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INTRODUCXO:

0 género Hymenaes

0 g&nero Hymenaea L., pertence 2 famf{lis Leguminosae, s=sub
famflia Caesalpinioideae, tribo Detarieae. Nz dltima revisic do
génerc, s%o descritas 14 espécies, s maior parte delas com dis-
tribuic3o Neotropical, estendendo-se desde o centro do HMéxico,
Antilhas, =até ac norte da Argentina {( Lee & Langenhe:im, 1975 7.
H. wverrucosz Gaertn. € a2 Unica espécie do génerc que ndc se en-
contraz nos Neotropicos. Esse espécie acha-se restirita a cosgta
leste do continente Africano e & ilha de ﬁadagaécar ( Lee & Lan~
genneim, 1375 ). Acredita-se gue © centro de origem ¢o grupo te-
nha sido ns Africa, e o de diversidade na regidc Amazdnica ( Lan-
genheim & Lee, 1274, Lee & Langenheim, 18705 7.

Além dos intensos estudos taxenbm:icos, o género vesn sgendo
centro de investigacBes & cercs de composi¢do guimices Ge suas re-
sinas, bem come do possivel significado eéoiégico e evolutivo das
mesmas ( Martin et al 18974,1976; Langenhein et al 13877; Stubble-
bine & Langenheinm 1977; Langenheim et al! 1980; Stubblebine et a:
1980; Arrhenius & Langenheim 1983; Langenheim & Hall 1983: Lange-
nheim & Stubblebine 18832; Langenheim et &l 1886t .

Esse interesse pelo grupe comegou com a constatacio de que
reginas fosseis, datadas do Tercidrioc, encontradas no México, Co-
16mbiz e Brasil, eram derivadas de Hymenaesz. Por cutre lado, a
gsub famili1za Caeszalipinicideae abriga um ndmero gignificative de

plantas produteras de resinas e € um dos mais imperiantes grupos



de piantaa nog ecoselatemads equatorialse tanto Africanosg como Sul

Americanos. Desgta forma og estudos com Hymenaez também foram rea-

lizadoes na tentativa de uma melhor compreens¥o do sistema de re-
sinas em plantas de regiBes tropicais ( Langenheim, 1881; Lange-
nheim & Stubblebine 1983 7.

Apegar dos inumeros estudos tanto ac nivel puramente guim:-
ca, come taxondmico, 2 delimitagHo dos taxa nem sempre @ gimpies,
Algumas espécies apresentam uma grande variacl3o morfeldgics so-
bretudo em certas areas de suas distribuigBes. Algumas destas va-
riag8es foram consideradas suficientemente estévels ao ponito de
se criarem variedades dentro de uma espécie. Em oulros casos cer-
tos taxa, anteréorﬁente considerados espeécies boas, passaram 2
categoriea de variedades de uma espécie mais ampia. Esse € o caso

-

de H. stilbocarpz Hayne, H. altissims Ducke e EB. longifoiia

Benth, que foram incluldas como variedades de H.cournarii L. (Lee
& Langenneim, 1875). Essa mudanga de critério deve-se, principai-
mente, ao fatoc da variag3o morfoldgica de formz ¢ tamanho de fo-
liolos e frutos, bem como as caracteristicas florais se sobrepo-
rem pelo menos em certas sreas; ou 2 ocorréncia de individuos com
caracteres morfologicos intermedidrios aos descritos para doig éu
mals taxa { Lee & Langenheim 1875 ). Essas situaglies frequentes
pars vari1os d4os taxa do género, 4ificultam ou mesmo impossibili-
tam uma delimitac8s clarz dos taxa. Degte forma, muitas vezes 2
iocalizag3c geografica ou a descrigloc do habitst, fornece mals
informacBes sobre a identidade de uma planta do gue as caracie-

risticas morfoldégicas observadas em um material de herbarioc.



Embora ndo existam trabalhos quest:ionando a validade de se
incluir estes 3 taxa como variedades de H. courbaril, nem todos
Os pesgulsadores parecem aceitar esta mudangs. Rizzini (1879) em-
bora n%3o faga referéncia a gqualguer tipo de discordinc:ia, cont:i-

nua citando E. st:lbocarpz, H. altissima e H. longifolia como es-

pecies val:idas.

Considerando-se H. courbari! sensu Lee e Langenheim (1375
2 distribuig¢dc dests espécile prat:icamente concorda com 2 distri-
buigdc HNeoiropica! do genéro. 2 grande variabillidade morfolidgica
observada nesta especie e verificada tanto dentroc de cada popuisa-
¢80, como de cada variedade, 3 exce¢do das populagdes de H. cour-
bari! wvar c¢ourbaril dea Venezuelsz, América Centra. e Mexico gque
ndc apresentam variag?o morfoldgica. As populagles da Amazdnia e
ac sul dests formascio vegetal, s%o muitc varisve:s ( Lee & Lange-
nheim, 1972; FKari:in et a! 1974,1S876; Langenheim et al 1877; Stub-
blebine et a! 1880 .

Outras espécies também apresentam muita variacio morfolég:i-
ca. H. parvifolia Huber, por exemplo, apresenta alta plasticidade
fenctipica, podendo variar desde arvores alias em regides de mata
arenosa de terra firme na Amazbnis, até plantas de ports a?bust£~
vo em regifes de campe { Lee & Langenheim 1875 J.

Com reiacio as resinas,., foram feitos estudos sobre a compo-
si¢g8c guimicae do Lronce, do fruto e folhas. Esses estudos visavam
tanto & busce de uma melhor compreensiio dos limites entre as es-
pécies bem come as relacdes {ilogenélicas e ecoldgicas das mesmas

( Martin et al 1874,1976; Lee & Langenheim 1975; Langenheim et al

1877, 1878, 1982, 1983; Stubblekine & Langenheim 1880 ). Estudes



da variagdc geogriafica de resinas foliares mostraram que a2 pro-
porgl3o relative de alguns dos principais compostos componentes

dag resinas, variam dentro de uma mesma popula¢3o em algumas das

espécies de florestas tropicais ( Martin et al 1974,1976: Lange-
nheim et al 1977, 138B3; Stubblebine et al 1980 ., Essas variacbes
se repetiram, guardando, aproximadamente, as mesmas propor¢des em

populacles distintas e permitiu gue se caracterizasse & tipos ae

53}

resinas  com compesicles diferentes ( Langenheim et al 1877,1883;
Stubblebine el al 1980 }. Nem todas as espécies de Hymenaea apre-
sentam variagdeg na composicio gualitativa das resinas foliares.
Essas wvariaches foram verificadas sobretudo em espécies que se
distribuem na Amezbnia ( & excegdo de H. courbaril var gubsess:-

lis Ducke ¥ & ac sul! de Amazdniz normaimente em ambientes mésicos

( Bart:in et al 1974,1576; Lee & Langenheim 1575; Langenheim et al

F

877 tubblebine & lLangenheim 1980 ). Diversas espeécies ndo
apregentaram  variaces na compos:i:g¢loc da resina foliar. Em outros
casos, dentro de um mesmo taxon, em determinadas &reas de distri-
buiclo, verifica-se variacBes gualitativas na conposicioc de res:-
nas foliares, enguanio gque em populagles da2 mesma espécie, poreénm
de outras @&reas geogréficas, 1sso n3o ocorre. H. courbari: wvar
courbarii & um exemplo disso. As populacBes deste taxon de Vene-
zuela, América Central e México n¥o apresentam variagdo na compo-
sig8o de resinas foliares. Entretanto a2z populacbBes Amszdnicas
possuem diversos tipos de resinas. As outras variedades de H.
courbaril cujas resinas foram analisadas Lambhénr apresentam varia-

cSes gualitativas de resinas foliares; a3 uUnica exceglo, parece

ser E. courbaril var gubsessilis {( Langenheim et ai 1977: Stub-




blebine & Langenheim 1880; Langenheim & Stubblebine 13983 ).

A resina foliar de todas as espécies gue n¥o apresentam va-
riagBes qualilativas se enquadram no que foi descrito comoc o tipo
11 de resinz { Hartin et al 1877,1976; Langenheim et al 1877,
1383; Stubblebine et 2l 1580 ). Esse ti1po de resina € o mais fre-
guente dentro do género e dentro de cada taxon, mesmo nagueles
onde ocorre mais de um tipo ( Martin et al 1974,1976 ).

Nos taxa onde € possivel encontrar diversos Lipos de resins
foliar entire individuos de uma mesma populacfoc, nem sempre todos
o tipos de resinas ccorrem { Langenhelm et al 18977, 1983 Btub-
blebine et al 13880 ). Um mesmo individuo aduito pode produzir, em
uma mesma coorite, pliéntulas com tipos ﬁe resinag foliares dife-
rentes entre si: e diferentes do tipo de resinz encontradce na
plantas mde { Langenheim et =1 1377, 138%: Stubbliebine et a2l
19807 . A& composigBo da resina folilar de um 1ndividuo n3o var:ia
com @& mudanca de fatores ambientais ou com o degsenvoivimento ds
planta, sendo portanto uma caracteri{sticz geneiicamenie determi-
nada { Stubblebine et al 1975, 1978; Langenheinm et aé 1881 .

Essas diferengas qualitativas na composic3o da resina fo-
Yiar foram correlacionadas com esiratégias da plantaz conira o
atague de herbivoros ( Langenheim et ai 1977, 198C, 1983, 1986
Stubblebine et al 1877, 13980G: Arrhenius & Langenheim 18983; Lange-
nheim & Hall 1383; Coley 198%& 3. A ac3oc intensa de herbivoros es-
taria favorecendo z evolugl3c de tipos diferentes de resina. Qual-
quer muta¢Bc que permitisse o aparecimento de uma plintula com
composicdo de resina foliar diferente da composiglo ds arvore mie

€ que fosse téxica aos herbivoros, seria rapidamente selecionada



e fixads na populac8o ( Uhittaker & Feeny 1871:; Levin 1576: Len-
genheim et al 1977; Stubblebine et al 1980 ). Desta forma a ag¢®o
de herbfvoros, nas #dreas tropicais, desempenharia uma presgsido de
selec3o suficientemente alta de forma a estar determinando a evo-
lucso deste si1stema de defesa bem comeo o padric de distribuigio
dos individuos de espécies vegetais ( Janzen 1870 ). OUbserva-se
que as espécies que apresentam progénie de um2 mesma coorite, com
tipos de resina foliar diferentes entre si: e diferentes da compo-
sicl¥o da arvore mie, distribuem-se em areas onde ¢ atague de her-
bivoros € mais intensc { Langenhe:m et al 1877, 1983; Stubblebine
et al 1980 3. Verificez-se tambem que herbivoros que atacam as fo-
lhas ds arvore m3e, atacam preferencialmente as plantulas com ©
mesmo Lipe de composi¢dc de resins gque o adulto. Desta forms, em-—
pora encontre-se sob um adultc, plintulas , gue apresentem 2
mesma composicBo de resina foliar gue o adulte, (ziem de outlras
plantulas cuja composicdo € diferente), apds aiguns anos tLrans-
corridos, o5 Jgovens & guvenis al enconirados spresentam Composi-
c%c de resina diferentes da composigdo da srvore m¥e. Prat:-
camente todos os i1ndividuos gue apresentavam 2 mesma composi¢io
de resinsg fol:ar gue & arvore mBe, desapareceran; posszveimenie
devide ao atague de herbivoros {( Langenheim et al 1877, 1383;
Stubbiebine et al 1880 ). Acredita-se que esta imprevisibilidade
guanto ac ti1po de composicdo de resina foliar de &rvores adultas,
pléntulas e Jovens, evite a evolugBo de herbivoros esgpecialistas
( Pimentel & Bellotti 187&;Langenheim et al 1377; Stubblebine et

al 19B0O; Pimentell3B84 ). Por ocutro lado, oz mesmos tipos de com-

posi¢Bc de resina foliar aparecem em varias espécies, sugerindo
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que o efeito de herbivorfa esteja levando a umz convergéncia en
termos de estratédgia de defesa. U mesmo parece occorrer guando se
comparam as diferen¢as quantitativas das resinas foliares.( Har-
tin et al 1974,1976 ). Alénm das wvaria¢Bes enire os Lipos composi-
cionals de resinas, foi detectado um segundo Lipo de variagsd@o de
resinas. Dentro de cada tipo composicional de resina ocorre uma
variagdc na guantidade dos compostos gue consgiituem 2s resinas.
Essas variagles quantiteativas mantém a proporgieo relativa dos
principaig componenies, mantendo portanto as caracteristicas dos
tipos composicionais. Essas variagles guantitativas foram obser-
vadas enm todas as espéclies e todas as populagdes ( Nartin et al
1874, 1876 >, Buando se anzlisam estas variagdes guantitativas
para todas as espeécies do género, deniro de um mesmo Lipo ¢ompo-~
gi1ci1onal, observa-se gus planias gue ocupam habitats semelhantes
ocu mesma regldc geografica, mesmo ndo pertencendo & mesma espe-
cie, apresenltam resginzac mals semelhanites entre si do gue pliantas
da mesma egpecie porem de regidesg distintas ( HMartin el al
1874,187¢ ). lgso faz com que resinas foliares forneganm informa-
cles, muito i1mportantes sob o ponto de vista ecoldgice. Contudo
com relac®o & delimitacldo de especies e & fiiogenia 4o grupo, és
informagBes oblidas através das resinas foliares %0 muite incon-
gruentes.

Embora Hymenasa seja um grupo bastante estudade, muito pou-

coe foi feito ate © momento com respeito ao sistema de reprodugso
e piclogia filoral das espécies.
Bawe ( 1574 } citia gue E. courbaril var courbaril, na Costa

Rica, € autoc incompativei:. £ possivel que as demais espécies do



género também apregentem egte meamo 2ielems de reproducic ( Les §
Langenheim 1975 ). Caracterf{sticas da flor com relagdo 2 posigio
das . anteras e esti{gma durante 2 8ntese sugerem que & reprodugio
seja principalmente cruzada ( Lee & Langenheim 1975 ). Quanto aos
possivels agentes polinizadores, as caracter{sticas das pilanias
com relagic & posicHo das 1nflorescéncias na copa, tamanho das
fiores, produg3o de néctar, horaric de &ntese, entire ouiras, su-
gerem dois tipos bem distintos de agentes - um grupe de pilantas
sendo visitado por insetos e outro grupo por morcegos (Lee & Lan-
gennem 1975 ).

As espécies daz sec¢3o Trachileobium apresentam caracreristi-

cas gue concordam com as estabelecidas por Faegr: & van der

’TJ

1gi (1879 ) para sindrome de peclinizag¢®o por abelhas, apresen-
fandec flores mais delicadas gue as da outra secdo ( Lee & Lange-
nheim 1975 . De fato, varias observacBes ¢ coletas de abeihacs e

vespas vigiiando ume #rvore de H. oblongifolis na regific de Ha-

naus, foram feitas. Entretanto ndc constam informacgBes sobre a2

presenca de grBos de pdlen de H. oblongifelia nos insetos coleta-

dopg ( Lee & Langenheim 1875 7.

As espécies da seglo Trachilobium, devidao és caracierist:~
cas morfolégicas, s3o consideradas as meis primitivas do género.
Pertence 2 esta ge¢Bo 2 espécie E. Verrucosa gue € a unics espe-
¢ie BAfricanz de Hymenaea. Acredita—-se gue s origem do grupo tenhsa
si1do na Efrica e gue do grupo Africanc primitive tenham se origi-

nado H. verrucosa e E. obiongifolia. A espécie Africana apresents

caracteristicas de flores e inflorescéneia similares as  ouiras

espécies 5Sul Americanas desta segdo, © gque sugere que tocas Le-



nham o mesmo tipo de agente polinizador. Segundo Lee e Langenheim
( 1975 ) o5 morcegos existentes na Kfrica de sub ordem MNegach:i-
roplera, seriam grandes demais e muito inativos; dificilmente po-
deriam estar envolvidos com a polinizag¥o desta espécie. Acredi-
ta~se, portanto, que s polinizag¢do por i1nsetos seja © tLipo de po-
linizag¢%o mais primitive, sendo a guiropterofilia uma caracteris-
tica secundiria e mars recente ( Lee & Langenheim 1575 ). Entre-
tanto, existem aliguns meorceqos da sub ordem Megachiropterz que
sdco nectarivoros, alem de varios oulros morcegos Africanos que
apresentam este mesmo hdbito alimentar, o gue permitir:ia gue =2
especie africanz de Hymenaes pudesse ser por eies polinizads {(Sa-
zima, comunicagd3c pessoal ).

T grupo de plantas reunicas nz se¢sc Hymenaea sg8c conside-
radas plantas mais recentes e apresentam as caracteristicas flo-
rais de plantas que s3c polinizadas por morcegos { Faegr: & wvan
der PiJl 1875 ). OUbservagles de morcegos visitando planias destas
egpécies, SO exigtenm para H. courbaril { Voge! 1868, 136% apud
Langenheim 1975: Heithaus et al 1975 3. Entretante, por semelhan-
¢z de caracteristicas florsis, acredita-se gue mOorcegos possan
ger os polinizadores efetivos das ouiras espécies da secho.

As rejagles evoiutivas sugeridas para as espéclec do género
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foram baseadas gobretudo em caracteres morfolidgicos e da an
das folheas ( Lee & Langenhe:m 1975; Langenheim et =zl 1382 ). Ou-

trogs caracleres, mesmo O quimicos, sobre resinasg, foram pouco ou

-

iizados no estabelecimento das relacbes de parentesco en-

b

nada ut
Lre aB especies. N30 se elimina 2 possibilidade de ums Origen

hibrida de H. intermedia a partir de H. oblongifolia e E. courba-




rit, embora as evidéncias para 18so0 gejam apenas &g morfoloégicss.
Essas mesmas evidéncias também permitem que se proponha que H.

courbarii tenha se originado de H. oblongifoliz através de popu-

s

lscbes 1ntermedidrise de H. intermedis ( Lee & Langenhetm 1975 ).

Tambem 2 andlise quimica da resina foliar sugere ager poggivel gue
& populagdo de ume espeécie ainda n3o descrita e restiritas 2 pro-
vincie ae Usa ( Coste Rica )} tenhe mantido fluxo gé&nico & ate

-

certz hibrida¢so inirogressiva com E. courbar:l da Costa Ricz ¢
Kartin et al 1374 ). Egse grupo de Usz € mant:ido dentro de H.
courbaril por Lee e Langenheim {( 1975 ).

U  numero cromessémice em todo o génerc € o mesmo (2n=247 e
aparentemente os caridilipos s¥o semelhanies, embora nenhum traba-
ihe mais detalhado tenha side feito. N3io hi evidénc:as de Doi-
picidra  ( Lee & Langenheim 1875 ), No entanto a simiiaricade ca-
riotipica taivez pudesse favorecer @ hibridaclo de especies pro-
dimag evolutivemente e/ou sintdpicas, caso & isolamento reprodu-
Live entre especles nado seja complieto.

Todas as 1nformagBes sobre o género Hymenasez fornecem um
arcabouge multo importante para outros ti1pos de estudos, para no-
vas perguntas e hiplteses z serem testadas. Apesar de tudo o gue

RE: ol feito 2teé © momentc, nenhum trabaziho utilizou proteinas
come  fonte de informag®c. Desta forma este trabalho visou anali-
Zar as proteinas de reserva de algumas espécies de Hymenaez com a

finalidade de se obter padr@es protéicos gue pudessem esclarecer

e ajudar na laxonom!a 4o grupo.
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PROTEfNAS: Sua importéncia em estudos quimiotaxondmicos.

Na tentat:ivae de se entender e estudar a evolugio de grupos
de organismos, durante as dltimas duas deécadas, © estudo de pro-
tefnas e mals recentemente do préprio DNA ganharam uma grande 1m-
porténcia ( Avise 1974; Fairbrothers et al 1875; Migge 1875;
Cronguist 197&;: Gray 1980; Boulter 1983).

0 interésse por proteinas advén do fato de proteinas serem
consideradas copias tercidrias do DNA - 7“terciary sementides” -
(Zuckerkand! & Pauiing 1363) e por issc poderem fornecer informa-
cOes, ainda qgue indiretas, sobre o cdédigo genétlco; Hos dliimos
rempos principalmenie, © seguenciamento de amino&cidos de certas
proieinas gue apresentanr ampla distribuicdo entre os seres vivos,
como © citocrome C ( HFiege 1375; Dickerson 1880 ), hemoglobinas
{Kimura 1979; Ferguson 1880 ) e azlbuminas ( Wilson et al 1977
tém permitinde estudos filogenéticors de grandes grupos, confair-
mando em varios casos, as classificacBes anteri1ormente realizadas
baseadas sobretudo na morfoiogia externa, em outros sugerindc re-
lagBes de parentesco ate entlc desconhecidas. Fo: também atraves
da =an&lise de protelinas (gsequenc:amentoc de amincédcidos ) gque se
comegou & 2 constatar que a evoluclo de proteinas distintas deve
ter occorridoc em tempos € com veliocidades diferentes, sugerinqao
,portanto, gue as pressdes seielivas sobre as diversas estruturas
e compostos de um organismo possam ser diferentes. Algumas pro-
Lelnas, portanio, devido 2 suz taxaz de mudanga ac longe do tempo,

evento que recepe 0 nome de Passo Evolutivo, demostraram ser bons



marcadores do tempo evolutivo e g8%c chamadas de "reldgios moliecu-
igres” ( Wilson et al 1977; Fergusgon 1980; Thorpe 1982 ). Entre-
tanto, devido 2 redundéncia do cddigo genético e a inexisténc:e
de uma direcfo e sentido nas mudangas de bases do DNA ao longo do
tempo, nem sempre as evidéncias obtidas através do seguenciamento
de aminodcidos, reveiam relacBes de perentescoe reais. Varias in-
congruéncias foram relatadas e 2 interpretacloc das mesmas nen
sempre € facii ( Boulter 1380; Gutfreund 1981 ). De qualiquer for-
ma € o seguenciamento de aminoacidos, excetuando-se os recentes
estudos com DRA, que fornece 1nforma¢les mals acuradas sobre a
evolucico de organismos sobretudo nos niveis taxondbmicos mais ete-
vadeos (Ferguson 1380; Jensen & Grumpe 1983). U sequenciamento de
aminoacidos por outroe lado, € uma técnica cars gue para ser rea-
lizads reguer uma guanlidade grande de materia: { proteinzs ),
além dz necessgidade de purificagso, fatores limitantes pars este
tipo de estudo em muitos casos. Além disso somente uma protefna
por vez pode ser analizadea ¢ gue, se por um lade fornece informa-
¢Bes muito detalhadas scbre estz protefna, revela apenas uma pe-
guenissima parcelia do gue pode estar ocorrendsd ho organhisgmo como
um todo. Assim, OF diversos meétodos de eshudos de relaces ilo-
genéticas e/0ou taxonbmicas empregandc protefnas, sempre ocCilam
entre estes dols extremos:

1Y informacOes detalhadas sobre uma Unica protelins,

2} informa¢les pouco precisas quantc & sequéncila de aminod-
cidos das proteinss, mas informagBes sobre um numero mator e

proteinas de um dado grupo de organismos.



Ou seja, no primeiro caso ganha-se na qualidade dea informa¢io
(detalhamento) mas perde-se naz guantidade de informag3c. Nossa
vigd30 sobre o que pode egtar acontecendo ou ocorreu em Lermos
evolutivos, com o grupe que se ests estudando & muito restrita.
No segundo caso, perde-se um pouco na gualidade da informag¢lc mas
ganha-se na quantidade; tem—-se uma vis¥o mais ampla do que pode
ter acontecido em termog evolutivos & ecoldgicos com oF grupos de
organismos que se esta estudando.

Us nifveis de informacg3oc obtidos através destes dois tipos
ée analise s%o também bastante distintos. Enguanto ¢ sequencia-
mento de aminoacidos de proteinas permite que se infira a respe:-
to das relagles filogenglicas de niveis taxondmicos ma:s altos, a
anédlise de diversas protefnas, através de cromatografiaz, eletro-
forese ou sorologia, permite o estudo das relagdes de organi:smos
ac nivel de populacdes, espécies de um mesmo géneroc e de géneros
proximos.  Us estudos de proteinas através de cromatografia, eie-
troforese e/ou gorclogia s3o mals baratos, requerer eguipamentos
menos sof isticados ( geralmente ), 830 exequiveis mesmo com amos-
tras pequenas { de material animal ou vegetal } e em curtc espago
de tempe, permitinde gue se analise mater:ial de diversas pfocem
dénciag ( Boulter 1871; Jensen & Orumpe 1983 ).

Cade um destes métodos apresenta vantagens e limitacdes.
Depende 4o Li1po Ge estudco gue se deseje fazer 2 escolha deste ou
cagquele mélodo.

%2 cromatografia englioba um numero bastante var:iado de téc-
nicas e metodos, que Lém em comum um principio biasico: duas subs-

téncias N80 miscivers, sendo ums delas uma fase estacionaria e =
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outra uma fase movel que passa através da fase estaciondria. &
separagdo dos compostos € feita atraveés da diferenca de coefi-
cientes distribuic¢3c, ou seja, através daz forma como determinado
compostc se distribul entre as duas fases n3co misciveis. Cads
substdncia tem propriedades de difus3c, em cada uma das fases,
diferentes, desta forma podem migrar mais rédpida ou lentamente.
De maneira geral, para proteinas & usada cromatografia de coluna.
Exi1stem wvdrios tipog de cromatografia de coluna o em gera: s3c
uti1lizadas na purificacio de proitefnas e enzimas ( Wiiliams &
Wilson 137%9; Scopes 1882 ).

& sorologia parte do principio que a reagio de precipitagio
antigenc—anticorpo € bastante especifica. Desta formes, uma deter-
minada subst8ncia ( antfgeno ) ingetada no organismo de um verte-
brado, 1ré provocar a formagl3o de anticorpos especificos contra
ela. Substé&ncias que forem semelhantes & que provocou @ formagio
de antlcorpos, tambeém serfc parcialmente reconhecidas formando um
precipiiads, aindes gue em menor 1ntensidade. 2 técnica de sorolio-
gia aplicada a taxonomia, parte deste principic e como logo cedo
verificou-se que 2 malor parte dos antigenos e todos os anticor-
por 830 proteinas, o empredgo de sorologis tem sido bagianté vol-
tado para estudos f:logenéticos. Juanto mais préximos evolutiva-
mente forem os organismos, m2:10r & probabilidade de que suas pro-
teinas segam similares. Juanto mais semelhantes forem as protei-
nas, m2ior sera a reagdoc de precipitaclo entre elas e um dado an-
tigenc. Desta forma 2z sorologia € uma técnica muitoc mais empregs-
dz em estudos filogenédticos do gue com finalidades feneticas, pa-

ra separagioc ou estabelecimenio de limites entre taxa (Vaughan



197%; Smith 1976). Hoje em dia esta tLécnica € mais empregada em
estudos com animais. Trata-se de um meitodo simplies desde que se
conslga manter animais de laboratdrio para produciio de soro.

A técnica mais anmplamente empregada em estudos quimio taxo-
némicos e genéti1cos nas Uliimas décadas € a eletroforese. Sob es-
te "titule” figurzm di:versas técnicas, mas todas elas permitem =
separag¢®o de particulas eletricamenie carregadas, submetidas =z
uma diferencga de potencizi elégtrico { Andrews 1881 7.

Na eletroforese as proteinas s3c separadas umas das oulras
através da carga, forma e peso molecular das mesmas ( Gdal et al
1880; Andrews 1981 ). Entretantoc como ndc se sabe gual e 2 se~
guéncis de aminoacidos gue constitu: cadé peptideo gue & revelado
atraveés deste método, 2 comparac¢do entre bpandas proteéicas € fe:ite
exclugivamente atraveés da conparacio ds mobilidade. A simiiarida-
de entire amosiras & feita, entic, através da constataglo da asu-
séncia ou presen¢a de bandas protefcas na mesma posigd0 No mel1o
de separacdo. Devido a issc & pregenca de bandag nas mesmas posi-
¢Bes enm amostrag distintas, n3o significea gue de fato se tratem
de proteinas 1guals. Proteinas diferentes podem se geparar de
forma idénit:ica devido 2 um <erto balango entre um dos tres fat6*
res: pesc moiecular, forma e carga. Desta forma pars que se Lennea
certa confiabilidade nas comparacbes feitas stravés da separacio
de proteinas por eletroforese, € necessaric gue as proteinas com-
paradas sejam homdlogas. Devido s 18so esta técnica € melhor usa-
¢z em estudos infra genéricos pois espera—se um maior grau de no-
mologia entre proteinas de uma mesma espécie ou entre especies de

um mesmo género. Muito acima do nivel genérico, jéd se torna difi-
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cil  inferir homologilas ( Boulter &t al 1967; Jensen & Grumpe
1883).

Para que se possa comparar proteinas entre taxa diferentes
& necessario também que as protefnas tenham as mesmas fungBes no
organismo, que © estagio fisgioldgico dog organismos que estlEo
sendo comparados seja o mesmc. Por estas razdes, em plantas supe-
riores € comum, em trabalhos taxondmicos, & andlise de proteinas
de sementes, j& que sementes podem ser consideradas unidades fa1-
sioldégicas bem determinadas ( Vaughan 1983 ). Essas proteinas,

também c¢onhec:idas come proteinas de reserva, tém uma funcio bio-

Bk

Sgice n%c muito pem esclarecida. Sabe-se gue ac seremn degradadas
durante z germinacgic, fornegam ums fonie de nitrogénio a2 ser usa-
gz na sintese de novos compofios nitrogenados NeCessarios para 08
primeiros estiagios de desenvoivimento dz plantula {(Altschul el al
1966; Derbvshire et a! 1876; Millerd 1975; Higgins 1384 ) ou ain-
da como macromoléculas que eslar:am protegendo outros composlos
da aglc en=imatica, desta forms adduiringo uma jmpart@n¢1a funda-
mental na regulacic metabdlica ( Btegemann 1875 7.

Proteinas de sementes foram € sdoc muitc empregadas com &
fznaizdage de estabelecer grupos taxonbmicos, bem CcoOmo No feco-
nhecimento de variedades de plantas de interesse econdmico e va-
riantes populacionzis {( Landizinsky & Hymowitz 1978 . Pela anz-
i1se de probeinas de sementes, airavés de eletroforese, pode-ge
reconhecer a varledade ou procedéncis de ceriz semente iLomada ce
um jobe de sementes que esieja sendo comercializado; préatica bas-
tante empregada atualmente ( Stegemann 1975; Vaughanm 19755 Vaug-

nhan 1883 7.



Acredita-se que protefnas de sementes sejam bastante esta-
veils dentro de uma espécie variando multo pouco entre as popula-
¢Ses e/ou variedades desta espécie ( Higgins 1984; Landizinsky &
Byzowitz 1979 ). A diferenga se torna malor guando se tratam de
espdcies distintas e devido & 1s8so podem ser usadas CoOmo um cara-
ter taxondbmico muito i1mportante em grupos de plantas cugos limi-
tes sBo dificeis de serem esitabelecidos somente airavés da morfo-
logia externa ( Boulter et al 1967; Vaughan 139BZ 7.

Um método de eletroforese bastante usade, acrescenta © ae-
tergente anidnico, dodecil sulifato de sodie (5D5), & amostra e
acs tampdes do gei. U acréscimo de detergentes ajuds & soiubill-
zar muitos +tipos de protefnas e l:ipfdios ( Andrew 13881 ). Aleéem
dissco verificou-se, empiricamente, gue detergentes 10nicos { ca-
tifnicos ou anifnicos ) eliminam o efeitoe de carga dag proteinas,
fazende com gue z separagio delas, na eletroforese, ocorra devi-
ao, exclusivamente, 2c tamanhc dos peptideos { Weber & Usborn
1969; leber et ai 1972 ). Como o pesc molecular de um peptideo
esta relacionado ac seu tamanho, © emprego de 5DS, ou outro de-
tergente 16nice, permite que se estime ¢ peso molecular (PM) dos
pept{deos diretamente z partir dz mobilidade dos mesmos noc  gel.
Essa esitimativa pode ser feitaz para diversas concentragdes ae ge:
e em diferentes pHs, o @ue facilita 2 comparagio de peplideos en-
tre geis diferentes. N30 € necesgario, no caso do usc de SUE, que
sejam feirtos célculos para o cancelamento do efeito de cargs dos
pept ideos ne estimativa de PE ( Andrews 1981 1.

Por outre ladeo, guando se acrescentz o 5D5, peptideos que

tenham o© mesmo PM porém cargas diferentes, correr@o iguais atra-



[
e
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«

vés do gel e n3c ge gepararido. Esgse método € considerado mencs
sens{vel! para se detectar variacBes pequenas entire peptideos. As
dnicas variacUes detectdvels 830 aquelas provenientes de diferen-
cas no P¥.

Apesar desta pouca sensibilidade esie métode € muito empre-
gado em estudos taxonbmicos uma vez que se esta interessado ns
obtencBo de padrfes que permitam separagdo de grupes de organis-
mos. Portanto, pequenas variagOes a niveis individuais ou popuia-
cionais n3oc sdc t¥c 1mportantes ou mesmo desejavels. Procura-se
de fato perceber variag¢gles maiores gque estariam provaveimente
malg relaclonadas @ evenios de egpeciag¥c e separacgZc de grupos
de organismos investigados ( Stegemann et al 197%; Jenzen 5 Grum-
pe 1883 ). 0 mélodo aqu!l enmpregado, portanto difere bastante do
util:zado nos estudeos COR (SOEBNZimas ONde © QUE B& procura  s30
exatamente as diferencas a niveis individusls € Ppopulacionals
(Selander 15878; Sculée 1578:; Doll & Brown 1979; Crawford & Gianna-
s: 1882 3.

Devido 2 estas razles, neste estudo foi empregada, na sepa-
ragdc de proteinas, eletroforese em gel de acrilamids com SDE, ns
buscez de padries protéicos bem definidos.

Admitindo-se gue protelnas de reserva sejam ma:s estaveis
evolutivamente e portanic menos sujeitas as pressdes ecoldgicas
GO  gque resinas foliares e outros caracteres morfoidgices for ob-

Jetivo deste trabalho:

1} Estabelecer padrBes protéicos paras cada espécie,

utilizando eletroforese em geis de acrilamida com SDS.



2} Estabelecer com aux{lic destes padrdes proteéicos i:-

mites entre as egpécies.

3} Verificar possfvels relacgdes de parentesco entre os

taxa, através dos padrdes protéicos cbitidos, visandoc melhor es-

clarecimento daz tawxonomia 1nfra genéricsa.

43 Comparar padrdes de variacdo de proteinas com ague-
ies & estabelec:idos para resinas tentando evidenciar posgivers
diferengas em presgles de selegio.
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Material e Méitodos

1) Eptocagen des senentes

Foram ubtilizadas, neste estudo, sementes Cog seguintes Laxs de

Hymenaea: H. courbartii { variedades: courbaril, stilbocarps, gubsesse-
. Lournarl ’ P&, EdbEemEe

i1 e altissime ), B. stigonocarpa, H. martiana, H. intermed:ia, K.
parvifolia, K. oblongifolis e H. aurea. As tabelas 1,11,111,IV e v,

fornecem of principais dados de coletz do material! estudadc.

Bs sementes foram mantidas em sacos plisticos ou de papel, em
loca! sé&co. Cada saco continha sementes de um unico frute ou no  <Caso
de nBo ser possivel & separa¢¥c por frutog, agrupou-se as sementes ae
uma mesma Ervore ou regisc.

Foram registrados o local de coleta, © numerc da arvore € 4o
frutc, bem comoc z espeécie em guesizo.

O tempc de estocagem das sementes ol mUILe variave: conf orme

pode ser verificado nas tabelas 1,11,111,1V,V. No entanto, alguns tes-

F

pot

tes de germina¢lBo sugerem quée o tempo de eslocagen nBc estave interfe-
rinde na viabilidade das semenies e, muito provavelmente, com 2 inte-

gridade dag proteinas.



Tabela 1

Principais dados sobre as sementes de H. courbaril var courbar:)
utilizadas no presente estudo.

Populagdo Localidade Pafs/Estadoe N.o de Datas de
sementes Coleta
1 Provincia Costa Rice 4 471872 +
del UOss
1 Provincias de Costa Rica 4 1171971 +
Guanacaste
1 Provincia de Costa Rica 5 4/1872 +

Alajuela

z Francisco Honduras & 10/498971 +
Morazan
4 Laguna de Venezuela 4 1984 X+

L.os Patos,
Calabolo,

Guarico
5 Proximidades Bolivia 3 1984 %+
de Fandu
3 Proximidades México 2 1884 x+
de Acaponets,
Hayarit
3 Proximidades Heéxico 2 1584 %+
cde Tepic,
Nayarit
15 ¥anaus Brasii 2 18983 %o
{Amazonas:?
& Santaren Bragil 2 1984 X+
(Pars’

* Data de recebimento das sementes, n3o propriamente da co-

+ Sementes enviadas por J.H.Langenheinm
© Sementes enviadas por P.Cavaicanti ( Museu Goeldi 7.



Principais dados sobre as sementes de H.

Fopulag¢Bo

Tabhels

11

1

courbaril wvar

utilizadas no presente estudo

Localidade

Pafs/Estado

N.o de
plantas

H.o de

sementes

gtilbocarpz

Data de
Coletsa

(AT BN O TS I I

m ~4

Eemeraldas
Sete Lagoas
Andirobs
Paraopeba
Sabarsa
But.antan
{530 Paulo?l
Campinas
Conchai,
Hogi Guagu
Jaboticabal

Coletores:

W Peogn % 4

(sl {) B vl ]

.K.8.Rocha
.C.de ¥Morais

E.F.2.de Bimeida

.Gandoifi:

L.Nattes

9/1982 o
5/18982 o
1882 o
1982 o
771383 +
10713882 %

10/1881
89/1581

o <Gn

o

11/1982

.C.de Morais,B.C.Lopes,M.Cvirinovicz

.K.Gouvész



Principais dados sobre as sementes de H.stigonocarpa

Populagio

Localidade

Tabela 111

presente estudo

N.o de
sementes

utilizadas

Data de
Coleta

Esmeraidas
Faraopebsa
Alpindpollrs,
Furnag

Luiz Antonio
ilha Solteira
Fazenda Cotia
{ Poconeg )
Rosério do
Jesie

Faz. Agua
Limpa,
Brasilias
Mirador

Cocletores:

0 o# @oed X+ 0
eV ia e Bt B I I o)

Pafse/Estade H.o de

plantas
MG 3
KG 3
MG 3
8P i
¥s 3
T 1
NT 2
DF 1
MAa 1

B .Rochsa
.Lewinson

.Bartins
.Machado e 1.
.Lemes do Prado
.E.QOliveirs
.C.de HNHorais

o]
]
.H.S8tubblebine e M. Ross
R
A

Sazima

MW oo

¥4

o))

8/1583
1071977
771877
g/1982z
5/1881
11/1982
1982

S5/198%2

771983

o



Tabela IV

Principais dados sobre as sementes de H. 1intermedia utilizadas no
presente estudo

Popdlag3c Localidade Pais/Estado H.oc de N.co de Data de
plantas sementes Coleta
1 Carajas Pa 1 10 771883 +
2 INPA A¥ 3 7 6/1978 o©
{(Manausg)
2 R4.ZF1, AM 1 b 771878 o
(Hanaus;

Coletores:
+ C.A.Joly
¢ T.M.Lewinson

Tabela V
Principals dados sobre as sementes das demais espécies do géneroc
utilizadas no presente estudo.
Espécie Localidade Estado Nz de Nz de Data de

piantas sementes colets

. martians Faz. da g5 1 10 8/18983 o
Bandeira,
Buritizal

H. courbari] Manaus AM {(poocl? 10 -
var subsesg.
H. courbariil Mats 5P 1 z 1884 %+
var altlse. Atl&ntica
E. aures Matsa BA - 4 18984 X+
Atlisntica, '
ins
H. parvifolis prox.Rosério Ma - 3 1984 =+
H. oblong. Belem PR - 2 1984 %+
Coletores: o D.H.E . Rochs
+ J.H.Langenheim

X Data de recebimento das seonmentes; n3c necessariamente
de coiebs.



27, Preparagioc dos extiratos
a} Estabelecimento do método

Para preparagio dos extratos de protefna de semente de Hymenaea,
foi retirads, inicizimente, =3 testaz das sementes. A remoclc da testa
foi feita manualmente. A seguir, cada semente foi guebrada em peda-
cos, apds o que moldz em um moinho tipo Wiley com peneira de O,Sﬁm.
Tomou~s86 © culdade de limpar © moinho apds a moagem de cadz semente,
sendo que a farinha de cada semente foi guardada em frascos de vidre
separados e devidamente etiquetados com os dados de ccleta e datas de
mOAGen .

Testes iniciaig sobre méitodos de extrac¢io foram efetuados com

Phaseolugs vulgaris { sem testa ) utilizando-se os seguintes tratamen-

Log:
1y HNall 1%
2% NaCi 1% + Tris 0,1 ¥ pE 7

3y Nall 1% + Trig C,1 ¥ pR 7 + 1% 5D&

4y KaC! 1% + Tris 0,1 ¥ pE 7 + 1% 5D5 + 1% mercaptoetancl
5 Nal! 1% + Tris 0,1 ¥ pE 7 + 1% mercaptoetanoi

63 NaC:! 1% + 1% 5D5

73 Nali 1% + 1% mercaptoetancol

8} Nall 1% + 1% 5D5 + 1% mercaptoetanoci

32 soluc3c extratora basica adotadas foi: uma solugBo salina (Hall
1%) de clorete de mpddio uma vez gue ag proieinas mais abundantes en
Leguminosae s¥o albuminas e globulinas, soliveis nesse tipo de soluglo

{ Osborne 18%5 apud Préaux & Lontie 1975 ). A espeécie P. vulgaris foi



uti1lizada nestes testes como representante mais ou menos Lipicoe de
composigcdo proteica de sementes de Leguminosae.

A part:ir dessa moliugdo salina basica, foram entdo adicionadas as
outiras substénciaes, verificando-se qual a combinacl3o delas resuitaria
em maior concentraclo protéica, jd& que cada uma delas poderia agir di-
fersntemente sobre as proteinas. Apds essa etaps foi verifidade tam-
pém, gual dos tratamenios permitiz uma melhor separacdo das proteinas.
Parzs cada tratamento foram feitasg 5 repeticbes.

G empregeo de Tris O,1 ¥ pH7, foi escolhido por s Lratar de uma
solug3c tLampdo. Sabe-se gue solucgles tampio permitem uma malor exira-
¢30 de proteinas ( Scopes 1582 ).

A adicHo de 5D5 (Dodecil sulfato de sodic), um detergentes anib-
nico, ac extratc, inicialmente separs as moléculas que se achem forte-
mente ligadas entre s{, atraves de umz ligagdc n3oc covalente, 0 505 ac
figar-se  ag regibes hidrofdbicas daz proteinas, pepar: 2 maior  parts
delas nas suas subunidades componentes { Andrews 1981 1,

o B-mercaptoetanc! fo: usgado para promover a gquebra de pontes
digsulffdricas no casoc de exiesténcia de alguma gue por vezes lilgam su-
bunidades de uma protefnz e que n3o seriam rompidas pela simples adi-
c3oc de S5D5 e /ou aguecimento (Préaux & Lontie 1575 3.

Devidoc 3208 exiratos de H. courbaril var stilbocarpz freguente-
mente apresentaremn-se muito viscosces, dificuliande 2 aplicagio das

amostras no gel, foram feitas extragdes diversas, tentando-se delerm:i-

Bt

nar gual ¢ meihor mélodo gue TEECIVeSPR ©RBe problems sem compromeLer
a concentragidc de proteina extraids em suz2 separacio.

Assim, foram comparados os seguintes tratamentos:



i2 Lavagem da farinhes da semente com éter de petrdleo & extracio
em Nali 1%

23 Extrate controle: farinha da mesmaz semente do itratamente 1,
sem ger lavada, e extracio eom NaCl 1%

& seguir foram feitas extracBes com:

12 Trie Q,1 ¥ pH8 7 + Ureiz 1 ¥ + Hall 1%

2 Tris 0,1 ¥ pE 7 + Uréisa & ¥ + Nall 1%

3) Kcide ascorbico + Kall 1%

4} Tris 0,1 ¥ pH 7 + HaCl 1%

A titodos og extratos obtidos pelosz diverscse tratamentos, fo:
acrecentado S5D5 e B-mercaptoetanol neo momento da preparag3o das aﬁcs~
traa para aplicagio em gel.

A f1m de tentar alterar s viscogidade das amostras, foram feitas
extracBes wvariando-se © pH Gz soluglc extratora.As seguintes solucghes
exiratoras foram preparadas;

1Y Tris G,1 ¥ pH 4,6 + Nall 1%

2y Tris G,1 ¥

e}
b 4

5,1 + Hal! 1%

3 Tram 0,1 7 + Nal! 1¥

e
e
ol

4 Tris C,1 ¥ pB B,9 + Nall 1%

Aindz na fase de investigacido preliminar, tentou-se verificar se
existiriam ocutras proteinas, em quanitidades significat:ivas, aiém e
albuminas e globulinas, gue nNBC estavam sendo extraidas por n3oc serem
soldyvel1s em sSoluglo saliina.

Para tanto, reslizsram-se extracbes de proteinas, de sigumas ze-
mentes i1ndividuais, em NaOEH 1/10 K, havendco para cads amostra anziisz-—
da, uma amostra controle, com proteinzs extraidas das mesmas sementes

em Nall 1%.



b)Y Método definitive

Os extratos utilizados nesse estude foram preparados tomando
0,25 g des farinha de uma semente (cadas extrato correspondia a uma un:-
ca semente) e fazendo-se um homogene:zado em Smi de polugBo exirators
de NaCli 1% + Tris 0,1 ¥ pH7. A seguir as smostras eram <oliocadag na
geladeira por 30 minutos, apds © gue, eram centrifugadas por 15 minu-
Los a 2000 rpm. O soprenadante coletado era separado em I partes:
1}y umes alfiquota parz a determinaglo da concentragdo proteica
23 uma alfguota de ! mi & qual eram acrescentados 10 ul de
B-mercaptoetanecl + 0,12 ml de B5DE 10%, sendo 3 8@QuUIr agueci-
da por 2 minutos em banho maria a 1009C.

37 umes alfguota testemunho armazenada em um reezer 2 -40°C.

3! Determinagio da Conceniraglo proteica

3 conceniracHo proteica das amostras, foi estimada por Z métodos
diferentes:

1) Método de Bradford ( Bradford,l%7& ) gue emnpregs Come corants
o {Coomassie Brilliant~Blue G-250C. Esse corante exisie gob 2 formas de
colorag3o diferentes, vermeiha & gzul, A& forms vermelha, se converite
em =azul ac ligar-se a2 proteina, podendo ser detectadzs astraveés de es-

pectrofotometria em um comprimento de onda de 535nm.



23 Método de Lowry ( Lowry et al 1951 ), Esse metodo emprege o
reagente de Folin e envolve a formag3c de um complexo cobre-proteina,
geguida  de uma reacHo de reduglco gque produz uma colorag3o azul 1nten-
sa. A leitura de concentiracdo proteica fo: feita em espectrofoibmetro
em um comprimento de onde de 540nm.

Para 2 construgido de ums curva padri3c em ambos o5 métodos, o)

utilizado sorocalbumina bovina(BSA), proteina de peso molecular conhe-

It

cido { PH 68000 7.,

4) Preparag3c das amostras

Apos ter si1do determinads a concentracgio proteica dos exiratos,

retomava-se as aliquotas separadas anteriormente e preparados com SDS

e bB-mercapioetanol, para se proceder 3 diluiglBo dass proteinas.
Dilui-se todas as amostras para uma concentracfo final ae
1000ug/mi, a3 fim de tornéd-ias comparaveis. B seguir eram acrescentadas

algumas gotas de azul de Bromoefencl, corante de baixe pesc molecular
(PM> e que se desloca, na eletroforese, mais ripido do gue as protei-
nas, dessz forma servindoe de marcador de frente de corrida.

Farz se cobter amostras guficientemente densas pars Fus 2plicagio

noc ge:, eram acrescentados,3s amosiras, alguns cristai1s de sacarose.



5> Preparag¥c do Ge!l

Para ge determinar gual a concentragd3o dtims do gel de separa-
¢330, foram feitas corridas em geis com conceniragles de acrilamida de
10%, 12% e 15% . A melhor separacgdo foi obtida nos geis de 15% concen-
trac¢ic gue fo1 enil¥o adotada para o restante do trabalho.

As corridas de eletroforese foram feitas em gel de acrilamids
com 5SS, utiizando = técﬁzca de Laemmlill370), gue usz tampdo descon-
Linuc.

0 acrescimo de S5DE ac gel, & & amostra, praticamente elimina o
efeito da cargas eléirica das proteinas, permitindc gue a separag3o se-
J= devida quase que exclusivamente as diferencgar de PY das mesmar (We-
ber & Usborn 136%; Weber et al 1972).

0 tangue uttiirzade parz eletroforese feli deo tipo vertical, pars
eietroforeses de placa. Esge Lipo de eletroforese permite gue segan
anali1sadas diversas amogtras ne mesmo gel, ou sejga, todas elas sugel-
tasg ap mesmas condicbes, © que permite uma melhor comparagio enire as
amostras,

T gel! final, polimerizado, possul uma espessura de lmm, largura
de aproximadamente 13cm € um comprimento de l4cm, tendo sido apl:icades
10 amostras por gel.

Us geis foram preparados 2 partir de ums solugdc estogue de: 30g

de acrilamida’/0,2g bis acrilamida em 100m! de agus.

32

anto ac ge! de separs¢iciconcentracie final de 15%) como ac ol

superior "stacking” {(concentrag¢¥o final de 3% fo: acrescentadc S05.



4 polimerizagBo dos gei1s foi feiia utilizando—ge;: 4ul de Temed
(K, N, K" ,N " -Tetrametilenodiaminal como catalizador da reacgdo de polime-~
rizac3c e 50ul de persulfato de ambnia a 1% (AMPS) que dissclvido en
agui fornece radicais livres de oxigénio, que servem como um intciador
do mecanismo de catdlise ( Andrews 19B1 3.

O tampdc do tangue, utiiizasdo durante s eletroforese fo: Trig-
Glicina-5D% pE 8,8 (Laemmli, 13970) nas proporcdes de 3,005¢g:14,49:0,0g
em S500m! de 3gue e tendo sico acrescentados 0,5m] de B-mercaploelano]
ag Lampdoc.

As amostrars protéicas devidamente preparadas, foram colocadas
com uma microseringsa, nas reentréncias formadas no tope do gei. Em ca-
da reentrancis foram aplicados 30ul de amostra (lug de proteinasuliz.

A& corrente aplicada no i1nicio das eletroforeses (até o momento
em qgue ag proteinas alcancaram o gel de separagdoc’ ers de  cercs  de
15md com umz voliager de 40 V. Luandoe ag proteinss peneiravam no  ge!
de separagdc a voltagem ers sumentadz para 100 V e mantida constante
ate o final ds corrida.

Az corridas tinheam durac3o de 5 horasz,

&) Fixagl3c e coloragio das protefnas

Depois da corrids as proteinzs eram simultaneamente precipitadas

& coradas em uma soluclio de "Coomassie Brilirant-Bilue B":metanci:acide
acético gliacial:agua, nas quantideades de 1,25g:227mi:46m1:247m! por 30

minutos,



U excesso de corante era a seguir retirado, banhando-se o gel em
roiucBce  aguecida (B0P) de dcido acético glacial, metanol e dgua
(75:50:875 V/V/V) por repetidas veres,

Para conservacdc dos geis, apds serem corados, eram prensados

entre uma placa de vidro e recoberta por uma superficie plastificads

(plastico  "magipack”) e papel de filiro e coiocados para secar, Egas
procedimento permite a montagem permanente dos geis, n¥o alierande
suas dimensles com o tempo, © que faciliia © manusei1o dos geis € a2

analige das proteinas.

72 Determinag¥c do Pesc Kolecular

Us pesocs moleculares (PM) dos peptideos, foram caicuiados toman-
ac-se @ mobilidade retative (Bm) de subunidade protefca. Ou seja, e
razdc entre @ disténcia percorrids pelo peptidec e 2 distincia total
da corrida, marcadz pela faixa azul de Bromofencol (Barker et ai,
18767,

Como proteinas de PH conhecido, foram tomadas:
Sorcalpumina bovinag (BSA - PM=6B000), ovalbumina( PE=43000) & li1scsina
(PH=14300), Cor essas 3 proteinas fo: preparads uma amosira, seguindo
© mesmo meLedo empregado para as demdis amosiras de Hymenaez . A con-
centragdc de cadz protefna2 ns amosira fo: de cerce de 700 ug/mi. Esse
extrato fo: aplicado em todos os geis feitos, de formaz & ser possive.,

atraves dele, determinar o088 PMs dac proteinas de Hymenaea.



& partir dessas proteinas de PM conhecido foi possivel obter-se

curvas-padric, tomando-se o logaritme do PM de cada proiteina pelo seu
Rm. uma vez obtido o gréfico, a estimativs do PM dos peptlideos desco-
nhecidos, era praticamente direta. U PM das protefnas desconhecidas

foi determinadc 2 partir da média aritméticz do PM estimado para cada

banda em todas as eletroforeses em que esta apareceu.

B)Determinagdo dz homologia das bandas proteicas,

& homoiogiz das bandas protefcas fo: estabelecida atraves de
comparagde visual e do cdiculeo do RBm. Parz bandag muite préximas enire
padrbes de sementes distintas, e até mesmo para padrBes visuaimente
iguars , parz se certificar daz homologias das pandas, foram feitas mis-
turas dog Z padres em guest3o, utilizendo~se lado 2 lado & mistura,
©F padrdes puros, pares posterior comparacio

Bandas muito fracas € gue n3c podem ser reconhecidas consisten-

temente, foram descartadass, de:ixande so todo 31 pandas protéicas gque

foram ut:iizadas nas andlises posteriores.

8> ldentificaglo das proteinas noes geis.

Foram consideradas ao todo 21 bandas protdicas para o género,
Essas foram as bandas ma:1f nitidas e que apresentaram malor repeiib:-

lidade enire os geis.



Us padrdes totsis obtidos atraves da eletroforese foram dividi-
dos em 4 faixas: A,B,C, # D. & cada uma dessas {ai1xas corresponde  um
grupe de peptideos de pesos moleculares praéximos, Egsas {aixar ndo fo-
ram’  estabelecidas arbitrariamente. A observa¢Bc da separagio dos pep-
t fdeos durante as eietroforeses, permitiu gue se 1dentificagse, deniro
de c¢ada falxa, um conjunto de bandas gue parscen correlacionadas entre
si mas nd¥0 com as bandas de ocutras faixas. Esses peptideos, dentro de
cada faixs apreseniam um conjgunto de posRivels combxna¢6é3 de handas
gque ge repetem dentro do género. Esszas combinacbers de bandag dentro
das falxas formam um conjunto de padrdes parciais pbem definidos. 5%
espes padrBes parciais, por faixz, gue se combinam entre s:, como se
fossem pecas de domind, produzinde o gue B Chamou de padrﬁes totars,

Durante 2 fage sxperimenial verificou-se ume mudangs na separa-
¢80 das proteinas da faixa C,

Unde santeriormentie se obtinhs zpensg 2 peplLiGesE, CONERgUIU—EE
separar varios peptideos. Atribui-se essa muUdanga em geparagac @ uma
possivel mudanca em separacdoc do lote de 5D5 utiiizado para as anali-

&5 .

"

Sape~se que diferentes marcas de 5D5 i1ém uma influéncia muilo

grande na separag3o das proteinas, sendo especialmente critico o efel-

e
o
Tt
W
3}

e do 5DE do tamplo do tangue scobre s separagdc dog pepltidecs
et  al 1%7%; Weber et al! 1972 . Devido 2 muitos dog exitiratos 2 esta-
rerm maig velhos & apresentarem sinals de perdsa de proteina, ( poucs
nitidez de algumas dag Dandas, bandap muito clarag ou ausentes J, NeEm
sempre foi possfvel repetir a separaglc das proteinas. Entretanto fo:
possivel se estazbelecer, as duas bandas oblidas nas primeiras separa-

cBes, 2 guei#g protelinas correspondiam nag novas separagbes. Devido =#



esse problema em alguns casos faltam i1nformagBes sobre todas as possi-
veils proteinss existentes na faixa C. Quando faltam informacBes sobre
aF proteinag apresentamos o padrio parcial descrito como: Cin. OUnde C
corresponde 8 faixa do referido padr3o parcizl, n é o numerc do padric

”

e g " indicz que ndo sge conhecem todas as protefnas af existenies.
Esse culdadc foi tomado porgue os padries aonde n3c se i1dentifi-
cam todas as protelinas, correspondem a padrBes gque podem ser obitidos
mesmce QuUando ocorre a separag3c perfeita dos dos pepitideos dessa fal-
xa.
& ausénecis de informag¥c sobre as proteinas fo: levads em consi-

deragd3o em todas ag analises fejtas.

10} Determinac®o da similaridade entre padrdes

Fara se delerminar o© grau de simllaridade entre os padrdes,
usQyu-ge uma matriz de pregenca e zusénciz de bandag proteicas para ca-
dz sementei{presenga representads pelo numerc i e suménoia pelo numeroc
C {(zero’,

Parz comparac¢3o de cada umz das unidades taxondmicas operacio-
naiz (0TUs?, no carFep as_sementes, uspu-se o coeficiente de Jaccard.
Esse coeficiente tem sido amplamenie usado em comparaces de dados
eistroforéticos & estudos de Lester et al. { 1983 ) sugerem que € mais
APropriado que outrog coeficientes utilizados em tsxonomia numérica,

o coeficiente de Jaccard compara todos og pares de OTUs ndoc ie-
vande em Cconsideragdo, entretanto, ©s caracieres que nic ocorrem em

ambog og membros de par. Portanto, no nosso csgo, s3o0 levadas em con-



slderagdoc, para esge calculo, as bandas protéicas que ocorrem em ambas
as rsementes «o par que se esta comparando, bem como © numero total de
bandas dos dois padrdes que esill¥c sendo comparados. Ag bandas proté: -
cas = que ndo ocorrem em nenhuma das 0TUs do par a ser comparado, n%o
g30c levadas em consideracloc nesse cdlculic {( Dunn & Ewveritt 1887;
sneath & Sokal 19873; Lester et al 18B3; Vaughan 197% 7.

Esse coeficiente pode ser calculado através da formula:

%, = n2 de bandas em comum / nf total de bandas dog 2 padrdes

Us cé&lculos foram feitos usando o programz "Coef” v,1.2 desen-

velvicao no Departamento de Beotinica dz Unicamp.

117 CenstrugBo de dendrogramas;

Us dendrogramag foram feitos atraves de uma andlise de agrupa-
menteg(Cluster Ansivsis), smpregando-se 3 métodos distintos,

a2’ Ligacde simples gue agrupa of padrBes segundo a menor distén-
ciz de diferenga enire o5 grupoc® ou aindsa segundd O maximo de simiia-
Tadads,

b} Ligag®o completa gue leva em considerac¥o asg diferencas entre
©s padrdes, agrupando-os tomandc 2 menor distfncia entre os maximos de
diferenge encontrados enirs oF grupes.

¢} Ligagdo média gue tende 2 ser um método intermediaric entre
o8 doig anteriores, estabelecendo umz distdncia média entre os grupos

anal:gados { Dunn & Everitt 183Z; Sneath & Sckal 1973 1.



Todos os dados foram analisados atravées de um programa de “clus-

ter” v.1.2 desenvolvido no Departamento de BotSnica da Unicamp.

12) Dendrogramas com dist8ncias Euclidianas

Outrz forme de se analisar o dados consistiu em se estabelecer
a2 frequéncia com que cada banda protéica ocorreu em cada taxon.

Baseado na frequéncia das bandas protéicas dentro de cada taxon,
foi possivel a obtencBo de dendrogramas de dist@ncias euclidianas que
fornecem =2 dist8ncia gque cada taxon tem dos outros. Foram desconside-
racos oF taxa cuga amosira foi muitc pequens, uma vez gue NeEges CABOoF
as frequéncilas aitlas ou baixas apresentadas estavam muito mais suje: -
Tag ac tamanho da2 amosira do gue nos outros taxa.

Uz mélodos ussdor na obiencBo dos dendrogramag foram OF de: meé-
@12 ndc ponderads e ligac¥e complete., Para cadas um desses métodos fo-
ram feitos dendrogramas com estandardizac3o dos dados e gsem os dados
seren estandardiiado$.

Ne primeire caso transformam-se as freguéncias para gque se& obte-
nha meédis Zero e desvio padr¥o de um (1). Ao se utilizar essa trans-—
formag3c, ¢ dado menor pesc as proteinas cujs frequéncia € aita e ve-
r:a muaitc.

WYuando os dados n¥o s¥o normalizados, os valores brutcos de fre-
guéncia s2c usados nos cdlculos, Decorre disse gue o mai10r peso & dado
ag protelinas cugas frequéncias s3c mais altas e gue variam ma2:18 entre

o8 taxa,



13) Andlise de componentes principais (PCA)Y.

L PCB ¢ um método de andlise pulitivariada que & empregado para
representar conjuntos de dados multidimensionair de uma forma mails
simples. Essencialmente onde ocorre correiacldc enire as variaveis ori-
ginalse, € possivel expressar a variagio em lLermos 4de um numerc menor
de componentes principais que s3oc varidveis compostas derivadas das
variaveis originais. Em muitos casos, onde © grau de correlagio entre
ag varidveis originais & alto, ¢ pogsivel represgentar a maioria da va-
ri%ncia da amostira nos primeiros dois ou tres componentes, simplifi-

cando, peortanto, a descrigdc e a and!ise dos dados.



RESULTADOS

1} Aferimento do Método

Us experimentos para se estabelecer o melhor método de ex-

Jé

trayde  fo: ef etuado usando~ge tratamentos diferentes, como
descriio no material e métodos. Foi empregada farinhz de Phaseo-

lus vulgar:is nesse experimento por se tratar de espécies cuja

composig8o protéica ji € bastante conhecida e pode ser usada como
um modé&lo para proteinas de leguminosas. A estimativa da concen-
trag3o proteica para extratos de cada um dos B tratamentos, foi
obtida atraves do método de Lowry {(Lowry et al 1951). Us resulta-
dos obtidos para cads tratamento foram comparados através de uma
andlise de variéncies de 3 fatores e acham-se resumidos na tabels

I {arelb:.

Tabeia 1 {a)> - Media da concentracg3o protefcs de P. vulgaris
para c<ada tratamento atraves do méitodo de Lowry. Tanmbeén s3o for-
necidos: o desvio padr¥o (5) e o numero de repetigdes (N) em cada
tratamento. (Concentragfo em ug/ml).(Soluglc extratora basica Na-
Cl 1% ).

Trig = Trie 0,1¥ pH7: Merc= 1% B mercaptoetanci; 5D5 = 1%
sDs
pregenga = + ; auséncisz = -
Tratamentos
Tris Merc 5DE médiza (53 (K2
- - - g,7320 1,05713 5
- - + 10, 2800 2,13561 5
- + - 10,5320 1.0468¢ =
- + + 11,4520 3,48775 5
+ = - 15,8400 1,E658E0 &
+ - + 10,2680 1,00086 5
+ + - 12,8280 1,80083 &
+ + + 10,1360 1,60040 &

amostra tods 11,3835 2,59613 40



Tazbhela 1 (b) ~ Fonte de variac3oc obtids ne analise de va-
ri&ncia & gual foram submetidos os resultados dos 8 tratamentos
para exiragBc de proiefnas de P.vuigaris.

Gl.= graue de liberdade
< Trre=Tris 0,1¥ pH7; Merc = 1% Mercaptoetanol; 5DS= 1% 5DS
[grau de significéncia- x =0,05 >P> 0,0L; %k = 0,01>P>0,001;
%xk P<LC,CZ01; (Sokal & Rohlf, 196931.

Efeito Soma {uadrética Gl MG Fe
Tris 1,294 1 31,294  B,652%x
Herc 0,858 1 0,858 G, 837
5D& 28,866 1 28,866 7,981%%

TrisxMerc 16,358 1 16,358 4,523%
TriexwEhe 9,185 % 5S, 185 16, B66KKX
Fercw5DS &£,610 i £,010 1,827
TrisxMercx508 3,93: i 3,983 1,087
Var dentro 115,744 32 3,617 (5%
grupoes

valor de F--- Fg onll,321= 4,1010%

Os resultados obiidos mostram que os tratamentos gque estBo
ocasioando um aumento ns concentrag3o de proteinas dos extraios

£%0: Tris O,1iM pH7 + Hall 1% e Tris O,1H pH7 + 1% B-Hercaptosta-

o]

noi + NaCl, Verifigue ns tabela 1 (a) 2 médiaz obtida com esses 7
tratamentos pem como © grau de significéBneia do valor de Fg(Tabe-
l2 4 b ). No entantc pode-se verificar que a malor concentragic
de protefnas & obtida atrdves do tratamento Tris ¢,1¥ pH7 + RaCl
1%. OUs demais resultados que apresentaram valores significat:-
vos,est3c de fato reduzindo a concentrag3oc protefca de seus ex-
tratos (Tabelz 1 2 ). B adicioc de SDS ac Trig esta nitidamente
tendo umz ac3o de interferéncia, ou seja, Aiminuningo a2 concen-
tracido proteica.

hs eletroforeses com amostras feitas com extratos de cads
um dos & tratamentos, mostirou gue n3o hd altera¢Bo na separaglo

proteinas. Todos os tratamentos apresentaram mesmo padric de se-

paragac,



Us experimenios realizados para se sclucionar a questZo dsz
viscosi1dade de extratos de Hymenaea, obleve-se as seguintes re-
sultados:

Eter de peirdiec: As amostras cujas farinhs havia sido java-
dz com éter de pelrdlec nBc eram viscosas. Entretanto esse tra-
tamento interferia com as leituras de concentracglo proteicz. As
ieituras feltas através do méiodo de Lowry indicavam um aumento
na concentragio de proteinas nog exiratos lavados com eter de pe-
tréleo en relagio aos que nd¥o haviam recebido esse tratamento. As
ieituras através do metodo de Bradford indicavam uma diminuigdo
aessa mesma conceniragio protefca, Quanto & separagdo de protei-
nas por ei:eiroforese ambas as amostras se comportaram de maneirs
idéntica. Du sejya, nBo had alteragdc quanto 2 separac¢3o das pro-

[

tefnas nos Z tratamentos. Os padrdes obtidos s¥c 1dénticos entre

3e
.

1 e i1guai1s ao obiido com exirag3o de Nall 1

Uré:a: C uso de uréiaz junto com Tris ( C,1¥ pH? 3 e Kall
(i%> reduziu a viscosidade dog extiratos. Tanto s concentrag¢io de
uréia 1¥ como a de 66X foram efetivas neste sentido. A separaglo
das proteinas, por eleilroforese, foi idéntica parz os 2 tratamen-—
tos n¥e ocorrendo zliteracio do Rr { coef:iciente de mobilidade 3
das proteinas em relag¢dc com Hall 1% .

Ecido Ascorbico: A extraclo com dcide ascdrbico Jgunto con

Nall 1% resultou em um exiratc aitamente viscosce, tendo s:ido 1m~
possivel a sua ulllizaclo.

Efeito de pH: Quanto ao efeito do pH da solug¥o extrators
sobre a separagdo das protelnas e viscosidade do extrato, foranm

oblidos os seguintes resultados:



A

pH Viscogidade Observactes

4,6 diminui extrato Ifimpido
5,1 diminu: precipita parte da proteinsa
7,6 diminui extrato fmpido
8.8 manteém exirato itimpido

Em todos o8 tratamentos uscu-se como soluclo extrators,
Trie 0,1¥ + Rall 1%. 2 separa¢¥o das proteinas atravée de eletro-
forese realizada com o 4 tratamentos n¥o diferiu de separacgio
obtida para os extratos padrio, com Nall 1%,

Us resuitados parecem indicar gue a separa¢do de proteinas
de Hymenaea sega 1ndependente da aci%o do pH.

Em  funclc desses daéas, decidiu-se tomar como sclucic ex-
tratora 2 solugloc de Tris O,1F pHYZ + HaCl 1%.

Corridas de elietroforese com extratos preparados com solu-
¢3c extratora NalE 1/10 N permitiu gue se constatasse que, de fa-
Lo n3o existem oulras proleinas, gque ndo albuminas e globulinzs,
a nivers quantificaveis em sementes de Hymenaea. A separacio cas
proteinas extraidas em NaOH 1/10 KN também foi idéntica &s dema:ls
descritag & 2 speparag®o obtida com sxitratos padrdes ( exitracho em

Kall 1% 3.



P
In

2) Anédlise de protefnas

Foram consideradas 21 bandas protéicas para o gé&nero como
ur  tLodo. A figuras Z apresenta um diagrama com todas as bandas
gque foram consideradasg no estudo, para o génerc. Nesse . diagrama
tambem se acha i1ndicada cada faixa de proteinas que fo: c¢conside-
rada. & figura i ( a,b,c,d  apresentas cadz padr3o parcial que

foi1 obsgervado dentro de cads faixa para este estudoc.

2.1 Hvmenaez courbari! wvar courbaril

Pars ¢ taxon E. courbari! var courbar:l foram analisadass 3o
gementles Ccujyos dados de coleta se scham resumidos na Tabelz 1 do

faterial e Métodos. Ar sementes analisadas foram agrupadas em po-

-

puiagBes obedecendo as divisBes polifticas, de procedéncia das
mesmas.

Este medide fo: tomada devido ac peguenc mumerc de sementes
disponfvel por localidade. A final:daede deste agrupamento fo: a
de permiiar ajgumas andlises.

Das 31 proteinas consideradas para ¢ género (figuras 23 fo-
ram observadas 28 bandas protéicas. B figura 2 apresentz um dia-
grama com todas as bandas gue ocorreram neste Laxon.

A tabeia Z fornece a frequéncia de ocorréncia de bandas pa-
ra cada populacdc estudads. Emboraz seja pequenc o numerc de se-

mentes por populag8c , 2 tabela fornece i1nformagles sugestivas 2

respeito de certas bandas cuja frequéncia € baixa e que se res-
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Figura 2! Diagrama de todas as proteinas sncontradas no
género Humenags .
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tringem 2 apenas uma das populagBes estudadas. Essas bandas apa-
rentemente esgporidicas na espécie, s3o responsaveis por uma alta
variagao dentro da espécie.

Verifique:

Prot. n.o 5: g6 ocorreu na populagfo &

Prot. n.o 7: ocorreu nas populagdes 1 e 2

Prot. n.o 8: ocorreu na populagdo !

Prot. n.o 19: ocorreu nas populacBes 3 e 5

Prot. n.o 22: ocorreu na populac3o 5

Prot. n.o 23: ocorreu nas populagBes 3 e 4

Prot. n.o 24: ocorreu nas populacBes 1 e 5

Prot. n.o 25: ocorreu na populag3o 3

[N

Prot. n.o 27: ocorreu na populacio

Prot. n.o 29: ocorreu na popuiag¢do 5

Exceto 2 protefna n.o 14, n%c houve, para a espécie, nenhu-
ma proteina gue apresentou 100% de frequéncia em todas as popula-
cBes consideradas.

0 dendrograma, figura 4, mostra gue n¥o ocorre a2 formacio
de grupos nitidosg. Mesmo os padres provenientes de sementes de
mesmes localildade ou de mesmz plantz, nem sempre saem préximos e
se saem o grau de associaglo nem sempre & alto. Foram feitas ou-~
tras @andlises de aglomerados utilizando-se outros métodos de
agrupamente ( "ligacg¥c un:ics” e "ligagBic compietz” ) mas nesses
casos Lambém n3o ocorre formag%o de grupos naturais.

No dendrograma { figura 4 ) pode-se verificar:



Figura 4! H. courbaril var courbaril. Dendrograma de

média ndEo ponderads.
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Costa Rica

Padr@es 4 e b (Guanacaste e Alajuela respeclivamente’ saenm
Juntos com alto grau de associas¢do mas separados dos demais pa-
dr8es da Costa Rica, além de esse agrupamenio reunir padrdes de 2
regiBes distintas. Os padrdes 23, 1%, 22 também apresentam o mes-
mo comportamento. Os padrBes da provincia del Usa saem Juntos,
muito separados dos demais padrdes, e com um grau de asso0Ciagdo
entre eles bem fracoc. Us outros padrfes da Costs Rica, saem mis-
turados com padrdes de oulras populagBes e separados entre si.

Honduras

Padrdes 26,30,27,29,28 saem Juntos sendo o grau de associa-
¢Bo entre os padrBes 26 e 30 e entre 30 e 27 bem fraco. Us demars
padrdes estdco espalhados.

Héxico

Padrdes 32 e 34 apresentam associacio maxima; 35 tambem
apresents altas similaridade com os cutros dois, no entanto a sso-
ciagHc com o padric 36 € fraca.

Venezuela

Tedos os padrfes se encontram dispersos.palo dendograma.

Brasil

Os padr8es S e 10 de Manaus B30 1guais e apresentam altas
associac3c com o© padr3c B da Venezuela. Us padrBes de GSantarén
szem completamente dispersos.

Bolivie

8Os padrBes 15 e 16 saem Jjuntos mas com um grau de associa—
¢3o muito fraco. Além disso saem distantes do outro padrdo (n2l73

dessa regido.




Variag®c dos padrBes parciais e totais

& figura 1 (a,b,c,d), mostira os diagramas dos padrles par-
ciais denirco de cada uma das faixas de variaclo para o género e &
possivel com auxilio da tabela 3 se verificar guais padrdes par-
cials ocorreram dentro desse Laxon.

As tabelas 3,4,5 e & fornecem respectivamente:

i) os padrdes totais (combinag®o dos padrles parciais? en-
contrados nas sementes da espeécie.

23 a frequéncias de ocorréncia de cada padrdc parciail

3} padrBes tolazis encontrados em cads populacdo estudads

4) ocorréncia dos padrles parciais nas populagBes de estu-

do.

Pode-se observar que de 36 sementes analisadas obteve-se 35
padr@es distintos. Essas diferenc¢as de padrdes, sdo bastam@@ va-
riadveis, podendo significar apenas a presengz de uma unica pro-
teina &2 mais em um dos padrfes ou varias protelnas =z, mais. Ho
primeiro case © grau de dissemelhancga entre os padrdes € muito
peguenc € no segundo caso essa diferenca € muito alia.

Dessa forma. observando-se a tabelz 3 e figurs 1 {(a,b,c,d’,.
pode-sge constatar que ag difencas entre os padrBes abaixc s%o de

apenas uma proteina 2 mais ou & alternénecia de uma proteina.

Padrdc 1 e Z -- presen¢a de proteinas 16 em Cio
Padr@o 8 e § -~ presngs da proteina 3% em Djg

Padr3o 16 e 18 -- presencgz da proteina 5 em Byj
Padric 22 e 24 -- presenga da proteinza 9 em B3

Padrdo 30 e 31 -~ presenga da proteina 26 em Dy



Tabels
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PadrBes totais encontrados nas sementes anz!isadas de
var courbaril

H.courbarii

c
IO aacn

G) 2 TV b e () b e e (D

O 0 WO

o
oo o

BN A A e S Y

ot

o

courbarii

Iy

fEad

var.

courbarii

,_,
RCRS

SRGRCNS
(R

SRR Re!

() B> 2

12
LEN SRR
b b

o

27 B pEs ©

[

* Padric gue ocorreu en duas
regifio de Acaponetz, Heéx:ico.

ol

{a,b,c,dl.

sementes

cdratin

in padries parciais das faixas A,B,C.D,

[

as,;

egstdo

idgentificados na

fo =1
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Tabela 4 - Freguéncia de ocorréncia dos padr@esg parcials em . courba-
- ril var courpar:i.

Faixa A Faixez B Faixa C Faixa D

Ay = 13,9% Bo = 33,33% C, = 2,78% D, = 27,8%
Ap = 27,8% B, = 13,9% Co = 5,56% Dp = 5,58%
Ay = B8,33% Be = 2,78% Cz = 30,56% Dy = 11,11%
Be = 11,11% By = 5,56% Cgq = 11,11% Dg = 3%,33%
hg 5, 56% Bg = 1&,67% Cy, 8,33% e = 5,3%6%
Aip= B.335Z Byi=  2,78% Cg = 2,7B% Do 2,78%
A= 5 ,DB% B:o= &£,33% Crip= 15,44% Dea=  2,78%
Ayz= 9,06% Boo= 11,11% Cio= 2,78Y% Dips  2,78%
Arz= 2,7B% Big= 2,78% Cig= 8,33% Diz=  5,356%
Byg= 2,78% Bo = 2,7B% Coa= 2,78% Uyg= 2,78%
h.s= 5,56% Ciz= 5,56%

fi

ntidade dos padrdes parcia:s das faixas A,B.C,0, estad apre
acdz na figure 1 (a,b,c,dr.
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TABELA & - Ocorréncias dos padr@esz parcials nas populac®es de H.
courparil] var. courbari.

popuiagtes: Costa Rica = 1; Honduras = 2; México = 3; Venezuela = 4,
= D; Brasil = &,

Bolivia
a? Padrfes parciais dz faixa A. ) Padrles parciais da faixa B.
POP. i z 3 4 5 (= PCP. b P4 3 4 5 2
PADRAD PRDREC
L + 4+ 4 B + + - -
A2 b -+ -+ -+ Bg “+ “+
Ao + + Bg, +
he “+ + - 7 - -+
A% —+ + EQ -+ 5 b
Ao * * Bi: *
;lﬁ‘ -+ -+ Bim -+ +
i Y-S i Big_____ T
Aa - <+ B‘,—; +
Arg + B +
B.g +
¢! PadrBes parciaiy da faixa C. d’) Padr@es parcizis da fmixa I
POrF ., 1 = ] 4 5 £ POP. 3 2 3 4 5 =
PADRED PADRERO
C- -+ D + -+ -+ +
- S t - A
C= + + -+ B3 + +
Ca -+ -+ D‘; b + + -+ -+
{:{: + -+ D? b
Ce * Dig +
Cip 7 * * Dy N
B T L ¥
Ciz * Pis *
Cig * Dig +
Csig +

- Us padrles parcizais das faixas A, B, C e D est¥oc identificados
na Figura 1,
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Padr3o 1i e 17 -~ presenga da proteina &6 em Ag

Padr@o 23 e 27 -- presenca da proteina 2 em Ag

Padrdo 15 e 18 -~ presenga da protefna 6 em Az

Padrdo 13 e 14 -- presenc¢a da proteina 20 em Ce e proteins
22 em Cqp.

Padr3c 22 e 28 -- presen¢a da protefnz 3 em A4 € auséncia

»~

em Ay 4 presenca @2 proteina 7 em Aj;; e auséncia em Ay

-

1]

Embora o baixo numero de sementes por localidade, 2 tabe!
b, de ocorrencia de padrdes parciais dentro das populacBes, ind:-
ca@ que alguns dos padrdes parciais dentro de cada faixa parecen
ser relativamente ma:s frequentes em toda a drea de distribuigBo
da especie.

Assim ne fa:xa &, © padr3c Ay ocorre em guase todas as po-
pulaches.

Na faixs B ¢ padric By ocorre em quase todas as populacles.

Na faixa C aparentemente nal existe nenhum padric gue ocor-
re em todas as populagBes. lssc pode-se dever & peguena amostra-
gem de certas populagdes.

Kz faixa D os padr@es D; e Dy ocorrem em gquase todas as po-

pulaches.
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2.2 H. courbaril wvar. gtilbocarpa

Foram anazlisada b4 sementes de H. courbaril var.stilbocar-
pa, cugos principais dados de coletza acham—se resumidos na tabela
il] do material e meélodos,

Das 31 proteinag consgideradas para o género, foram obsgerva-
das 22 Dbandas protéicas nessa espécie. A figurs 5 apresentz unm
esquema com todas as pbandas que oCcorreram nesse Laxon.

As tabelas 7 2 & b, fornecem, respectivamente as freguén-
cias de ocorréncia de pandas protdicas em cadaz populagdo conside-
radz e congiderando-ge O agrupamentio de padrdes por estado de
origem <<as sementes. Essa segunda tabels foi feita no intuito de
reduzir um poucco 2 dlscrepéncia no tamanho da amostra.

Comparando-se as 2 tabelas, pode-se perceber qgue devem @8-
tar existinde diferencgas guante 2 freguéncia de ocorréncia das
proteinas entre as populacbes estudadas.

Verifique na Labeia 7 a e 5 a frequéncia das proteinas:

prot.l cuje baixz frequéncia na populagdo 1 (tabela 7 al,
onde © numerc de sementes analisadas foi: grande, em contraste con
z alta frequénciz na populagdc & onde o numerc de sementes ¢ bai-
®o. Isto sugere gue essa seja uma proteina mais frequente na po-
pulacBc b do gue na 1. Esse padri3c se repete quandec se tomam as
frequéncias apresentadas para cada estado ( figura 7b J.

Casos simiiares parecem poder estar ocorrendo com ag pro-
teinas:

prot 2, prot 11, prot 13, prot 14, prot 15, prot 20, prot 23,

prot - 30. As diferengas de frequéncia para as protefnas: prot 15,
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B
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18820 -9080

Figura % Diagrama de todas as proteinas encontradas em
courharil var stilbocarpsa.
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Tabela 7b - Frequéncia de ocorréncia de proteinas de H.courbaril var
sti:lbocarpa nos doi1s estadoc amostrados

K=
Bands MG SP
1 24,0 35,7
z g, & g8z.&
3 2.0 100,0
4 3G,0 14,28
5 0.¢C 0.0
& 18,0 7,14
7 ¢,C C,o
& G,0 0,0
G 6,0 7,14
10 100,¢  100,0
i1 2,0 14,28
ig 54,0 92,85
13 8,0 21,42
ig 100,0 85,71
15 G,0 20,0 %
ig 55,5% 70,0 %
17 C,0 0,0 %
iE BE.BE 40,0 %
153 11,1% O,0C =
20 8G,0 54,28
27 72,78 &0,0 %
22 11,11 0,0 =
23 4,0 21,83
24 G,0 0,0
25 0.0 0,0
26 96,0 82,85
z27 C,C G.0
28 100,00 100,0
2% G,0 0.6
30 100,0 89Z,85
3 S94,0 71,43
Nz de 50 14
semnentes

bl e

As bandas protéicas est¥o ident:ificadas na Figura 2.
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16, 17, 18, 19, 21 e 22 precisam ser olhadas com certa resirigio
devido a sper essa a faixa onde ocorre falta de 1nformagdo sobre
as proteinas. A protefna 15 foi inclufda na listagem acima, por
se firatar de proteina muito rara e de sé ter ocorrido em uma das
popula¢les, sugerindo que deve se tratar de uma proteinz mals
restrita a2 algumas localidades. Protefnas raras, como a proteine
15 e 12 230 responsdvels pela introducdo de muita variag3c na és"
pecie.

U dendrograma (figura &) mostra gue n3c esta ocorrendo a
formagd3oc de grupos naturais, j3 gue padrdes de sementes de um
mesmo frutoc acham-se separados, distribufdos ac iongo do dendro-
grama. Por outro lado padrBes muite similares s8c de cemenies
provenientes de arvores e de populacBes muitas vezes distintas.
Repare por exempio © gue ocorre com o padrac 44 { Butantan, S3o
Paulc } e © padr¥c 18 { arv 2, Esmeraldas, HBG ?; padrzc 42 { Con-
chal, BF } e padric b4 { Andircba, MG 3.

2 similaridade entre padr8es de uma mesma localidade & por
vezes muito mais baixa do gue a observada para padrdes de locais
diferentes. Alénm disso padr8es de ums mesma populaglo aparecen
espalhados no dendrograma, separados entre si1, mostrando. guase
nenhuma simiiaridade entre eles.

A tabela &8, fornece os padr8es totals encontrados em H.
courbaril var. stilbocarpa. & figura 1 {(a,b,c,d’, que apresents
todos os padrBes parciais, para cada faixa, encontrados no géne-
ro, permite gue se visualise, com aux{liio da tabela 8, os padrdes

totais obtidos para esse Laxon.
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TABELA £ - Padrdes totals gue ocorreram em H. courbaril var. siilbocarps

1Y Az B C7y Dy 193 Byg Bz Ty Dy
20y Aqg B Cyp Dy
2) Az Bo C'Q D 21 Asg Bo Cig D4
22} Asg Bz C's Do
23 Ag Bp Ty ol €33 BAgp B Uhrp Do
43 Ay By U7y Iy
3 Bg By Ty D1 <4} Aqy Bo T'g D«
259) hgsy Be U4 Dy
&1 Ag Bs T4 D 253 Ry7 B1o Ty Da
73 Ag, Bo Cg .
8} &g Bz T'¢ Do 27 Aspg Biz 074 D-
37 Ag Bo Gy Dy
103 Ag Bz Cy D= 28) Ryg Bp Cyg D«
i} Ag B Cg DI 29} Ayg Bp T g D
2) RAg Bo Cqg Do 30 A4qg Bo C4pn Dy
13 Ag Bo Cyp D 31y Asg B Uqg Dy
14) Ag Bz Cig Do 323 Rig Bg Cyg Dt
15 &g 82 Ci& Dax 33} Aqg Bao 637 Dr
16y Ag Bs C'y D> 34 A1g Bir Cg Ds
i73 Ag By Cls Do
1873 A& :-':3;? Ci@ Di an: AZ{} B;S 3}; 0.
} Apg Be U D
373 322 32 C'é 31

faixas A, B, C e D est¥c identificados nsa

£
o
L]

- Us padriesg
Figuras 1.



67

Foram encontrados 38 padr8es distintos em 6% sementes
amostradas. Este valor, no entanto, pode n3Ec estar exato devido a
falta de informac¥o sobre algumas protefnas, em diversos padrles,
na faixe . Essa faltz de informacBes de bandag proileicas, € re-
presentada pelos padrBes C-1 e C-4 . Assim, pode estar Thavendo
muito padr3o C-4 € C-: que difere de todos os demais padres (bem
como entre si), como C-4 € C7¢ que corresponda a algum dos pa-
drdes 2 existentes.

2 tabela 9 fornece a distribui¢fo de todos os padrdes 1lo-
tais nas populacBes consideradas., H& indfcios de que alguns pa-
dr#es toials sejam restriilos 2 apenas uma das populacgdes e que
outros zpresentem distribuic¢do mais ampila.

Devide ac tamanho de amostra e forma como os dados foram
coietados, ¢ possivel se fazer uma certa comparagio com ©s pa-
drBes obtidos na populag3c i. Dessa forma, tomando-se as tabelas
S e 10 ( de ocorréncia de padrBes parciais nos 1ndividuos da po-
pulag3o 1 }, pode-se verificar o gue estz ocorrendo nessa popula-
¢3o entre sementes de um mesmo fruto, frutos de uma mesma arvore
e entre adrvores de uma mesma area.

Nz tabelz 9 pode-se perceber que a2 variab:ilidade de semen-
teg de um mesmo fruto pode ser bastante alta, mais ha frutos cu-
jas sementes podem ser pouco variavels entre si. A variagBc pro-
tefca entre as semenies dos frutos 4 e 5 € muito malor que &
existente entre s&mente$.do fruto 14. O dendrogramaz fig.6 permite
uma melhor vigualizac3o do que esta ocorrendo. A arvore-mde, COmo
um todo, pode estar apresentando uma variabilidade muito alta,

embora alguns de seus frutos possam ter baixa variabilidade. A




Tapeia 9 -

fg
ArgEp Craly
Ag Bo C7aD1
An Bo U74Ds
By By T 4D
hs Bo C gDl
Ar1gBiaC 4D
AigBz C 4Dy
higbBp C gDy
arv 3
f10

Ag Bs C 4D
Ag Bo C’Qag
g EBo T 740
Ag Bo T 401
hr Be 074D
arv i

Ag Bg T 4Dy
AigBy CigDl
Populaglo &
Andireba
AziBz CTqly
k¢ Bo Qg Do
Ly Bo By Do

PopulagHo 7
Conchal

Fadrdes totals encontrados em cada populaglo considerads

cge H.courbaril

vel,

NP N

T T

3

b ol
[ SR
et

indicado ©
das sementes.

var stilbocarpa.

arwv arvore

Populag8c ! - Esmeraldas (MG

5
Ay Bn U740
Ai17Bz C7gDy
Ay7Bp C7gDy
Aé Bz C'éﬁi
Az Bo T74D4
Ly Bo C 4D

fo
Ag Bp C74D
Ag 52 C’qgi
An Bo U740
Ag Bo C7aly
arv 7

Populag¥oc 3
Sabari

AieBs Cyiohz

530 Paulc

Populacdo &
Butantan
Ag Bz C7al
A198;3C47D2
Bz1B2 Ciobs
A,9812Cg Dg
Ag Bo Cy Do

]

Ag 52 ﬁ'qﬁi
B1gbBp Cl4by
Ag Bo C74Dy
A& Bg C'@SE
by Bo 07 aDI
fg
hg Bp T 4Dy
hg Bp U740
Ag Bp C7a0y
Ag Bp C gDy
Ag Bp T 4Dy
ary B
Bigk2 Cighy

Populac®o 5
Paraopebe

BoobaC 401
hg Bz CipoDy

Populagdo B
¥onjelinho

52 Genebra
Ag By T 4D

No caso de ter gide posal-
individuo mBe e o fruto de proveniéncia
f = fruto

by

i
Ai7By2C 40
AiyBy CrgDe
By Bn C74D:
Ai7Bo T gl
AipBp C72Dy

Populag¥o 4
Sete Lagoas

-

AopnBo Tz Dg

Populagdo 9
Jaboticabsa!l

Ag Bz Uielis
AigBo Cqgly
higBp Ciob;




TABELA 10 - Ucorréncis dos padrdes parciais_de H. courbar:] var.
stilbocarps nos individuos da populag8o de EsmeTaldas (RB.G.).

a) Padrdes parciais da faixa A

INDIVY - ARV ARV BRV ARV AEYV K= UE

DU 1 Z 3 4 5 OCORREN~

. Cilas
PADRED

——An """"""""""""""" FoUTET Ty T
i o o s e e o o oo e e e oy e e T Sk W IR e A M W A o . o o v S A A M AL ik e L W e . T o -

A + Z

2};4 e s 5
e " s L TTTTTTTTTmTTTT 20

Aig T -

A;.,;? o -+ ”mw“____-——““_—_"-.———g ———————
R B
N= DE
SEMENTES i 24 15 3 i

D} Padrdes parciasig da faixs B

T e o T T G WL i L e Wl Mtk ot e o e e s e i  m o S s e e R e WA W R W S T R e S —— . e e

INDIVI- BREV. ARV. ARV. LRV. ARV. Ne DE
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B s T 4
TBy. T LTI
Biz N -

Nz DE z 24 15 z i
SE¥ENTES

- Os padrdes das faixas A, B, T e I} est¥o identificados ne
Figura I,



70

TABELA 10 (continuag3ol- Ocorrénciz dos padrdes parciais de H.
courbaril var. glilbocarpz nos individuos da populacho de Esméraldas
THTGT -

c? Padr8es parciais da faixa C

INDIV?I~ rov ARV ARV ARV ARV ¥= DE OCOR~

ouo i z = & 5 RENCIAL

PANRED
Cs + -+ 2

o, T T + P A
Cq . * s
Cin ~+ i

Y= A
Cig + o

N= DE

SEMENTES 2 24 i35 1 3

d) Padrdes parciais da faixa D

IRDIVI- ARV ARV ARV ARV ARV ie DE QOCOR-
DU i 2 4 5 RERCIAS
PADRED

:ie.‘ ks + -+ bl b 5;:_
o pg T « T t
by o+ T !
Ne DE o
SEMENTES z 24 15 i 1

- Ue padrBes das faixas A, B, £ ¢ D est3c identificados n=z
Figurse 1.



variabilidade encontrada entre arvore-m¥e, entretanto parece po-
der difer:r bastante. Us dados indicam que a &rvore Z tem uma va-
riablilidae maior gue s arvore 3 (Tabeia 103.

Sementes tomadas sem critério definide, de outras arvores
da mesma populagdo estdc introduzindo novas variagles, ate mesmo
com o© aparecimento de padrfes parciais até ent¥o n%c amostrados.
0 qgue i1ndica uma variabilidade populacional muito ma:ior do que 2
amogtrada e 2 pogeibilidade de que individuos adultos de uma mes-
ma populacioc possam apresentar progénie com nivels de variacio
muito distintos uns dos outros.

Pode-se perceber também que gquanto 2 ocorréncia de padrles
parciais, a arvore 2 apresentz (em relag¢lo & 3J), uma variabilida-
de maior na faixa A e B sobretudo {(Tabela 107.

A &rvore 1 parece estar introduzindo variagd@o bastante sig-
nificativa, j3 que, apesar da baixz zmosiragem elz introduz pe-
arfes n2¢ encontrados nos dema:is individuos adultos (Tabela 10 ;
Fig. &2.

Ha padrfes parciaie negsa populaclo gque 1&m ampla distri-
buic3o e alta fregquéncia - € o casc dos padrles Ag, Bs e D, (fa:i-
®x2 C n8%c esti sendo consideradal. E oulros padrdes gue parecen
ser esporadicos mas gue introduzem grande variag¥o {(Tabelz 10;
Tabelia 113.

Tomando-ge agora todas as popul agles amostradas e comparan-
do-se © que estd ocorrendo entre elas, pode-se perceber que &
frequéncia de ocorréncia dos padrBes parciais (Tabelas 11, 12 e

13, € bastante variavel com aiguns padrBes parciais com uma nf-

tida predomindncia em relag¢Zo acos demaisz.
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TABELA 11 ~ Frequéncia de ocorréncia dos padrBes parciais na populacgio 1

de H. courbaril var. gtilbocarpa. (Esmeraldas, MG. - n=43)

By = 2,33% ©n= 1 Bp =B6,05% n= 37 C'y= 32,18% n= 2 Di= 25,35% n= 4!
By = 4,65% n= 2 By = 2,33% n= 1 C'g4= 86,05% n= 37 Dg= 2,33% n= !
Ag = 11,68% n= 5 By = 2,33% n= 1 Cg = 2,33% n= i1 Dy= 2,33% n= :

el
o
i
s
0
s}
W
52
=
I
o
Ly
~
i
N
W
W
B\G
b
H
.
@]
fory
w
1
P
]
1}
32
o}
i
b

A= Z.33% n= 1 Bjyg= 2,33% n= 1

- Us padres das faixas &, B, C e D estio representados na

Figuras 1.
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Ay = 8,37% n= b pr = 5,258 n= 4 U 74=67,18% n=43 Do = 3.,12% n= 2
Ap =405,31% n=30 Br = £,68% n= 2 G4 = 1.,56% n= 1 Dy = £,2B% n= 4
Baipoio 18m% oo E mii= 1.,56% n= I O = 5,i12% n= 2 5Ds = 1,56 n= °
' v - —— ey ha — . — " - b 7 — 5 = F
ALV = LBLN n= T Beo= 3,12% n= & Ug = 1,564 n= i1 Dy = 1,56% ns 1
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TABELA 13 - Frequéncia de ocorréncia dos padrBes parciais de H, courbari]

var. gtilbocarps nas populagBes: Andiroba, Zapbarad, Sete Lagoas, Paraocps

ba, Butantan, Conchal, CGampinas & Jaboticabal, {(n= Z1).

Ase = 4,7B% n=l Br =71,43% n=5 Gz = £,76% n=i D, =47 ,62% n=10
he =22,BB%  n=09 Bg = 3,5Z% n=Z Cra=28,57% n=b DE =19.05% n= 4
Ale=14,28% n=3 B 4,76% n=l Cé = 4,76% n=i = 9,52% n= I
B15=13,05% n=4 Beem 4,76% n=1 Gz = 5,52% n=Z Te =14,28% n= ©
Eoo= 9,02E  n=Z Bim= 4,7B% n=i g = 4,76% n=i De, = &,78% n= |
AZ1= 9,52% n=I Beo= 4,764 n=1 Cg = 4,76% n=: Dem= 4,76% 1= L

)
rJ
3%
pu
!
)

Us padrfes das faixas A, B, C e D est¥c representados nz

Figura 1.
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Dessa forma, na faixa A o padr3o mais frequente ¢ O Ag,
faixz B, Bo; faixa C (desconsiderando-se o padrdo Crg2, Ci0; fai-
xa D, Dy. A Tabela 14 fornece a ocorréncia desses padrbes nas po-
pulacles estudadas.

As tabelas 11 e 13 permitem 2 comparagl3o do comportamento
dos padrBes parciais da populaclo 1 em relagdc ao restante ds
amostra.

De maneira geral, verifica-se que @ populacido 1 tambem
apresenta @ mesma predomin2ncia de um sé padrio parcial por fa:i-
xa, gque foi verificado para toda = amostra, exceto em relagio &
faixa C, onde, devido 2 inicidéncia do padri3o U4, n¥o € possivel
afirmar gue haja um padr3o mals freguente nesta faixa.

Ubservas-se também que a populacic 1| apresenta malior varia-
c%c de padrdes na faixa A e B, As demais populagbes apresentaran
maior variagdo na fazixa D (faixae C € dificil de se saber o que
ocorrer:a com ela se n3o houvessem os padrBes T4 e T7;.

£ importante também notar que alguns padrdes s3o considera-
dos diferentes por apresentarem somente uma protefna a mais en
relacl3o a outro padr3c ( figura 1; tabelia 8 2.

Verifica-se gue:

Us padr®es totzis 7 e 1B (Tabeia 8) diferem pela pre-

senge daz protefna 4 em A g.

Padr@es 25 e 26 diferem pela presenga da Prot. 3! enm

PadrBes 29 e 37 diferem pela presenga da Prot. 2 em

AlS
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TABELA 14 - Dcorréncia dos padrdes parciais nas popuiagles de ]

i

courbaril var, gtiibocsarps.
populagber: Zameraidas= 1; Andirobs= Z; Sabarsds 3I; Sete Lagoacs 4;
Faraopeba= 5; Butantan= &; Conchal= 7; Campinas= 8: Jaboticapal= 9,

C e I} estdo representados na

- U8 pedrdes das faixags &, B, C

&

Figuras 1.



TABELA 14 (continusgBo)- Dcorrénciz de padrdes parcials nac popul aghes
de L. courbar:l var. =tiibocarps.

Cr FPadrBes parciaic da faixa O

@

- Os padrBes das faixas A, B, C e D est3o representados nsa
Figuras 1



78

Padrdes 7 e 29 d:iferem peiza presenga da Prot. 1 en

ALlSG
PadrBes 1 e 2 diferem pela presenga da Prot. & em &
Padrfes T e 4 diferem pela presenga ds Proi. 17 em B2
Padres 7 e 186 diferem pela presenca da Prot. 13 en
B7

& tabels 14 apresenta a ocorréncila dop padrles parcﬁa;s em
cada populagio amostrada. Apesar do baixo numero de sementes, ve-
rifica~se que hid padrdes que aparentemente apresentam uma distri-
buicdc ampls, enguanto gque outros acham-se mais restritog. Pode-
se observar, atraves da tabeia 1Z, gue para €ssa egpec:ie, 05 pa-
drfes de ampliz distribui¢io s¥o tambeéem 08 gue apresentam malor

freguéncia nesse taxon.



2.3 H. courbaril var gubsessilis

Foram analisadas 10 sementes de H. courbari! var subsess:-
liz tomadas & partir de um lote de sementes de procedéneia impre-
ciga, n3dc se sabendo se ag gemenites sio de frutos de uma uUnica
arvore ou se a amostra continha sementes de origens diversas (Ta-
bela V Naterial e HétOdOSD,.

Das 321 protefnas consideradas para ¢ género, enconirou-se
19 Dbandas proteicas (Fig. 7). & Tabela 13 fornece um resume dos
padrdes tftotais encontirados. Para a amostra de 10 semenites encon-
trou-se S padrfes distintos. Como o padrdo parcial Crg correspon-
de ao padr3c onde falta informacBo sobre as protelinas situadas
entre ag bandas 14 e 22, n3c se pode afirmar gue o padrio 3 sej2
diferente do 4, Hi outros padrfes em gue as diferencas s3c muito
pequenas, Us padrfes I e Z diferem apenas na presen¢a da proteina
20 em Co. Os padrdes 4 ¢ 9 diferem pela presenca da prot. 1 em
A>¢ e ausénecia da prot. Z e vice-versa (em Ag){Tabela 15 e Figurea
I a,b,c,d.y.

0 grau de gimilaridade, come pode ser visto no dendrogranms

(Fig. 8), indica também um alta variabilidade nos padrdes desse

grupe, © que € comparavel com © obsevado para outros taxa.
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TABELAEZ 15 - Padr8es tobtais encontrados em H. courbaril wvar.
zubsessegi e

H. ¢courbar:i

¥ hAg Bp Co Dg
3 Ag Bo Co D
43 hg Bo 072 Dy =
5) BAyg Bp Oy Dy
5 A1g Bg Uz D3
7) A1g B:p Ci0 De
82 hsyg Bz Coo Dg

(%} Padr3c que ocorreu em duas sementes distintas.
- (s padrBes das faixas A, B, C e D est3o representedos na
Figura 1.
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2.3) H. stigonocarpa

Foram analisadas 36 sementes de H. stigonocarpa. & tabels

i1l do material e métodos resume os principals dados de coleta
das mesmas. Essas sementes foram agrupadas em populagBes de acor-
do com as localidades de coleta.

Das 31 bandas prot@icas consideradas para o género, foranm
observadas 25 bandas nessa espécie. A figura S mostra um esguema

de todas as 25 bandas consideradas em H. gtigonocarpa. 3 figura 1

{a),{by,(ci,(d), Juntamente com a tabeia 16 permite que se vigua-
lize o padrfes parcials que ocorreram no taxon bem como o pa-
drdes totais obtidos.

U dendrograma ( figura 10 ) mostra n¥%o estar havendo forma-
¢d0 de grupos ndc havendo nenhuma indicac¢io de uma possivel sepa-
ragdc de sementes de mesmas populacles.

Para as 3b sementes analisadas obteve-se 35 padrdes distin-

tos. Us uUnicos padrBes iguais s3¢ relativos z sementes de duas
populagcBes diferentes: uma semente da populac3o do Mato Grosso
{(Fazenda Cotia ~ Pop 7) e a outra semente da populaglioc de Kirador
{mato Grossc - Pop 9.

Zmbors © numero de sementes analisadas, por populag3o, seja
pequenc, 2 tabela 17, de frequéncias de ocorréncia de bandas pro-

téicas nas popuiacgBes de B. stigonocarpz sugere a existéncia de

diferengas de frequéncia de algumas bandas entire as populacBes

estudadas.
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TABELA 1& - PadrBes totais que ocorreram nas sementes analicadas de H. .
stigonocarps.

B By C. Dy Ao Bp Cg Dg he Bg Cz Dp
Ay B: Cy Dg Ao bz Cy D¢ Az By C7 Dg
A: Bz Cp Dg Az Bg Cg Dg Ay Biz Cip Do
L, Bp Cqy Dy Ao B,y Cg Dg

A+ Beg Cz D Ahg Bog Cg Dz
Ay Bs Cz Oy A4 B, Cg D Ag Dy Cg Do
A, Bz Cy Dy Az Bg Cg D3

A B G Di * Ao EEG Cg Dz

A; By Cz Dp Ay Bz Cg Dy hg By C7 Dz
B+ Be Cg Dy L, HBeg Cg D7

&y By Caq Dy Ag Bs Cp Dg

4. By Cg Do Ags Bg Cs Dy

£: By Cg D B: Baz Cyig Dy Ay, By C; Dy
Bs Br Ty D-

x5

(%) Padr3o gue apareceu em duss sementes diferentes: semente I prove-

niente da populac®o da Fazenda Cotia (MT) e semente 2 proveniente de
Mirador (M¥A75.

Fiad

- 08 padrdes das faixas A, B, C e D estio representados nsa
Figura 1.
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identificagdc das bandass encontra-se na Figura 2.
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Se analisarmos as populacBes 1,2,3, e 7, onde o numero de
sementes foi um pouco maior podemos notar gque @ frequéncia de al-
gumas protefnas parece variar bastante entre essas quatro popula-
¢Bes. ( Tabela i?, protefnas: 1,3,4,6,%9,11,16,21,23,26,27,31 1.

Proteinas que apresentam baixa frequéncia de ocorréncia na
e&pécie e qﬁe s@0 responsdveis pela inircducgdo de muita variagho,
s3%0: protefnas 1,3,5,22,24,27 (tabela 172.

As protefnas mais estdveis, ou seja 25 que apresentaram uma
alta frequéncia e pouca variag3o dessa frequéncia em todas as po-
pulagdes ( protefnas: 2,10,14,28,30 ), foram em geral, as que
também apresentaram altos valores nas demais espécies (tabela

177,
VariagZo dos Padr@es Parciais

A tabela 16 fornece todos os 35 padrles totais encontrados
para a espécie.

A tabela 18, mostra os padrdes totais encontrados em cada
uma das pépulaq&es.

Asa_tabeias 13 e 20 fornecem, respectivamente, as frequén-
cias de ééorréncia dos padrfes parciais: 1) para toda a espécie;

2) dentro de localidades onde o numero de sementes analisadas

foi maior.

A tabela 21 mostra a presenca e auséncia dos padrles par-

ciais em todas as populag¢Bes estudadas.
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TABELA 18 - Padrdes de H. stigonocarps enconirados em cada uma das po-

puiacdes congideradas no estudo.

Pop.l:Esmeraldas (NG) Pop 2Z:Paraopebsa (MG Pop Z:Alpindpoliiz (MG
Ay By C7» D: A, Bo Cy Iy hy By Cy Dg
s By U7¢ Do Lo Bo U'g Dy A« B Clg D7
Ay Bz C'o D3 Ap By C's Dg kg By Ty Dg
A, Be U'n Do k5 Bg Cg D¢ &g By U7y 7
A+ Bg T: Dy A3 Bp C'5 Ds hAg By Cg D3
Bp Bi1 Cg Do Az Bg O’z Ds by By C a Dy
Az Bio Ug D2
Pop.4:Lutz Antonio (5P Pop.5:Brasiiis (DF) Pop.&:1lna Solteirs (RA:
4, Bs £ Dy A, Bz U7z Dy Ay Bo U4 D:
&, By C. D+ Ay By Uz Ug A¢ By Tq« D9
A Bg Tz Do
Pop.7:Fazends Col:1al(¥T} Pop.8:Rosari1o do OestellT: Pop.9:Niracor(¥i
hy By C7g D¢ Ay By C7g Dy By By 7y &
Ay By Cg Dp Bz By Cg Dy Ag By C7g 7
Ay Bz Cyo BI Ag By C"y D» bg Bg Cz Dg
A7 Byo Ci0 D2

- O padr8es das faixas A, B, C e D egtho representados na
Figura 1.



TABELA 13 - Frequéncia de ocorréncia dos padr8es parciais de H.

stigonoccarpa

90

Faixa A Faixaz B
&, - 50,00% B:i ~ 13,80%
Ao —~ 11,10% Bo — 16,66%
B> - 11,10% By - 5,50%
Ay — 11,10% By - 2,77%
Ay - 2,77% Bs, -~ 19,44%
Ag - 2,77% Bg - 2,77%
Ay ~ 5,50% B7 - 13,80%
Apg ~ 5,50% Bg - 2,77%
Bg - 11,10%
Bapn— 2,77%
Bes- 2,77%
j Byio~ 2,77%
Brg- 2,77%

Faixa C

Cqy - 16,606%
Co - 2,77%
Cz - 156,66%
Ca — 25,00%
Cs - 5,50%
Cg - 8,33%
Cr - 2,77%
Cg - 5,50%
Cg - 5,50%
Cip— 5,55%
Cin- 2,77%

Faixa D

D: - 36,11%
Do - 16,66%
Dy - 16,66%
Dg - 5,50%
Dy - 2,77%
Dg — 5,50%
Dy - 11,10%
Dg - 2,77%
Dg - 2,77%

= 0Os padr8es das faixas A, B, C e D est3o representados na

Figura 1.



a

TABELA 20 ~ Frequéncia dos padrdes parcials nas populagdes mais expres-
gsivag de E. BLIQONGCAErps.

Populagioc 1 Zemeraidas (MG n= 7
Ay=71,4% n= 5 B. =28,8% n= Z C. =42,9% = 2 D. =14,6% n= L
Ap=14,3% n= 1 Bp =14,6% n= 1 Co =14,6% n= 1 Do =42,9% n= 2
Ag=14,3% n= i Ba =14,6% n= Cn =14,56% n= 1 Og =14,6% n= i
Bg =14,6% N Cg =14,b6% n= I Dy =14,5% = %
Bip=14,6% n= 1 Cog =14,86% = 1 Dg =14,6% n= i
Bye=14,6% n= 1 '
Populagio 2: Parsopeba (MG) n= &
L.=16,7% = 1 Eo=50,0% n= 3 Cy=23,358% n= 2 7% n= L
Bo=50,0% n= 3 Bg=16,7% n= 1 Cg=1b,7% n= 1 7% n= 1
Ao=33, 3% n= 2 Bg=33,3% n= 2 Ce=33, 3% = 7 7% n= L
Ce=106,7% n= 1 7% w L
3% n= 2
Populag3o 3J: Alpindpolis (BG) n= &
A.=33,3% n= E B4,=33,3% n= 2 Cy=50,0% n= 3 Da=33, 3% n= Z
Ba=68,7% n= 4 By=350,0% n= Z Ceg=16,7% = i Dg=1b,7% n= oL
Be=16,7% n= 1 C»=33, 3% n= 2 D»=50,0% n= 2
Populacl3c 4: Fazenda Cotia (MT) + Rosér:o do Deste (¥T: n= 7
A.=57,1% n= 4 B =14,3% n= i Cr =14,3% = D.=71,4% n= 5
Ag=14,3% n= 1 Be =14, 3% = 1 Cq =28,6% = 2 Dp=28,6% n= 2
As=14,3% n= i By =42,8% n= 3 Cg =28,6% n= Z
Av=14,3% n= 1 Bin=14,3% = 1 Ci1p=28,6% = 2
Bia=14,3% n= 1
- Os padrBes das faixas A, B, C & D esi¥o representados na
Figura 1
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TABELA 21 - Ocorréncia dog padr@es parciais nas populagles de estudo.

populacBes: Esmeralda (EG)= 1:; Paraopeba (MG)= 2: Alpindpoiis (HEGY= &

Luiz Ant&nio (8P)= 4: Brasflia (DF)= 5; llha Solteira (MS)= &; Fazenda
Cotia (HT3= 7: Rosirio do Oeste (¥T)= 8:; Hirador (Khi= 5. '

a) padr8es parciais da faixa A

méégggééééﬁ—'“*“E“'_§'"_é"”wg""*édwwé”'*Eﬁn—é”*—ﬁ— ’
Y +x e e
e
TTTag e .
TTTa, T PO
TTTae T +
Y P T
A, « 0
TTag T +

POPULAGAD 1 P 3 4 5 & 7 g 3
PADRAC

Os padrdes das faixas A, B, C e D estdo represgentados na
Figura 1.
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TABELR Z1 (continuag®o) -~ Ocorréncias dos padrdes parciaisg nas popuiaches
de estudo.

populac®es: Esmeralde (MGr= 1, Paraopeba (MG)= Z; Alpindpolis (MGI= 3,
Luiz Anténio (SP)= 4; Bras{lia (DF)= 5; llhsa Solteira (¥MS)= &; Fazenags
Cotia (MT)= 7, Rosdrio do Deste (MTo= 8; ¥irador (WA= 9.

¢} padres parc:als de faixa O

POPULACEKD i Z C; 4 5 & 7 & =

PRORAD

“““““ o

wwwww c. L TTTTTTTTTTTTr e

- c- + TS L TTTTTTmmTT v

T c. 7 - 4Tt + o« 4 ITTT

""""" 2
C + T + +

mmmmm c, TTTTTTTITTTTTTorT s
g L -+

g L4 TTTTTTTTTTT T e e

Cip 4

wwww C.. Ty

POPULACKD : z 3 4 5 & 7 8 >
FPADRKD
T p, T +  + 7T v+ % I
“““““ by IR
D + + +
S T
_____ Ds 4 T TTTTTTTTTTTTTITTommomeeees
“““““ Dg 4 TTTTTTTTTTTTTTTTTTmmTomeeees
AN e e
—— 5 e

- Us padrBes das faixas A, B, C e D estio representados nsa

*

Figura 1.
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Obgerva-ge que algune padrBes parciaie parecem estar maig
restritos s uma ou poucas populacles enguanto outroe ocorrem em
Guase todas as localidades de estudo ¢ tabelas 19 e 21 7,

U padr3o Ay { tabela 21 ) fo: constante em todas as popula-
¢cBes embora em algumas susz fregquéncia seja baixa (tabelas 18 e
207 .

Né ffaixa B n¥3o parecz naver nenhunm padr¥o de ampla ocorrén-
cia enitire as populacBes que predomine sobre os demais (tabels
21).

Na faixa C o padrio Cz aparece em varias das popul agBes
amostradas, embora sua frequéncia dentro de cada umsa delas sejs
baixa. O padr3o Cr4 n3¥o ests sendo considerado.

Na faixa D o padrio Dy tem uma disetribuiclo mais ampla em-
bora & frequéncia dentro das popuiacBes possa ser baixa { tabelas
21,18 e 20 .

Tantc os padr8es de distribuicio mais ampla entre as popu-
lagBes como oz de distribuiclo restrita, poden apresentar:

1) frequéncia mais altaz dentro de uma populag¢¥o ou em algu-
mas.

2} freguéncia baixa na populac¥o ( ou nas populacBes onde

ccorre ) { tabelas 18,20 .
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2.4 H. intermedia

As cementes dessa espécie que foram analisadas eram prove-
nientes‘de 2 regiBes distintas: Carajas (PA) e Manaus (AM). A Ta-
bela 11 do Material e Hétodos fornece um resumo sobre os dados de
coleta dessas sementes. Pode-se verificar que as sementes de Ma-
naus s3o provenientes de guatro "érvores-mEes” distintas, situa-
das em localidades diferentes nos arredores de Kanaus, enquanio
as sementes de Carajds s¥%o todas de frutog de um unico indivi{iduo
adulto.

Das 31 Dbandas protéicas consideradas para o género Hyne-
naea, foram verificadas 22 protefnas nesse tLaxon. A Figuré 11
fornece um diagrama de todas as bandas consideradas em H. inter-
media, indicando as faixas dentro das guals ocorrem as principais
variacBes. A Figura 1 (a), (b}, (c),(d), fornece os diagramas dos
padr8es parciais encontrados no género e com auxf{lio da tabela
22, ¢ possivel se visualizar os padrdes totais para esse taxon.

0 dendrograma (¥Fig.12) mostra que, apesar das sementes pro-
venientes da regifio de Carajds serem todas de um uUnico individuo,
ocorre uma grande variabili&ade de padr@es entre as amostras ana-
lisadas. Além disso n3o parece haver diferengas suficientes, en-
tre os padrBes das sementes de Carajés e Manaus, que Justifigue
uma distinc3o nitida entre os padrBes das duas regides. Apesar
disso, ao observar-se a Tabela 23 de frequéncia de ocorréncia de
protefnas para sementes de cada regi3o, verificaremos que aigumas
protefnas ausentes em umas das regifes, apresentam frequéncia al-

ta na outra. Esse é o caso para as protefnas 5, 9 e 13 presentes



A

i 76810 - 61650

WAL b e,

B

37750 - 20450

C

27060. 20860

D

18690-9080

Figura 411 Diagrama de todas as proteinas de H. intew-
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TABELA 22 -~ PadrBes totais de H. intermedia por populagho congicerada.
o }
Carajas ¥ansaus

1Y Ay Bo C7y4 Do 13 Az Bo Ty Dy
22 Ay Bo Cg Do 27 Ag Bo Ty D3
3% A4 Bo Cpg Dg % 33 A5 By3 Cg Dg
4} BAq Bo Cg Dig 4} Ag By T4 Dy
5 Ap Bo C'g Do 53} Ac Bg Cs Dz

& Ap Bpo Coa D 63 Ag Byz Cg Dg
7Y A3 Bp C'4 Do 7 Ag By T4 D3
8) Ag Bpo Cg Do 83 Ag B1g €72 Dy

(X} Padr3o que ocorreu eom duas sementes distintas.
- Os padrBes das faixas A, B, C e D est¥o representados nsa
Figura 1.
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TABELA 23 - Frequénc:a de ocorréncia das protefinasc de H. intermed:s nac
guag populacles amostradas.
populac®ce: Carajds=s i; Menaus=s 2.

POPULACED 4 o
BANDA
i 106,0 0,0
Z 100,60 100,0
3 1C, G 87,5
4 30,0 12,5
& o,0 25,0
£ 7G,0 £2,5
7 C,0 C,0
e 0,0 0,C
E 0.0 2,5
10 100,80 100,0
12 10,0 12.5
12 100,0 100,0
i3 100,00 100,0
14 0,0 0,0
15 G,0 0,0 *
15 i00,0 0,0 x
17 ¢,0 6,0 =
= 100,0 35,2 %
18 o.C 0,0 %
20 80,0 52,5
2: 14,2 100,00 =
zz 14,2 o,0 %
23 20,0 0,0
za 0,0 G.0
25 C,0 ,0
26 100,0 42,5
27 G,0 g,0
2E 10G,0 10G,0
2% ¢,0 C,0
30 5¢,6  100,0
G 6G, ¢ 100,00
He DE
SEMENTES 1G &

- A identificagdo dag bandas encontra-se na Figura 2.



(ainda que em baixa frequéncia) nos padr¥es de Manaus e ausentes
nog de Carajds. Protefnas nos i, 16, 22, 23 pregentes nas semen-
tes provenientes de Carajds e ausentes nas de Manaus.

Hé =ainda ouiras protefnas que sugerem diferencas entre as
sementes de cada regido, apresentando valores de frequdncia dis-
crepantes para as duas regifes em guesiZo. As protefnas n9f 3 ¢
21 apresentam valores a2ltos de frequéncia na populac3o de Manaus,

€ Dbem mails baixos na de Caregas. 0 inverso ocorre com as protef-

nas n°8 18 e 26.

Variag8c dos padrBes parciais

A Tabela 22 fornece os padrdes totais encontrados em cadsa
uma das populac¢bes estudadas. Das 18 sementes analisadas foram
observados 17 padrles diferentes. No entanto, devido & falta de
informacBes sobre algumas protefnas da faixa C (entre as prot. n®
14 e 22} - padr8o C’4, n¥c se pode afirmar com seguranca se © nu-
mero de padrfes iguais aumentaria ou se as diferencas entre os

padres aumentariam.
Dessa forms, admitindo-se gue U’y pudesse ser igual 2 ou-
tros padrBes parciais da faixa C, poderfamos ter:

am

[

PadrBes 1 e 2 (populac¥o de Carajds - Tabelz 22) poder
ser iguails no caso de (4 ser i1gual a Cg.

Por outro lado, considerando-se ainda C’4 como podendo ser
algum dos outros padr3es da faixa C, e observando-se que por ve-

zes a diferenga enire dois padrles totais se deve apenas a pre-

seriga de uma proteina a mais em um dos padrBes parciais em uma



el

das sementesg, Leremos:

Padr&es 5 e b (populac¥o de Carajss - Tab. 22) diferem na
presenga daz prot. n2 23 em Dp (considera-se C'4 = Coygl.

0 mesmo pode ser observado entre os padr8es 7 (Carajés) e
1 {Manaus). A diferencs entre os dois €& a presenga da prot. 23 em
Do {(para C7z sendo igual para as duas sementes) .

A diferenca entre os padr8es 5 e 6 (Manaus) &€ a presenga da
prot. 11 em Bg.

Os padrBes 5 e 7 (Carajds), considerando-se C74 igual para
os dois, s6 diferem na presenc¢a da prot. 6 em Agz.

Os padrSes 2 e 3 (Carajés) diferem na presenga da prot. 31
em Do. |

A Tabela 24 de ocorré&ncia de padrBes parcials nas duas po-
pulacgBes sugere que talvez haja diferengas na ocorréncia de pa-
drBes parciais entre as duas localidades. Assim OS5 padrdes que
ocorrem numa das popula¢®es parecem gue na sua maioria, n3c estio
ocorrendo na outra. A excess3o dos padr¥es Az, Ag, Bp e Dy (pa-
drdc C'4 nZo estd sendo levado em conta) os demais foranm exclusi-
vos de apenas uma das populag¢gles.

Por outro lado, os dados sugerem gue o grau de wvarig¢®o ob-
tida para cadas faixa varia de uma populag¥o para ouira e entre as
faixas.

Assim, para'a populac3o de Carajés, a faixa B, parece estar
admitindo muito menor variagdoc que as demsis faixas.

Na populag¥o de Manaus a faixa menos varidvel foi 2 D.

Comparando-se as duag populagles observa-se que a populagdo

de Manaus apresenta .um numero muito maior de padrBes para a faixa
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TABELA 24 - Ucorréncia dong padrdes parciais de H. intermecia nas quas
populaches estudadas.
Popuiagio: Carajas= :; Manaus= 2.

2} padrdes parcrais da faixa A L) padrdes parcisis s faixa b
POPULACKD ! 2 ‘PoPULACXT 1 z
PADRAD PRDRRO
I T T o > s
T LT T -~ T I
s ~ T ;T o
Ty T T + T s A
s ;'"""" > T s LT
< . T T __
ez oo TTTTmTm T
¢} padrdeg parcials da farxa C ¢} padrdes parcias da faixs U
POPULACARD 1 2 POPULACED - 2
PADRED PADREC
cre o . T + T .
R 0 T T
e . T T T
e - T s T
e + s T -

adrBes dasg faixas A, B, £ e D est3c representados ns
™



B do que a populacBdo de Carajés. No entanto, as gementes prove-

nientes de Carajas apresentam um mimero maior de padrfes para 2

faixa D do que as de Manaus.



2.5 H. martians

Foram analisadas 10 sementes de K. martians, todas prove-
nientes de um unica arvore-miEe (Tabela V do Mater:ia! e Métodos).

Dag 31 proteinas consideradas dentre do géners, foram ob-
servadas 20 bandas protéicas representadas na Figura 13. A Figura
1 {a,p,c,d), fornece os padrBes parcials € Juntamente com 2 tabe-
la 25 pode-se verificar guais ocorreram nesse taxon., A Tabela 25
fornece um resumc dos padrBes totals enconirados. Para =z amosira
de 10 sementes foram observados 10 padrBes diferentes, embora,
come n¥C haje 1nformagic para as proteinas entre prot. 14 e 22
{padrdo U742, n%o se pode afirmar que os padrBes 3 e 4 n¥o pudes-
sem ser mals similiares.

O grau de similaridade entre os padrBes obtidos pode ser
opservado nc dendrograma (Fig. 14). Como pode-se observar, embora
pertencentes a uma s arvore-m3e, a variabilidade detectads nas
sementes de H. martiana € muitc alta, compardvel ac que se obser-
va em outras especies onde foram comparadas sementes de indivi-
ducs-m3e diferentes,.

A . Tabela 25 de padrles totais e 3 Figura i1 a,b,c,d, dos pa-
drfes parclais permite notar gue diferengas de padrdes entre as
sementes amostradas, para esss espécie, sdo sempre maiores do que
@ s:impies presenga ou ndc de uma unica banda protéica em um dos

padrdes. Como pode-se observar, as diferengas s¥o ao nivel de pe-

lo menos dois padrles parciaig distintos.
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TABELA 25 - Padrdes totzis encontrados nas gsementeg anallcadas de &
martiniana.

App Bz Cz D-7
Apz By C'g Dig
Bzo By Cio Dy
Apz 313 Cp Diy
Apz Big Ciz Dz

v
o
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2.6) H. courbaril var altissima, H. aurea, H. oblongifolia,

E. parvifolia

Os dema:s taxa ser3o tratados Juntos, devido ao pequenoc nu-
mero de sementes analisados em cada um deles. A Tabela V.  (Mate-
rial e Métodos) resume os principais dados de coleta.

Dentro de cadz taxon n3o houve sementes que apresentassen
mesme padr3e protéico. Por outro lado, os padrfes gue mai1s se
aproximam pertencem @ sementes de espécies distintas {(rFi1g. 1 a,b,
c,d; tabela 26 e figura 15).

Pode-se, portanto, verificar que, o padr@o 1 de E. courba-
ril var altissima difere do padr3oc 2 de H. aurea devidce a presen-
¢z ds protelina no 1! em Bg.

0 padr%o 23 de E. aurea e 2 de H. oblongifolias diferem entre

g{ devido & presenc¢a da proteina n® 18 em Cg.

-
v

b
-
0

0 padr3c 3 de H. parvifolia difere do padr3oc Z de

obiongifolia devido & presenga das protefnas 30 e 3@ em Ds.

Através do dendrograma (Fig. 15} pode-se mais uma vez
veficar que n3c ocorre nenhuma tendéncia de agrupamento natural

aos paardes.
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TABELA 26 - PadrBes totais das espécies H. courbaril var. altissima, H.
aurea, H. parvifoiisz, B. oblongifolia.

-9
H. courbaril H. aures= H. parvifolisa H. obliongifoiis
var. altissima
Ag Bz Cqp Dy Ap Bg Cy; Dy Ag By Cg Dig Ag By Cg Dt
Ay Bo Cip Dy Az Bg Cip Dy Ag Bp Cpq Dy7 Ag Bg Cor Dg
Ag Bp Cq Dy hg Bp Cpz Dig

Ag Bip Cpop Dy

Os padr8es das faixas A, B, £ e D est%o representados na
Figura 1.
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11l
3) Comparag3o das espécies

Foram analisadas ao todo 185 sementes, juntando-se todos os
taxa investigados. D tamanho amostral de cada taxon, foi bastante
variado.

0 numero total de bandas,estudadas foi 31 (Figura 2). A ta=-
bela 27 fornece a frequéncia de ocorréncia de cada proteina para
cada taxon, bem como o nimero de sementes que foi utilizado en
cada amostra. ¢ possivel verificar que a frequéncia das bandas
pode variar muito de um taxon para outro e esta discrepéncia dos
valores foi muito importante nas andlises numeéricas efetuadas.

As espécies H. gourbaril var altissima, H. parvifolia, H.

aurea e H. oblongifolia, n%o foram levadas em consideragloc para

andlises do tipo PCA (Andlise de Componentes Principais) e den-
drogramas construfdos através de dist8Sncias euclidianas, devido
a0 baixc mimero de sementes obtido para cada uma destas espécies.
Ko entanto os dados sobre elas ajudam na compreens¥o do que deve
estar ocorrendo para © género.

Se verificarmos a frequéncia de ocorréncia de bandas pro-
téicas para o género (Tabela 27 ), poderemos notar que algumas
protefnas apresentam alta frequéncia em quase todos o8 taxa,
ocorrendo até nas amostras menos representativas, pareceﬁdo se
tratar de protefnas bastante estdveis para o género. Ubserve na
tabela .27 as frequéncias das protefnas: 2,10,14,28 e 30. Algumas
das frequéncias apresentam valores bem mais baixos em uns dos ta-
xa do que em outros, mas estes valores baixos estBo ocorrendo em

taxa onde o numero de sementes analisadas foil muito baixo e por-



P¥

S«

Tis2

var.
=%
b=

10

i1z
aEpecie

courbari]
espec.e

H.

-
2=
SEima;

alti
gsLigongocarpa;

especie
var,
= 5 H.

pecie

COoOUrnari i
intermedia.

CouUrpar: i
en

corresponde a0 numerc de gementes ana-
arpa;

Arp——

gec;e
1 lboc

courbar: i
&
especie

Freguéncia de ocorréncia de bandas prote:cas dentro dogs taxa
eF

estugados,
iecular

gementes”
Cacas espeécie.

L.
var.

27
PERC WO
1

"nimerc de

das pare
Sgessi leg:

Hvmeneae

ecCe

¥

courbar: 1

TABELA

es

U4
martiniana;

de

P

BANDA

i
P O OO PN O SO 0 A O D GO en ee € |
OO OO 2 e w1 O U QYO M D 0 0D O D P QD gt -t () 1
3%5%6?359@0&.51265386?6.&.37%59_
et 0 I A e D) S e ED P P L S O et ot O LD P S DN DN O
7rorbrn.b3333322222222211 vt el el emd e weet _
1

slelslslvislniolelvivislololeisislslotoloTolalelaloloToT ol wle) *

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

7 23E~$

Omunw_ﬁuOQCOOOOOGOOQQGGOOOOOGCGQOOQ h
QO G Qnnuan O OD O “
et et w q.. vt ot et

OGOCQQCCO@CGCQCGCGGGQGC@&OOGOOQ
.uuOGO00000005SGQLundﬁuOGFuGCO@OQOOOG w
055 OS?%;O [ T nu o QO
] g e wd |

¥

AuQOOGOQ!&COQ@nurwrgér}bcg»bn\mu COCOoOMmD _
QOOCQODOCOOOOOWRNOWOMBOQDOOOOOMmY _
o0 GO OB WD M O Gl
et o—q st &l et

BIGPN AL OCNO O ‘QQGCOO?QOOGOQQGGQ?

W1 QPN v D OO G et v &OCGOCO?GOOOQEOGO@?
Qa0 v D 2010¢O N e AN S 31 o
L2 d =t € w4

GGOOOOOQQGOGOOGGOCOGBOQOCOCOCOC

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

OOOOOOGFLCGGGOOO5GQOOEOQOOOQOOQO
BOMO Ctelln 30 N~ O D o e GO
Lan S ot -l e wrof g

w
i
i
i
I

[ OSO:&:EC?GF&SOQ:UCECBS_DRV?O%:QGCO:» |
::::::::::::::::::::::::::::::: |
NOMONOOINOMNONDOO O COHONNTIONODEINO O |
012 (20} 202530 WL O oM SO Qi

ol e “

r‘uav{:‘ﬁwrbﬁu@m&ﬁvpb?GJ&S»AO ;dh/_rt‘.z_&uon‘.vﬁuogﬂvd,num
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; I
.,b636mu_fOG&DéEOéOBQa&EE»Q@?O05@@089 1
CITON et O Hhethend O DWW o 0 o

ot

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

QGGOGAUOCOOOOGOGGOOOQGOOOOOQOOOO _
055 NG Oond O O 50 QO ool
i Ca| L] L] Ea | x4 o o] g |

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

m
w
_
_
GOOOQOOOOOOOGOGZ %0005@5&@00080_
590 o NGO O Wi N et QO Osry

i e i x4 4 wd o, i
_
_

40 ettt P O DT P B P s O3 O 0T O o E 0N P 0 LS £9) P P N P O8N

WD O P DO P s P s O 3 O e 80 5 DN 090 00 090 Q0 O N B
M o 29293@ H Do o Mo h heap

< OITE U0 P 00 GN D etV O D P G0 DN ot €60 1 0 P (D Y O el
ettt el el e et el et e 0N DO OO DO NN OO T

Nz

&d

16

DE

z.

- A 1dentifica¢Bo das bandas encontra-se na Figursz

SEMENTES



R
Fodn
/5]

tanto a n3o ocorréncia de dada protefna em um dos padrBes Jja for-
nece uma alterag¥o muito grénde.

Por outro lado existem proteinas que, aparentemente, apre-
sentam baixa frequéncia dentro de cada uma das espécies, mas que
se acham representadas em quase todos os tax3a considerados. Neste
caso, novamente as amostras com poucas sementes nHo estio sendo
levadas muito em consideragZo e ser%o melhor digcutidas mailg
adiante. Veja a frequéncia das proteinas g,11,13. A proteina 13

n¥o ocorre em H. courbaril var subsessilis e isso pode estar re-

lacionado ao fato das sementes analisadas desta especie serem Lo~
das de uma uUnica localidade. Neste caso estarf{amos diante de um

caso similar ao que ocorre em H. intermedia com relagdo & fre-

guéncia da protefna 23 nas duas populacdes amostradas.

A protefna 9 apresenta baixa frequéncia em todos os taxa
‘exceto em H. martiana. Esta alta frequéncia nesta espécie pode se
dever aco fato das sementes analisadas serem provenientes de um
dnico "individuo-mZe”. NZo se estid considerando a frequéncia ob-
tida em H. courbaril var altissima devido 2 pequena amostragem;
da mesma forma com relag3o a protefna 11 n3oc se estad levando em
consideracio sua n3o ocorréncia nas espécies H. céurbaril var al-

B

tissima e H. parvifol.a e H. oblongifolia ou sua frequéncia alta

em H. aurea.

Hé protefnas que parecem ser exclusivas de um ou -apenas
poucos taxa, muito embora a frequéncia das mesmas seja baixa, in-
dicando se tratarem de protefnas raras, tanto dentro dos taxa on-

de ocorrem como para © grupo todo. Este é o caso das protefnas 3,

7, B, 15, 17, 22, 23, 24, 25, 27 e 29.
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Outras proteinas apresentam grandes diferengas na frequén-
ciz de ocorréncia em cada taxon, © que parecé indicar que estas
proteinas 30 mais raras em alguns dos taxa do que em outros: sus
distribuigdo sendo muilto varidvel dentro do grupo com um todo.
Isso € o que ocorre com as proteinas:

Prot. 3 - apresenta alta frequéncia somente em H. courbaril var

stilbocarpa e H. courbaril var subsessilis;

Prot. 4 - apresenta 100% de frequéncia em H. martians. 0 que pode
estar relacionado ac fato das sementes de H. mariiana
serem provenlentes de um uniceo 1ndividuo adulio;

Prot. & - ocorre em alta frequénciz em H. stignocarpa;

Prot. 1% - apresents maéof freguéncia H. martiana, H. intermedia

L

e K. courbari! var stilbocarpa.
Gutras proteinas apresentam comportamento inverso. Hanitem-~
se com alta frequéncia na maioria dos taxa e em alguns deles
ocorre uma gueda na frequénc:a de ocorréncia da protefna. Isso

ocorre para as proteinas:

Prot. 12 - apresenta umz frequéncia mais baixa em H. stignocarpa
Prot. 21 - apresenta uma frequéncia relativamente alta em todos
os taxa excetec em H. courbari! var courbaril e H.

courbaril var subsegsilis
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Dendrogramas

‘"Para se estudar a relag¢¥o entre os taxa anal isados, forém
T sitos dendrogramasg.

A Fig.16 fornece um dendrograma do tipo média nd¥o pondera-
_da, construfdo a partir.de uma matriz de presenc¢a ou auséncia de
bandas protéicas e utilizando o coeficiente de Jaccard.
Cai13 uma das "unidades taxonbmicas operacionaig” (OTUS) observa-
das representa uma semente que tenha sido analisada. Uma andlise
deste deondrograma permite notar que n¥c estd havendo formagdo de
grupos mnaturais. Pode-se observar que estd ocorrendo € O agrupa-
mento de padries semeihantes,'indEPEndentemente ao taxa que as
sementes, 3s quais se referem os padrles, pertencam. Estes pa-
dr8es semelhantes se acham distribufdos nos mais diferentes taxa.
Em nenhum momento ocorre a formag3o de um grupo que POSs3 Ser ex-
plicado como constituindo uma espécie ou variedade dentro de ums
espécie. N3Io ocorre também nenhum tipo de agrupamento que Ppossa
ser explicado através de distribuigdo geogréfica dos indivfduos
(sementes) analisados. Em aléuns momentos, aparentemente, ocorre
um agrupamento de um sdé taxa, mas, se observarmos melhor veremos
que: j .
1) frequentemente estes agrupamentos se acham interrompidog por
um ou mais padrdes de sementes de um outro taxon.
53y A similaridade entre os padrBes de um mesmo taxon € muito va-

risdvel e por vezes menos do que 2 similaridade apresentada entre

um padr¥o de um dado taxon com © padr3o de um outro taxon.
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Aiem disso o dendrograma Lambém n3oc mostra que esteja ha-
vendo quaiquer tipo de tend&ncia de agrupamento enire ag catego-
rias 1nfraespecificas de H. courbari! {(variedades: courbaril,

subgessilis, sitilbocarpsz e altissimal.

As figuras 17 e 18 mostram fotografias de geis apresentando
o tipo de variagdo comumente observada deniro de uma espécie e
gntre as egpecies.

Us ouiros dendrogramas apresentados, Fig 19 e 20 usam dis-

ta8ncias Euclidianas simples, obtidas através de umez matriz de

frequéncia de ocorréncis de cada proteina para cada taxa (tabele

277 .
As frequéncias utilizadas pares a construgio do dendrograma
figura 18>, fol normalizada, 1sto ¢, og dados apresentam uma meé-
dia zero e desvio padric = 1. Kos dados normal izados &€ dadp maior

peso as proleinas mais estiveis.

J& © dendrograma expresso na {igura 20 foi obtide a partir
de dados n3c normalizados. Neste caso, proleinas gue apresentan
grande variacg3o 18&m um peso muito grande.

ks diferencas cobservadas na_ ordenacic oferecida nos dendro-
gramas com as freguéncias normalizadas e ndo normai:zadas se deve
ac fato de no primeire casc atribuir-se maior pese as proteinas
gue apresentam pouca variacdo de frequéncia entre os taxa. No se-
gundo casc © peso maior & dado agquelas protefnas altamente varis-
veis entre os tLaxa. Assim sendo, dendrograma (figura 20) de dados

n¥o normalizados, H. inlermedia aparece ligada & H. courbarii var

courbaral, enguantoc que quando os dados s@o normal 1zados

(f1g.19), H. intermedia liga—se primeiro & H. martiana. Da mesnma
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Figuara 470 Fotografis de um g€l

i= extrato com proteinas padrao
2,3= Alajuela (Costa Rical

4= Pandu (Bolivia)d

S= Venezuela

Santarem (AM,Br)

L B= Guyanacaste (CostalRica?

= Provincia del Osa (Costa Rica)
@= Francisco Morazan (Honduras)
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Figura i8: Fotografia com extratos de varias

de Hupenaea.
i1,4= H. courbaril var alfissima

2,5,6,9= H. courbaril var gourbaril
3,7= H. ohlonsifolia
8= H. nariians
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forma para os dados n3o normalizados, H. martiana liga-se a H.

courbaril wvar stilbocarpa, enguanto gue com os dados normalizados

H. courbaril var gtilbocarpa liga-se & H. intermedia e H. martiz-

2 & H. courbar:] var _ceourbariji,

O taxa gue aparecem |i1gados no ¢aso de dados n¥Ho normal:-
zados também apresentam valores similares pars proteinas cuge
frequéncia variz muito entre os taxa. Observe 2z Tabela 27 o que
8t s ocorrende com as frequéncias de proteinas nas espeécies H.

courbarii var courbarii € H. 1intermedia, para as proteinas 3, 4,

5, 9, 18, 20, 21, 22 e 26.

PCA - Anédlise de Componentes Principals

Fo: feita tambeém uma Andlise de Componentes Principais
(PCA} gque fornece a distiribui¢lc dos pontos (protefnas) para to-
dos o8 taxa em um espago multi~dimensional. Atraves das distribui-
¢3c desses pontos, € pogsivel se compreender guails 830 os conjun-
tos de dados gue melhor expiicam os agrupamentos obtidos nos den-
Grogramas.

Na PCA (figura 21 8,b) de covarifncia, n3c & atribuido peso
igual a2 todas as proteinas. A separag3o dos taxa € explicada
atraveés das proteinas que variam mais {(que apresentam maior wva-
rianciajl.

6 grafico da PCA (fig. 21 b) dos autovetores corresponden-
tes mostra a distribuicgc®o no mesmo plano (correspondente ao dia-
grama acima citado) das protefnas estudadas. Portanto,'quando se

realiza uma PCA, pares cada diagrama de distribui¢3o das espécies
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em um dado plano {delim:itadoc por dois ei1xes!, existe um corres-
pondente d:agrama de proteinas gue procura explicar, para aquele

mezmo plano, quais as protefnas que justificam a separag¥o obser-
vada para as espécies. Aqui sdé estd apresentado o primeiro par de
eixos, embora seja discutido também o que estd, ocorrendo no se-
gundo par de eixos,

Ohserva—-se gque para os dois primeircs aulovetores {(auvtove-
tores 1 e 2 ou eixos 1 e 2) (fig. 21 a) obtém-se trés grupos dis-
tintos:

H. Vmartiana muito separada das demais espeécies; H. courbaril var

stilbocarpa e H. courbaril var subsessilis prdximas; H. sitgno-

carpa, H. intermedia e H. courbaril var courbaril um cutro grupo.

Comparando-se este diagrama com o seu correspondente que traz a
distribuig3o das proteinas (fig. 21 b) percebe-se gue:

H. martiana é separada das demais espécies devido ao alto
valor de freqguéncia da protefna 4.

H. courbaril var gubsessil:s e H. courbaril var stilbocarpa

apresentam altos valores de frequéncia para a protefna 3 e baixos
para a proteina 4.

H. lintermedia, H. stignocarpa e H. courbaril var courbaril

apresentam valores mais altos de frequéncia para a proteina 6 do
que os demais taxa e valores mais baixos para as protefnas 3 e 4.

Os outros deois autovetores, 1 e 3, ( que ndo est¥o repre-
sentados aqui )}, explicam a posicg8o dos taxa quande projetados
sobre o plano por eles delimitado.

Verifica-se que: H. intermedia e H. stignocarpa ainda per-

manecem proéximas neste plano, mas distanciam—se de H. courbaril




var courbari]l. Isso se deve ao fato de H. courbaril var courbaril
apresentar valores mais baixos para a protefna 6 (verifique com a

tabela 27) e H. intermedia e H. stignocarpa apresentarem valores

altos para esta mesma protefna.
A protefna 31 explica a localizacg3o gréafica de H. courbaril

var stilbocarpa , H. intermedia, H. stignocarpa e H. martiana si-

tuadas na metade superior do diagrama e separadas de H. courbaril

var courbarii e H. courbaril var subsessgilis em relacfo ao eixo

vertical. Todos estes taxa localizados na regi%o superior do gréa-
fico apresentam altos valores de frequéncia para a proteina 31
(veja tabela 277.

) protéfna 1 explica a separag3o dos taxa segundo o eixo

horizontal, Justificando a separa¢%o de H. courbaril var stilbo-

carpa, H. martiana e H. courbaril var subsessilis das demais es-
pécies. Estas trés espeécies apresentam altos valores para a pro-
teina 1.

Os outros autovetores, 2 e 3; 1 e 4, tentam explicar a dis-

tribuig3o dos pontos nos planos por eleg delimitados. Entretanto
a malor parte da variag3o Jj& se acha e%plicada nos doieg primeiros
@lixon.

A porcentagem de contribui¢3o por autovalor (‘ou segja, ©
quanto da variag¢3o observada & explicada através de cada autova-
lor ) é de 41,76% para o primeiro autovalor. Jd o segundo explica
+35,88% da variag3o. Verificawse portanto que os outros dois auto-
valores ( contribuicles de 10,11% e 6,29% respectivamente ) pouco
explicam o©s agrupamentos obtidos. De fato, verifica-se que j38 no

segunde autovetor se obtém 77.73% de porcentagem cumulativa de




toda a variag3o e no terceiro 87,84% o que quer dizer gque no pri-
meiro par de eixos praticamente toda a variag3o jd esta explica-

da. Portanto, guase todos os agrupamentos entre os taxa se encon-

tram explicados j& no primeiro plano.
Padr8es parciais dentro de grupo todo.

Quanto aos padrdes parciais, a Tabela 28 mostira, para cada
faixa, a ocorréncia de cada padr3oc parcial para todos og taxa
considerados.

Pode-se perceber que existem padrBes que ocorreram em todas

ou quase todas as espécies, e padrBes que apresentam-se, aparen-—

temente, muiito mais restritos.

0 fato, no entanto, de aiguns padrdes terem distribuiglo
mais ampla ou serem mais restritos n3o significa que eles sejam
Freqﬁentes (no primeiro caso) ou raros {(no segundo caso), dentro
de um determinado taxon.

As tabelas de frequéncia de padrBes parciais para cada taxa
permitem uma melhor visualizaglo disso. Da mesma forma, a Tabela
23 que fornece a frequéncia com que cada padrdo parcial foi ob-
servado na amostra toda para o género, permite evidenciar um pou-
c¢o estas diferengas.

Podemos observar que na faixa A os padrdes Aq, Ay, Ag, apa-
recem em quase Lodas as éspécies. 0 padr3o Az também pode ser
considerado como tendo distribuic3o significativa, considerando-
$@ que O mesmo ocorreu em 4 dos b taxa mais significatives neste

estudo. Se no entanto compararmos os dados de distribuig¥o dos
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TABELA 28 -~ Ocorrénc:a de padrdes parcials para cada faixa, no género
Hymenaea.

H. courparil var. courbaril= 1; H., courbar:i var. subssessilis= 2;

B, courbaril var, altigsima=3; g* courparii var., qtllpocarpam 4;

H. Etigonocarpa= 5; H. marﬁznaan 6; H. intermedia=

H., "parvifolia= 8; H, eaurea= 9; ﬂ; ob}onq1f01za" 10.

a) PadrfBes parciais da faixa A

g BgC&E 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10
Ty T + O TTTTTTTTTmTmmTeT + T P
- + T + O iTTTTiTTTTyiTTTTTTTTT + T
- + 7T + o+ 7T ¥ T rmrem e
s T + 7 +« 0T + 3 00000 + ToTTmmmemmmm
R Tt T
TTTgT T P vy Ty « 7 FUTTITTTTRTTTTT
et DB T
e T
- v+ T TTTmrmmmmmmmme
10 + T T
e
2 e
13 AT
TTya T + T T I
TTay T T + T TTTTTTmommmmmm o e o e e e
R + T v T TTTTTTTTTmTmTmTTTTTTTT
TTyy T TmTTommmmmmmme + 0T + T -rorrmmmmmmmmmmnT
- e
TTyg T T T + T + O TTTTTTTTTTTTTTmTeTTTTmTTTTT T
G T rrTeer T
Ty T + + T
22 s
23 +

Os padr8es parciais das faixas A, B, C e D est¥o representados na
Figura 1.
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TABELA 28 (continuacg¢Zo)- Ocorréncra de padrdes parcials para cada fai~

®xa, ne género Hymenaea.

H. courbaril varT €ourparil= 1; H. courbaril var. subgsegs:ilig= 2;
H. courbarii var. altissima=3; hH. courbaril var. stilbocarpa= 4;
H. stigonocarpa= 5; H., martiniana= b; H. intermedia= /7; -

H. "parvifoiia= B; H. atreaz= Y; H. obloéngifolia= 10.

b} Padrdes parciais da faixa B

ESPECIE 1 2 3 4 5 6 7 8 3 10
S S e
S R
e T s v+ o+ sy + s
s + L.+ iy .
P PR
s + o+ & T
e T + T
Ty + T + o+ o+ s TTTTTTTTmmmmmT
- + s TTTTTTTmmmTr
e + o+ v+« T + 7
10 + T
BT + T s T
T + T T +
T e s+ T
VA « T TTTTTTTTTTmmmmmmmmmmmmmmm e

Os padr8es parciais das faixas A, B, C e D estZo representados na
Figura 1.
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TABELA 28 (continuag¥o) - Ocorréncia de padrBes parcilals para cada fai- i

xa, no género Hymenaea.

H. courbaril var’ courbarijl= 1; H. courbaril var. subssagagiliss 2;
H. courbaril var. altissima=3; H. courbaril var. stilbocarpa= 4;
H, BtiTgonocarpar 57 H. martiniansz b; H. intermedia= 7;

H, "parvifolla= 8; H. alureés~ 9; H. oblongifolias 10.

c¢) Padr8es parciais da faixa C

gggg%éE u_f 2 3 4 5 & 7 8 3 10
5 + + +

T2 + & 00T T TTTTTToTommmmmmm e
Ty T + e T + ¥ yTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTOoT
e T + ¥ T + Ty T Ty + T
R « 0T + TTTTTmTmeeTT
e T + TTTmmTTmmmmT + T TTTyTTTTTTTTTTTTTTTITTn
I + 4+ T TTTTTTTTTmTTTTTTmTmTTTr
g T + T + 4+ T TTTTTTTTTooTommmmmmmmmmTo
g T « T v IR +
10 + o+ o+ 4 T TTTTITTTTTTTTTTTTTT - T
T v T TTTTTTmmmmmmm e
T I + o+ 4 TTTTTTTTTTT ¥ TTTTTmmmmmmTmm T
13 + T
_ila T T T T Tmmmmm T mmTmmmem
i T + T TTTmTTmmmTTmmmmmmmmm oo oo e
0
a7 T T TTTTTTmTmToT e .
G + O TTTTTTTTTmmTmT T
- + O TTTTTmmmmmmmmmmmm oo
e T T TTTTmmmmmmmmmmmmmm s s e
ey o mmmmmmmmmmmmmmmmmmTTTTTTTTTTTTT + +
_pp T T
23T e
R T

Os padr8es parciais das faixas A, B, C e D est3o representados
Figura 1.
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BELA 28 (continuag¢3o) - Ocorréncia de padrdes parcilais para cada fal-

TA

i

xa, no género Hymenaea. . . )

H. courpar:i} var.  Courbaril= 1; H. courbaril! var. subssessgsiligs 2;
courbarii var. altissima=3; HU cOUrbari| var. sgtilbocarpas 4;

H.
H. stigonocarpa= 5; H. martinianas b; H. intermedia= 7;
H, parvifolia® 8; H. aturea= 9; H. oblongifolia= 10.

d) PadrOes parciais da faixa D

ESPECIE 1 2 3 4 5 & g 8 3 10
PADRAD

Ty + o+ o+ x Ty T
e + + o+ +
s + o« « o+ 7 - T
P . s« T
s T . . T :
B S T
Sy + T .
B
w0 . TTTTTTTTTTTTTTITT T
BRI « T
BT . T
i3 - T
EEVEE + TTTTTTTTTTTTTTTmm e
s T « T
R T
e
JE - S + T
B + T

Os padr%es parciais das faixas A, B, C e D est¥o representados na
Figura 1.
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TABELA 29 - Frequéncia de ocorréncia de cades padr3o dentro do género
Hymenaea. (n= 185)

_______________________________ Hymenaea
Ay =15,13% n=28 Bop = 0,54% n=1 C
Ap =12,43% n=23 By = 2,705 n=5 C
Az = 5,95% n=11 Bo =51,35% n=95 c
Cc
Cc

\
i
jah]
[
o
4
3
H

Ag = 9,73% n=18 By = 7,03% n=13

Y
i
N
[y
(3,
b
o |
1

Ag = 0,54% n= 1 By = 0,54% n= 1 ‘9= 1,62% n= 6"
Ag =26,95% n=48 Bg = 7,03% n=13 C3 = 9,19% n=17 Dg = 1,08% n= 2.
Ay = 1,08% n= 2 Bg = 1,08% n= 2 C°4=37,30% n=69 Dy = 3,78% n= 7
Ag = 1,08% n= 2 By = 6,4%% n=12 Cyu = 1,08% n= Dg = 0,54% n= 1.
Ag = 1,08% n= 2 Bg = 1,08% n= 2 C'5= 1,08% n= 2 D10= 0,54% n= 1
Aqp= 1,62% n= 3 Bg = 7,57% n=14 Cg = 1,08% n= 4 Dil= 0,54% n= 1
a11= 1,08% m= 2 pB10= 0,54% n=1 Cb = 7,57% n=14 D127 0,54% n= 1
Ayio= 1,08% n= 2 Byy= 1,62% n= 3 Cy = 2,70% n= 5 Dyg= 1,08% n= 2.
Ayz= 0,54% n= 1 Bjp= 3,78% n=7 Cg = 1,62% n= 3 Dqg= 0,54% n= 1
Aig= 0,04% n= 1 Byag= 8,11% n=15 Cg = 4,86% n= 9 Dyg= 0,54% n= 10
Ays= 1,08% n= 2 Byg= 0,54% n= 1 C10=11,89% n=22 Djyg= 1,08% n= 2
A1g= 5,40% n=10 Cy3= 1,08% n= 2 Dyy= 1,62% n= 3
A17— 3,24% n= & 012= 1,62% ns= 3 D18— 0,54% n= 1:f
Aig= 0,54% n= 1 Cyg= 1,62% n= 3 Dyg= 0,54% n= 1
Aijg= 5,95% n=11 Ci4= 0,54% n= 1 '
Aop= 1,08% n= 2 Cys= 1,08% n= 2
Aos= 1,62 n= 3 Ci= 1,08% n= 2
Aoo= 2,70% n= 5 Cyy= 0,54% n= 1
A23m 0,54% n= 1 Cqig= 0,54% n= 1

Cyg= 0,54% n= 1

Coo= 0,54% n= 1

Cepi= 1,08% n= 1

Coo= 0,54% n= 1

Con= 0,54% n= 1

Coa= 0,54% n= 1

- gadr?es das faixas A, B, C e D est¥o representados na
S Figura 1.



padrdes parciais da faixa A com a tabela de frequéncia para a
mesma faixa, percébemog que:

0 padr3o A; embora sdé ocorra em tres taxa, apresenta uma
frequéncia maior gque og padrdes Ao, Az, e A; gue se acham mais
amplamente distribufdos entre os taxa.

Em relagfo & faixa B, os padrdes BQ} By, By, Bg @ Byg sBo
08 gue apresentam ampié distribui¢do, sendo que o padr¥o By ocor-
re em todas as espécies. A Tabela 29 de frequéncias, no entanto,
indica que, a excess¥o do padr3o Bs, todos os demais apresentem
baixa frequéncia, Além disso, o padri3o By que s6 ocorre em trés
das espeécles mais representativas, apresenta frequéncia de ocor-
réncia comparavel a estes outros padrBes de distribuic3o mais am-
pla.

A faixa C apresenta certos problemas de interpretag3o, dado
que a fréquéncia dos padr8es C'n ndc podem ser comparadasg com as
demais diretamente, jid que eles s3o provenientes de padrSes onde
ndo se tem certeza da perfeita separa¢3o de todos os peptideos.
Apesar disso percebe-se que o padr#o Cg (C4 estad exclufdo), Cg,
Cg, Cyp se acham amplamente distribufdos entre os taxa estudados,
embora a frequéncia de Cg seja baixa.

A faixa D aprésenta os padr8es Dy como o mais amplamente
distribuido e o mais frequente de todos, sé n3o tendo ocorrido em
H. parvifolia. OUs outros padr8es, aparentemente s¥o mais restri-
tos, ocorrendo em apenas alguns taxa. Este é o caso dos padr8es:
Do, D3, Dg, Dy e Dy. As frequéncias destes padrBes sHo baixas pa-
ra todo o grupo, sendo que © padrZo D4 apresenta uma frequéncia

um pouco maior.
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De maneira geral pode-se verificar que:

Faixa A (vega na Tabela 28 a gual espécie corresponde que nume-
rol: Paﬁrﬁo A, - n¥o ocorre na espécie 2, 8 e 10 (as duas
ditimas contribuem com poucas sementes). A n¥o ocorréncia desgte
padrdo na espécie 2 pode ser devido ao fato de todas as sementes
gerem provenientes de uma sd localidade.

Padr3o Az - a amostra n3c ocorre nas especies 2, & (amos-
tras significativas), 3, 8, 3 e 10, Na espécie & todas as semen-
tes analisadas s¥o origindrias de um uUnico adulto e isso pode es-—
tar influenciando na ocorréncia do padrZo.

Padr3o A4 ~ n%o ocorre nas espécies 5,3,8,9,10.

Padr3o Ag - n¥o ocorre na espécie 6.
Faixa B

Padr%o By - n%o ocorre nas espécies 2, 8 e 9.

Padrdo By - n¥o ocorre nas espécies 2, 3, 8, 9, 10.

Padr3o Bg - n¥%o ocorre nas espécies 4 (amostra significati-
va), 3, 8, 10. 0 n3o aparecimento deste padr%o na espécie 4 &
bastante sugestiveo jd que trata-se de uma espécie cuja amostragem
f@i grande e que cobriu um numero variado dé individuocs aduitos,
bem como de locais distintos.

Tadr3o B3z - n¥%o ocorre nas espécies 3, 8, 9, 10 (todas
amostras muito pequenas). o

Os padrdes de ampla distribuig%o que n%c foram observados
nos taxa cujo numero amostral foi muito baixo, poderiam, talvez,

ser observados caso se aumentasse a amostragem. A auséncia destes




ﬁadraes na espécie 2 pode ser, novamente, devido & procedéncia
das sementes. Entretanto, a auséncia do padrdo Bg na espécie 4
parece indicar que este padrdo, ou n%o ocorre nesta espécie ou se
trata de um padrido muito raro dentro da espécie, talvez regtrito

a uma populacho.
Faixa C

Nesta faixa apresentamos um padrio Clq e Cy que deve ser
olhado com cautela. Trata-se de um padr3c que na maior parte dos
caso foi obtido devido a falta de informagBes sobre as proteinas
desta faixa. No entanto, também foi um padr3o observado em certas
sementes, 86 que neste caso sua ocorréncia foi bastante rara

(Tab. 27 - C4 = 1,08%2. Devido a isso, n3o estamos incluindo as
obgervacBes referentes a este padrioc, bem cOomo aos padrBes: C’q,
Cn, €'y, C's. Apesar destas dificuldades em se verificar os pa~
dr%es da faixa C, pode-se observar, olhando-ge a2 Tabela 27 (de
frequdncia de ocorréncia dos padrles) e Tabela 26 que mostra a
ocorréncia dos padr@es nos varios taxa - que também neste caso hi
padr8es que parecem ter uma digtribuic%o mais ampla do que ou-
tros.

0 padr3o Cy, apresenta uma frequéncia relativamente alta
{para esta faixa), 9,13%. Das especies que contribuiram signifi-
cativameﬁte para o estudo, este padr¥o ndo correu na eapécie 7.
NZo ocorreu também nas espécies 8, 9, 10. O padr¥e Cg parece ser

mais frequente na espécie 1.
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Cg n%o ocorreu nas espécies 2, 4, 3, 8, 9, 10. A n3o ocor-
réncia do padr3o na espécie 2 pode estar correlacionada & origenm
destas sementes. Entretanto, sua auséncia na espécie 4 € maisg
significativa, podendo indicar a inexisténcia deste padr¥o neste
taxon ou que se trata de um padr3o muito raro. Este padr3o apre-
sentou um frequéncia mais alta (33,33%) na espécie 7,‘ ocorrendo
em menor frequéncia nos demais taxa.

Cg n3o ocorre nas espécies 1, 3, 8. A auséncia deste padrdo
na espécie ! & significativa. 5ua auséncia nesta espécie parece
indicar que se trate de um padr3o que de fato n¥o existe na espe-
cie 1 ou entdo gque se itratz de um padrdo bastante raro.

Cip ndo ocorreu nas espécies 7, 8 e 10. A auséncia deste
padr3o ma especie 10 pode indicar que se trate de um padrio mais
raro para esta espécie. Este padrdo apresenta ampla distribuig¢lo
mas Dbaixa frequéncia dentro de cada taxon, embora a frequéncia
total para o grupo seja relativamente alta (em relag3o as de-

mais), 11,89%.

Faixa D

Dy n%o ocorreu na espécie é. Sua frequéncia & alta nos taxa
4 (79,698%), 5 (36,11%), B(70%>, 1 (27,7B%). Nas demais espécies e
variedades em que ocorre, sua frequéncia & baixa.

Dé nZc ocorre nas espécies 2 e b. £ possivel que a auséncia
‘deste padr3o nestas duas espécies se deva 3 procedéncia destas
sementes. Também n3Ho ocorreu nos taxa 3, 8, -9 e 10. Este padr3o

ocoreu em baixa frequéncia em todos os taxa exceto na espécie 7




C{27,78%) .

D3 n%o ocorreu nos taxa 2, 3, 6, 8, 9, 10. Sua frequéncia
no grupe todo @ baixa.

Dy, n3%c ocorreu nos taxa 6,7,3,8,9,10. A auséncia deste pa=-
dr@o sobretudo na espécie 7, pode indicar a inexisténcia do pa-
drdo nesta éspécie ou que se trata de um padr%o muito raro necsta
espécie. Este padr¥o apresents maior frequéncia no taxon 2 (50%),
© que pode estar relacionado com a procedéncia das sementes af
analisadas. Também apresenta um valor alto de frequéncia na espé-
cie 1 (33,33%), Nas demais espécies sua frequéncia & baixa.

D n3c ocorre em 1, 6, 3, B, 3, 10. A auséncia deste pa-
dr3o, sobretudo na espécie 1, & muiio significativa. Nas espécies
em que ocorreu este padrdo, sua frequéncia foil baixa.

Pode-se verificar também que para cada uma das faixas exis-
te wuma ou algumas espécies que apreséntam um maior nimero de pa-
drfes distintos, sendo portanto taxa mais varidveis dentro daque-
la faixa. Entretano, uma espécie bastante varidivel para uma faixa
pode n%o o ser na faixa seguinte. Podemos observar que (Tab.28)

em ordem decrescente de numero de padr8es distintos, temos:

Faixa A

H.courbaril var courbaril » H.courbaril var stilbocarpa » H.stig-

nocarpa > H.intermedia >> H.martiana = H.courbaril var subsessi-

lig




Faixa B

H.sitignocarpa » H.courbaril var courbaril » H.courbaril var

stilbocarpa = H.intermedia > H.martiana »> H.courbaril var sub-

geggilis

Faixa C
H.courbaril var courbaril = H.courbaril var stilbocarpa = H.stig-
nocarpa > H.courbaril var gubsessilis > H.martiana > H.intermedia
Faixa D
H.courbaril var courbaril > H.stignocarpa » H.courbaril var stil-
bocarpa » H.intermedia > H.martiana = H.courbaril var subsesgilis

Apesar da falta de informa¢Bes para a faixa C, & esta que
apresenta o maior numero de padrBes distintos, sendo assim a fai-
Xa mais variavel no grupo. E seguida de perto pela faixa A. A
faixa menos varidvel foi a faixa B.

Tanto a faixa B como a D apresentam um nimero menor de pa-
dries diferentes, no entanto s%o estas faixas que exibem padrdes
que s30 muito frequentes em todos os taxa e que t&m alta frequén-
cia no grupe como um todo. PadrBes Bp (51,33%) e Dy (52,43%) s%o
exemplo disso.

Pode-se também observar que o fato de um determinado taxon
apresentar um nimero alto de padr8es parciais distintos em deter-
minada faixa, n3o estd inteiramente correlacionado ac tamanho da
amostra e 2a forma como foi feita esta amostra. Assim sendo, nemn

sempre ¢€ o taxon que apresenta maior amostra que tem o maior nu-
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mero de padrdes distintos. Bem comb, nem sempre é o taxon cuja
amostra cobriu um ndmero alto de lmcaiidadés (e portanto popula-
gées) distintas que exibe o maior numero de padr®es parciais dis-
tintos. Por vezes também, espécies cujz amostra de sementes &
procedente de um unico individuo adulto, exibe maior variacgd3o do

gque outra espécie cujas sementes vém de locais distintos.
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1) Sobre o Méiodo

Para se estabelecer o método definitivo de extrag%o e pre-
paro das amostras, virios requisitos foram levados em considera-
cHO.

Procurou-se inicialmente averiguar se haveria algum meio de
extracdo que fornecesse a melhor separa¢3o de protefnas, produ-
zindo Dbandas nftidas, bem discriminadas e o maior numero de ban-
das estaveis ( pass{veis de repetibilidade ). Verificou-se que
todas as soluglBes exiratoras utilizadas produziram o mesmo tipo
de separagdo. Portanto qualquer das solu¢Bes testadas preenchiam
este pré-requisito. U mesmo jd n3o ocorria gquando se adicionava
qualquer nova substéncia ou se alterava qualquer concentrac%o nos
tamples do gel ou do tanque - nestes casos a separacg¥o das pro-
tefnas era totalmente alterada.

0 segundo pré-requisito foi o de encontrar uma solucio ex-
tratora capaz de maximisar a concentracfo da proteina no extrato,
sem contudo alterar a separag3o das protefnas. Usou-se sempre, no
tratamento controle, uma soluclo extratora de NaCl 1%.

A seguir averiguou-se se haveria formas de se eliminar ou
reduzir a viscosidade que era obtida em virios extratos, sem 5
comprometimento da separagio das protefnas. Viarios tratamentos
foram feitos e juntamente com eles pdSde-se observar o efeito de

diversas substincias na separa¢3o das protefnas.
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No final optou-se pela solug3o extratora que nog pareceu
mais simpies e que reunia os pré-requisitos que haviam sido im-
postos: 1) boa separacfo das protefnas 2) aumento da concentra-
g3o protéica ¢ 3) eliminagido da viscosidade dos exiratos.

Dos ‘itratamentos para se verificar a eficiénecia de extiracio
(tab. 1 a,b’ observou-se que, diversas substincias pareciam estar
aumentando a concentrac%e de protefnas no exirateo, no entanto foi
a solugdo salina com Tris ( NaCl 1% + Tris O,1M pH 7 ), que obte-
ve maior incremento.

Considerando-se que concentracBes de Trig acima de O, 1mH
interferem com o método de Lowry, diminuindo a leitura da concen-
trag3c protéica de maneira n¥o linear ( Peterson 1979 Y, a con-
centragdo protéica real dos extratos era,portanto, superior a de-
tectada pelo método.

Ja a adig¥o de 5DS n%o apresenta interferéncia com este mé-
todo sendo aconselhado o seu acréscimo a solugdes que contenhan
subst8ncias que interfiram com © método de Lowry, comoc uma forma
de solubilizar as protefnas e outras subst@ncias eliminando desta
forma a interferéncia ( Peterson 15979 ). Mesmo assim extratos com
SDS apresentaram concentrag3o protéica mais baixa do que os ex-
tratos com Tris e a solug¥o exiratora de Tris + SDS ocasionoﬁ até
mesmo uma redu¢do na concentraglo protéica dos extratos (tab.1i
a,b). 1Isso pode ser efeito do 5DS sobre a extra¢3o das protefnas
ou um efeiteo de interfer&ncia sérié, com o método, quando se adi-
ciona SDS e Tris. Entretanto o efeito do SD5 isolado, sugere que
mesmo que haja alguma interferéncia esta nZ3o seria a unica causa

da redug¢3o do valor da concentrag3o protéica nos extratos. Pode




~estar havendo uma certa interferéncia do Tris com o método, que
resulte em uma leitura errbnes da concentragio de protefnas, .no
entanto parece tambémrestar havendo uma menor extrag3o de protef-
nas guando se adicirona o 5D3.

Com relacdo & eliminac¥o da viscosidade dos extratos cong-

tatou—-se que virias das solugles exbtraltoras agiam de forma a2 eli-
minar este problema. HNo entan;o, Tris 0,1¥ pH 7 que j& havia sido
testado com relac3o a2 eficiénecia na extragfo de proteinas, pare-
ceu-nos mais simples. Além disso experimentos variando o pH da
solucdo de Tris verificou-se que o pH 8,38 n¥o eliminava a visco-
sidade do extrato e que o pH 5,1 precipitou parte da protefna.
Optou—se portanto pelo pH 7 uma vez que este pH aproxima-se do pH
celular, estd acima do ponto isoceléirico da maior parte das pro-
tefnas { Préaux & Lontie 1875 )}, e que as éoiug&es de Tris pH 4,6
e Tris pH 5,1 n%o funcionanm mais como tampd30 ( Scopes 1882 ).

Para a determinag¢®o da concentrag3o protéica dos extratos
de Hymenaea optou-se pelo método de Lowry ( Lowry et al 1851 ). O
método de Coomasgsie Brilliant Blue G ( Bradford 1976 ) produziu
resultados bastante inconsistentes, demonstirando variacBes abrupm
tas em concentragido protéica provavelmenﬁe devido 2 precipitagdo
do corante mesmo durante a leitura. Era possivel observar esta
precipitagio a olho nu, mesmo dentro do tube de ensaio. Peterson
( 19?9 ) também aponta este tipo de inconsist@ncia neste método.

Nas a2mostras para eletroforese féram acrescentados SDS e
B-mercaptoetanol.

0 5D5 ( Dodecil Bulfato de 5ddio ) €& um detergente anidnico

que liga-se as protefnas, ocasionando:
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1> A dissociagBo de moléculas oligdmeras em suas subunida-
des que ent¥o passam 2 migrar como cadeias polipeptidicas indivi-
duais.

2) Por se tratar de um detergente anibnico e por se ligar
faciimente e em grande propor¢dc &s protefnas, causa, na maior
parte dos casos a eliminagéo da carga das protefnas tornando-as
negativas., Devido a forma como as moiéculas de 5DS se ligam as
protefnas, a guantidade de carga por unidade de massa de proteina
se torna constante. Desta forma a migrag¢3c das protefnas na ele-—
troforese passa a ser proporcional ao seu raio molecular, ou
aproximadamente ac seu peso molecular ( Yeber & Osborn 13869; We-
ber et al 1872; Gdal et al 1980; Andrews 1981 ).

Assim, o uso de 5DS permite que sge estime ¢ peso molecular
de cada banda protéica que aparece no gel. Para que 1sso ocorra,
no entanto, € necessidrio que o SDS se ligue de maneira completa
com a protefna. Protefnas que apresentam uma conformag¥o muito
comprimida devido a pontes disulffdricas entre os peptfdeos, n3o
conseguem se ligar adequadamente ao SDS e por isso sua migrag3o
ndo serd dependente do PM das mesmas. Para eliminar este efeito
de conformag¥o acrescenta-se B-mercaptoetanol. O B-mercaptoetanocl
elimina as pontes disulffdricas através de uma reag3o de reducgfo

{ Gaal et al 1980:Andrews 1981 ).
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3} Scobre as egpécies

A variagdo protéica dentro de cada taxon de Hymenaea foi
bastante alta. Da mesma forma & variag3o morfoldgica e de compo-
sig80 qufimica de resinas. Agsim a discussBo dos resultados sera
apresentada em partes, discutindo-se inicialmente os resultados
obtidos para cada taxon e a seguir a variag¢d3o que ocorre entre os
taxa.

Esta grande variaééo observada para protefnas corrobora com
a sﬁposicgo de que © género seja auto incompatfvel e que reprodu-— -
¢¥o cruzada seja a regra dentro das espécies ( Lee &8 Langenheim
1875 ). Por $utro lado a repetigdo de padrdes parciaié em semen-—
tes de plantas diferentes de uma mesma populagdo sugere que o
agente envolvido na poliniza¢®o de Hymenaea seja capaz de se des- .
locar longas disiéncias. £ provavel que seja um morcego o polini— [
zador efetivo dos taxa estudados de Hymenaea.

Morcegos nectarivoros tém grandes exigéncias energéticas e .
por isso necessitam de grandes quantidades de néctar ( Helversen
& Reyer 1884 ). Plantas que s%o polinizadas por morcegos, normal- ?
mente, produzem flores em ramos que se projetam acima ou abalxo'i
da copa das drvores e ap%nas poucas flores se abrem por noite_j
(Faegri & Van der Pijl 1979). Isso obriga o morcego a visitarii
vérias arvores por noite para suprir suas exigéncias energelicas.
Esta Dbusca de alimento réalizada pelo morcego, normalmente segue-i
rotas bem definidas e permitiria um fluxo gé&nico grande mesmo en-?é
tre individuos distantes ( Heithaus et al 1975; Howell 1979; Hel-{:

versen & Reyer 1884; Lemke 1884 ). Assim, este comportamento dg;i
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procura de néctar, aliado 2 baixa produg3o de flores "maduras”
por 4rvore por noite, aumentaria as chances de que OF grdos de
pélen que venham a tocar o estigma de uma flor tenham zs mais di-
versas origens e portanto diferentes informa¢Bes genéticas, Desta
forma as variacBes obtidas entre sementes de um mesmo fruto devem
éstar em parte associadas a uma seérie de eventos correlacionados,
qualis sejam:

1) Auto incompatibilidade das espécies de Hymenzaea.

2) Antese de poucas flores por &arvore por noite.

3 Alta exigéncia energdética por parte do polinizador,
obrigando—o a visitar muitas flores.

4) Grande capacidade de desliocamento do'poiinizador.
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3) Sobre Cada Egpécie

al Hymenaea courbaril var courbarii

Como foi mostrado nos resultados somente dois padrBes foram
exatamente iguais entre si, sendo que no caso deste taxon estes
dois padrdes provem da mesma localidade ( Acaponeta, México ). Ja
as outras duas sementes da outra localidade no México ( Tepic J,
apresentam um grau de similaridade bem baixo entre elas (fig
2,tab 31}.

A andlise feita (fig 4) n%o sugere gque haja gualquer ten-
déncia de formagdo de agrupamentos naturais. N3oc hd qualquer in-
dicio de gue a2 semelhanca de padres obedega & uma distribuicio
geografica ou possa estar relacionada com © habitat ocupado pelos
individuos adultos. Pelo contrario, o dendrograma mostra gque pa-
‘rBes muito semelhantes provém de sementes cujas drvores—nm3es es-
Lavam localizadas em dreas geograficas e habitats muito distin-
tos.

Quando se comparam estes resultados com as informa¢Bes que
se tem sobre resinas foliares de Hymenaea ( Martin et al 1974,
1376 3, percebe-se que a variabilidade obtida para protefnas é
maior e de explicac¢lo menos nftida,

As populagles de H. courbaril var courbaril distribufdas ao
sul da Amazbnia apresentam uma Qrande variabilidade em termos da
composicdo quimica de suas resinas foliares, produzindo plé&ntuilas
com resinas diferentes entre si e a da planta-m3e ( Martin et al

1374; Stubblebine & Langenheim 1980; Langenheim & Stubblebine




1883 >, Estas diferencas em composigic de resinas ndo ocorrem nas
popul acBes deste taxon que se distribuem mais ao norte da Amazd-
nia ( Venezuela e América Central ). Aparentemente esta estabili-
dade de resinas esta associada a habitats mai1s secos e abertos,
enguantoc que o alto grau de variagdo de resinas ocorre em popula-
¢Beg de floresta densa e uUmida ( Kartin et al 1974: 1876 ).

Estas wvaritagdes en resinas nas populag¢les ao sul da Amazd-
nia, assemelha-se um pouco com o que foi observado para protefnas
de reserva. Entretanto o nimero de padrBes obtidos para protefnas
de sementes € muito mailor, n%o sendo possive! se estabelecer seis
tipos basicos como em resinas. Mesmo quando se trata de padrdes
parcials, estes, dentiro de cadavfaixa, 580 em numero maior do que
seis.

As populag¢Bes da América Central e Venezuela apresentam pa-
dries protéicos t3o varidveis quahto as populagles mais ao sul.

Se examinarmos a frequéncia de ocorrencia de bandas em cada
populag3o considerada, ( tab 2 ) perceberemos que um nimero, ra-
zodvel de protefinas basﬁante raras ocorre nestas populacBes mais
ao norte. Estas proteinas raras est3o sempre introduzindo uma
grande variabilidade na espécie. Por outro lado estas protefnas
raras nem sempre se acham restritas a2 uma dnica regiZ%o. Conside-
randq*se que © nimero de sementes por regifo € baix.. nrovavel-
mente outras regiles poderiam apresentar estas protefin.. se fosse
aumentada a amostra. Estas protefnas em muitos casos ocorreram em
sementes de regilfes distintas, n3o contfguas, em habitats muito

diferentes.




A proteina 7, por exempio, ocorreu na Costa Rica e em Hon-
duras; mesmo dentro da Costa Rica trata-se de uma protefna que
ocorreu tantc em Alajuela comeo em Guanacasie, ou seja em dois am—
bientes e altitudes diferentes.

A proteina 138, foi observada nas sementes do México e na
populag3o da Bolfvia, sendo que no Héxico ela ocorreu nas duas
popul acdies amostrasdas, que se gituam a duas altitudes diferentes.

h Embora og individuos da a popula¢3c de Usa sejam congidera-
dos come muito isoladosz, talvez gse tratando de um taxon 2 parte,
protefinas gque c¢correm nesta populacio nem sempre se restringen
somente & ela, mesmo guandoe se tratam de proteinas rarazs. Este &
o caso da protefna 24, que ocorreu em Usa e na Bolivia.

Varias outras proteinas raras parecem restritas a uma unica
populagdo, entretanto n¥o necessariamente s a este taxon (tab 2;
protefnas: 5, 8, 22, 25, 27, 29 ).

Com relagdo aos padrfes parciais obtidos (tab 6), poucoes
sdo0 ©s que ocorreram somente em uma populagdo. E neste caso em
uma amostragem maior talvez fosse possivel que eles aparecessen
em outrag populagfes.

Segundo Lee e Langenheim ( 1975 ) a populacZo da peninsula
de Osa na Costa Rica, provavelmente tratar-se-ia de uma espécie 2
parte cuja distribuig®o estaria restritas a esta regisio. 0Os dados
cbtidos para resinas foliares também sugerem a exclus3o deste
grupo de H. courbaril ( Martin et al 1974; 1976 ). Os resultados
de 'protefnas, no entanto, n3o necessdriamente corroboram com as
evidénciag morfologicas e de resinas, 0 dendrograma {(fig 4) obti-

do para os dados protdicos mostra que os dados de Osa n3o forman




um agrupamento t3o <¢laro gue Just:fique sua separagl3o dos demals.
No dendrogramz de média n%o ponderada (fig 4), os quatro padrBes
de Usa saem juntos, com paixa similaridade entre alguns deles benm
como para com os padrBes de ouiras localidades. No dendrograma de
ligagso completa ( gque foi feito mas n3o ests apresentado na tese
Y, o8 padrbes de Usa saem no mesmo grupo gue padrdes de outras
localidades ( Costa Rica, Honduras e Venezuela ).
Se compararmos of padrfes parciais gque apareceram na popu-
lag%o de Usa com os das demais populagBes ( fig 1 a,b,c,d & tab 5
e © i perceberemos que somente os padries AiSf Bo, Bié =3 312 b=k Tul
exclusivos desta populaglo, sendo gque o padrZoc Bp representa a
auséncia de bandas protéicas nesia faixa;
Os demais padrdes:
Aip apareceu também na populacg¥o da Venezuela.
By ocorreu nas demais populagaeé da Costa Rica ( Ala-
Juela e Guanacaste )}, em Honduras, na Venezuela e na Bolivia.
Ce ocorreu também no Brasil
Cy foi encontrado nas outras popula¢Bes da Costa Rica,
em Honduras ( com alta frequéncia ) e na Venezuelasa,
Dz apareceu na populag¥o de Alajuela { Costa Rica ) e
em Honduras,
D» encontrado também na populag3o de Alajuela ( Costa
Rica 2.
Apenas as protelnas 8 e 27 s3o exclusivas da ﬁopulagéo de
Osa, sendo que a protefna 27 ocorreu em outras espécies. Outras
proteinas raras s30 exclusivas de ouiras populagBes que n¥o a de

Osa. Por exemplo:




Protefnas 5 e 22, ocorreu na populagdo do Brasil e tam-
bém foi1 observada em oulras espdéciles.

Proteina 25 exclusiva da populagdo do Kéxico.

Protefnas 22 e 29, ocorreu na Bolfvia e em outras egpé-
cies.

Desta forma,embora a populag¥do de Dsa tenha aspresentado pa-
dres protéicos bastante diferentes dos restantes, n%c se pode
dizer que eles sejam mais diferentes ou dissemelhantes do que ou-
tros tantos observados ¢ mesmo entre eleg, 0 grau de similaridade
n¥o € tL30 grende gue Justifique manté-los mais unidos do gue =
gualquer dos outros padrdes. No dendrograma (fig 4) é possfvel
observar que padrdes de mesmas populagBes, que n3o Osa, também
podem apresentar baixa similaridade entre si. Oz valores de simi-
laridade encontrados em muitos dos casos s3o comparaveis aos ob-
tidos para os de Usa. Observe (fig 4) por exemplo, a similaridade
dos padr8es 26 e 30 ( Honduras ) que & de 0,76 e destes dois com
o grupo de padrdes de Honduras, 27, 28 e 29 - $=0,73. J3 a simi-
laridade apresentada pelo padr3e 12 ( Santarém, Brasil ) com os
padrfes 26 e 30 ( Honduras ) & de 0,80, o que significa gque exis-
te maior semelhanga entre o padrio de Santarém e os de Honduras,
do que destes uUltimos com os demais padrBes de Honduras.

Pode-ge dizer ent3o que, quanto as protefnas, H. gourbaril
var courparil

1Y apresenta um alto polimorfismo em todas as popﬁiaéﬁes
averirgnadas, contrariamente ao que foi observado com relaclo as

res’n ~ caracteres morfoldgicos nas populagBes Meso Americanas.




2) os padrBes obtidos ni3c parecem estar correiacionados Com
a distribulg3o g@ogréfgca do taxon ou com © nhabitat, ndo sendo
possivel agrupar-se padrdes segundec estes parametros.

33 os dados obtidos n3lo permitem afirmar gue a popuiagio de
Usz,considerada por outros autores comoe muito igolada e diferente
das demais populacles do taxon, deva ser considerada come uma s~
pécie & parte. A variaglo de padrbes obtida nesta popuiaciEo e
compativel com o gue foi verificado para as demals & O pacrdes

de Osa n¥%o podem ser considerados mals estranhos do gque guaiguer

um dos outros padrfes encontrados em oulras populactes.

b)Y Hvmenaseaz courbaril var gtilbocarpa

Ds resultados obtidos para este taxon n¥o diferem muite do
que foi observado em H. courbaril var courbaril. Somente gque nes-
te caso pdde-se perceber melhor o que estava ccorrendo com  um
certo nimero de individuos de uma uUnica populag¥o e usar esta in-
formac%o como forma de comparar o que deve ocorrer com outras po-
pul acBes.

A tabela 9 mostra a varia¢3o de padrBes proiefcos dentro de
frutos de um mesmo individuc, entre os frutes e entre os indivi-
duos de uma mesma populac¢Fo. Mesmo tomando-se sementes de um mes-—
mo. fruto, a variacdo obtida pode ser muito grande, podendo haver
pouca sobreposig¥o de padrBes. Por outro lado padrBes obtidos em

um fruto




podem ser énconirados em outros frutos, porém a medida gque se au-
menta © numerco de frutos amostrados, aumenta-se o numerc de pa-
dres distintos. Issc € o gue se pode 1nferir a partir dos dados
obtidos para sementes da drvore 2. Entretantioc oz padr@es encon-
trados para a &rvore 3 apresentam uma menor varia¢io, havendo um
fruto cugas a5 sementes apresentaram o mesmo padrio protéico e
este padrio também fol encontrado com frequéncia nos demais fru-
tos amosirados desta drvore. lsso sugere que a variabilidade de
padr@es possa ser muito diferente de uma &rvore paraz outra numa
mezma populagBo. Lsita alta propor¢%o de padrBes igualis ou muito
similares pode ger indicativo da possibiiidade de alguns indivi-
duos adultos na populaclo padareﬁ apresentar uma certa taxa de
autopoliniza¢30 ou a possibilidade de que possa ocorrer geitono-
gamia. Pode ainda ocorrer o caso de haver polinizag3o cruzada en-
tre 1ndividuos prdéximos parentes, ou seja, geneticamente senme-
lhantes. Este tipo de resposta diferente produzida por plantas de
uma mesma populacdo foi relatade para H.courbaril var.stilbocarpa
por Stubbklebine & Langenheim (1880) e Langenheim & Stubblebine
(1883) 2 respeito das resinas foliares. Hesta espécie & frequente
se encontrar pléntulas de uma mesma progénie com resinas foliares
diferentes entre si e distintas da resina da &rvore m3e. Entre-
tanto foi relatado pelos autores acima citados o caso de uma &ér-
vore com resginas do tipo il que somente produziza pléntulas do ti-
po 1l. £ possivel que o tipo de evento que odasione uma diminui-
¢%o na variag3o de padr8es protéicos de sementes de um individuc
dentro de uma populac3o bastante varidvel, seja semelhante ao que

origina plantas capazes de produzir um sé tipo de resinas na pro-




génie. Os resultados de resinas e de protefnas, sugerem gque tal-
vez ocofram diferengas indiv{éuaas dentro de uma populag3o e que
os eventos que geram estas diferencas podem estar ocasionando um
aumento de homozigose em alguns individuos ds populagio.

0 dendrograma (fig 6, indica que também n3o ocorre a for-
magdo de grupos naturais neste taxon 12l como © que aconteceu em
E. courbaril var courbaril e que padrBes idénticos muitas vezes
{ém proceddéncia de arvores distintas da mesma populagdo ou ae po-
pulagBes diferentes de dreas geogréficas e habitats distintos.

Os padr8es parciais também podem ocorrer em populacBes de
dreas geograficas distintas (tab 14).

Poucas protefnas parecem ser constantes neste taxon, como
acontece com as protefnas: 3, 10, 14, 26, 28, 30 e 31. A maior
parte delas parece variar muito de um local para outro o que 1in-
dica que a variabilidade total para o taxon pode ser bem diferen-
te da obtida dentro das populagBes. A auséncia de certas protef-
nas na populag¢3o 1 ( tab. 7a ), como as protefnas 15 e 23, € ﬁe
certa forma sugestiva, ja qué a amostragem nesta populag3o foi
relativamente grande. Esta auséncia de proteinas em certas popu-
lagBes ou auséncia de padrdes parciais sugere que cada popu{agﬁo
tenha .potencialidades diferentes de combinag®o de padrBes e por-
tanto de variabilidades distintas. Decorre disso gque, o que € as-—
sumido comc sendo a variabilidade potencial total do taxon ndo
corregsponde ac que pode estar acontecendo em cada populag3o. Como
popula¢Bes distintas podem apresentar padr@es totais idénticos ou
pelo menos parciais iguais, o que permitiria uma combinag3o igual

de padr8es parciais em populag¢Bes distintas, além de seus padrles
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SHCIUE1VOES { exclugivos gssta ou daguelaz popuiaclo J, 8 variabi-

3

Indade encontrada dentro de cada populagio € maior do que a obti-

dz enire as populagles.
Embora itenham sido detectadas também variacBes na composi-
cd0  de  resinas foliares na progénie de aduitos de H. courbearil

ocarpa, @ variabilidasde protéica € muito maior. 0Os mes-

H

oy

var gstil
mos Lipos de composigdo de resinas que ocorrem em pléntulas cres-
cendo s0b um mesmo adulto, também podem ser encontrados em plan-
tulas de progénies de outros zdultes ( Stubblebine & Langenhe:n
1980; Langenheim & Stubblebine 1883 ). Com relac%o ks protefnas,
pode ate haver repslicio de padrfes totais entre sementes prove-
nisntes de adultos diferentes, no entanto este evenio parece ser
muito mals raro do que o obgervado com resginas. Praticamente ndo
exislem sementes com composig3o protéica :1gual e guando sHo
iguais, ?arece se tratar de uma excecdd, mais do que =a regra.

Mesmo com relagfo aos padrBes parciais ocorre relativamente pouca

sobreposicioc entre arvores diferentes.



C) HMvmenmes COUrDaril var subpsegsilis

Us dados obtidos paras protelnas neste taxon, s3c muite con-

trastantes com respeitoc 208 obtidos para resinas foliares. Nas
anslises feitas de resinas foliasres para este tLaxon, obteve-se
varizcdc em Lermos quantitativos mas n3o guatitativos. {uando se
comparou a8 composigiEc de resinas dg plantas aduitas e jovens
(plantulas e Jjuvenis), bLodos osg i1ndividucs forzm nitidasmente do
tipo 11 ( Stubblebine & Langenhe:im 1880; Langenheim et al 1977,
"1883 Y. Em contraste, dsg dez sementes anslisadas, somente duas
spresentaram padrdeg 1guais e sinds zssim se for considerszdo gue
o padrdo O 4 das duas sementes seja igual. Existe a possibilidade
deles serem diferentes entre si e diferentes dos demais padrdes
parciazis observados nesta faixa. O dendrograma (fig 8) mostra
claramente as discrep3ncias entre os padrBes. O graukde similari-

dade pode ser tdo baixo gquanto o obiido enire os padrdes B e &

(fig 7) gue & de £=0,66.




<} Hymensea courpari! wvar amlitios:ms

Somente duas sementes foram enalisadas para este taxon, in-

dicando gue gue também ocorre variacB3o protéica nesta variedade.

e

Us peadrfes oblidos s¥3c diferentes enire =i e diferentes dos ou-

tros padrdes obtidos em H. courbaril. Apesar disso os padBes par-

Cial® gue oCorreram nagf semenies deste taxon foram tambeém obser-

vagos nas oulras varliedasdes de H. courbaril! bem como em ouilras
especies. 0 dendrograma (fig 15) gue compara os padrBes dos taxa

cugas amostras foram pequenas, @mostra que os dois padrBes desiz

variedade n3o saem agrupados,

e’ Complexo H. courbaril

A especie H. courﬁari% hoje, compreende diversas varieda-
des que anteriormente eram consideradas como como espécies 3 par-
te e que foram agrupadas em courbaril por Lee e Langenheim
{(1375). ©DSendo assim H. courbaril representa hoje umaz espécie conm
uma distribuig®o muito ampla, coincidindo com a distribuicio do
género nas Américas e ocupando os mais diversos tipos de ambien-
tes. Em Ltermos morfoldgicos trata-se de uma espécie muito varig-
vel principalmente na sua distribuic¢fo . pela América do Sul, exce-
tuando-se a Venezuela. As populagBes mais ao norie, :incluindoc as

da Venezuela, s¥%0 morfologicamente muiito estidveis ( Lee & Lange-

nheim 1975).



Com relag3o 2as protefnas de sementes, quando se compara to-
das as variedades da espécie para as quais obtivemos informagles,
verifica-se que existe uma sobreposiclo de padrfes parciais en
todas as faixas, embora nem todos os padres se sobreponham. O
nimero de padrfes diferentes que ocorreu em cada faixa para cada
um dos taxa foi diferente. Ora um dos taxa ora outro apresentou
maior variabilfdade dentro de uma dada faixa. Ha padrfes que fi-
caram restritos a um dos taxa e quando ocorreram em outro taxon,
foi em outra espécie que n3o H. courbaril.

No dendrograma (fig 16) percebe~se que ndo ha qualguer ten-
déncia de agrupamento dos padrfes de H. courbaril por variedade,
distribui¢fo geogréfica ou ainda por semelhanca de habitat. Exis-
tem padrdes que sdo agrupados mas a origem deles € diversa quer
com relag®o ao taxon ao qual pertencem, quer com relag¥o a sua
distribuig¢3o geogrifica, populag3o ou habitat. 0O que foi obtido
. para ‘padrﬁes protéicos ndc encontra paralelo nas 1nForma¢6e3 en-—
contradas para resinas foliares. Com relag3o as resinas, Martin
et =2l ( 18974 ) verificaram que guando se comparavam as variag¢8es
gquantitativas de resinas do tipo Il ( o tipo mais frequente no
género ) podia-se agrupar os padrdes obtidos segundo o habitat.
Assim, embora individuos de variedades distintas sejam colocados
em mesmos grupos, o8 agrupamentos formados reudnem individuos que
ocupam © mesmo habitat. Os dados protéicos de forma alguma permi-
tém este tipo de agrupamento. No caso de resinas & possivel se
Justificar estes agrupamentos, supondo-se pressfes de seleqg3o se-
melhantes que sstariam afetando igualmente as pobuiagﬁes de espé-

cies que ocorrem no mesmo habitat. Com rela¢3o aocs padrfes pro-



‘téicdos, o fator que deve estar influenciando o aparecimento da
variabilidade encontrada, parece estar afetando os individuos in-
dependentemente do habitat ao qual eles pertengam.

Ao contririo do que pode ser feito com resinas foliares,
onde s¥o criadas classes de variagdo qualitativa, n%oc é possivel
criar estas classesrquando se trata de protefnas. No caso das
protefnas as varia¢les observadas sHo descontfnuas, do tipo pre-
senga ou auséncia de uma certa protefna. Aldm disso a combinagHo
destas bandas origina padr¥es distintos e quase toda a semente
apresenta um padr%o diferente da outra, com pelo menos uma pro-
tefna a mais ou a menog do que o0os jd existentes.

Os padrBes obtidos para a regifo de UOsa na Costa Rica, é o
Unico conjunto de padrBes que se mantém lado a2 lado no dendrogra-
ma de média n3o ponderada. Entretanto a associacdo destes padrdes
entre ai é t¥o baixa quanto a esperada para padrles de espécies
diferentes. Us padrSes de Usa n%o s%oc mais discrepantes em rela-
¢3o a H. courbaril do que os padrées encontrados nas sementeg da
Bolfvia e resultados semelhantes deveriam ser obtidos se os de-
mais taxa estudados de H. courbaril tivessem tido poucas sementes
analisadas.

Nota-se que das protefnas tidas como raras em H. courbaril
var courbaril somente poucas ocorreram nos outros taxa de H. .
courbaril. As protefnas 139 e 22 ocorreram também emlﬂ. courbaril

var stilbocarpa. A proteina 23 cocorreu nas variedades gubsessilis

e stilbocarpa. No entanto isso n¥o significa que estas protefnas
n¥o tenham ocorrido nas outras espécies do género. A protefna 15

86 ocorreu na populaco de Jaboticabal. A protefna 17 foi exclu-
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siva de H. courbaril var subsessilig.

R ]

H. courbaril var altissima apesar de sé £er tido duas se-
mentes analisadas e de n¥o ter tido nenhuma proteféa ou padr3o
parcial que j3d n¥o houvesse ocorrido nas demais variedades, apre-
sentou uma combina¢¥o de padres parciais ainda inédita na espé-
cie ( fig 1 a,b,c,d; tab.26 ).

Baseado nas resinas foliares verificou-se { Martin et al
1974 ) gue as populacles de H. courbaril da América do Central e
Venezuela ndo apresentam nenhuma variag¢3o em termos de composigdo
quimica dag resinag, sendo sempre do Lipo Il. Também n3o € obser- -
vada wvariacdo morfoldgica nas populagBes destas regies. Embora
estas populaéaeg n3o apresentem variaclo sob o ponto de wvista
qualitativo, ocorre uma variacgBo em termos quantitativos, Agsim
plantas de uma mesma populac¥o n¥o apresentam variag3o nas quan-
tidades relativas dos compostos que compdem a resina foliar, mas
entre entre populacgles estas diferengas s¥o significativas. Desta
forma pbde-se agrupar os indiv{duos segundo as populagfes as
quais eles pertencem, sendo que populagBes contfguas apresentam
grandes semelhangas em resinas. De qualquer forma as diferengas
s¥o relativamente pequenas, n3o havendo nenhuma populag3o com si-
milaridade menor que 0,72. Esta uniformidade em tépos de resina
foliar foi correlacionada com menor press3o de herbivoria, am-

bientes mais xéricos e abertos. Ao contrdrio, as populagles de H.

‘gurbaril variedades: courbaril, gtilbocarpa, subsessilis e altis-
gima, lJlocalizadas na América do Sul ( excetuando a populag¥o da
Venezuela ), apresentam uma grande variag3o na composigfio de re-

sinas . ‘iares, tanto gqualitativa ( com o aparecimento de seis
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tipos de resinas ) como quantitativa. A esta variag¢3o em tipos de
resina, agsocia-se uma grande variag¥e nos caracteres morfoldgi-
cog e uma alta pressfo devido ao ataque de herbivoros. Entretan-
to, andédlises de agrupamento perhitiram que se agrupasse estes ta-
xa segundoc sua procedéncia. Assim sendo existe uma semelhanca
qufmica ‘maior entre variedades de H. courbaril que sejam de uma
mesma localidade do que entre populagfes de um mesmo paxon mas de
locais diferentes { Hartin et al 1974).

A wvariag3o obtida para protefnag de sementes, nio segue o
que foi verificado com resinas. As populz¢Bes Meso-Americanags e
da Venezuela de H. courbaril var corbaril, apresentam tanta wva-
riagdo protéica quanto a observada para as demais po?ulag&es de
H. courbaril Sul Americanas. O grau de similaridade entre os pa-
drdes de um mesmo taxon e de uma mesma localidade frequentemente
é menor do que © obtido entre os taxa e/ou localidades. A varia-
¢¥%0 observada n3%o parece seguir nenhuma norma perceptivel. A po-
pulagdo de OUsa & t¥%o varidvel quanto as demzis e as diferencgas
entre padr8es de sementes desta populacgio s3o t%o grandes quanto

as esperadas para padrdes de outros taxa.
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f) Hymenaea stigonocarpa

Em H. stigonocarpa, de 36 sementes examinadas, foram encon-

trados 35 padrdes distintos, sendo que og dois padrBes idénticos
s%0 provenientes de sementes de locais diferentes.

A tabela de frequéncias ( tab 17 mostra que poucas sdAo as
protefnas estdveis, ou seja que ocorreram com alta frequéncia em
todas as populagles amostradas. S¥o elas: protefnas 2, 10, 14, 28
e 30,

Apesar da amosira ser pequena para cada popula¢3o, hé indf-
cios de que a frequéncia destas protefnas possa ser variivel de
uma populag¢do para outra. Ha protefnas que ocorreram com uma fre-
quéncia muito baixa, tendo sido consideradas raras na egpédcile.
Entretanto algumas destas protefnas ditas raras ocorreram em mais
de uma populag3o ( tab 17 ).

Quanto aos padrdes parciais ocorre comportamento éemelhante
ao apresentado pelas protefnas. 0O padr¥o A; ocorreu em 50% das
sementes amosiradas e esteve presente em todas as populagBes,
sendo portanto, o padr¥o parcial mais frequente nesta espécie,
muito embora sua frequéncia de ocorréncia pareca variar de uma
populagcdo para a outra. Né faixa D, o padr¥o Dy também ocorreu em
quase tLodas as populagles, exceto a de Alpindpolis. Da mesma ma-
neira © numero de padrfes parciais por faixa e por populac3o
{congiderando~se apenas as populagBes 1, 2 e 3 - tabela 21), &
muito varidvel , cada uma das populagBes podendo ser mais varisd-
vel em uma das faixas do que as outras o s3o para aquela faixa e

mais varidvel em uma ou duas faixas do que nas outras faixas. ls-



80 indica possibilidades de combinagdo de padr@es parciais,e por-
tanto de variag¥o de padrBes totais diferentes entire as popula-

COes.

Essa wvariabilidade de padres protédicos encontrads em H.

astigonocarpa também contrasta com os dados observados para as re-

~inas foliares nesta espécie ( Langenheim & Hall 1983; Martin et
-l 1976; Langenheim et al 1986 a ). As populag¢Bes de H. stigono-
=arpa cujas resinas foram analisadas, apresentaram somente um ti-
- de resina foliar ( tipo 11 ). Essa estabilidade em resina fo-
lia: =csla espécie concorda com a hipdtese de gue plantas de io-
cais maig Xericos apregentam menos variagdo, j3d que esta espécie
distribui-se em regides de Cerradoc. Dentro de uma mesma ﬁopu}agﬁo
foi1 verificado que plantas atacadas e n3o atacadas por herbivoros
apresentaram diferencas quantitativas com relag¢%c a alguns dos
compostos de suas resinas. 0O composto que varia é diferente em
populac¢les distintas ( Langenheim & Hall 1983 ). Isso indica gue
a variacdo de resinag observada entre popula¢Bes ¢ maior 4o que a
gue se observa dentro de cada uma delas. Com relag3o as protelinas
de pemente a variaclo observada dentro de uma populac3o é por ve-
Zes malor gue a Jue se observa entre padres de diferentes popu-
lagBes. Devido 3 sobreposgicio de padrles parciais e a grande wva-
riacdc de padrBes totais, n¥o se consegue agrupar padres de uma
mesma localidade.

H. stigeonocarpa € uma espécie tipica de cerrado, vegetag¢3o

que esta sujeita 2 queimadas constantes ( Rizzini 1976; Heringer
1977 3. Desta forma é de se esperar gue o fogo desempenhe uma

forte pressdoc de seleg¥o especialmente sobre as plantulas de H.
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stigonocarpa ( Heringer 13871), podendo selecionar rapidamente,
gendtipos especificos de plantas resistentes a2 eles { Heringer
1871 ). Essa selec3o de gendtipos podefia de alguma forma dimi-
nuir a variabilidade gendética de plantas nesta srea. E$sa dimi-
nuic¥o de variabilidade genética pode estar de alguma forma tam-
bém contribuindo para a invariabilidade de resinas foliares. En-
tretanto a andlise de protefnas de sementes mostra exatamente o
oposto. A variabilidade de proteinas de reserva é t3o alta nesta
espécie quanto a encontrada nos outos taxa, inciuindo os que
apresentaram distribuig3o em matas umidas. Portanto apesar do
efeito do fogo, esta espécie apresenta uma alta variabilidade ge-
nética que se reflete na alta variabilidade protéica apresentada.

Essa alta variabilidade em protefnas de reserva pode indi-
car gque a seleg¥o para resisténcia a fogo seja completamente in-
dependente da selegdo para protefnas de reserva. A pressdo de se-
leg3do que afeta as protefinas seria pertanto diferente da de re-
sigténcia a fogo.

Por outro lado, como a reproduglo na maior parte das espé-
cies deste género parece ser cruzada, quando se analisam ag pro-
tefnas de semente, esta se observando o efeito de cruzamento. O
gendtipo do adulto ( drvore m3e ;; de fato é desconhecido.

Sabe-se que muitas das espécies de cerrado, também té&m re-
produg¥o vegetativa e & frequente perceber-se uma distribuig¢do
agrupada destas espécies. Parte destes agrupamentos & atribuida 2
reprodugio vegetativa, cada uma destas manchas, correspondendo em

muitos casos a um 86 gendétipo ( Rizzini 1871 ).



H. stigonocarpa tem capacidade de regeneragioc, quando ocor-

re perda do tronco principal e por séboies. Em H. courbaril no
México e Costa Rica, foi observada reprodugdo vegetativa intenssa
através de rafzes, especialmente na borda de matas onde o indivi-
duo tenha side mantido isclado devido 2 desmatamento ( Lee & Lan-
genheim 1875 .

N3¥o existem estudos detalhados sobre este tipo de reprodu-

¢¥o para H. stigonocarpa. Entretanto a capacidade regenerativa de

plantas de cerrado permite que um gendtipo se mantenha mesmo apds
a a¢¥o do fogo.A prdpria agio do fogo répido permite ainda que

sementes de H. stigonocarpa germinem, embora a agdc de gueimadas

consecutivas destruiriam as plantulas ( Heringer 1971; Rizzin:
1876 ). Uma vez gque aigumas plé&ntulas consegulsgsem se estabelecer
na 4drea poderiam manter-se por muito tempo devido & reprodugfo
assexuada e/ou capacidade de regeneracgdo. Assim, embora o fogo
possa estar funcionando como uma potente forg¢a seletiva ocasio-
nando uma possivel perda de gendtipos na populaglo de pléntulas,
uma vez estabelecida, uma plantula teria condigBes de se manter e

ocupar a fArea indefinidamente apesar da agdo de fuluras gqueima-

das. Plé&ntulas s30 © resultado da germinacdc de sementes e por-
tanto de reproducloc sexuada. Assim em populacles abertas, c¢ada
pléntula potencialmente difere genéticamente uma da outra. Por-
tanto . cada individuo ou agrupamento de individuos adultos pode

ser geneticamente bastante diferente um do outro. Cada grupo de
individuos poderia ser considerado como uma ilha no que diz res-
peitoc 2 manutencdo de uma reserva de gens. Esses gens se combina-

riam na reprodugdo cruzada. Assim ao se fazer 2a andlise de pro-
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tefnas de reserva, estaria sendo observadeo o resultado desta va-
riabilidade que € mantida em cada agrupamenté de indivf{duos adul-
tos através de reprodu¢Bo assexuada. Além disso é provivel que o
pclinizador efetive desta espécie seja um morcege, que pode e
deslocar longas dist@ncias permitindo o fluxo gé&nico mesmo entre

individuos ou manchas distantes.



g’ Hymenaea martianz

As sementes analisadas desta espdcie sdo provenientes de
uma unica arvore. Cada semente foi retirads de um fruto diferen-
te de tal forma que esta amogtra & uma estimativa da variabilida-
de que pode potencialmente ocorrer em um unico individuo.

Observando-se o© dendrograma (fig.14), e comparando-se com
os demals pode-se verificar que com apenas 10 sementes amostra-
das, n3oc se obteve nenhum padr3o idéntico e que 2 similaridade
entre os padrles obtidos, para esta espécie € das menores encon-
tradas. O valor obtido para os padrfes 2 e 3 & de 5=0,595.

A resgpeito das resinas de H.martiana 8¢ se tem a informagfo
Ge gque a resina eré de tipo Il. No entanto nBo existe informacio
sobre quantas plantas foram analisadas com relacBo & resina fo-
liar{Martin et al 1376). Quando se analisam as protefnas de se-
mentes, mesmo de semeéentes de um dnico individuo adulto, tem-se
uma idéia sobre os diferentes tipos de gendtipos possiveis que
estdo sendo potencialmente introduzidos na populac¢do como contri-

buicHo de uma unica arvore-mie.
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h) Hymenazsea intermedia

Das 1B sementes analisadas em H. intermedia,foram obtidos

17 padr8es diferentes. Da regi3co de Manaus (AM), tomou-se semen-
tes de quatro individuos adultos distintos e da regi¥o de Cara-
Jjas (PA), sementes provenientes de uma uUnica arvore.

Como pode ser observado na figura 12, n%o ocorre tambénm
tendéncia de agrupamento dos padr8es de uma mesma regifo. A simi-
laridade entre sementes de Carajés,‘que t&m uma dnica origem, ¢
muito wvaridvel, havendo padr8es que s¥%0 agrupados juntos e que
. apresentam similaridade 0,693 como ¢ o caso dos padrdes 15 e S.
2 similaridade enire os padr8es que no dendrograma s3o colocados
em posic¢cBes distantes € muito menor. PadrBes de mesmo fruto apre-
sentam menor similaridade entre eles do que, em muitos casos, pa-
dr8es de sementes de frutos distintos.

Para os padr8es de Manaus a situag¥o é semelhante e padrdes
de uma mesma arvore n¥o apresentam maior similaridade entre si do
que os provenientes de outras drvores. Hd padr8@es desta regido
que mostram maior gimilaridade com os de Carajas.

A frequéncia de ocorréncia das bandas varia muito entre as
popula¢Bes havendo algumas protefnas ;ﬁe 86 ocorreram em uma das
populac¢tes ( tab.23 ). Esses resultados sugerem que algumas pro-
tefnas e portanto alguns padrBes parciais ( e em consequencia to-
tais ) possam ser exclusivos de uma das regiles ou muito raros na
outra.

De qualquer maneira, gquando anal isadas todas as: protef{nas

da espécie, tem-se um numero maior de protefnas e portanto de pa-



droes protéicos do que os obtidos para cada populag@c. Algumas
protefnas cuja frequéncia & bastante expressiva, na realidade
restringiram-se a apenas uma das localidades ou principaimente a
uma delas. Desta forma toms-las como protefnas de importéncia pa-
ra = &spécie € mascarar o que de fato esta ocorrendo.
Com relag¥oc as resinas foliares, este grupo apresenta gran-
de variac¢¥o ( Langenheim et al 1977; Stubblebine & Langenheim
18980; Langenheim & Stubblenine 1983 ) tendo sido reportade 4 ta1-
pos distintos de resinas foliares. A variabilidade protéica ob-
servada, € bem maior e a variabilidade potenciai, considerando-se
as possibilidades de combinag¢3o entre padrdes parciais, ainda
maior. Alem disso, arvores adultas possuem a capacidade de produ-
zir descendentes com qualquer um dos tipos de reginas, indepen-
dentemente da regi%o de or:gem da drvore m¥e. No caso das protel-
nas, aparentemente alguns padr@es n¥o podem ser produzidos devi-
do, provavelmente, a auséncia de algum tipe de informacdo genédti-

¢a que codifique algumas das proteinas.



i1} Hymenaea oblongifolia,Hymenaea aurea,Hymenaea parvifolia

Essas trés espécies, juntamente com H. courbaril var altis-
sima, embora tenham contribufdo com poucas sementes, permitiranm
m3e ge verificasse que nestas espécies também ocorre variagdo
protéica e que os padrfes parciais que nelas ocorreram nem sempre
foram diferentes dos Jj& obtidos para outros Laxa.

Ugs padrles totais sdo muito digtintos e n3o ocorre agrupa-
mento dos padrles de uma mesma espécie quando se submetem os da-
dos de presenga e auséncia de protefnas a uma andlise de agliome-

rados (fig 15).
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4) Comparag¥c entre as espécies

Foi mostrado como padrBes protéicos se scobrepfem dentro de
um dado taxon de forma a n¥o ser possivel agrupar-se O8 padrdes
quer seja por populag3e, distribuigfo geografica ou habitat.

Quando, se comparam os. padrdes de todas as especies e varle-
dades estudadas a situac3o n¥%o se inverte. N¥o se consegue deli-
mitar nenhum taxon através dos padr@es protéicos obtidos. U méto-
do numérico ( dendrograma fig 16 ) agrupa padrdes semelhantes in-
dependentemente da espécie a que eles pertencam. Padr8es de se-
mentes de um mesmo fruto podem ser t3¥o diferentes entre si quanto
os padrBes de uma outra espécie e vice-versa. Padr8es de espécies
distintas e até mesmo de regiBes bem diferentes, podem ser iguais
ou muiteo similares.

Mesmo gquando padrBes de um mesmo taxon aparecem no dendro-
grama lado a lado, & frequente que eles se encontrem em agrupa-
mentos distintos ou que a similaridade entre eles seja muito bai-
xa, havendo uma mistura de padrBes das mais diversas localidades.
E frequente também que estes agrupamentos se achem interrompidos
por um ou varios padr@es de outros taxa.

As frequéncias de bandas por populagBo, por e;pécie {(tabe-
las 2, 7a,b, 17, 23 e 26), demonstra que algumas protefnas podenm

estar restritas a uma regi%o, como é o caso da protefna 23 de H.

intermedia ou protefnas 3 e 5 em H. stigonocarpa sé para c¢itar

alguns exemplos. lsso n¥o significa que eostas protefnas sejam ex-
clusivas destas espécies. Mais ainda a ocorréncia delas pode di-

ferir de um taxon para o outro. Por exemplo: a protefna 23 que



apare~~"r somente na populag3o de Carajas em H. intermedia, apre-

sent.s uma distribuicdo mais amplia nos outros taxa onde ela ocor-
re, swoonga sua freguénecia nestes taxa seja mais baixa. A proteina

22 szpre==enta  sua mator frequéncia no género em H. intermedia o

gue sugeriria ser uma proteina tipica desta espécie. No entanto,
comoe Jj& foi enfocado, 1ss0 @sta mascarando o fato desta protefnsz
56 ter ocorrido em uma das populagles. Casos como este nFo sdo
uma excecdo e podem ter um peso grande quando se verificam as
possiveis semelhangas entre os taxa estudados, através da fre-
gquéncia de ocorréncia de proteinas nas espécies. Ou seja este ti-
po de evento tem grande inflilu&ncia quandeo se comparam as seme-
lhan¢gas entre as espécies através dé PCA, figura 21 (a,b), ( ana-
li1se de componentes principais ) ou dendrograma de distincias eu-
clidianas (fig. 19,20,

Vérias relagles entre as espécies foram inferidas a partir
da frequéncia de proteinas e outras ainda podem ser sugeridas,

por exemplo:

a protefna 1 ( tab 27 ) n¥c ocorreu em H. courbaril wvar
courbaril embora tenha sido muito expressiva em H. courbaril var

subsessilis e H. martiana o que sugeriria uma certa proximidade

entre os dois taxa. Com um valor de frequéncia intermedidrio en-
contra-se H. courbaril var stilbocarpa e com baixa frequéncia pa-

ra esta proteina est3o H. sligonocarpa e H. intermedia. Agsim a

frequéncia da protefina 1 sugere a formag#o de um grupo formado

por H. courbaril var subsessilig e H. martiana e outro formado

wor H. stigonocarpa e H. intermedia, no meio destes dois agrupa-

o —

mentos situar-se-ia H. courbaril var stilbocarpa. H. courbaril
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var courbaril com relacXo a esta protefna estaria separada de to-
dos os taxa. No entanto outras protefnas sugerem outros Lipos de
agrupamento e apresentam outros tipos de correlagdo entre as es-
p? ies. N¥o existe portanto uma protefna ou conjunto de proteinas
que justifique facilmente qualquer inferéncia de relag®o entre as
espécies estudadas.

Com relac¥o aos padr8es parciais verifica-se alge muito se-
melhante. Padr®es restritos a um ou poucos taxa e neste caso po-
dendo apresentar uma baixa frequéncia nos taxa'éﬁde ocorrem sendo
portanto raros no grupo todo, ou uma fregquéncia mais alta e neste
caéo emboram sejam raros no género, s¥%o frequentes noc taxon onde
ocorrem. H# ainda os padrBes com ocorréncia ampla, ou seja aque-
ies que ocorrem em todos ou quase todos os taxa. No entanto podem
distribuir-se de pelo menos trés formas:

1) apresentam alta frequéncia em todos ou quase todos os
Laxa.

2) apresentam uma maior frequéncia em apenas um dos taxa.

3) apresentam baixa frequéncia em todos os taxa mas ocorrem
em todos eles,

A frequéncia de ocorréncia de bandas protéicas e de padrles
parciais no género, sugere que existam gens que:apresentam ampl a
digstribuic3o nos diversog taxa, porém s3o mantidos com uma fre-
quéncia relativamente baixa em todas as populagbes onde ocorrem.
Esse tipo de comportamento assemelha-se 30 que & obgservado para a
andlise de enzimagz,

0 numero de padr8es parciais por faixa dentro de cada espe-

cie e variedade ocilou bastante, o que indica que certa especie



pode ser mais polimorfica em umé faixa do que em outra faixa, En-
tre as espécies também, a2 faixa que cada especie apresentou maior
nimero de padr@es difere de tal forma que, novamente, ndc se en-
contra qualquer indfcio de que haja um padr3o que parmita Justi-
ficar esta voriaglo de padrBes parciais dentro de cada faixa para
todasﬁas espécies. Du seja, n¥o & possfvel se afirmar que uma da-
du faixa & a mais varidvel no género como um t0do, Jj& que para
cada taxon a faixa mais varidvel parece diferir.

Tomando-se as espeécies faixa a faixa e. comparando-se as es-
pécies, com respeito ao nimero de padrdes parciaié em comum, ve-
rifica-se que para cada espécie e para cada faixa este numero €
diferente. )

Deste modo se fossem comparadas as espécies faixa a faixs
através do numero de padrles parciais em comum, obter-se—-ia as-
sociacBes entre os taxa totalmente diferentes de uma faixa para
outra. Por exemplo, das seis especies mals significativas neste
estudo, com relac%oc 3 faixa A, H. martiana apresentou a menor so-
breposic¥o de padrBes com as demais espécies e/ou variedades e

n3o apresentou nenhum padrido em comum com H. coubaril var subseg-

silis. Jd na faixa B, H. courbaril var gubsessills é o taxon que

s

apresenta o menor numero de padrdes dxst:ntos;( apenas tres ), no
entanto mostrou sobreposic%o madxima destes padrdes com os outros
taxa.

Na faixa A, o padr%o que apresentou maior frequéncia no gé&-
nero ( tab.29 ) foi o Ay (26%) e que ocorreu en todas as espécies
exceto H. martiana. O padr¥oc Dj tem uma frequéncia mullo mais al-

ta no género mas n3o foi amostrado em H. parvifolia. Na faixa B,
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houve grande sobreposi¢lo de padrdes, entretanto nesta faixa, co-
mo na D, ocorreu um padr3o que & comum 3 metade das sementes
amostradas ( o padr3o Bp - 51,35% ). Contudo, ao contrario da
faixa D, na faixa B, varios outros padr¥es s3do comuns a mais de
um tzxon. A faixa D, apresenta o maior numero de padrBes que 890
ocorrau  ©m  um taxon e.-também & onde a maior parte dos padrles
apresentou frequéncia muito baixa, muitas vezes ocorrendoe em ape-
nas uma semente.

Na faixa &, o padr¥o Ay ( tab.19 e fié.ia ) ocorreu em 50%

das sementes de H. stigonocarpa, tendo ocorrido em todas as popu-

lacBes desta espécie, o que sugere que ele seja o padr¥o mais
frequente para esta espécie. Esse padrdo nunca foi encontrado nas
sementes de H. courbaril var stilbocarpa embora parte das semen-
tes analisadas dos dois taxa fossem provenientes de drvores da
mesma regi3%io e portanto de populagles ocorrendo lado a lado. O
padrZo A; no entanto, aparece em algumas populagBes de H. courba-
ril var courbaril, embora sua frequéncia seja baixa. Pode-se ain-

da observar que o padr3o A, ocorreu também em H. intermedia, mas

somente nas sementes provenientes de Carajéds, e com maior fre-
gquéncia que a com que ocorre em H. courbaril var courbaril. N3o é
possfvel portanto correlacionar a presenca d:ste padr3o parcial,
ou seja este arranjo de protefnas, com uma provavel adaptag3o ao

meio ambiente como poderia ser sugerido quando se analisa a ocor-

réncia deste padr¥o em H. stigonocarpa. Aparentemente o que quer

que esteja determinando a frequéhcia deste padr3o em cada um dos

taxa, difere muito de um taxon para outro.



forem comparadas &s sugeridas por Lee e Langenheim ( 1975 ) =&
cercz das relacles evolutivas dos taxa de Hymenaes percebe-se que
gz  cwidéneias fornecidas straves dos dados obtidos com proteinas

n3c concordam com as afinidades propostas. K. courbaril var stil-

bocarpa e 6. gourbaril var subsessilis acham-ge relativamente
proximas  mas sua li1gag¥o com K. courbar:! var courbaril! & fraca.

+

|br

intermed:a encontra-se mais proxims de K. stigonocarpa do que

2.

© 0. courbaril var courbaril. Alids estas duas espécies apresen-
tam-se muitc distantes de H. courbaril var courbaril guando se d2
maior pese para  as  proteinas maig varisdveis. [ dendrogramsa
(f1g.16) que mostra as similaridades enire todos os padrBes en-

contrados, apresenta. os padrdes de E. oblongifoiis muito distan-

Ciados um GO0 outro e um deles relat:vamente prdximo a2 H. courba-
rii var courbari! e E. gourpar:i! var stilbocarpa enguanto que ©

outro apresenta baixs similaridade com qualguer outro padr3c de

Hymenaea estando reiat:vamente mais proxime (5 = 0,667) a B, par-
vifolia. &Esses resuitados n%c sustentam 2z h:ipdiese de gue §|.

cblongifolia sega o0 grupo mais antige de Hymenaes do quai teriam

evoiuido os demais e gue H. intermedia se situar:iz em uma posiclc

intermediaria entre E. courbar:l e H. oblongifoiia ( Lee & Lange-

A PCA, figura 21, ( andlise de componentes principais Y po-
de esclarecer quais s%c as protef{nas gue pesaram mais para a2 se-
paracloc das espécies. Ho entanto, como uma proteina pode alcancgar
uma frequéncia expressiva em uma espécie mesmo tendo ocorrido em
umz s6 populagdo, os agrupamentos obtidos mascaram © que esta

ocorrendo deniro de cada taxon. Ha padr@es absolutamente iguais




entre btaxa e em boa parie dos casos 1580 n3c € refletido guande
se comparam as freguéncias de proteinas nas diversas espeécies.

Bisby e KHicholls { 1877 ) e Harris e Bisby ( 1880 ), apre-
mentam varios L131pos d¢ agrupamentos entre espécies do compiexo
Genisteae, baseados en caracteres de origens ciferentes. Desta
forma dependends do conjgunto de caracteres gue se Loms em Cconsil-
deracdo, { caracteres morfoldgicos, aminoacidos livres, proteinas
de sementes, citoldgicos, entre outros !, obtém-se agrupamentos
completamente diferentes. Ou seja cada tipo de cariter fornece
informagfes  distinias a respeitc ds relagfo de parentesco enire
as espeécles do complexo Genisteae. Essas 1ncongruéncias  sugeren
gque a pressio de seie;%o sobre cads um destes caracteres foi: bas-
tante distinta € que © passoc ovolutivo dos mesmos tenha 2140 di-
ferente & ocorrido 1naspendenitemente.

Dz mesmz formz as informagBes obtidas para Hymenses basea-
das em proteinas de reserva, na guimics de reginas foliares e na
morfologia externa, %0 incongruentes levande a conclusBes muito
diversas guanto as possivels afinidades entre oz Laxa.

As proteinas de sementes n3c fornecem dados que ajudem &
Justificar a separagic do género em duas segles, como fo: suger:-
do  por Lee & Langenheim { 1875 ), baseando-se em caracteres mor-
foldgicos. Tambeém gquando comparadas ae resinas foliares, as va-
riagbes observadas para protefnas sugerem que as pressBes de se-
iec3o que as determinaram tenham sido diferentes das pressBes gue
permitiram O aparecimento e evolucio destas resinas.

Pode-se supor que press8es de seleclc sobre cads um destes

cardteres: morfoldgico, composi¢®c quimica de resinas foliares e




tipos de protefnas de reserva - tenham sido diferentes, determi-
nando evolugBes diferentes. A}ém_disso, a velocidade de evolucgdo
e cada um destes caracteres tenha sido muito distinta. Essas di-
rerengas em passo evolutivo e forma como determinada estrutura
evolui podem se dever principalmente a fatores como:

1> diferentes tipgs de press3o de selec3o atuando d{feren-
temente sobre as diversas estruturas de um organismo.

2) diferencas no acabougo genético que codifica cada uma
das estruturas de um organismo. Algumas estruturas apresentando
um arcabou¢o genético mairs rigido ( que admite menos mudangas )
que outras. Desta forma & este arcabougo genético que permite ou
ndc o aparecimento de varia¢Bes sobre as quais atuariam as pres-
s0es seletivas.

Essas discrep@ncias entre morfologia e biogqufmica n3o pare-
cem ser exclusividade das plantas. Anuros ( Maxson & Wilson 1975;
Wilson et al 1377 ) apresentam uma morfologia externa muito uni-
forme e que quase n¥o sofreu alteracg®es ao longo dos tempos, es-
pecialmente se comparada 2 morfolbgia externa de mamf{feros pla-
centdrios. No entanto, quando se examina a evolucdo das albuminas
de anuros e placentdrios, percebe-se que ambas parecem ter evo-
lufdo em uma velocidade similar e constante. -

Por outro lade n¥oc existe nada que estabelega que altera-
cBes genéticas que ocorram durante a evolucdo de espécies, sempre
mudem de maneira sucessiva o PM das subunidades protéicas (Jensen
& Grumpe 1983). Acredita-se que © peso molecular de protefnas ho-
mélogas sejam mais similares entre duas espécies distantes que

entre espécies prdximas ( Jensen & Grumpe 1983 ). Desta forma as



relagfes de semelhanga apresentadas nas andlises de agiomerados,
rodersam  estar em mullos casos expressande este tipo de situagHo
¢ fornecendo pouca informaclco sobre as relacles de afinidade en-
tre o5 taxsa. Talvez as relacBes de parentesco obtidas através de
caracteres morfoldgicos, expressenm melhor as afinidades enire os
tavs de Hymenaea. De guaiquer forma, as var:agBes de padr@ies pro-
teé:cor deniro de c¢ada Laxon, s%o muiito grandes © que sugere gue
ag mudangas a0 nivel molecular devam ter sido Giversas e'em va-
rias diregbes.

FPoder-se-1a supor gue parte desta var:iacHo se deve a2 um Ti-
po de selegdo neuira { King & Junkes 1969%9; Kimura 1S79; Kimurs
19832 3, © fato de cads semente poder apresentar um-paéréc prote; -
co diferente, poder:z poderia ser ingdicative disso. Kais ainda, ©
faic dos padrdes obtidos se repelirem nas mais diversas populia-
cOez e especies, nd3c sendo possivel correlaciond-los com distr:i-
buigdc geografica ou com ¢ habitat dos i1ndividuos, portanto sem
um aparente significado adaptativo, poder:iz suger:ir que esta va-
rragd¥c tivesse sido gerada, em grande parte, por seleg¢i3o neutrs
(Selander 1878). No entanioc, véarios padrles parcizis s¥c repeti-
dos ¢ € pouco provave! gue um numero t3c alto de sleios tennz se
fixado nas populagles por seleglo neutrz ( Smith 1870 . Talvez
fosse possivel tal evento em populagBes peguenas, gue n3c parece
ser o cago das populagles de Hymenaesz, Além dissc € pouco prova-
vel que o mesmo tipo de mutagBo neutra pudesse ocorrer em popula-
cBes e egpecies digtintas { Bmith 1870 3.

E possivel que parite desta variacio seja devida & glico-

proteinas, onde & possivel ocorrer mudancas na parte glice das
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protefnas - mudangas pds traduc3o da proteina ( Basha & Beevers
1976; Eaton-M¥ordas & Moore 1978; Winterhalter 1981; Finne & Kru-
siug 1982; Higgins 1984 ). Assim seria possivel que os gens que
codifiquem a protefna em si sejam diferenies dos que codificam as
enzimas envolvidas nas reacgdes de glicolizagdo. Assim, embora ndo
se tenha necessariamente um grupo muito grande de alelog para ca-
da proteina de reserva, pode—se obter variagBes na corrida devido
a ligagBes diferentes de agicares,também diferentes, em pontos
ﬁi?kiﬁtcs de uma mesma molécula devido & mudangas nas enzimas en-
volvidas  no processo ( Higgins 1884 ). Essas variacfes de glico-
lisa- %o poderiam estar originando bandas que apresentariam dife-
rent=s Rm no gel.

Além disso € possivel ocorrer, pelo mencs em alguns casosg,
reacBes de glicolisa¢3o n¥o enzimidticas que normaimente alteram a
forma da proteina. Esses tipos de reagles gdo descriltos em ani-
mais e acredita-se que estejam relacionados ao envelhecimento ce-
lular ( Cerami et al 1987 . £ pouco provavel que em Hymenaea es-

tivesse ge processando este tipo de rea¢3o devido a envelhecimen-

to, entretanto n3o se deve descartar a2 possibilidade deste evento
poder gstar acontecendo em algumas das sementes mais velhas, des-
ta foréa contribuindoe para auméntar a variabilidade amostrada.
Apesar do método de eletroforese em gel de acrilamida com
SDS s=er considerado pouco sensivel para deteclar variagles em
bandas protéicas dentro de populagBes de uma espécie, resultados

semelhantes aos de Hymenaea foram obtidos por Langridge e colabo-
radores ( 1981 ) para Pinus. Em Pinug a variag¢¥o embora menor que

a observada para Hymenaea também ocorre entre indiv{duos da mesma




ropulagdc. Devido 2 natureza da semente de gimnospermas, & possf-
we!  £e comparar as protefnas do megagameldf ito (n) com as do em-
brif%o (2n).0u sega, pode-se, através dos padr8es de proteinas de
teridos da semente, se conhecer o gencotipo da drvore m3e & infe-~
mir sBobre a naturezz da hase genetica da variacioc destag protef-
nas.

Por outro lado hé evidénciass de gue © SDF pode se ligar gi-
ferertemente a certos aminoacidos de uma proteina, mudando a mo-
bilidade do pepiideo na eietroforese ( Jong et al 1878 ). Assim,
pequenas substituicles de aminoicidos do tipe Tnr - Ala, Gin -
ieu, e Pro -~ Thr ou Ala , que mudam as caracteristicas hidrofe-
bicas da proteina, 1n?}uenciam © tipo de ligac3o das moléculas de
5DE  aos peptfideos, destz formz alterando 2 mopllidade de pepti-
deos que apreseniam de fato mesma forma e mesmo tamanho e gque
portantc deveriam apresentar mesmo P¥ ¢ Jong et al 1978 ). Desta
forma talvez fosse possivel gue peloc menos uma rparte da variaciio
observada possa ser devido ac efeite de ligagdo das moléculas de
SDE  com peptfdeos gue estejam apresentando substituigBo de ami-
noacidos que modificam 2 hidrofobicidade da proteina. Assim pode-
riamos estar evidenciando, nio diferencgas em P¥ , mas pequenas
mutacBes pontua:s,

Outra possive] expiicacio para o polimorfismo observade & =
posgipilidade dele ter sido produzido devido 2 mutacBes somiticas
em um mesmo individuo m¥e. Cads ramo de um mesmo individuo pode-
riaz ter sofrido mutacBes distintas e portanto seriam portadores

de diferentes informac®es genéticas ( Gill & Halverson 1984; Gill

1986; Sutherland & Watkinson 1986). ¢ de fato pouco provavel que
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esta seja a causa principal da variac¥o encontrads em Hymenaea.
ijuso implicaria que o numero de mutagles somdticas por planta te-
~ia que ser muito grande. Praticamente todo o botZo teria.que es-
tar sofrendo um processo semeihante. Além do mais as mesmas muta-
. Jes teriam que estar ocorrendo em variog individuos da mesma po-

pulag¥o, em populagles distintas e em especies diferentes com yma

frequéncia alta.

Parecem estar existindo duas forgas opostas agindo sobre
Hymenaea. Uma delas atua no sentido de aumentar a wvariabllidade
gendética e desta forma o polimorfisme pretéiceo. A outra parece
agir no sentido contrério; uma forga de "restrig¥o” se assim po-
der {amos chamd-la. Parece se tratar de um tipo de forga que esta-
ria impedindo que esta variag3o safsse fora de certos limites.
Assgsim, embora ocorra um numero muito alto de padrdes distintos,
esta variag¢¥o n3o parece ser indefinida, repetindo-se entre os
diversos taxa.

Da mesma forma gue a herbivoria parece explicar os diferen—
tes padrdes de resinas foliares (Martin et al 1874,1976; Lange-
nheim et al 1977; Stubblebine & Langenheim 1980; Langenheim &
VStubblebxne 1983 ); predagdc de sementes pode ser a base da ex-—
?plicacﬁo do polimorfismo protéico aqui observado. Sabe-se que va-
rias protefnas, por exemplo as lectinas { Toms & Western 1971;
Lis & Sharon 1973; Bell 1978; Liener 1979; Toms 1881; Olnes et al
1982; Puszlai et al 1983; Etzler 1885 ), t&m o poder de aglutinar
células sangufneas ou certos tipos de carboidratos como o glico-
génio ( Liener, 1976 ). Desta forma, protefnas deste tipo pode-

riam existir em Hymenaea de forma a evitar a predag3o de sementes



por incetos ( Janzen 1878 ). Entretantoc alguns inselos conseguen
evoluir defesas capazes de escapar s substincias toxicas produ-
zi1¢as polas piantas. Uma vez gue estes insetos se tornem aplos o
enfrentar as defesas das plantas, sus agdo sobre as plantas leva
% gelecio de plantas capazes d¢e evoliuir ouiras defesas que [lnes
scgam toéxicas ( Feeny 1870; Janzen 1870; Whittaker & Feeny 18971
Janzen 1973; Feeny 197&; Rosenthal et al 1976; Janzen 1881 3. &
=gte processc de evolucglc "conguntsa”, viarios auvtores deram © nome
de co-evolucglc ( Beck & Reese 1976; Janzen 1981; Rickieffs 1579).
Neste processc co-evolutive, a pressdc de herbivoros comedores de
sementes pode ter permitido 2 evolug¢dc n¥c de um Lipo ce proteinsa
Loxica mas de varios, ou seja a manutengdo e fixacdc de varios
aielos por locus. Pimentel & Belloti: ( 1876 ) e Pimentel (159842,
mostram gue € dif{cii haver evolugic de um organismo especialista
quando se tem uma grande imprevisibilidade e heterogeneidaae Ge
compostos quimicos.

.Sementies de Hymenaea sHo atacadas por varios curculeonfdeos

do género Rinochenus { JanzenlSrg; Langenheim et al

1977,19878,1983; Lewinson 1380 ) e outros besourcos menores escoll-

t.ideos ( Lewinson 1880 ). © ataque de Rhilnochenus pode ser bas-

.

tante alto e diferentes egpécies de Hymenaea £30 atacadas por di-

ferentes espécies de Rhinochenus n¥c havendo praticamente nenhums

sobreposic3c de espécies de besouros mesmo ho caso de egpecies

gimpatricas { Lewinson 13880 . Rhinochenus parece, portanto, ser

um grupo de besourc bastante especializado embora a n3c sobrepo-

sicdo de espécies de Rhinochenugs pudesse ainda ser explicada de-

vido & preferéncia de habitat, ou seja, embora viérias espécies de




Hymenaea sejam simpdtricas, normalmente n3o s¥o sinldpicas, ocor-
rendo em habitats distintos (mata de galeria e cerrado; mata de

igapé e mata de terra firme,etc...) { Lee & Langenheim 1973 3. A

drea de distribuigldo das diversas espécies de Rhinochenus poderia

simplesmente se sobrepor as da distribuic¢do de Hymenaea devido a
pressBes ambientais mais do que por preferéncias alimeptares. As-—
sim, © que se leva em consideragio & o tipo de pressdo exercida

pela preda¢3o de sementes & n¥o qual espécie de Rhinochenus a

exerce. Portanto, um mesmo tipo de press3o - predaglo de sementes
- poderia explicar a evoluc¢3o de ums estratégia similar em todo ©
grupe de plantas, com o aparecimento e manuten¢do de padrdes
idénticos em espécies e regides distintas. Isso de certa forma e
0 que se observa para resinas onde o tipo de defesa é o mesmo; as
variagBes em composigdo quimica observadas s¥o compartilhadas por
diversas espécies, todas elas sujeitas ao mesmo tipo de press®o
de herbfvoros ( Langenheim et al 1377; Stubblebine et al 13980 ).
0 dnice tipo de variagdo observado é quanto as quantidades de al-
guns compostos que complem as resinas e isso também € observado
quanto & variag¥o da concentrag3o das proteflnas.

No entanto, resinas n3o variam qualitativamente nas dreas
onde ocorre menor grau de ataque de herbivoros. Em protefnas i1sso

J& n3Ho acontece, visto que Rhinochenus ¢ ausente do norte de El

Salvador =20 México ( Langenheim et al 1877 ) e no entanto a wva-
riabilidade protéica observada para sementes desta regido ¢ t%o

alta quanto 2 de qualquer outra regific amostrada. Talvez a pres-

s3o0 de seleclo independa da espécie de herbfvoro envolvida, pois

Rhinochenus n3o € o unico inseto que se alimenta de sementes de



Hymenaea. Além disso nas observagBes no campe foi possivel se ob-
servar gque grande parte das semenites sdc atacasdas por fungos.

Talvez 2 maior pressio de selegBo sobre sementes de Hymenaea ndo

geja a de herpivoros mas seja determ:inades por outrog fatores como

o atague de fungos.

5) Bignificado evolutivo possivel

Lssz sobreposi¢ciBo de padrdes proteéicos entre as espécies
teivez se 3 indicativo de que Hymenaes ainds sej& um grupoc recen-—
Le estando suas espécier muitce proéoximas evoiut:ivamente. HEo teris
havido ifempo suficiente para uma divergéneis ao nive: protéico
pelc menocs. Esgses evoliugdo recente pode tamber explicar & seme-
ihanca que existe entre as espécies no tocante as resinas  tanteo
foliares c¢omo dos oulros orglos { Martin et al 18974,197&; Lange-
nheim et =1 1878, 13982, 1883 .,

Sabe-se também que resinas fdsseis, de depositos de Tercia-
rio, encontradas no México, Colbmbia e Brasil, apresentam uma es-
trutura esgueliética, pelo menos dos compostos mails importantes,
semelhante & estrutura esqueietica de composilos de resinas de va-

riog taxa recentes ( Langenheim 1567, 1873, 1981; Cunningham et

o

al 1882 3. lszso significa gue a estrutura esgueliética destes com-
postos se manteve estive] por este tempo todo.
Essa variabilidade obgervada para proteinas também € refle-

tida nos caracteres morfoldgicos de varias das espécies. Diversas

egpécies do género s3o varidveis guanto & forma e tamanho de fo-
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lthas e/ou flores. Quanto ao porte algumas esgpécies podem variar
deéde arboretas ou arbustos até érvores emergentes na Amazdnia e
a2 distribuig¢3o de H. courbaril & prova também que a variabiiidade
fisioldgica desta espécie, pelo menos, deve ser muite grande. Es-
sa grande wvariabilidade morfoldgica dificulta a identifica¢®o das
espécies. e-o0 estabelecimento de limites entre os taxa. H&d mesmo
espécies que apresentam caracrerf{sticas intermedidrias a duas es-
pécies ( lLee & Langenheim 1975 ), Essa dificuldade em estabeéecer
iimites parece ser a regra para‘ﬁxmenaea e parece concordar com a
hipdtese de um grupo que ainda esta prdximoc da sua origem em ter-
mos evolutivos. Por outro lado poderia se supor que parte desta
zohreposigHdo de caracterfisticas morfoldgicas e de padr8es proleéi-
c.3, se devesse a possiveis hibridagBes entre as espdcies. lsso é
tsoricamenté possivel. Virias egpécies sHo simpédtricas ainda que
n3¥o sintdépicas, e o nimero de cromossomos de todas elas € O mesmo
{ 2n=24 » {( Lee & Langenheim 19735 3. Um polinizador do tipo um
morcego teria capacidade de percorrer as distincia entre os dife-
rentes habitals onde se distribuem cada uma das espécies a busca
de =alimento. Entretanto, supor que hibridac®o pudesse explicar
toda a variag¢do observada no género € admitir que o grupo se tra-
ta de uma emorme populagfo panmft:ca, onde todos os indivfduos se
entrecruzam © tempo todo. 5S¢ na situag8o de uma populagfo panmi-
tica e congeguiria explicar a sobreposigd3c de padrBies gue ocorre
em todas as populagBes de todas as espécies. A taxa de cruzamento
inter especifico teria que ser t¥o alta que praticamente 84 have-

ria uma grande egpeécie e sguas variedades.
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&) Significado a nivel taxonOmico

Em termos taxondbmicos n3o é possivel a separacdo de ‘taxa
através de padrBes protédicos. U estudo sugere que se a amostra
fosse aumentada, também aumentaria o numerc ge padrfes diferen-
tes. Especialmente devido as combinac¢Bes entre faixas. De fato Ja
com os padrB8es parciais observados pode-se perceber que se todas
as ¢ +bina¢Bes de padr¥es parciais forem possfveis a variabilida-
de par. . ada populacio sera muito alta.

Faitam entretanto, outros estudes que permitam uma compre-
ens¥o sobre o que esta ocorrendo ac nivel das populagBes para que
se pudesse de fato interpretar melhor o gsignificado da wvariag3do
observada. Seria importante saber como se distribui a frequéncia
dos padrBes parciais e totais para um individuc adulto e entre os
individuos adultos de uma mesma populagio. Isso também deveria
ser feito =ao longo dos anos, comparando-se a frequéncia de pa-
dr&es para um mesmo individuo eﬁ diferentes anog de frutificaglo,

Trabalhos mais consistentes sobre o sistema de reprodugdo
também precisam ser realizados. Testes de cruzamento entre espe-
cies e variedades deveriam ser feitos para se ter uma tideia a
respeito do isolamento reprodutivo entre os taxa. Talvez se trate
de um grupo cujo isolamento reprodutive ainda n¥o seja compieto e
tal como as demais caracterfsticas estudadas neste grupo, se ve-
rifique que os limites entre os taxa s%¥c razoaveimente ténues,
talvez indicativo de um grupo ainda recente em fase de diferen-

'ciagﬁo.



Us padrBes totais obitidos através da mistura de varias se-
mentes J° uma mesma espécie talvez pudessem fornecer elementos
suficient~T para a separag¢io dosg taxa. Como pode-se verificar nas
figuras 2.5.7,9,11 e 13, oz padrdes totals gue seriam obtidos ca-
so pudescen ocorrer itodas as proteinss observadas nas sementes de
um  taxon, a0 mesmo tempo @m um Unico padri3o,os padrBes assim ob-
Lidos para cada taxon seriam diferentes. Ko entanto ¢ procedimen-
te  de mistura de varias gementes no casc de Hymenaea ocas:ionaris
uma serie e evidéncias errbneas; sejam elas:

17 0 padr3c total desta forma obtido tratar-se-:z de umsa
somaloria das proteinas mais frequentes nas sementes da amostres
considerada e estar:a d;réiamente sugeiie ae tamanho e tipo de
amostira. Amosirss ce ums sd populaglo talvez tendesser 2@ n3c
apresentar certas bandas, ou por estas proteinas n3c ocorrerem na
popuiaglac, ou  por serem maie raras do gue as outras e portanto
fornecer:am UuUma panda muito clara. 52 a populaglo de E. interme-
g1z de Carajads n¥o tivesse sido levadz em considera¢fo, a protei-
na 23 n8c teria aparecido nesta espécie.

2> Rela¢Bes exXpressss através da andlise numéricea destes
padres nd3c representaria nennuma {ilogenia, 13 que os padrdes
tota:s estariam mascarando a2 real variagdo gue exisie entre pa-
dr8es e a sobreposicic dos padrBes entre as espécies,

Varios outros trapainos com eletroforese detectaram dife-
rencag de padrfes protéicos dentro de mesma espécle, mas nenhun
apregentou nivei1s L3%oc altos aocs obtidos para Hymenaea ( Derbysh:-
re et al 1981; Langridge et a! 1381; Jensen & Grumpe 1983 . Va-

rios destes trabalhos empregam técnicas mais sensiveis 4o que a



agui empregada, técnicas que geralmentie levam em congideragidc a
carga da proteina ( Kim & Mossé 1979 . Ainda assim nestes traba-
lhos foi possivel delimitar-se taxa através dos padr8es protéicos
obtidos. Além dissco as variagfes observadas dentro de uma espé-
~ie, normalmente esl¥c correlacionadas a diferentes variedades ou
» vpopulagBes geograficas distintas ou ainda a graus de ploidia
difarentes ( Boulter et al 1967; Crawford 1974; Kim & Mossé 1979
Derkbe=hire et al 13981 2.

A wvar:ag3o populacional detectada para Pinus empregande a
mesma técnica utilizada neste trabalho, € ainda bem menor gque 2
obtida nas populacles de Hymenaea ( Langridge et a! 1981 . En-
tretanto estes resuitado&rsugerem que o emprego de SDS em eletro-
forese ndo elimine ifods a variacdo existente e talvez possa ser
também empregado para estudos de variacdo protéica ao nivel popu-
lacional. Tanto mais se for de fatc constatadec gue parte desta
variagdo pode ser devido a muta¢Bes pontuais ( Jong et al 1878 )
gue eventualmente pudessem ocorrer entre i1ndividucs de umza mesma
populacgdc e gue até o momento nunca foram detectadas em um nivel
t30 baixo.

A falta e coeréncia entre os dados protéicos, de resinas e
morfoldgicos dificulta ¢ emprege de tocda esta informagBo em ter-
mos taxonbmicos. Cada um destes conjuntos de informagBes parecem
refletir eventos evolutivosg totalmente diferentes. Situaclio gsimi-
lar & discutida por Bisby & Nichollis { 1977 } ¢ Harris e Bisby
(1980),7 para © compiexo Genisteae. A tentativa de se¢ estabelecer
agrupamentos coerentes baseados em cada um dos tipos de caracte-

r—~, leva a formag30 de grupos de espécies totalmente diferentes.



194

0 wmesmo ocorre com Hymenaea e isso parece indicativo de que o
passo evolutivo de cadz um destes conjguntos de caracteres e as
presgBes de selec3o sobre cada um deles tenha sido muito distin-

tas.
Essas informac¢®es sobre a incoeréncia de diversos tipos de

dados taxondmicos e as variagBes obtidas para Pinus e Hymenaea

gugerem que deva se olhar mais atentamenie as variagles que tam-
L %m possam existir em outros grupos. £ provavel que esta variagfo
seja maisg fréquente do que se supunha até o momento, podendo
ocorrer em outros grupos. A raz3do pela qual n3o existem outros
trabalhos gue registrem variabilidade semelhante para outros gru-

pos de plantas pode se dever a:

1) Os trabalhos feitos com separac3o de protefnas de semen-
tes frequentemente s%¥o realizados com piantas cultivadas possi-
velmente apresentando uma variabilidade gendlica menor do que
plantas "selvagens” sendo gue virias destas plantas cultivadas
s#o autocompatfveis. Portanto com pouca ou guase nenhuma fecunda-
¢Zo cruzada .

27 Huitoé;dos trabalhos ndc investigam a variabilidade en-
tre sementes devido as sementes serem muito pequenas e n3o forne-
cerem material suficiente para andlise. £ comum nestes trabalhos

usar extratos preparados com farinha de vérias sementes ( extra-

tos "bulk™ ).



3) Como acredita-ge gue protefnas de regerva sejam pouco va-
ridveis dentro de uma espécie, nd¥o se espera muita variagHo entre

-zementes da mesma planta e/ou mesma populacio e ge misturam as

memanteg,

L wvariagdo que foi obsgervada em muitos trabzlhos & bem me-
nor que a obtida neste estudo. Hormalmente, em outros estudos,
pour~=  bandas protéicas variam e de maneira geral a variagdoc ob-
servada parece envelver dolis ou poucos alelos a mais, em um ou
poucos mais loci1 em populacBes distintas. No caso de Hymenaea o©
ti1po de padrles obtidos e freguéncia dos mesmos sgugere ume heran-
ca genética, mas Ccujo mecanismo € complexo. Entretanto faltam
trabalhos de cruzamentc gque poggibilitem a interpretagdc destes

padrdes,



Regumo

Com © intuito de estudar e comparar a variagdo em protelnas
de sementes foram analisadas as proteinas de reserva de 10 taxa

( 7/ cgpécies e 3 variedades ) de Hymenaes L. ( Leguminosae, (ae-

salpinioideae, titribo Detarieae ). As espécies e variedades estu-
dadas foram: H. courbari] ( variedades: courbaril, stilbocarps,
subgessilis e zaitissima }, H. stigonocarpa, H. martiana, H. in-

termedia, H. parvifelia, H. aures e H. gblongifoliia.

U método empregado na separagdo de protefnas foi eletrofoe-
rese em gel de acrilamids com 5D5 e com B mercapioetanc!.

Foram consistentemente reconhecidas 31 bandas protéicas.

Constatou-se & presenga de uma variagdo muito grande de pa-
drdes protéicos dentro das espécies - sementes de um mesmo frutc
freguentemente apresentam padrdes protéicos distintos, e dentro e
entre individuos de uma mesma populag¢fo, extensa variagdc foi en-
contrada.

Por outro lade, padr@ies idénticog feoram encontrados entre
sementes de populacles distintas e mesmo de esgpécies diferentes.

A variac8o infraespecffica ndo estéd correlacionads com dis-
tribuigdo geografica e n¥o houve gualguer evidéncia de separagdo
de variedadet dz mesma espéeécie.

34 wvariagio interegpecifica foi menor do que a variagf3o in-
fraegpecifica e, em geral, bandas caracteristicas de uma Unica

espécie n¥o foram observadas.

Analises de agrupamentios de sementes individuais usando o©

coeficiente de Jaccard, nZo evidenciaram a separagio de grupos



naturais e fequentemente encontrou-se individuos de diversas es-
pecies misturados no mesmo grupe.
As anédlises de frequencia de ocorréncia das bandas sugeren

algumas afinidades entre as espédcies, mag a falta de amostras

compardveis ndo permitiu uma andlise mais aprofundada.
A wvariacHo obgervada parece ter uma base gendtica mas n¥o

foi elucidado o mecanismo de heranga. Entretanto este mecanismo
parece ser. complexo. Os possfveis fatores responsaveis pela manu-
tencBo desta variabilidade foram discutidos.

Neste g&nero padr8es protéicos obtidos com geis de 5DS, n3o
parecenm ter grande utilidade ao nfvel de comparacgBes infrageneri-
cas, mas potencialmente forneceriam uma ferramenta valiosa para
estudos da variag®o populacional infraespecifica.

Face 2 extrema variag¢doc observada em Hymenaea sugere-se que
este método deva ser empregado com cautela em estudos taxonbmi-

COg .
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Summary

Variation 1n seed protein composition was studied in 10 taxa

(7 species and 3 wvarieties) of the genus Hymenaes L.
{Leguminosae, Caesalpinoidese, tribe Detarieae). The species and
varieties included were H. courbaril {varielies gourbar:ii,
=t ilbocarpa. sSubsessilis and altissima), H. stigonocarpa, H.
martsana; H. intermed:ia, HE. parvifolia, H. aurea and H.

oblongifolia.

The technique used was electrophores:s 1n acrylamide gel in
the presence of 5D5 and B - mercaploethanci.
in all, 31 protein bands could be detected and recognized
congigstentiy.

Extensive intraspecific variation in band patterns was
encountered, with seeds from 2 single fruit often showing guite
distinct patterns, and with considerable variation within and
between individuals in the same population.

On the other hand, identical patterns were found in seeds
originating in different populiations and even from different
gpecies.

Intraspecific wvariation was apparentily not correlated with
geographical - distribution, and there wag no evidence for
separation of varieties within a species.

interspecific variation was iess extensive than

intragpecific variation, and, in general, bands exclurive to a

single species were very rare,.



Cluster analysis of individual seed patterns using the
Jaccard coeficient and various clustering methods did not produce
.ﬁaturai groups, and resulted in heterogeneous assemblages which
united individuals from several species.

Analyses of the frequencies of occurrence of the bands
suégéstad ‘some affinities between the species, but lack of
éomparable samples for each species made it difficult to
.intarpret the results.

The variation observed appears to be genetically determined,
but the exact mechanism is not known, and seems to be quite
complex. Possible factors responsable for the maintainence of
this high level of variation were discussed.

Protein patterns obtained from 5D5 gel electrophoresis do
not appear to be wvery useful for taxonomic studies at
interspecific or infrageneric level in this genus, but may offer
a wvery useful system for studies of genetic wvariation at

population level.

Contrary to suggestions that SD5 gels should show less

variation than iscenzyme systemsg, and be more useful for
taxonom = studies, the extensive variation observed in Hymenaea

-

seed proteins shows that these methods should be employed
cautiously, and that tests for intraspecific variation must

always be made.
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