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Introducao

Estudos populacionais de plantas deixam cada vez mais evidente que elas ndo apresentam
uma distribuicdo genotipica aleatéria, mas sim algum padréo de estruturacdo genética (Hamrick
1982, Husband & Barrett 1996, Godoy & Jordano 2001). Esta estruturacdo pode se manifestar
entre populagdes geograficamente distintas, dentro de um grupo local de plantas ou mesmo na
progénie de individuos (Loveless & Hamrick 1984). Uma estruturacdo genética espacial pode
existir quando certos alelos ou gendtipos se apresentam distribuidos de maneira espacialmente
agregada. Por outro lado, uma estruturacdo genética temporal pode ocorrer entre classes de idade
(Hamrick 1982, Silvertown & Doust 1993, Loveless & Hamrick 1984).

A estruturagao genética espacial pode ser causada por diversos fatores, como adaptacao a
micro-habitats e clines. A adaptacdo a ambientes especificos é caracteristica de populacdes de
plantas e sua existéncia poderia levar a uma distribuicado agregada de alelos ou de gendtipos
dentro de uma populagdo (Hamrick 1982, Silvertown & Doust 1993). Ja em clines (Hartl & Clark
1997), os valores adaptativos dos genétipos variam geograficamente de acordo com uma variagao
gradual do ambiente. Existe também a chance de ocorrer agrupamento de genoétipos semelhantes
em areas que foram recentemente colonizadas (Silvertown & Doust 1993), ou seja, efeito fundador
e gargalos populacionais podem causar agregacao espacial de individuos geneticamente similares.

Uma terceira causa de estruturacdo genética espacial de plantas se relaciona ao pequeno
tamanho efetivo das populagdes devido a limitagdo nos processos de dispersdo de pdlen e
sementes (Husband & Barrett 1996, Loveless & Hamrick 1984). Fatores ecoldgicos ligados a
reproducédo e a dispersao tém um papel preponderante neste caso. Um dos mais conceituados
modelos de como uma subdivisdo ocorre dentro de uma populagdo grande e aleatoriamente
distribuida € o do isolamento por distancia desenvolvido por Wright (1969). Este modelo se baseia
no fato de que a probabilidade de dois individuos se cruzarem é dependente da distancia fisica
entre eles ou da variancia de dispersdo de seus propagulos. Isto teria como conseqiéncia a

vizinhanca de individuos aparentados, acarretando redugdo do tamanho efetivo da populagéo
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(Wright 1969, Silvertown & Doust 1993, Loveless & Hamrick 1984). Tais eventos parecem ser
bastante comuns em populagdes vegetais, inclusive em arvores florestais (Linhart et al 1981).

A estruturacdo genética temporal também pode ter varias causas. Mudangas ambientais
freqlientes poderiam levar a diferengas genéticas significativas entre classes etérias. Além disso, a
ecologia reprodutiva e o estabelecimento individual também sdo fatores importantes para a
estruturagdo temporal (Hamrick 1982, Loveless & Hamrick 1984, Silvertown & Doust 1993). Se
poucas plantas parentais contribuem para a progénie, isso pode acarretar em uma significativa
heterogeneidade tanto espacial, quanto temporal (Hamrick 1982).

Existem muitos outros fatores que poderiam levar a estruturagdo genética de uma
populacao, como a morfologia floral, a forma de reproducdo, a auséncia de dorméncia das
sementes, o ciclo de vida, o sincronismo do periodo de reprodugao dos individuos, o tamanho e a
densidade da populacao, entre outros (Loveless & Hamrick 1984). Assim, o sistema de reproducéo
nao s6 € um importante fator de organizacao de variabilidade genética (Loveless & Hamrick 1984),
como também é a mais importante caracteristica para a sua interpretacao (Hamrick 1982, Borba et
al. 2001).

Estudos referentes a variacdo genética temporal em populagbes naturais apresentam
muitas dificuldades. Muitas plantas perenes apresentam fases do ciclo de vida distintas, chamadas
de estadios ontogenéticos, que ocorrem lado a lado nas populagdes naturais (Gatsuk et al.1980,
Carvalho et al. 1999). Deste modo, estudos temporais seriam facilitados em plantas, uma vez que

a coleta de diferentes estadios ontogenéticos seria simplificada e simultanea.

Sobre a espécie e alguns estudos

Nativa da Mata Atlantica, Euterpe edulis € uma palmeira de estipe Unico que atinge de 10 a
20 m de altura e de 8 a 20 cm de didmetro do caule a altura do peito. Quando adulta, apresenta de

10 a 20 folhas alternas e pinadas, agrupadas no apice da planta (Reitz et al. 1978). E uma espécie
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monoica com inflorescéncias em forma de espadice de 50 a 70 cm de comprimento. As flores sdo
unisexuadas e agrupadas em triades, sendo uma feminina e duas masculinas. Segundo Mantovani
& Morellato (2000), suas inflorescéncias apresentam protandria acentuada, as flores masculinas
permanecem abertas por volta de sete dias e, apds um intervalo de dois a quatro dias, abrem-se
as flores femininas também por cerca de sete dias. As inflorescéncias séo visitadas por muitos
insetos (Reis et al. 1993, Mantovani & Morellato 2000), sendo muito freqlente a presenca da
abelha Trigona spinipes nas flores e, por isso, a espécie tem sido apontada como importante
polinizador do palmiteiro (Reis et al. 2000b).

Devido a sua importancia econémica e as ameagas a conservagao, muitos estudos tém
sido desenvolvidos em Euterpe edulis. Alguns trabalhos foram feitos envolvendo estudos
populacionais e variabilidade genética desta espécie (Conte et al. 2003, Gaiotto 2001, Silva 1991,
Reis et al. 2000a e b, Matos et al. 1999, Reis 1995, Ballvé 1988). Silva (1991) observou que, antes
de tornar-se adulta, isto é, madura reprodutivamente, a planta passa por estadios ontogenéticos,
que foram denominados plantula, jovem |, jovem |l e imaturo, e que ocorre uma diminuigao
progressiva da densidade de individuos desde o estadio de plantula até o de adulto (tabela 1).
Num trecho da floresta ombroéfila densa da encosta atlantica em Santa Catarina, Reis (1995)
encontrou resultados semelhantes: a propor¢cdo de cada estadio ontogenético na populagéo
diminuia progressivamente a partir de plantulas e os adultos representavam apenas 0,17% da

populacao total (figura 1).

adultos: 56/ha (0,17%)

imaturos: 367/ha (1,09%)
jovens Il: 2800/ha (8,33%)
jovens |: 5200/ha (15,47%)

plantulas: 25200/ha (74,95%)

Figura 1: Piramide numérica de individuos de E. edulis até a fase adulta (adaptado de Reis 1995).
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Tabela 1: Nimero médio de plantas por area (25 m?) do palmiteiro Euterpe edulis na Reserva
Municipal de Santa Genebra, Campinas, SP (adaptado de Silva 1991).

Plantulas  Jovens Imaturos Adultos
Area seca 22,20 5,70 0,10 0,03
(%) 79,20 20,34 0,36 0,11
Area pouco umida 15,40 5,30 0,19 0,19
(%) 73,06 25,14 0,90 0,90
Area umida 45,50 8,00 0,30 0,70
(%) 83,49 14,68 0,55 1,28
Area muito umida 93,70 8,60 0,90 1,50
(%) 89,49 8,21 0,86 1,43
Area alagada 214,50 14,10 2,10 2,00
(%) 92,18 6,06 0,90 0,86

Reis et al. (2000a) realizaram um estudo comparativo em populagées naturais de E. edulis.
Os baixos valores de Fsr encontrados indicaram uma reduzida divergéncia genética entre as
populacdes estudadas. Ja a avaliacdo das freqiéncias génicas e a analise de agrupamento se
adequaram ao modelo de isolamento por distancia proposto por Wright (1969), pois revelaram
maior divergéncia entre populagdes mais distantes. Os resultados desse trabalho indicam também
um excesso de heterozigotos nos individuos adultos. Reis et al. (2000a) sugerem que estes
resultados, associados aos de Silva (1991) e de Reis (1995), indicam a ocorréncia de selecéo a

favor do heterozigoto.
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Capitulo 1

Diferencas na composicao genética entre individuos de Euterpe edulis Mart.

(Arecaceae) de areas secas e umidas, claras e escuras
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Resumo

Alguns trabalhos tém descrito relagées e associagdes entre caracteristicas ambientais e
freqliéncias alélicas em locos alozimicos, ocorridas em ambientes heterogéneos ou com regimes
restritivos antagénicos. A floresta paludicola, ambiente em que E. edulis ocorre, é caracterizada
por um mosaico micro-ambiental em que variam o teor hidrico do solo e a luz. As sementes dessa
espécie sO germinam em ambientes Umidos e o0s juvenis sO recrutam na presenga de
luminosidade. Utilizamos marcadores alozimicos e microssatélites (SSR) para comparar individuos
de areas secas e Umidas, e de areas claras e escuras. Para esta ultima comparacao, os individuos
foram subdivididos em duas classes: estabelecidos (com estipe aéreo) e ndo estabelecidos (sem
estipe aéreo). Cinco classes de luminosidade foram comparadas entre si, correlacionando par-a-
par as diferencas de luminosidade e seus 6s por meio de andlise de correlagdo. Dos quarenta
locos analisados, apenas um loco alozimico apresentou-se moderadamente estruturado entre as
classes de umidade (6 = 0,058) e outros cinco levemente estruturados (6 < 0,050). Um loco
mostrou-se moderadamente estruturado (6 > 0,050) entre os estabelecidos e outro entre os nao
estabelecidos. Quatro locos apresentaram estruturacao leve entre os nao estabelecidos e um entre
os estabelecidos. Os valores de 6 foram maiores entre os estabelecidos. Nao houve diferenciacao
entre os locos SSR e nao houve correlacéo entre diferencas de luminosidade e 6s. Tais resultados
sao bastante proximos do esperado, pois sendo a umidade importante para a germinacao dessa
espécie, entdo nao deveriam existir diferengas entre os individuos de locais secos e umidos, uma
vez que todos ja germinaram. De fato, a maioria dos locos nao mostrou diferengas pelo 6. Quanto
a luminosidade, sendo ela importante para o recrutamento, os individuos estabelecidos em areas
claras e escuras apresentaram locos mais estruturados, enquanto os ainda ndo estabelecidos
apresentaram locos menos estruturados. Assim, fatores de restricdo ambiental abiéticos, como luz

e agua, podem estar ligados as freqiiéncias génicas de diferentes marcadores dessa espécie.

Palavras-chave:  Euterpe  edulis, umidade, Iuminosidade, alozima, microssatélites
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Introducao

Alguns trabalhos tém relatado indicios de sele¢cao natural em locos alozimicos (Richmond &
Powell 1970, Bergmann & Ruetz 1991, Eanes 1999, Murren 2003). Uma fragdo deles relaciona
caracteristicas ambientais a freqUéncias alélicas em locos alozimicos (Hamrick et al. 1979,
Hamrick & Godt 1989), descrevendo uma associagao entre estes (Hamrick & Allard 1972, Clegg &
Allard 1972, Loveless & Hamrick 1984).

Em Euterpe edulis, Reis (1996) relaciona variagcdes nas freqiiéncias alélicas a um gradiente
altitudinal, ndo encontrando relagéo consistente na maior parte dos marcadores. Outros trabalhos
sugerem a ocorréncia de selecao nesta espécie (Reis et al. 2000a, Conte et al. 2003, Conte 2004)
potencialmente relacionada a heterogeneidade microgeografica. Tal fenédmeno pode acontecer em
ambientes em que os regimes de restricdo micro-ambiental formam um mosaico (Spieth 1979,
Templeton & Levin 1979, Frankham et al. 2003), como € o caso de areas florestais brejosas (Klinge
et al. 1990, Joly 1991, Souza & Martins 2005), locais nos quais o palmiteiro ocorre (Dias et al.
1987).

Tendo em vista 0 sucesso de sementes ou de plantulas, é possivel distinguir duas
categorias de restricbes ambientais: fatores pré-germinativos e pds-germinativos. Como exemplo
de fator pré-germinativo pode-se citar o dessecamento ao qual as sementes estao sujeitas logo
apds serem dispersas. Ja como um fator pés-germinativo, cita-se a intensidade luminosa a qual os
individuos mais jovens tém acesso.

Sabe-se que sementes de E. edulis tém sua viabilidade significativamente reduzida se seu
teor de umidade for inferior a 28% (Reis et al. 1999). Brochado (2003) relata que apenas 12% das
sementes germinam apos perder 30% da massa fresca, ocorrendo perda total de viabilidade ao
reduzir essa perda em 40%. Tais caracteristicas confirmam que o palmiteiro apresenta sementes
recalcitrantes, isto €, inviabilizam-se apo6s desidratacao a partir de um valor critico (Baskin & Baskin
1998), e sugerem uma variagdo da capacidade germinativa. Essa variagdo pode estar relacionada

a variagdo genética das sementes dessa espécie.
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Quanto a luminosidade, estudos indicaram melhor desenvolvimento de E. edulis em
moderadas intensidades de luz (entre 20% e 70% de luminosidade relativa); menores taxas de
crescimento, menor biomassa, menor razao raiz/parte aérea, entre outras anomalias, foram
observadas quando a luminosidade relativa foi menor que 6% (Nakazono et al. 2001). Segundo
Reitz et al. (1978) e Klein (1980), esta espécie necessita de sombra para o desenvolvimento inicial,
0 que a caracterizaria como uma espécie de sombra, mas recruta apés aumento da intensidade
luminosa (Ledo & Cardoso 1974, Bovi et al. 1987). E possivel que individuos estabelecidos em
areas mais claras difiram geneticamente daqueles estabelecidos em areas com menor
luminosidade.

Entao, se existe algum tipo de selecao em E. edulis, ela pode estar relacionada a umidade
(pré-germinativa) ou a luminosidade (pés-germinativa). De posse desse conhecimento, o presente
capitulo tem por objetivo testar:

1) Se a umidade funciona como fator seletivo para a germinagdo de E. edulis, diferencas nas
freqiiéncias alélicas entre individuos de locais Umidos e secos nao devem existir, uma vez que
todos ja germinaram.

2) Se a luminosidade age como fator de selecdo para o estabelecimento, deve haver diferengas

entre individuos estabelecidos no escuro e no claro.

Material e Métodos

Local de estudo

A Reserva Municipal de Santa Genebra (22°48’34”-50'13”S e 47°06’15”-07°33”W) localiza-
se no distrito de Bardo Geraldo, municipio de Campinas, estado de Sao Paulo e tem cerca de 250
ha, em que predomina a floresta mesdfila semidecidua, ocorrendo também a floresta paludicola

em 15% da area (Leitdo-Filho 1995). A temperatura média anual é de 20,3°C (22,7°C no verao e
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17,4°C no inverno) e a precipitagdo média anual € de 1409,5 mm, sendo os periodos mais chuvosos a
primavera e o verao (Mello et al. 1994). O relevo regional é predominantemente suave ondulado a
ondulado, com colinas suavizadas de declives inferiores a 7% (Oliveira et al. 1979). Na Reserva, as
altitudes variam de ca. 585 a 616 m (Estado de Sao Paulo 1981) e o relevo é predominantemente
plano a suave ondulado. Na &rea paludosa, o relevo € ondulado, com declividade variando de 6 a 9%
(Jener F. L. Moraes', comunicacdo pessoal). O solo da floresta paludicola classifica-se como Glei

Pouco Humico eutréfico textura média a argilosa (Unithal’/Hélio do Prado®, comunicagao pessoal).

Coletas

As coletas foram realizadas na regido brejosa, em uma area delimitada por eixos ortogonais
de 100 x 100 m (1 ha) ja utilizada por outros estudos (Silva 1991, Alves 1994, Carvalho et al. 1999,
Souza & Martins 2005, entre outros), na regido da nascente do Cérrego do Quilombo, na Reserva
Municipal da Mata de Santa Genebra. O hectare esta subdividido em 400 parcelas de 5 x 5 m, as
quais foram medidas em termos de luminosidade e disponibilidade hidrica.

A luminosidade foi medida em cada parcela através da porcentagem de abertura de dossel. A
abertura do dossel em cada parcela foi estimada utilizando um densidémetro esférico (Lemmon 1957).
Quatro medidas foram tomadas por parcela em quatro direcées diferentes a cerca de 1,30 m do solo.
A média das quatro medidas foi utilizada como a abertura do dossel em cada parcela. Parcelas com
abertura de dossel menor que 13% foram consideradas escuras, enquanto parcelas com medidas
maiores ou iguais a 13% foram consideradas claras.

Cada parcela foi subdividida em quatro sub-parcelas iguais de 2,5 x 2,5 m. Tais sub-parcelas
foram classificadas em secas ou umidas. Uma sub-parcela foi considerada seca quando o solo em
seu centro estivesse seco e ndao houvesse emersao de agua ao pressiona-lo. Foram consideradas

Umidas as sub-parcelas que se apresentavam submersas, com solo umedecido ou com emersao de

! Pesquisador Cientifico, Centro de Solos e Recursos Agroambientais, Instituto Agrondmico.
* Laboratério Agroquimico, Campinas, SP.
? Pesquisador Cientifico, Centro de Solos e Recursos Agroambientais, Instituto Agrondmico.
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agua quando pressionado. Parcelas com até uma sub-parcela seca foram consideradas Umidas, ou
seja, as parcelas umidas foram assim classificadas por terem até 25% de sua area seca. Ja parcelas
que apresentavam duas ou mais sub-parcelas secas foram classificadas como secas (mais de 25%
da area seca).

Para as andlises de luminosidade, foram coletados 69 individuos em areas claras (32
individuos sem estipe aéreo (ndo estabelecidos) e 37 individuos com estipe aéreo (estabelecidos)), e
67 em areas escuras (30 ndo estabelecidos e 37 estabelecidos). Nas parcelas Umidas, 54 individuos

foram amostrados e nas parcelas secas, 82 individuos.

Sistemas alozimicos utilizados e genotipagem

Técnicas de eletroforese de isoenzimas foram utilizadas para estimar a variabilidade
genética. Pequenos fragmentos de tecido foliar foram macerados em tampao de extragéo (100ml
TrisHCI 0,1M pH 7,0; 6,859 sacarose; 0,6g PVP; 0,038g EDTA; 0,145g BSA; 0,13g DIECA; 0,69
BORAX; 100ul B-mercaptoetanol; modificado de Sun & Ganders 1990). Os extratos foram
absorvidos em retangulos de papel Whatman #3 (0,4 x 10 mm) que, entdo, foram aplicados em

géis de amido Sigma (8,5%) com 1 cm de espessura. Foram utilizados 3 sistemas de corrida:

Sistema 1: eletrodo: &cido citrico 0,04 M ajustado para pH 6,1 com N-(3- aminopropil)-

morfolina; gel: solucao de eletrodo diluida 1:20 (Clayton & Tretiak 1972);

Sistema 2: eletrodo: &cido citrico 0,04 M ajustado para pH 7,5 com N-(3-aminopropil)-

morfolina; gel: solucao de eletrodo diluida 1:20 (Clayton & Tretiak 1972 modificado);

Sistema 3: eletrodo: 0,6 g de hidréxido de litio, 5,9 g de &cido bérico e 1,1 g de EDTA para

1000 ml de agua; gel: solugao do eletrodo diluida 1:10.
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A eletroforese horizontal foi conduzida até o marcador (azul de bromofenol) atingir
aproximadamente 9 cm do local de aplicacdao. Em todos os sistemas foi utilizada uma corrente

elétrica constante de 30 mA.

Os sistemas enzimaticos utilizados, bem como os sistemas eletrodo/gel em que foram

analisados estao listados no Tabela 2.

Tabela 2. Enzimas e locos de Euterpe edulis que apresentaram atividade e resolucao satisfatorias

para a leitura dos locos e sistemas eletrodo/gel em que ocorreram.

Enzima Coédigo | n° de locos | Sistema 1 | Sistema 2 | Sistema 3 EC’
6-fosfogluconato
] 6pgd 2 X 1.1.1.44
desidrogenase
Fosfatase acida Acph 2 X 3.1.3.2
Alcool desidrogenase Adh 2 X 1.1.1.1
Adenilato quinase Ak 2 X 2.74.3
Fosfatase alcalina Alp 1 X 3.3.3.1
Esterase Est 2 X 3.1.1.1
Gliceraldeido 3-fosfato
] G3pd 2 X 1.2.1.12
desidrogenase
Glicose-6-fosfato
] G6pdh 4 X 1.1.1.49
desidrogenase
Hexoquinase Hk 3 X 2.7.1.1
Isocitrato desidrogenase Idh 1 X 1.1.1.42
Aminopeptidase da leucina Lap 2 X 34.11.1
Enzima malica Me 2 X 1.1.1.40
Fosfoglicose isomerase Pgi 2 X 5.3.1.9
Fosfoglucomutase Pgm 2 X 2.7.5.1
Peroxidase Pr 3 X 1.11.1.7
Xiquimato desidrogenase Skdh 2 X 1.1.1.25

'numero da Enzyme Comission
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Depois de devidamente corados, os géis foram submetidos a inspecdo visual em

transluminador para genotipagem dos individuos.

Extracao do DNA gendémico e genotipagem dos locos de microssatélites

O protocolo de extracdo de DNA genbmico padronizado para Euterpe edulis foi uma
adaptacao do utilizado por Gaiotto (2001) e Gaiotto et al. (2001). A extracdo de DNA vegetal
padronizada pode ser dividida em trés partes: (1) rompimento dos envoltérios das células vegetais
e neutralizacdo de compostos DNA degradantes, (2) separagdo de fase e (3) isolamento e

purificacdo do DNA.

A primeira etapa consiste da maceragdo de partes foliares em nitrogénio liquido até a
aquisicao de um po fino e acréscimo de tampao de extragdo CTAB 2% aquecido. Na segunda
etapa, acrescentamos uma mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1) visando separar a fase
organica da solucdo. Nesta se encontram as moléculas de &cidos nucléicos. Finalmente,
adicionamos alcool gelado (isopropilico) para que os acidos nucléicos precipitem, possam ser

isolados e limpos (etilico 70%).

No total, seis locos de microssatélites foram utilizados. Os locos estudados foram EEO03
(GenBank n. AF328881), EE08 (GenBank n. AF328872), EE09 (GenBank n. AF328880), EE41
(GenBank n. AF328884), EE43 (GenBank n. AF328886) e EE 48 (GenBank n. AF328875). Gaiotto

(2001) e Gaiotto et al. (2001) desenvolveram os primers e descreveram todos os locos utilizados.

A reacao de amplificagcdo dos locos (PCR) foi conduzida com um volume total de 25 pul por
amostra nas seguintes concentragdes: 1x PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,4 uM de
cada primer, 1 unidade de Brazilian Taq (Invitrogen) e 1 pl de DNA (aproximadamente 10ug). A
programacgao do termociclador (Hybaid) foi composta por (1x) 1’ a 94 °C; (30x) 30” a 94 °C, 30" a

temperatura de anelamento especifica para cada loco, 30" a 72°C; (1x) 5’ a 72°C.
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A genotipagem dos individuos foi feita através da eletroforese de gel de poliacrilamida 10%
nao denaturante. A situagdo de corrida foi de voltagem constante de 80 volts por 6 h. Apds a

corrida, os géis foram corados com prata seguindo as recomendacgdes de Creste et al. (2001).

O produto do PCR dos individuos correu em gel ao lado de um marcador /adder de 10 bp
(Invitrogen) para que fosse possivel estimar o tamanho dos alelos. Tal estimativa contou com o

auxilio do programa computacional DNAFRAG (Schaffer & Sederoff 1981).

Analises dos resultados

As frequéncias alélicas foram estimadas por leitura direta dos géis. A estruturacdo genética
foi analisada através de estatistica F de Weir & Cockerham (1984), usando theta (6), estimativa
andloga ao Fgr. Tais estimativas foram calculadas e avaliadas com auxilio dos pacotes
computacionais Fstat (Goudet 2002) e Genetix (Belkhir et al. 2001). A significancia do 6 loco-a-loco
foi calculada utilizando o método de permutagdes e seguindo as recomendagdes de Sokal & Rohlf
(2001). Os valores de Fsr por loco que apresentaram algum grau de estruturacdo foram

classificados de acordo com o recomendado por Wright (1978).

As analises envolvendo umidade se deram através do calculo de 6 entre individuos
presentes em parcelas secas e umidas. Quanto as comparagfes referentes a luminosidade,
calculamos os mesmos indices tanto para individuos nédo estabelecidos quanto estabelecidos de

parcelas claras e escuras.

Ainda envolvendo a luminosidade, separamos todos os individuos em cinco classes de
luminosidade (classe 1< 9%, 9% < classe 2 < 12%, 12% < classe 3 < 14%, 14% < classe 4 < 20% €
classe 5 = 20%, médias 7,3%, 10,4%, 13,0%, 15,6% e 23,6%, respectivamente) e os comparamos
de forma pareada calculando o 6. Tais valores foram comparados com a diferenca das médias de

luminosidade das classes por meio de uma correlacao de Pearson.
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Resultados

Umidade

O 6 entre individuos de parcelas secas e parcelas umidas, considerando todos os locos,

nao foi significativamente diferente de zero (p > 0,05). Entretanto, a analise loco-a-loco revelou que

seis locos apresentaram 6 significativo (tabela 3). Destes, apenas um evidenciou 6 entre 0,05 e

0,15, ou seja, diferenciagdo moderada segundo Wright (1978). Entre os locos de microssatélite

nenhum valor de 6 foi significativo (tabela 4).

Tabela 3. Valores de 6 por loco de alozima entre individuos de parcelas umidas e secas, nao

estabelecidos de parcelas claras e escuras e estabelecidos de parcelas claras e escuras.

Luminosidade

Loco Umidade — : .
Nao Estabelecidos Estabelecidos
Acph-2 | 0,042° -0,011" -0,017™
Ak-2 0,058 0,000™ -0,019"™
Gépd-3 | -0,021™ 0,020~ -0,009™
Gépd-4 | 0,023™ 0,008" 0,045"
Hk-2 0,013™ 0,010~ -0,026"
Hk-3 0,050 0,000™ -0,043™
Lap-1 0,008™ 0,003 -0,007"™
Lap-2 0,040" 0,000™ -0,008™
Me-2 0,041 0,019™ -0,001™
Pgi-2 0,009™ -0,032" 0,065~
Pr-1 0,048 0,095" -0,017"
6pgdh-2 | -0,012™ 0,000™ 0,040°
Total 0,000™ 0,000™ 0,000
" nao significativo (p > 0,05)
*p < 0,05
**n < 0,01

Obs.: os locos e valores ndo apresentados nessa tabela tiveram p > 0,05.
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Luminosidade

Nem entre individuos ndo estabelecidos, nem entre estabelecidos o 6 foi significativo (p >
0,05) considerando todos os locos. A comparagdo por loco evidenciou quatro locos com 6
significativos em nao estabelecidos entre parcelas claras e escuras (Lap-1 0,003, G6pd-3 0,020,
G6pd-4 0,008, Hk-2 0,010) e dois em estabelecidos (6pgdh-2 0,040 e Pgi-2 0,065, tabela 3).
Seguindo a classificagdo de Wright (1978), nenhum loco apresentou-se moderadamente
estruturado entre os ndo estabelecidos, enquanto um loco (Pgi-2) o esteve entre os estabelecidos.

Nao houve 6 significativo entre os locos de microssatélites (tabela 4).

Tabela 4. Valores de 6 por loco de microssatélite entre individuos de parcelas umidas e secas, nao

estabelecidos de parcelas claras e escuras e estabelecidos de parcelas claras e escuras.

Loco Umidade Luminosidade
N&o Estabelecidos Estabelecidos

EEO3 0,009™ -0,013™ 0,011"™
EEO8 -0,003™ 0,006™ -0,006™
EEO09 -0,003™ 0,001"™ -0,003™
EE41 -0,004™ -0,016™ -0,021™
EE43 0,000™ 0,013™ 0,005™
EE48 -0,002™ -0,014"™ -0,011™
Total 0,000™ 0,000™ 0,000™

" nao significativo (p>0,05)

O diagrama de dispersdo entre as médias das cinco classes de luminosidade e os 6s

pareados pode ser visto na figura 2. Tais fatores ndo se mostraram relacionados no teste de

correlagao.
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Figura 2. Diagrama de disperséo para valores pareados de 6 e diferenca das médias de

luminosidade entre cinco classes (Pearsonr = 0,231 e p > 0,05).

Discussao

Sementes recalcitrantes possuem a caracteristica de perda progressiva do potencial
germinativo com o dessecamento. Em um levantamento em floresta paludicola, Silva (1991)
mostrou que, quanto mais Umido o solo, maior a quantidade de plantulas de E. edulis. Reis et al.
(1999) e Brochado (2003) revelaram que as sementes dessa espécie sao recalcitrantes, pois tém
baixo potencial germinativo com perda de 30% de seu teor Umido. Apenas 12% das sementes
germinam nessa condicao (Brochado 2003). Isso sugere uma variagcao da capacidade germinativa
relacionada a umidade: algumas sementes sdo mais sensiveis que outras ao dessecamento. Tal
variacao pode estar relacionada a variagao genética entre as sementes.

Relacionando umidade as freqUéncias alélicas nos locos estudados, ndo haveriamos de
encontrar diferengas nas freqiiéncias alélicas entre individuos presentes em parcelas Umidas e

secas, uma vez que todos os individuos coletados ja germinaram. Este € o esperado se a umidade
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€ um fator seletivo para a germinagao. Entao, tanto os marcadores expressos (alozimas) quanto os
nao expressos (microssatélites) ndo deveriam mostrar estruturacao entre as classes de individuos
de parcelas umidas e secas.

De fato ndo encontramos estruturacao nos locos alozimicos como um todo, nem nos locos
de microssatélites. Considerando a analise loco-a-loco, seis locos apresentaram algum grau de
estruturacdo, dos quais cinco apresentaram uma baixa diferenciagdo e um, moderada
diferenciagdo genética (Wright 1978). Aparentemente, tal resultado foge ligeiramente da
expectativa de auséncia de estruturacao, porém nao podemos ignorar que dos 41 locos analisados
35 ndo se mostraram estruturados e apenas um apresentou estruturagdo moderada, o que
representa menos de 2,5% dos locos analisados. Assim, podemos concluir que existe uma
pequena diferenciagdo genética entre individuos crescendo em parcelas umidas e secas.

Entre os locos de microssatélite ndo era esperado nenhum tipo de diferenciacdo, uma vez
que estes marcadores nao sao expressos e, por isso, seriam utilizados como controle. De fato,
nenhum loco evidenciou diferenciacéo entre as classes analisadas.

Luz é um fator crucial para a fotossintese e o crescimento da planta. Apesar de a
germinacgao de E. edulis nao ser afetada pela luminosidade (Brochado 2003), o desenvolvimento e,
consequentemente, o recrutamento sofrem grande influéncia do regime de luz (Nakazono et al.
2001). Buscamos, entdo, comparar geneticamente individuos de areas claras e escuras,
subdividindo-os em n&o estabelecidos (sem estipe aéreo) e estabelecidos (com estipe aéreo).
Esperavamos que individuos nao estabelecidos ndo apresentassem estruturagdo entre parcelas
claras e escuras, ja que ainda nao se desenvolveram. Por outro lado, os estabelecidos deveriam
apresentar alguma diferenciacao entre as duas classes de luminosidade.

Considerando o total dos marcadores, ndo encontramos diferenca nos individuos nao
estabelecidos e os estabelecidos entre parcelas claras e escuras, mas mais locos apresentaram
algum grau de estruturagdo entre os ndo estabelecidos que entre os estabelecidos. Mais uma vez,
o resultado difere aparentemente do esperado: se luminosidade € importante para o recrutamento

e esta relacionada a presenca de certos alelos, entdo mais locos deveriam estar estruturados entre
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0S que ja passaram pelo processo de recrutamento (estabelecidos) que entre os que ainda nao
passaram por esse processo (ndo estabelecidos).

Entretanto, nenhum loco apresentou estruturacdo moderada entre os ndo estabelecidos, e
apenas um apresentou estruturagdo moderada estéa entre os estabelecidos. Nota-se que apesar
de menos locos apresentarem algum grau de estruturacéo entre os estabelecidos, os valores de 6
entre estes sdo maiores do que entre os nao estabelecidos. O maior 6 entre 0os nao estabelecidos
(0,020) é metade do valor do menor 6 entre os estabelecidos (0,040). Tal resultado esta de acordo
com o esperado, pois entre os mais velhos a diferenga entre os que recrutaram em areas claras e
escuras é maior que entre os individuos mais jovens.

Os locos de microssatélite também ndo apresentaram estruturagdo nem considerando
todos os locos nem na andlise loco-a-loco referente a luminosidade. Tal resultado corrobora o
esperado, uma vez que estes marcadores ndo Sa0 expressos.

Neste trabalho, a medigcdo da luminosidade foi feita através da medida da abertura de
dossel nas parcelas de acordo com a densiometria das copas. Segundo Souza & Martins (2005), a
abertura de dossel aumentou na area de estudo de 2001 para 2002 e permaneceu inalterada de 2002
para 2003, chegando a variacdo de abertura do dossel a 26%. Disso pode-se interpretar que
variagdes na cobertura ocorrem, ou seja, o regime de luz em que os individuos se desenvolvem é
muito variavel num tempo curto e isso pode afetar a correlagao das diferencas de luminosidade entre
parcelas com as diferengas entre os grupos de plantas. Assim, a auséncia de correlagéo entre essas

variaveis pode ser decorrente da dindmica da luminosidade desta floresta paludicola.

Conclusao

Este estudo revela que as necessidades fisio-ecologicas de germinagdo e recrutamento
podem estar diretamente relacionadas a genética em Euterpe edulis. Fatores de restricao
ambiental abioticos, como luminosidade e umidade, podem influenciar as freqtiéncias alélicas de

certos marcadores, sobretudo os marcadores que tem expressao fenotipica.
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Capitulo 2

Alteracdes na variabilidade genética ao longo dos estadios ontogenéticos de

Euterpe edulis Mart. (Arecaceae).
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Resumo
Estadios ontogenéticos ocorrem lado a lado nas populagdes naturais de diversas plantas perenes,
caracterizados por etapas distintas do ciclo de vida. Um estadio ontogenético nao é
necessariamente uma coorte, em que todos os individuos tém a mesma idade cronolégica. Euterpe
edulis passa por mudancgas morfoldgicas caracteristicas de estadios ontogenéticos, e a densidade
dos individuos diminui progressivamente do estadio de plantula ao de adulto. Entender como a
variabilidade genética se distribui ao longo dos estadios ontogenéticos pode auxiliar na elaboragao
de estratégias de conservacao da espécie. O objetivo deste estudo foi caracterizar a variabilidade
genética dos estadios ontogenéticos de E. edulis na Mata de Santa Genebra, Campinas, SP.
Utilizamos amostras dos cinco estadios, dos quais investigamos marcadores alozimicos e
microssatélites. A variabilidade genética foi crescente ao longo da ontogenia em ambos os
marcadores, enquanto o coeficiente de endogamia foi decrescente. Existe uma estruturacao entre
adultos e os estadios ontogenéticos de plantula e jovem I, evidenciada pelos microssatélites. Tanto
0 processo de selecdo em favor dos heterozigotos, proposto por outros autores, quanto o efeito
Wahlund temporal, caracterizado pelo acumulo progressivo de geragdes ao longo da ontogenia,
podem gerar o mesmo padrao de estruturagdo. Os valores decrescentes de Fis corroboram a
hipétese do efeito Wahlund, porém ambos os fenédmenos devem estar ocorrendo na populacao de

E. edulis da Mata Santa Genebra.

Palavras-chave: Euterpe edulis, alozima, microssatélites, estadio ontogenético, efeito Wahlund

temporal
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Introducao

Muitas plantas perenes apresentam etapas distintas do ciclo de vida, chamadas de estadios
ontogenéticos, que ocorrem lado a lado nas populagdes naturais (Gatsuk 1980, Carvalho et al.
1999). Um estadio ontogenético nao é necessariamente uma coorte, em que todos os individuos
tém a mesma idade cronolégica (Harper & White 1974). O ciclo de vida dos individuos de uma
populagdo consiste numa série de estadios morfologicamente reconheciveis, que sdo produzidos
um apos o outro, até a morte, caracterizando-se pela aquisicdo e/ou perda de certas estruturas e
propriedades, além de varias mudangas morfologicas, anatémicas, fisiologicas e bioquimicas que
ocorrem durante a ontogenia (Gatsuk et al. 1980).

Lawson & Poethig (1995) afirmaram que as plantas tém um mecanismo de regulagéo interna
que percebe as condicbes ambientais e, em funcdo delas, aceleram ou retardam seu
desenvolvimento. Assim, uma planta individual, em cada momento, poderia ser caracterizada nao
sO por sua idade cronolégica como também por critérios biolégicos tipicos de certo intervalo de seu
desenvolvimento, que é chamado estadio ontogenético (Carvalho et al. 1999).

A duragdo média de cada estadio ontogenético em cada espécie de planta tem um
componente genético, mas, como as condicbes ambientais podem variar grandemente, diferentes
individuos podem atingir um mesmo estadio ontogenético com diferentes idades cronolégicas (Gatsuk
et al1980). Portanto, diferentes individuos num mesmo estadio ontogenético podem ter sido
originados em diferentes eventos reprodutivos.

Silva (1991) observou que, antes de se tornarem adultos, individuos de Euterpe edulis
passam por mudang¢as morfolégicas caracteristicas de estadios ontogenéticos. A densidade dos
individuos diminui progressivamente do estadio inicial de plantula ao de adulto (tabela 1 e figura 1)
(Silva 1991, Reis 1995). Esses resultados poderiam indicar diferencas na variabilidade genética
entre os estadios ontogenéticos dessa espécie. A reducdo populacional poderia alterar as

freqUiéncias génicas entre os estadios, uma vez que poucos individuos chegam a fase adulta.
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Segundo Carvalho et al. (1999), a duragdo de cada estadio ontogenético tende a aumentar a
medida que a ontogénese progride, sendo menor em plantulas e maior em adultos. A maior
longevidade de um estadio ontogenético possibilita 0 acumulo de individuos recrutados de diferentes
eventos reprodutivos. Em outras palavras, o nUmero de eventos reprodutivos acumulados num
estadio ontogenético é tanto maior quanto maior a duracao do estadio ontogenético considerado.
Como a reproducao de E. edulis é exclusivamente sexuada (Reis & Guerra 1999) e nem todos os
adultos se reproduzem simultaneamente (Alves 1994, Reis 1995, Mantovani & Morellato 2000), a
variabilidade genética de um estadio deve ser tanto maior quanto mais duradouro for o estadio
ontogenético.

Além disso, se o ambiente for temporalmente instavel, poderia ocorrer selegcdo de
gendtipos, acarretando também variagbes entre as geragdes que precedem e as que sucedem a
selecédo (Hartl & Clark 1997, Futuyma 1992, Shorrocks 1980). Bovi et al. (1987) encontraram uma
taxa de sobrevivéncia de 21,61% entre plantulas e individuos de até 50 cm de altura e atribuiram a
baixa sobrevivéncia a competicao por agua, nutrientes e luminosidade. Dessa forma, a variagao
temporal no ambiente também pode alterar a freqléncia génica ao longo da ontogenia dessa
espécie.

Considerando tais informacdes, este capitulo tem por objetivos caracterizar a variabilidade
genética dos estadios ontogenéticos de E. edulis e compara-la entre os estadios testando:

1) Se selegéo natural for o principal mecanismo atuando ao longo dos estadios ontogenéticos,

a variabilidade deve aumentar com a ontogenia nos marcadores enzimaticos (expressos) e

ser aleatdria nos marcadores microssatélites (ndo expressos);

2) Se um processo de acumulo progressivo de geracdes estiver acontecendo, a variabilidade

genética deve apresentar um padrao ascendente em ambos os marcadores.
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Material e Métodos

Local de estudo

O presente trabalho teve por local de estudo a Reserva Municipal de Santa Genebra ja

descrita no capitulo inicial da tese.

Coletas

Foram coletados 32 individuos no estadio ontogenético de plantula, 30 individuos nos

estagios jovem |, jovem Il e imaturo e 14 individuos adultos, num total de 136 individuos. As

parcelas nas quais os individuos foram coletados foram escolhidas através de sorteio de pares de

nuameros aleatérios (figura 3). Os estadios ontogenéticos foram caracterizados por Silva (1991),

Reis (1995), Carvalho et al. (1999) e Souza & Martins (2005) como:

1.

Plantula: individuos com até 10 cm de altura até a insercéao da folha-flecha, tendo até trés
folhas flabeliformes. As plantulas, em sua maioria, estdo ligadas a semente que ainda
possui reservas de endosperma.

Jovem-fase I: individuos com alturas entre 10 e 30 cm até a insercéo da folha-flecha, em
geral com 2 a 4 folhas, das quais pelo menos uma tem forma transicional entre flabeliforme
e pinatissecta. Sua nutricao é autbnoma (independente das reservas da semente).
Jovem-fase II: alturas entre 0,3 e 1 m até a insergao da folha-flecha, estipe aéreo ausente e
com 4 a 5 folhas pinatissectas.

Imaturo: plantas com altura superior a 1 m até a insergao da folha-flecha, com estipe aéreo,
porém sem indicagdes de emissao de inflorescéncia.

Adulto: plantas com sinais evidentes de reproducao, como presenca de inflorescéncia ou
infrutescéncia; ou cicatrizes de inflorescéncias na parte superior do estipe; ou inflorescéncia

caida na base das plantas; ou a presenca de um aglomerado de plantulas sob a planta.
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Estes dois ultimos parametros apenas confirmam a presenga duvidosa de cicatrizes de

inflorescéncias.
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Figura 3. Mapa das parcelas na regiao brejosa da Mata Municipal de Santa Genebra, SP,

ilustrando a localizacao de cada individuo coletado.

Sistemas alozimicos e microssatélites utilizados

Os sistemas e locos alozimicos foram os mesmos ja descritos no primeiro capitulo, bem

como os locos de microssatélites e os protocolos laboratoriais.

Estimativas e analise dos dados

As freqUéncias alélicas foram estimadas a partir da interpretagdo dos géis. As estimativas
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de variabilidade genética foram calculadas e comparadas entre os estadios, sendo o critério para
considerar um loco como polimoérfico a freqiéncia do alelo mais comum inferior a 0,95. A
estruturacao genética foi analisada através do calculo de estatistica F de Wright (1978) e indice de
divergéncia de Rousset (1997) (Rst). Os testes de equilibrio de Hardy-Weinberg foram realizados
pelo método de permutagdes. Tais estimativas foram calculadas e avaliadas com auxilio dos
pacotes computacionais Fstat (Goudet 2002), Arlequin (Schneider et al. 2000) e RSTCALC

(Goodman, 1997).

Resultados

Marcadores alozimicos

As freqliéncias alélicas mostraram-se bastante varidveis entre os estadios para alguns
locos, como em G6pd-2 e Me-1, e pouco variaveis em outros, como em Ak-2. O numero de alelos
nos locos variou de um (Pr-3 e Adh-2) a 5 (6padh-1) (anexos 1 e 2). A variabilidade genética
encontrada nos estadios ontogenéticos mostrou uma tendéncia ascendente dos estadios mais
novos para 0s mais avancados. Tal tendéncia pdde ser elucidada pelas quatro medidas de
variabilidade: heterozigosidade esperada, heterozigosidade observada, porcentagem de locos
polimérficos e numero médio de alelos por loco (figura 4 e anexo 2). Considerando a populagéao
como um todo, o numero médio de alelos por loco foi igual a 2,088, a porcentagem de locos

polimérficos foi 61,660, a heterozigosidade observada foi igual a 0,152 e a esperada 0,204.

33



He

0.400 -

0.350 -

0.300 -

0.250 -

0.200 -

0.150 -

0.100 -

0.050 -

0.000

Heterozigosidade esperada

plantula

jovem|

jovemll

imaturo

adulto

Ho

He

0.129

0.140

0.186

0.187

0.377

100.000 -
90.000 -
80.000 -
70.000 -
60.000 -
50.000 -
40.000 -
30.000 -
20.000 -
10.000 -

estadio ontogenético

Porcentagem de locos polimoérficos

a

ab

0.000

plantula

jovem|

jovem

imaturo

adulto

45.714

47.059

57.143

62.857

95.455

estadio ontogenético

0.350 -

0.300 4

0.250 4

0.200 4

0.150 4

0.100 4

0.050 4

0.000

Heterozigosidade observada

a

ab

bc

plantula

jovem|

jovemll

imaturo

adulto

Ho

0.063

0.081

0.137

0.154

0.326

3.000 -

2.500 -

2.000 -

1.500 -

1.000 -

n? médio de alelos por loco (A)

0.500 -

0.000 -

estadio ontogenético

Numero médio de alelos por loco

ab

ab

plantula

jovem|

jovemll

imaturo

adulto

A

1.657

1.853

2171

2.257

2.500

estadio ontogenético

Figura 4. Variabilidade genética dos 35 locos de alozima nos estédios ontogenéticos de Euterpe edulis da Mata Santa Genebra, SP

(ANOVA, p<0,003). Obs.: letras iguais significam valores estatisticamente iguais (Bonferroni, p>0,05)

34




Alguns valores de Fis calculados por loco por estadio foram negativos, como em Me-2 de
plantulas e G3pd-1 de imaturos (anexo 2). Ao contrario da variabilidade genética (figura 4), o Fis
médio dos estadios ontogenéticos mostrou uma tendéncia decrescente ao longo dos estadios
ontogenéticos (figura 5).

Trés dos estadios ontogenéticos apresentaram desvios do esperado por Hardy-Weinberg
em ao menos um loco, sempre tendendo a deficiéncia de heterozigotos. Os locos foram Pr-2 em
plantula e imaturo, Idh em jovem Il e Acph-2 em imaturo. Todos os valores de Fis foram

significativamente diferentes de zero.

0.7
0.6
0.5
0.4 be
0.3

0.2

0.1

o

plantula jovem jovem imaturo adulto

‘ Fis 0.661 0.583 0.391 0.345 0.196

estadio ontogenético

Figura 5. Coeficiente de endogamia (Fis) para os 35 locos de
alozima dos estadios ontogenéticos de Euterpe edulis da Mata
Santa Genebra (ANOVA, p=0,004). Obs.: letras iguais significam

valores estatisticamente iguais (Bonferroni, p>0,05).

Marcadores microssatélites

Todos os estadios ontogenéticos ndo reprodutivos apresentaram pelo menos dois locos
fora do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05), enquanto o estadio adulto apenas um loco (EE41).

Nos locos EE08, EE41 e EE48 as heterozigosidades observada e esperada foram diferentes nos
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estadios de plantula e jovem Il. Em jovem |, apenas os locos EE03 e EE48 estiveram fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg, enquanto em imaturos, os locos EE09 e EE41 se mostraram fora do
equilibrio. Vale ressaltar que o loco EE48 esteve fora do equilibrio em todos os estadios nao
reprodutivos, estando em Hardy-Weinberg apenas em adultos.

Foram amostrados 45 alelos de microssatélites no total, dos quais sete foram exclusivos
dos estadios mais avangados. O numero de alelos presentes por estadio foram 25, 28, 33, 32 e 24
para plantulas, jovens |, jovens Il, imaturos e adultos, respectivamente. As freqiiéncias alélicas
variaram entre os estadios ontogenéticos (anexo 3). Alguns alelos aumentaram a freqiiéncia ao
longo dos estadios, como os alelos 190 do loco EE03, 120 do loco EE43 e 198 do loco EE48 e
outros diminuiram, como os alelos 130 do loco EE41 e 104 do loco EE43.

Todos os locos analisados foram polimérficos em todos os estadios pelo critério do alelo
mais comum com freqliéncia inferior a 0,95. A variabilidade genética foi ascendente ao longo da
ontogenia considerando as heterozigosidades observadas, sendo as heterozigosidades esperadas
similares entre os estadios (figura 6). Ao contrario da heterozigosidade e concordando com os
dados de alozimas, o coeficiente de endogamia para os estadios foi decrescente (figura 7). Com

excecao dos adultos, todos os estadios apresentaram falta de heterozigotos.

o 0,650 1 heterozigosidade observada b
0,650 - heterozigosidade esperada 0,600 -
0,600 - 0,550 -
0,550 - 0,500 ab
0,500
0,450 ab
0,450 - 2
0,400 - ab
0,400 -
0,350 - 0,350 - a
0,300 0,300 -
0,250 0,250
0,200 —= - - - 0,200 —= - - -
plantula joveml| jovem I imaturo adulto plantula jovem| jovem I imaturo adulto
‘ He| 0,533 0,579 0,603 0,607 0,638 ‘ Ho| 0,332 0,431 0,375 0,472 0,642
estadio ontogenético estadio ontogenético

Figura 6. Heterozigosidades esperada (p>0,050) e observada (p=0,042) para os seis locos de
microssatélites ao longo da ontogenia de Euterpe edulis da Mata Santa Genebra, SP (ANOVA).
Obs.: letras iguais significam valores estatisticamente iguais (Bonferroni, p>0,050).
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Figura 7. Coeficiente de endogamia (Fis) para os seis locos de microssatélites
dos estadios ontogenéticos de Euterpe edulis da Mata Santa Genebra (ANOVA,
p=0,032). Obs.: letras iguais significam valores estatisticamente iguais

(Bonferroni, p>0,050).

Os valores de diferenciagao genética (Rst) par-a-par nao foram significativos para a maioria
dos pares. Apenas os pares plantula-adulto e jovem l|-adulto apresentaram valores significativos de

Rst (tabela 5).
Tabela 5. Valores significativos de Rst pareados (1023 permutagdes)

plantula jovem | jovem Il imaturo
jovem | | -0,020™ -
jovem Il'| 0,005" 0,010" -
imaturo | 0,000 0,024™ 0,012 -
adulto | 0,041 0,053 0,015™ -0,003™

"n&o significativo (p > 0,05)
p < 0,05
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Discussao

Considerando os marcadores alozimicos, as estimativas de variabilidade genética estao
acima do estimado para plantas em geral, monocotileddéneas, espécies de ambiente Umido e de
reproducdo exclusivamente sexuada. Porém, as mesmas estimativas sdo mais baixas do que o

estimado para Euterpe edulis em outros trabalhos (tabela 6).

Tabela 6. Comparacéo da variabilidade genética considerando locos alozimicos.

Estud n? médio de porcentagem de  heterozigosidade
studo
alelos por loco locos polimérficos esperada
Plantas Hamrick & Godt 1989 1,96 - -
Hamrick et al. 1979 2,11 39,70 0,165
monocotiledéneas
Hamrick & Godt 1989 2,38 59,20 0,181
espécies de ambiente imido Hamrick et al. 1979 1,56 27,71 0,145
espécies de reprodugao Hamrick et al. 1979 1,63 35,64 0,135
exclusivamente sexuada Hamrick & Godt 1989 2,00 51,60 0,151
Reis 1996, Reis ef al. 2000a 2,7-39 71,4-100,0 0,41 -0,49
) Conte et al. 2003 24-26 62,50 - 68,75 0,259 - 0,284
Euterpe edulis
Conte 2004 3,05-3,15 100,0 0,416 - 0,431
Presente estudo 2,088 61,66 0,204

Essas diferencas entre os resultados aqui apresentados e os de Reis (1996), Reis et al.
(2000a), Conte et al. (2003) e Conte (2004) podem dever-se a trés motivos:

1) A variabilidade genética das populacbes estudadas por aqueles autores foi maior
que a do presente estudo. Neste caso, a diferenga na drea amostrada pode ter sido determinante,
uma vez que aqueles autores amostraram dareas entre 2 e 10 ha, enquanto neste trabalho
amostramos apenas um hectare.

2) A maior variabilidade genética descrita por aqueles autores seria um artefato do
menor numero de locos alozimicos analisados. Aqueles autores consideraram apenas de 7 a 10
locos alozimicos, enquanto o presente estudo considerou 35.

3) A menor variabilidade da populacdo da Mata Santa Genebra pode se dever a

endogamia. Sendo uma floresta urbana, essa reserva estaria sujeita a uma maior pressao de
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degradacgéo do que, por exemplo, a Fazenda Intervales, onde Reis (1996) e Reis et al. (2000a)

realizaram o estudo.

Nossas estimativas de variabilidade genética (figuras 4 e 6) mostraram-se crescentes do
estadio ontogenético mais novo (plantula) para o mais avancado (adulto) em ambos os
marcadores. Conte (2004) encontrou resultados semelhantes em populacbées da Floresta
Ombrofila Densa de Santa Catarina e o atribuiu a selegado em favor dos heterozigotos.

Reis (1996) encontrou excesso de heterozigotos nos adultos de seis das sete populagdes
analisadas e uma pequena falta de heterozigotos nas progénies. Neste caso, o excesso de
heterozigotos encontrado em adultos decorreria, segundo o autor, de heterose. Outros trabalhos
com resultados semelhantes justificam o excesso de heterozigotos da mesma forma em outras
espécies (Clegg & Allard 1973, Schaal & Levin 1976, El-Kassaby et al. 1987, Sampson et al. 1989,
Tonsor et al. 1993, Kalisk et al. 2001, Murren 2003).

Tal explanagdo é possivel, pois, apesar de os marcadores alozimicos terem sido
considerados neutros desde sua descoberta, Mitton (1994) e Eanes (1999) relataram que pode
existir selecdo envolvendo esses marcadores e fatores ambientais. Trabalhos com outros
organismos também apontam que alozimas nem sempre sdo tdo neutras como se pensa
(Richmond & Powell 1970, Allard et al. 1972, Bergmann & Ruetz 1991, Eguiarte et al. 1992, Tonsor
et al. 1993, Thelen & Allendorf 2001, Murren 2003, entre outros).

Entretanto, 0 mesmo nao pode ser dito para os marcadores de microssatélites. Ao contrario
das alozimas, os microssatélites ndo sdo marcadores expressos. Como a selecdo natural atua
sobre o fenoétipo, ndo se espera qualquer pressao seletiva sobre os microssatélites. Assim sendo, a
hip6tese de selegdo ndo explica a ascensao da variabilidade genética desses marcadores como
explicaria para alozimas. Devem existir, portanto, outros fatores envolvidos no padrao de aumento
da variabilidade genética ao longo da ontogenia na populagao estudada de E. edulis.

A maior duracéo de um estadio ontogenético possibilita 0 acimulo de individuos de diferentes
eventos reprodutivos e, assim, o nimero de geragbes acumuladas é maior quanto mais longa a
duracao do estadio ontogenético considerado. Como a reproducao de E. edulis é exclusivamente
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sexuada (Reis & Guerra 1999, Henderson 2000) e nem todos os adultos se reproduzem
simultaneamente (Alves 1994, Reis 1995, Mantovani & Morellato 2000), ndo se espera que as
plantulas apresentem as mesmas freqiiéncias génicas encontradas nos adultos e sim um
subconjunto de seus alelos. O acumulo progressivo de eventos reprodutivos nos estadios
ontogenéticos resultaria, entdo, em aumento da variabilidade genética de plantulas até adultos. Em
outras palavras, a sobreposicdo de geracbes aumenta ao longo do desenvolvimento de Euterpe
eadulis.

Esse fenbmeno seria analogo a um efeito Wahlund ao longo do tempo. Este efeito é
observado quando sub-populacdes com diferentes freqiiéncias alélicas sdo submetidas ao mesmo
teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (Hartl & Clark 1997). Geralmente ele é considerado quando
ha subdivisao espacial das populagdes. Entretanto, uma subdivisdo temporal com diferencas nas
freqliéncias alélicas entre geracdes pode gerar o efeito Wahlund temporal. Um resultado direto
desse efeito é a deficiéncia de heterozigotos. Os valores de Fis corroboram essa idéia, pois
decresceram ao longo da ontogenia.

Conte et al. (2003) argumentaram que o efeito Wahlund temporal ndo deve ocorrer em E.
edulis por trés razdes: (1) existéncia de sobreposicdo de geracdes dentro das classes etarias
estudadas, (2) o excesso de homozigotos nas classes mais novas nao significativo e (3) a falta de
estruturacao genética entre as classes. No entanto, o efeito Wahlund temporal que se baseia no
acumulo progressivo de eventos reprodutivos ao longo da ontogenia, ou seja, na sobreposicao
progressiva de geracdes nos estadios ontogenéticos. Logo, o efeito Wahlund temporal seria tanto
maior num estadio quanto menos geracdes sobrepostas nele existirem, aumentando ao longo da
ontogenia. Além disso, o excesso de homozigotos foi significativo em todas as classes etarias
(estadios ontogéticos, figuras 4 e 6), exceto para adultos com o marcador de microssatélites, e
houve estruturacdo genética entre adultos e os estadios mais novos (tabela 5) no presente estudo.
Como ja dito antes, tais diferencas podem ser decorrentes da diferenca no nimero de locos
amostrados entre nosso trabalho e o de Conte et al. (2003).

Estudos anteriores com outras espécies sugeriram uma relacao positiva entre a duragédo da
etapa no ciclo de vida e sua variabilidade genética, principalmente trabalhos envolvendo bancos de
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sementes e germinantes. O banco de sementes pode funcionar como um reservatério genético, no
qual sdo estocados os genétipos de sementes produzidas por muitas temporadas reprodutivas
(Templeton & Levin 1979, Brown & Venable 1986).

Alvarez-Buylla & Garay (1994) estudaram as mudancas genéticas ao longo do ciclo de vida
de Cecropia obtusifolia e encontraram alelos exclusivos no banco de sementes dessa espécie.
Segundo eles, a predacdo de sementes no solo é alta e poucas sementes contribuem para o
recrutamento de novos individuos mas, nas poucas sementes que permanecem no solo, alguns
alelos menos freqlientes podem se acumular com o tempo. Tal acimulo aumentaria a freqiéncia
de alelos raros e, conseqlentemente, a hetorozigosidade.

Cabin (1996) também encontrou maior heterozigosidade nas sementes no solo do que nos
germinantes em Lesquerella fendleri e ressaltou que o banco deve conter sementes produzidas
durante muitos anos por um grupos de parentais geneticamente diversos. Isso pode ser decorrente
de varios mecanismos. Se a endogamia variar anualmente, por exemplo, a heterozigosidade média
das coortes deve variar também, gerando diferengcas entre geragcdes mais novas € mais
avancadas. Resultados semelhantes foram descritos por McCue & Holtsford (1998) em Clarkia
springvillensis.

O palmiteiro E. edulis nao forma banco de sementes (Brochado 2003), e sim banco de
plantulas (Carvalho et al. 1999). No entanto, como ja discutido, essa espécie apresenta uma
duragcao progressivamente maior dos estadios ontogenéticos. Portanto, também pudemos notar
uma associacao positiva entre a duracao da etapa no ciclo de vida e a variabilidade genética.

Outra questao a ser considerada é que, da mesma forma que a heterozigosidade, o nimero
médio de alelos por loco também aumentou ao longo da ontogenia da populagdo estudada. O
ndimero médio de alelos deveria permanecer constante se a selecao fosse 0 Unico mecanismo de
alteracao da variabilidade genética ao longo da ontogenia. Por outro lado, ao aumentar o nimero
de alelos, aumenta-se o0 niumero de heterozigotos possiveis, isto &, a heterozigosidade aumentaria
nao somente porque os heterozigotos sao favorecidos, mas porque o numero de heterozigotos

cresce qualitativamente. Isso corrobora a idéia de que a hipétese de acumulo progressivo de
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geracoes (efeito Wahlund temporal) também é um fator importante para o aumento da variabilidade

genética ao longo da ontogenia de Euterpe edulis.

Conclusao

A variabilidade genética de Euterpe edulis aumenta do estadio ontogenético mais jovem
para o mais avangado. Tal aumento pode ser o resultado de selecdo em favor dos genétipos
heterozigotos, como apontado por outros autores, ou decorrente de um efeito Wahlund temporal,
caracterizado pelo acumulo progressivo de eventos reprodutivos ao longo dos estadios
ontogenéticos. E provavel que tanto a selegio em favor dos heterozigotos quanto o efeito Wahlund

temporal estejam acontecendo na populagio da Mata Santa Genebra, SP.
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Conclusoes Gerais

Fatores de restricdo ambiental abitticos, como luminosidade e umidade, podem
influenciar as frequiéncias alélicas de certos marcadores, sobretudo os marcadores que

tem expresséo fenotipica em Euterpe edulis

A variabilidade genética da espécie esta concentrada nos estadios mais avangados. O
que gera o padrao ascendente da variabilidade genética pode ser selecao em favor do
heterozigoto, como descrito em outros trabalhos, ou acumulo progressivo de eventos

reprodutivos ao longo da ontogenia (efeito Wahlund temporal).
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Anexo 1. Freqiiéncias alélicas dos loco de alozima por estadio ontogenético e por classe de

umidade e luminosidade de Euterpe edulis da Mata Municipal da Santa Genebra, SP.

Obs.: locos monomérficos foram suprimidos.

Luminosidade

Estadio ontogenético Umidade — - -

ndo estabelecidos estabelecidos
Loco alelo plant. jov.!| jov.Il imat. ad. Uum. sec. esc. cla. esc. cla.
Pgm-1 1 0,083 0,000 0,125 0,260 0,313 0,155 0,144 0,031 0,053 0,143 0,300
2 0,917 1,000 0,875 0,740 0,688 0,845 0,856 0,969 0,947 0,857 0,700
Pgm-2 1 0,250 0,063 0,048 0,025 nu' 0,114 0,056 0,154 0,115 0,048 0,025
2 0,750 0,938 0,952 0,975 nu' 0,886 0,944 0,846 0,885 0,952 0,975
Lap-1 1 0,000 0,019 0,093 0,074 0,154 0,083 0,041 0,020 0,000 0,117 0,081
2 1,000 0,981 0,907 0,926 0,846 0,917 0,959 0,980 1,000 0,883 0,919
Lap-2 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 0,042 0,000 0,000 0,000 0,043 0,018
2 1,000 1,000 1,000 1,000 0,813 0,958 1,000 1,000 1,000 0,957 0,982
1 0,063 0,018 0,017 0,017 0,107 0,051 0,021 0,063 0,000 0,027 0,042
2 0,000 0,018 0,138 0,033 0,071 0,051 0,056 0,021 0,000 0,108 0,056

6padh-
1 3 0,132 0,143 0,172 0,317 0,036 0,133 0,211 0,083 0,196 0,176 0,236
4 0,789 0,536 0,552 0,600 0,571 0,602 0,599 0,708 0,565 0,581 0,569
5 0,026 0,286 0,121 0,033 0,214 0,163 0,113 0,125 0,239 0,108 0,097
1 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000 0,000 0,016

6pgdh-
D) 2 1,000 1,000 0,979 0,964 0,750 0,953 0,944 1,000 1,000 0,983 0,891
3 0,000 0,000 0,021 0,018 0,250 0,031 0,056 0,000 0,000 0,017 0,094
1 0,042 0,071 0,058 0,161 nu' 0,088 0,094 0,094 0,029 0,096 0,125
Acph-1 2 0,958 0,881 0,885 0,821 nu' 0,882 0,868 0,906 0,912 0,885 0,821
3 0,000 0,048 0,058 0,018 nu' 0,029 0,038 0,000 0,059 0,019 0,054
1 0,000 0,026 0,000 0,077 nu' 0,036 0,031 0,000 0,029 0,045 0,040
Acph-2 2 0,909 0,974 0,976 0,885 nu' 0,875 0,969 0,923 0,971 0,955 0,900
3 0,091 0,000 0,024 0,038 nu' 0,089 0,000 0,077 0,000 0,000 0,060
1 0,054 0,167 0,121 0,067 0,071 0,059 0,123 0,056 0,161 0,097 0,081
Pgi-1 2 0,857 0,722 0,810 0,900 0,857 0,833 0,825 0,833 0,750 0,861 0,851
3 0,089 0,111 0,069 0,033 0,071 0,108 0,052 0,111 0,089 0,042 0,068
1 0,083 0,000 0,000 0,000 nu' 0,000 0,056 0,000 0,091 0,000 0,000
Pgi-2 2 0,917 1,000 0,929 1,000 nu' 1,000 0,917 1,000 0,909 0,900 1,000
3 0,000 0,000 0,071 0,000 nu' 0,000 0,028 0,000 0,000 0,100 0,000
1 0,000 0,100 0,079 0,028 0,107 0,043 0,083 0,000 0,143 0,040 0,096
G3pd-1 2 1,000 0,900 0,868 0,833 0,821 0,870 0,857 1,000 0,857 0,920 0,769
3 0,000 0,000 0,063 0,139 0,071 0,087 0,060 0,000 0,000 0,040 0,135
1 0,000 0,000 0,000 0,033 0,077 0,045 0,013 0,000 0,000 0,048 0,023
G3pd-2 2 0,000 0,000 0,067 0,033 0,154 0,091 0,039 0,000 0,000 0,071 0,091
3 1,000 1,000 0,933 0,933 0,769 0,864 0,947 1,000 1,000 0,881 0,886
Adh-1 1 1,000 0,833 1,000 1,000 nu' 1,000 0,960 1,000 0,875 1,000 1,000
- 2 0,000 0,167 0,000 0,000 nu' 0,000 0,040 0,000 0,125 0,000 0,000
Skdh-1 1 0,000 0,083 0,000 0,083 nu' 0,050 0,043 0,000 0,063 0,063 0,038
- 2 1,000 0,917 1,000 0,917 nu' 0,950 0,957 1,000 0,938 0,938 0,962
1 0,118 0,227 0,022 0,114 nu' 0,140 0,083 0,227 0,118 0,000 0,115
Skdh-2 2 0,882 0,773 0,957 0,886 nu' 0,840 0,917 0,773 0,882 1,000 0,865
3 0,000 0,000 0,022 0,000 nu' 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019
1dh 1 0,750 0,969 0,795 0,880 nu' 0,875 0,851 0,929 0,850 0,825 0,852
T 2 0,250 0,031 0,205 0,120 nu' 0,125 0,149 0,071 0,150 0,175 0,148
Alp 1 0,932 1,000 0,952 0,972 0,885 0,950 0,955 0,977 0,955 0,923 0,962
2 0,068 0,000 0,048 0,028 0,115 0,050 0,045 0,023 0,045 0,077 0,038

53



Anexo 1 (continuacéo)

Luminosidade

Estadio ontogenético Umidade - - -

nao estabelecidos estabelecidos

Loco  alelo plant. jov.| jov.ll  imat. ad. um. sec. esc. cla. esc. cla.
1 0,056 0,018 0,033 0,042 0,000 0,043 0,026 0,038 0,034 0,000 0,061
Est-1 2 0889 0946 0,950 0,958 0,821 0,902 0,935 0,942 0,897 0,943 0,909
3 0056 0,036 0,017 0,000 0,179 0,054 0,039 0,019 0,069 0,057 0,030
1 0,000 0,029 0,000 0,071 0,107 0,043 0,033 0,000 0,025 0,087 0,025
Est-2 2 1,000 0971 0,967 0,929 0,857 0,943 0,956 1,000 0,975 0,870 0,975
3 0,000 0,000 0,033 0,000 0,036 0,014 0,011 0,000 0,000 0,043 0,000
1 0813 0714 0569 0,650 nu' 0,702 0,667 0,788 0,731 0,589 0,629
Me-1 2 0,146 0,250 0,310 0,267 nu' 0,238 0,254 0,212 0,192 0,268 0,306
3 0,042 0,036 0,121 0,083 nu' 0,060 0,080 0,000 0,077 0,143 0,065
Me-2 1 0067 0,000 0,115 0,08 nu' 0,133 0,043 0,000 0,053 0,140 0,069
. 2 0933 1,000 0,88 0,911 nu' 0,867 0,957 1,000 0,947 0,860 0,931
G6pd-1 1 1,000 0,727 0,333 0,900 0,813 0,789 0,683 0,800 0,889 0,559 0,769
2 0000 0,273 0,667 0,100 0,188 0,211 0,317 0,200 0,111 0,441 0,231
i 0,000 0,000 0,136 0,167 0,250 0,071 0,146 0,000 0,000 0,214 0,125
G6pd2 2 1,000 1,000 0,818 0,500 0,750 0,857 0,750 1,000 1,000 0,607 0,792
3 0,000 0,000 0,045 0,333 0,000 0,071 0,104 0,000 0,000 0,179 0,083
1 0,000 0,000 0,000 0,063 0,036 0,020 0,029 0,000 0,000 0,060 0,000
G6pd-3 2 0,000 0,100 0,033 0,094 0,357 0,140 0,129 0,000 0,143 0,120 0,200
3 1,000 0,900 0,967 0,844 0,607 0,840 0,843 1,000 0,857 0,820 0,800
1 0,000 0,077 0,139 0,158 nu' 0,160 0,071 0,000 0,091 0,056 0,237
Gépd-4 2 1,000 0,923 0833 0,789 nu' 0,800 0,914 1,000 0,909 0,861 0,763
3 0,000 0,000 0,028 0,053 nu 0,040 0,014 0,000 0,000 0,083 0,000
Hk-1 1 0,000 0,000 0,094 0,021 0,091 0,050 0,033 0,000 0,000 0,037 0,083
2 1,000 1,000 0,906 0,979 0,909 0,950 0,967 1,000 1,000 0,963 0,917
1 0,063 0,000 0,269 0,088 0,385 0,238 0,149 0,000 0,071 0,175 0,283
Hk-2 2 0938 1,000 0,692 0,853 0,192 0,595 0,757 1,000 0,929 0,625 0,587
3 0,000 0,000 0,088 0,05 0,385 0,167 0,081 0,000 0,000 0,175 0,130
4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,038 0,000 0,014 0,000 0,000 0,025 0,000
Hk-3 1 0,000 0,000 0,000 0,056 0,273 0,100 0,018 0,000 0,000 0,083 0,083
2 1,000 1,000 1,000 0,944 0,727 0,900 0,982 1,000 1,000 0,917 0,917
1 0306 0,05 0,125 0,119 0,063 0,242 0,100 0,367 0,091 0,080 0,146
Pr-1 2 0639 0842 0875 0,833 0,625 0,677 0,845 0,633 0,818 0,840 0,792
3 0056 0,053 0,000 0,048 0,313 0,081 0,055 0,000 0,091 0,080 0,063

i 0250 0,09 0,056 0,048 0,179 0,190 0,074 0,190 0,159 0,167 0,031
Pr-2 2 0750 0,848 0,833 0,786 0,750 0,750 0,833 0,762 0,841 0,714 0,844
3 0,000 0,043 0,411 0,167 0,071 0,060 0,093 0,048 0,000 0,119 0,125

Ak-A 1 0071 0,08 0,13 0,000 0318 0,139 0,078 nu’ nu' nu’ nu'

— 2 0929 0917 0,864 1,000 0,682 0,861 0,922 nu' nu' nu' nu'
Ak-2 1 0,000 0,000 0,065 0,033 0,269 nu' nu' 0,000 0,000 0,096 0,120
— 2 1,000 1,000 0,935 0,967 0,731 nu' nu' 1,000 1,000 0,904 0,880

"nu: loco n&o utilizado nas analises
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Anexo 2. Heterozigosidade esperada, nimero de alelos e Fis por estadio ontogenético por loco de alozima de E. edulis.
plantula jovem | jovem Il imaturo adulto

Loco He Fis A He Fis A He Fis A He Fis A He Fis A Gs'r Ho
Pgm-1 0,160 0,653 2 - 1 0,226 0,337 2 0,397 0,496 2 0,482 0,741 2 0,060 0,106
Pgm-2 0,411 0,757 2 0,125 1,000 2 0,095 1,000 2 0,050 2 - - - 0,050 0,038
Lap-1 - 1 0,037 2 0,171  -0,083 2 0,140  -0,061 2 0,269 -0,143 2 0,032 0,136
Lap-2 - 1 - 1 - 1 - 1 0,321 -0,167 2 0,137 0,075
6pgdh-1 | 0,373 0,718 4 0,626 0,430 5 0,647 0,361 5 0,544 -0,288 5 0,629 -0,135 5 0,032 0,458
6pgdh-2 - 1 - 1 0,042 2 0,071 -0,009 3 0,400 0,250 2 0,090 0,083
Acph-1 0,083 2 0,226 0,789 3 0,216 0,288 3 0,306 0,300 3 - - - 0,125
Acph-2 | 0,182 1,000 2 0,053 2 0,048 2 0,218 1,000 3 - - - 0,025
Acph-3 | 0,000 - 1 - 1 - 1 - 1 - - -
Pgi-1 0,260 0,176 3 0,450 0,424 3 0,331 0,271 3 0,187  -0,067 3 0,264 -0,083 3 0,240
Pgi-2 0,167 1,000 2 - 1 0,143 2 - 1 - - - 0,036
G3pd-1 - 1 0,200 1,000 2 0,246 0,357 3 0,292 -0,140 3 0,319  -0,121 3 0,170
G3pg-2 - 1 - 1 0,129 -0,037 2 0,131 -0,018 3 0,391 -0,180 3 0,052 0,146
Adh-1 - 1 0,333 1,000 2 - 1 - 1 - - - 0,030
Adh-2 - - 1 - - - 1 - 1 - - -
Skdh-1 - 1 0,167 2 - 1 0,159  -0,048 2 - - - 0,083
Skdh-2 | 0,221 1,000 2 0,382 0,762 2 0,086 -0,011 3 0,210 0,784 2 - - 0,004 0,056
Idh 0,429 1,000 2 0,063 2 0,340 0,866 2 0,217 0,262 2 - - - 0,009 0,067
Alp 0,132 0,656 2 - 1 0,093 -0,026 2 0,056 2 0,212 -0,091 2 0,006 0,085
Est-1 0,210 0,647 3 0,106 0,663 3 0,098 -0,024 3 0,082 -0,022 2 0,302 -0,182 2 0,023 0,130
Est-2 - 1 0,059 2 0,067 2 0,137 -0,040 2 0,266 0,464 3 0,011 0,082
Me-1 0,324 0,101 3 0,436 0,263 3 0,577 0,163 3 0,510 0,215 3 - - - 0,011 0,374
Me-2 0,129 -0,037 2 - 1 0,211 0,635 2 0,167 0,357 2 - - - 0,004 0,079
G6pd-1 - 1 0,427 0,574 2 0,477 0,651 2 0,200 1,000 2 0,339 0,632 2 0,226 0,095
G6pd-2 - - 1 - 1 0,336 0,730 3 0,674 0,670 3 0433 0,615 2 0,096
G6pd-3 - 1 0,200 1,000 2 0,067 2 0,288 0,348 3 0,516 -0,245 3 0,105 0,179
G6pd-4 - 1 0,154 1,000 2 0,296 0,249 3 0,360 0,122 3 - - - 0,017 0,135
Hk-1 - 1 - 1 0,179 0,651 2 0,042 2 0,182 1,000 2 0,021
Hk-2 0,125 2 - 1 0,478 0,678 3 0,276 0,787 3 0,705 0,455 4 0,250 0,144
Hk-3 - 1 - 1 - 1 0,111 1,000 2 0,436 1,000 2 0,139
Pr-1 0,520 0,679 3 0,289 0,636 3 0,226 0,337 2 0,300 0,524 3 0,545 0,082 3 0,043 0,213
Pr-2 0,395 1,000 2 0,279 0,844 3 0,304 0,634 3 0,369 0,871 3 0,418 0,145 3 0,112
Pr-3 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1
Ak-1 0,138 0,655 2 0,157  -0,063 2 0,242 0,250 2 - 1 0,455 2 0,083 0,170
Ak-2 - 1 - 1 0,125 -0,048 2 0,067 2 0,410 0,063 2 0,127 0,116
Média 0,129 0589 1657 | 0,140 0516 1,853 | 0,186 0,294 2171 | 0,187 0,287 2,257 | 0,377 0,195 2500 | 0,044 0,111

Obs.: Os valores nulos estéo referidos por células em branco.
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Anexo 3. Freqliéncias alélicas dos locos de microssatélites por estadio ontogenético e por classe

de umidade e luminosidade de Euterpe edulis da Mata Municipal de Santa Genebra, SP.

Luminosidade

Estadio ontogenético Umidade - - .

nao estabelecidos estabelecidos

loco alelo  plant. jov. | jov. Il imat. ad. um. sec. esc. cla. esc. cla.
188 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,014

190 0,000 0,000 0,000 0,033 0,089 0,010 0,013 0,000 0,000 0,047 0,000

192 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,014

195 0,000 0,039 0,058 0,017 0,000 0,010 0,033 0,000 0,036 0,031 0,027

% 198 0,083 0,089 0,025 0,000 0,000 0,010 0,046 0,089 0,036 0,016 0,000
L 208 0,849 0,706 0,725 0,817 0,661 0,867 0,770 0,821 0,839 0,750 0,824
222 0,000 0,000 0,025 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,014

228 0,000 0,056 0,025 0,000 0,000 0,020 0,013 0,036 0,018 0,016 0,000

231 0,000 0,072 0,058 0,117 0,089 0,061 0,059 0,036 0,036 0,125 0,041

234 0,068 0,039 0,058 0,000 0,161 0,020 0,046 0,018 0,036 0,016 0,068

© 98 0,313 0,244 0,194 0,244 0,321 0,287 0,234 0,241 0,313 0,229 0,243
E 108 0,609 0,694 0,761 0,711 0,679 0,667 0,722 0,621 0,688 0,771 0,703
118 0,078 0,061 0,044 0,044 0,000 0,046 0,044 0,138 0,000 0,000 0,054

82 0,131 0,107 0,167 0,083 0,286 0,179 0,111 0,100 0,133 0,189 0,122

88 0,163 0,173 0,400 0,333 0,321 0,283 0,265 0,200 0,133 0,351 0,365

% 94 0,272 0,207 0,117 0,183 0,143 0,170 0,204 0,183 0,300 0,162 0,135
L 98 0,413 0,407 0,283 0,367 0,250 0,330 0,377 0,417 0,417 0,257 0,365
102 0,022 0,107 0,033 0,000 0,000 0,038 0,031 0,100 0,017 0,014 0,014

106 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,012 0,000 0,000 0,027 0,000

116 0,000 0,000 0,272 0,000 0,143 0,033 0,115 0,000 0,000 0,150 0,145

118 0,000 0,000 0,089 0,457 0,286 0,174 0,154 0,000 0,000 0,267 0,323

— 121 0,430 0,550 0,256 0,107 0,107 0,283 0,338 0,460 0,540 0,183 0,145
% 126 0,086 0,000 0,106 0,207 0,250 0,141 0,092 0,060 0,020 0,150 0,194
130 0,445 0,450 0,239 0,123 0,107 0,315 0,277 0,480 0,420 0,183 0,145

132 0,039 0,000 0,039 0,107 0,000 0,043 0,015 0,000 0,020 0,050 0,032

134 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 0,011 0,008 0,000 0,000 0,017 0,016

™ 104 0,766 0,733 0,750 0,633 0,571 0,679 0,731 0,707 0,817 0,622 0,716
fru 120 0,234 0,267 0,250 0,333 0,429 0,321 0,256 0,293 0,183 0,365 0,270
w 148 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,013 0,000 0,000 0,014 0,014
196 0,125 0,000 0,000 0,053 0,000 0,067 0,025 0,050 0,081 0,000 0,041

198 0,000 0,000 0,033 0,136 0,179 0,058 0,051 0,000 0,000 0,121 0,081

201 0,000 0,137 0,033 0,036 0,000 0,067 0,032 0,067 0,065 0,061 0,000

206 0,109 0,037 0,117 0,136 0,071 0,125 0,076 0,100 0,048 0,091 0,135

209 0,297 0,170 0,183 0,053 0,393 0,221 0,190 0,267 0,210 0,152 0,189

212 0,000 0,000 0,217 0,086 0,000 0,038 0,089 0,000 0,000 0,121 0,135

215 0,078 0,270 0,083 0,170 0,107 0,106 0,171 0,150 0,194 0,121 0,122

% 220 0,266 0,153 0,200 0,236 0,143 0,192 0,222 0,200 0,226 0,197 0,216
L 226 0,000 0,053 0,067 0,053 0,000 0,019 0,051 0,033 0,016 0,076 0,027
227 0,031 0,087 0,000 0,000 0,000 0,038 0,019 0,100 0,016 0,000 0,000

229 0,000 0,000 0,000 0,020 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000 0,000 0,014

230 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 0,019 0,000 0,000 0,000 0,015 0,014

232 0,031 0,020 0,000 0,020 0,000 0,010 0,019 0,000 0,048 0,000 0,014

234 0,000 0,037 0,067 0,000 0,000 0,019 0,025 0,000 0,032 0,045 0,014

237 0,000 0,037 0,000 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000 0,032 0,000 0,000

242 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,013 0,033 0,032 0,000 0,000
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