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RESUMO

As espécies Eremanthus erythropapus e Eremanthus incanus sao
popularmente conhecidas como candeia, ocorrendo predominantemente em
areas montanhosas em Minas Gerais. E. erythropappus é utilizada para a
confecgdo de moirbes e producdo de 6leo essencial, cujo o principio ativo é o
alfa-bisabolol e E. incanus apenas para a produgdo de moirdes. Ambas sdo de
grande importéncia ecoldgica, econémica e social em Minas Gerais, sendo nos
Galtimos anos explorada por meio de técnicas de manejo florestal. A utilizagdo de
parametros ecoldgicos e critérios econdmicos somados ao conhecimento de
aspectos genéticos sdo fundamentais para o delineamento de estratégias de
conservagdo. O autor desse trabalho objetivou o estudo da diversidade
haplotipica e estrutura genética utilizando DNA cloroplastidial. Foram coletadas
amostras foliares de 141 individuos em 10 populagGes naturais de E.
erythropappus e de 25 individuos em quatro populag¢fes naturais de E. incanus.
As amostras foram analisadas a partir de 15 primers universais para cloroplasto e
nove enzimas de restricdo. Apenas uma combinagéo primer/enzima (SFM/Hinfl)
revelou polimorfismo, sendo identificado trés diferentes hapldtipos. O hapl6tipo
1 foi considerado ancestral dos demais, com frequéncia rara. A frequéncia do
haplétipo 3 foi de 95,2% nas populagdes de E. erythropappus e a do haplétipo 2
foi de 90%, em E. incanus. As populagdes de E. erythropappus apresentam-se
estruturadas, diferenciando-se geneticamente em relago as areas de ocorréncia,
ou seja as populacGes localizadas no norte foram geneticamente diferentes das
localizadas no centro-sul do estado. Para E. incanus ndo foi observada
estruturacdo genética. As diversidades estimadas e observadas foram baixas, Hs
=0, 174 ¢ 0, 220; Hy = 0, 167 e 0, 210, para E. erythropappus e E. incanus,
respectivamente.Em ambas as espécies, observaram-se valores nulos e negativos
para a diferenciacdo genética (Gsr e Nsr).Para E. erythropappus recomenda-se a
preservacdo das populacdes de Medina e Francisco S& ao norte e na regido
Centro-Sul, a populagdo de Lavras. Para E. incanus dever ser priorizara
conservagdo das populacBes de Francisco Sa, ao norte, e as populacbes de
Lavras e S0 Tomé das Letras na regido Centro-Sul do estado.

Palavras-chave: cpDNA. Filogeografia. indices de diferenciacdo. Anélise RFLP.



ABSTRACT

The species Eremanthus erythropapus and Eremanthus incanus are
popularly known as candeia, occurring predominantly in mountainous areas in
Minas Gerais. E. erythropappus is used for making fence posts and essential oil
production, whose active ingredient is alpha-bisabolol, and E. incanus only for
the production of fencepost. Both are very important ecological, economic and
social development in Minas Gerais, and in recent years it has been explored
through forest management technigques. The use of ecological parameters and
economic criteria added to the knowledge of genetic parameters are fundamental
to the design of strategies for its conservation. This work aims to study the
haplotipic diversity and genetic structure using chloroplast DNA. Leaf samples
were collected from 141 individuals in 10 natural populations of E.
erythropappus and from 25 individuals in four natural populations of E. incanus.
The samples were analyzed using 15 universal primers for chloroplast and nine
restriction enzymes. Only 1 combination primer/enzyme (SFM/Hinfl) showed
polymorphism, and then three different haplotypes were identified. The
haplotype 1 was considered the ancestor, with rare frequency. The frequency of
haplotype 3 was 95.2% in the populations of E. erythropappus and haplotype 2
showed frequency of 90% in the populations of E. incanus. E. erythropappus
populations presented structured and with evident genetic differentiation among
the analyzed areas of occurrence, that is the populations located in the north
were genetically different from those located in the south-center of the state. E.
incanus genetic structure was not observed, neither genetic structure. The
estimated and observed diversities were very low,Hs = 0,174 e 0,220; H; =
0,167 e 0,210, forE. erythropappus e E. incanus, respectivaly. In addition, for
both species,null and negative values for genetic differentiation (Gsr and Nst)
were observed.ForE. erythropappus the preservation of the Medina and
Francisco Sa (North) and Lavras populations(Central-South) is recommended.
ForE. incanus should be prioritizedthe conservation of Francisco S& (North), and
the populations of Lavras and Sdo Tomé das Letras in the South region of the
state.

Keywords: cpDNA. Phylogeography. Differentiation indices. RFLP analysis.
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1 INTRODUCAO

Eremanthus erythropappus (DC.). Mac Leish e Eremanthus incanus
Less, sdo espécies arboreas pertencentes a familia Asteraceae, conhecidas
popularmente como candeia. Ambas sdo utilizadas para a produgdo de moirdes,
sendo a madeira muito valorizada devido a sua alta durabilidade natural. Além
disso, a madeira de E. erythropapus, espécie florestal de mdaltiplos usos,
considerada também como uma espécie arborea medicinal, é muito utilizada
para a producdo de dleo essencial e o a-bisabolol, utilizados pelas industrias
cosmética e farmacéutica (cremes, bronzeadores, protetores solares, veiculo para
medicamentos, além de uso na profilaxia e cuidados da pele de bebés e adultos,
entre outros). Por outro lado, E. incanus ndo apresenta potencial para produgédo
de dleo.

Até o0 ano de 2000, apesar do alto potencial econdmico, a exploracao de
madeira nativa de candeia foi realizada de maneira predatéria, sem aplicar
técnicas de manejo florestal e com baixa remuneracao para os produtores rurais.
Para contrapor a clandestinidade usual no corte da espécie, foi proposto no ano
de 2000 o projeto intitulado “Manejo Sustentavel da Candeia” pela Universidade
Federal de Lavras, visando a geracdo de conhecimento e tecnologia para as
espécies de candeia, de forma a possibilitar 0 uso sustentavel dessas espécies
pelos produtores rurais, valorizando os produtos obtidos da candeia e
regulamentando o setor produtivo. InformacGes referentes sobre a estrutura,
dindmica de crescimento, aspectos econdémicos da producéo e silvicultura foram
disponibilizadas com os resultados do projeto, o que resultou na sustentabilidade
dos sistemas de manejo e ecologia da candeia, em diversos locais de sua
ocorréncia em Minas Gerais (SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE, 2012). Os
dados gerados pelo projeto auxiliaram o Instituto Estadual de Florestas (IEF)

lancar a Portaria 01 de 5 de janeiro de 2007 que dispbe sobre as normas para a



12

realizacdo do manejo da candeia em Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2007).
Posteriormente, foi institucionalizada a Resolugéo de n° 1804, publicada em
fevereiro de 2013, trazendo novos termos de referéncia para o manejo
sustentavel da candeia, nativa e para os plantios das espécies (MINAS GERAIS,
2013).

Para consolidar o sistema de manejo sustentdvel proposto para a
candeia, a equipe do Laboratério de e Conservacdo Genética de Espécies
Arboreas, do Departamento de Ciéncias Florestais da UFLA, desenvolveu
alguns estudos ecoldgicos e genéticos. Estes estudos levaram ao conhecimento
da fenologia e biologia reprodutiva (ARRIEL, 2009; VIEIRA; FAJARDO;
CARVALHO, 2012), diversidade genética de populagdes de candeia (ARRIEL,
2009; ESTOPA et al., 2006; MOURA, 2005; SILVA et al., 2007). Entre os
resultados obtidos algumas unidades evolutivas significativas foram
determinadas (PADUA, 2011), o que realmente faz com que a conservacio de
areas de ocorréncia da candeia e seu manejo florestal possam realmente ser
consolidados.

Entretanto, ainda faltam informacGes sobre a contribuicdo das
populagOes para a diversidade genética total e sobre os aspectos filogeograficos
da candeia. Esses aspectos sdo importantes para o esclarecimento de padrdes de
dispersdo histérica das sementes, rotas de recolonizacdo, de distribuicdo da
diversidade genética e locais de refligios da espécie. Dessa forma, o presente
trabalho, consistiu no estudo da estrutura e da diversidade haplotipica de
populagdes de candeia, E. erythropappus e E. incanus, em Minas Gerais, a partir

da analise do DNA cloroplastidial. Sendo que os objetivos especificos sdo:

a) Indicar areas prioritarias para a conservacao das espécies;

b) Verificar se ha diferenciagdo haplotipica entre as regides amostradas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Conservacdo genética de espécies arboreas

A conservagdo genética de populagBes naturais tem como objetivo a
manutencdo da diversidade genética, de modo que essas populacdes persistam
devido a alteragcBes que possam ocorrer no ambiente. A viabilidade de uma
populacdo pode ser afetada pela diminuicdo de sua variabilidade genética e,
como consequéncia pode acarretar aumento do nivel de endogamia, na erosdo do
potencial evolutivo de uma espécie e na extincdo local de populagdes
(CRNOKRAK; ROFF, 1999; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2002;
FREITAS et al., 2006; QUEMERE et al., 2010). O conhecimento sobre a
diversidade genética de uma espécie é fundamental para inferéncias e previsdes
sobre os niveis de endogamia, depressao génica, fluxo génico e selegdo natural,
pardmetros essenciais para o entendimento dos processos mantenedores da
variabilidade genética (AGUILAR et al., 2008; TORO; CABALLERO, 2005;
WRIGHT, 1978).

Informacdes sobre a diversidade genética e sistema reprodutivo, que é o
elo genético entre as geracdes, sdo imprescindiveis para o delineamento de
estratégias para a conservacao, melhoramento genético e a exploracao florestal
sustentada de espécies arbdreas (KAGEYAMA et al., 2003; RAIJORA,;
PLUHAR, 2003). O sistema reprodutivo determina, em parte, a estrutura
genética das populacdes e, a diversidade genética promove a matéria-prima para
adaptacéo, evolucdo e sobrevivéncia de individuos e das espécies principalmente
frente &s mudangas ambientais e, reducGes na diversidade genética podem
predispor as espécies as doencas, reduzir a produtividade e limitar o

melhoramento genético. Em se tratando de espécies arboreas a diversidade
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genética se torna ainda mais importante quando se considera a longevidade das
mesmas (RAJORA; PLUHAR, 2003).

Além da importancia de se manter as populacbes de espécies arbdreas
com altos niveis de variabilidade genética, deve-se considerar a fragilidade dos
biomas tropicais, principalmente os de altitude, que segundo Brown e Kappelle
(2001), por ocuparem superficies menores, podem estar sujeitos a um maior
risco de extingdo. Face & vulnerabilidade local aliada & elevada diversidade
bioldgica presente nestes locais, a analise da variabilidade genética juntamente
ao estudo de parametros ecoldgicos e critérios econémicos tornam-se
fundamentais para auxiliar a definicdo de estratégias de manejo e conservagéo
dessas populacdes naturais (AGUILAR et al., 2008; AVISE; HAMRICK, 1996;
KAGEYAMA, 2000; KAGEYAMA; GANDARA, 1993; SOUZA; LOVATO,
2010). Por exemplo, o conhecimento da diversidade genética pode ser aplicado
em atividades relacionadas a definicdo do tamanho e localizagdo de reservas
(BRANDAO, 2012; DUARTE, 2011; PADUA, 2011), manejo adequado das
espécies (AZEVEDO et al., 2007; DEGEN et al., 2006; LACERDA; NIMMO;
SEBBENN, 2013; LEMES et al., 2007; SEBBEN et al., 2000), identificacdo e
diferenciagdo de taxons (CADDAH et al., 2013; CAVALLARI et al., 2010) e
coletas de sementes para plantio de espécies nativas (FERREIRA et al., 2012;
GONELA et al., 2013; TARAZI et al., 2013).

A caracterizacdo da variabilidade genética pode ser feita a partir de
medidas de diversidade genética intrapopulacional e interpopulacional, que
poderdo ser estimadas a partir de dados de marcadores moleculares
(CAVALLARI-NETO, 2004; GE et al., 2005; ZAGHLOUL et al., 2006). Dessa
forma, os marcadores moleculares se apresentam como sendo a principal
ferramenta para descrever os padrdes da variabilidade genética de uma
populagéo natural (SEBBENN, 2001).
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Alguns pardmetros, como a porcentagem de locos polimérficos (P),
namero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada em equilibrio
de Hardy-Weinberg (He), heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixacao
(f) ttm sido usados na caracterizacdo da variabilidade genética intrapopulacional
(BERG; HAMRICK, 1997). Além desses, destaca-se o de diversidade de Nei
(NEI, 1973), que consiste na probabilidade de que dois alelos amostrados sejam
diferentes.

A utilizacdo de medidas de divergéncia relacionadas aos parametros de
Nei, como Dsr e Ggr, que sdo medidas de diferenciagcdo absoluta e relativa,
foram propostas por Pons et al. (1998). A contribuicdo de uma dada populagéo
para a diversidade total — diversidade de Nei, riqueza alélica ou qualquer outro
pardmetro apropriado — pode ser medida como a diferenca entre a diversidade
total de todas as populacGes menos a diversidade total de todas as popula¢Ges
com excec¢do da populagdo em questdo. Esta contribuicdo a diversidade pode ser
dividida em dois componentes, um relacionado a diversidade da populagdo (CS)
e outra a sua divergéncia das popula¢des remanescentes (CD).

Estes dois componentes da contribuicdo ilustram como uma populacéao
em particular apresenta valor para a conservagdo em comparacdo com outras
remanescentes. Algumas contribui¢des a diversidade total ou B podem ser
negativas, seja porque a diversidade da populacdo estd abaixo da média ou
porque ndo ha muita divergéncia entre as populagdes. Os parametros estimados
podem ser comparados com a localizacdo geografica e a possivel historia das
populagbes para determinar o que influenciou a diversidade e a divergéncia
genética das populagdes.

Segundo Wright (1943), a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de populages esté associada & dindmica de movimentacao dos alelos nas

populagbes, a qual estd condicionada ao sistema reprodutivo da espécie, ao
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modo de cruzamento e sindromes de dispersdo do pélen e das sementes, bem
como a dindmica dos agentes dispersores e polinizadores.

A riqueza alélica ou diversidade genética corresponde ao numero de
alelos por loco e é altamente dependente do tamanho efetivo populacional
(LEBERG, 1992; NEI; MARUYAMA; CHAKRABORTY, 1975).

Estudos sobre a variabilidade genética das candeias, E. erythropappus e
E. incanus, utilizando DNA nuclear, mostram que a maior parte da diversidade
genética encontra-se dentro das populacdes. Os valores de diversidade genética
sdo considerados altos para ambas as espécies (Tabela 1). A maior parte dos
trabalhos genéticos com as espécies em estudo relata uma alta diversidade
genética dentro das populagdes analisadas (ARRIEL, 2009; BARREIRA, 2005;
BARREIRA et al., 2006; ESTOPA et al., 2006; FREITAS; LEMOS; LOVATO,
2008; MOURA, 2005; PADUA, 2011) (Tabela 1). Estes altos valores de
diversidade genética podem ser atribuidos a alta taxa de cruzamento multiloco
(BARREIRA et al., 2006; CARVALHO et al., 2012), sendo que a espécie
apresenta predominantemente fecundacdo cruzada e sistema de auto
incompatibilidade.

Entretanto, para indicar areas prioritarias para a conservacdo genética,
deve-se ainda analisar a filogeografia da espécie, a qual associa a abordagem
filogenética a biogeografia, revelando barreiras historicas entre populacdes e
espécies, ou ainda areas com alta diversidade genética e endemismo. Essa
abordagem é importante para a elucidagdo dos padrdes geograficos de
distribuicdo da diversidade genética. Essas informagdes quando utilizadas
adequadamente no desenvolvimento das politicas de conservagdo da candeia
poderd efetivamente garantir conservacdo das espécies.

A filogeografia aborda principios e processos que determinam as

distribuicdes geogréficas das linhagens genealGgicas, especialmente no nivel
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intra-especifico (AVISE et al., 1987) e enfatiza os aspectos historicos da
distribuicéo espacial das linhagens contemporéaneas (AVISE, 2000).

Os estudos filogeograficos podem contribuir para o esclarecimento de
importantes questdes como a definicdo das areas a serem conservadas de
maneira a incorporar a maior quantidade de diversidade genética visando a

manutencdo do potencial evolutivo de uma espécie ou populagéo.



Tabela1 Indices de diversidade genética encontrados para Eremanthus erytropappuse E.incanus

Locais -
Np Ni P%) A Ae | He Marcador Referéncia

E. erythropappus

Lavras 1 60 933 194 161 053 0,36 ISSR Arriel (2009)
Baependi, Carrancas, Francisco Sa, Morro do

Pilar, Sdo Tomé das Letras, Delfim Moreira,

Ingai, Lumindrias, Santa Rita do Sapucaf, 10 20 786 1,79 153 0,44 0,30 ISSR Péadua (2011)*
Diamantina.

Airuoca, Sdo Tomé das Letras 3 7 92,3 0,47 0,31 RAPD  Estopa et al. (2006)*

Baependi, Carrancas 5 150 100 21 20 0,48 Isoenzima Moura (2005)*

Lavras e Morro do Pilar - - 915 191 151 0,35 RAPD Moura (2005)*
Baependi 1 230 769 257 193 0,48 Isoenzima Barreira et al. (2006)

Morro do Pilar 4 160 838 0,44 RAPD Flr_‘zi\tlzst’o"(g'g‘gg)e

E. incanus
Lavras 1 60 8571 186 158 05 0,34 ISSR Arriel (2009)

*Qs valores descritos s&o médios para as populacdes amostradas. I: Indice de Shannon; Np: nimero de populagdes; Ni: nimero de
individuos; P(%): porcentagem de locos polimoérficos; A: nimero médio de alelos por locos; Ae: nimero efetivo de alelos por locos;
He: Heterozigosidade média esperada.

8T
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2.2 DNA cloroplastidial

Devido & sua natureza haplotipica e evolugdo clonal, o DNA
cloroplastidial (cpDNA) em plantas é fonte de marcadores originais, muito Gtil
na filogenia, estudos sobre o padrdo de distribui¢do das espécies e em genética
de populacgdes.

Os cloroplastos possuem genoma préprio e, em geral, 0 cromossomo
estd na forma linear (BENDICH, 2004; LILLY et al., 2001; OLDENBURG;
BENDICH, 2004), circular (LILLY et al., 2001; PALMER, 1992) ou mais
complexas. As moléculas sdo formadas por mondmeros, dimeros, trimeros ou
multimeros de até 900 kilobases (kb) (LILLY et al., 2001). Na maioria das
plantas superiores, o cpDNA ¢ constituido por 120-180 x 103 (kb),
concentrando-se na faixa entre 140-160 sendo dezenas de vezes maior que o
DNA mitocondrial. Além disso, o0 cpDNA ndo segue as regras da genética
descrita por Mendel (ARIAS; INFAME-MALACHIAS, 2001; MALIGA, 2004).

A estrutura do DNA cloroplastidial, normalmente para maioria das
espécies, consiste em um par de regides repetidas invertidas (IR), denominadas
IRA e IRB. Essas sdo separadas por uma regido de coOpias Unicas, sendo uma
delas mais longa (LSC) e a outra menor (SSC) (PALMER, 1992). A regido LSC
€ menos conservada que o resto do genoma do cloroplasto, sendo assim mais
indicada para a realizacdo de estudos taxondmicos (WEISING; GARDNER,
1999). Estas caracteristicas conservativas do cpDNA sugerem que qualquer
mudanga em estrutura, arranjo ou conteudo do genoma pode ter implicacdes
filogenéticas significativas.

De acordo com Arias e Infame-Malachias (2001) as alteracbes de
tamanho nesse genoma sdo devidas a dois fatores principais: quantidade de
sequéncias repetidas e alteracbes na complexidade da sequéncia (expansdo ou

contracdo de duplicagbes invertidas, que muitas vezes vdo dos genes para as
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subunidades ribossdmicas). O genoma cloroplastidial é extremamente
conservado em tamanho, estrutura, contetdo génico e ordem linear dos genes
entre espécies aparentadas e mesmo entre espécies filogeneticamente distantes,
pois 0 cpDNA ndo sofre recombinacdo e apresenta baixa taxa de mutacédo
(PALMER; STEIN, 1986). A taxa de evolucdo do cpDNA € lenta, seja em
termos de substituicdo de bases bem como de rearranjos estruturais, 0 que torna
esta molécula extremamente interessante para estudar padr@es de diferenciagdo
genética entre populaces e entre regides. Com isso, hd um crescente interesse
na utilizacdo do cpDNA em estudos de genética de populacdes em plantas, e
devido a conservagdo dos arranjos dos genes no cpDNA, é possivel o desenho de
varios primers de cloroplasto “consensuais” ou “universais”, o que facilita
estudos filogenéticos e de genética de populagbes (AZEVEDO et al., 2007;
DEMESURE; SODZI; PETIT, 1995).

Outra caracteristica interessante é o modo de heranga dessa organela.
Enquanto o genoma mitocondrial, com raras excegdes, € herdado
maternalmente, o cloroplasto pode ser herdado biparentalmente e paternalmente
em algumas angiospermas ja estudadas (ARIAS; INFAME-MALACHIAS,
2001). No entanto, de maneira geral, no caso de angiospermas, 0 cpDNA possui
heranga uni parental e maternal, devido a uma variedade de mecanismos que
evitam a recombinagdo entre o cpDNA materno e paterno.

Geralmente, os plastidios dos graos de polen sdo impedidos de penetrar
na oosfera, mas ha excegdes. No caso das gimnospermas, 0 cpDNA do gréo de
polen penetra na oosfera, mas é retido, resultando na heranca materna
(NAGATA et al., 1999). Segundo Birky (2001), os processos relacionados com
a prevaléncia da heranca uniparental ainda néo estéo esclarecidos.

Destaca-se ainda a caracteristica poliploide da molécula, onde uma Unica
célula vegetal pode apresentar até 10.000 cépias do cpDNA (PALMER; STEIN,

1986). Além disso, outra caracteristica importante para a filogenia é o fato de
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que a estrutura genética dos marcadores de cpDNA é dependente do fluxo
génico via dispersdo de sementes, diferentemente da estrutura genética dos
marcadores nucleares, a qual é determinada pelo fluxo génico via dispersao de
sementes e polen (PETIT; KREMER; WAGNER, 1993). Por exemplo, a
estrutura genética espacial do cpDNA de espécies de clima temperado foi
interpretada como consequéncia das mudancas climéticas durante o Pleistoceno
(KING; FERRIS, 1998; SOLTIS; GITZENDANNER, 1999). Acredita-se que,
na América do Sul, a &rea ocupada pela floresta tropical Umida retraiu entre
10.000 e 20.000 anos atras em decorréncia das mudancas climaticas. De acordo
com esta hipotese, populagdes de tamanho reduzido (refagios) foram isoladas
por florestas secas (GRANVILLE, 1988; PRANCE, 1973, 1982). Assim, as
populagbes, antes continuas, sofreram uma reducdo no tamanho e,
provavelmente, foram submetidas ao isolamento genético. Para estas espécies, a
perda de diversidade genética dentro das populaces e 0 aumento na estrutura
genética espacial sdo, entdo, esperados (efeito bottleneck) (NEI; MARUYAMA,;
CHAKRABORTY, 1975).

2.2.1 Métodos para a anélise do DNA cloroplastidial

A distribuicdo e a diversidade genética atual das espécies de plantas
seriam entdo resultado de eventos climaticos como o periodo de glaciacdo no
Pleistoceno (ABBOTT; BROCHMANN, 2003; COMES; KADEREIT, 1998;
HEWITT, 2000; NEWTON et al., 1999). As mudancas ocorridas no periodo
contribuiram para a formacdo da atual distribuicdo espacial das espécies, por
meio de processos de extingdo, colonizacdo, dispersao e isolamento (ABBOTT;
COMES, 2004; NEWTON et al., 1999; WIDMER; LEXER, 2001).

Os métodos para a analise do DNA do cloroplasto se baseiam no uso da

reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e do polimorfismo do
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comprimento de restrigdo do fragmento (PCR-RFLP) (ou CAPS, amplificacdo
da sequéncia polimorfica clivada) que utiliza primers universais (DEMESURE;
SODZI; PETIT, 1995; DUMOLIN-LAPEGUE; PEMONGE; PETIT, 1997;
TABERLET et al.,, 1991) para amplificacdo das sequéncias especificas do
cpDNA, seguida da clivagem por enzimas de restricao.

Atualmente, técnicas de sequenciamento automatico de fragmentos de
DNA, também passaram a ser usadas em analises de filogeografia
(COLLEVATTI et al., 2012a, 2012b, 2012c; COLLEVATTI; RABELO;
VIEIRA, 2009; GARCIA et al., 2011; NOVAES et al.,, 2010; RAMOS;
LEMOS-FILHO; LOVATO, 2009; RIBEIRO et al.,, 2011; TURCHETTO-
ZOLETA et al, 2012). Essas técnicas produzem leituras confidveis dos
polimorfismos nos fragmentos de cpDNA. No entanto, essa andlise requerer
cuidados especiais quanto a qualidade do DNA extraido, ajustes precisos da
PCR, protocolos de purificacdo dos produtos da reacdo, além de selecdo da
combinagdo primer/enzima que revela maior polimorfismo (SHAW et al., 2007;
VIEIRA et al., 2010).

As informacdes obtidas pelas técnicas acima podem ser analisadas pelo
método estatistico minimum spanning network (MSN) (EXCOFFIER;
SMOUSE, 1994), que consiste em uma estatistica de agrupamento dos
haplotipos baseada na teoria da coalescéncia. O mesmo tem sido utilizado em
estudos filogeogréficos para estimar a evolugdo alélica dentro de populacGes e
espécies (CRANDALL; TEMPLETON, 1993). O método MSN tem sido
utilizado como alternativa a parcimdnia de Wagner (Wagner parsimony) por
fornecer melhores conexdes entre os haplétipos (EXCOFFIER; SMOUSE,
1994). Os nés dos agrupamentos representam os haplétipos, enquanto que a
distancia entre eles é proporcional ao nimero de mutagoes.

Diversos algoritmos tém sido usados para a analise da diversidade de

haplotipos, diferenciacdo populacional, fluxo génico e estrutura espacial, entre
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0s quais se destacam a analise de variancia molecular (AMOVA), a avaliacdo da
riqueza alélica, a contribuigdo de cada populacdo para a diversidade total e para
a riqueza alélica total, os testes de Mantel e as distancias de dispersdo. No
entanto, para a construcdo de inferéncias sobre os eventos histéricos que
conduziram aos padrdes de distribuicdo geograficos contemporaneos, esses
dados estatisticos devem ser associados a informacdes geogréaficas, ambientais e
ecoldgicas (STEHLIK, 2002; TRIBSCH; SCHONSWETTER; STUESSY,
2002).

Em fungdo da taxa lenta de evolucdo e do padrdo de heranca, o
polimorfismo do cpDNA ¢é uma ferramenta poderosa para entender os padroes
de diferenciacdo entre populacBes de plantas. Essas propriedades tornam o
marcador extremamente interessante para estudar padrdes de diferenciacéo
genética entre populagdes e entre regides, e tem sido utilizado para inferir sobre
eventos historicos como possiveis rotas de recolonizacéo (AVISE, 2009).

As informagfes sobre a variacdo genética dentro e entre populagdes
somadas aquelas obtidas a partir de cpDNA sobre as linhagens genealdgicas
acrescentam uma perspectiva temporal, permitindo inferir sobre a distribuicéo
geografica e histérica da variagdo genética, podem ser utilizadas na
determinagdo de centros de diversidade das espécies, sendo entdo muito Uteis na
tomada de decisdo quanto a escolha de populacBes ou areas prioritarias a
conservacdo (CRANDALL et al., 2000).

2.3 Género Eremanthus

A candeia pertence a familia Asteraceae (= Compositae), ao género
Eremanthus (tribo Vernonieae, subtribo Lychnophorinae), o qual compreende 22
espécies (Tabela 2) (LOEUILLE, 2012; LOEUILLE; LOPES; PIRANI, 2012).
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As espécies deste género apresentam-se como arvores, arvoretas, e
raramente, sdo arbustos. Possuem folhas alternas, sesseis a pecioladas, com
limbo inteiro, descolorido, de margem nédo revoluta e sem bainha foliar. Os
capitulos sdo frequentemente agregados num receptaculo secundario formando
uma inflorescéncia de segunda ordem, chamada sincefalia ou capitulo
secundario. Cada capitulo contém de uma a onze flores, com a coloracdo da
corola variando de roxa a alva. Os frutos, cipselas, apresentam um pappus
persistente a caduco com duas a cinco séries de cerdas estramineas, as vezes
alvas ou avermelhadas (LOEUILLE, 2011; MACLEISH, 1987).

Carvalho (1994) observa que as candeias ocorrem na América do Sul,
sendo encontradas no nordeste da Argentina, norte e leste do Paraguai e no
Brasil. No entanto, estudos recentes sugerem gque somente E. mattogrossensis e
E. rondoniensis ocorrem na Bolivia, fora do Brasil (LOEUILLE, 2012). Além
disso, estudos filogenéticos desenvolvidos por Loeuille (2011) concluiram que o
género Eremanthus é monofilético, confirmando assim a hip6tese de MacLeish
(1987) sobre a circunscricdo do género Vanillosmopsis e excluindo do

Paralychnophora.
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Tabela 2 Lista de espécies do género Eremanthus

Espécies de candeia

1 Eremanthus arboreus (Gardner) MacLeish

2 Eremanthus argenteus MacLeish & H. Schumach.
3 Eremanthus auriculatus MacLeish & H. Schumach.
4 Eremanthus brasiliensis (Gardner) MacLeish

5 Eremanthus brevifolius Loeuille

6 Eremanthus capitatus (Spreng.) MacLeish

7 Eremanthus cinctus Baker

8 Eremanthus crotonoides Sch. Bip.

9 Eremanthus elaeagnus Sch. Bip.

10 Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish

11 Eremanthus glomerulatus Less.

12 Eremanthus goyazensis Sch. Bip.

13 Eremanthus hatschbachii H. Rob.

14 Eremanthus incanus Less.

15 Eremanthus leucodendron Mattf.

16 Eremanthus mattogrossensis Kuntze

17 Eremanthus mollis Sch. Bip.

18 Eremanthus pabstii G.M. Barroso

19 Eremanthus polycephalus (DC.) MacLeish

20 Eremanthus rondoniensis MacLeish & H. Schumach.
21 Eremanthus uniflorus MacLeish & H.Schumach.
22 Eremanthus veadeiroensis H. Rob.

Fonte: Loeuille (2012) e Loeuille, Lopes e Pirani (2012).

As espécies de candeia sdo endémicas do Brasil, presente nos cerrados e

campos rupestres do sudeste do Planalto Central Brasileiro (Mata Atlantica) de
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400 a 2.200 metros, ocorrendo nos estados da regido sudeste (Minas Gerias,
Espirito Santo, S&o Paulo de Rio de Janeiro) e centro-oeste, no estado de Goiés e
no Distrito Federal. Particularmente, E. incanus ocorre no nordeste (Bahia) e
sudeste (Minas Gerais) do Brasil, nos dominios do Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica (LOEUILLE, 2012; MACLEISH, 1987). Segundo Pedralli, Teixeira e
Nunes (1997), a candeia ainda pode ocorrer na Bahia, Parana, Rio Grande do Sul
e Santa Catarina.

Para este estudo foram utilizadas as espécies Eremanthus erythropappus
e Eremanthus incanus. Essas espécies sdo as de maior ocorréncia no estado de
Minas Gerais, distribuindo-se na forma de uma ampla faixa do nordeste ao sul
do estado e segue em sentido oeste (Figura 1).

Em Minas Gerais, a area de ocorréncia da candeia abrange 457
municipios, o que corresponde a 34,38% do estado (CAMOLESI, 2007) (Figura
1). Além disso, Padua (2011) confirma a presenca da espécie mais ao centro da
regido norte do estado, no municipio de Francisco Sa (16° 28’25, 68000” S e
43°24° 43,2602" W).
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Figural Area de ocorréncia da candeia em Minas Gerais

Fonte: Mapa gerado a partir dos resultados desse trabalho e mapa publicado por Andrade
(2009).

O clima das regides de Minas Gerais, onde se desenvolve as candeias no
estado de Minas Gerais € mesotérmico imido do tipo Cwb, tropical de altitude,
com verfes suaves, segundo a classificagdo de Koppen. 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
precipitacdo pluviométrica entre 1.400 e 1.550 mm. Os meses mais chuvosos
correspondem a novembro, dezembro, janeiro e fevereiro, e as menores
precipitacbes ocorrem em junho, julho e agosto (INSTITUTO MINEIRO DE
GESTAO DAS AGUAS - IGAM, 2009).

A abrangéncia da espécie corresponde, predominantemente, a locais

montanhosos, com solos variando de arenosos a pedregosos, em geral, pouco
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férteis e com acidez elevada (SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE, 2012). No
entanto essas caracteristicas ndo sdo empecilhos para o seu desenvolvimento,
sendo comum encontrar grandes candeais em locais onde dificilmente haveria o
desenvolvimento de qualquer outra espécie arbérea ou cultura agricola
(ARAUJO, 1944; CENTRO TECNOLOGICO DE MINAS GERAIS - CETEC,
1994, 1996; LORENZI, 1992; PEREZ, 2001; PEREZ et al., 2004; RIZZINI,
1979; SILVA, 2001).

2.3.1 Eremanthus erythropappus (DC.) Mac Leish

E uma espécie florestal de multiplos usos, entre eles considerada uma
planta medicinal (ROSAL, 2004). Sua madeira é utilizada predominantemente
como moirdo de cerca, em decorréncia de sua alta durabilidade e, também na
extragdo de oOleo essencial, cujo principio ativo ¢ o a-bisabolol (SCOLFORO;
OLIVEIRA; DAVIDE, 2012). O a-bisabolol é empregado na fabricacdo de
medicamentos e cosméticos como cremes, bronzeadores, protetores solares,
veiculo para medicamentos, além de uso na profilaxia e cuidados da pele de
bebés e adultos, entre outros (ANDRADE, 2009; SCOLFORO; OLIVEIRA;
DAVIDE, 2012).

Eremanthus erythropappus é uma precursora de campo, tipica de
encraves entre a mata e os campos abertos (cerrado, campos rupestres e campos
de altitude). A espécie é exigente de luz, com sementes pequenas e abundantes e
ciclo de vida relativamente longo. Assim, em funcdo dessas caracteristicas, E.
erythropapus apresenta grande capacidade de disseminacdo, se desenvolvendo
rapidamente em campos abertos, formando povoamentos mais ou menos puros,
os candeiais. Além disso, dentro da floresta, quando ocorre alguma perturbacéo,
a candeia também se dissemina rapidamente, pois, segundo Carvalho (1994) e

Corréa (1961), trata-se de uma espécie helidfila e, portanto, a entrada de luz a
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beneficia. A espécie é fotoblastica positiva, sendo que o recrutamento via banco
de sementes ocorre, principalmente, nas camadas de 0-10 cm do solo, na
presenca de serrapilheira e plena luz (PEDRALLI; TEIXEIRA; NUNES, 1997;
SCOLFORO et al., 2008).

As flores sdo hermafroditas e se apresentam em inflorescéncias de cor
purpura nas extremidades dos ramos (ARAUJO, 1944). As caracteristicas das
folhas e de inflorescéncia facilitam a identificacdo da espécie que mesmo a
distancia se destaca nas paisagens de morros de Minas Gerais. A inflorescéncia
se apresenta na forma de capitulo, contendo trés a quatro flores, 0s quais séo
agrupados numa sincefalia hemisférica (DUTRA et al., 2010). Suas flores de
coloragdo purpura apresentam grandes quantidades de poélen vidvel e néctar,
atrativos as abelhas, principalmente as das espécies Apis mellifera e Trigona sp
(VIEIRA; FAJARDO; CARVALHO, 2009).

A floracdo da candeia comeca quando a planta atinge os dois anos de
idade e, embora a época de floracdo varie com o local e a idade, ela ocorre na
época seca, de maio a agosto (SCOLFORO et al.,, 2002). A época de
florescimento é de julho a setembro, periodo seco e frio do ano, sendo o
desenvolvimento de botdes florais observados a partir de marco (CETEC, 1994,
SCOLFORO et al., 2002). Segundo Pedralli (1997), a frutificacdo e disperséo
ocorrem no periodo de elevacdo da temperatura, de agosto a setembro e estende-
se aos meses de outubro e novembro, quando ocorre o inicio do periodo das
chuvas (CANDIDO, 1991; CHAVES, 1994). O pico de frutificacdo ocorre entre
0s meses de setembro e outubro. A dispersdo das sementes ocorre entre 0S meses
de agosto e outubro (MACLEISCH, 1987; SCOLFORO et al., 2002).

Os eventos fenoldgicos da floragdo e posterior frutificagdo estdo
intimamente relacionados as condi¢cBes ambientais, principalmente & umidade.
Nos anos mais secos, esses eventos ocorrem mais tarde do que em anos de maior

precipitacdo. As condi¢des ambientais também influenciam na época de
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amadurecimento das sementes, sendo essa uma caracteristica individual da
planta.

As espécies do género Eremanthus possuem caracteristicas que
determinam sindrome de dispersdo anemocorica, na qual ocorre a secagem
natural das sementes ainda na arvore e posterior dispersdo vento. A unidade de
dispersdo da candeia é um aqguénio cilindrico, de cor escura, com
aproximadamente 2,0 mm de comprimento, sendo que cada fruto contém apenas
uma semente (CHAVES; RAMALHO, 1996). Além disso, caracteristicas das
sementes de candeia, como tamanho reduzido e sindrome de dispersao
anemocadrica, sdo comuns em espécies gque apresentam sementes ortodoxas.

De acordo com Padua (2011), as candeias apresentam, naturalmente, alta
capacidade de regeneracdo e colonizagdo de novas areas em funcao da producao

abundante de sementes viaveis e pela eficiente dispersdo anemocdrica.

2.3.2 Eremanthus incanus (Less.) Less.

Eremanthus incanus (Less.) Less, também conhecida como candeia, é
uma espécie arbdrea que, quando adulta possui altura média entre 5 e 7 m,
variando de 2 a 10 m. A média dos diametros estd entre 10 e 12 cm, com
exemplares que podem atingir até 20 ou 25 cm. Possui tronco marrom-cinzento,
casca grossa e poucos galhos. Sua utilizacdo é basicamente para producdo de
moirdes, ja que a produtividade do 6leo a-bisabolol é pequena e de baixa
qualidade (SCOLFORO et al., 2008; SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE,
2012).

A ocorréncia natural desta espécie compreende areas montano-
campestres nos estados da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e, de
maneira abundante, em Minas Gerais, formando amplos agregados nos cerrados
e campos de altitude (ARAUJO, 1944). Segundo Scolforo, Oliveira e Davide
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(2012) a espécie é comum em Minas Gerais e na Bahia, ocorrendo entre 550 e
1100m de altitude, no cerrado, na floresta secundéria ou na caatinga.

As folhas sdo coridceas, com peciolos de 4 mm a 17 mm de
comprimento e limbo com comprimento de 5,5 cma 14 cme largurade 2cma 6
cm. A forma da folha varia de eliptica a oval, com base aguda e apice tendendo
ao obtuso, cujas margens sao inteiras. Apresenta inflorescéncia cimosa composta
por 8 a 50 glomérulos, com 5 mm a 15 mm de altura, 7 mm a 15 mm de
diametro e forma tendendo a esférica, com 30 a 100 flores subsésseis em cada
glomérulo. Os invélucros sdo cilindricos, com 2,4 mm a 5 mm de altura e 0,3
mm a 1,5 mm de didmetro. Os verticilos externos possuem forma triangular,
com 1,7 mm a 3 mm de comprimento, 0,1 mm a 0,5 mm de largura e os apices
tendem a forma obtusa (MACLEISH, 1987).

Os verticilos internos sdo estreitos, com 2,6 mm a 4 mm de
comprimento e 0,3 mm a 0,6 mm de largura. Os éapices sdo pontiagudos, as
margens sdo inteiras, a superficie abaxial tem cor de palha com &pice roxo.
Apresentam, ainda, corolas de parpuro-palidas a brancas, com 4,2 mm a 6,6 mm
de altura, com Iébulos pontiagudos. Apresenta, ainda, corolas purpuro-palidas a
alvas, com 4,2 a 6,6 mm de altura e l6bulos pontiagudos. As cipselas cilindricas
possuem de 2,2 a 2,6 mm de altura, sdo glandulares, pubescentes e tém de 15 a
20 costas, com nectario apresentando altura entre 0,15 a 0,25 mm de altura e um
pappus deciduo com trés a quatro séries de cerdas, variando de estramineo a
avermelhado. A floragdo e a producdo de frutos ocorrem de julho a outubro
(MACLEISH, 1987).

Os aquénios cilindricos possuem de 2,2 mm a 2,6 mm de altura, sdo
glandulares, sedosos e finos e tém de 15 a 20 nervuras, com nectéario
apresentando altura entre 0,15 mm a 0,25 mm de altura e 3 a 4 séries de papo
(tufo), variando de branco-opaco a roxo; sao deciduos, tardios, duros e tém pelos
ericados (MACLEISH, 1987).
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As fases fenoldgicas de E. incanus seguem um padrdo similar as de E.
erythropapus. A floracdo embora varie com o local e a idade, ocorre, na época
seca, de maio a agosto (SCOLFORO et al., 2002); a frutificacdo variando de
agosto a outubro e, ocasionalmente (PEDRALLI, 1997), estendendo-se até
novembro (CANDIDO, 1991; CHAVES, 1994), e o pico de dispersdo de
sementes em setembro (SCOLFORO et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta e amostragem das populacgdes

A amostragem foi realizada em trés regides do Estado de Minas Gerais
de acordo com a faixa de distribuicdo das candeias (Tabela 3). As areas
amostradas foram escolhidas visando captar a maior variagdo geografica
possivel dentro da faixa de ocorréncia das espécies (Figura 1 e 2).

Foram coletadas amostras foliares de 141 individuos em 10 populagfes
naturais de Eremanthus erythropappus e de 25 individuos em quatro populagdes
naturais de E. incanus (Tabela 3). Os individuos amostrados encontravam-se
distanciados de, pelo menos, 50 m entre si. Neste estudo parte das amostras de
DNA utilizadas foram utilizadas também nos estudos desenvolvidos por Moura
(2005); populacBes Morro do Pilar (MP), Lavras (LV), Carrancas (CA) e duas
populagbes em Baependi (BA), e Estopa et al. (2006) — populacdes Sdo Tomé
das Letras (ST) e duas populacfes em Aiuruoca (Al).

As primeiras amostras foliares coletadas foram mantidas em gelo e em
seguida armazenadas a -80 °C até o momento da extracdo do DNA. As coletas

posteriores foram armazenadas em sacos plasticos contendo silica gel.
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Tabela 3 Populagdes amostradas de Eremanthus erythropappus e E. incanus,
em Minas Gerais, Brasil

Populacéao Codigo Coord. Geo, Regido Tamanho
(Lat./Long.) amostral
E. erythropappus
Medina AD 16°30* S; 41°53° W Norte 15
Francisco Sa FS 16°28” S; 43°29° W Norte 12
Joaima JO 16°38” S; 41°01° W Norte 6
Rio Pardo de Minas RP 15°38” S; 42°43° W Norte 3
Morro do Pilar MP 19°12° S; 43°23° W Central 15
Airuoca Al 21°58’ S; 44°59° W Sul 15
Baependi BA 21°57’ S; 44°53° W Sul 30
Carrancas CA 21°28’ S; 44°38° W Sul 15
Lavras LV 21°14° S; 45°00° W Sul 15
E. incanus
Francisco S& FS 16°28° S; 43°29° W Norte 4
Rio Pardo de Minas  RP 15°38’ S; 42°43° W Norte 6
Lavras LV 21°14° S; 45°00° W Sul 15
Sdo0 Tomé das ST
Letras 21°43’ S; 44°60° W Sul 15

*Coord. Geo. = Coordenadas Geograficas.
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300 0 300 600 Km

Figura2 Localizagdo geografica das popula¢es Eremanthus erythropappus e
E. incanus em Minas Gerais (Brasil)

Nota: AD = Medina, Al = Aiuruoca, BA = Baependi, CA = Carrancas, FS = Francisco
S4, JO = Joaima, LV = Lavras, MP = Morro do Pilar, ST = Sdo Tomé das Letras,
RP = Rio Pardo de Minas.

3.2 Extracdo do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA genbmico total foram utilizados o método do
CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990), com modificacGes para amostras congeladas;
e 0 método proposto por Mogg e Bond (2003) para as amostras desidratadas. A
concentracdo de DNA extraido pelo método CTAB de cada amostra foi
quantificada em fluorimetro Hoeffer DQ200. O DNA de todas as amostras foi

diluido a 10 ng/puL e posteriormente, rediluido para 1 ng/ pL.
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Em paralelo, a concentracdo de DNA de cada amostra extraida pelo
método proposto por Mogg e Bond (2003) foi quantificada via eletroforese em
gel de agarose 1% com brometo de etideo, utilizando-se com padr6es DNAs de
concentragdo conhecidas (ADNA). O gel foi fotografado em luz UV, e os
fragmentos das amostras foram comparados com as dos padrdoes do ADNA. O

DNA de cada amostra foi diluido para 1 ng/il.

3.3 Amplificacéo dos fragmentos de DNA via PCR

Neste trabalho foram testados 15 primers universais para cloroplasto:
HA, SG, 20-12, BF (HAMILTON, 1999), QS, SR, TC, FV, VL (DUMOLIN-
LAPEGUE; PEMONGE; PETIT, 1997), CD, DT, CS, SFy, ST (DEMESURE;
SODZI; PETIT, 1995) e TF (TABERLET et al.,, 1991). As sequéncias dos
primers sdo apresentadas na Tabela 4.



Tabela4 Nome e sequéncia dos primer universais de cpDNA, status de amplificacdo, e polimorfismo observado nas

amostras avaliadas

Nome PrimerF Primer R Posicdoem Tamanho Temperaturade  Tempodee N° de Referéncia
Tabaco (pb) (pb)  anelamento (°C) longamento (min) ciclos (data)
HA trnH (GUG) psbA 64-558 495 53 0,5 35  Hamilton (1999)
SG trnS (GCU) trnG (UCC) 8691-9531 844 52 1 40  Hamilton (1999)
20-12 rpl 20 5’-rps 12 71355-72238 884 53 0,5 30 Hamilton (1999)

BF psbB psbF 76299-77151 853 53 0,5 30  Hamilton (1999)
Dumolin-Lapégue,

QS trnQ trnS 7418-8720 1030 47/58 3 30 )
Pemonge e Petit (1997)
Dumolin-Lapégue,

SR trnS trnR 8690-10503 1814 47/58 3 30 )
Pemonge e Petit (1997)
Dumolin-Lapégue,

TC trnT psbC 33180-36415 3236 52,5 4 30 )
Pemonge e Petit (1997)
Dumolin-Lapégue,

FV trnF trnV 50280-53790 3511 57,5 4 30 ]
Pemonge e Petit (1997)
Dumolin-Lapégue,

VL trnV rbcL 53771-57620 3850 57,5 4 30

Pemonge e Petit (1997)

L€



“Tabela 4, conclusido”

Nome Primer F Primer R Posicdoem Tamanho Temperaturade  Tempodee N° de Referéncia
Tabaco (pb) (pb)  anelamento (°C) longamento (min) ciclos (data)
Demesure, Sodzi e
CD trnC trnD 28841-32007 3167 58 4 30 )
Petit (1995)
Demesure, Sodzi e
DT trnD trnT 31988-33200 1213 54,5 2 30 ]
Petit (1995)
Demesure, Sodzi e
CS pshC trnS 35551-37161 1611 57 2 30 ]
Petit (1995)
Demesure, Sodzi e
Sty trnS trnfy 37142-38395 1254 62 2 30 )
Petit (1995)
Demesure, Sodzi e
ST trnS trnT 47180-48565 1386 57,5 2 30 )
Petit (1995)
TF trnF trnF 48546-50299 1754 57,5 2 30  Taberlet et al. (1991)
Demesure, Sodzi e
HK trnH trnK 14-1844 1831 43/48 4 30 .
Petit (1995)
Dumolin-Lapégue,
K2Q trnK trnQ 4372-7446 3075 47,5 3 30

Pemonge e Petit (1997)

8¢
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As amplificagdes foram feitas em volume total de 25 pL. contendo cerca
de 3 ng de DNA total; 10 mM de Tris pH 8,0; 50 mM de KCI; 2,5 ug de BSA;
200 uM de dNTP (cada); 2 mM de MgCl2; 2 U de Taq Polimerase e 0,2 uM de
primer (cada). O ciclo de amplificacdo utilizado foi o seguinte: desnaturacao
inicial de 5 minutos a 96 °C; 35 ciclos de 45 segundos a 96 °C, 1 minuto a 53 °C
e 30 segundos a 72 °C; e uma extensdo final de 7 minutos a 72 °C.

No entanto, para os primers HA, 20-12 e BF a quantidade de dNTP foi
reduzida para 100 pM (cada), sendo que para os mesmos o ciclo de amplificacao
utilizado foi de desnaturacdo inicial de 4 minutos a 94 °C; 30 ciclos de 45
segundos a 94 °C, 45 segundos a 56 °C e 3 minutos a 72 °C; e uma extensao

final de 7 minutos a 72 °C.

3.4 Andlise RFLP

Para as analises foram testadas nove enzimas de restricdo: Hinfl,
Hindlll, Haelll, Msel, Tagl, Alul, EcoRI, Rsal e BamHI. Do volume total dos
produtos da PCR, foram utilizados 5 uL para a digestdo:com duragédo de 1 hora a
temperatura e concentracdo da enzima recomendados pelo fabricante (Gibco-
BRL) em volume final de 10 uL.Os produtos da digestdo foram separados via
eletroforese em gel de agarose 3% com brometo de etideo (5 mg/mL) em
tampao TBE (Tris-Acido Borico-EDTA) 1X, por duas horas a 60 V, e o gel foi
fotografado sob luz UV.

Para auxiliar na escolha das combinagdes primer/enzima a serem
utilizadas em todos os individuos foi feito um screening com oito individuos, de
diferentes populagfes. Como ndo foi observado polimorfismo todas as
combinagdes primer/enzima foram testadas em todos os individuos. A
reprodutibilidade de todos os PCR e das combinagfes de produto PCR/enzima

foram avaliadas por meio da replicagéo de cada reacgéo.
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3.5 Identificacao de haplétipos, indices de diversidade e estrutura genética

A identificacdo dos hapldtipos foi feita através da combinacdo dos
padrdes de bandas observadas em cada um dos pares de primer/enzima.
Portanto, individuos apresentando mesmo padrdo de bandas foram designados
como sendo um mesmo haplotipo. Desta forma, puderam-se obter as frequéncias
dos hapl6tipos por populacdo e regido, bem como a matriz de distancia entre
haplétipos.

A caracterizacdo da diversidade genética foi feita para o conjunto das
espécies, para cada espécie em separado e, para regides dentro de espécies. Em
Eremanthus incanus as populacGes foram agrupadas em regido: Norte (EIN) e
Sul (EIS). Para E. erythropappus, por haver somente uma coleta na regido
central, as populacdes foram agrupadas, também, em duas regides: Norte (EEN)
e Centro-sul (EECS).

Para as estimativas de alelos ordenados foram dados pesos para cada
haplotipo correspondente a sua distancia genética, ou seja, haplétipos que se
diferenciaram por apenas um loco polimorfico receberam peso igual a um (01), e
haplétipos que apresentaram diferengas em seis locos receberam peso seis (06).
Para verificagdo de estrutura geografica, foram testadas as hipdteses de indices
de diferenciacdo (Gst e Nst) iguais a zero.

A partir dos dados de frequéncia haplotipica e matriz de distancia entre
haplétipos foram calculados a diversidade genética total (Hy e V), diversidade
genética intrapopulacional (Hs e Vs) e indices de diferenciagdo (Gst e Nst); para
alelos ndo-ordenados e ordenados, respectivamente, com 0 uso do programa
HAPLONST (PONS; PETIT, 1996). Para calcular as medidas de diversidade e
de diferenciacdo genética [diversidade média intrapopulacional (Hs); diversidade
total (Hy); e a razdo Gst = (H- Hs) / Hs (coeficiente de diferenciacdo)] foram

usadas as frequéncias dos hapldtipos bem como as distancias entre eles (nimero
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de fragmentos de restri¢do diferentes) de acordo com o método de Petit et al.
(2002) e Pons e Petit (1996). Os calculos foram feitos através do programa
HAPLODIV (PONS; PETIT, 1996), disponivel em http://www.pierroton.inra.fr/
genetics/labo/Software. Na andlise, foram apenas consideradas as populacdes
com pelo menos trés individuos amostrados. As medidas de diversidade, bem
como os erros padrdo de cada uma, podem ser calculadas tendo em conta a
distancia entre os haplotipos (no caso de v) ou ignorando a distancia genética (no
caso de h). O parametro de diversidade v ¢ definido da seguinte forma: v=}
mijyiyj, onde mij representa a distdncia entre os haplotipos i e j, e yi e xj sdo as
respectivas frequéncias observadas. Quando todas as distancias mij sdo iguais a
1, v torna-se idéntico a classica medida de diversidade h (probabilidade de dois
haplétipos serem diferentes quando tirados ao acaso de uma mesma populacéo).
Os coeficientes de diferenciacdo resultantes sdo designados de Nsr (quando
baseado em v) e de Gst (quando baseado em h), e podem ser diretamente
comparados (BURBAN et al., 1999).

Informacdes sobre divergéncia haplotipica foram incorporadas em uma
analise de variancia, derivada de uma matriz de distancias quadradas entre todos
os pares de hapldtipos. Esta andlise de variancia molecular (AMOVA) produz

estimativas de componentes de variancia e analogos a estatistica F, designada

como estatistica ¢, refletindo a correlacdo da diversidade haplotipica em

diferentes niveis de subdivisdo hierarquica (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992). A estrutura genética foi obtida pelo programa ARLEQUIN
3.11 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007).

O padrédo de isolamento por distancia foi testado pelo teste de Mantel
(com 1000 permutacOes) entre a matriz de distancia geogréafica e diferenciacdo
genética (Fs7), dada pelo programa ARLEQUIN 3.11, usando o programa
TFPGA (MILLER, 1997).
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3.6 Minimum Spanning Network

As relacBes genealdgicas entre os haplotipos foram obtidas a partir de
uma rede de extensdo minima (Minimum Spanning Network) gerada pelo
programa ARLEQUIN 3.11 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2007). Esta
estatistica de agrupamento é baseada na teoria de coalescéncia e tem sido
utilizada em alternativa a parciménia de Wagner (Wagner parsimony) por
fornecer melhores conexdes entre hapl6tipos (EXCOFFIER; SMOUSE, 1994).
Os hapldtipos de DNA séo relacionados por mutagdo e arranjados em uma rede.
Os nés da rede representam os haplotipos, enquanto que a distancia entre eles é
proporcional ao numero de mutacBes. Pode-se, entdo, usar 0 numero de
mutacdes ao longo da rede como uma medida de divergéncia evolucionéria entre
quaisquer dois haplétipos (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992).

3.7 Contribuicéo genética

A contribuicdo de cada populacdo para a diversidade total e contribuicéo
para a riqueza alélica total (CrT) foi estimada de acordo com Petit, El Mousadik e
Pons (1998), usando o programa CONTRIB (PETIT; EL MOUSADIK; PONS,
1998). Esta contribuicdo € explicada em dois componentes: um devido a
diversidade da populacdo (CS) e o outro devido a sua diferenciacdo das

populagdes remanescentes (CD).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 15 primers universais de cpDNA testados, seis possibilitaram a
amplificacdo de produtos via PCR. Sendo assim, das 36 combinagGes de
primer/enzima possiveis, em 20 ocorreu a digestdo dos fragmentos de DNA. No
entanto, em uma combinacgdo primer/enzima (SFM/Hinfl) foi possivel detectar
polimorfismo. Esta combinagdo revelou um sitio de restricdo e duas mutagdes
(insergdo/delecdo), permitindo a identificacdo de trés haplétipos para as espécies
estudadas (Figura 3). Cavers, Navarro e Lowe (2003a) usando os primers
universais descritos em Demesure, Sodzi e Petit (1995), Dumolin-Lapegue,
Pemonge e Petit (1997) e Hamilton (1999), abrangendo assim, aqueles utilizados
neste trabalho, selecionaram seis combinag¢fes primer/enzima que revelaram
polimorfismo para Cedrela odorata. Caron et al. (2000) testaram 16 pares com
13 enzimas de restri¢cdo, encontrando polimorfismo para 21 combinagdes em
Dicorynia guianensis. Dutech, Maggia e Joly (2003) testaram 16 pares e
selecionaram cinco combinagfes, com uma enzima cada, que apresentaram
polimorfismo para Vouacapoua americana. Dos 17 primers testados para
Araucaria angustifolia, 11 primers que apresentaram polimorfismo foram
selecionados (SCHLOGL; SOUZA; NODARI, 2007). Cloutier et al. (2005)
testaram 16 primers e quatro enzimas de restricdo para Carapa guianensis,

selecionando cinco combinagdes polimdrficas.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365-294X.2003.01810.x/full#b4
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365-294X.2003.01810.x/full#b5
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365-294X.2003.01810.x/full#b5
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365-294X.2003.01810.x/full#b6
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310pb

Figura3 Variagdo em fragmentos de cpDNA amplificados com o primer SFM
e digerido com a enzima de restricdo Hinf | em amostras de
individuos Eremanthus erythropappus

Nota: Os ndmeros indicam os haplétipos.

De acordo com a arvore (Figura 4) obtida pelo método Minimum
Spanning Network, observa-se que o haplétipo 1é ancestral dos outros dois,
haplotipos dois e trés. Esses estdo distantes geneticamente do hapl6tipo 1 por
cinco mutagBes acumuladas e divergem em apenas um indel (delecdo) entre si e
em um sitio entre o haplétipo 1. O haplétipo laparece em baixa frequéncia em
ambas as espécies (1,6% em E. erythropapus e 2,5% em E. incanus).

Figura4 Minimum Spanning Network construida para os trés haplotipos
obtidos em Eremanthus erythropappus e E. incanus

Nota: Os tracos observados referem-se ao nimero de mutacdes observadas entre 0s
haplétipos.
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Apesar do crescente numero de estudos feitos a partir de anlises de
cpDNA para espécies nativas no Brasil, trabalhos utilizando a mesma
metodologia empregada aqui sdo incipientes e entre estes, citam-se os trabalhos
realizados com Araucaria angustifolia, no qual foram identificados 12
haplétipos (SCHLOGL; SOUZA; NODARI, 2007); Carapa guianensis, na qual
se registrou seis hapldtipos (CLOUTIER et al., 2005); Cedrela odorata,
estudada por Cavers, Navarro e Lowe (2003a), onde cinco haplétipos foram
observadosem29 populagdes. Em outro estudo com C. odorata, 0s mesmos
autores observaram somente dois hapldtipos em 10 populagdes (CAVERS;
NAVARRO; LOWE, 2003b); Em Dicorynia guianensis nove haplétipos foram
observados (CARON et al., 2000) e em Vouacapoua americana seis haplétipos
(DUTECH; MAGGIA,; JOLY, 2003). Portanto, nota-se a metodologia utilizada
aqui e pelos autores acima citados detecta um nimero variavel de haplétipos de
acordo com a espécie estudada.

A mesma metodologia utilizada aqui com as espécies congéneres E.
erythropappaus e E. incanus foi empregada em estudos de filofeografia
comparada com Quercus affinis e Q. laurina por Gonzalez-Rodriguez et al.
(2004) em que seis hapldtipos foram observados. Kelleher et al. (2004),
estudando 126 individuos em 24 populacdes de Quercus petrea e Q. rubra
encontraram dois haplotipos. No entanto, Petit et al. (1997), estudando 447
arvores de Quercus petrea e Q. rubra em uma area de aproximadamente 60000
Km?, observaram seis haplétipos, sendo dois identificados como extremamente
raros, cada um pertencendo a apenas um individuo cada. Jimenez et al. (2004),
analisando um total de 2313 individuos de Quercus, em que Q. ilex (1118
arvores em 121 populagbes), Q. suber (859 arvores em 90 populacdes) e
Q.coccifera (401 arvores em 46 populacGes) observaram 81 hapldtipos nas trés
espécies evidenciando uma complexa historia evolutiva. Petit et al. (2002) em

2613 populagdes Quercus sp observaram 33 haplétipos.
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Portanto, mesmo em espécies congéneres, observa-se que o nimero de
haplétipos é variavel e que alguns trabalhos relataram um baixo nimero de

polimorfismo de cpDNA e outros um elevado nimero de hapl6tipos.

4.1 Eremanthus erythropappus

A maior parte das populacdes analisadas sdo monomorficas, isto §é,
compostas por apenas o hapl6tipo 3.Este haplétipo foi observado em alta
frequéncia (95,2%) nas populagdes analisadas (Figura 5). Os hapldtipos 1 e 2
apresentaram, respectivamente, 1,6 e 3,2% de frequéncia. O haplétipo 2 foi
encontrado somente em trés das quatro populagdes da regido norte do estado de
Minas Gerais, RP, FS e JO. O haplétipo 1foi encontrado apenas em um
individuo das populagdes LV e AD, localizados, respectivamente, nas regides
sul e norte do Estado (Tabela 5).

Foram encontrados padrdes haplotipicos distintos entre as populacdes da
regido centro-sul, na qual foi observado somente o haplétipo 3, com exce¢do a
populacdo de Lavras (LV) que apresentou um Unico individuo com o haplétipo
1, e as populacBes da regido norte, as quais apresentaram, exclusivamente, o
haplotipo 2 (Tabela 5). O haplétipo 1 também foi observado na populagdo de
Medina (AD) na regido norte. Dessa forma, o haplotipo 1 estd presente na
espécie E. erythropappus em baixa frequéncia, pois foi observado em apenas
dois individuos dentre os 126 analisados. O haplétipo 3, presente em 95,2% dos
individuos analisados, estava ausente em um individuo da populacdo de Medina
(AD) e Rio Pardo de Minas (RP), em dois da populacéo de Francisco Sa (FS), na
regido norte e também em um individuo da populagdo de Lavras (LV), regido
centro-sul.

No que diz respeito & contribuicdo genética de cada populagcdo em E.

erythropappus (Figura 6), as populagdes que contribuiram positivamente para a
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diversidade e em maior grau foram, respectivamente RP, JO e FS (regido norte),
devido a presenca dos haplétipos 2e 3.



Tabela5 Anélise da distribuicdo haplotipica das populagbes de Eremanthus erythropappus de acordo com a
combinagéo primer/enzima (SFM/Hinfl)

Regido Populacao Haplétipo 1 Haplétipo 2 Haplétipo 3 Tamanho amostral
N Medina (AD) 1 0 14 15
N Francisco Sa (FS) 0 2 10 12
N Joaima (JO) 0 1 5 6
N Rio Pardo de Minas (RP) 0 1 2 3

1 (3%) 4 (11%) 31(86%) 36

CS Morro do Pilar (MP) 0 0 15 15
CS Airuoca (Al) 0 0 15 15
CS Carrancas (CA) 0 0 15 15
CS Baependi (BM + BR) 0 0 30 30
CS Lavras (LA) 1 0 14 15
1 (1%) 0 (0%) 89 (99%) 90

Total 2 (1,6%) 4 (3,2%) 120 (95,2%) 126

N= Regido Norte; CS = Regido Centro-Sul.

8y
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A populacdo AD, também localizada na regido norte, apresentou
contribui¢do negativa devido ao fato de ter sido observado o haplotipo 1 em vez
do haplétipo 2. A populagdo RP apresentou maior contribuicdo por apresentar 0s
haplétipos 3 e 2 na proporcao de 2:1, diferente da proporcdo de 5:1 observada

nas populagdes JO e FS.

300 0 300 600 Km

Figura5 Distribuicdo geografica das populagdes e frequéncia haplotipica de
cpDNA em Eremanthus erythropappus

Todas as populacBes apresentaram baixa contribuicdo para a
diferenciacdo entre as populagdes, provavelmente devido ao restrito nimero de
haplotipos encontrados, em especial as localizadas na regido norte. Nas
populagdes da regido centro-sul, foi observado um padrdo inverso, com

contribuigdo negativa para a diversidade e positiva para a diferenciagéo, isto
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porque nestas populacdes foi observado somente o haplétipo 3, com excecdo a
populacdo LV que apresentou um Unico individuo de hapl6tipo 1.

Eremanthus erythropappus

ocs
| CD

40
30 A
20 1

3 S S A
o L UL I

.20 AD Al CA BA ES JO MP LV RP

CT%

Populacao

Figura6 Contribuicdo para a diversidade total (CT) de cada populagdo de
Eremanthus erythropappus para haplétipos cloroplastidiais

Nota: Barras brancas e barras pretas representam, respectivamente, a contribuicdo (CS) e
a diferenciacdo (CD) de cada populacéo para a diversidade.

Todos os trabalhos com Eremanthus erythropappus utilizando marcador
nuclear relatam que a espécie possui alta variabilidade genética e que a maior
parte da sua variabilidade esta contida dentro das populacGes e que ocorre uma
baixa diferenciacdo genética entre as mesmas (ARRIEL, 2009; BARREIRA et
al., 2006; CARVALHO et al., 2012; ESTOPA, 2003; ESTOPA et al., 2006;
FREITAS; LEMOS; LOVATO, 2008; MOURA, 2005), com exce¢do do
trabalho de P&dua (2011) onde as populagbes apresentaram uma maior
diferenciagdo genética. Os dados resultantes da analise do cpDNA das espécies
de candeia estdo mais de acordo com os dados de Padua (2011), ou seja, uma
baixa variabilidade intrapopulacional.

A descontinuidade genética observada no presente trabalho reflete um

baixo nivel de fluxo génico, o que consequentemente gera isolamento entre as
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populagbes. Além disso, o fluxo génico entre as populages é dependente da
distancia geogréfica e da presenca de barreiras geograficas no caso de
marcadores do DNA cloroplatidial. No caso de marcadores nucleares, eventos
recentes de fragmentacgdo de habitats ou de manejo florestal podem ter influéncia
significativa nos padrdes alélicos da candeia.

Portanto, a descontinuidade observada pode ser explicada pela presenca
de barreiras geogréaficas, que podem limitar a dispersdo das sementes de candeia,
sem contar com o efeito dos padrfes de massa de ar ao longo da &rea de
distribuicdo da candeia, pois, os padres de direcionamento e intensidade do
vento interferem diretamente na dispersao de sementes das espécies de candeia.

A partir do estudo de Padua (2011) e do conhecimento geomorfol6gico
das areas de estudo é admissivel supor que a descontinuidade observada entre a
populagdo de Lavras e as populagdes de Carrancas, Aiuruoca e Baependi, pode
ser causada pela presenca de um complexo de serras: serra do Campestre e da
Estancia (municipio de Itumirim), serras de Fortaleza e de Luminarias
(municipio de Ingai e Luminérias), serra de Carrancas e pela serra de S&o0 Tomé
(municipios de Carrancas e Sdo Tomé das Letras respectivamente). As
populagdes do sul de Minas, LV, CA, Al e BA, estdo separadas da populacdo de
Morro do Pilar (MP) através da Serra do Espinhaco. E por Gltimo a populacdo
do Morro do Pilar esta separada por um complexo de diversos conjuntos de
serras, por exemplo, a Serra do Ouro e a Serra do Gavido (préximo ao municipio
de Diamantina) e as pequenas cadeias montanhosas como, por exemplo, Serra
das Almas, Serra dos Pocdes (na regido de Francisco Sa).

Um candeial consiste em manchas formadas quase que exclusivamente
por candeia ocupando, de maneira geral, locais montanhosos, com solos
variando de arenosos a pedregosos, em geral, pouco férteis e com acidez elevada
(ARAUJO, 1944; SCOLFORO; OLIVEIRA; DAVIDE, 2012). Esse tipo de

ocupacdo de hébitat pelas candeias pode levar a uma estruturacdo genética
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espacial em resposta a restrita dispersdo de sementes e polen das espécies,
habitat de distribuicdo e selecdo micro ambiental (LOISELLE et al., 1995).

Os resultados da AMOVA (Tabela 6) mostraram subestruturacdo, onde a
maior parte da variagdo genética se localiza dentro das populacdes (86%), e que
ha influéncia das regides onde as populacdes estdo localizadas (12%). A
diferenciagdo entre populacBes das regides centro-sul e norte se da pelo fato de
ndo ter sido observado o hapl6tipo 2 nas populagbes da regido centro-sul. Este
resultado foi confirmado pelo teste de Mantel feito entre os pares de populacdes
que indicou correlacdo positiva e significativa (r = 0,33, p = 0,04) entre distancia
geografica e distancia genética.

Outros estudos importantes referem-se ao conhecimento da estruturacéo
genética espacial populacional, pois podem orientar préticas de coleta de
sementes para fins de conservagdo ou melhoramento genético. Dados referentes
a distribuicdo da estrutura genética espacial sdo bastante diversos, por exemplo,
variando de 3 a 87 m para E. erythropappus, de acordo com Arriel (2009) e
Moura (2005) respectivamente. Ressalta-se, entretanto, que nos trabalhos desse
género também ocorre uma variagdo quanto a metodologia de amostragem, o
que tem influéncia direta nos parametros estruturais obtidos. Por exemplo, no
estudo de Arriel (2009), a amostragem foi realizada ao longo de seis parcelas
continuas de 10x10 m. Moura (2005) realizou uma amostragem aleatéria a partir
de individuos distantes pelo menos 50 m entre si.

Dados desse género sdo escassos para E.incanus, sendo o valor de 7 m
encontrado por Arriel (2009). Isto mostra claramente que ndo existe um padrao
de estruturacdo genética para as espécies estudadas, e que a estrutura genética
espacial é resultante de outros processos além dos genéticos, se 0s candeais sdo
formagdes priméarias ou resultantes de sucessdo secundaria, como historico de

perturbacdo das &reas de sua ocorréncia entre outros.
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Tabela 6 Anélise hierdrquica da varidncia molecular de quatro populagdes de
Eremanthus erythropappus

Nivel hierarquico GL Soma de quadrados % de variacdo
Entre regides 1 0,372 12,40
Entre populagdes (mesma regido) 7 0,372 1,51
Dentro de populaces 117 5,033 86,09

GL: Graus de liberdade.
1 Significancia calculada usando 1000 permutagdes.

4.2 Eremanthus incanus

Nas populagées de E. incanus houve uma predominancia do haplotipo 2
(90%), com os haplétipos 1 (2,5%) e 3 (7,5%) apresentando baixa frequéncia
(Figura 7). O haplétipo 1 apresentou-se raro nas populagdes analisadas, sendo
somente observado em um individuo da populacdo de Sdo Tomé das Letras
(ST). Dessa forma, o mesmo apresenta alta probabilidade de ser extinto nesta

populacéo.
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Figura 7 Distribuicdo geografica das populagdes e frequéncia haplotipica de
cpDNA em Eremanthus incanus

As populagbes FS e LV contribuiram positivamente para a diversidade
(Figura 8), no entanto a contribuicdo desta ultima foi muito préxima a zero
(0,05%). Arriel (2010) encontrou alta diversidade genética para populacdes de
E. incanus em Lavras a partir do polimorfismo do DNA nuclear.

A populagéo FS, localizada na regido norte, foi a que mais contribuiu
para a diversidade total, devido a presenca dos haplé6tipos 2 e 3. A populacdo RP
apresentou apenas o hapldtipo 2. O inverso foi observado com relagdo a
contribuicdo para a diferenciacdo; na regido sul, onde a populacdo LV
apresentou contribuicdo baixa, mas positiva para a diversidade e,
consequentemente, negativa para a diferenciagdo. Diferentemente, a populagéo
ST, apresentou contribuicdo baixa, mas positiva para a diferenciacdo e negativa

para a diversidade. As duas populacfes apresentam 0 mesmo tamanho amostral
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(15 individuos) e o haplétipo 2 como mais frequente, contudo na populagéo LV
foram observados dois individuos com o haplétipo 3 e na populacdo ST foi
observado um individuo com haplétipo 1. Portanto, esse individuo diferente na
populagdo ST, de haplétipo 1, proporcionou maior contribuicdo para a
diversidade. Além disso, observa-se que a auséncia do haplétipo 3 nas
populagdes da regido norte pode ser devido ao pequeno tamanho amostral (10
individuos) (Tabela 7). Consequentemente, a conservagdo da espécie seria
indicada para as areas de Franscisco S4 ao Norte e Lavras e S8o Tomé das
Letras na regido Sul.

No geral, a contribui¢do para a diferenciacdo foi baixa provavelmente

devido ao restrito nimero de hapldtipos, que foi somente trés.

Eremanthus incanus
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Figura8 Contribuicdo para a diversidade total (CT) de cada popula¢do de
Eremanthus incanus para haplétipos cloroplastidiais

Nota: Barras brancas e barras pretas representam, respectivamente, a contribuicéo (CS) e
a diferenciacdo (CD) de cada populacdo para a diversidade.
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Tabela 7 Anélise da distribuicdo haplotipica das populagdes de Eremanthus
incanus de acordo com a combinagdo primer/enzima (SFM/Hinfl)

Regido Populacao Haplétipo Haplétipo Haplétipo Tamanho
1 2 3 amostral
N  Francisco Sa (FS) 0 3 1 4
N  Rio Pardo de Minas
0 6 0 6
(RP)
0 (0%) 9(90%) 1 (10%) 10
Lavras (LV) 0 13 2 15
S840 Tomé das Letras
14 0 15
(ST)
1(3,3%) 27 (90%) 2 (6,7%) 30
Total 1(2,5%) 36(90%) 3 (7,5%) 40

N= Regido norte; S= Regido sul

Uma observacdo importante foi que as populacbes com menores
tamanhos amostrais, seis e quatro individuos em Rio Pardo de Minas (RP) e
Francisco Sa (FS), respectivamente, localizadas na regido norte, foram as que
apresentaram maiores valores de contribuicdo para a diversidade genética, de
forma negativa ou positiva.

Segundo os resultados da AMOVA (tabela 8), foi evidente a auséncia de
subestruturacdo, com uma maior variacdo genética dentro de populacdes
chegando a 97,7% e apenas 3,3% da variacdo devido as diferencas dentro de
populagdes entre regides. Esses valores podem ser devidos ao fato da presenca
de apenas um individuo com hapl6tipo 1 na populacdo de ST (regido sul), ja que
para as demais populagdes de E. Incanus foram observados somente os
haplotipos 2 e 3. Este resultado foi confirmado pelo teste de Mantel que indicou
correlacdo negativa, mas ndo significativa (r = -0,36 p = 0,91) entre as

populagdes.
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Tabela 8 Anélise hierdrquica da variancia molecular de quatro populagdes de

Eremanthus incanus

Nivel hierarquico GL  Somade quadrados 9% de variacdo
Entre regides 1 0,008 0,0
Entre populacBes (mesma regido) 2 0,250 3,3
Dentro de populages 36 3,417 97,7

GL: Graus de liberdade.
+ Significancia calculada usando 1000 permutagdes.

4.3 Eremanthus erythropappus e E. incanus

Devido a predominancia de apenas um haplétipo em todas as populacoes
de ambas as espécies, as diversidades estimadas observadas foram muito baixas

para ambos os alelos ndo-ordenados e ordenados (Tabela 9).



Tabela9 Anélise da estrutura genética das populac@es de Eremanthus erythropappus e E. incanus

Parametros de

Total El EE EEN EECS
diversidade
Hs 0,189 (0,0594) 0,220 (0,1061) 0,174 (0,0754) 0,359 (0,1116) 0,027 (0,0267)
Hy 0,484 (0,0763) 0,210 (0,0837) 0,167 (0,0636) 0,313 (0,0684) 0,027 (0,0260)
Gst 0,611 (0,1285) -0,051 (NC) -0,042 (NC) -0,147 (0,0227) 0,000 (NC)
Vs 0,221 (0,0559) 0,217 (0,0822) 0,172 (0,0600) 0,350 (0,0682) 0,027 (0,0267)
V+ 0,481 (0,0759) 0,209 (0,0692) 0,167 (0,0524) 0,312 (0,0448) 0,027 (0,0260)
Nst 0,541 (0,1146) -0,038 (NC) -0,033 (NC) -0,122 (NC) 0,000 (NC)
Nst- Gst -0,070* 0,013 0,009 0,025 0
U Nst/Gst -0,40* 0

Nota: Hr e V1 = diversidade genética total, Hs e Vs = diversidade genética intra-populacional; Gst e Nst= indices de diferenciacao.

*Significativamente diferente de zero no nivel de P < 0.05. Valores em parénteses representam o desvio padrao. NC significa valore

nao calculado.

89
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Observou-se que o hapldtipo 3foi o mais comum (95,2%) em E.
erythropappus e para E. incanus o mais frequente foi o haplétipo 2. Esse ultimo
ndo foi encontrado nas populacbes de E. erythropappus na regido centro-sul,
ocorrendo somente no norte com uma frequéncia de 11%. Dessa forma,
evidencia-se uma tendéncia de separacdo entre as espécies, a partir do haplétipo
2 exclusivo para E. incanus e o haplétipo 3 para E. erythropappus. Entretanto,
possivelmente a presenca do haplétipo 3 em um e dois individuos das
populagbes FS e LA, respectivamente, evitou a separacdo completa das duas
especies.

Além disso, ressalta-se que é possivel que a divergéncia entre 0s
haplotipos 2 e 3 tenha ocorrido junto a separagdo das duas espécies de um
ancestral comum cujo haplétipo 1 era mais frequente. Entretanto, ndo se pode
inferir se a presenca do haplétipo 3 em E. incanus e do haplétipo 2 em E.
erythropappus seja indicio de hibridacdo entre as espécies ou simplesmente uma
variacdo haplotipica.

Nas andlises realizadas por Estopa et al. (2006) utilizando marcador
nuclear, a populacdo ST foi caracterizada como sendo E. erythropappus, e esta
foi a mais divergente dentre as demais analisadas. Nos resultados aqui obtidos
com cpDNA ficou evidente o padrdo haplotipico observado como sendo igual as
das populagdes de E. incanus. Assim, existe a possibilidade que tenha ocorrido
um erro de identificacdo boténica o qual resultou na analise de cpDNA de uma
arvore de E. erythropappus ao invés de um individuo de E. incanus, o que
também poderia justificar os resultados encontrados para as amostras E. incanus
oriundas de S&o Tomé. Outro fato intrigante é o diagndstico das principais
espécies que compdem a Serra de Sdo Tomé, o qual descreve esta espécie, E.
incanus, como sendo a mais frequente tanto em &reas preservadas como em
areas de transicdo e impactadas pela mineracdo (VASCONCELQOS, 2001).

Entretanto, no geral ocorre sobreposicdo das &reas de ocorréncia de E.
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erythropappus e E. incanus, de tal forma que é comum encontrar ambas as
espécies coexistindo na mesma area. Portanto, novas analises deverdo ser
realizadas para comprovar se ocorreu ou ndo um erro na identificacdo das
especies.

Em andlises filogeograficas recomenda-se que seja amostrado um
numero elevado de populagdes. Pons e Petit (1995) enfatizam a necessidade de
se amostrar um maior nimero de populagdes possiveis, com tamanhos amostrais
homogéneos, dado que a amostragem de populagbes (ou regides geograficas)
tem uma grande influéncia nas estimativas de diferenciacdo. O aumento no
tamanho amostral dentro das popula¢es gera somente um pequeno aumento na
precisdo das estimativas. Segundo os autores, o tamanho amostral 6timo é de
cerca de sete individuos por populacdo. No presente estudo, mesmo quando as
populagdes foram analisadas a partir do mesmo tamanho amostral (igual a trés
individuos), por meio de teste de rarefacdo, ndo foram observados resultados
significativos de subestruturacdo por meio da AMOVA (Anexo 1, Tabela 11).

Desta forma, o reduzido tamanho amostral em algumas populaces,
pode ter influenciado os resultados obtidos de contribuicdo genética de cada
populacdo, sendo dificil fazer comparacdes entre as populacdes.

Segundo Avise et al. (1987), restricdes na distribuicdo geografica de
espécies ou populacdes, ainda que filogeneticamente préximas podem gerar
diferentes variantes moleculares ou hapl6tipos. Como mencionado por Lynch e
Crease (1990, p. 386), “o Nst sera maior ou menor do que o Fsr, dependendo de
onde os pares de haplotipos relativamente divergentes tendem a se distribuir
entre e dentro das populagdes”. Sendo assim, a distribui¢do geografica relativa
dos haplétipos pode ndo ser devida a distancia genética, no caso de linhagens
antigas que tiveram tempo para se redistribuirem geograficamente desde seu
surgimento ap6s a mutagdo. Entéo, os resultados obtidos para os congéneres E.

incanus e E. erythropappus se deve ao fato de que hapl6tipos mais relacionados
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ndo se encontram distribuidos nas mesmas populagdes. Esse resultado pode ser
atribuido a fatores ecoldgicos, como uma restrita dispersao de pdlen, e também a
fatores evolutivos como a selecdo intrapopulacional em micro habitats. Contudo,
como mencionado por Pons e Petit (1995), identificar um processo evolutivo que
possa ter levado a situacGes onde alelos distantemente relacionados sdo mais
frequentemente encontrados na mesma populacéo, ainda parece dificil.

Neste estudo, 10 populagdes de E. erythropappus e quatro de E. incanus,
analisadas em conjunto, apresentaram uma baixa frequéncia de haplétipos (trés
haplétipos) e uma diversidade genética total de 0, 484 e 0, 481 para alelos ndo
ordenados (H) e ordenados (V7). No geral, os parametros de diversidade ndo
foram alterados ao levarmos em conta a distancia entre os haplétipos. Em
conjunto, foi registrado diferenciacdo populacional, Gst = 0, 611 e Nst = 0, 541,
0 que demonstra que as espécies apresentam padrdes haplotipicos diversos. No
entanto, ndo houve diferenciacdo populacional por espécie.

A andlise por espécie revelou uma diversidade genética total com
valores de Hy e Vyiguais a 0, 167 e intrapopulacional com valores de Hgs e Vs de
iguais a 0, 174 e 0, 172 para E. erythropappus. Observou-se também que as
populagdes localizadas ao norte apresentaram maior variabilidade que as suas
localizadas ao sul, com valores de Vs de 0, 350 e V1 Ode 0, 312 e com valores
iguais a 0, 027 para 0os mesmos parametros para as populacdes localizadas ao
sul. Quanto a E. incanus, os valores encontrados para Hy e V1 foram de 0, 210 e
0, 209 e Hs eV de 0, 220 e 0, 217 respectivamente.

Desta forma, ndo foi observada subestrutura genética para as espécies
estudadas e foram observados valores nulos e negativos para a diferenciacéo
genética (Gst e Ns7). Analisando as espécies em conjunto, foi encontrado um
valor negativo e significativo de Gst —Ns1, indicando que a diferenciacédo
genética encontrada ndo é devida a distribuicdo geografica dos hapl6tipos. Nao

foi possivel estimar os parametros de diversidade genética entre as regides para a
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espécie E. incanus devido ao nimero reduzido de populagbes. A auséncia de
subestrutura dentro das espécies e para as duas regides indica que as populagoes,
da mesma espécie, sdo representadas pelos mesmos haploétipos em proporcgdes
similares umas as outras.

Algumas espécies tropicais estudadas no Brasil apresentaram resultados
diferentes, como por exemplo, em Carapa guianensis foram observados baixos
valores de diversidade intrapopulacional (Hs e Vs) iguais a 0,02 e valores altos
de diversidade total (Hy e V) iguais a 0,82 e 0,73, bem como de diferenciacéo
genética (Nst) de 0,97 nas populagbes amostradas em 11 areas diferentes
(CLOUTIER et al., 2005). Os valores de Hs eHy para Araucaria angustifolia,
estudada por Schldgl, Souza e Nodari (2007) foram de 0, 441 e 0, 612
respectivamente e também foi relatado um baixo valor de Ngsr (0, 280). Na
América do Sul, os trabalhos com Cedrela odorata, em que populacfes
amostradas no México, Guatemala, Honduras e Nicardgua (regido
Mesoamericana), apresentaram baixos valores de Hs e Vs (0,03 e 0,01), altos
valores de Hr e V1 (0,70) e diferenciacdo Gst eNst estatisticamente iguais com
valor de 0,98 (CAVERS; NAVARRO; LOWE, 2003a). Entretanto, a mesma
espécie amostrada apenas em Costa Rica apresentou baixos valores de
diversidade intrapopulacional (Hs= 0,03 — 0,13), mas quando todas as amostras
foram analisadas, o valor foi alto (Hy = 0,27), além disso, observou-se a
formac&o de grupos distintos haplotipicamente (CAVERS; NAVARRO; LOWE,
2003b). Os valores de Hr e Hs para Dicorynia guianensis foram 0,69 e 0,41,
respectivamente e os valores de Gst eNst foram 0,41 e 0,25, respectivamente
(CARON et al., 2000). Vouacapoua americana apresentou altos valores de Hr,
Hs e Gst (0,09; 0,87 € 0,89) (DUTECH; MAGGIA; JOLY, 2003).

Portanto, a diversidade total observada para E. erythropappus e E.
incanus foi relativamente menor dentro das populagcbes comparada aos estudos

acima mencionados. Essa baixa diversidade pode ser devida possivelmente ao
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nimero de hapl6tipos observados, que foi somente trés (haplotipos 1, 2, 3.
Figura 3). Esse resultado é confirmado pela AMOVA (Tabela 10), a qual mostra
gue a maior parte da variacdo genética esta entre as espécies. Apesar da baixa
variacdo entre as populacBes de cada espécie, foi observada significativa
variacdo genética. A AMOVA revelou que populacBes de E. erythropappus
estdo estruturadas em regides e que a maior parte da variagdo genética encontra-
se entre as populagdes. No entanto, para E. incanus, ndo foi observada varia¢éo

genética entre regides.

Tabela 10 Anélise hierarquica da variancia molecular de 13 populacbes de E.

erythropappus e E. incanus

Nivel hierarquico GL Somade quadrados 9% de variagéo
Entre espécies 1 23,123 86,71
Entre populagdes (mesma espécie) 11 1,003 0,66
Dentro de populagdes 153 8,450 12,62

GL: Graus de liberdade.
" Significancia calculada usando 1000 permutagdes.

Populagdes que ocorrem em ambientes que exercem uma pressao
seletivas ignificativa, como o caso dos ambientes de ocorréncia da candeia,
somado a alta densidade populacional sugere uma maior probabilidade de
fixacdo de novos alelos por mutacdo do que populagdes pequenas e ocorrentes
em ambientes homogéneos (PATWA; WAHL, 2008). Além disso, alta
densidade populacional pode favorecer altos niveis de cruzamentos em fungao
da menor distancia entre coespecificos e do grande nimero de individuos em
fase reprodutiva nas vizinhangas reprodutivas. A familia Asteraceae apresenta
mecanismos de autoincompatibilidade esporofitica para prevenir a
autofecundacdo e endogamia biparental, favorecendo a ocorréncia desse padrdo
(FERRER; EGUIATE; MONTANA, 2004).
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Outro aspecto importante é que segundo Freitas, Lemos e Lovato (2008)
o provavel polinizador de E. erythropappus sdo abelhas pequenas que possuem
curta distancia de voo, o que restringe o cruzamentos entre arvores proximas e,
consequentemente, limitando o fluxo de alelos via pélen. Por outro lado,
segundo Vieira, Fajardo e Carvalho (2009), as flores de candeia sdo atrativas as
abelhas, principalmente as das espécies Apis mellifera e Trigona sp. De acordo
com Southwick e Buchmann (1995), pequenas abelhas, a exemplo de Apis
melifera, possuem uma area de forrageamento semelhante a de grandes abelhas
como a Bombus terrestris que é em torno de 9,8 Km (GOULSON; STOUT,
2001).

No entanto, apesar das abelhas poderem voar a distancias longas, a
distribuicdo das manchas de floresta pode favorecer o isolamento de algumas
espécies, como observado em Tibouchinia papyrus (COLLEVATTI et al.,
2012a), limitando o fluxo alélico. Esse fato provavelmente pode ocorrer em
espécies de candeias, pois, as manchas podem estar isoladas nos topos de morro,
em meio a paisagens antropizadas que limitariam o movimento dos
polinizadores entre as manchas, limitando o fluxo alélico. Dessa forma, o
aumento da distancia entre as matrizes, causado pelo manejo florestal,
aumentaria a area de forrageamento dos agentes polinizadores.
Consequentemente haveria uma expansdo do fluxo alélico para mais além da
zona de estrutura familiar da espécie, que corresponde, segundo Arriel (2009) a
trés metros, favorecendo o cruzamento entre individuos menos aparentados.

Por outro lado, diferentemente do genoma nuclear, o genoma do
cloroplasto é clonal e herdado maternalmente e as variages contidas no cpDNA
sdo mais influenciadas por eventos historicos como glaciacbes e mudancas
climéticas do que pelo tempo geoldgico (AVISE, 1994; AVISE et al., 1987).
Isso acontece por que esses eventos somados a presenca de barreiras fisicas

afetam diretamente os padrfes de dispersdo da candeia. Assim sendo, eventos
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climaticos recentes, bem como o isolamento causado pela fragmentagdo podem
influencia na dispersdo das sementes e consequentemente no padrdo haplotipico.

A baixa diferenciacdo entre as populacdes de candeia, evidenciada a
partir de marcadores de cpDNA pode ser, provavelmente, devido, em grande
parte, a distribuicdo das mesmas durante a Ultimo Maximo Glacial. Durante o
Ultimo Maximo Glacial, entre 18.000 e 12.000 anos atrds, 0 ambiente
neotropical era ao mesmo tempo mais frio e seco que atualmente, e a vegetacao
gue existia entdo, teria refletido a esses dois fatores (PENNINGTON; PRADO;
PENDRY, 2000), por meio da retracdo da floresta tropical na época seca e
expansdo das Florestas Estacionais Deciduais (FEDs). Algumas evidéncias
baseiam-se na distribuicdo contemporanea de espécies nas areas disjuntas,
sazonalmente secas, das florestas tropicais e nas ligagdes historicas entre todas
essas areas (PRADO; GIBBS, 1993).

Por exemplo, a baixa frequéncia encontrada para o hapldtipo 1, em
ambas as espécies, pode ser um indicio do processo de reducdo demografica
seguida de uma expansdo mais recente nas florestas, conforme a hipdtese do
Arco Pleistocénico e atestado pelo baixo polimorfismo do cpDNA (PRADO;
GIBBS, 1993). Segundo Collevatti, Rabelo e Vieira (2009), a ocorréncia de
fendmenos de expansdo e retracdo das florestas durante os periodos glaciais e
interglaciais, podem ter causado ciclos de propagacao e extingdo, implicando no
desaparecimento de hapl6tipos de baixa frequéncia. Entretanto, seria necessario
0 uso de técnicas que resultem em maior polimorfismo do cpDNA e aumento do
numero de populagdes para a confirmacédo desta hipotese.

A divergéncia entre haplétipos 2 e 3, presentes em alta frequéncia em
cada espécie, respectivamente, pode ter surgido em decorréncia da separacao de
E. erythropappus e E. incanus ou poderia representar polimorfismo mais antigo,
no qual cada haplotipo estaria, inicialmente, somente em parte associado com as

espécies.
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As populagbes de E. erythropappus nas quais se observa maior
diversidade de hapl6tipos se encontram na regido norte (todas as populagdes
AD, FS, JO e RP) a excec¢do de LA, localizada na regido centro-sul, sugerem a
possibilidade de um possivel isolamento dessas populacGes. De fato, essas
regides representam centros de diversidade, ainda que ndo se possa afirmar que
correspondem aos centros de origem ou reflgio da espécie durante as flutuacGes
climaticas do Quaternario.

Estas questdes poderdo ser esclarecidas provavelmente a partir do
aumento do nimero de marcadores de cpDNA (por exemplo, utilizando o
sequenciamento de regides ndo codificadoras do genoma do cloroplasto) e
também por meio da anélise de maior numero de populaces. Dessa forma,
havera um melhor conhecimento da taxonomia e da distribuicdo geografica da
variacdo do cpDNA dessas espécies e a dinamica evolutiva das mesmas.
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5 CONCLUSOES

Apenas a combinacdo primer/enzima  (SFM/Hinfl)  revelou
polimorfismo, 0 que permitiu a identificacdo de trés haplétipos para as espécies
estudadas. Sendo que o haplétipo 1 é ancestral e raro, enquanto os haplétipo 2 e
3, mais proximos, sdo derivados do ancestral e encontrados em alta frequéncia
em Eremanthus incanus (90%) e E. erythropapus (95,2%).

Para Eremanthus incanus as populagdes FS (localizada na regido norte)
e LV (localizada na regido sul) contribuiram para a diversidade genética, sendo
que a contribuic&o desta ultima foi muito proxima a zero (0,05%).

Os resultados da AMOVA e teste de Mantel (r = -0,36; p = 0,91)
evidenciaram a auséncia de subestruturagdo, com uma maior variagdo genética
dentro de populacdes (97,7%) e apenas 3,3% devido as diferengas dentro de
populagdes entre regides.

As diversidades estimadas e observadas nas duas espécies foram muito
baixas e valores nulos e negativos para a diferenciagdo genética foram
observados (Gst e Ng7).

Ndo foi possivel separar as espécies Eremanthus incanus e E.
erythropapus utilizando o polimorfismo do cpDNA detectado. Apesar de ter
sido observada uma tendéncia na frequéncia dos hapl6tipos, sugerindo tal
possibilidade.

As &reas prioritarias para a conservagdo de E. erythropapus seriam as
populagbes de Medina por apresentar o haplotipo 1 e as outras, Franscisco Sa,
Joaima e Rio Pardo de Minas por possuirem o haplétipo 2, exclusivo ao norte.
Na regido Centro-Sul destaca-se a populacdo de Lavras pela presenca do
haplotipo ancestral 1, diferenciando-se das demais na regido. Quanto a E.
incanus se faz necessario a conservacdo das PopulagBes de Franscisco Sa

(Norte) por apresentar o haplétipo 3 e as populagbes de Lavras, por também
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apresentar o haplétipo 3 e a de Sdo Tomé das Letras por ser a Gnica a registrar o
haplétipo 1.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante das informacfes geradas a partir do presente estudos e dos
demais trabalhos de diversidade genética realizados para as espécies em estudo,
visando capturar a maior parte da variabilidade genética possivel, e dentro do
contexto de operacionalidade e viabilidade econémica sugere-se a limita¢do das
areas prioritarias para conservacao.

Para estratégias de preservagdo, essas areas devem abranger as

populagbes amostradas nesse trabalho, sendo as populagdes selecionadas:

a) E. erythropapus: Medinae Francisco Sa ao norte. E na regido Centro-
Sul Lavras;
b) E. incanus: Franscisco S& (Norte) e populagdes de Lavras e S&o

Tomé das Letras.

De acordo com Péadua (2011), populacdo de Francisco S& é considerada
uma unidade operacional tendo em vista a variabilidade genética da espécie E.
erythropapus contida na mesma e os alelos exclusivos que a diferencia das
outras populagdes amostradas, e no presente trabalho, nas regides centrais e sul
do estado. Para E. incanus os dados obtidos por Arriel (2009) demonstram que a
populacdo de Lavras apresenta consideraveis indices de heterogosidade, He =
0,34, e polimorfismo, P = 85,71%, sendo apropriada para ser definida como
unidade de conservagdo da espécie.

Para futuros trabalhos a partir da analise de sequenciamento de cpDNA,
ressalta-se que, as informagfes aqui obtidas pelo uso da variacdo do cpDNA
pela analise de PCR-RFLP sdo importantes para serem aplicadas em uma etapa

inicial, pois pode direcionar a utilizagdo de primers de cpDNA e enzimas de
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restricdo que sejam mais informativos, o que viabiliza as atividades de
laboratério, diminuindo o tempo e o valor das anélises de sequenciamento.
Recomenda-se ainda, para o melhor entendimento dos aspectos
filogeograficos da candeia a coleta de amostras em mais locais para E. incanus,
e principalmente, na regido central e leste do estado, 0 que possivelmente
permitira identificar os locais de maior diversidade haplotipica e os centros de
diversidade para as espécies, sugerindo as dareas prioritarias para a sua

conservacéo.
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ANEXOS

ANEXO A - Diversidade e contribuicdo de cada populacdo para a diversidade
total e a riqueza alélica total para cada espécie, Eremanthus
erythropappus e E, incanus

Popula¢do Regido ;?nrgasl?rg? Ao hg R C* Cgrt*
E.erythropappus
Medina Norte 15 2 0.133 0.200 -0.031 -0.801
Francisco Sa Norte 12 2 0.303 0455 -0.038 -0.615
Mata Escura Norte 6 2 0.333 0.500 -0.098 -0.696
Rio Pardo de MinasNorte 3 2 0.667 1.000 -0.088 -0.186
Morro do Pilar Centro-Sul 15 1 0.000 0.000 0.019 -0.989
Airuoca Centro-Sul 15 1 0.000 0.000 0.019 -0.989
Carrancas Centro-Sul 15 1 0.000 0.000 0.019 -0.989
Baependi Centro-Sul 30 1 0.000 0.000 0.019 -1.091
Lavras Centro-Sul 15 2 0.133 0.200 -0.031 -0.801
E. incanus

Francisco Sa Norte 4 2 0,500 0.750 0.378 0.149
Rio Pardo de MinasNorte 6 1 0.000 0.000 -0.284 -0.416
Lavras Centro-Sul 15 2 0.248 0.371 0.019 -0.213
S&o Tomé das Centro-Sul 15 2 0.133 0.200 -0.113 -0.145
Letras

*: tamanho populacional relativo & rarefagdo com tamanho amostral = 3; Ao: nimero de
hapl6tipos observados; hS: diversidade genética; R: riqueza alélica apés a rarefagdo; CT:
contribuicdo para a diversidade genética total; CrT: contribuicdo para a riqueza alélica
total.



