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Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, apresenta ampla distribui¢&o latitudinal na América do Sul,
principalmente em territério brasileiro e ocorre tanto em Cerrado quanto em Floresta Atlantica.
Estudos filogenéticos posicionaram esta espécie como grupo irmédo de todas as mirtaceas
neotropicais (Tribo Myrteae) e, mantendo-se esta posicado filogenética pode ser considerada
representante vivo de um clado basal de Myrtaceae Sul Americanas. Por este motivo, esta espécie
pode trazer consigo informagdes importantes quanto a histéria biogeografica da adaptagéo de grupos
taxondmicos essencialmente florestais ao ambiente savanico. Para entender a distribuicdo geografica
e relagdes filogenéticas entre haplétipos, filogenias intra-especificas foram inferidas utilizando-se
median-joining network analysis baseadas em critério de parcimdnia. A analise mostrou a distribuigéo
de haplétipos dos individuos analisados e estrutura que mantém a separagao de grupos que ocorrem
no Planalto Central e Florestas Estacionais. Este resultado sugere uma importante divergéncia entre
as populacgdes desta espécie, resultado que pode colaborar para entender a relagéao evolutiva entre a

dindmica de biomas e processos de diversificagdo para Myrtaceae.
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Introdugao

A espécie Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, objeto de estudo da
proposta de pesquisa, apareceu como grupo irmao de todas as mirtaceas
neotropicais (Lucas et al. 2007), correspondente a tribo Myrteae. Apesar da ampla
distribuicao latitudinal, ndo trata-se de uma espécie frequente nos ecossistemas
onde ocorre (Landrum 1986). O reconhecimento de linhagens genealdgicas por meio
de construcido de redes de haplotipos, com a selecao de marcadores corretos,
podem evidenciar possiveis estrutura geografica da distribuicdo de linhagens

genealdgicas em populagdes de B. salicifolius. E provavel que os padrdes de
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distribuicdo e diversificagcdo de linhagens de B. salicifolius pode fornecer
informagdes importantes sobre a origem e diversificagdo da familia Myrtaceae na
regiao Neotropical.

O objetivo deste estudo foi trabalhar técnicas de construcédo de filogenias de
linhagens genealogicas por meio da reconstrugdo de redes haplotipicas e o
reconhecimento de possivel estruturagdo geografica na distribuicdo das linhagens
obtidas por meio de sequencias de DNA de regides de psbA-trnH obtidas de

individuos de diferentes populacdes de B. salicifolius.

Material e Métodos

Populagbes amostradas e extracdo de DNA — A partir do levantamento prévio
das areas de ocorréncia de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg (Myrtaceae)
foram realizadas coletas boténicas em 13 localidades. As amostras de folhas foram
preservadas em silica gel (Chase & Hills 1991) para estudos moleculares. Em cada
uma destas populagdes 5 a 30 individuos foram aleatoriamente selecionados para
coleta de folhas expandidas que foram estocadas a -80°C. A extragdo do DNA
gendmico seguiu protocolo padrdo com CTAB (hexadecyl trimethyl ammnium
bromide) (Doyle & Doyle, 1987). Estes dados foram obtidos durante o doutoramento
do coordenador do projeto de pesquisa principais ao qual este plano de trabalho
esta inserido. No total 13 populagbes foram coletadas ao longo de sua distribuicéo
geografica e 32 representantes destas diferentes populagdes foram selecionados
(Tabela 1).

Tabela 1: Codigos das amostras utilizadas de Blepharocalyx salicifolius.

Caddigo Nome Caddigo Nome Estado
amostra populagao Estado | amostra populagao
ARAG58 Araguari MG PINS52 Jodo Pinheiro MG
Alto
Paraiso/Pouso
ARAG59 Araguari MG POUG39 | Alto GO
CAX581 Caxias do Sul RS POUG40 Idem GO
Centro Santana da
COU435 | Olimpico/UnB DF SAN558 Boa Vista RS
Centro
Cou441 Olimpico/UnB DF SAN559 Idem RS
CRIl444 Cristalina GO URUG05 Urubici SC
CRI455 Cristalina GO URU6G07 Urubici SC
JAQ569 Jaquirana RS URUG15 Urubici SC
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JAQS573 Jaquirana RS URUG616 Urubici SC
LENG656 Lencgdis BA URUG620 Urubici SC
LENG57 Lencgdis BA VAC634 Vacaria RS
LENG660 Lencgdis BA VAC636 Vacaria RS
Mairana/La
LENG61 Lengois BA YUNG665 Yunga Bolivia
PARS531 Paracatu MG YUNGG6 Idem Bolivia
PARS535 Paracatu MG YUNGG7 Idem Bolivia
PIN545 Jodo Pinheiro MG YUNG69 Idem Bolivia

Marcador molecular utilizado — Para as analises de redes de haplétipos foi
utilizado o marcador cloroplastidial psbA-trnH (Tabela 2). As condigdes otimizadas
de amplificacdo das regides selecionadas neste estudo foram 4 min a 94°C; 30
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 48°C, 2 min e 30 segundos a 72°C.

Tabela 2: Marcador e primers utilizados.

Marcador Primer Sequéncia de DNA 5’ — 3’ Referéncia
Molecular

pSbA-trnH  psbA CGAAGCTCCATCTACAAATGG Hamilton
espacador trnH ACTGCCTTGATCCACTTGGC (1999)
intergénico  (GUG)

Alinhamento das sequéncias e geragdo da rede de hapldtipos — A rede de
haplétipos foi construida com o auxilio dos programas DNAsp, para montagem da
matriz haplotipica (Librado & Rozas 2009), e o programa Network 4.2.0.1 para
construcéo da filogenia intra-especifica via medianjoining network analysis baseadas
em critério de parciménia (Bandelt et al. 1999). Os hapl6tipos do grupo teste de B.
salicifolius foram gerados a partir da regido psbA-trnH. Este recurso foi utilizado para
entender a distribuicdo geografica e relagdes filogenéticas entre haplétipos de B.
salicifolius com base em psbA-trnH e possibilitou reconhecer combinacdes Unicas de
estados alélicos na referida regi&o.

‘ Resultados e Discussio

A analise de Network mostrou a distribuicdo de haplétipos dos individuos
analisados de B. salicifolius. Esta estrutura mantém a separagdo de grupos que
ocorrem no Planalto Central e Florestas Estacionais (Figura 1). A topologia gerada
mostra grupos populacionais consistentes, a citar populagées de cerrado sentido

restrito (Planalto Central — GO/MG) e populagdes de Floresta Estacional Semi-
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Decidual de coletas em Lencgois (BA). Os individuos que pertencem a Florestas
Estacionais Semi-Deciduais Mistas que ocorrem nos estados do Rio Grande do Sul
e Santa Catariana ficaram agrupados em haplétipos relacionados.

Lengdis, populacdo representante de Florestas Estacionais Semideciduais
apresentou apenas um haplétipo. Populagdes de cerrado sentido restrito deve
apresentar relagcbes menos complexas com poucas bases respondendo pela
formacgao de diferentes linhagens. Ja coletas dos Yungas Bolivianos deve apresentar
rede mais complexa de distribuicdo de haplétipos, uma vez que possuem individuos
que compartilham o mesmo haplétipo em manchas de Matas de Galeria sob matriz
de floresta estacional semidecidual com araucarias (Figura 1).
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Figura 1: Median-joining network mostrando a distribuicdo de haplétipos baseados

em sequéncia de psbA-trnH de 32 individuos de B. salicifolius. O tamanho da

circunferéncia € proporcional a frequéncia do haplépico. Median vector=mv.

‘ Consideragées Finais

Concluimos que psbA-trnH oferece indicios de estruturagdo geografica entre as
populacdes estudadas e fortalece a estrutura que separa populagdes da regido do
Planalto Central do bioma Cerrado com populagdes da regido sul do Brasil e Bolivia
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(Floresta Estacional). Os resultados encontrados nesta analise de redes de
haplétipos permitiu interpretar compartiihamento de linhagens entre diferentes
populag¢des. Esta abordagem é util no estudo de dados intraespecificos, uma vez
que podem apresentar relagdes filogenéticas mais dificeis de serem interpretadas

por arvores filogenéticas convencionais.
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