando E. erythropappus por meio de marcadores RAPD e
Isoenzimas, Moura (2005) encontrou valores de H. que variaram de 0,31 a 0,33.
Estopa et al. 2006 utilizando a mesma espécie e marcador (ISSR) encontrou
valores de H, com varia¢ao 0,31 a 0,33. Utillizando isoenzimas Barreira et al.
(2005), estudou a espécie E. erythropappus nas progénies apdés manejo e
encontrou valores de H, de 0,48 e Arriel (2009) estudando E. erythropappus

utilizando marcadores ISSR chegou ao valor de 0,36.

4.4 Estrutura genética

Na tabela 6 encontram-se os resultados da analise de varidncia molecular
(AMOVA) para as 10 populagdes de E. erythropappus. Os resultados da
AMOVA mostram que a maior diversidade genética encontra-se dentro das
populagdes de E. erythropappus (62,20%, P< 0,001) (Tabela 6). Loveless &
Hanrick (1987) mostraram em seus estudos que as espécies arboreas tropicais
tendem a apresentar niveis altos de variabilidade genética dentro das populagdes
e baixa divergéncia entre populacdes. Vérios trabalhos confirmam essa hipotese.

Zucchi (2002) estudando Eugenia dysenterica encontrou varia¢ao de 72,97% de
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variabilidade dentro das populagdes. Moura (2005), para a espécie E.
erythropappus encontrou valor de 96,5% de variabilidade genética dentro das
populagdes. Freita,Lemos e Lovato (2008), estudando oito populacdes (estagio
sucessional diferentes) de E. erythropappus por meio de marcador RAPD
chegou ao resultado de 85.7% de variabilidade dentro das popula¢des. Brandao
(2008) encontrou 96,49% de variabilidade dentro de populagdes de Myrcia
splendens. Fernandes (2008), em estudo realizado com a espécie Caryocar
brasiliense encontrou 86,97% de variabilidade genética dentro das popula¢Ges
estudadas.

Quando se compara os resultados do presente estudo € possivel observar
uma diferenga na magnitude da divergéncia genética, ndo se pode, portanto
considera-los coerentes, ja que € evidenciado que a diversidade genética dentro
das populagdes ¢ relativamente baixa (62,20%). Neste estudo observa-se que ha
uma alta diversidade genética entre as populagdes (30,80%) quando se compara
aos trabalhos citados. Segundo Loveless & Hamrick, (1984) se o fluxo alélico
for restrito as populagcdes apresentam uma alta divergéncia entre si. Os
resultados observados aqui, sdo devido ao isolamento pela distancia geografica
entre as populagdes (260 Km em média), o que leva a diminui¢do do fluxo
alélico entre as mesmas. Pode também haver impedimentos como barreiras
naturais ou antropicas que dificultam o fluxo alélico entre as populagdes

estudadas levando a esse resultado.

Tabela 6 Analise de varidncia molecular (AMOVA) em 10 populagdes de
Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish. GL: graus de liberdade;
SQ: soma do quadrado dos desvios

Fonte de Variacao GL SQ Componentes | Variacao(%) P
de variancia
Entre populagdes 9 448,195 2,24 30,80 <0,0001
Dentro de populagdes 190 955,50 5,03 62,20 <0,0001
Total 199 | 1403,70 7,27 100
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O valor do fluxo alélico (Nm) encontrado para o conjunto das dez
populagoes de E. erythropappus foi de 1,4. Esse valor de fluxo alélico ndo ¢
suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética, ja que, segundo Slatkin
(1987) e Wrigth (1951) e, fluxo alélico maior que quatro migrantes por geragao
¢ o suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética.

Contudo analisando os pares de populagdes em relacdo ao fluxo alélico
(Tabela 7) & possivel perceber a relagdo entre fluxo alélico e distincia
geografica. Sendo assim os pares de populagdes que apresentaram maior valor
de fluxo alélico foram L-ST, L-C, ST-C, ST-I, C-I e I-B. Essas popula¢des
estdo distantes em média 21 km uma da outra. N&o era esperado a ocorréncia de
fluxo alélico intenso entre populagcdes com maiores distancias geograficas como
foi o caso dos pares I-DM, B-SR, que se encontram a uma distdncia média de
132,45 Km uma da outra. Devemos considerar que o valor de Nm calculado a
partir da divergéncia genética reflete o fluxo alélico que ocorreu durante um
longo periodo. Nao indica que ndo estd havendo troca alélica em determinado
evento reprodutivo, mas calcula os niveis de fluxo alélico que devem ter

ocorrido no passado para produzir os padrdes observados de estrutura genética.

Tabela 7 Fluxo alélico entre pares de populagdes de E. erythropappus (baixo da
diagonal), distancias geograficas entre pares de populagdo (acima da
diagonal). DM = Delfim Moreira, SR = Santa Rita do Sapucai, B =
Baependi, ST = Sdo Tomé das Letras, L= Luminarias, C=Carrancas,
I= Ingai, MP = Morro do Pilar, D = Diamantina, FS=Francisco Sa

DM | SR B ST L C 1 MP D FS

DM | ** 135,35]|136,66 | 140,76 | 150,70 | 166,70 | 155,67 | 431,52 | 523,58 | 715,57

SR |26 | ** ]109,23|109,76|126,11|136,19| 123,41 |398,33 |489,03 | 680,59

B |33 47 roE 22,46 | 20,74 | 35,36 | 37,81 | 301,46 400,59 |599,43

ST 23] 1,8 1,9 ok 16,35 | 26,51 | 17,75 291,79 | 387,90 | 584,99

L |1,7] L5 1,8 5,4 *k 10,46 | 12,02 276,00 | 373,04 | 570,93
C |33 29 3,5 53 4,9 *ok 19,65 267,29 | 365,43 | 564,07
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I 145] 3,0 4,2 4,6 3,7 8,1 **1275,99 370,94 | 567,55
MP| 19| 22 2,6 2,0 2,4 3,2 2,8 ** 111,18 314,03
D |22] 18 1,9 2,2 1,9 2,7 2,9 2,2 % 1203,54
FS | 1,7] 1,7 1,8 1,7 1,7 2,6 23 2,7 2,5 wok

Pelas estimativas de identidade e de distdncia genética de Nei (1978)

para as 10 populagdes de E. erythropappus, sdo mostradas na Tabela 8.

Tabela 8 Estimativas de identidade(acima da diagonal) e distidncia genética

(abaixo da diagonal) de Nei(1978),

entre as populagdes de

Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish. DM = Delfim Moreira,
SR=Santa Rita do Sapucai, B = Baependi, ST= Sdo Tomé das Letras,
L= Luminarias, C= Carrancas, I= Ingai, MP = Morro do Pilar,D =

Diamantina, FS=Francisco Sa

DM | SR B ST L C I MP D FS
DM | *#** 10,87| 0,89 | 0,16 0,23 | 0,14 | 0,09 |0,78| 0,84 0,78
SR | 0,14 |****| 0,07 | 0,21 [0,28 | 0,16 | 0,14 | 0,81 0,8 0,79
B 0,12 10,93 | *#*x | 0,22 |0,24 | 0,14 0,1 1083] 0,79 0,79
ST | 0,85 | 0,81 0,8 HAkx 10,06 093 | 092 [0,78] 0,83 0,78
L 0,8 [0,76] 0,79 | 094 |****| 092 | 0,89 10,82 ] 0,8 0,78
C 0,87 [0,85| 0,87 | 0,08 | 0,09 | **** ] 0,95 |0,83] 0,83 0,82
I 092 10,87] 09 0,09 [ 0,11 | 0,06 | **** 10,82 | 0,86 0,81
MP | 0,25 [0,22] 0,19 | 0,24 | 0,19| 0,19 0,2 [***x] 0,23 0,18
D 0,18 10,23 ] 024 | 0,18 {022 | 0,19 | 0,16 | 0,8 | *#*x* 0,85
FS | 024 [024| 0,24 | 0,25 10,25] 0,2 0,21 0,84 | 0,16 oo

A distancia genética média entre as populagdes foi de 0,18. A menor

distancia genética (0,06) foi encontrada entre as populagdes de Carrancas (C) e

Ingai (I)e Luminarias (L) e Sdo Tomé das Letras (ST), enquanto as populagdes

Luminarias (L) e Santa Rita do Sapucai (SR) apresentaram maior valor de

distancia genética (0,28). E importante lembrar que menores distincias genéticas

estdo associadas a genotipos semelhantes e as maiores distdncias a genodtipos
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mais divergentes. O valor médio da distancia genética (0,18) indica divergéncia
genética intermediaria entre as populagdes estudadas. Esse fato pode decorrer da
distancia geografica entre as mesmas, pelo sistema de dispersao e polinizagdo da
espécie. Pode ter relagdo com o fluxo alélico entre as populagdes (1,4) valor
baixo e que n3o contrapde os efeitos da deriva genética para o conjunto de
populacdes. Para a redugdo da divergéncia genética seria necessario um fluxo
alélico maior que quatro migrantes contrapondo assim os efeitos da deriva
genética.

A partir da matriz de identidade genética de Nei (1978) entre as
populagd