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RESUMO

Atualmente os planos da conservagio bioldgica devem incluir estratégias de
protecdo da diversidade genética dentro das espécies, buscando mante-las viaveis a longo
prazo. A fragmentagio florestal provoca alteragdes nos padrdes de troca de alelos das
populacBes das espécies, causando consegiiéncias deletérias na diversidade genética.
Para elaborar estratégias de conservagdio genética das espécies arboreas necessita-se
estudar os efeitos da fragmentagio sobre a variabilidade e a estrutura genética de
determinadas especies que sirvam como exemplo do comportamento genético de grupos
de espécies com caracteristicas ecologicas semelhantes.

Esenbeckia leiocarpa, ou guarantd, da familia das ruticeas, é espécie de
fecundagdo cruzada por miofilia e disperso autocorica com possivel diplocoria, ocorre
em freqiiéncia elevada somente em poucas arcas e nio ¢ encontrada em formagdes
secundarias. E um exemplo de espécie do grupo sucessional climax, com alta
densidade de individuos por hectare e de distribuigio agregada.

Utilizou-se tecidos foliares de plantulas de progénies e de individuos
adultos de dois fragmentos florestais de distintos tamanhos, um de 2.178 hectares (E.E.
de Caetetis -fragmento maior) e outro de 76 hectares (EE. de Ibicati -fragmento
menor). A técnica utilizada foi a eletroforese de isoenzimas na posiciio horizontal,
conduzida em meio suporte de gel de amido de milho.

A hipotese basica postulada foi que em fragmentos de tamanho reduzido os
efeitos de deriva genética ndo seriam contrabalanceados pelo fluxo génico, o que
podera acarretar em erosfo genética.

Dos onze locos avaliados, trés foram monomorficos (Pgm-1, Idh-1 ¢ Mdh-2) e
oito polimérficos (Skdh-1, 6Pgdh-2, Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, Est-1, Prx-1 e Pgi-2). A
comparagdo entre as freqiiéncias alélicas de adultos e progénies da populagio do
fragmento maior demonstra maiores diferengas do que no fragmento menor. Como este
Htimo € constituido de menos subpopulagdes, pode estar ocorrendo uma

homogeneizagdo da populagéo.
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Apesar das diferengas observadas entre Jocos para o Fis € Frr, a média mostra
baixa endogamia nas populagdes, estando estas em equilibrio de Hardy-Weinberg. As
estimativas da divergéncia genética média entre populagdes (Fsr) foi de 6,4% mostrando
que a variabilidade genética da espécie ¢ mantida principalmente pela variabilidade que
existe dentro das populagdes. Quanto a estrutura genética entre subpopulagdes da
mesma populagio, no fragmento grande, o Fgs para a média dos locos apresentou
excesso de heterozigotos, sendo que a média de Fgr mostra que este excesso ¢ de
grandeza diferente nas subpopulagdes e o Fgsr foi de 5,1%, indicando pequenas
diferencas entre as subpopulagdes € que a maior parte da variabilidade genética da
populagio ¢ mantida pela variabilidade dentro de subpopulagdes. No fragmento pequeno
o Fys e Fgp mostram um valor mais semelhante, indicando maior homogeneidade nos
niveis de fixacdo alélicas das subpopulagdes. Essa baixa diferenga deve ocorrer devido ao
menor numero de subpopulagtes encontradas.

A estimativa do fluxo génico (N,) teve uma média de 1,16 individuos por
geracio entre as subpopulagdes do fragmento grande, 4,40 entre as subpopulacdes do
fragmento pequeno e 0,91 (adultos) e 1,24 (progénies) entre as duas populagdes,
mostrando uma intensa troca génica, em especial no fragmento menor. Estes valores para
as subpopulacdes indicam que o fluxo génico ¢ suficiente para prevenir a diferenciagao
por deriva genética. O fluxo génico ¢ maior entre as subpopulagdes dentro de
populacdes do que entre as populagdes, as quais estdo distantes cerca de 200 km, o que
deve restringir a troca alélica, a partir de barreiras geograficas que, combinadas com o
isolamento de subpopulacdes pela fragmentacio, possivelmente levara a divergéncia das
populacdes por deriva genética. O N, médio foi de 7,31 individuos reprodutivos por
hectare para as subpopulagdes do fragmento grande ¢ 27,66 para as subpopulagdes do
fragmento pequeno, onde menos de 27 individuos reprodutivos por hectare levaria a
erosdo genética da populagio, devido aos efeitos da endogamia. Concordantemente, a
estimativa da area de vizinhanga (A) foi maior na populagfio menor, onde € requerido um

numero maior de individuos reprodutivos por hectare.
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As populagbes adultas e as progénies amostradas foram polimorficas em 36,36%
dos locos amostrados. Os locos segregaram de 1 a 4 alelos, sendo o nimero médio de
alelos por loco (A) de 1,64 para adultos na populagdo do fragmento maior e 1,73 para
adultos na populagio do fragmento menor. As progénies de ambas as populacdes
apresentaram A igual a 2,00. Os valores encontrados nas populagdes e subpopulagdes

para a heterozigosidade média observada ( H,) quase sempre foram maiores que os da

heterozigosidade média esperada (#.), sugerindo um efeito de selecio a favor de
heterozigotos. Porém tais valores sdo estatisticamente iguais, estando a populacio em
equilibrio de Hardy-Weinberg,

Principalmente dentro das subpopulagdes esperava-se um coeficiente de
endogamia relativamente alto, decorrente do efeito do fundador. Porém, o indice de
fixagao foi baixo e ndo diferente de zero, sugerindo equilibrio de Hardy-Weinberg para
as subpopulagdes dentro de populagdes e para as populagdes. O indice de fixacio alélica
médio (f) foi muito proximo a zero em quase todas as unidades amostrais. Os resultados
das taxas de cruzamento para as duas populagSes, a nivel de familias nas taxas multiloco
(tm) € uniloco (t) mostram que a maioria das familias foram geradas exclusivamente por
cruzamentos. A diferenga entre t,, e t, nfo foi diferente de zero.

A autocorrelagdo espacial foi caracterizada pelo Indice I de Moram, utilizando-se
o método de classes de distdncias preestabelecidas. Os valores flutuaram em torno de 0,
o que indica que a distribui¢do dos gendtipos ¢ aleatoria em todas as subpopulagdes, ou
seja, as subpopulagdes ndo estdo estruturadas na forma de familias. Esta analise confirma
as evidéncias encontradas nas demais analises deste trabalho, de que as subpopulacdes
ndo estdo estruturadas.

Os dados obtidos sugerem que quanto menos subpopulagdes existirem em
um fragmento, mais a populacdo estara sujeita a perda de variabilidade genética, o que
podera comprometer a sobrevivéncia local da espécie, a longo prazo. Estes resultados
sdo altamente relevantes para o planejamento das estratégias de conservagio, indicando
que mesmo para as espécies comuns ¢ necessaria a manutengiio de grandes areas em

estado natural.



SUMMARY

Currently, conservation plans seek the protection of the genetic diversity within
species, in order to maintain their evolutionary viability. Forest fragmentation leads to
alterations in allelic exchange patterns of the species, causing deleterious consequences
in genetic diversity, compromising their survival. When elaborating genetic
conservation strategies for tree species, we need the study of fragmentation effects
upon the genetic variability and structure of some species which will indicate the
genetic behaviour of groups of species with similar ecological characteristics.

Esenbeckia leiocarpa, popularly known as guarantd, belonging to the Rutaceae
plant family, is a species with myophilic pollination syndrome and autochoric dispersion
with possible diplochory, occurring in high frequencies only in certain areas, not being
found in second growth forests. It is a example for the climax successional group, with
high density of individuals per hectare and aggregated distribution. The basic
hypothesis was that in smaller fragments genetic drift effects would not be
counterbalanced by gene flux, leading to genetic erosion as a consequence.

The experiment used leaf tissues of progenies and adults from two brazilian
Semideciduous Atlantic forest fragments with different sizes, 2178 and 76 hectares.
The technique used was alozymes horizontal electrophoresis in a cornstarch gel
support.

Of the eleven loci evaluated, three were monomorphic (Pgm-1, 1dh-1 e Mdh-2)
and eight polymorphic (Skdh-1, 6Pgdh-2, Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, Est-1, Prx-1 and
Pgi-2). Comparison of the allelic frequencies of adults and progenies of the larger
fragment population showed greater differences that those of the smaller fragment,
which is constituted of fewer subpopulations, a fact that may facilitate the population

homogenization.
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Despite the observed differences between loci for Fis and Frr, the means show
low endogamy in the populations, suggesting Hardy-Weinberg equilibrium. The
estimates of average genetic divergence between populations (Fst) had a value of
6.4%, showing that the species’ genetic variability is maintained mainly by the
variability existing inside the populations. In the study of the genetic structure between
subpopulations of the same population, in the bigger fragment, the Fgs for the average
of the loci showed hetorozygotes excess, the average Fgrr showed that this excess is of
different scale in the subpopulations. Fssr was 5.1%, indicating small differences
between subpopulations and that the major part of the population’s genetic variability 1s
maintained inside the subpopulations. In the smaller fragment, Fgig and Fsir showed a
more similar value, indicating greater homogeneity in the subpopulations’ allelic
fixation levels. This lower difference could be occurring due to the smaller number of
existing subpopulations.

The gene flux estimations (Nm) had an average of 1.16 individuals per
generation between the subpopulations of the bigger fragment, 4.40 between the
subpopulations of the smaller fragment and 0.91 (adults) and 1.24 (progenies) between
the two populations, showing a intense gene exchange, especially in the smaller
fragment. The values found for the subpopulations indicate that the gene flux is
sufficient to prevent differentiation due to genetic drift. The gene flux is higher between
the subpopulations in the same population than between populations, which are
separated by circa of 200 km, a fact that must restrict genetic exchange, due to
geographic and anthropic barriers. This, combined with the reduction of the
subpopulations” number due to fragmentation, possibly will lead to populations’
divergence due to genetic drift. The Average Ny was of 7,31 hectares for the bigger
fragment’s subpopulations and 27, 66 for the smaller fragment’s subpopulations, where
less than 27 reproductive individuals per hectare would make the population undergo
genetic erosion, due to endogamic effects. Accordingly, the neighbourhood area
estimation (A) was greater in the smaller population, where a higher number of

reproductive individuals are required.
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The adults populations and the progenies sampled were polymorphic in 36.36%
of the loci sampled. The loci segregated 1 to 4 alleles, the average number of alleles per
locus (A), for adults, was 1.64 in the bigger fragment population and 1.73 in the smaller
fragment population. The progenies of both populations showed a value equal to 2.00.
The values found in the populations and subpopulations for average observed
heterozygosis ( /1,) were almost always greater than those of the average expected
heterozygosis (H.), suggesting a selection favouring heterozygotes. However, these
values were statistically equal, which suggests that the populations are in Hardy-
Weinberg equilibrium.

A relative high endogamic coefficient was expected, mainly at the
intrasubpopulational level, because of the founder effect. However, the fixation index
was low and not different from zero, suggesting Hardy-Weinberg equilibrium for the
subpopulations inside populations and for the populations. The average allelic fixation
index (/) was very close to zero in almost all the units sampled. The results of the
single locus (t,) and multilocus () rates for both populations, in the family level, show
that the majority of the families were generated exclusively by crossing events. The
difference between t,, and t, was close to zero.

Spatial auto-correlation was investigated by the [ index of Moran, using
prestablished class distances. The values were close to zero, which indicates that the
genotype distribution is random in all the subpopulations, i.e., the subpopulations are
not family structured. This analysis confirms the evidence found in the other analyse of
this experiment, that the subpopulations are not structured.

These data suggest that as fewer subpopulations exist, the more the population
will be in danger of losing its genetic variability, which will compromise the species
local survival in the long term. These results are very important for conservation
strategies planning, showing the impossibility of in sifu genetic conservation of tree
biodiversity in small fragments, indicating that even for the common species it is

necessary to maintain large areas in their natural state.



1. INTRODUCAO

Antes da década de 70 a floresta tropical foi considerada como um recurso
auto-renovavel, O trabalho de GOMEZ-POMPA et al. (1972) mostrou evidéncias de sua
n3o auto-renovabilidade. Desde entfio, sabe-se que o atual uso do solo nos tropicos e o
decorrente desmatamento tem levado & extingdio de iniimeras espécies (MYERS, 1991).
No Brasil, os desmatamentos florestais cresceram exponencialmente nas décadas de 70 e
80 (FEARNSIDE, 1987). Muitas das florestas tropicais que no passado ocupavam
grandes extensdes continuas atualmente encontram-se na forma de pequenos e €sparsos
fragmentos.

A velocidade dos desmatamentos ocorrentes na floresta tropical € sem
precedentes na historia evolutiva das florestas tropicais e, assim, tem efeitos profundos
no ecossistema (BIERREGAARD er al., 1992). Contudo, os efeitos biologicos ¢ fisicos
da fragmentagio florestal sdo pouco conhecidos, sendo algumas mudangas facilmente
prediziveis, pelo menos qualitativamente. A floresta tropical tem um papel protetor
fundamental no balango do ecossistema global, regional e local e para a conservagio dos
recursos hidricos e biota; assim, com sua retirada, as condigdes microclimaticas sofrem
mudangas, principalmente nas bordas, e os padrdes macroclimaticos locais poderdo ser
alterados (KAPOS, 1989), assim como a composi¢do de espécies (JANZEN, 1990}, os
tamanhos das populagdes serdo reduzidos, o que tera consegiiéncias genéticas deletérias
(BIERREGAARD e al., 1992).

A importancia das espécies arboreas ¢ ainda mais relevante quando uma area
de floresta é isolada, pois a continuidade da integridade estrutural e biologica da
comunidade depende em grande parte das suas caracteristicas vitais: organismos fixos,
autotréficos e de grande longevidade (RANKIN DE MERONA ef al., 1990, COSTA
1992), que conferem 4s espécies arboreas um papel preponderante no ecossistema, ja
que a presenca das espécies arboreas formando o dossel e, conmseqiientemente, 0S
microclimas do sub-bosque, proporciona inumeros nichos ecologicos, relagdes

mutualisticas e simbidticas a floresta tropical.
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Por outro lado, por essas mesmas caracteristicas, é dificil de ser avaliado a
curto e médio prazos o impacto do isolamento nas espécies arboreas dos fragmentos.
Mesmo quando nio existe uma populagio reprodutiva de uma espécies arborea capaz de
manté-la presente na comunidade, o fato nio é imediatamente evidente, devido a
presenga de individuos adultos daquela espécie; assim uma espécie pode estar
efetivamente extinta anos antes da morte do ultimo individuo (COSTA, 1992). Os
fragmentos florestais de uma regido podem dar a impresso inicial de que ainda existe
uma amostra da comunidade original que ira se perpetuar, mas a mudanca na
composigdo em espécies podera ser muito grande.

Assim, as pressdes antropicas expansionistas e exploratorias sobre nossas
florestas naturais leva-nos a necessidade de estudos sistematicos dos ecossistemas
florestais que ainda restam, a fim de escolher corretamente as estratégias de manejo e
conservacio a serem implantadas (KAGEYAMA, 1987). A protecio e 0
desenvolvimento de um ecossistema completo, natural e auto-sustentavel deve ser o
principal objetivo na tomada de medidas conservacionistas, ao invés da introducio de um
grande nimero de medidas protetoras para espécies individuais (HERMAN ez al., 1990;
GUNATILLEKE & GUNATILLEKE, 1985)

Uma questdo basica para a conservacdo das florestas tropicais € "que
tamanho e forma deve ter uma reserva para ser eficiente na preservagdo de espécies?”
MacARTHUR & WILSON (1963, 1967) formularam um modelo simples para explicar o
nimero de espécies encontradas em um local, onde este € o resultado de um equilibrio
entre as taxas de imigragio e extingdo. Tal modelo se adequa razoavelmente bem nos
dados de numeros de espécies, tanto em ilhas verdadeiras quanto em ilhas "virtuais”,
como os fragmentos florestais, e prediz que, sendo todas as outras condigOes idénticas,
ilhas maiores terfio mais espécies que ilhas menores; isto foi usado por conservacionistas
para exigir a criagdo de grandes reservas. Os trabalhos de BIERREGAARD &
LOVEJOY (1988, 1989) confirmam a predi¢io desse modelo.
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As estratégias de manejo e conservagio direcionadas para preservar a
variacdo genética intrapopulacional das espécies arboreas tropicais tém que considerar a
manutencdo de varias populagdes de cada espécie, o que requer grandes areas destinadas
para a conservagio. KAGEYAMA & GANDARA (1993), baseados nos dados
disponiveis para as espécies muito raras, discutem sobre o tamanho minimo de area para
conservagio dos recursos genéticos arboreos tropicais € concluem gue uma area de 500
000 hectares garantiria a perpetuagdo da biodiversidade arborea local.

Poucas sio as areas do Dominio da Mata Atlantica que alcangam um
tamanho perto de 500 000 hectares e uma forma arredondada, o que garantiria um efeito
de borda atenuado, assim, tedricamente, o efeito a longo prazo da fragmentagdo destas
florestas em termos de extingiio de espécies, neste caso as arboreas, € enorme. Assim, €
evidente a existéncia de problemas de congruéncia entre os limites biologicos e legais de
Areas de Conservacio da Floresta Atlintica, considerando como limites biologicos de
uma 4rea para conservagdo os limites hipotéticos que seriam necessarios para manter 0s
processos ecologicos e genéticos de um dado conjunto de espécies.

NEWMARK (1985) conclui que ¢ urgente enquanto possivel um esforgo no
sentido de aumentar a congruéncia entre as fronteiras legais e biologicas das Areas de
Conservagio, através do manejo cooperativo das areas adjacentes, privadas ou ndo, para
amenizar a perda potencial de vida silvestre. Para alcangar tal manejo cooperativo, na
regido do Planalto Paulista, devido ao atual estado de fragmentagdo florestal,
necessitamos da recuperacio de areas degradadas em grande escala, além de estudos
detathados sobre os fragmentos florestais ainda existentes.

MORAN ef al. (1989) destacam que ha a necessidade da definigio de
padries de variabilidade e estrutura genética em plantas para a preparagio de estratégias
de conservagdo genética. Para as espécies arboreas da floresta tropical, os padres de
distribuicdo espacial (raras, intermediarias e comuns) ¢ os padrdes de sucessdo ecologica
(pioneiras, oportunistas e climacicas) devem ter representantes com variabilidade e

estrutura genética bem conhecidas.
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1.1. Objetivos

Ao estudar a estrutura genética de populagdes da espécie arborea Fsenbeckia
Leiocarpa em duas ocorréncias naturais, situadas em fragmentos florestais de distintos

tamanhos, objetivou-se:

1- Quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional;
2- Estudar a taxa de cruzamento da espécie;
3- Estudar a estruturagdo espacial dos genotipos dentro das populagdes;

4- Determinar possiveis efeitos da fragmentagdo florestal sobre a estrutura
genética e reproducgio;

5- Subsidiar diretrizes de manejo e conservagdo da espécie e da floresta
tropical.

1.2. Justificativa

O presente estudo com Esenbeckia leiocarpa Engl. preenche uma lacuna nos
estudos sobre a conservacdo das espécies arboreas nativas do Brasil, servindo como
representante para se entender a variabilidade genética das espécies comuns e climéacicas
de distribuicdo agregada da floresta tropical. Buscando detectar efeitos do tamanho do
fragmento florestal sobre a genética de populagdes da espécie, estudou-se dois

fragmentos florestais de distintos tamanhos onde a ocorréncia de E. leiocarpa ¢ natural.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espécie Esenbeckia leiocarpa Engl.

E. leiocarpa ou guaranti, da familia das rutaceas, € espécie climacica comum
de distribuicdio espacial agregada e caracteriza-se morfologicamente por apresentar uma
altura de 20 a 30 metros, didmetro a altura do peito (DAP) de 40 a 60 centimetros,
folhas simples, glabras, coriaceas, brilhantes, de 10 a 20 centimetros de comprimento por
S a 8 centimetros de largura, com flores hermafroditas, actinomorfas, branco-
esverdeadas, pequenas (3 & 5 mm de didmetro), rasas e de odor levemente perceptivel
(CRESTANA et al., 1982).

£ arvore semi-decidua, esciofita, caracteristica de floresta latifoliada
priméria. Nio tolera quando jovem a insolag¢io direta, razdo pela qual ndo € encontrada
em formacgdes secundarias. Floresce a partir do final de setembro, prolongando-se até
janeiro. A maturagdo do fruto ocorre durante os meses de julho a agosto. Produz
anualmente moderada quantidade de sementes viaveis. (LORENZL 1992).

A espécie apresenta dispersdo restrita © descontinua, ocorrendo em
freqiiéncia elevada somente em poucas areas, na forma de reboleiras, que podem se
estender por centenas de metros. Nas ocorréncias naturais estudadas, tais reboleiras eram
formadas por dezenas de individuos adultos.

CRESTANA ef al. (1982) apresentam dados sobre a biologia floral, ecologia
de polinizago e sistema reprodutivo de £. Jeiocarpa. O comjunto de caracteristicas
florais se ajusta a sindrome de miofilia; com a ndo formagéo do fruto pelas flores
isoladas, os autores detectaram a existéncia de auto-incompatibilidade, havendo entdo
fecundagio cruzada obrigatoria, o que leva a espécie a ser alogamica. A morfologia
dos frutos e sementes dio indicacdes dos meios de dispersdo: o fruto explosivo de £.
leiocarpa se encaixa na sindrome de autocoria descrita por HOWE & SMALLWOOD
(1982). A autocoria ¢ um dos processos menos eficientes de dispersdo, em termos de
distancia. Estudos preliminares do Laboratorio de Reprodugdo ¢ Genética de Espécies
Arboreas- ESALQ/USP com os frutos de k. feiocarpa mostraram que o fruto pode ser
lancado até 5 metros de distincia da planta mae. As sementes de E. leiocarpa fornecem

uma recompensa em potencial para possiveis dispersores, podendo ocorrer diplocoria.
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Esenbeckia leiocarpa, apesar de planta da floresta climax, € apropriada para
o adensamento da matas degradadas de areas de preservagdo permanente. A madeira de
E. leiocarpa ¢ muito forte, sendo o significado de guaranti, em tupi-guarani, "madeira
forte" (TEBIRICA, 1984). Assim sua madeira é usada em obras externas, como postes,
dormentes, moirdes, estivas, esteios, vigas de pontes e na construcdo civil, como vigas,
caibros, ripas, batentes de portas e janelas, tabuas e tacos para assoalhos, cabos de
ferramentas, entre outros (LORENZI, 1992).

A alta densidade local natural das populagdes da espécie indica uma provavel
tolerancia a consorcios altamente adensados com a espécie, o que € muito conveniente
para plantios para exploragdo madeireira. Contudo, tal pratica ¢ dificultada pelo lento
crescimento dos individuos da espécie. Também encontraram-se, nas folhas de E.
leiocarpa, alcaldides com propriedades contra as larvas de Pectinophora gossypiella,

uma praga do algoddo (Gossipium spp.} (NAKATSU ef al., 1990).

2.2. Diversidade genética

Atualmente a protecio da diversidade genética dentro das espécies em geral
é uma prioridade inerente aos planos da conservagao (BARRET & KOHN, 1991), sende
o objetivo a longo prazo manter a viabilidade das espécies. Ja que as caracteristicas
genéticas irdo influenciar as performances fisiologicas e demografica das populagdes, a
base para a evolugio das espécies concentra-se na variagio genética (FOSTER &
RAHS, 1985).

Muitas espécies arboreas possuem efetivos meios de dispersdo de genes e
com isso mantém altos niveis de variagio genética dentro de populagdes, com pouca
diferenciacio genética entre populagdes (HAMRICK et al., 1979; HAMRICK, 1983,
LOVELESS & HAMRICK, 1987).
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A floresta tropical umida é sem davida o ecossistema terrestre de maior
diversidade de espécies e complexidade de relagdes ecologicas, sendo um modelo de
dificil entendimento para a conservagdo de seus recursos genéticos i1 situ KAGEYAMA
(1987). Além do mais, nestes ecossistemas, poucos estudos sobre a diversidade genética
foram realizados, sendo este o maior desafio existente aos conservacionistas de recursos
genéticos. Até hoje, a estrutura genética em uma regido geografica ampla das espécies
arboreas dos neotrapicos é praticamente desconhecida (CHASE et al., 1995).

O entendimento da estrutura genética das espécies de ocorréncia nos
fragmentos remanescentes ¢ fundamental para o estabelecimento de critérios adequados
no uso destas populagdes para a recomposigio dos ecossistemas florestais, objetivando a
manutencio de sua biodiversidade. Além de se conhecer a diversidade das espécies,
necessita-se também conhecer a variacio genética entre e dentro de populagdes.

A diversidade genética ou a variabilidade devida a diferengas nos alelos pode
ocorrer a diferentes niveis: a) de espécies dentro de ecossistemas, b) de populagdes
dentro de espécies; e ¢) de individuos dentro de populagdes de espécies. A
caracterizacio destes niveis de diversidade ¢ basica para o planejamento das estratégias
de conservacido genética (KAGEYAMA, 1987).

O estudo da variabilidade genética em populagdes naturais envolve duas
questdes basicas: a primeira € descrever os niveis de variabilidade genética mantida
dentro das populagdes de espécies, e a segunda, de particular importéncia para a
conservacio genética, ¢ como a variabilidade genética ¢ distribuida entre e dentro de
populagdes.

HAMRICK (1983), em estudo de vérias populagdes naturais de espécies
arboreas tropicais, concluiu que a variabilidade entre e dentro de populagdes ¢ afetada
diretamente pelo sistema de reproducio da espécie € o mecanismo de dispersdo das
sementes, além do tamanho efetivo da populagdo, a distribui¢do geografica da espécie e

o tipo de comunidade em que a espécie normalmente ocorre.
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HAMRICK & GODT (1990), com base na hteratura de 653 estudos de
alozimas, observaram os dados genéticos de 449 taxas, que envolviam plantas herbaceas,
arboreas e arbustivas, visando relacionar os niveis de diversidade com a ecologia das
espécies. Em média as plantas apresentaram 50% dos locos polimorficos, uma
heterozigozidade media esperada de 0,149 e o nimero de alelos por loco varioude 1,5 a
3,0. Verificaram que, para as espécies arboreas tropicais, a maior parte da diversidade
genética encontra-se dentro de populagdes e que os dados revelam variagdes expressivas
nos niveis de diversidade genética, na porcentagem de locos polimérficos e no nimero
de alelos/loco. Concluem que o sistema reprodutivo e a distribuigiio geografica foram os
fatores que mais contribuiram para a variabilidade genética entre e dentro de
popula¢des, como mencionado anteriormente (HAMRICK, 1983).

O trabalho BAWA (1973) foi o primeiro a detectar o alto grau de alogamia
nas especies arboreas tropicais, em alguns casos, porém, a endogamia pode ter uma
importdncia maior no sistema de cruzamento, como no caso de £. leiocarpa.

A organizacio dos niveis de variabilidade genética entre e¢ dentro de
populagdes € referenciada como estrutura genética e € decorrente de fatores tais como:
sistema reprodutivo, niveis de endogamia, sele¢do natural, fluxo génico e deriva genética
entre e dentro de populagdes. Tais fatores podem explicar o comportamento de alelos
nas populagdes (WRIGHT, 1943).

HAMRICK et af (1993) consideram que espécies com baixa densidade de
individuos adultos tém maior heterogeneidade genética espacial devido a dispersdo de
sementes, se comparadas com as espécies de alta densidade, ou seja, este fato ¢ menos
freqiiente em espécies com dispersdio de sementes restrita onde as plantulas tém

probabilidade maior de serem recrutadas nas proximidades de suas matrizes.
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HILL er al. (1978), em estudo da variabilidade genética de espécies
leguminosas ao longo do Rio Solimdes, na Amazdnia, observaram que os indices de
heterozigozidade ¢ de similaridade genética, os padrdes demograficos ¢ a biologia
indicam estreita correlagio entre variabilidade genética e a estratégia adaptativa. As
populagdes com alta probabilidade de extingdo sdo mais homozigotas que as com maior
probabilidade de sobrevivéncia, isto ¢, populagdes que soffem pertubagbes sdo mais

homozigotas.

2.3. Eletroforese de Alozimas

A possibilidade de contar o nimero de locos com variagdo, verificar numero
de alelos e distinguir homozigotos de heterozigotos tornou-se efetiva com a codificagdo
dos locos de proteinas, especialmente as enzimas. A técnica mais comum para distinguir
diferentes formas genéticas (alozimas) de uma enzima ¢ a eletroforese em gel
(FUTUYMA,1992).

O método bioquimico de alozimas é uma técnica rapida, pratica e adequada
para o estudo genético de populagbes naturais. Este método permite a obtengdo de
informacdes sobre a estrutura genética das populagdes em um periodo de estudo
relativamente curto, ndo necessita de implantagio de experimento, possibilita ensaios
com varias populagdes e apresenta um custo equivalente aos métodos quantitativos,
além das enzimas serem a expressdo direta dos genes, aumentando desta forma a
exatiddo das estimativas dos pardmetros genéticos, sem influéncia do ambiente.

MORAES (1993), estudando a variabilidade genética de duas populagdes de
Myracrodruon wrundeuva (Anacardiaceae) tanto por alozimas quanto por caracteres
quantitativos, obteve como conclusio que o resultado obtido através das caracteristicas

quantitativas apresentou-se proximo ao obtido pelo método de alozimas.
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CORDER & LOPES (1993), estudando arvores adultas e progénies de
Eucalyptus spp., concluiram que as analises genéticas pelos métodos eletroforéticos
podem ser realizadas em qualquer fase de sua existéncia, desde que se conserve os
individuos vivos em condigdes de campo e viveiro, tornando possivel analisar com maior
precisdo o controle genético dos locos envolvidos. Isso ¢ possivel ja que teremos
genotipos maternos (arvores adultas) e suas progénies, facilitando a compreensdo dos
estudos de genética de populacdes, do sistema reprodutivo, do fluxo génico, sendo
também uma valiosa ajuda no monitoramento genético de populacdes melhoradas.

O uso da eletroforese de alozimas para descrever a distribuigio da variacio
genética apresenta algumas vantagens, como: i) heranga genética dos tracos detectados
eletroforeticamente podem ser facilmente demonstrados e ii) a maioria dos locos de
alozimas sdo codominantes e iii) a freqiéncia alélica pode ser calculada sem a
necessidade de cruzamentos genéticos (HAMRICK et al., 1979).

O principio basico geral da eletroforese consiste na colocacio de extratos
de diversos individuos num gel poroso e na migragiio dos ions em solucdo nestes
extratos, ao serem submetidos a agfo de um campo elétrico, migrando no sentido do
eletrodo de sinal contrario ao seu. A diferenciagdo na composicio de aminodacidos, no
tamanho, na forma e nas cargas elétricas conferem as enzimas diferentes taxas de
movimentagdo, de modo que tendem a se separar no gel. Suas posigdes s3o encontradas
através de sistemas especificos de coloragdo, permitindo a formacdo de certos padrdes
(zimogramas) passiveis de interpretag@o (ALFENAS ef al., 1991, FUTUYMA, 1992).

Para o estudo de locos alozimaticos pressupde-se, a principio, a
representatividade dos mesmos do genoma como um todo e a neutralidade, ou seja, estes
locos ndo estdo sujeitos diretamente as forgas seletivas. TORGGLER er a/.(1994) e
REIS (1996) apresentam discuss&es mais detalhadas sobre o assunto.

ALFENAS er al. (1991) descrevem o método de eletroforese de alozimas
com detalhes para esséncias florestais. MORAES (1993) por sua vez, faz um
levantamento dos sistemas enziméaticos mais utilizados em coniferas ¢ angiospermas,
citando para as Gltimas a MDH, AAT, LAP, PER, PGI, PGM, SKDH, ACP, G6PD, IDH
e EST.
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Internacionalmente, varios pesquisadores tém utilizado as técnicas de
eletroforese de alozimas em estudos visando a conservagdo e manejo das florestas
naturaiss HAMRICK er ol (1979), HAMRICK (1983, 1987), HAMRICK &
LOVELESS (1986, 1989), HAMRICK & MURAWSKI (1991), LOVELESS &
HAMRICK (1987), BUCKLEY efal. (1988) e HALL et al (1996).

Varias espécies arboreas brasileiras foram estudadas com esta técnica,
destacando-se os trabalhos de MORAES (1993), GANDARA (1995), REIS (1996),
LEPSH-CUNHA (1996), SEBBENN (1997), LACERDA (1997) MALTEZ (1997) ¢
SOUZA (1997). As espécies arboreas brasileiras que foram estudadas quanto a sua
genética de populagdes sdo de baixa densidade local (raras) e secundarias na sucessio
natural, excetuando [Kuterpe edulis, estudada por REIS (1996), que ¢ comum
localmente, do grupo sucessional climax e apresenta distribuigdo agregada na Floresta

Atlantica Mesofila Semidecidua.

2.4. Fragmentacio Florestal

HOWE (1984) estudou as implicagdes da dispersio de sementes para o
manejo da floresta tropical e constatou que muitas arvores tém sua dispersio de
sementes feita por animais que dependem de seus frutos por pelo menos parte do ano.
Alguns destes sistemas mutualistas sdo pivotais para a comunidade, pois algumas destas
arvores frutificam no periodo de escassez, mantendo as espécies animais, vetores para a
dispersdo e recrutamento de muitas outras espécies vegetais em outras épocas do ano. A
auséneia, em determinado fragmento florestal, destas espécies-chave para o
funcionamento do ecossistema florestal, pode acarretar em muito mais que sua propria
extingo e assim sua conservagdo ¢ uma linha de pesquisa bastante abordada ultimamente

(FRANKIE ef al., 1990).
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TERBORGH (1992) lembra que como os grandes predadores necessitam de
grandes espacos para encontrar suas presas em numero suficiente, eles desaparecerdo em
florestas fragmentadas a partir de um tamanho mimimo, e isso terd um efeito
desestabilizador em populactes de consumidores primarios, entre eles os predadores e
eventuais dispersores de sementes, o que por sua vez devera afetar a composicdo de
arvores da floresta. SMART ef al. (1985) detectaram mudangas na vegetacio devido a
auséncia de pisoteio e herbivoria de grandes mamiferos em Uganda. TERBORGH
(1990) comparou a densidades de animais que sdo presas de grandes felinos na floresta
de Barro Colorado Island (BCI) - Panama, onde os grandes predadores foram extintos,
com a de Cosha Cashu - Peru, onde ha populagdes preservadas destes, e encontrou
valores de densidade 10 a 20 vezes maiores para BCIL.

No Brasil, um trabalho de relevancia que contempla o estudo dos efeitos da
fragmentagdo florestal € o Projeto Dindmica Bioldgica de Fragmentos Florestais
(PDBFF), que desde 1981 observa as alteragBes sucedidas na flora e na fauna de alguns
fragmentos de diversos tamanhos de floresta Amazdnica de terra firme, em comparagao
com a floresta continua. Tal projeto envolve diversas pesquisas no campo da biologia,
tais como: a inter-relagdo enire animais, as alteragdes microclimaticas, a demografia de
plantas, a dindmica de populagdes de animais ¢ a relagdo com a biodiversidade (KAPOS,
1989). Das espécies arboreas ai ocorrentes, apenas 2 espécies de Cowratari (LEPSH-
CUNHA, 1996) foram estudadas do ponto de vista da genética de populacdes.

Na Regido Sudeste brasileira, um ecossistema que representa de maneira
critica este modelo de paisagem fragmentada ¢ a Floresta Mesofila Semidecidua, também
conhecida como Floresta do Planalto, que faz parte da Floresta Atlantica /anie sensu.
Ocupa trechos dos estados de Minas Gerais, S3o Paulo, Parana, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goids e € abrigo de uma rica diversidade de espécies, tendo sua
estrutura e composi¢cio distintas das florestas Amazdnica e Atlintica sfriciu sensu
(LEITAO-FILHO, 1987), sendo assim um bom alvo para estudos visando a

conservacio.
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Os trabalhos de VIANA e colaboradores (VIANA et al., 1992; VIANA,
1995) envolvem a sucessdo florestal ¢ a biodiversidade de fragmentos da Floresta
Mesofila Semidecidua do interior de S3o Paulo. Fatores tais como o histérico de
perturbagdo de fragmentos, seu tamanho e sua forma, seu nivel de isolamento, seu tipo
de vizinhanga e o tipo do ecossistema sdo apontados como aspectos que influenciam e
estrutura da comunidade de plantas (VIANA, 1995).

VIANA et al. (1992), estudando fragmentos florestais do interior do Estado
de Sdo Paulo, concluem que: 1) Grande parte dos fragmentos sio pequenos e isolados; ii)
A ocorréncia de cipods em alta densidade dificulta a regeneragio natural da espécies
arboreas; iil) A freqiiéncia de drvores mortas ¢ alta; iv) O efeito de borda é significativo e
complexo e v) Os fragmentos necessitam de manejo para evitar o prosseguimento do
processo atual de degradagiio e perda de biodiversidade. Qual o manejo mais adequado
continua uma questdo em aberto. Em VIANA (1995) € enfatizada a necessidade de se
considerar os fragmentos florestais pequenos, isolados e ndo sustentaveis como
remanescentes de uma rica e ameagada biodiversidade e, portanto, merecedores de uma
abordagem séria, priorizando o manejo e conservacio destas unidades.

Grande parte dos estudos de conservacio de fragmentos florestais baseia-se
principalmente em conhecimentos ecoldgicos e demograficos, ndo centendo o enfoque
genetico, essencial para que a elaboragdio de estratégias de manejo seja bem sucedida,
Sdo raros os casos de espécies estudadas do ponto de vista genético, sendo estes
indispensaveis a exploracdo racional, a recuperagio e, principalmente, a conservagio da

floresta tropical.
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2.5. Conseqiiéncias genéticas da Fragmentacio florestal

Um dos processos mais importantes a ser considerado para a conservagdo
das florestas tropicais ainda passa quase desapercebido ao homem comum: as
conseqiéncias deletérias na diversidade genética das espécies causadas pela
fragmentacdo florestal. A principal conseqiiéncia deste processo no tocante & genética €
que as espécies tém sua sobrevivéncia comprometida devido as alteragdes nos padrdes
de troca de genes (BALLAL et al. 1994).

Algumas das ferramentas basicas para os estudos de genética de populagdes
de plantas consistem no conhecimento do sistema reprodutivo e de acasalamento, do
fluxo génico intra e inter-populacional, de distribuicdio espacial dos individuos e,
principalmente, da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagGes
das espécies que compdem as comunidades em estudo (KAGEYAMA, 1987).

GRANT (1980) afirma que a entrada constante e alta de genes em uma
populacdo através do fluxo génico ¢ o fator mais importante na manutengdo da coesdo
genética entre as populagdes de uma espécie. ELLSTRAND & ELLAN (1993) reforgam
que o fluxo génico é considerado benéfico por prevenir a depressio endogdmica ¢ a
deplecio da vanabilidade genética em pequenas populagdes. Segundo estes autores, para
a maioria das espécies perenes, o aumento do fluxo génico em apenas duas décadas ¢é
suficiente para anular o efeito da deriva e da endogamia.

A diversidade e a estrutura genética podem ser alteradas se a fragmentagio
florestal modificar os padrdes de dispersdo do polen e sementes (FORE et al., 1992). A
fragmentacdo de habitats também pode colaborar para modificages no sistema de

reprodugdo, alterando a composicdo dos agentes polinizadores ou seus comportamentos

(SOUZA, 1997).
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Mosaicos de habitats, incluindo manchas de ecossistemas  nativos,
fragmentos antropogénicos e 4areas agricolas e urbanas apresentam probabilidades
despreziveis de dispersdo e estabelecimento de adultos e juvenis de parte da fauna
(SANTOS, 1995), esta responsavel por grande parte do fluxo génico das plantas, ao
atuarem como polmizadores e dispersores de sementes. O atual estado fragmentado das
florestas do Estado de Sio Paulo afeta o fluxo génico de muitas espécies nativas e as
pdem em risco de extingdo. As espécies ocorrentes nos fragmentos do Planalto Paulista
tedricamente estdo sofrendo o efeito de erosdo genética, devido & redugdo de suas
populagdes, ou seja, algumas destas espécies perderdo parte de sua variabilidade genética
natural, principalmente na forma de alelos raros que ndo estfio representados nos genes
dos individuos remanescentes nos fragmentos. As espécies arboreas com individuos
muito espagados provavelmente sdo as mais afetadas pela fragmentagdo florestal,
podendo mesmo ter nenhum individuo presente em um fragmento florestal de uma regido
onde ocorria a espécie.

A fragmentagfo dos ecossistemas naturais ¢ um fendmeno que ocorre em
escala mundial e suas conseqiiéncias estudadas para os mais diferentes taxa; BOITANI
(1984) - mamiferos da FEuropa; BANSE & BEZZEL (1984) ¢ DMOWSKI &
KOZAKIEWICZ (1990) - aves da Europa; DA SILVA (1988) - Grisea grisea, ave da
Amazdnia; JOHNSIGH e al. (1990)- elefantes e tigres da India; ABRAMS (1985) -
aves da Africa do Sul, MENGES & GAWLER (1986), TABACCHI ef al. (1990),
HERMAN et al. (1990) - espécies animais da mata ciliar; SAUNDERS (1990),
MANSERGH & SCOTTS (1989) ¢ LAWRENCE (1990) - mamiferos da Australia;
HEINEN & MERRIAM (1590), MERRIAM & LANOUE (1990), LORENZ &
BARRETT (1990), PRICE & LONGLAND (1989), BLEICH ef al. (1990); THOMAS
& IRBY (1990) e FOSTER & RAHS (1985) - mamiferos da América do Norte;
CONRY (1989) - bufalo Bos gawrus da Malasia, BRENNAN (1985) - macacos
(Cercopithecus neglectusy do Quénia; SZACKI (1987) - mamiferos da Europa;
SAUNDERS (1990) - Cracatua (Calyptorhynchus funereus) da Australia; MENGES
(1990) - Pedicularis furbishiae, uma planta perene da América do Norte, DE-VIEDMA
ef al. (1985) e WOOD & SAMWAYS (1991) — lepddpteros da Europa, HALL ef al.

(1996) - Pithecellobiunm elegans, arvore tropical rara da Costa Rica.
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Na literatura, as predi¢des iniciais sobre as consequéncias genéticas da
fragmentagdo de habitats enfocavam o tamanho populacional reduzido e o isolamento
populacional (SOUZA, 1997). A importéncia do tamanho populacional relacionada a
estrutura de cruzamento, genética e evolugio foi primeiramente reconhecida por
WRIGHT (1946). Os estudos mais recentes discutem sobretudo aspectos da
variabilidade genetica, niveis de endogamia, fluxo génico e divergéncia interpopulacional
(YOUNG et al , 1996)

Em sintese, a fragmentagdo florestal pode causar a perda da variacio
genética por duas vias. Primeiro, a redugio do tamanho populacional cria gargalos
genéticos ("bottlenecks") porque os individuos que ficam contem apenas uma pequena
amostra do "pool” génico original. Em segundo lugar, como conseqiiéncia, a pequena
populagdo remanescente, caso permanega isolada por muitas geracdes, terd continua
perda de alelos devido a deriva genética aleatoria (SOUZA, 1997).

Teoricamente, as alteragBes decorrentes da fragmentacio florestal
contribuem para a erosdo da variagio genética e aumento da divergéneia genética entre
populagdes, através dos seguintes eventos: a) aumento da deriva genética, b) aumento da
endogamia, ¢) redugio do fluxo génico e d) aumento da probabilidade de extingdo local.
Tais efeitos apresentam implicagSes em relagdo a persisténcia da espécie. A curto prazo,
a perda de beterozigozidade pode reduzir a aptiddo individual da espécie, inviabilizando
o remanescente populacional. A longo prazo, a redugdo da riqueza alélica deve limitar a
habilidade das espécies a responderem as mudangas devidas 4 agdo de forcas seletivas.
(YOUNG et al, 1996, ELLSTRAND & ELLAN, 1993, CHARLESWORTH &
CHARLESWORTH, 1987)

Dados provenientes de estudos com alozimas sugerem que a reducio do
tamanho populacional e isolamento das populagdes causam redugio da variabilidade
genética (BILLINGTON, 1991; POLLANS & ALLARD, 1989; SAUNDERS, 1990;
WILCOVE, 1987). Os dados desses trabalhos sugerem que a perda genética verificada

deve-se mais ao efeito de gargalo do que & deriva genética (YOUNG et al., 1996).
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Outra conseqliéncia ¢ a ocorréncia de endogamia ou cruzamento entre
individuos aparentados. A perda de vigor decorrente da endogamia é conhecida como
depress@io endogémica. Este fendmeno € mais estudado em animais, e ainda pouco se
conhece sobre seu efeito em plantas, porém sabe-se que a endogamia reduz a
performance reprodutiva das espécies (TEMPLETON ef al, 1990). A endogamia
acarreta em uma diminui¢do dos niveis de variagio genética, resultando numa baixa taxa
de recrutamento e potencial risco de extingio (HAMRICK & LOVELESS, 1986). Quase
sem excecdo, a endogamia for¢ada, que pode ocorrer pela falta de individuos da mesma
espécie ou pela falta do agente polinizador, ou ainda pelo cruzamento de individuos
muito aparentados, resulta em deterioracio geral do vigor e o aparecimento de outros
efeitos adversos (ALLARD, 1971).

A endogamia tem como conseqiiéncia genética a homozigose dentro de
populagées. Em plantas, a endogamia ocorre por autofecundago e cruzamento entre
individuos aparentados. A autofecundag@io ¢ o extremo da endogamia e € evitada em
muitas plantas por mecanismos como auto-incompatibilidade ou por dioicia. Endogamia
biparental é mais freqilente quando as populagBes sdo pequenas ou quando exibem
estrutura genética espacial. Esta estrutura € desenvolvida quando a dispersdo de polen e
sementes € restrita (ELLSTRAND & ELLAN, 1993).

A redugdio aleatoria drastica do ntumero de mdividuos de uma espécie em um
certo local num determinado tempo € designado de gargalo ("bottleneck”). O gargalo
contribui para a perda de alelos, especialmente os raros (BARRET & KOHN, 1991;
SOUZA, 1997). HAMRICK & MURAWSKI (1991} afirmam que populagdes que estdo
pequenas por algumas geragdes, ou que sofreram o efeito de gargalo recentemente,
devem ter uma menor variabilidade genética que populagdes que estdo grandes e estavels

por algumas geragdes.
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Contudo, o mesmo fator que gerou o efeito de gargalo pode acarretar em
forgas seletivas que contrabalancem a perda de variabilidade genética gerada pelo efeito
de gargalo, como, por exemplo, uma selecio favorecendo individuos heterozigotos.
BARRET & KOHN (1991), com base no trabatho de NEI {1975), salientam que a
quantidade da redugdo da heterozigozidade média por loco ndo depende apenas do
tamanho do gargalo, mas também das taxas de cruzamento e crescimento da populacio.
Caso estas cresgam rapidamente, a redugdo da heterozigozidade ¢ minima, mesmo que o
numero de fundadores seja pequeno.

Em contraste, a perda do niimero médio de alelos por loco é profundamente
afetado pelo tamanho do gargalo. Em geral a perda de alelos excede muito a perda da
heterozigozidade média, embora com o tempo a perda de variabilidade genética se
tornara significativa.

Por sua vez, a deriva genética muda a distribui¢do da variabilidade genética
de duas formas: diminui a variabilidade dentro de populagdes, refletindo na perda de
heterozigozidade e de alelos, e aumenta a diferenciagio entre populacdes. A diminuicio
da heterozigozidade pode estar refletida diretamente na reducio de genes nos
remanescentes pequenos, ou pela erosio da heterozigozidade quando a endogamia
acompanha a fragmentagio (BARRET & KOHN, 1991; ELLSTRAND & ELLAN,
1993, BALLAL et al., 1994).

Dada uma estrutura estavel e assumindo um modelo de fluxo génico de ilhas,
a divergéncia genética interpopulacional aumentard devido a deriva, particularmente
quando o fluxo génico for menor que 1. Em contraste, apenas uma pequena quantidade
de fluxo génico, equivalente a um individuo por geragdo, é requerida para reduzir a
perda de alelos (TEMPLETON ef al., 1990; YOUNG ef ai., 1996).

Onde as populagdes sio pequenas e isoladas umas das outras, a deriva
genética terd uma influéncia dominante na estrutura genética. Estas populacdes estio
sujeitas & perda de variabilidade e tornam-se potencialmente em risco de extingdo.
Quando as populagdes tornam-se pequenas por um periodo de tempo longo os efeitos da
amostragem sdo acumulativos. As mudancas nas freqiiéncias genotipicas sdo aleatérias

devido as amostras de gametas de uma geragio para a outra.
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Em grandes populagdes tem-se pouco efeito de deriva. Em populagdes
pequenas, com menos de 100 individuos, as freqiiéncias genotipicas podem sofrer
grandes flutuagdes em diferentes geragdes, levando & perda de alelos (BARRET &
KOHN, 1991). O efeito da deriva pode ser amenizado quando o fluxo génico entre ilhas
permanece, mesmo que os niveis do fluxo génico sejam baixos (TEMPLETON et
al ,1990; ELLSTRAND & ELLAN, 1993; YOUNG e/ al., 1996).

As predicOes tedricas indicam que as conseqiiéncias da deriva dependem do
numero de geragles que se passaram nos remanescentes; as espécies com geragdes que
se procedem em curto espago de tempo, tais quais as herbaceas anuais, mostram grande
perda de variagdo oriunda da deriva. Quando se tem poucas geragBes, os resultados
observados se devem ao efeito de gargalo genético (YOUNG ez al., 1996).

Trabalhos que comparem a estrutura genética de populagdes da mesma
espécie em locais com intensidades de perturbagfio antropica diferentes ainda sio raros
(DUCOUSSO et al., 1990), havendo dois trabathos na literatura abordando este aspecto
para populacoes de espécies arboreas tropicais: o de HALL e7 al. (1996) e o de SOUZA
(1997).

O trabalho pioneiro de HALL et af. (1996), desenvolvido na Costa Rica,
encontrou que a variagdo genética foi menor em populagdes de menor tamanho da
especie arborea rara Pithecellobium elegans e mais longes da floresta continua, sendo
que 10% da variagio genética total observada para a espécie deve-se a diferenciacio
entre amostras coletadas em fragmentos pequenos e na floresta continua. Os autores
citados concluem que a fragmentagio do que foi uma vez uma vasta area de floresta com
Pithecellobium elegans esta se convertendo em populagdes pequenas ilhadas e

geneticamente erodidas.




26

SOUZA (1997) estudou os efeitos da fragmentagdo florestal na variabilidade
genética de Chorisia speciosa através de locos alozimicos, ao comparar os parimetros
genéticos de quatro populagdes naturais, sendo uma representando um fragmento
comparativamente grande e n3o perturbado (com &area de 287,28 hectares) e trés
representando fragmentos florestais pequenos e perturbados (com area de 10, 25 e 50
hectares), todos na regidio de Bauru - SP. A espécie apresentou altos valores relativos
aos indices de diversidade em todos os fragmentos, nfo havendo perda significativa de
heterozigozidade da populagdo fonte para as populagdes fragmentadas. Conforme as
predicdes teodricas, a deriva genética ficou evidenciada pela perda, fixa¢io e oscilagdo
aleatoria de alelos e também pela alta divergéneia interpopulacional (Fst=0,183). Nos
fragmentos pequenos e perturbados foram detectados trés fenémenos, tanto para alelos
raros quanto para comuns, caracteristicos da deriva genética: perda e fixacdo de alelos e
oscilagSes aleatorias das frequéncias alélicas. Os gargalos artificiais criados na populagio
do maior fragmento mostraram que a perda genética se refletiu nas distribuicdes alélicas,
através das perdas e oscilagdes de frequéncias de alelos raros ¢ ndio se refletiu nas
heterozigozidades, o que foi esperado, j4 que mostrou-se ndo haver existéncia de
estruturagdo espacial nas populagdes estudadas da espécie.

A autora conclui que i} A maior conseqiiéncia genética da fragmentacio
florestal ¢ a perda da variagio genética, que neste estudo refletiu nas mudancas das
distribuigdes alélicas e ndo foi evidenciada nos indices de diversidade, it) Em poucas
geragBes (50 anos de fragmentagdo) se evidenciou perda genética e iii) Para ampliar a
compreensdo dos fendmenos de perda genética que ocorre nos fragmentos pequenos e
perturbados, seria importante trabalhar com senso demografico ao invés de amostragem
¢ proceder amostras separadas de individuos jovens (banco de pldntulas da floresta ou
através da coleta de sementes e obtengdo de progénies) e adultos, j4 que os jovens, por
serem representativos natos de eventos reprodutivos pos-fragmentagio, refletem melhor

as perdas genéticas (SOUZA, 1997).



27

3. HIPOTESE

k. leiocarpa € uma espécie arborea, climicica e comum, de dispersao
primaria autocorica, polinizago miofilica e que ocorre naturalmente agrupada em
reboleiras (subpopulagdes). Como seus polinizadores sdo de vdo curto e a autocoria é o
método menos eficiente de dispersdo, em termos de distincia, é esperado uma certa
estrutura genética espacial dentro das subpopulagdes, ou seja, que os individuos dentro
destas unidades apresentam um maior grau de parentesco entre si, do que entre
subpopulagdes. Entretanto, mesmo com um certo grau de estrutura genética espacial, os
possiveis efeitos da deriva genética seriam contrabalanceados pelo fluxo génico entre as
muitas subpopulagdes que constituem a populagdo em ambientes naturais ou fragmentos
maiores.

Considerando que importante fragdo da variabilidade genética das
populagdes ¢ dada pelo grande nimero de subpopulagdes, ¢ esperado que em fragmentos
de tamanho reduzido, com um pequeno nimero de subpopulagdes, os efeitos de deriva
genética ndo sejam contrabalanceados pelo fluxo génico, que ficard restrito ou
preferencial entre as poucas subpopulagdes restantes, o que poderd acarretar em erosio

genética.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1, Material

O trabalho foi realizado em dois fragmentos florestais onde a ocorréncia de
E. leiocarpa é natural: na Estagdo Ecologica de Caetetiis e na Estagiio Ecologica de
Ibicatii, ambas do Instituto Florestal do Estado de S3o Paulo. Como citado
anteriormente, a espécie tém uma distribuigfo espacial de individuos agregada, sendo o
agregado de individuos adultos popularmente denominado de reboleira, considerada
neste trabalho como uma subpopulagdo da espécie. Em cada um dos fragmentos
florestais foram avaliadas duas subpopulagdes.

O fragmento florestal constituido pela Estagio Ecologica de Caetetts, de
2.178 hectares, localiza-se entre a Latitude 22°22' e 22°27' S e Longitude de 49°40" a
49°43" W, entre os municipios de Galia e Alvinldndia-SP, com altitude variando entre
500 a 600 m. O clima, segundo a classificacdo de Koppen ¢ do tipo Cwa (Quente com
inverno seco). A temperatura maxima anual ¢ de 30° C, minima de 10° C e média de 20°
C. A precipitagio anual é de 1.480 mm e estd concentrada nos meses de dezembro,
janeiro e fevereiro, sendo maio e junho os meses mais secos do ano (SECRETARIA‘ DO
MEIO AMBIENTE, 1987).

A Estagio Ecologica de Ibicatu é um fragmento florestal de 76 hectares,
localiza-se entre a Latitude 22°47" e 22°48' S e Longitude de 47°49" a  47°50'W, no
Municipioc de Piracicaba-SP, com altitude média de 500 m. O clima, segundo
CATHARINO (1989), citado em COSTA (1992), pelo Sistema de Thornwaite, € do tipo
imido, com uma pequena concentragio da evapotranspiraciio potencial no verdo. A
precipitagéo anual situa-se acima de 1.000 mm (Figura 1}.

Na EE de Caetet(is, onde encontrou-se subpopulagfes distantes uma da
outra até quatro mil metros, as subpopulagdes amostradas distanciavam-se cerca de dois
mil metros. Na E E. de Ibicatu, onde encontrou-se subpopulacdes distantes uma da outra
até oitocentos metros, as subpopulagBes amostradas distanciavam-se cerca de
quatrocentos metros. Assim, a diferenca de distincia entre as subpopulagdes amostradas

reflete a distdncia ocorrente entre as demais subpopulagdes existentes nos fragmentos.
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Figura 1. Localizac®o dos fragmentos florestais estudados
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4.2, Métodos

4.2.1. Amostragem no Campo

O material analisado consistiu de:

1. Oitenta individuos adultos de £. leiocarpa, sendo vinte de cada uma das
quatro subpopulagdes amostradas (Subpopulacdes C1 e C2 da E.E. de Caetetls e
subpopulagbes I1 e 12 da E.E. de Ibicati). Em cada subpopulac@o foram analisados os
vinte individuos mais proximos do individuo situado no centro da subpopulagio,

2. Progénies constituidas de vinte plantulas oriundas de frutos de vinte
arvores matrizes, sendo dez das arvores matrizes da subpopulagdo C2 da E.E. de
Caetetds e dez da subpopulacio 11 da E.E. de Ibicatil.

Cada um dos frutos coletados em campo foi colocado individualmente em
saco de papel devidamente identificado por progénie. Os frutos foram expostos ao sol,
para secagem, em caixas de madeira durante quarenta dias, no patio do Departamento de
Ciéncias Florestais - ESALQ/USP, sendo depois cada lote de semente colocado no
viveiro do Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP separadamente em
caixas de plastico com terra adubada. Quarenta e cinco dias depois, quando as plantulas
atingiram 5 a 7 centimetros de altura, procedeu-se a repicagem para laminado plastico de
30 plantulas por progénie, excetuando algumas progénies que ndo alcancavam este
namero de plantulas, quando entdo foram repicadas todas as plintulas disponiveis. As
mudas foram mantidas cobertas com sombrite a 50 %. Depois de sessenta dias da
repicagem iniciou-se o método de eletroforese de alozimas.

Coletou-se folhas em todas as plantas adultas marcadas no campo. Esta
folhas foram embaladas em sacos plasticos, identificados com o nimero da arvore de
origem, acondicionadas em caixas de isopor, contendo gelo, e transportadas para o
Laboratério de Reproducio e Genética de Especies Arboreas (LARGEA), do
Departamento de Ciéncias Florestais ESALQ/USP, em Piracicaba, e entio armazenadas

em geladeira a 5° C.
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4.2.2. Amostras para Eletroforese de Alozimas

A eletroforese de alozimas para caracterizagdo genética da espécie foi
realizada no LARGEA, segundo a metodologia proposta por KEPHART (1990) e
ALFENAS ef al. (1991). Para esta caracterizagdo, utilizou-se tecidos folares de
plantulas de progénies e de individuos adultos. A coleta dos tecidos foliares das plantulas
foi feita preferencialmente no periodo da manhi e imediatamente submetidas a
maceracio, evitando assim a perda da atividade enzimatica do material. Posteriormente,
as amostras foram embaladas em ependorfes e armazenadas em freezer a - 5° C. O tecido

foliar dos individuos adultos era macerado e imediatamente submetido a eletroforese.

4.2.3. Extracio das Enzimas

A rotina de extraciio das enzimas empregava aproximadamente 20 mg de
tecido de limbo foliar, macerado com auxilio de um bastdo de vidro, em placas de
porcelana, sobre barras de gelo, com adigdo de aproximadamente 10 mg de areia lavada,
7 mg de Polyvinyl Pirrolidone (PVP 40), 7 mg de Polyvinyl Pirrolidone (PVP-360) e 200
microlitros de solucdo de extragio numero 1 de ALFENAS ef a/. (1991, p. 41),
modificada pela auséncia de 2-Mercaptoetanol. Esta solugio de extragio ¢ a mais
comumente usada nos protocolos desenvolvidos no LARGEA. A solugio extraida
individualmente para cada planta {adultos e progénies) era absorvida em pedagos de
papel de filtro (Whatman n® 3), nas dimensdes de 6 x 10 mm ("Wicks") e posteriormente
submetidas ao processo de eletroforese. Cada gel acondicionava amostras de vinte
individuos, sendo nas duas extremidades adicionados "wicks" embebidos em solugdo de
azul de bromofenol a 0,1%, objetivando marcar a distAncia maxima possivel de migragio

das alozimas durante a "corrida”.
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4.2.4. Procedimentos de Eletroforese

A eletroforese de alozimas foi a horizontal, conduzida em meio suporte de
gel de amido de milho (penetrose 30), 4 13%. A dimensdo do gel usado era de 25 cm de
comprimento, 15cm de largura e 2cm de altura. As “corridas" foram realizadas em
geladeira com temperatura de 5° C. Sobre os géis eram adicionados placas de vidro e
cubas de gelo, visando reduzir o aquecimento causado pela dissipagdo da energia
elétrica. Nos primeiros trinta minutos de "corrida”, mantinha-se a corrente elétrica
constante a 35 mA, sendo apos elevado a 40 mA, até o final do processo. A voltagem
nos eletrodos foi de 120 a 180 volts e no gel de 6 2 8 volts nos primeiros trinta minutos ¢
140 a 210 volts e 8 a 10 volts, nos eletrodos e no gel, respectivamente, no restante do
tempo de "corrida”.

Os "wicks" contendo as amostras eram retirados dos géis, apés trinta
minutos de migracio, sendo o tempo médio do processo de "corrida” de
aproximadamente sete horas. Neste ponto, 0 marcador de azul de bromofenol atingia de
8 a 9 ¢m de migragio. Terminada as corridas, 0s géis eram cortados em seis fatias, de
espessura em forno de 1,0 mm, conforme ALFENAS ef al. (1991, pag. 116), sendo a
primeira fatia descartada. Quatro das faces restantes eram submetidas a coloragio em
enzimas especificas. As duas primeiras fatias se mostraram mais adequadas para os

sistemas enzimaticos PGI, PRX e EST ¢ assim foram utilizadas para estes sistemas.

4.2.5. Procedimento de Coloraciio dos Géis

Para obtengo dos sistemas enzimaticos SKDH, PGM, 6PGDH, PG, IDH e
MDH, dilui-se todos os reagentes (substratos, cofatores, catalisadores e outros) no
tamp3o de coloragdo especifico do sistema enzimatico e entio essa solugdo ¢ adicionada
ao gel, acondicionado em cuba de porcelana e imediatamente incubado no escuro, por

vinte a quarenta minutos, em estufa a 37° C, até o aparecimento das bandas.
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Alfa-esterase (a-EST) era preparada em duas solugdes: solugio A e B. A
solugio A era obtida pela diluigdo do substrato em acetona a 50%, sendo apos
adicionado a 40 ml de tampdo de coloracio. Apos esta solugdo era despejada sobre o gel
e este incubado no escuro em estufa a 37° C. A solugiio B era obtida pela diluicdo do
Fast Garnet GBC Salt em n-propanol adicionada a 40 ml do tampao de coloragdo. Apos
vinte minutos adicionava-se a solugio B ao gel imerso na solugio A e as bandas
apareciam em um intervalo de um a dois minutos.

Para obtencdo da peroxidase (PRX), diluia-se o substrato no tampio de

coloracdo, adicionava-se estes ao gel e depois pipitava-se 2 ml de agua oxigenada a 3%.

As bandas R efgigen:s}u? T Hls?zii—nstgrga;)}?oggc% oapggeisamrierif% %%ao dos sistemas alozimaticos
de E. leiocarpa.

Posteriormente & revelacdo, os géis eram secados e fotografados. Os géis
foram interpretados logo apos a revelagdo das alozimas, o que sem duvida ¢ a melhor
forma de obten¢do dos resultados, visto que a interpretagio direta dos zimogramas €
menos sujelta a erros.

A distancia do marcador de bromofenol era medida no momento em que 0s
géis eram cortados, afim de obter-se, como colocam ALFENAS ez al. (1991), os valores
de Rf A estimativa da migragdo relativa (R,,) foi realizada conforme CHELIAK &
PITTEL (1984).

A distincdo dos locos aparentes foi a mesma definida por REIS (1996} em
que cada regiio do zimograma que apresente um comportamento aparentemente
independente dos demais e que possa ser interpretado geneticamente, ou que apresente
uma segregacio mendeliana aparente, definiu-se como loco. Ainda, o autor afirma que a
coeréneia entre genitor feminino (receptor de polen) e progénie proporciona a devida
consisténcia a essa forma de interpretagio.

Para numeracio dos locos e alelos neste estudo, os sistemas enzimaticos com
revelagio de mais de um loco, denominou-se alfa-numericamente de forma crescente,
dos locos mais catodicos para os mais anddicos, usando-se o mesmo procedimento para

os alelos dentro dos locos, portanto, identificados pela sua migragdo relativa (Rf).
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4.2.6. Estrutura Genética

A estrutura genética corresponde a distribuicio da variabilidade genética
entre e dentro de populagdes. A forma como ela se distribui em populagbes de uma
espécie ¢ determinada por fatores ecologicos e genéticos. Os fatores genéticos sdo
determinados pelo sistema reprodutivo (dioicia, monoicia, hermafroditismo, reproducio
assexuada e apomixia), e pela forma de acasalamento (alogamia, autogamia e sistema
misto e mecanismos de auto-incompatibilidade). Os principais fatores ecologicos
envolvidos sdo a sindrome de dispersdo de polen e sementes, os quais determinam em
parte a distribuig@o espacial e geografica.

A estrutura genética das populagdes e subpopulagdes foi caractenizada pela
analise das fregiiéncias alélicas, pelo teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ¢
pelas estimativas das estatisticas Fs de Wright (WRIGHT 1965).

O EHW ¢é baseado em premissas de acasalamentos aleatorios, auséncia de
mutagio, migragio, deriva genética, selegio e tamanho infinito das populagdes
(FUTUYMA, 1992). Assim comparou-se os genotipos alozimaticos observados com os
esperados pelos pressupostos do modelo. Para os locos que rejeitaram a hipdtese nula de
aderéncia ao EHW, fizeram-se testes y° para verificagio de aderéncia ao Equilibrio de
FEndogamia Neutro de Wright (EENW), feito pela confrontagio do nliimero de genotipos
observados com os esperados pelas expectativas do modelo.

As estatisticas Fs de Wright forneceram a proporgdo da diversidade contida
entre as subpopulagdes (Fsst) e as populagdes (Fsr), os niveis de fixacdo alélica para as
subpopulagdes (Fsis) e populacdes (Fis) e o total das populagdes (Ferr) e da espécie (Fir).
Foi utilizada esta metodologia, dado ser a mais utilizada nos trabalhos sobre estrutura
genética de populagbes naturais. Estas estimativas foram obtidas empregando-se o
programa BIOSYS-1 (SWOFFORD & SELANDER, 1989).

O Fis corresponde a probabilidade de dois individuos tomados ao acaso de
uma populagio serem idénticos por descendéncia. Fir é a probabilidade que dois
individuos tomados ao acaso no conjunto das populagdes serem idénticos por
descendéncia. Valores positivos de Fis e Frr indicam déficit de heterozigotos e valores
negativos, o oposto. Para verificar se Fis e Fiy eram diferentes de zero, a nivel de loco,

usou-se o teste de qui-quadrado (y?), proposto por LI & HORVITZ (1953).
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O Fsr mede a probabilidade que dois individuos tomados ao acaso em duas
populagdes distintas sejam idénticos por descendéncia. J4 para verificar a significancia de
Fsr utilizou-se o teste 2, proposto por WORKMAN & NISWANDER (1970). Para
testar se as médias de Fis, Fry e Fgr eram diferentes de zero, usou-se o teste z, de acordo

com LOISELLE ef al. {(1995).

4.2.7. Fluxo Génico

O fluxo génico foi estimado entre subpopulagdes do fragmento maior (E.E. de
Caetetts) e do fragmento menor (E.E. de Ibicatd) e entre estas duas populagdes, de
forma indireta, utilizando-se a formula proposta por CROW & AOKI (1984), N,
=[1/(d4a Fsr)] —1; onde N, € o nimero de migrantes por geragio, a=[n(n-)F e n é o
numero de subpopulagbes ou populagdes e Fsr € a divergéncia genética entre
subpopulagdes ou populagdes. Tais formulas baseiam-se no modelo de ilhas. As
estimativas do tamanho de vizinhanga foram realizadas baseadas no modelo de alpondras
de estrutura populacional (SLATKIN & BARTON, 1989). O modelo de ilhas
corresponde a migragdo aleatoria entre grupos de pequenas populacdes e o modelo de
alpondras (“stepping-stone”) pressupde que cada populagdo recebe migrantes somente
das populagdes vizinhas (FUTUYMA, 1992).

Atraves da estimativa de N, foi possivel calcular o tamanho de vizinhanca
(Ny) ou numero medio de individuos reprodutivos por area para que ndo ocorra
depressdo endogdmica por deriva genética nas unidades amostrais. Esta estimativa foi
obtida de acordo com SLATKIN &BARTON (1989): N, = 21 N,

Por sua vez, a partir da estimativa de N, foi possivel calcular a drea média de
vizinhanga (A) conforme estimativas apresentadas por BOSHIER er al. (1995). A=
Ny/d, onde d é o nimero de individuos reprodutivos por unidade de area, sendo d uma
estimativa baseada no tamanho total da EE. de Caetetis, na estimativa do numero de
subpopulagdes (reboleiras) encontradas na E.E de Caetetls e na estimativa de individuos

reprodutivos por subpopulagio.
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4.2.8. Variabilidade Genética Intrapopulacional

A variabilidade genética foi calculada a partir das estimativas das freqiiéncias
alélicas de cada subpopulagdo de adultos e populagdo de progénies. As freqléncias
alélicas descrevem a variagdo para um loco (TORGGLER ef al, 1994). Estas
freqiiéncias permitiram os calculos dos indices de diversidade genética: a
heterozigozidade média observada (H,), heterozigozidade esperada (He) segundo
expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg, a porcentagem de locos polimorficos (P),
o numero médio de alelos por loco (A) e o indice de fixagdo alélica de Wright (1965).
Estes parAmetros foram obtidos a partir do programa BIOSYS-1 de SWOFFORD &
SELANDER (1989).

A heterozigosidade média esperada para cada loco (He) foi obtida a partir
das frequéncias alélicas, segundo expectativas de equilibrioc de Hardy-Weinberg de
acordo com NEI (1987). A diversidade génica ou heterozigozidade esperada conforme
NEI (1973), equivale a quantidade de heterozigotos esperados em uma populagio de
cruzamentos ao acaso (panmitica). E considerada a medida mais apropriada de

diversidade génica.

A heterozigosidade observada é calculada diretamente da amostra a partir
das freqiiéncias genotipicas, podendo ser estimada para um ou mais locos. Para obter-se
a heterozigosidade média observada (H,), somou-se os valores obtidos para cada loco e
dividiu-se pelo namero total de locos (monomorficos mais polimorficos)y. A porcentagem
de locos polimoérficos (P) avalia o grau de polimorfismo encontrado na amostra
(FUTUYMA, 1992) e foi obtida pela média aritmética do nimero total de alelos pelo
numero de locos. Considerou-se como um loco polimorfico, o loco em que a freqiiéncia

do alelo mais comum ndo ultrapasse 95%.
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O numero médio de alelos por loco (A) € uma estatistica que enfatiza a
riqueza alélica. Representa uma quantidade definida e espera-se ser grande quando a
amplitude do polimorfismo for grande. Possui forte dependéncia do tamanho amostral
(NEIL, 1987). O nimero médio de alelos por loco (A) foi obtido pela média aritmética do
numero total de alelos dividido pelo numero total de locos. O indice de fixacdo alélica
(f) pode ser considerado como uma medida do grau de desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg nas populagdes, possibilitando a verificagdo da ocorréncia de excessos de
homozigotos ou perda de heterozigotos na populagio e podendo indicar o possivel
sistema de cruzamento da espécie. Este indice permite acessar os niveis de fixacdes
alélicas por loco e a nivel de média de locos, informando sobre o grau de endogamia
dentro das populagdes. O f também pode ser usado para testar desvios das freqiiéncias
genotipicas uniloco, das expectativas de Hardy-Weinberg (MURAWSKI & BAWA,
1994), devido aos acasalamentos em tal situacdo ocorrerem de forma aleatoria; portanto,
em populagdes em equilibrio de Hardy-Weinberg nfo existe endogamia, ¢ o valor de f ¢é
igual a zero. Foi realizado o teste de qui-quadrado para verificar se o valor de f era
estatisticamente diferente de zero, a nivel de loco, conforme LI & HORVITZ (1953) e
SEBBENN (1997). Para a média entre os locos, usou-se o teste z, a um intervalo de

confianga de 95 de probabilidade (LOISELLE et /., 1995).



38

4.2.9, Taxa de cruzamento

As estimativas das taxas de cruzamento uniloco e multiloco foram realizadas
a partir do modelo proposto por RITLAND & JAIN (1981), empregando-se o programa
MLTR (RITLAND, 1996), baseado no modelo de acasalamento misto de CLEGG
(1980) e RITLAND & JAIN (1981), estimando-se, assim, a taxa de cruzamento
multiloco, uniloco e a taxa de cruzamento entre aparentados.

O programa MLTR (RITLAND, 1996) ndo faz o teste %2 para a adequagio
dos dados as expectativas do modelo de acasalamento de RITLAND & JAIN (1981),
dado que, muitas vezes locos altamente polimérficos apresentam desvios do modelo.
Casos em que a matrniz ¢ homozigota para um determinado loco e a prole é altamente
heterozigota, ou o inverso, podem levar a desvios significativos do modelo. O modelo ¢é
baseado em algumas pressuposicdes, sendo que, segundo REIS (1996), a violagio da
pressuposicdo da homogeneidade nas freqiéncias alélicas dos 6vulos e do polen é a
maior causa dos desvios do modelo, resultando em erros nas estimativas de cruzamento.

O programa permite estimar t, e t,, para a populagio e para as familias e para
as freqiéncias alélicas do ovulo e do polen, pelo método Newton-Raphson e de maxima
verossimilhanga. Para estimar o erro padrio das estimativas de cruzamento uniloco e
muitiloco para a populagfio, o programa utilizou o método “boostrap”, onde a unidade
de amostragem sdo as plantas dentro das familias. Utilizou-se 100 reamostragens dentro
das familias, baseado em RITLAND (1996).

Para as estimativas multiloco foram utilizadas apenas seis das dez familias
estudadas por populagio, dado que as outras nfio apresentaram convergéncia nos
calculos (quando a taxa de cruzamento, a nivel de familias, resulta em valor igual a dois,
significa que a taxa de cruzamento pode ser tanto 0 quanto 1).

Para verificar a homogeniedade das freqiiéncias alélicas do polen e do ovulo,
que € um dos pressupostos basicos do modelo de RITLAND & JAIN (1981) e segundo
REIS (1996), € o maior responsavel pelas estimativas tendenciosas de cruzamento,
comparou-se estas freqiiéncias através da estimativa de Fgr de Wright para cada loco. As
estimativas de Fsy para locos com trés alelos, foram feitas a partir de VENCOVSKY
(1993). Para testar a significancia de Fsr para cada loco, aplicou-se 0 %2 (WORKMAN &
NISWANDER, 1970).
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4.2.10. Distribuicio Espacial dos Genotipos

Com o intuito de analisar a estrutura genética espacial das subpopulagdes,
procedeu-se a andlise espacial dos gendtipos através da autocorrelagio, baseado em
SOKAL & ODEN (1978a, b). O programa utilizado foi o “Autocorr”, confeccionado
por John S. Heywood. (HEYWOOD, 1978). Vale ressaltar que ndo foi feito censo da
subpopulagio, mas sim uma amostragem ndo aleatoria.

A autocorrelagio foi feita para os locos polimorficos detectados nos
individuos adultos, visando acessar a existéncia de estruturagdo familiar, ou verificar se
os genétipos apresentam distribuicdo aleatoria ou estruturada. Neste ultimo caso, as
arvores que estdo proximas podem ser mais semelhantes ou aparentadas ou
completamente diferentes (SOKAL & ODEN, 1978). A analise de autocorrelagdo
considera cada alelo (pi) como uma variavel, assim, cada genotipo homozigoto recebe o
valor de pi = 1,0, o heterozigoto pi = 0,5, e quando o alelo estd ausente pi = 0,0. O
nimero de alelos analisados por loco corresponde a n - 1, onde: n € o nimero de alelos;
portanto, em um locos com dois alelos apenas um foi avaliado, ja que o outro tem
freqiiéncia dependente deste.

A caracterizacio da estrutura espacial foi feita a partir do indice I de Moran,
de acordo com SOKAL & ODEN (1978a). Foram utilizados intervalos de 3 metros de
distancia. Assim, quando o desvio padrio exceder 1,96 e 2,58, I sera significativos a um
nivel de 95 e 99% de probabilidade, respectivamente.

O indice I de Moran pode assumir valor entre -1 e +1, sendo que -1 significa
que os individuos pareados sdo completamente diferentes (autocorrelagdo negativa). O
valor +1 significa que os individuos pareados sfo idénticos (autocorrelagdo positiva).
Valor zero significa auséncia de autocorrelagdo, isto ¢, os individuos estdo

aleatoriamente distribuidos no espago.
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O método de comparagdes dentro de classes de distdncias preestabelecidas, para a
analise da distribui¢io espacial dos genotipos da E. leiocarpa, compara todos os pares
de individuos. Aquelas comparagdes que apresentem uma disténcia entre si dentro de um
intervalo preestabelecido recebem peso 1, e as demais comparagdes recebem valor zero.
O nimero de classes de distAncias variou entre as subpopulagdes, objetivando um
namero de pares em torno de 30 em cada classe de distdncia. Para facilitar o
entendimento do comportamento da distribuigdo espacial dos gendtipos por classes de

distancia, construiram-se graficos (correlogramas).

5. RESULTADOS

5.1. Estrutura Genética

Dos onze locos avaliados, Pgm-1, Idh-1 ¢ Mdh-2 foram monomérficos e
Skdh-1, 6Pgdh-2, Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, Est-1, Prx-1 e Pgi-2 foram polimérficos
(figura 2). No fragmento maior (E.E. de Caetetus), os adultos amostrados apresentaram
um total de 18 alelos e as progénies de 23; j& no fragmento menor (E.E. de Ibicatd),

foram detectados 19 alelos nos adultos e 22 nas progénies (tabela 1).
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Figura 2. Esquema oz zmnogramas dos padrdes eletroforéticos onundo: de duas
populagdes naturas &= =, letocarpa, para 11 lotos e 8 sistemas icoenmmaticos
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Tabela 1. Freqgiiéncias alélicas, tamanho da amostra (N) e niimero total de alelos (TA)

nas populacdes e subpopulacdes de adultos e nas populagdes de progénies de

t. leiocarpa, para 11 locos 1soenzimaticos.

Adultos Progénics
E.E. de Castetgs(fragmnto malor) L E. de Ibicall {fragmento menor) E.E. de Cactetlss L.E. de ihicatd
Loco Alelo Pop. | Subp. 1| Subp. 2 Pop. | Subp.l | Subp.2
Pain - 1 1 1,000 1.000 1,000 1,060 1,060 1,000 1,000 1,060
N 45 26 19 43 23 20 180 180
oPgdh-2 1 1,000 100G 1.000 1.000 1,000 1,000 (.992 1,000
2 0,000 (1,000 0,600 0.000 4.000 0.006 (.008 (1,000
N 45 26 19 43 23 20 190 200
Idh - 1 1 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000 1.60¢ 1,600 1,000
N 45 26 19 43 23 20 1490 180
Skdh-1 I 1,040 1,00¢ 1,000 1.G00 1,000 1,600 0,598 (3,998
2 0,600 0,000 0.000 0,000 0.000 0,000 0,602 (3,002
N 45 26 19 43 23 20 190 200
Mdh-i 1 1,600 1,060 1,000 0,977 0,930 1,000 1,006 (3,993
2 0,000 (4,000 £,000 0,023 0,050 0,000 0,000 0,007
N 45 26 15 43 23 20 140 140
Mdh .2 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000 1,000 1,606
N 43 26 19 43 23 24 120 140
Mdh-3 1 0,832 1,000 0,639 0,869 0,870 0,868 0,686 0,938
2 0,148 0.000 0,361 0,131 0,130 (,132 (3,292 0,062
3 (0,000 0,600 0,060 0,000 0,000 0,000 0,021 0,000
N 44 26 18 42 23 19 118 84
Mdh - 4 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,00G 1,000 0.988 0.969
2 0,000 0,000 (.00, G,000 0,000 (3,000 0,069 0,022
3 0,000 0.000 0,000 0,060 0,000 0,600 0,003 0,009
N 33 26 7 43 23 20 163 160
Pgi-2 H 0.578 0.377 0,579 0.675 0,595 0,763 (1,744 0,719
2 (.422 (0,423 0,421 0.325 (0,403 0,237 (3,256 (0,281
N 32 13 19 40 21 19 158 183
Est- 1 1 0.118 0,167 0.059 .300 0,548 (3,456 (G.069 0,381
2 0,632 0,714 0,529 0.834 0,119 015G (3,366 0,211
3 0,250 0.119 0412 0,366 0,333 0,400 0,362 (1,408
4 0,000 0,060 (3,000 (0,600 (3,000 0.000 0.003 (3,000
N 38 21 17 41 21 20 145 168
Prx -1 1 0,300 (3,519 0,472 0,236 0,283 0,225 0,12} (3,224
2 0,318 0,308 0,333 0,372 0,304 0,450 0,500 (3,323
3 0,176 0,154 0,154 0,360 0413 0,360 0,375 0,450
4 0,011 0,019 0,000 0,012 2,000 (3,025 0,000 0,603
N 44 26 18 43 23 20 20 181
TA 18 17 17 19 18 i8 23 22
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A comparagdo entre os resultados para as duas subpopulagdes de adultos do
fragmento maior (E.E. de Caetetis), a comparagio entre os resultados para as duas
subpopulagdes do fragmento menor (E.E. de Ibicat(l) e a comparagio entre os resultados
para as popula¢des do dois fragmentos, tanto de adultos quanto de progénies, mostraram

poucas diferengas (Tabelal):

Entre as subpopulag¢des do fragmento maior (E.E. de Caetets):

- Mdh-3: o alelo 1 esteve fixado na subpopulaggo 1, ocorrendo o alelo 2 na
subpopulacio 2.

- Prx-1: ocorreu o alelo 4 na subpopulagdo 1, estando o mesmo ausente na
subpopulagio 2.

- Est-1: o alelo 2 foi em ambas as subpopulagGes o mais frequente, sendo o

alelo 3 muito mais freqiiente na subpopulagio 2.

Entre as subpopulagdes do fragmento menor (E.E. de Ibicat):

- Mdh-1: o alelo 2 ocorre na subpopulacio 1 e € ausente na subpopulagio 2.
- Prx-1: o alelo 4 ocorre na subpopulagiio 2 e esta ausente na subpopulagio

1, havendo também uma inversdo de freqiiéncia entre os alelos 2 e 3 como o mais

freqliente.

Entre as populagdes de adultos dos dois fragmentos:

- Mdh-1: o alelo 1 esteve fixado no fragmento maior, ocorrendo o alelo 2
em baixa freqiiéncia no fragmento menor.

- Est-1: o alelo 2 for o mais freqiiente no fragmento maior, enquanto que no
fragmento menor o alelo 1 fol o mais freqiente.

- Prx-1: o alelo 1 fol 0 mais frequente no fragmento maior ¢ o alelo 2 foi o

mais freqiente no fragmento menor.
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Entre as populagdes de progénies dos dois fragmentos:

- 6Pgdh-2: o fragmento maior apresentou exclusivamente o alelo 2.

- Mdh-3: o fragmento maior apresentou exclusivamente o alelo 3.

- Mdh-4: o fragmento maior apresentou exclusivamente o alelo 3.

- Est-1: o fragmento maior apresentou exclusivamente o alelo 4. Ha inversio
de freqiiéncia aléhica.

- Mdh-1: o fragmento menor apresentou exclusivamente o alelo 2.

- Prx-1: o fragmento menor apresentou exclusivamente o alelo 4. Ha

inversio de freqiiéncia alélica.

A comparagdo entre os resultados para adultos e para progénies no
fragmento maior (E.E. de Caetetis) demonstrou que houve uma maior fixagdo de alelos
nos adultos amostrados (Tabela 1):

- 6Pgdh-2 e Skdh-1: alelo 1 fixado.

- Mdh-4: Alelo 1 fixado nos adultos, ocorrendo os alelos 2 e 3 nas progénies.

- Prx-1: Inversdo de alelo mais freqlente, sendo o mais freqiiente nos adultos

o alelo 1 e nas progénies o alelo 2. Oos adultos apresentaram o alelo 4 | ausente
nas progénies.

- Mdh-3 e Est-1: alelos exclusivos nas progénies: alelo 3 ¢ alelo 4,

respectivamente.

Houve uma menor diferenga na freqtiéncia e fixac@o de alelos na comparagio
entre os resultados para os adultos e progénies do fragmento menor (E. E.de Ibicatu) ,
em relagdo aos do fragmento maior (E.E. de Caetetis) (Tabelal):

- Skdh-1: alelo 1 fixado nos adultos, ocorrendo o alelo 2 nas progénies.

- Mdh-4: alelo 1 fixado nos adultos, ocorrendo os alelos 2 € 3 nas progénies.

- Prx-1: alelo 4 nas progénies, ausente nos adultos.



Equilibrio de Hardy - Weinberg e Equilibriode Endogamia Neutro de Wright

A subpopulagdo 1 de indiviuos adultos do fragmento maior (EE. de
Caetetus) apresentou desvios do modelo de EHW em dois dos trés locos avahiados
(Tabela 2) Ja a subpopulagdo 2 apresentou aderéncia de suas fregiiéncias alélicas em
todos os locos as proporgdes de EHW. As progénies do fragmento maior (EE. de
Caetetus) apresentaram desvios do EHW em apenas um dos seis locos avaliados. As
subpopulagdes de individuos adultos do fragmento menor (E.E. de Ibicatu) apresentou
adequacgdo ao EHW em quase todos os locos, com excessdo do loco Mdh-1 na
subpopulagdo 2 (Tabela 3). As progénies apresentaram desvios em trés dos seis locos
avaliados.

Os locos que apresentaram desvios do EHW e possuiam no minimo trés
alelos foram submetidos ao teste de EENW (Tabela 4 e 5), visando separar desvios
causados pelos efeitos do sistema reprodutivo (cruzamentos preferénciais, entre
aparentados) dos causados por fatores evoluciondrios, como deriva genética e/ou
selecio. O loco Est-1, na subpopulagiol de adultos do fragmento maior (E.E. de
Caetetis) e o loco Mdh-4 nas progénies do fragmento menor (E.E. de lbicatu)
mostraram desvios do modelo de EENW, sugerindo a atuacdo de algum efeito
evolucionario. Ja o loco Prx-1, na subpopulagio 1 de adultos do fragmento maior (E.E.
de Caetetiis) e o loco Est-1 nas progénies do fragmento menor (E.E. de Ibicatu)
apresentaram aderécia ao modelo EENW, indicando que os desvios foram causados pelo

sistema reprodutivo.
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Tabela 2 - Teste de qui- quadrado (") ndio agrupado (%), agrupado (" e de Fischer (°) para o equilibrio de
Hardy-Weinberg para adultos e progénies no fragmento maior (E E. de Caetetis).

Adultos - Subpopulacio 1

Loco Classe 1, n :
Pgi - 2 1-1 3 4.327 0.133 ns
1-2 5 6.346 1
2-2 3 2.327 0.716"
Est- | 1 13 10,174 4,092 %
2 K 8.571 1
3 4 1714 0.043°
Prx -1 1 3 7.010 8.162 **
2 21 12.981 1
3 2 6.010 0,004 "
Adultos - Subpoputagdo 2
Mdh -3 i-1 6 7.347 0.983 ns
1-2 11 £.306 1
2-2 1 2.347 0,321°
Pgi - 2 1-1 8 6.368 1,405 ns
1-2 6 9.263 1
2-2 3 3.368 0.236°
Est- 1 i 3 4.765 1.844 ns
2 12 8.471 1
3 2 3.765 0.174°
Prx -1 1 2 4,014 2415 ns
2 13 8.972 1
3 3 5014 0,120°
Progénies - Populagio
Pei - 2 1-1 9% 87.381 18,173 **
1-2 39 60,237 1
2.2 21 10.381 0,000°
Mdh - 3 1 36 35,602 0,002 ns
2 50 30,797 1
3 12 11.602 0,967"
Est-1 i 19 16,372 0.580 ns
2 66 71.255 1
3 30 27372 0.466°
Prx - | 1 8 7.250 0,086 ns
2 13 14,500 1
3 3 7.250 0,769°
6Pgdh -2 1-1 187 187.012 0.000 ns
1-2 3 2.976 i
2-2 0 0.012 1.000°
Mdh - 4 1 161 161.024 0,000 ns
2 3 3.952 1
3 0 0.024 1,000 °

Quando o n, € 6 1 contém gendtipos em todas as classes (ex. 1-1, 1-2, 2-2), o valor de 4% & ¢ ndo agrupado; j4 quando em alguma classe
o valor de n, e n, ¢ menor que 1, 0s genélipos estio agrupados nas seguintes classes: 1- nlunero de homozigotos para © alefo mais
comum; 2- nimero de haterozigotos antre o alelo mais comum ¢ os alelos mais raros; 3 ndmero de homaozigolos raros & oulros
haterozigotos.
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Tabela 3 - Teste de qui- quadrado (%*) niio agrupado (*), agrupado (") e de Fischer (°) para o equilibrio de

Hardy-Weinberg para adultos ¢ progénies no fragmento menor (E.E, de Ibicati).

Adultos - Subpopulagio 1

Loco

Classe

y

Ne e ¥
Pgi-2 1-1 7 7,440 0.014ns
12 11 10.119 1
22 3 3.440 0.905*
Pry -1 1-1 4 1,837 3203ns
1-2 p) 3.957 3
1-3 3 5370 0.3561°
2-2 2 2,130
2-3 R 5,783
3-3 4 3,924
Est-1 i 5 6.298 (.671 ns
2 13 10405 1
3 3 47298 0,413"
\dh -3 1-1 17 17.391 0.413%ns
1-2 36 5217
2-2 0 0,391 1.000°
Aduhos - Subpopulagio 2
Pei-2 i-1 13 11.066 3,768 ns
1-2 3 6,368 1
2.2 3 1.065 0,052°
Est- | i 3 4,050 0,383 ns
2 12 9,900 1
3 3 6,050 0.536°
Prx-1 1 3 44350 0.383 ns
2 12 9.900 H
3 3 £.050 0,336°
Mdh - 1 i1 19 18.050 5093 %
- 0 1.500 1
- 1 0,650 0.026°
Mdh-3 1-1 14 14.329 0,066 ns
2 3 4342 1
2-2 G 0,329 1,0G0°
Progénies - Populagio
Pgi- 2 1-1 104 94,493 11,087 **
1-2 55 74014 !
2-2 24 14,493 0,001
Fst -1 1 14 24,381 15.252 %+
1-2 14 27.048 3
13 66 52,190 0.002°
22 2 7.501
2-3 33 28,949
3-3 19 27.930
Prs-1 1 4 3,924 2.1%0 ns
2 11 11,152 1
3 g 7.924 1.000°
Skdlr - 1 1-] 199 199,001 0,000 ns
1-2 1 0,998 1
22 0 0.001 1.000°
Adh - 1 1-1 139 138.007 0,003 ns
1-2 0 1.985 1
2.2 1 0,007 .955°
Mdh - 4 1 134 150.156 76,963 **
2 2 9,688 1
3 4 0,156 0.060°

Quando o 11, ¢ 0 11, contém gendtipes em lodas as classes, o valor de 77 € o ndo agrupado; ji quando em alguma classe o valor de ns ene

¢ manor que 1, os gendtipos estio agrupados nas seguintes classes! 1- piinero de homozigotos para o alelo mais comum; 2- nimero de

heterozigotos entre o alelo mais comum ¢ os alelos mais raros; 3- namero de homozigotos raros ¢ outres heterozigotos.
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Tabela 4- Teste de y” para aderéncia ao Equilibrio de Endogamia Neutro de Wright
(EENW). Subpopulacdo 1 de adultos- E.E. de Caetets (fragmento maior).

Graus de liberdade entre parenteses.

Loco Est -1 loco Prx-1
Classes fly fe Classes o ne

1-1 2 1.6392 1-1 3 49116
1-2 1 3,1900 1-2 13 11,2023
2-2 13 12.2657 1-3 7 5,2277
1-3 2 0.5317 -4 i 0.7468
2-3 3 2,2786 2-2 1 06,2392
3-3 O 1.0949 2-3 0 2.9043
5 7.01 * (5) 2-4 v 0,4149

3-3 0 0,000

-4 {0 0.1936

4-4 0 0.6000

7.03 ns (3)

Tabela 5- Teste de ¢’ para aderéncia ao Equilibrio de Endogamia Neutro de Wright
(EENW). Populagio de progénies- E E. de Ibicatu (fragmento menor). Graus

de liberdade entre parenteses.

Loco Mdh-4 loco Est-1
(lasses Mo Ne Classes o e

11 154 152.3152 1-1 14 13,3082
I-2 2 3.4788 1-2 34 33,2413
2-2 i 1,7438 2.2 2 1.0898
1-3 0 1.4909 1-3 66 64,1421
2-3 3 00337 2-3 33 35,5788
3-3 0 0,7377 3-3 19 18.6395
% 264,36 ** (2) 1.14 ns (2}
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Estatisticas Fs de Wright

Nos adultos de ambos os fragmentos, os niveis de fixagdo alélica dentro de
populagdes (Fis), foram negativos para quase todos os locos e para a média, excegdo
para o loco Pgi-1, o qual apresentou valor positivo e alto; porém, nem um destes valores
foi estatisticamente diferente de zero (Tabela 6).

O indice de fixacio alélica para as populagdes como um todo (Frr),
apresentou valores mais discrepantes quanto ao excesso ou deficiéncia de heterozigotos
ou homozigotos. O loco Pgi-1 apresentou um valor significativo de excesso de
homozigotos muito parecido com o apresentado pelo Fis. O loco Est-1 apresentou
excesso de homozigotos. Apesar das diferencas observadas entre locos para o Fis e Fyr, a
meédia mostra baixa endogamia nas populagdes, sugerindo que os desvios encontrados no
teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg devem-se mais a fatores evoluciondrios, como
selecdo favoravel a algum tipo de gendtipo ou & deriva genética. As estimativas da
divergéncia genética média entre populagdes (Fsr), foi de 6,4% (Tabela 6), mostrando
que a variabilidade genética da espécie ¢ mantida principalmente pela variabilidade que
existe dentro das populagdes.

Quanto a estrutura genética entre subpopulacdes da mesma populagdo, para
o fragmento maior (E.E. de Caetetis), o Fgs para a média dos locos apresentou excesso
de heterozigotos, sendo que a média de Fgr mostra que este excesso ¢ de grandeza
diferente nas subpopulagdes. O Fssr foi de 5,1%, indicando pequenas diferengas entre as
subpopulagdes de fragmento maior (E.E. de Caetetus), ¢ que a variabilidade genética da
populagio ¢ mantida pela variabilidade dentro de subpopulacdes. No fragmento menor
(E.E. de Ibicatt) o Fgs e Fgr mostram um valor mais semethante, indicando maior
homogeneidade nos niveis de fixacdo alélicas das subpopulagdes. Este resultado ¢
confirmado pela baixa, porém, significativa diferengas entres subpopulagdes (Fssy =
1,4%).

A analise da estrutura genética entre populagSes a partir das progénies
(Tabela 7), no geral, mostrou resultados muito semelhantes aos encontrades para os

adultos, porém, com um pequeno e ndo significativo excesso de homozigotos.



Tabela 6. Fstatistica F de Wright para duas populagdes naturais de
individuos adultos de F. leiocarpa (E.E. de Caetetlis- fragmento maior e E.E. de Ibicatu-
fragmento menor) e para o desdobramento dentro de populagdes (entre subpopulagdes).

ns — Nio significativo, * - Significativo a, ** ~ Significativo a .

Subpopulagdes — fragmento | Subpopulagdes — fragmento Populagoes
maior (E.E. de Caetetus) menor (E E. de Ibicata) (E.E. de Caetetus e E_E. de Ibicatu)
Fis Fsrr Fsst Fsis Fsir Fsst Fis Frr Fsr
Mdh-3 -0.324 ns | 0,033 ns ;0,220 #*| (¢, I51ns | -0,151 0,000 ns | -0.068 ns | -0,067 ns (0,001 ns
ns
Pgi-1 0.282ns | 0.282ns {0000ns| 0,192 ns | 0,218 ns [ 0.032 ns | 0.251 ns (.259 * 0.010 ns
Est-1 0,036 ns| 0,009 ns [ 0,062 ns| -0,147 ns | -0,139 | 0.0066 ns } -0.054 ns 0.108 ns (153 **
ns
Prx-1 -0,399 ns | -0,397 ** 1 0.002 ns| 0,0037 ns 0050 ns | 0014 ns | -0.160ns | -0,117 ns 0,037 ns
Média 0116 ns! 0.039ns | 0051 ns! 0016 ns | 0.030ns | 0.014* | -0005ns! 0059 ns 0,064 **

Tabela 7. Estimativas de Fis, Fir e Fsp para duas populagdes naturais de
progénies de F. leiocarpa, (EE. de Caetetis- fragmento maior ¢ E.E. de Ibicata-

fragmento menor) baseadas em sete locos alozimaticos.

Loco Fis Fir Fst

6pgdh-2 -0,008 ng 0,004 ns 0,004 ns
Skdh-1 -3.003 ns 0,001 ns 0.001 ns
Mdh -3 -0,040 ns (3,058 ns 0 (95 **
Mdh - 4 0,347 ** 0.349 *# 0,003 ns
Pgi~1 0.303 #* 0,304 ** 0,001 ns
Est- 1 -0.131 ns -0,033 ns 0,086 **
Prx—1 0,070 ns 0,087 ns 0.019 ==
Média 0.049 ns (.094 ns (0,048 #*

5.2, Estimativa de Fluxo Génico (N;)

A estimativa do fluxo génico (N,,) entre subpopulagdes ¢ populagées, tanto
para adultos como para progénies, variou muito entre locos, com uma média de 1,16
individuos por geragdo entre as subpopulaces de adultos do fragmento maior (E.E. de
Caetetis), 4,40 entre as subpopulagdes de adultos do fragmento menor (E.E. de Ibicatd)
e 0,91 (adultos) e 1,24 (progénies) entre as duas populagdes, mostrando uma intensa
troca alélica por polen e sementes entre subpopulagdes, em especial na populagdo do
fragmento menor (E.E. de Ibicatl), e por polen entre as progénies das populagdes (N, >

1) e baixa entre os adultos das populagdes (N, < 1) (tabelas 8 e 9).



Assim como as estimativas de N,,, as estimativas do tamanho de vizinhanga

(Ny) € area de vizinhanga (A), variaram muito entre as subpopulagdes e populages. O

N, médio foi de 7,31 individuos reprodutivos por hectare para as subpopulagtes do

fragmento maior (E.E. de Caetetus), 27,66 para as subpopulagdes do fragmento menor

(E.E. de Ibicati) e 5,74 e 7,79 para as duas populagdes de adultos e progénies,

respectivamente.

Tabela 8. Estimativa do fluxo génico (N,), tamanho de vizinhanga (N,) e area de

vizinhanga (A) entre subpopulagdes, dentro de populagdes de individuos

adultos de £. leiocarpa.

Entre Subps. da E.E. de Caetetiis

Entre Subps, Da E.E. de Ibicatd

N, N, Al N N, Al
Mdl-3 0,22 1.39 0.33 2.34 1471 3,35
Pgi-1 0,00 0,00 0.00 0.00 0,00 0.00
Est-1 0.95 394 1.43 1.89 11,88 285
Prx-1 31,19 193,96 47.03 10,35 65,06 15.61
Média 1,16 7.31 1.75 +.40 27.60 6,64

'+ Considerando-se que a densidade média de individuos reprodutivoes por hectare ¢ de 4.

Tabela 9. Estimativa do fluxo génico (N,), tamanho de vizinhanga (N,) e area de

vizinhanga (A) entre duas populagbes naturais de individuos adultos e
progénies de Iv. leiocarpa.
Adultos Progénies
N Ny A Nn Ny, A

6Pgdh-2 - - - 15,56 9778 2347
Skdh-1 - - - 62,44 39231 94.13
Mdh-3 62,44 39231 94,13 0.60 3,74 (.90
Pgi-1 6.19 38.88 933 62,44 392,31 94,15
Est-1 0.35 2.17 0,52 (.66 4,17 1,00
Prx-1 1,63 10,22 2,45 3.23 20,28 4,87
Média 0.91 5.74 1.38 1,24 7.79 187




5.3. Diversidade Genética Intrapopulacional

Os valores encontrados para a heterozigosidade observada (/) e esperada
(H.) nas duas subpopulagdes de ambos os fragmentos, bem como entre populagdes, ndo
foram significativamente diferentes entre si, a julgar pelos valores do erro padrio da
meédia (Tabela 10). No fragmento maior (E.E. de Caetetus) estes valores foram de 0,138
para H, e 0,141 para H, na subpopulagiio 1 e 0,235 para H_, e 0,193 para H. na
subpopulagio 2, levando a valores médios na populago iguais a 0,178 para H ¢ 0,171
para H, No fragmento menor (E.E. de Ibicati), estes valores foram de 0,188 e 0,176
para H_ e H, nas subpopulagdo 1, 0,161 e 0,178 para Ho e H. na subpopulagio 2 e
0,175 e 0,180 para H, e H. para a popula¢iio. Comparando-se os resultados obtidos
para as progénies do fragmento maior (E.E. de Caetetiis) com a subpopulagdo de
adultos, observa-se poucas variagdes para H, ¢ H.. Este resultado foi igual para o
fragmento menor (E.E. de Ibicat() (Tabela 10).

Os locos segregaram de 1 a 4 alelos, sendo que o numero médio de alelos
por loco (A), para os adultos, foi de 1,64 na populagio do fragmento maior (E.E. de
Caetetis) e 1,73 na populagio do fragmento menor (E.E. de Ibicatl). As progénies de
ambas as populagdes apresentaram A igual a 2,00 (Tabela 10},

As populagdes adultas e as progénies amostradas tiveram porcentagem de
locos polimorficos (P, com 95% de probabilidade) de 36,36%, com valores indo de
27,27% a 45,45% para as progénies (Tabela 10).

O indice de fixagdo alélica médio (f) foi muito proximo a zero em quase
todas as unidades amostrais, exce¢do para a subpopulagio 2 do fragmento maior (E.E.
de Caetetas) (-0,218). Entretanto, este valor, igualmente como os demais, ndo foi

significativamente diferente de zero (Tabela 10).



L
()

Tabela 10. Indices de diversidade intrapopulacionais nas populagdes, subpopulagdes de

adultos e populagdes de progénies de F. leiocarpa ¢ os correspondentes

desvios padrdes da média, entre parénteses. ns — Nio significativo.

Populagdo fragmento maior (E.E. de Caetetis)

Populagio fragmento menor (E.E. de Ibicatli)

Adultos Progénies Adultos Progénies
Subp.1 Subp.2 Pop. Subp.1 Subp.2 Pop.
0.138 0.235 0,178 0.183 0,188 0.161 0.175 0.172
’ (0.082)  {0.106)  (0.087)  (0,076) | (0.084)  (0.081)  (0,081)  (0.079)
H, 0.141 0.193 .171 0.182 0,176 0,178 0,180 0.170
(0.074)  (0.082)  (0.076)  (0.075) | (0.080)  (0.077)  (0.079)  (0.079)
A 1.33 1.55 1.64 2.00 1,55 1,73 173 2,00
(0.31) (0,25) 0.31) {0.33) (0.23) (0.30) (0.30) {0.30)
P 27.27 3636 36,36 36,36 36.36 43,45 36,36 36,36
i 0.021ns -0218ns 0041ns -0028ns | -0.068ns 009 ns 0,028ns -0012ns

5.4. Faxa de cruzamento

No fragmento maior (E.E. Caetet(s), dos sete locos analisados, apenas trés

(Mdh-4, Est-1 e Prx-1), apresentaram desvios significativos (5%) do modelo, o que

corresponde a 57,1% dos locos aderidos ao modelo (Tabela 11). No fragmento menor

(E.E.de Ibicatu), dos seis locos analisados, apenas 1 (Pgi-1) apresentou desvios

significativos (1%), o que por sua vez, corresponde a 83,3% dos locos em concordancia

com o modelo (Tabela 12). Entretanto, apesar da significancia estatistica detectada em

alguns locos, as estimativas de divergéncia genética em todos os locos foram muito

baixas, variando no fragmento menor (E.E. de Ibicatd) de 0,1% (Mdh-3) a 3,8% (Mdh-

4) e no fragmento maior (E.E. de Caetetus) de 1,0% (Est-1) a 6,8% (Pgi-1). Assim, pela

baixa magnitude de Fgr em todos os locos e pelo percentual de locos por populagio

adequados ao modelo de acasalamento misto, pode-se esperar estimativas de cruzamento

pouco viezadas.




A familia nimero 6 da populago do fragmento maior (E.E. de Caetetus) foi
a que apresentou menor taxa de cruzamento (29%), seguida da familia 3 (59%) e familia
5 (77%). Na populacdo do fragmento menor (E.E. de Ibicatd), a familia nimero 2 foi a
que apresentou menor taxa de cruzamento (53%), seguida da familia 5 (82%) e 1 (95%)
{Tabela 13).

A taxa de cruzamento multiloco da populacdo do fragmento maior (E.E. de
Caetetus) for de 0,991 e a da populagio do fragmento menor (E.E. de Ibicaty) de I,
080; a taxa de cruzamento uniloco foi de 0,940 para o fragmento mator (EE. de
Caetetus) e 1,127 para o fragmento menor (E. E. de Ibicatd) (Tabela 13). Contudo,
considerando o erro padrio da média, medido pelo intervalo de confianga, a taxa de
cruzamento multiloco e uniloco ndo foram diferentes de 1,0. Assim, observa-se que a
especie reproduz-se preferencialmente por fecundagﬁo. cruzada. A diferenga entre t et
foi de 0,051 para o fragmento maior (E.E. de Caetetus) e -0,047 para o fragmento menor

(E.E. de Ibicatu), e a julgar pelo intervalo de confianca, nio foi diferente de zero.

Tabela 11. Divergéncia genética entre freqiiéncias alélicas do 6vulo e do polen,
contribuintes para o conjunto génico das progénies de f. leiocarpa do

fragmento maior (E.E. de Caetetqs).

Loco N GL Alelo Pélen Ovulos Fsr o’

6Pgdh-2 110 1 i 0.972 0,923 0,012 1,33 (ns)
2 0.028 0,077

Mdh-3 110 i 1 0,991 0.917 0.031 3,43 (ns)
2 0,009 0,083

Mdh-4 85 2 1 0.953 (0.837 0.020 3,41{ns}
2 0.036 6,071
3 0.011 0.072

Pgi-1 100 1 1 0.598 0833 0.068 6,78 *%
2 (.402 6,167

Est-1 91 3 1 (0.100 0.071 0,010 2.80 (ns)
2 0489 0.571
3 0,400 0,286
3 (3.011 0.072

Prx-1 12 2 1 (.168 0417 0,031 (.87 (ns)
2 0414 0,230
3 G418 0,333
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Tabela 12. Divergéncia genética entre freqiiéncias alélicas do 6vulo e do pélen,

contribuintes para o conjunto génico das progénies de E. leiocarpa do

fragmento menor (E.E. de Ibicati).

Loco N GL Alelo | Pélen Ovulo Fsy o

Mdh-1 100 1 1 0,990 0,923 0,027 2.70 (ns)
2 0,010 0.077

Mdh-3 69 1 1 (0,938 0.917 0,002 0.11 (ns)
2 0,062 0,083

Mdh-+ 100 2 1 0,981 0,857 0.038 7.58%
2 0.010 0,071
3 0,009 0.072

Pgi-1 114 1 i 0,693 0.730 0,004 (.46 (ns)
2 0.307 0,230

Est-1 116 2 1 0.313 0,360 0,028 6,60 *
2 0.239 0,250
3 0,448 (0,250

Prx-1 i1l 2 1 0,213 0.083 0,031 7.00 *
2 0.196 0417
3 0.391 0,500

Skdh-1 120 1 11 0,992 0.923 0,030 3.51 {ns)
2 0.008 0.077

Tabela 13. Estimativas da taxa de cruzamento por familia, multiloco (t.,), uniloco (t),

entre aparentados (t, - t).

Popl (Caetetiis)

Pop2 (Ibicatil)

Familia 1
Familia 2
Familia 3
Familia 4
Familia 5
Familia 6

1,760 (0,420)
1.670 (0,620)
0.590 (0.570)
1.650 (0,220)
0.770 (0,400)
0,290 (0,15)

0,950 (0.500)
0.330 (0,250)
1,080 (0,440)
1.090 (0,550)
0,820 (0.310)
1,470 (0.270)

fm
ts
T -t

0.991 {0,325)
0,940 (0.233)
0,051 (0.123)

1.080 (0131}
1,127 (0,153)
0,047 (0.047)

" Desvios padrdes da média, entre parénteses,

3.3, Distribuicio Espacial dos Gendtipos

Os valores do indice I de Moran por classes de distancia, para todos os

alelos, nas quatro populagdes, oscilaram de positivos 4 negativos, flutuando sempre em

torno de O (Figura 3). Apenas

alguns valores foram significativamente negativos.
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Figura 3 - Correlogramas para os vaiores do indice ! de Moran
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6. DISCUSSAO

A comparagdo entre as freqiéncias alélicas de adultos e progénies da
popula¢io do fragmento maior demonstra maiores diferengas do que no fragmento
menor (tabelal). A menor diferenca entre as subpopulagdes do fragmento menor (Fgsy =
1,4%) em rela¢do a diferenca entre as subpopulagdes do fragmento maior ( Fssr = 5,1%)
confirmam tal resultado (tabela2). O valor de 5,1% para o Fssr do fragmento maior
evidenciou que a variabilidade genética da populagio ¢ mantida tambem pela
variabilidade entre subpopulagdes.

Como o fragmento maior é constituido de mais subpopulagdes, deve haver
um maior potencial para troca alélica, sendo que os alelos exclusivos na sua progénie
podem ser oriundos, através do podlen, de outras subpopulagdes. Por sua vez, o
fragmento menor tem menos subpopulagdes, havendo assim uma menor possibilidade de
entrada de alelos, tendo ocorrido, portanto, uma menor troca alélica entre individuos
diferentes, o que pode permitir ou aumentar a homogeneizagdo da populacdo. Além
disso, as subpopula¢des amostradas no fragmento menor eram menos distantes entre s
do que as subpopulagdes amostradas no fragmento maior, o que também pode ter
influéncia nestes resultados. Estes resultados apontam para a importancia, em termos de
conservagiio genética da espécie, da preservagio de areas naturais que abriguem varias
subpopulagdes da espécie.

Considerando que a amostragem avaliou duas gera¢des sucessivas, pode-se
afirmar, de um modo geral, que a populagio do fragmento maior (E.E. de Caetetus) se
encontra em EHW e que os acasalamentos ocorreram ao acaso, dado que a majoria dos
locos em ambas as geragdes estavam em EHW.

A subpopulagdo 2 encontrava-se com suas proporgdes genotipicas em
EHW, dando origem a progénies igualmente em EHW, sugerindo acasalamentos
aletorios e, teoricamente, auséncia de fatores evolucionarios. A subpopulagido 1
apresentou dois locos com desvios do EHW, sendo que um destes estava em EENW,
evidenciando que seus desvios foram causados por acasalamentos entre aparentados ou
preferenciais, as formas de endogamia que podem ocorrer na espécie, dado que a mesma
é auto-incompativel. Os desvios observados no outro loco foram causados por deriva
genética aleatdria ou seleciio natural. Contudo, considerando o carater neutro das

alozimas, estes desvios devem ser atribuidos a deriva genética,
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Tais desvios podem ter ocorrido devido a estruturagdo da populagdo em
subpopulagdes, que mesmo em fora de EHW como unidade pode, no conjuto, formar um
populagido em EHW, o que ndo pode ser testado com a amostragem de apenas duas
subpopulagdes por populagio.

No fragmento menor (E.E. de Ibicatu), as duas subpopulacdes de adultos
encontraram-se em aderéncia ao EHW. No entanto, as progénies, oriundas da
subpopula¢do 1, apresentaram desvios do EHW em 50% dos locos avaliados, sendo este
desvio causado, em um dos locos (Est-1), pelo sistema reprodutivo, dado que este estava
em EENW; no loco Mdh-4, o desvio do EHW e do EENW foi teoricamente causado por
fatores evolutivos, mais possivelmente por deriva genética aleatoria, porém existindo a
possibilidade de selec@io a favor de heterozigotos entre a fase de plantula e a fase adulta,
considerando que os desvios do EHW, nos locos Pgi-2 e Mdh-4, foram causados por
excesso de homozigotos e os adultos que os geraram estavam em EHW.

No geral os resultados para as estatisticas Fs foram coerentes com a
literatura para espécies arboreas tropicais, que mostram maiores niveis de variabilidade
genética dentro das populagdes do que entre populagdes.

A discrepncia encontrada no resultado para os niveis de fixagdo alélica
dentro de populagdes (Fis) entre o valor positivo no loco Pgi-1 e os demais, com valores
negativos, pode ser indicativo de selegdo para homozigotos neste loco, que pode estar
ligado a locos de expressio seletiva e ndo neutra. O excesso de homozigotos encontrado
para o loco no indice de fixagdo alélica para as populacdes como um todo (Fyr) reforga a
hipotese da ndo neutralidade para este loco.

Por sua vez, o loco Est-1 apresentou em Frr um excesso de homozigotos,
mostrando um comportamento genético diferenciado entre as populagdes para este loco,
sugerindo deriva genética em uma das populagdes. As estimativas da divergéncia
genética média entre populagdes (Fsr), apesar de baixas, foram estatisticamente

significativas, indicando certas diferencas entre populagdes.



Os baixos valores de fixagdo alélica (Fis e Frr), para a média dos locos, para
todos os niveis de amostragem (populagdes e subpopulagdes) de adultos e progénies e a
conformacio ao EHW para a maioria dos locos sugerem que a espécie adequa-se a um
modelo panmitico. Este modelo, por sua vez, indica que a espécie ¢ preferencialmente
alégama, distribuindo seus genes aleatoriamente entre os individuos dentro e entre as
subpopulagdes e populagdes. Quanto a maiores diferencas detectadas entre as
populacdes (6,4%) do que dentro das populagBes (5,1% para Caetets e 1,4% para
Ibicatt), estas devem ter ocorrido devido a grande distincia entre as populagdes,
aproximadamente 200 km, o que restringe o fluxo génico.

Os valores obtidos para as estimativas de N, N, e A para as populagdes de
aduitos e progénies ndo foram discrepantes, facilitando a conclusio de que estes altos
valores de N, para as subpopulagbes indicam que o fluxo génico € suficiente para
prevenir a diferenciagdo por deriva genética. Contudo, as estimativas de N,, entre adultos
das populagdes mostraram uma menor troca génica, indicando a possibilidade de
diferenciag@o entre as populacdes dos dois fragmentos por deriva genética.

O fluxo génico foi maior entre as subpopulacdes dentro de populagdes do
que entre as populagdes, 0 que era esperado, j4 que as subpopulagdes estdo distanciadas
algumas centenas de metros, enquanto as populagdes estdo distantes cerca de 300 km.
Tal distincia e as barreiras geograficas como rios e montanhas entre as populagdes em
conjunto com as caracteristicas do polinizador, que ndo realiza véos a tio longa
distancia, deve restringir a troca alélica. Soma-se a estas barreiras as agora impostas pelo
uso antropico, como microclimas desfavoraveis ao polinizador e a redugio do nimero de
subpopulacbes pela fragmentacdo. Estes fatores, em conjunto, possivelmente levara a

divergéneia das populagtes por deriva genética.
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Os valores encontrados para o tamanho de vizinhanga (Np) sugerem a
necessidade diferenciada de individuos reprodutivos de cada populagio para a
manutengdo da variabilidade genética existente. No caso do fragmento menor,
constituido de poucas subpopulagdes, estas apresentaram um maior tamanho efetivo
necessarto  para garantir a manutenc¢do de sua variabilidade genética. Por sua vez, a
populagdo de Caetetas, onde existe um namero bem maior de subpopulagdes trocando
genes, € necessario um menor tamanho efetivo para impedir efeitos de endogamia.
Concordantemente, a area de vizinhanca (A) foi maior na populagio menor. Contudo,
tais resultados podem refletir a diferenca de distincia entre as subpopulagdes amostradas
em cada um dos fragmentos.

A porcentagem de locos polimorficos encontrada para E. lefocarpa neste
experimento fo1 menor que as encontradas para as outras espécies arboreas da Mata
Atléntica brasileira ja estudadas através de alozimas, mostrando pouca variagdo entre
locos (MORAES, 1993; GANDARA, 1996; REIS, 1996: MALTEZ, 1997; SEBBENN,
1997).

O numero médio de alelos por loco mostrou uma maior riqueza alélica na
amostra de adultos do fragmento menor (Ibicath). Entretanto, ao julgar pelo erro padrio
da média, esta diferenca entre populagdes ndo ¢é significativa. E interessante observar que
nas progénies de ambas as populagdes detectou-se uma maior riqueza alélica
relativamente aos individuos adultos. Este resultado deve decorrer de uma maior
amostragem de individuos de progénies e da presenga de fluxo génico, com alelos
advindos de outras populagdes, subpopulacbes e até possivelmente de adultos nio
amostrados das proprias subpopulagdes.

Os valores encontrados nas populagdes e subpopulagdes para a
heterozigozidade média observada (H,) quase sempre foram maiores que os da
heterozigozidade meédia esperada (H.), sugerindo um efeito de selegio em favor de
heterozigotos. Porém tais valores para heterozigozidade observada e esperada sdo
estatisticamente iguais, o que, aliado ao fato de que os indices de fixagdo alélica nio

foram significativamente diferentes de zero, indicam que as populagdes estdo em EHW.
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E importante notar que no fragmento maior existem maiores diferencas nas
heterozigosidades entre subpopulagdes, devido possivelmente, a variabilidade genética
da populagio ser distribuida pelo fluxo génico em um nimero maior de subpopulacdes,
como observado pelas estimativas de N, Novamente, tais faores podem estar refletindo
a diferenga de distancia entre subpopulagdes amostradas em cada fragmento.

A maior riqueza alélica, detectada nas progénies pelo numero de alelos por
locos, sugere a presenca de fluxo génico externo a populacio amostrada. Todos os

valores de heterozigosidade (4, e H.) foram semelhantes e altos para as subpopulagdes

e populagBes de adultos e progénies, relativamente a média dos estudos de HAMRICK
et al. (1979) e HAMRICK & GODT (1990). Esta alta heterozigosidade é de valor
relevante, dado ao grande niimero de novas recombinacdes genotipicas possiveis de
ocorrer nas proximas geragdes, capacitando a adaptacdo e colonizagio da espécie a
novos ambientes, ou seja, € de grande valor para a evolugdo da espécie.

Apesar de todas as diferencas entre as duas espécies, é interessante haver
uma comparaggo entre 0s indices de diversidade genética obtidos neste experimento com
os obtidos para outra espécie climacica estudada do ponto de vista da genética de
populagdes, Euterpe edulis (REIS, 1996). Nota-se que para E. leiocarpa todos estes
valores foram muito menores que os de £. edulis, o que era esperado, ja que . edulis
tem meios mais eficientes de polinizagfo e dispersio de sementes.

Esperava—se um coeficiente de endogamia relativamente alto, principalmente
ao nivel de subpopulago, decorrente do efeito fundador. Porém, o indice de fixacdo foi
baixo e ndo diferente de zero em todos os niveis de amostragem, refor¢ando os
resultados das estatisticas Fs. O valor de — 0,218, encontrado para o indice de fixagio
alélica (f) na subpopulacdo 2 de Caetettis pode ser um indicativo da presenca de selecdo
favorecendo localmente os heterozigotos. Muitos estudos tém encontrado evidéncias
semelhantes, podendo-se citar os trabathos de MURAWSKI (1995), REIS (1996) e
SEBBENN (1997).
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Segundo RITLAND (1997), diferengas positivas entre ty o t; sugerem a
presenca de acasalamentos endogdmicos. De acordo com o resultado obtido para o
fragmento maior , observa-se um certo grau de endogamia, advindo de cruzamentos
entre aparentados (5,1%) e autofecundacdo (1%). Sendo L. leiocarpa € uma espécie
autoincompativel, a autofecundaciio pode refletir problemas amostrais. Novamente
considerando os intervalos de confianca para as estimativas de tn, ts € tm - t pode-se
tomar estes problemas amostrais como sendo de pequena magnitude e portanto
despreziveis.

Os resultados para as taxa de cruzamento mostram que a maioria das familias
para as duas populagdes foram geradas exclusivamente por cruzamentos. LEPSH-
CUNHA (1996), estudando Couratari guianesis, realizou um acompanhamento
fenoldgico das matrizes antes de realizar a coleta de sementes para a andlise genética da
taxa de cruzamento, e observou que as matrizes que floresceram fora do pico de florada
apresentaram menores taxas de cruzamento a nivel de familia. REIS (1996) e SEBBENN
(1997) atribuiram para as taxas de cruzamento, a nivel de familia, menores do que 1, ao
assincronismo entre a florada dos individuos que compunham a populacio, ou seja, estas
plantas floresceram fora do pico da florada. No presente estudo, provavelmente as
familias com baixa taxa de cruzamento, em ambas as popula¢Bes, sdo decorrentes
também do assincronismo do florescimento. No entanto, esta hipétese ndo pode ser
testadal com os presentes dados, dado que ndo foi feito um acompanhamento fenologico
das matrizes das populagdes.

A analise do evento reprodutivo de . leiocarpa, mostrando altas taxas de
cruzamento para ambas as populagdes, combinados com os resultados da estrutura
genética, fluxo génico intenso entre subpopulagdes e alta variabilidade intrapopulacional,
permitem supor a nfio existéncia de estruturagdo espacial dos gendtipos, A analise da
distribuicdo espacial dos gendtipos indicou que a distribuig@o dos gendtipos ¢é aleatoria
em todas as subpopulacoes, ou seja, as subpopulagdes ndo estdo estruturadas na torma
de familias. Contudo, alguns valores foram negativos, podendo sim haver um mecanismo

de autoincompatibilidade de individuos genéticamente parecidos.
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Deve-se considerar que, nesta analise, os individuos que foram considerados
ndo proximos ndo estdo distantes entre si mais que 50 metros. A analise de distribuigdo
espacial dos gendtipos confirma as evidéncias encontradas nas demais analises deste
trabalho, de que as subpopulag¢des ndo estdo estruturadas. Portanto derruba-se a hipdtese
da existéncia de estrutura¢ao.

Assim, a analise genética das populagdes de [ leiocarpa mostrou que a
variabilidade genética encontra-se distribuida em varios niveis hierarquicos: dentro de
populagdes e dentro de subpopulagdes dentro de populagdes. Porém, dentro das
subpopulagdes, a variabilidade genética nfio se encontra de forma estruturada, sendo
portanto, aleatoriamente distribuida. Este resultado derruba um dos pontos da hipotese
postulada, que a variabilidade genética encontrava-se estruturada dentro das
subpopulagdes, o que também foi confirmado pela baixa fixag¢@io alélica dentro das
subpopulagdes. A analise da forma de acasalamento ndo revelou a produgdo de
individuos por endogamia, mostrando um forte taxa de cruzamento nas populagdes e um
modelo que sugere panmixia para a espécle.

Estes resultados sdo importantes para o planegjamento das estratégias de
conservagio in situ da espécie, mostrando que a espécie, apesar de comum, ndo mantem
sua variabilidade genética dentro de pequenas areas, pois importante parte da
variabilidade parece ser mantida peto fluxo génico aleatdrio, ocorrente entre o grande
nimero de subpopulagdes que compdem a populacio, mantendo assim, diferencas entre
subpopulacdes, como observado pelo Fsy (5,1%) para as subpopulagdes do fragmento
grande (Caetet(s), nitidamente maior do que o Fgr (1,4%) encontrado para o fragmento
menor (Ibicat), onde ocorre fluxo génico sistematico.

Estes resultados apontam para a impossibilidade da conservac@o genética in
situ da biodiversidade arbérea em pequenas areas, indicando que mesmo para as especies
comuns € necessaria a manutengio de grandes areas em estado natural para a efetiva

conservacgio genética in Situ.
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6. CONCLUSOES

O estudo genético da populagdes de Z. leiocarpa permitiu as seguintes
conclusdes:
1) A maior parte da variabilidade genética se encontra entre os individuos

dentro das subpopulagdes;

2} A analise dos niveis de fixagdo alélica ndo mostrou endogamia, sendo que

a reproducdo da espécie aproxima-se de um modelo de panmixia;

3) A estimativa de fluxo génico entre populagbes mostrou baixos valores, o
que era esperado, devido 4s sindromes de poliniza¢io e dispersdo de sementes da espécie
e a distdncia entre os fragmentos. Porém, as estimativas do fluxo génico entre
subpopulagdes dentro de populacdes foram altas, mostrando troca intensa de material

genético por polen e sementes;

4) O estudo do sistema reprodutivo mostrou que a espécie reproduz-se por

cruzamentos aleatorios,

5) A analise da distribuicio espacial dos gendtipos mostrou que a

distribuicio dos individuos nas subpopulagdes ¢ aleatdria;

6) Os dados obtidos sugerem que quanto menos subpopulagdes existirem em
um fragmento, mais a populagio estara sujeita a perda de variabilidade genética, o que

podera comprometer a sobrevivéncia local da espécie, a longo prazo.
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Anexo 1 - Protocolo para a revelagfio dos sistemas isoenzimaticos de E. leiocarpa

Tabela 14. Dados das corridas eletroforéticas realizadas com limbos foliares de £. leiocarpa.

V micial no gel 10V

V inicial na fonte 1203 170V
V final no gel 18 a 32V
V final maxima na fonte 200 a 350V
I inicial 25 240 mA
I final 25 a 40 mA
Tempo de corrida 6 a 8 horas

Tabela 15. Protocolo para obtencdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico a-EST para £

leiocarpa.
Produto | Quantidade
Solugdo A:
a-Naftil Acetato (40 mg/ml de acetona 50%) Iml
Tampao Fosfato de Sodio 0,05M pH 6.0 40 ml
Solucdo B:
Fast Gamet GBC (30 mg/ml de n-propanol) 2 ml
Tampio Fosfato de Sédio 0.05M pH 6.0 40 ml

Procedimento:

Imergir o gel na solugfo A por 20 minutos, em seguida adicionar a solu¢3o B. Temperatura: 37°C

Tabela 16. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico G6PDH para L.

leiocarpa.
Produto Quantidade

Acido 6-fosfoglucnico, Na3 20 mg
NADP I ml
MTT 1 ml
PMS 1 ml
MgCl12 (1%) 1 ml
Tris Hel 0,1M, pH 8.0 50 ml
Procedimento:
Inocular no escuro, por 15-30 minutos a 30-37°C.




Tabela 17. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico MDH para E.
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leiocarpa.

Produto Quantidade
Acido Malico:
DL - Acido malico 10g
Agua destilada 80 ml
Procedimento;
Ajustar o pH 8,0 com NaOH 1M, completar o vol. com 100 mi

Produto Quantidade
Acido Malico 0,5M pH 8.0 4 ml
NAD 1 mi
MTT 1ml
PMS Iml
Tris Hel 0,1M pH 8.5 50 ml
Procedimento:

Inocular o gel no escuro, por 15-60 min em estufa a 37°C.

Tabela 18. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico PRX para E.

leiocarpa.
Produto Quantidade
O-Dianisidina 30 mg
Etanol : 25 mi
Tampdo acetato de sédio pH 5,0 (0,2M) 25 mi
H202 (30%) 1,5 ml
Procedimento:

adicionar 2,0 ml de H,0, (3%)

Agitar o Etanol e a Dianisidina, adicionar o tampdo, inocular por 20 min. em estufaa 37°Ce




Tabela 19. Protocolo para obten¢do de zimogramas para o sistema isoenziméatico SKDH para E.
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leiocarpa.
Produto Quantidade

Acido Xiquimico 50mg
NADP 1 mi
MTT 1 ml
PMS 1 ml
Tris Het 0,1M pH 8,5 50 ml
Procedimento:

Inocular o gel no escuro, durante 30 a 60 min em estufa a 37°C.

Tabela 20. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico PGI para E.

leiocarpa..
Produto Quantidade

Frutose-6-fosfato 37,5 mg
MTT 1 ml
Tris — Hel 0,1M, pH 8,0 S50 ml
Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 0,01 mi
PMS 1mi
MgCl12 (1%) 1 mi
NADP 1 ml
Procedimento:

Adicionar G6PDH por tltimo, incubar no escuro em estufa a 37°C.

Tabela 21. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico IDH para E.

leiocarpa.
Produto Quantidade

DL- Acido isocitrico, Na3 100 mg
NADP 1ml
MTT 1ml
PMS Iml
MgCi2 (1%) 1ml
Tris Hel 0,1M pH 8,0 50 mi
Procedimento:

Inocular o gel no escuro, por 15-20 min. em estufa a 37°C.

)
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Tabela 22. Protocolo para obtengdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico PGM para £,

leiocarpa.
Produto Quantidade

Glucose- 1 - fosfato, Na2 125 mg
EDTA 25 mg
NADP 1 mi
MTT 1 mi
PMS 1 mi
MgCl2 (1%) 1ml
Tris Hel 0,1M pH 8.5 50 ml
Glucose- 6 fosfato desidrogenase 0,02 ml
Procedimento;
Adicione G6PDH por ultimo. Ponha no escuro em estufa a 37°C.

Anexo 2 - Coeficientes de autocorrelaciio espacial em subpopulacdes de E. leiocarpa

Tabela 23. Coeficientes de autocorrelagio espacial (coeficientes I de Moran), para classes
de distincia, em 5 alelos de locos isoenzimaticos na subpopulagdo 1 de

Eleiocarpa.
Classe de  Disténcia
Loco Alelo 1 | 2 | 3
Pgit 1 -0,032 -0,137 -0,042
Estl 1 -0,206 -0,005 -0,015
2 -0,236 0,039 -0,077
Prxi 1 0 -0,176 0
2 -0,216 0,029 -0,1
N° de Comparages 30 | 37 | 1

Tabela 24. Coeficientes de autocorrelagdo espacial (coeficientes I de Moran), para classes
de distdncia, em 5 alelos de locos isoenzimaticos na subpopulagio 2 de £.

leiocarpa

Loco
Pgit
Esti
Prx1

N°% Comparagdes

Alelo
1

1
2
1
2

Classe
1
0,1
-0,228
-0,041
0,086
-0,235
19

De Distancia
2
-0,12
0,003
-0,152
~0,221
0,008
30

o
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Tabela 25. Coeficientes de autocorrelagio espacial (coeficientes I de Moran), para classes
de distancia, em 7 alelos de locos isoenzimaticos na subpopulagio 3 de E.

leiocarpa.
Classe de Distancia
l.oco Alelo 1 2 3 4 5
Mdh3 1 0,143 -0,048 -0,158 -0,07 -0,429
Pgi1 1 -0,134 0,018 -0,122 0,078 -0,379
1 -0,114 -0,053 0,077 0,19 -0,4
Est1 2 -0,214 0,003 0.1 -0,048 -0,25
Prxi 1 -0,155 0,148 -0,159 -0,23 -0,452
2 -0,168 0,033 -0,04 -0,22 -0,041
N° “¢ Comparagbes 35 76 52 21 5

Tabela 26. Coeficientes de autocorrelagio espacial (coeficientes I de Moran), para classes
de distincia, em 9 alelos de locos isoenziméticos na subpopulagdo 4 de £.

leiocarpa.
Classe de Distancia
L.oco Alelo 1 2 3
Mdht 1 0,048 -0,51 0,677
Mdh3 1 -0,001  -0,343 0,014
Pgil 1 0,168 -0,222  -0,287
2 -0,189 -0,212 0,151
Est1 1 -0,03 -0,003 -0,133
2 -0,133 0,008 -0,04
Prx1 1 -0,1286 0,212 -0,226
2 -0,126 0,212 -0,228
3 -0,189 0,058 -0,021
N°“ Comparagbes 37 22 31

an



