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DIVERSIDADE GENETICA, TAXA DE CRUZAMENTO
E ESTRUTURA ESPACIAL DOS GENOTIPOS
EM UMA POPULAGAO DE Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae)

Autor: Flavio Bertin Gandara

Orientador: Prof. Dr. Paulo Y. Kageyama

Resumo

Com a finalidade de se estimar a diversidade genética e a taxa de cruzamento em
uma espécie arborea rara, ou seja, com baixa densidade populacional, foi estudada uma
populagdo natural de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae). A populagio estd situada na
Fazenda Intervales pertencente a Fundagdo para a Conservagio e Produgiio Florestal do
Estado de Sdo Paulo, localizada no municipio de Sete Barras-SP. Na area levantada,
Cedrela fissilis ¢ uma espécie rara, onde ocorrem 34 individuos adultos em uma area de 270
ha (densidade média de cerca de 1 individuo a cada 8 ha ).

Para a estimativa dos pardmetros genéticos, foi utilizada a técnica de
eletroforese de isoenzimas em gel horizontal de amido. Foram analisados 34 individuos
adultos € 5 familias de 30 individuos cada, formadas a partir da coleta de sementes em 5
arvores da populacdo. Foram utilizados 7 sistemas enzimaticos {(6-PGDH, PGI, G2DH,
IDH, MDH, PO), resuitando em 13 locos génicos.

Para os individuos adultos, obteve-se os seguintes pardmetros: heterozigosidade
média = 0,222, heterozigosidade para os locos polimérficos = 0,288, porcentagem de locos
polimérficos = 76,9% e miimero médio de alelos por loco = 2,31. Para as familias, obteve-se
Os seguintes pardmetros: heterozigosidade média = 0,193, heterozigosidade para os locos
polimorficos = 0,228, porcentagem de locos polimorficos = 84,6% e o niumero médio de
alelos por loco = 2,38. A populagdo adulta esté em equilibrio de Hardy-Weinberg, porém as
familias diferiram significativamente das expectativas do equilibrio.

O valor médio da taxa de cruzamento aparente (t,) estimado a partir do
coeficiente de endogamia foi de 0,85. A taxa de cruzamento multiloco {tn) foi de 0,92,

sendo que os valores da taxa de cruzamento individuais para cada arvore variaram de 0,622
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1,08. A média das taxas de cruzamento para cada loco (t,) foi de 0,83, inferior a tm, MAS SemM
diferir desta significativamente. As 5 arvores matrizes foram fecundadas por um conjunto
de polen homogéneo, indicando a ocorréncia de cruzamentos aleatérios.

Através da ocorréncia de alelos exclusivos as familias foi estimada a distdncia
minima de caminhamento de polen (distdncia das arvores matrizes até a borda da area
levantada) que atingiu o valor de 950 m.

Para o estudo da estrutura genética espacial foi empregada a analise da
autocorrelago espacial, utilizando-se o indice I de Moran. O pequeno numero de valores
significativos encontrado sugere que a distribuicio espacial dos genétipos ¢ aleatoria.

Os resultados mostram que a populagio de Cedrela fissilis estudada, apesar de
ter uma baixa densidade de individuos adultos, apresenta altas taxa de cruzamento, amplo
fluxo de polen, cruzamentos ao acaso e distribuigio espacial aleatdria de genotipos.

Portanto, as suposigbes de que espécies raras estariam sujeitas a um fluxo
génico via polen restrito, apresentariam auto-fecundagfio e cruzamentos preferenciais, e
teriam populagdes estruturadas geneticamente, ndo se aplica a esta populagiio de Cedrela
fissilis.

As principais conclusdes deste trabalho sdo:

1. A diversidade genética apresentada pela populagio estudada de Cedrela fissilis

{H=0,222) esta na média das populagdes de espécies arboreas tropicais ja estudadas.

2. Cedrela fissilis ¢ uma espécie preferencialmente alogama (1,=0,92), porém pode

apresentar variagdes da taxa de cruzamento entre Arvores (tigiviaua €ntre 0,62 e 1,08).

3. O fluxo génico via pdlen em Cedrela fissilis pode ocorrer a longa distancia (acima

de 950 m) o que condiz com as grandes distancias encontradas entre individuos.

4. A populagdo de Cedrela fissilis nio apresenta estruturagio genética, o que
evidencia que o fluxo génico ¢ suficientemente amplo para prevenir a formagio de estrutura

genética a partir da deriva genética e/ou da selegio local.

5. Os resultados obtidos sobre o fluxo génico via polen, sistema reprodutivo e distribuigio
espacial dos genotipos sdo concordantes entre si e sdo coerentes com a baixa densidade da

populacio.



viii

GENETIC DIVERSITY, OUTCROSSING RATE
AND GENETIC SPATIAL STRUCTURE
IN A POPULATION OF Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae)

Author: Flavio Bertin Gandara

Adviser: Prof. Dr. Paulo Y. Kageyama

Summary

A natural population of Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) was surveyed with the
aim of estimating the genetic diversity and the outcrossing rate of a rare tree species, that is,
a species with low populational density. The population site was at the Fazenda Intervales
belonging to the “Fundagdo para a Conservagio e Produgdo Florestal do Estado de Sao
Pauio™, located at Sete Barras - S#o Paulo State. In the study area, Cedrela fissilis is a rare
species, where 34 adult trees occur in an area of 270 ha (mean density of one tree for 8 ha).

To estimate the genetic parameters, the technique of isozyme electrophoresis in
horizontal strach gels was applied. Thirty-four adult trees and 5 families with 30 individuals
each, formed from seeds collected directly from 5 trees of the population were analized.
Seven enzymatic systems (6-PGDH, PGI, G2DH, IDH, MDH, PO), resulting in 13 genetic
loci, were utilized.

For adult trees, the parameters was: mean heterozigosity = 0.222, heterozigosity
for the polimorphic loci = 0.288, percentage of polimorphic loci = 76.9% and mean number
of alleles per locus = 2.31.  For families, the parameters was: mean heterozigosity = 0.193,
heterozigosity for the polimorphic loci = 0.228, percentage of polimorphic loci = 84.6% and
mean number of alleles per locus = 2.38, The adult population was in Hardy-Weinberg
equilibrium, but the families differed significantly from the equilibrium expectations.

The mean apparent outcrossing rate (t,) estimated from the coefficient of

inbreeding was 0.85. The multilocus outcrossing rate (t,) was 0.92, but the individual
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outcrossing rates for each tree varied from 0.62 to 1.08. The mean single outcrossing rates
(ts) was 0.83, therefor lower than t.,, but did not differ significantly from it. All mother trees
were fertilized by an homogeneous pollen pool, indicating random outcrossing.

Utilizing alleles exclusives to the families, the minimum distance of poilen flow
(distance between the mother tree and the border of the surveyed area) was estimated and
reached 950 m.

To study the spatial genetic structure, spatial autocorrelation analysis through
the T index of Moran was utilized. The smail number of significant values showed that
spatial distribution of genbtypes is random.

The results of this research show that the population of Cedrela fissilis, in spite
of having a low density of adult trees, exhibits a high outcrossing rate, extensive pollen flow,
random outcrossing and random spatial distribution of genotypes.

Therefore, the presumptions that rare species exhibit limited gene flow by polen,
show self-fertilization and biparental breeding, and have genetic structured populations do
not apply to this population of Cedrela fissilis.

The main conclusions of this study are:

1. The genetic diversity showed by this population of Cedrela fissilis (H=0.222) is on

the average for the populations of tropical tree species already studied.

2. Cedrela fissilis is preferably alogamous (t,=0.92), but can show variations among

trees in the outcrossing rate (tindiviawa between 0.62 and 1.08).

3. The gene flow by pollen in Cedrela fissilis can reach a considerable distance (over

950m) agreeing with the low density of trees.

4. The population of Cedrela fissilis does not show genetic structure, suggesting that
gene flow is sufficiently wide to prevent genetic structuring due to genetic drift and/or local

selection.

5. The resuits for gene flow by pollen, breeding system and spatial distribution of

genotypes agree amongst each other and are coherent with the low population density.



Capitulo 1

Introducio

Um problema fundamental na definigio de parimetros para o estabelecimento de
reservas para conservagido genctica € o da escolha de espécies referéncia para este
proposito. As espécies raras, ou aquelas que ocorrem a uma baixa densidade de plantas por
unidade de 4rea, tém sido apontadas como as mais indicadas para este fim, por exigirem
grandes areas para a manuten¢do de suas populagdes.

Estudos no sentido de indicar estratégias de conservagio sdo imprescindiveis,
principalmente em ecossistemas tio ameagados como a Floresta Tropical Atlantica, onde
atualmente existem apenas alguns relictos encontrados em unidades de conservagdo. Um
estudo realizado em 1975 mostrou que apenas 5% de toda a area do estado de Sdo Paulo
encontrava-se com cobertura vegetal nativa, sendo que 98% daquela cobertura
remanescente compreendia a Floresta Tropical Atlantica (VICTOR, 1975).

Em levantamentos fitossociologicos nas florestas do Estado de Sio Paulo, constata-
se que em torno de 30% das espécies apresentaram somente um individuo em toda a area
amostral (T ha ou menos), sendo consideradas raras e, dessa maneira, nio se podendo fazer
nenhuma inferéncia sobre suas populagdes (KAGEYAMA et al., 1992). Por outro lado,
deve-se enfatizar que a alta diversidade de espécies da floresta tropical ¢ dada muito mais

pelas espécies mais raras do que pelas comuns.

FOSTER e HUBBELL (1990) mostraram que de 409 espécies arboreas e arbustivas
conhecidas na Iiha de Barro Colorado - Panama (1500 ha), somente 306 ocorreram em uma
parcela de 50 ha estudada. Os autores perguntam sobre que caracteristicas especiais fariam
com que 103 espécies ndo ocorressem na parcela. Sessenta e um porcento das espécies que
ndo estavam na parcela sdo listadas como muito raras. LEAO (1990), em levantamento de
uma parcela de 400 ha na Amazdnia, encontrou que uma das espécies mais raras {Ceiba
pentandra - Bombacaceae) ocorria a uma densidade de 1 individuo a cada 33 ha.



BAWA e ASHTON (1991) distinguem 4 tipos de raridade em espécies arboreas
tropicais:

1. Especies uniformemente raras, ou seja, espécies que ocorrem tipicamente em
populagdes com baixa densidade, ou menos que um individuo reprodutivo por hectare;

2. Espécies que sdo comuns em alguns lugares e raras em outros;
3. Espeécies endémicas, ou seja, espécies com distribuigio geografica restrita; e

4. Espécies com distribuigio agrupada, mas que apresentam uma densidade
populacional baixa.

Neste trabalho sera discutido o tipo 1 de raridade que, no entanto, tem-se alguns
pontos a acrescentar. Apesar de no tipo 2 serem incluidas as espécies que se apresentam
comuns em alguns lugares e raras em outros, considera-se que as espécies do tipo 1 também
passem por variagdes na sua densidade. Porém, nestas espécies, a densidade ndo atingiria
valores elevados a ponto de serem consideradas como comuns. Os proprios autores desta
classificago citam que as espécies raras tém maior probabilidade de experimentarem
maiores flutuagdes que as espécies mais comuns. Aqui, sio consideradas somente
populagBes naturais, sendo excluidas as situagdes antropicas, que podem causar grandes
perturbagSes populacionais e alteragdes nos seus pardmetros, dentre eles a densidade.

Este tipo de raridade pode trazer algumas conseqiiéncias genéticas que serfio
discutidas a seguir. As espécies arboreas tropicais s3o predominantemente aldégamas, o
mesmo acontecendo para as espécies raras (BAWA ¢ O'MALLEY, 1987, MURAWSKI ¢
HAMRICK, 1991; OMALLEY ¢ BAWA, 1987; O'MALLEY et al., 1988). Dessa forma, é
de se esperar que estas espécies tenham mecanismos eficientes de polinizagdo e dispersdo a
longa disténcia e, consequentemente, apresentem extenso fluxo génico.

Assim, as espécies raras que apresentarem estas caracteristicas, que levam a um fluxo
génico a longa distincia, ndo estariam sujeitas a perdas de diversidade genética dentro de
populagSes. Mas, pelo contririo, podem conter consideravel variagio genética (BAWA e
ASHTON, 1991). Este fato pode ser confirmado por alguns trabalhos j4 realizados com
especies arboreas tropicais raras (OMALLEY e BAWA, 1987: BUCKLEY et al., 1988;
HAMRICK e LOVELESS, 1989; HAMRICK ¢ MURAWSKI, 1991). Outra conseqiiéncia
esperada do fato de o fluxo génico ocorrer a longas distincias, ¢ a pequena divergéncia
genetica entre populagdes. No entanto, a divergéncia genética entre populacdes de espécies
arboreas raras foi ainda pouco estudada.



BAWA e ASHTON (1991) consideraram que flutuages temporais na dispersdo e na
densidade populacional de espécies uniformemente raras devem ter pouco ou nenhum efeito
no potencial reprodutivo de cada arvore, por causa do potencial de dispersio de polen a
grandes distancias.

A raridade ou ndo das espécies pode ser considerada como uma caracteristica
associada a uma série de caracteristicas evolutivas, como padroes de sistema reprodutivo,
tipo de polinizagio, dispersdo de sementes ¢ predagio de sementes/plantulas e, portanto,
intrinseca 4s mesmas. Dessa forma, o estudo do comportamento de populagdes de espécies
raras pode dar indicagdes importantes sobre esse segmento essencial da comunidade.

Algumas hipdteses tém sido levantadas para explicar a raridade de espécies arboreas,
sendo as mais mencionadas a de Janzen-Connel (JANZEN, 1970; CONNELL, 1971) e a de
HUBBELL e FOSTER (1986). A primeira relaciona a raridade & presenga de predadores
especificos que manteriam um anel ao redor da matriz onde ndo ocorreria a regeneracdo da
espécie; a segunda aponta que as espécies raras apresentam especializagio em sitios de
regeneracao, tais como as clareiras.

Neste contexto, trés consideracdes a respeito de espécies raras devem ser discutidas:

I. A raridade de uma espécie pode ser considerada uma caracteristica intrinseca a
mesma e, portanto, € resultante de sua historia evolutiva,

Esta caracteristica est4 assim ligada com fatores como alcance dos polinizadores e
dispersores, estratégias de regeneracfio e padrdes de herbivoria. Estas espécies sdo as que
ilustram 2 hipotese de Janzen-Connel, formando padrdes de dispersio espacial dependentes
da distancia aos individuos adultos.

II. Para as espécies raras devem existir mecanismos alternativos de reprodugdo, como
auto-polinizagio e agamospermia.

KAGEYAMA (1990) considera que a freqiiéncia de auto-compatibilidade e também
de auto-polinizagio pode ser maior em espécies que se encontram em baixas densidades. A
capacidade de se reproduzir sob condigdes que resultem em baixa polinizagdo cruzada,
levando a taxas intermediarias de alogamia, deve ser um componente importante na
adaptacio a condigdes de baixa densidade.



Il As espécies raras devem apresentar uma estrutura genética caracteristica,
diferenciada das espécies comuns.

Fatores ja levantados como selegdo dependente da densidade, polinizadores mais
especificos e mecanismos alternativos de reprodugdo devem contribuir para diferenciar
populactes de espécies raras e comuns.

Pelos fatos apresentados, estas espécies raras requerem uma grande area para a sua
conservagdo. Os individuos esparsos ocupando uma area muito extensa ¢ unidos por fluxo
génico formam populagSes abrangendo grandes areas. Dessa forma, a redugiio na area
ocupada por uma populagdo poderia gradualmente levar ao aumento da endogamia em um
numero limitado de individuos de uma dada reserva. Todavia, a endogamia n3o resultaria
em uma perda substancial de variagdo genética a0 menos que continuasse por varias
geragoes (BAWA e ASHTON, 1991). Porém a endogamia pode levar & diminuicdo do
potencial reprodutivo, que também pode diminuir pela reducdo no movimento de polen
entre individuos mais espacados

As espécies raras podem ser consideradas como indicadores importantes para a
definigdo de tamanhos de reservas genéticas (KAGEYAMA e GANDARA, 1993). Pelo
fato das populagdes de espécies raras ocuparem areas muito mais extensas que as espécies
comuns, desde que aquelas estiverem conservadas, estas terfio grandes chances de também

estarem.

A espécie escolhida para este trabalho, como modelo de populagio de espécie rara,
foi o Cedro - Cedirela fissilis Vell. (Meliaceae) - que na Floresta Tropical Atlantica pode
apresentar baixa densidade.

Além desse fato, esta € uma espécie de madeira de alto valor econdmico e, por 1550,
vem sendo extraida em grande quantidade em muitas regides. Soma-se a isso o fato de que
o corte de areas florestais da regidio centro-sul do Brasil ocorre em ritmo muito acelerado,
resultando que esta espécie fique sujeita a uma forte redugio de suas populagdes. Por este
fato, a variabilidade genética existente na espécie pode estar sofrendo um processo de
erosdo que levara a um comprometimento de varias populagdes. Desta maneira, faz-se

necessario elaborar estudos sobre a conservaciio desta e de outras espécies raras.



Cedro - Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae)

Cedrela fissilis Vell. é uma arvore caducifolia, normalmente com 10 a 25 m de aitura
e 40 a 80 cm de DAP, podendo atingir até 40 m de altura e 200 cm de DAP. O tronco é
cilindrico, reto ou pouco tortuoso, com sapopemas pouco desenvolvidas ou ausentes e fuste
com até 15 m de comprimento, tendo a casca espessura de até 40 mm com fissuras
longitudinais profundas e largas, muito tipicas. Apresenta folhas compostas, paripinadas,
geralmente com 23 a 45 cm, chegando até 140 cm de comprimento e com até 30 pares de
foliolos oblongo-lanceolados. Possui flores unissexuais por aborto, amarelas a creme, com
12 mm de comprimento, reunidas em tirsos axilares com 30 cm de comprimento em média,
as vezes alcangando até 60 cm. O fruto é uma capsula lenhosa deiscente com 3 a 10 ¢m de
comprimento ¢ com 30 a 100 sementes vidveis por fruto. A semente ¢ alada com até 3,5 cm
de comprimento (PINHEIRO et al., 1990b; CARVALHO, 1994)

A floragdo ocorre em seguida a grande brotagdo anual (de setembro a janeiro), apés
o termino do periodo seco. A dispersdo pelo vento das sementes ocorre no proximo periodo

seco (normalmente de junho a setembro), juntamente com a deciduidade das folhas
(PINHEIRO et al., 1990a).

Esta € uma espécie extremamente variavel, especialmente com relagio ao nimero de
foliolos por folha, quantidade e tipo de indumento e tamanho do fruto. Tal variagfio talvez
reflita o grande numero de sinonimias e variedades descritas para a espécie (PENNINGTON
e STYLES, 1981), o que tem gerado problemas de ordem nomenclatural e de distribuigiio
geografica (AMARAL, 1981).

STYLES (1972) cita a presenga de dicogamia (protoginia), que, aliada a monoicia,
aumentaria as chances de cruzamento. CARVALHO (1994) considera a espécie alégama
pelo fato das flores unissexuais amadurecerem em tempos diferentes. A polinizagio é
possivelmente realizada por mariposas (MORELLATO, 1991) e abethas (CARVALHO,
1994). STYLES (1972) sugere que a espécie seja entomofila, sendo que o aroma de suas
flores pode ser detectado a consideravel distincia.

A espécie ocorre em florestas desde o nivel do mar até cerca de 800 m de altitude,
com uma distribuicio ampla na América Latina desde o norte da Argentina até o Panama e
Costa Rica (PENNINGTON e STYLES, 1981). No Brasil, é de ocorréncia comum nas



regides leste e sul, podendo chegar ao Brasil Central, ao norte a ao nordeste (RAMALHO,

1978). Segundo REITZ et al. (1978), € uma espécie de distribuigio muito ampla, crescendo
em todo o Brasil.

Enquanto arvores de cedro podem ocorrer como individuos esparsos nas florestas
ndo perturbadas, onde suas copas pertencem ao estrato superior, elas sio mais numerosas
em areas de florestas secundarias (SMITH e EARLE, 1960), NOGUEIRA (1977) também
afirma que € uma arvore esparsa nas matas, sendo que na formagéo da floresta heterogénea
apenas as plantas isoladas sdo as que se desenvolvem perfeitamente. Muitas delas se
deformam ou mesmo morrem devido ao ataque da broca do cedro - Hypsipyla grandella
Zeller (Lepdoptera: Pyralidae). Segundo CARVALHO (1994), a freqgiiéncia do cedro nas
florestas do sul do Brasil, varia de uma a trés arvores por ha, considerando ser esta baixa

densidade a estratégia encontrada pela espécie para fugir do ataque da broca do cedro.

A broca do cedro ataca brotagdes, ramos e frutos, destruindo as sementes, Nos
ramos, tem uma preferéncia marcante pelo ponteiro apical, que exuda goma e morre. A

planta reage com novas brotacdes, mas quando o atague € intenso o crescimento ¢

paralisado (PEDROSA-MACEDQ, 1993)

A regeneracdo em areas de floresta perturbada e areas abandonadas € bastante
efetiva, resultando em areas com alta densidade de individuos. N&o obstante, estas
populagdes devem estar geneticamente degradadas e em condigtes precarias, sob continua

ameaga de exploragio ou de mudangas no uso da terra (CHAPLIN, 1980).

A madeira do cedro é leve (densidade aparente 0,53 g/cm3), tem moderada
resisténcia a organismos xiloéfagos, é indicada para moveis finos, folhas faqueadas
decorativas, molduras, obras de entalhe, artigos de escritério, instrumentos musicais,
construgdes internas {venezianas, rodapés ¢ outros), sendo, dentre as madeiras leves, uma
das que tem maior diversificagdo de utilizagdes (MAINIERI e CHIMELQ, 1989).

Segundo FAO (1986), apresenta atualmente uma distribui¢do rarefeita e esparsa,
sendo que os melhores fenétipos para utilizagdo madeireira de muitas procedéncias ja
desapareceram, apesar da espécie como um todo ndo estar em perigo. A exploragdo das
melhores areas é uma das principais razdes para o declinio da espécie, sendo que em muitas
delas restaram apenas os individuos com pior forma silvicultural. FAO (1986) tambem
acrescenta que a espécie como um todo esta sofrendo de severa erosdo genética pela perda
de muitas populagdes e individuos. PINAZZO (1992) acrescenta C. fissilis como uma
espécie em perigo de extingdo no Paraguai, por estar sofrendo uma exploragio comercial

extensa e irracional.



Segundo STYLES e VOSA (1971) e STYLES e KHOSLA (1976), Cedrela fissilis
apresenta numero de cromossomos de 2n=56, sendo um valor intermediario dentre as
espectes da familia. Segundo os mesmos autores, em Cedrela odorata foram encontradas
séries aneuploides com 2n=50 ¢ 56, indicando a existéncia de ragas, ndo existindo, porém,
correlagdio entre diferengas no numero de cromossomos e diferengas morfologicas nessa
espécie.



Capitulo 11

Variac¢io Isoenzimatica e Diversidade Genética em uma Populacio

Natural de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae)

1. Introducio:

Os estudos eletroforéticos sio muito utilizados para descrever a organizagdo da
variagdo genéfica em populagdes naturais de plantas (HAMRICK et al., 1981; LOVELESS
e HAMRICK, 1984; HAMRICK e¢ LOVELESS, 1986). Porém alguns grupos de plantas,
incluindo espécies arboreas tropicais, sio muito pouco estudados em relagiio aos niveis e
distribuigdo da variagdo genética. Alguns estudos tém sido conduzidos em espécies
arboreas tropicais, principalmente na América Central (HAMRICK ¢ LOVELESS, 1986;
HAMRICK e MURAWSKI, 1991; EGUIARTE et al., 1992; PEREZ-NASSER et al., 1993;
HALL et al., 1994), mas muito poucos na América do Sul, em especial na Floresta Atlantica

(MORAES, 1992; SANTOS, 1994; PAIVA, 1992)

Analisando-se as mobilidades eletroforéticas de enzimas produzidas por uma amostra
de locos, € possivel caracterizar os genotipos de cada individuo, bem como as distribuigdes
génicas de populagdes e espécies. O termo isoenzima, utilizado aqui, refere-se ao produto

enzimatico resuitante da agio de diferentes alelos.

As isoenzimas sdo marcadores genéticos convenientes por exibirem algumas
propriedades interessantes, tais como: alelos com expressio codominante, padrio de
heranga mendeliana e auséncia de epistasia e pleiotropia (WENDEL ¢ WEEDEN, 1989),

Apesar das isoenzimas ndo revelarem toda a variagdio genética, elas tém vantagens tanto



econdmicas como de ripida execugdo para estudos genéticos ao nivel populacional, se

comparadas com outras técnicas.

As informagdes sobre a diversidade genética em populagdes naturais sdo
fundamentais para o progresso de duas areas de grande interesse atual: especiagdo em

florestas tropicais € conservagio de recursos genéticos (BUCKLEY et al., 1988).

Neste trabatho sdo apresentadas estimativas da variagdo genética em uma populagio
natural de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) na Floresta Tropical Atldntica do Estado de Sao

Paulo, utilizando-se isoenzimas como marcadores genéticos. Os objetivos deste estudo sdo:
i} desenvolver o protocolo de analise eletroforética para Cedrela fissilis;

i) quantificar a variabilidade genética em uma popula¢io natural e em familias de

polinizagdo aberta de Cedrela fissilis.

2. Metodologia:

2.1, Local de Estudo e Coleta de Material

Para este estudo foi amostrada uma populagio de Cedrela fissilis localizada na
Fazenda Intervales da Fundago para a Conservagiio ¢ Produgio Florestal do Estado de Sgio
Paulo, situada no Municipio de Sete Barras - Sdo Paulo. O local estudado situa-se na Area
de Protegio Ambiental da Serra do Mar proximo & Base Saibadela, entre 48°04°30"W e
48°06°15"W ¢ entre 24°13°207S ¢ 24°14°00S, com altitude entre 100 e 250 m. A Fazenda
[ntervales possui 38.354 ha e estd interligada a trés unidades de conservaciio (Parque
Estadual de Carlos Botelho, Estacio Ecologica de Xitué e Parque Estadual Turistico do
Alto Ribeira) totalizando cerca de 117.000 ha (Figura 1).
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Figura 1. Localizaciio da area de estudo: Base Saibadela - Fazenda Intervales, situada
no Municipio de Sete Barras - Sdo Paulo.

A area levantada apresenta uma cobertura vegetal constituida pela Floresta Ombrofila
Densa, sob condi¢des primitivas, sendo que ndo se tem noticias sobre grandes perturbagdes

antropicas no local.

Foram levantados 270 ha, onde todos os individuos de Cedrela fissilis considerados
adultos (individuos reprodutivos) foram identificados ¢ mapeados. Destas arvores (34
individuos adultos) foram coletados ramos durante o més de dezembro de 1992, que foram
levados ao Departamento de Ciéncias Florestais - ESALQ/USP em Piracicaba - SP, onde foi

feita a enxertia sobre mudas de C. fissiis.

Tambem foram coletadas sementes em 5 arvores (dentre as 34 levantadas) durante o
més de julho de 1992, sendo cada semente coletada de um fruto diferente (para evitar

possiveis desbalanceamentos causados por cruzamento com polen proveniente de uma tnica
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ou poucas arvores) e colocadas para germinar com a finalidade de se produzir plantulas,
num total de 30 para cada arvore. Estas arvores foram escolhidas dentre as com maior

facilidade de acesso.

As analises eletroforéticas foram realizadas utilizando tecidos foliares de plantulas ou

de mudas obtidas a partir de propagacdo vegetativa por enxertia.

Para as analises das progénies, foram utilizados foliolos de plantas com
aproximadamente 6 meses a partir da semeadura, cultivadas em viveiro coberto com
sombrite 50 %. Para as plantas adultas, foram utilizados foliolos de mudas obtidas a partir
de propagagdo vegetativa por enxertia sobre porta-enxerto de Cedrela fissilis. Esta
metodologia foi descrita por GANDARA (1993), que também observou a manutengdo dos
padrbes isoenzimaticos a partir de foliolos de arvores adultas com mudas obtidas por

enxertia.

2.2. Anailises Eletroforéticas

A extragdo das enzimas foi feita através da macerago de aproximadamente 20 mg de
tecido de limbo foliar em placas de porcelana resfriadas utilizando-se cerca de 10 mg de
areia lavada e 200 pl de solugio de extragio modificada (Tabela 1) a partir da solugiio de

extragdo numero 1 de ALFENAS et al, (1991).

Tabela 1. Solugdo de extragdo modificada a partir da solugfio de extragio nimero 1
de ALFENAS et al. (1991).

Composto Quantidade
fosfato de sodio bibasico (0,034 M) 06g
sacarose (0,2 M) 7g
polivinil pirrolidona PVP-40 (2,56 %) | 2,56 ¢
L-acido ascorbico 100 mg
dietilditiocarbamato DIECA (5,8 mM) | 100 mg
bissulfito de sodio (2,6 mM) 50 mg
borato de sédio (2,5 mM) 50 mg
potlietilenoglicol-6000 (1 %) lg
agua destilada (g.5.p.) 100 ml
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Os extratos obtidos eram absorvidos em pedacos de papel de filtro (papel whatman
n°3) com 6 x 10 mm , sendo em seguida colocados no gel. Cada gel acondicionava 20
amostras além de dois pedagos de papel de filtro contendo solugdo marcadora de azul de

bromofenol a 0,1% colocados nas extremidades.

Para a escolha dos sistemas enzimaticos foram realizadas analises preliminares de 22
enzimas, a saber:

alcool desidrogenase (ADH - EC 1.1.1.1),

aldolase (ALD - EC 4.1.2.13),

catalase (CAT - EC 1.11.1.6),

enzima malica (ME - EC 1.1.1.40),

esterase (EST - EC 3.1.1.1),

fosfatase acida (ACP - EC 3.1.3.2),

fosfoglucomutase (PGM - EC 2.7.5.1),

6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH - EC 1.1.1.44),

fosfogiucose isomerase (PGI - EC 5.3.1.9),

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH - EC 1.2.1.12),

glicerato-2 desidrogenase (G2DH - EC 1.1.1.29),

glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH - EC 1.1.1.49),

glutamato desidrogenase (GDH - EC 1.4.1.3),

glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT - EC 2.6.1.1),

isocitrato desidrogenase (IDH - EC 1.1.1.42),

leucina aminopeptidase (LAP - EC 3.4.11.1),

malato desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.3 7,

manitol desidrogenase (MADH - EC 1.1.1.67),

peroxidase (PO - EC 1.11.1.7),

sorbitol desidrogenase (SDH - EC 1.1.1.14),

superoxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1) e

xiquimato desidrogenase (SKDH - EC 1.1.1.25).



I3

Também foram testados trés sistemas de tampdo gel/eletrodo: tris-citrato (SOLTIS
et al., 1983), citrato morfolina (CLAYTON e TRETIAK, 1972) e histidina (STUBER et
al., 1988).

A partir destes testes, foram escolhidos 7 sistemas enzimaticos pela sua boa
resolugdo e constincia a partir de tecidos de plantulas, bem como de mudas obtidas por
enxertia. Os sistemas de tamp#o gel/eletrodo utilizados para cada sistema enzimatico podem

ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Sistemas de tampdo gel/eletrodo ¢ sistemas enzimaticos utilizados.

Enzima | Sistema tampio Concentracio amperagem voltagem
gel/eletrodo
6PGDH | Citrato morfolina |eletrodo: acido citrico 0,04M Tinicial = 25 A [ Vipicig =250 V
G2DH |{CM) titulagio com lapss 30°= 33 A | Vapes 30=300 V
IDH N-(3-amtnopropil) morfolina
MDH até pH 6,1
PGI gel: tampéo do eletrodo
LAP diluido a 1:20
(CLAYTON e TRETIAK,1972)
PO Tris citrato eletrodo: tris 0,223 M tinicial = 30 A | Vigicit =150 V
(TO) acido citrico 0,086 M iapég =35 A Vapss30=200 V
pH 7,5
gel: tampdo do eletrodo
diluido a 3,5%
(SOLTIS et al., 1983)

O meio suporte empregado para a eletroforese foi 0 gel de penetrose de milho, com
concentracdo de 13 %. Foi utilizada a técnica de eletroforese de isoenzimas em géis
horizontais mantidos a 10°C durante toda a corrida. Apds 30 minutos do inicio da corrida
os papéis de filtro eram retirados. A corrida levava cerca de 8:30 horas, quando o marcador

de bromofenol atingia cerca de 9,0 cm de migragéo.

Apos a migragio, os géis eram cortados em cinco fatias de 2,0 mm de espessura cada

uma ¢ preparados para coloragio.
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Para a revelagio das isoenzimas foram utilizados os seguintes protocolos:

a} 6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH - EC 1.1.1.44) - modificado a partir de
SOLTIS et al. (1983):

acido 6-fosfoglucdnico, Naz 20 mg
NADP’, Na, 10 mg
MTT 10 mg
PMS 1 mg

MgClh 10 mg
Tris-HC1 0,1 M, pH 8.0 (g.5.p.) 50 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo e os géis eram imersos nesta

solugdo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.

b) Fosfoglucose Isomerase (PGI - EC 5.3.1.9) - modificado a partir de SOLTIS et al.
(1983):

frutose-6-fosfato, Na, 37,5 mg
NADP’, Na, 10 mg

MTT 10 mg

PMS 1 mg

MgCl, 10 mg
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 (q.5.p.) 50 ml
glucose-6-fosfato desidrogenase 0,01 ml (10 un)

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampéo e os géis eram imersos nesta

solugdo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.
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¢) Glicerato-2 Desidrogenase (G2DH - EC 1.1.1.29) - modificado a partir de
YAMADA e GURIES (1989):

DL-4cido glicérico 50 mg
NAD’, Na, 10 mg
MTT 10 mg
PMS I mg

Tris-HC1 0,2 M, pH 8,0 (q.s.p.) 50 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo e os géis eram imersos nesta

solugdo e incubados no escuro por | hora a 35°C.

d) Isocitrato Desidrogenase (IDH - EC 1.1.1.42) - modificado a partir de SOLTIS et
al. (1983):

DL-acido isocitrico, Naa 100 mg
NADP', Na, 10 mg
MTT 10 mg
PMS 1 mg
MgCl, 10 mg
Tris-HC1 0,1 M, pH 7.5 (q.5.p.) 50 mi

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo e os géis eram imersos nesta

solugdo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.

e) Leucina Aminopeptidase (LAP - EC 3.4.11.1) - modificado a partir de SOLTIS et
al, (1983):

Solugdo A: Tris maleato 0,2 M, pH 3.3:

tris 242 ¢g
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acido maleico 23.2¢g
agua destilada (q.5.p.) 1000 mi
Solugdo B: Hidroxido de Sodio 0,2 M

Misture 50 mi de A e 20 mi de B e complete com agua a 200 ml resutando pH 6,0.

L-leucina-f3-naftilamida - Hcl 5 mg

fast black K salt 10 mg
agua destilada 15 ml
misturade A + B 35 mi

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampio e os géis eram imersos nesta

solugo e incubados no escuro por 1 hora a 30°C.

f) Malato Desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37) - modificado a partir de SOLTIS et
al. (1983):

acido malico 0,5 M, pH 8,0 2 ml
NAD’, Na, 10 mg
MTT 10 mg
PMS 1 mg
Tris-HCI 0,1 ml, pH 8,5 (q.5.p.) 50 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo ¢ os géis eram imersos nesta

solugdo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.

g) Peroxidase (PO - EC 1.11.1.7) - - modificado a partir de STUBER et al. (1988)
etanol 25 ml

O- dianisidina bi-HCI 30 mg
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acetato de sddio 0,2 M, pH 5,0 (q.5.p.) 25 mi
HzOz (30%) 1,5 mi

Procedimento: A O-dianisidina era diluida no etanol e em seguida acrescentado o
tampao acetato de sodio. Os géis eram imersos nesta solu¢d@o e incubados no escuro por 30
minutos a 35°C. A seguir era acrescentada a dgua oxigenada e a revelagdo ocorria em 2 a 3

minutos.

Logo apos a revelaglo das isoenzimas era feita a leitura dos zimogramas. As bandas
eram desenhadas em filme plastico com canetas de retroprojetor, mantendo as dimensdes
onginais. Os géis que apresentavam padrdes incomuns eram também fotografados para
permitir reprodugdes fiéis dos zimogramas, possibilitando a conferéncia posterior de duvidas

eventuais na interpretagio.

As denominagdes dadas aos locos e alelos foram feitas da seguinte maneira: quando
mais de uma isoenzima era analisada por sistema enzimatico, o loco que controla a enzima
com maior distdncia de migragédo foi identificado pelo numero 1 (ex.: Mdh-1). Para cada
loco, o alelo mais freqiiente recebeu a denominagéio de 1 e os demais foram numerados
conforme a distancia de migrago. Os alelos também foram identificados pela sua migragao
refativa (Ry), ou seja, pela relagio entre a distancia de migragio da banda e a distancia de

migragdo do marcador de bromofenol.

2.3. Metodologia Estatistica

A diversidade genética foi avaliada a partir das estimativas dos seguintes parimetros:
numero médio de alelos por loco e por loco polimérfico, porcentagem de locos polimorficos
a 99 % e 2 95 %, heterozigosidade média esperada (H.) e observada (H,) e heterozigosidade

observada para os locos polimorficos (H,). Na estimativa do polimorfismo de um
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determinado loco utilizou-se dois critérios, ou seja, considerou-se polimérfico aquele cuja

freqiiéncia do alelo mais comum ndo ultrapassava os valores de 0,95 ou 0,99,

A heterozigosidade foi calcula conforme BROWN e WEIR (1983) para um

determinado loco:
H=1- Z P

sendo: p; a freqiiéncia de homozigotos para o i-ésimo aleio.

Para o calculo destes parametros utilizou-se o programa BIOSYS desenvolvido por

SWOFFORD e SELANDER (1989).

Para verificar os desvios da panmixia, na populagio estudada, realizou-se um teste de
qui-quadrado (corrigido, quando necessario) entre os numeros observados e esperados de
homozigotos e heterozigotos segundo as espectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg,

para cada loco polimérfico.

Para se confirmar a suposigio de panmixia, foi realizado um teste combinado de
probabilidade (teste de Fisher) para todos os locos polimérficos, como descrito por STEEL
e TORRIE (1980).

3. Resultados:

3.1. Levantamento da populac¢iio

Na area de 270 ha foram encontradas 34 arvores adultas de Cedrela fissilis,
consideradas assim por terem sido observadas em floragéio ou frutificagdo, o que leva a uma
densidade de 0,13 individuos por hectare, ou um individuo a cada 7.9 hectares. A
localizacio espacial das arvores pode ser observada na Figura 2, bem como dos individuos

dos quais foram coletadas sementes.
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3.2. Interpretagiio genética

As interpretagdes dos zimogramas sdo baseadas nos padrdes de variabilidade de uma
populagio de 34 individuos adultos e 5 familias de polinizagdo aberta, oriundas de sementes
coletadas em 5 Aarvores das 34 levantadas. Estas interpretagbes sdo apresentadas
esquematicamente na Figura 3 e s3o consistentes com padrdes encontrados em outras
especies, principalmente no que se refere a estrutura das enzimas, numero de locos por
sistema enzimatico e nimero de alelos por loco. As migracgdes relativas dos 32 alelos dos
13 locos podem ser observadas na Figura 4. A analise cuidadosa dos dados das familias
sustentam uma interpretagdo genética consistente dos zimogramas, sendo que os sistemnas

que exibiram padrdes polimorficos seguiram as espectativas de segregacio mendeliana.

6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH)

Este sistema revelou 2 zonas de atividade, sendo a mais catédica interpretada como
um loco polimorfico e dialélico e a enzima formada por 2 subunidades (dimero). A outra

regido apresentou-se monomérfica.

Fosfoglucose isomerase (PGI)

Duas regibes sdo aparentes. A regido mais rapida foi interpretada como uma loco
monomorfico (R=70). A regido mais lenta representa uma loco polimorfico e multialélico

(5 alelos) com uma estrutura dimérica.

Glicerato-2 desidrogenase (G2DH)

Esta enzima apresenta apenas uma zona de atividade contendo um loco dialélico para

uma enzima dimérica com uma migrago relativa muito baixa (Rt set01= 11 € Ry ateloz = 16).



MDH

— e —
N —

— — 2
— —
— —

1
1
1
aa
1

72 11 1 11 1
12 13 23 33
717 11 11 12
ab bbb aa aa
2 2 11 1 1

21

PGI

6PGDH

| —
|
1 1
— —| |5 " 12
|
|
— PO
]
— —_— —_— B s — |
I —_— —
- — —
"1T 17 17117 1 11 11 N 1 — — —_— ]2
M 12 13 14 15 24 25 33 34 —
" 12 2 N
IDH 1M1 12 22 13
f— LAP G2DH
—
]
e T — — —
E |
— —— B — — |
— ——— T =—————
11 12 13 14 22 23 24 1M1 12 13 11 12 22

Figura 3. Esquemas dos zimogramas dos padrdes eletroforéticos oriundos de uma
populagdo natural de Cedrela fissilis, apresentando os fendtipos € genotipos para 13 locos

em 7 sistemas enzimaticos.
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Figura 4. Migra¢3es relativas (migragdo do marcador de bromofenol equivale a 100)
dos 32 alelos de 13 locos para os sete sistemas enzimaticos estudadados em uma populagio

natural de Cedrela fissilis.




23

Isocitrato desidrogenase (IDH)

Foi observada uma zona de atividade para o isocitrato desidrogenase com um loco
representado por uma enzima dimérica, sendo que a populacdo estudada apresentou 4 alelos

com migragdo relativa de 20 a 40.

Leucina aminopeptidase (LAP)

A leucina aminopeptidase apresentou uma zona de atividade com um loco

polimorfico com trés alelos e estrutura monomérica (R¢ entre 70 e 79).

Malato desidrogenase (MDH)

Os padr&es de banda do MDH de Cedprela fissilis sio complexos, Sio visiveis cinco
zonas, sendo a mais catddica codificada por um loco polimorfico e dimérico contendo dois
alelos (R=18 e 27). A regido 4 ¢ formada por um heterodimero inter-génico entre os locos
3 e 4, sendo este polimorfico, dialélico (R=47 e 52) e localizado na terceira zona, sendo que
0s heterozigotos apresentaram comportamento de mondmeros. A regiio 2 contém um loco
polimérfico com 3 alelos e formado por uma enzima de estrutura monomérica. A regido 1
apresenta um loco polimérfico, enzima com estrutura dimérica e constituido por 2 alelos,

sendo uma bastante raro.

Peroxidase (PO)

A peroxidase exibiu trés regides, sendo a regido mais catédica fraca e inconstante,
mas aparentemente apresentando uma banda invariante. As outras duas regides sdo
constituidas por dois locos polimorficos e estrutura monomérica, sendo o loco Po-1

formado por 3 alelos e a Po-2 por 2 alelos.

Para a estimativa da variabilidade genética através de pardmetros isoenzimaticos,
apresenta-se na Tabela 3 as freqiiéncias de 32 alelos de 13 locos na populagiio adulta e nas 5

familias.
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Tabela 3. Freqiiéncias alélicas na popula¢do adulta, em cada familia € em todas as
familias (POP - populagdo adulta, FAM 1 a 5 - familias de 1 a 5; FAMS - média das 5
familias) de uma populag¢io natural de Cedrela fissilis.

LOCO |ALELO| POP | FAM1 | FAM2 | FAM3 | FAM 4 | FAM 5 | FAMS
6pgdh-1 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1.000 | 1,000 | 1,000
6pgdh-2 1 0,853 | 0,783 | 1,000 | 0,733 | 0,817 | 0,867 | 0840

2 0,147 | 0217 | 0000 | 0267 | 0,183 | 0,133 | 0,160
Pgi- | i 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Pgi-2 1 0,691 | 0883 | 0783 | 0717 | 0933 | 0917 | 0847
2 0,088 | 0,100 | 0,050 [ 0,067 | 0,033 | 0,017 | 0,053
3 0,162 | 0,017 | 0,167 | 0,083 | 0,033 | 0,067 | 0073
4 0,029 | 0000 | 0000 | 0133 | 0000 | 0000 | 0027
5 0,029 | 0,000 | 0000 [ 0000 | 0000 { 0,000 [ 0,000
G2dh 1 0,926 | 0967 | 0950 | 0,733 | 0983 | 0,983 | 0,923
2 0,074 | 0,033 | 0050 | 0267 [ 0017 | 0,017 | 0,077
Idh 1 0,809 | 0317 | 0950 | 0483 | 0933 | 0967 | 0,730
2 0,132 | 0,667 { 0,50 | 0217 | 0067 | 0017 | 0,203
3 0,044 | 0017 | 0000 | 0017 | 0,000 | 0,017 | 0,010
4 0,015 | 0,000 [ 0,000 [ 0283 | 0000 | 0,000 | 0,057
Lap 1 0,941 | 0983 | 0917 | 0983 | 0983 | 0967 | 0,967
2 0,059 | 0017 | 0083 | 0000 | 0,000 | 0,033 | 0,027
3 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0017 [ 0,017 [ 0,000 | 0,007
Mdh-1 1 1,000 [ 0,950 | 0967 | 1,000 | 1.000 | 1,000 | 0,983
2 0,000 | 0,050 | 0033 | 0000 [ 0000 | 0000 | 0017
Mdh-2 1 0,750 | 0,567 | 0,817 | 0200 | 0,750 | 0,700 | 0,607
2 0,235 | 0,433 | 0,183 | 0467 | 0250 | 0,300 | 0327
3 0,015 | 0,000 | 0000 | 0333 [ 0000 | 0,000 | 0,067
Mdh-3 1 0,897 | 0967 | 1,000 | 1,000 | 0967 | 1,000 | 0,987
2 0,103 | 0,033 | 0,000 | 0000 | 0033 | 0,000 [ 0,013
Mdh-4 1 0,647 | 0483 | 0,783 | 0,500 | 0550 | 0,783 | 0,620
2 0,353 | 0,517 | 0217 | 0,500 | 0450 | 0217 | 0,380
Po-1 1 0,750 | 0200 { 0500 | 00967 | 0517 | 03883 | 0,613
2 0250 | 0,800 | 0500 | 0033 | 0483 | 0,117 | 0387
Po-2 1 0,735 | 0,900 | 0,567 | 0,967 | 0967 | 0900 | 0,860
D 0250 | 0,033 | 0433 | 0017 | 0,033 | 0,100 | 0,123
3 0,015 | 0,067 | 0,000 [ 0,017 | 0,000 | 0,000 | 0,017
n 34 30 30 30 30 30 150

n - numero de individuos analisados
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Dos 13 locos, 2 apresentaram-se monomérficos tanto para a populagio adulta como
para as familias (Pgi-1 e 6pgdh-1). O loco Mdh-1 também apresentou-se invaridvel para a

populagdo adulta (Tabela 3).

Os pardmetros estimados a partir das freqiiéncias alélicas para avaliar a variabilidade

genética tanto da populagio adulta como das familias sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Variabilidade genética de uma populagdo natural de Cedrela fissilis com
base em 13 locos e sete sistemas enzimaticos (os niimeros entre parénteses referem-se aos
desvios padrdes).

Adultos Familias
numero médio de alelos por loco 2,31 (0,34) 2,38 (0,26)
numero médio de alelos por loco polimorfico 2,70 (0,24) 2,64 (0,28)
porcentagem de locos polimorficos (0,95) 76,9 61,5
porcentagem de locos polimorficos (0,99) 76,9 84,6
heterozigosidade média observada (H,) 0,222 (0,048) 0,193 (0,049)
heterozigosidade média esperada (H.) 0,243 (0,050) 0,227 {0,056)
heterozigosidade média observada para os locos| 0,288 (0,055) 0,228 (0,057)
polimorficos (H,)
tamanho da amostra 34 150

A verificagdo dos desvios da panmixia, na populagdo estudada, ¢ apresentada na
Tabela 5 através do teste de qui-quadrado para as espectativas do equilibrio de Hardy-
Weinberg, para cada loco polimorfico Nas arvores adultas os valores de qui-quadrado ndo
foram sigmificativos, com exce¢do de Mdh-3. Para as familias, todavia, os locos 6pgdh-2,

Idh, Po-1 e Po-2 apresentaram valores significativos.
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Tabela 5. Qui-quadrado ()’) para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg,
considerando o numero observado (N,) e esperado (N.) dos genotipos agrupados em trés
classes para os 11 locos polimorficos, em uma populagdo natural de Cedrela fissilis.

Adultos Familias
Locos | Classes N, N. x* N, N, x?

6pgdh-2 1 9| 24,735 102] 105,840
2 10 8,529 48 40,320

3 0 0,735 0,188™ 0 3,840 4,289*
Pgi-2 i 16 16,243 108 107,527
2 15 14,515 38 38947

3 3 3,243 0,000™ 4 3,527 0,005™
G2dh 1 20 29,184 130 127 882
2 5 4.632 17 21,237

3 0 0,184 0,000™ 3 (.882 3.,648™
Idh ] 22 22.243 92 79 935
2 i1 10,515 35 59,130

3 1 11,243 0,000™ 23 10,935} 23 348%**
Lap 1 30 30,118 140 140,167
2 4 3,765 10 9.667

3 0 0,118 0,000™ 0 0,167 0,000™
Mdh-1 1 145 145,042
2 5 4917

3 0 0,042 0,000™
Mdh-2 1 20 19,125 59 55,207
2 i1 12,750 64 71,587

3 3 2,125 0,196™ 27 23,207 1,365™
Mdh-3 1 29 27.360 146 146,027
2 3 6,279 4 3,947

3 2 0,360 4 883* 0 0,027 0,000™
Mdh-4 1 14 14,235 54 57,660
2 16 15,529 78 70,680

3 4 4235 0,000 18 21,660 1,292
Po-1 1 20 18,382 117] 110,940
2 10 13,235 24 36,120

3 4 2,382 1.158™ 9 2,940 14 523**
Po-2 1 20 19125 74 56,427
2 11 12,750 36 71,147

3 3 2,125 0,196™ 40 22,427| 35,036**

1 - nimero de homozigotos para o alelo mais comum

2 - numero de heterozigotos entre o alelo mais comum ¢ os alelos raros

3 - numero de homozigotos raros ¢ outros heterozigotos
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O resultado do teste para se confirmar a suposi¢io de panmixia (Tabela 6) mostra um
valor de x° ndo significativo (GL=20) para as arvores adultas e um desvio significativo do

equilibrio de Hardy-Weinberg para as familias (GL=22).

Tabela 6. Combinagio de probabilidades do teste de qui-quadrado (teste de Fisher),
para os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg, para os 11 locos polimérficos.

Adultos Familias

Locos Prob. x -2.In(P) Prob. x’ -2.In(P)
6pgdh-2 0,665 0,82 0,038 6,54
Pgi-2 1,000 0,00 0,943 0,12
G2dh 1,000 0,00 0,056 5,76
Idh 1,000 0,00 0,001 13,82
Lap 1,000 0,00 1,000 0,00
Mdh-1 1,000 0,00
Mdh-2 0,938 0,13 0,243 283
Mdh-3 0,027 7,22 1,000 0,00
Mdh-4 1,000 0,00 0,256 2,73
Po-1 0,642 0,89 0,001 13,82
Po-2 0,658 0,84 0,001 13,82
Total 9 89™ 59,42%*

4. Discussio:

A heterozigosidade desta populagdo de Cedrela fissilis (0,222 + 0,048) ¢
refativamente elevada se comparada a outras espécies vegetais. HAMRICK e GODT
(1990), em uma revisdo de 653 estudos de diversidade genética por isoenzimas com 449
especies de plantas, encontraram uma diversidade genética média ao nivel populacional de
0.160 para gimnospermas, 0,149 para espécies arboreas, 0,159 para espécies de ampia

distribuigdo, 0,109 para espécies tropicais, 0,124 para espécies de polinizagio por animais e

i T L
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0,123 para espécies com dispersdo pelo vento. Pode-se observar que a diversidade genética

desta populagio de Cedrela fissilis é superior as médias de todos estes casos.

No entanto, outros dados de diversidade genética em espécies arboreas tropicais ja
indicam valores mais proximos ao encontrado. PAIVA et al. (1994) encontraram um valor
de 0,241 para a heterozigosiade média por populagio em Hevea brasiliensis. Para
Bertholletia excelsa, o mesmo pardmetro apresentou o valor de 0,190 (BUCKLEY et al,
1988). LOVELESS e HAMRICK (1987), em um estudo com 8 espécies arboreas da Ilha de
de Barro Colorado - Panama, encontraram um valor médio de 0,240, Em Myracrodruon

urundeuva, MORAES (1992) encontrou o valor de 0,150 para este mesmo parimetro.

No entanto, valores mais elevados ocorrem em algumas espécies, Em Bauhinia
Jorficata, SANTOS (1994) encontrou o valor de 0,451 para a heterozigosidade em uma
populagdo natural. Ja, MURAWSKI ¢ BAWA (1994) encontraram em Stemonoporus

oblongifolius, uma heterozigosidade média por populagio de 0,282.

HAMRICK e MURAWSKI (1991) conduziram um estudo com 16 espécies arboreas
tropicais que ocorrem a baixa densidade (de 1 individuo a cada 2 ha a 1 individuo a cada 10
ha) e obtiveram uma heterozigosidade média de 0,124, bem abaixo da encontrada para
Cedrela fissilis, que nesta area apresenta uma densidade de 1 individuo a cada 7,9 ha. No
entanto, duas espécies tiveram valores mais elevados (fnga minutala H=0,240) e
Myrospermum fructescens H=0,257). Os valores baixos, obtidos neste estudo, podem estar
relacionados com o niimero pequeno de individuos amostrados (6 a 22 individuos por

espécie), resultando em uma ma amostragem de alelos e genotipos.

Ja em outro estudo, HAMRICK e LOVELESS (1989) encontraram para 16 espécies
arboreas tropicais, que ocorrem com alta densidade, uma heterozigosidade média de 0,211,

equivalente & encontrada para Cedrela fissilis.

HAMRICK ¢ MURAWSKI (1991) compararam a heterozigosidade média das 16
especies arboreas raras com as 16 comuns e observaram valores significativamente maiores
para as comuns. Estes autores consideraram que baixos niveis de diversidade genética
encontrados para as espécies raras devem estar relacionados com tamanhos populacionais

efetivos pequenos nestas espécies. Os mesmos autores enfatizam esta afirmagio pelo fato
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das 16 espécies mais raras apresentarem porcentagem de locos polimdrficos (42 %) e
numero médio de alelos por loco polimérfico (2,14) menores do que o encontrado para as
espécies mais comuns (61 % e 3,17 respectivamente). Cedrela fissilis apresentou valores

novamente semelhantes as espécies mais comuns (77 % ¢ 2,7, respectivamente).

A unica outra espécie de Meliaceae estudada quanto a diversidade genética por
isoenzimas ¢ Carapa guianensis (HALL et al., 1994), que pode ocorrer a alta densidade (até
15 individuos reprodutivos por hectare). Neste estudo os autores encontraram uma

heterozigosidade média de 0,120 para todos os locos e de 0,310 para os locos polimérficos.

A populagio de Cedrela fissilis encontra-se em panmixia (Tabela 6) o que leva a crer
que os cruzamentos ocorrem livremente na mesma, apesar das grandes distdncias entre
individuos (distdncia média entre individuos adultos de cerca de 280 m). Dessa forma,
populagdes de espécies raras, apesar das dificuldades relacionadas & polinizagio a grandes
distdncias, podem apresentar cruzamentos ao acaso, requisito basico para estar em equilibrio

de Hardy-Weinberg.

Ja para as 5 familias o desvio da panmixia é significativo, presumindo-se que neste
evento reprodutivo deve estar havendo um certo nivel de endogamia. Este fato pode estar
relacionado com a possibilidade de que as 5 arvores matrizes apresentem uma certa

propor¢ao de auto-fecundacdo ou cruzamento com individuos aparentados.
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Capitulo III

Sistema Reprodutivo e Taxa de Cruzamento em uma Populacio

natural de Cedrela fissilis Vell.

1. Introduc¢io:

O sistema reprodutivo é um dos fatores mais importantes para a formagdo da
estrutura genética de populagdes, contribuindo para a determinagio da distribuigio da
variabilidade genética dentro da progénie de um individuo, entre individuos de uma
populagio e entre subdivisbes de uma populagio (HAMRICK, 1982). O sistema
reprodutivo de espécies hermafroditas, em particular, é determinado tanto por fatores
genéticos (grau de auto compatibilidade) como fatores ecologicos (habito do polinizador,

fenologia floral, densidade da populagio) (MURAWSKI ¢ HAMRICK, 1991).

O estudo do sistema reprodutivo de varias espécies vegetais tem sido feito através da
biologia floral e ecologia da polinizagio e também através da estimativa da taxa de
cruzamento, utilizando-se principalmente marcadores isoenzimaticos. Estas estimativas tém
stdo obtidas a partir do método dos momentos, computando-se os coeficientes de
endogamia (f) e relacionando-os com a taxa de cruzamento aparente {ty) (WEIR, 1990;
VENCOVSKY, 1992), ou atraves de estimativas de maxima verossimilhanga (RITLAND e
JAIN, 1981; RITLAND e EL-KASSABY, 1985).

Diversas populagdes naturais de espécies arboreas tropicais foram estudadas quanto
ao sistema reprodutivo, principalmente através de estimativas multiloco (O'MALLEY e

BAWA, 1987, O'MALLEY et al, 1988, MURAWSKI et al, 1990, MURAWSKI ¢
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HAMRICK, 1991, 1992a ¢ 1992b; MURAWSKI et al., 1994; MURAWSKI ¢ BAWA,
1994; HALL et al., 1994). Em alguns destes estudos tem se verificado uma consideravel
variagdo nos sistemas reprodutivos das espécies, tanto entre anos diferentes, como entre
diferentes populag¢tes (MURAWSKI et al., 1990; MURAWSKI et al., 1994; MURAWSKI e
BAWA, 1994; MURAWSKI e HAMRICK, 1991; HALL et al., 1994). Para as espécies ja
estudadas, o sistema reprodutivo varia desde um sistema de cruzamento misto até a

alogamia completa.

A taxa de cruzamento em espécies hermafroditas depende de fatores como: presenca
e intensidade de mecanismos de auto-incompatibilidade, dicogamia, comportamento de
forrageamento de polinizadores dentro e entre plantas e aborto seletivo de frutos ou
sementes autofecundadas (MURAWSKI ¢ HAMRICK, 1991). Também a densidade de
plantas florescendo deve ser um determinante do héabito de forrageamento do polinizador e,
portanto, deve ter consequéncias importantes na estrutura de cruzamento de uma populagio
(LEVIN e KERSTER, 1974). Alguns trabalhos tém procurado relacionar a baixa densidade
de individuos reprodutivos com uma maior probabilidade de autofecundacio e maior
heterogeneidade na frequéncia alélica do polen (MURAWSKI et al., 1990: MURAWSKI e
HAMRICK, 1991 e 1992a; HALL et al., 1994).

Em espécies raras, devido a grande distincia entre individuos reprodutivos e
flutuagSes populacionais, o sistema reprodutivo deve apresentar a possibilidade de auto-
fecundacdio. Assim, a taxa de cruzamento nessas espécies nio deve ser muito elevada ou
deve apresentar consideravel variagio entre individuos e entre anos com intensidades de

floragdo diferentes.
Este trabalho tem por objetivo:
i) determinar a taxa de cruzamento em uma populagdo de Cedrela fissilis;

i) estudar a taxa de endogamia e a ocorréncia de cruzamentos ao acaso entre os

individuos da populagio.
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2. Metodologia:

2.1. Taxa de Crnzamento:

Para a obtengdo da estimativa da taxa de cruzamento foram utilizados duas
metodologias, ambas a partir de marcadores isoenzimaticos. A primeira utilizando-se o
método dos momentos através dos valores de coeficientes de endogamia (f) e sua relagdo
com a taxa de cruzamento aparente (t,) (WEIR, 1990; VENCOVSKY, 1992) e a segunda
atraves de estimativas de maxima verossimilhanga (RITLAND e JAIN, 1981; RITLAND e
EL-KASSABY, 1985).

Os dados necessarios para a determinagio das taxas de cruzamento foram obtidos a
partir de analises eletroforéticas de uma amostra de uma populagio natural de Cedrela
Jissilis. Foram analisados 34 individuos adultos ¢ 5 familias obtidas a partir de sementes
coletadas de 5 desses individuos e constituidas cada uma por 30 plantas conforme descrito

no Capitulo II.

A taxa aparente de fertilizagio cruzada pode ser obtida através da estimativa do
coeficiente de endogamia (f) calculado a partir da frequéncia esperada (H.) e observada (H,)

de heterozigotos, utilizando-se a seguinte equacio:

de acordo com WRIGHT (1922) ¢ WEIR (1990), sendo:
He=1-Xp,/, ondep’éa frequéncia esperada de homozigotos do alelo u,

Ho=1 - X pu, onde pu, € a freqiiéncia observada de homozigotos do alelo u.
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A taxa de cruzamento foi obtida a partir da expressdo (WEIR, 1990):

(1-f)

AT

O segundo método utilizou do modelo de cruzamento misto de RITLAND e JAIN
(1981). Através deste método foram obtidas as taxas de cruzamento multiloco da populagio
(tw), as taxas de cruzamento dos locos individuais (t,) e as frequéncias alélicas do pélen e

dos ovulos.

O modelo de RITLAND e JAIN € baseado nas seguintes suposi¢des: i) todos os
genotipos maternos cruzam na mesma taxa com um conjunto homogéneo de pélen; ii) alelos
em locos diferentes segregam independentemente; iii) cada loco estd em equilibrio de Hardy-
Weinberg; e iv) os marcadores genéticos ndo sfo afetados por seleco ou mutacdo entre o

acasalamento e a analise.

Para a obtengio das estimativas foi utilizado o programa “Multilocus”, desenvolvido
por RITLAND (1990). O programa utiliza o qui-quadrado para testar desvios significativos
das frequéncias genotipicas em relagdo 4s espectativas do modelo. O método de
“bootstrap” foi utilizado para calcular o erro padrio da estimativa de t.., sendo utilizados

1000 reamostragens,
2.2. Ocorréncia de Cruzamentos a0 Acaso:

Para se averiguar se os cruzamentos ocorrem ao acaso, as diferencas entre as
freqiiéncias alélicas no polen, ovulo e individuos adultos foram testadas, utilizando-se a
distribuigdo estatistica qui-quadrado, conforme MURAWSKI ¢ HAMRICK (1992a), da

seguinte maneira:
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x*=NxF, x(a-1); GL=(a-1)
sendo:

N = numero total de gametas das populagdes comparadas (pdlen e dvulos, polen e
individuos adultos ou évulos e individuos adultos)

Fy = divergéncia genética entre populagdes (polen, dvulos e individuos adultos sio

tratados como populagses distintas)

a = numero de alelos por loco

Também foi quantificada a ocorréncia de diversidade genética entre as freqiiéncias
alelicas do polen que contribui para a formagdo das sementes de cada matriz. Tratando cada
familia como uma subpopulagio, o indice F, de Wright foi calculado para cada loco,

conforme MURAWSKI e HAMRICK (1991):

—
F (P)= —5%

sendo:

p = freqiiéncia do alelo mais comum;

q=1-p.
2.3. Distancia de Fluxo de Pélen:

Estimativas de distdncia de fluxo de polen proveniente de fora da area levantada
foram obtidas através da ocorréncia de dois alelos exclusivos as progénies, ou seja, alelos
que ndo ocorreram nos individuos adultos, mas que foram detectados nas progénies. A
estimativa da distdncia minima de caminhamento do pélen foi realizada através do calculo da

distncia das arvores matrizes até a borda mais proxima da area de estudo. Para este
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calculo, ndo foi considerada a borda sul da 4rea de estudo, pois esta é a divisa da reserva e a

propriedade vizinha ndo apresenta cobertura florestal.

3. Resultados:

Com a finalidade de se obter a estimativa da taxa de cruzamento multiloco (t,) foi
realizado um teste de qui-quadrado para testar a adequagdo dos dados as pressuposi¢des do
modelo (RITLAND e JAIN, 1981). Os locos 6pgdh-2, Idh, Mdh-3 ¢ Po-2 apresentaram
valores de qui-quadrado significativos, ndo se adequando ao modelo ¢, portanto, sendo
excluidos da andlise. Com a exclusdo dos 4 locos significativos, a taxa de cruzamento
multiloco (t.) encontrada foi de 0,92 + 0,05 (Tabela 1). As taxas de cruzamento multiloco

para cada familia, variaram entre 0,62 e 1,08 (Tabela 1).
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Tabela 1. Estimativas da taxa da cruzamento multiloco (i) para as cinco familias e
para cada familia, freqiiéncia alélica estimada no pélen e nos évulos ¢ valor de qui-quadrado
para a adequago ao modelo de cruzamento misto, em uma populagiio natural de Cedrela
fissilis.

Freq. Alélica Estimada
Loco | Alelo | Pélen Ovulo t (+EP) x>

Pgi-2 ] 0,810 0,800

2 0,il6 0,000

3* 0,074 0,200 10,29™
G2dh 1 0,923 0,900

2 0,077 0,100 2,96™
Lap 1 0,920 1,000

2 0,065 (0,000

3 0,014 0,000 0,00™
Mdh-1 1 0,964 1,000

2 0,036 0,000 0,00™
Mdh-2 ] 0,668 0,500

2 0,294 0,400

3 0,038 0,100 13,53
Mdh-4 1 (0,462 0,300

2 0,538 0,700 2,20™
Po-1 1 0,819 0,900

2 0,144 0,100

3 0,036 0,000 497"
Familia | 1,00 (0,12)
Familia 2 0,94 (0,13)
Familia 3 0,86 (0,07)
Farnilia 4 0,62 (0,07)
Familia 5 1,08 (0,11)
Multiloco 0,92 (0,05)

* No alelo 3 estdo também somadas as frequéncias dos alelos 4 e 5.

A estimativa da taxa de cruzamento para cada loco bem como a sua média (t;)
tambem foi calculada (Tabela 2). A média das taxas de cruzamento para cada loco (t.),
excluindo-se o loco Po-2, que ndo se adequou ao modelo, foi de 0,83 + 0,13, inferior a t,,

mas sem diferir desta significativamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Estimativa da taxa da cruzamento em cada loco (t,) e média dos locos nio
significativos, frequéncia alélica estimada no pélen e nos 6vulos e valor de qui-quadrado
para a adequagio ac modelo de cruzamento, em uma populagio de Cedvrela fissilis.

Freq. Génica Estimada

Loco | Alelo Pélen Ovulo t (+EP) GL X

6pgdh-2 ] 0,947 0,700

2 0,053 0,300 1,99 (0,13) 1 5,02
Pgi-2 t 0,813 0,800

2 0,115 0,000

3 0,072 0,200 1,12 (0,10) 9 7,94"
G2dh 1 0,929 0,900

2 0,071 0,100 0,82 (0,18) 1 3,08™
Idh 1 0,739 0,700

2 0,241 0,200

3 0,020 0,100 0,74 (0,11) 9 7,10%
Lap 1 0,842 1,000

2 0,129 0,000

3 0,029 0,000 0,47 (0,21) 9 0,00™
Mdh-1 1 0,869 1,000

2 0,131 0,000 0,25 (0,16) 1 0,00™
Mdh-2 1 0,711 0,500

2 0,288 0,400

3 0,001 0,100 0,70 (0,10) 9 18,56 ™
Mdh-4 1 0,462 0,300

2 0,538 0,700 0,92 (0,12) 1 2,18™
Po-1 1 0,689 0,900

2 0,229 0,100

3 0,082 0,000 0,40 (0,11) 9 7,06™
Po-2 1 0,676 0,600

2 0,324 0,400 0,51 (0,09) 1 13,32 *
Média 0,83 (0,13)

Dos sete locos utilizados para a analise de tn, 5 apresentaram diferengas estatisticas

entre as freqiiéncias alélicas do pélen e dos ovulos (Tabela 3). Esta diferenga pode ser

resultante de uma amostragem néo representativa de arvores matrizes (Ovulos), ja que foram

utilizadas 5 matrizes dentre os 34 individuos adultos. Esta suposigio é confirmada quando

se comparam as frequiéncias alélicas dos dvulos com as das plantas aduitas e observa-se que,
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para os sete locos analisados, 5 diferem estatisticamente. No entanto, as freqiiéncias alélicas
do polen e das arvores adultas ndo diferem estatisticamente, levando a crer que o polen
recebido pelas 5 drvores matrizes € representativo da populagdo de arvores adultas como um
todo. Portanto, o polen que contribuiu para a formagio das sementes das cinco familias

deve ser uma amostra proveniente de toda a populagdo de arvores adultas.

Tabela 3. F, e qui-quadrado para as diferencas das freqiiéncias alélicas do polen e dos
ovulos (O/P), dos évulos e das arvores adultas (O/A), e do palen e das arvores adultas
(P/A) e divergéncia entre as freqiiéncias alélicas do pélen recebido pelas cinco matrizes
(F«(P)) em uma populagio natural de Cedrela fissilis.

o/P O/A P/A F.(P)
Laco F. x’ Fu _ X Fa X

Pgi-2 0,022 13,38 ** 0,013 4.60™ 0,014 499™ 0,027
G2dh 0,002 0,49™ 0,002 0,39™ 0,000 0,00™ 0,024
Lap 0,038 | 21,27 ** | 0,030 |11,19** | 0001 | 048™ | 0086
Mdh-1 0,018 5,50 * 0,000 0.,00™ 0,018 3.37% 0,056
Mdh-2 0,020 12,17 ** 0,048 17.65 ** 0,006 231"™ 0,184
Mdh-4 0,028 8,35 ** 0,003 0,59™ 0,012 2,26™ 0,015
Po-1 0,010 599" 0,041 15,27 ** 0,013 4,84™ 0,136
Media 0,075

As freqiiéncias alélicas do polen que contribuiu para a formagio das sementes de
cada matriz variou pouco entre arvores nos locos analisados, como pode ser observado

pelos valores baixos de Fy(P) (Tabela 3).

Para a obtengfo da taxa de cruzamento aparente (t,), utilizando-se do coeficiente de
endogamia (f), foram utilizados os mesmos locos empregados no calculo da taxa de
cruzamento multilocos. Os valores dos coeficientes de endogamia sio apresentados na
Tabela 4, tanto para as familias como para as plantas adultas. O valor médio da taxa de

cruzamento aparente (t,) estimado a partir do coeficiente de endogamia foi de 0,85.
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Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de endogamia (f) nos adultos e nas 5 familias e
da taxa de cruzamento para 7 locos isoenzimaticos em uma populagdo natural de Cedrela

Jissilis.
Loco Familias Adultos

Pgi-2 -0,021 0,033
G2dh 0,199 -0,079
Lap -0,029 -0,063
Mdh-1 -0,017

Mdh-2 0,130 0,076
Mdh-4 -0,104 -0,030
Po-1 0,347 0,258
Media 0,099 0,033
Taxa de cruzamento (t,) 0,85

Dentre os 32 alelos encontrados, dois deles somente ocorreram nas familias. O alelo

2 do loco Mdh-1 somente ocorreu em dois individuos na familia 1 e em dois individuos da

familia 2. O alelo 3 do loco Lap ocorreu nas familias 1, 3 ¢ 4 em um individuo em cada

uma. Com estes dados, pode-se estimar uma distancia minima possivel de caminhamento do

polen através da distdncia das arvores matrizes até a borda mais préxima da area de estudo.

Esta distincia pode chegar a até cerca de 950 m, no caso da matriz nimero 2. Para a matriz

nimero I a distincia até a borda mais proxima é 500 m, para a matriz 3 é 400 m e para a

matriz 4 & 200 m.

4. Discussio:

A alta taxa de cruzamento (t= = 0,92) encontrada para Cedrela fissilis é comparavel

com estimativas feitas para outras espécies arboreas de florestas neotropicais (Tabela 5). A

maioria das espécies ja estudadas apresenta taxas de cruzamento ao redor ou acima de 0,9.
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A exceglo é feita para as duas espécies de Bombacaceae (Cavanillesia platanifolia e Ceiba

pentandra), que apresentaram um sistema de cruzamento misto (Tabela 5).

Os dados utilizados para o calculo da taxa de cruzamento multiloco ndo obedecem a
todos os pressupostos do modelo de cruzamento misto. As freqiiéncias alélicas do pélen
diferem das dos évulos em 5 dos 7 locos analisados (Tabela 3). No entanto, segundo
RITLAND (1983), estes desvios do modelo afetam pouco o valor final da estimativa da taxa

de cruzamento multiloco.

A inexisténcia de diferencas estatisticas entre as freqiiéncias alélicas do polen e das
arvores adultas (Tabela 3) indica que o pélen recebido pelas arvores matrizes &
representativo da populagdo de arvores adultas amostradas, fazendo supor que o fluxo de
polen dentro da populagio ¢ bastante amplo. MURAWSKI e HAMRICK (1991),
estudando a relagdo entre a densidade de individuos de 9 espécies arboreas com suas taxas
de cruzamento ¢ heterogeneidade do polen, sugerem que arvores de populagBes que
apresentem baixa densidade de individuos adultos tendem a receber o polen de poucas

arvores em relagio a arvores em populagdes com alta densidade.

A densidade de individuos adultos na populagio de Cedrela fissilis ¢ semelhante a
densidade encontrada nas espécies mais raras deste mesmo trabatho (Tabela 5), que também
fornece o grau de variagio das frequéncias alélicas do polen recebido por cada matnz
(Fa(P)). Pode-se notar qtie as espécies mais raras tiveram de modo geral um Fy(P) maior
(Tabela 5), concluindo os autores, que estas tiveram uma maior heterogeneidade entre o
polen recebido em cada matriz, ou seja, estas espécies ndo se cruzam aleatoriamente, mas
sim, com uma sub-amostra do pélen disponivel de algumas arvores. Para a populagdo de
Cedrela fissilis, o Fy(P) médio encontrado ¢ de 0,075 (Tabela 3). Este valor € bastante
batxo se comparado com as mesmas espécies, indicando que as freqiiéncias alélicas do polen
recebido por cada arvore de Cedrela fissilis ¢ relativamente constante, levando a crer que 0s

cruzamento ocorrem ao acaso.
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Tabela 5. Estimativas de taxas de cruzamento multiloco em populagdes de espécies
arbéreas neotropicais, local de estudo, densidade de individuos reprodutivos e variagdo
entre familias das freqiiéncias alélicas do pdlen recebido por cada arvore (E4(P) média para

todos os locos).

Espécie Familia Local tn(+EP) | densidade| refer. | F(P)
Astrocarium | Arecaceae México, 0,933 1
mexicanum Los Tuxtlas
Cavanillesia  |Bombacaceae |Panama, 0,213 (0,052) 0,10 2,3 0,259
platanifolia IBC 0,347 (0,025) 0,08 0,227
0,569 (0,024) 0,18 0,151
Panama, |0,661 (0,074) 4
Darien
Quararibea Panama, 1,008 (0,010) 2,00 2.3 0,098
asterolepis IBC
Ceiba Panama, 0,689 (0,030) 0,24 3.5 0,151
pentandra IBC
Cordia Boraginaceae | Costa Rica, | 0,966 (0,027) 6
alliodora La Selva
Pithecellobium | Fabaceae Costa Rica, |0,951 (0,021) 7.8
pedicellare La Selva 0,970 (0,028)
(3 locais)  |0,986 (0,014)
Platypodium Panama, 0,924 (0,043) 0.34 3 0,163
elegans IBC 0,898 (0,043) 0,50 0,083
Tachigali Panama, 0,937 (0,044) 0,10 3 0,108
versicolor IBC
Bauhinia Caesalpiniaceae |Brasil, 0,982 (0,034) 9
Sforficata Piracicaba
Beilschmedia |Lauraceae Panama, 0,918 (0,058) 2,10 3 0,064
pendula IBC
Bertholletia Lecythidaceae |Brasil, 0,849 (0,033) 10
excelsa Acre
Carapa Meliaceae Costa Rica | 0,967 (0,022) 11
guianensis (2 locais) 0,986 (0,028)
Trichilia Panama, 1,077 (0,028) 6,00 3 0,082
tuberculata IBC

continua
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Espécie Familia Local tw (tEP) densidade | refer. | F.{(P)
Brosintom Moraceae Panamad, 0,875 (0,035) 0,30 3 0,170
alicastrum IBC
Sorocea Panama, 1,089 (0,043) 3.56 3 0,104
affinis IBC 0,969 (0,020) 6,51 0,083
(2 locais)
Psychotria Rubiaceae México, 0,995 (0,086) 12
Jfacucens Los Tuxtlas | 1,015 (0,061)
Cecropia Cecropiaceae Meéxico, 0,974 (0,024) 13
obtusifolia Los Tuxtlas

Densidade em arvores em floragdo por hectare (referéncia 3)
1 - EGUIARTE et al., 1992

2 - MURAWSKI et al., 1990

3 - MURAWSKI ¢ HAMRICK, 1991
4 - MURAWSKI e HAMRICK, 19922
5 - MURAWSKI e HAMRICK, 1992b
6 - BOSHIER, 1995
7-O’MALLEY e BAWA, 1987
8 - HALL et al., 1994
9 - SANTOS, 1994
10 - O’'MALLEY et al., 1988
11 - HALL et al., 1994
12 - PEREZ-NASSER et al., 1993
13 - ALVAREZ-BUYLLA e GARAY, 1994

Outro dado que reforca a existéncia de amplo fluxo de pélen ¢ o fato de ocorrerem 2

alelos exclusivos as progénies, indicando que o pélen pode atingir distincias consideraveis

(cerca de 1000 m). HAMRICK e MURAWSKI (1990), através de uma analise de exclusiio

de paternidade, encontraram em Platypodium elegans uma distincia média de movimento de

polen de cerca de 400 m, sendo que movimentos acima de 750 m foram relativamente

comuns. Os autores indicam que, apesar de uma alta proporgdo da polinizagdo ocorrer

entre os vizinhos mais proximos, o movimento de polen é extenso.

A diferenga entre a taxa de cruzamento multiloco (tm, = 0,92 £ 0.05) e a taxa média

de cruzamento de locos individuais (t, = 0,83 + 0,13) ndo foi significativa.

Segundo

RITLAND (1990), quando t - t, apresenta uma diferenga positiva, isto indica a ocorréncia
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de endogamia decorrente do cruzamento entre individuos aparentados. A taxa de
cruzamento aparente (t, = 0,85) também apresentou-se mais baixa que tn, e apesar da
mesma ser calculada por uma metodologia diferente, pode-se compara-la da mesma forma

com a taxa de cruzamento muitiloco, obtendo-se resultado semelhante 4 comparagio com t,.

A endogamia encontrada nos adultos (0,033) apresentou-se inferior & metade da
encontrada nas familias (0,099). Em varias espécies arbéreas tropicais ja estudadas, este
fato também pdde ser observado (Tabela 6). A maior heterozigosidade presente nos adultos
em relaggo as suas progénies sugere que deva ocorrer uma desvantagem dos homozigotos
durante o recrutamento. HAMRICK et al. (1993), estudando trés espécies arboreas do
Panama, encontrou um excesso de heterozigotos em classes de didmetro maiores, o que
condiz com a suposicio. ALVAREZ-BUYLLA e GARAY (1994), também observaram em
populacSes naturais de Cecropia obtusifolia, que a heterozigosidade média aumentou
significativamente desde as sementes até os individuos adultos, passando por valores

intermediarios em plantulas e individuos jovens.

Tabela 6. Indices de fixacdo (F) em adultos e suas progénies em varias espécies
arboreas tropicais,

Espécie F aduitos F prosénics Referéncia
Astrocaryum mexicanum -0.41 -0,19 EGUIARTE et al., 1992
Cavanillesia platanifolia 1987  -0,198 0,275 MURAWSKI et al., 1990

1988 -0,198 0,475

1989 -0,198 0,649
Quararibea asterolepis -0,046 0,000
Shorea congestifiora 0,088 0,067 MURAWSKI et al., 1994a
Shorea trapezifolia 1990 -0,06 0,295

1991 -0,30 0,237
Stemonoporus oblongifolius -0,101 0,085 MURAWSKI ¢ BAWA, 1994
Psychotria faxucens 0,075 0,128 PEREZ-NASSER et al., 1993

As taxas de cruzamento para cada matriz variaram significativamente de 0,62 + 0,07
at¢ 1,08 + 0,11, mostrando que pode haver diferengas individuais no sistema reprodutivo.

Estas variagdes devem estar relacionadas com caracteristicas genéticas, pois nio existem
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evidéncias de que diferengas fenolégicas ou isolamento espacial tenham ocorrido (a matriz
nimero 4 que apresentou a menor taxa de cruzamento ndo estd isolada e floresceu
concomitantemente com as demais arvores). @ MURAWSKI ¢ HAMRICK (1992)
encontraram variagdes muito grandes nas taxas de cruzamento individuais de arvores de
Ceiba pentandra, que variaram desde a autofecundagio até a alogamia completa. A taxa de
cruzamento proxima de zero esteve relacionada com o isolamento espacial e fenologia de

floracdo discrepante do restante da populagio.

Em espécies raras um sistema de cruzamento mais flexivel deve ser interessante, pois
nestas especies deve ser mais comum a ocorréncia eventual de individuos isolados do
restante da populagdo. Neste caso, mesmo isolados, individuos com a capacidade de se

autofecundarem teriam a chance de se reproduzir.

Ainda restam muitas duvidas sobre o sistema reprodutivo de espécies raras,
principalmente no que se refere a como ocorre o caminhamento do pélen a distancias tio
grandes, em especial em espécies que apresentam flores pequenas e pouco atrativas como
Cedrela fissilis. Estudos de ecologia da polinizagio nestas espécies sdo fundamentais para a

elucidagdo destas questdes.
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Capitulo IV

Estrutura Genética Espacial em uma Populacio Natural de Cedrela
fissilis Vell.

1. Introducio:

A maior parte da diversidade genética na maioria das espécies arbéreas é constituida
da variacdo genética dentro de populagdes (HAMRICK et al., 1981). A distribuigiio desta
variagdo genética intrapopulacional reflete, aoc menos em parte, a agdo de processos
genéticos ao nivel populacional, isto é, selegdo e deriva genética (YOUNG et al, 1993).
Estes processos, ou seja, a selegio em microhabitats ¢ deriva genética devido ao fluxo
génico restrito, tém sido citados como causas da distribuigfo ndo aleatdria de gendtipos em
populagdes naturais (WRIGHT, 1946, SOKAL et al, 1989; EPPERSON, 1990 a, b,
LOVELESS ¢ HAMRICK., 1984).

Para gendtipos seletivamente neutros, a estrutura formada devido ao isolamento pela
distdncia ja foi bem caracterizada (WRIGHT, 1943). Neste caso, o cruzamento entre

individuos préximos resulta em endogamia e variagio espacial nas freqiiéncias alélicas.

A selego em microhabitats também ¢ responsavel pela criagdo de padrdes genéticos
espaciais, que podem ser bastante abruptos (HAMRICK e ALLARD, 1972). Este caso é

particularmente importante em ambientes que variam pronunciadamente.

O padréo de deposigdo de sementes, a dispersdo de polen, a densidade de individuos

adultos, a selegdo em microhabitats e aspectos relativos ao recrutamento sio citados como
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fatores que afetam a estrutura genética espacial dentro de populagdes (HOWE e
SMALLWOOD, 1982; HAMRICK e LOVELESS, 1986). HAMRICK et al. (1993)
consideram que espécies com baixa densidade de individuos adultos teriam maior
heterogeneidade genética espacial resultante da dispersdo de sementes, se comparadas com
especies que ocorrem em alta densidade. Este fato ocorreria especialmente em espécies com
dispersdo de sementes restrita, pois, nestas espécies, os locais onde ocorrem as plantulas

filhas de cada arvore adulta apresentariam pequena sobreposigio.,

Dessa maneira, o conhecimento dos padrbes espaciais da variagio genética
intrapopulacional fornece subsidios béasicos para o entendimento de processos evolutivos e

ecolégicos em populagdes naturais de plantas.

Por outro lado, a estrutura genética espacial também ¢ importante para o
estabelecimento de estratégias de amostragem de populagdes naturais, tanto para
conservagao genética como para fins de melhoramento, possibilitando a formagio de
amostras mais significativas. Deve-se citar também a importancia deste conhecimento para

minimizar o impacto de praticas de manejo na sustentabilidade dos recursos genéticos.

Para se descrever a estrutura genética, utilizando-se o modelo de isolamento pela
distdncia, pode-se empregar a analise de autocorrelagio espacial (SOKAL & ODEN,
1978a). Este método revela a escala espacial na qual a diferenciagdo genética ocorre em
populagdes naturais (SOKAL e ODEN, 1978b; EPPERSON e CLEGG, 1986; DEWEY e
HEYWOOD, 1988). Comparando-se com a Estatistica F de Wright, a autocorrelag¢do

espacial tem a vantagem de ndo necessitar o estabelecimento de subpopulagdes a priori.

Este método testa se um valor de uma variavel, observado em um determinado local,
¢ independente dos valores da variavel em locais proximos (SOKAL e ODEN, 1978a). Esta
técnica de analise tem sido empregada em estudos ecolégicos e ambientais (SOKAL e

ODEN, 1978b).

Mais recentemente, esta técnica também comegou a ser empregada em estudos de
variagio genética em plantas, a partir de dados gerados por eletroforese de isoenzimas
(SOKAL e ODEN, 1978b; SCHNABEL ¢ HAMRICK, 1990; SCHNABEL et al. 1991:
DEWEY e HEYWOOD, 1988; PERRY ¢ KNOWLES, 1991 ).
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Em estudos genéticos, a autocorrelagdo espacial pode ser utilizada tanto para estimar
o grau de isolamento de populagdes a partir das freqiiéncias génicas ou fenotipicas em cada
populagdo, como ao nivel intrapopulacional, onde esta técnica pode auxiliar na detecgdo de
agrupamentos de individuos aparentados. Neste caso, é feita uma analise por alelo,

utilizando-se os genotipos de cada individuo e sua localizagao.

Neste trabalho, a autocorrelagdo espacial foi empregada para analisar dados
isoenzimaticos de uma populagio natural de Cedrela fissilis, com o objetivo de determinar

se a distribui¢do espacial de genotipos ¢ aleatoria ou esta estruturada.

2. Metodologia:

A analise de Autocorrelagiio Espacial foi utilizada para investigar 2 estrutura genética
espacial em uma populagio de Cedrela fissilis, utilizando-se para tanto os genotipos
individuais dos locos polimérficos de cada arvore adulta. A populacdo estudada esta

descrita no Capitulo II, onde pode-se observar a distribuicéio espacial dos individuos.

Para tanto, cada alelo foi considerado como uma variavel e codificado da seguinte
maneira, para cada arvore: 1 para homozigotos, 0,5 para heterozigotos e 0 quando ausente.
Na analise, foram utilizados os alelos que ocorreram em pelo menos 6 individuos da
populag¢do, pois os mais raros ndo proporcionariam nenhuma informago adicional a respeito
da estrutura espacial. Para os locos dialélicos, somente um alelo foi analisado, pois o

segundo alelo apresenta distribui¢io dependente do primeiro.

Dessa forma foram analisados 13 alelos, a saber: 6pgdh-2 alelo 1; Pgi-2 alelos 1, 2 e
3; G2dh alelo 1; Idh alelo 1 e 2; Lap alelo 1; Mdh-2 alelo 1: Mdh-3 alelo 1; Mdh-4 alelo 1;

Po-1 alelo !: e Po-2 alelo 1.
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A estrutura espacial da variagfo isoenzimatica foi quantificada pelo indice I de Moran
(SOKAL e ODEN, 1978a). Este indice quantifica a similaridade genética de pares de
individuos adjacentes em relagiio 4 amostra da populagdo como um todo. O indice I é dado

pela formula, para um dado alelo:

nz Wi (% -X)(x;-X)
[= i

Zwuz(xi -X)*

i i

sendo:

n - numere de individuos utilizados na analise,

7

Wi - pesos utilizados na comparagao dos pontos
x;i - valor dado ao individuo i (x=1; 0,5 ou 0),
X; - valor dado ao individuo j (x;=1; 0,5 ou 0),

X - valor médio dado aos individuos analisados.

O indice I pode assumir valores entre +1 (autocorrelagio positiva completa, ou seja,
os individuos pareados sio idénticos) e -1 (autocorrelagio negativa completa, ou seja, os
individuos pareados sdo completamente diferentes). Na hipotese nula de disposi¢do espacial
completamente aleatoria (autocorrelagfio espacial ausente), I ¢ assintoticamente gausseanco
com um valor esperado proximo a zero (I.= -1/(n-1)). Testes de significAncia foram feitos

atraves do desvio padrido normal (SOKAL e ODEN, 1978a).

As comparagBes entre pares de individuos podem ser enfatizadas através de
pouderagdo no célculo do indice I. Uma ponderagio pode ser escolhida para representar
uma hipotese particular de estruturagio espacial quando comparada com a hipotese nula de
ndo haver estrutura. Neste trabalho foram utilizadas as comparagdes de vizinho mais
proximo, conecgio de Gabrie! e todas as comparagdes dentro de uma classe de distincia

especificada.
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Na analise do vizinho mais préximo, é dado o peso w=1 a pares de individuos
adjacentes e peso 0 a todos os demais pares possiveis (SOKAL e ODEN, 1978a). Segundo
DEWEY e HEYWOOD (1988), geralmente este € o teste mais rigoroso para se detectar a

presenga de estrutura espacial.

Ja na conecgdo de Gabriel, dois individuos A e B sdo pareados (recebem peso 1) se
nenhum outro individuo ocorrer sobre ou dentro do circulo cujo didmetro é o segmento de
reta AB (SOKAL e ODEN, 1978a). Neste tipo de analise, mais individuos sdo pareados
com individuos circundantes. No caso da conecgiio de Gabriel, a distdncia média entre

individuos analisados ¢ maior se comparado com a anélise do vizinho mais proximo.

A terceira forma de ponderagdo utilizada foi através de todas as comparagdes dentro
de uma classe de distancia especificada. Nesta analise, todas as comparagdes entre pares de
individuos, cuja distdncia entre si apresentar uma valor incluido em um intervalo
especificado, recebem o peso 1, as demais comparagdes entre individuos recebem o valor 0.
Através desta analise, pode-se construir um grifico comparando-se o indice I obtido para
diversas classes de distincia em relagdo as distincias especificadas. Este grafico recebe a
denominacéo de correlograma (SOKAL e ODEN, 1978a) e pode dar indicacBes da extensdo

da estrutura espacial quando esta ocorre.

Neste estudo, as classes de distancia foram especificadas a fim de que cada uma
apresentasse um numero de conec¢des minimo ao redor de 30. Desse modo, foram
estabelecidas 10 classes de distincia entre individuos: 0 a 150, 150 a 300, 300 a 450, 450 a
600, 600 a 750, 750 a 900, 900 a 1050, 1050 a 1350, 1350 a 1950, e 1950 a 3000 m.

As andlises de autocorrelagio espacial foram feitas utilizando-se o programa

“Autocorr” desenvolvido por John S. Heywood.
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3. Resultados:

Os resultados relativos aos valores do indice I de Moran para vizinho mais proximo e
a conexdo de Gabriel sdo mostrados na Tabela 1. Pode-se observar que ndo ha indicagio de
formagdo de estrutura espacial, uma vez que existe igual nimero de valores positivos e
negativos para o indice de Moran. No entanto, os cinco valores que apresentaram-se
significativos sdo positivos, levando-se a crer que pode haver uma leve tendéncia a formacgdo
de estrutura. Porém, este raciocinio deve ser cauteloso, uma vez que somente para 3 alelos

dos |3 analisados ocorrerem valores significativos,

Tabela 1. Coeficientes de autocorrelagio espacial (indice I de Moran) para dois
metodos de pareamento de individuos: vizinho mais proximo (Lmp) € coneccdo de Gabriel
(1), distincia média entre individuos pareados e niimero de comparag¢des em uma populagio
natural de Cedrela fissilis.

Loco Alelo Lymp I,
6pgdh-2 1 0,511** 0,269*
Pgi-2 1 0,117 0,037
2 -0,089 -0,200
3 0,504* 0,263*
G2dh 1 0,163 0,061
Idh 1 -0,194 -0,180
2 -0,125 -0,144
Lap 1 -0,150 0,069
Mdh-2 1 -0,049 -0,107
Mdh-3 1 0,173 -0,020
Mdh-4 1 -0,181 -0,155
Po-1 ] -0,084 -0,139
Po-2 1 0,195 0,266*
distdncia 940+62 1640 + 20,1
média (m)
nimero de 24 44
comparacoes
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Na Tabela 2, pode-se observar os indices I de Moran para as 10 classes de distdncia e
13 locos analisados. Os valores mostrados sugerem uma flutuacio aleatoria entre valores
positivos e negativos, sendo esta flutuagdo explicitada nos correlogramas das Figuras 1, 2 e

3.

Dos 130 valores obtidos somente 15 apresentaram-se significativos (11,5 %), sendo
que estes também apresentaram flutuagBes aleatorias nas diversas classes de distancia.
Somente na menor classe de distancia (0 a 150 m) houve tendéncia de pontos significativos
positivos para 4 alelos (6pgdh alelo 1, Pgi-2 alelo 3, G2dh alelo 1, Po-2 alelo 1), apesar dos

9 outros alelos nesta classe ndo apresentarem valores significativos.
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Figura 1. Correlogramas para os alelos 6pgdh-2 alelol, Pgi-2 alelos 1, 2 ¢ 3 e G2dh
alelo I para 10 classes de distdncia (* indica pontos com autocorrelagdo significativa) em
uma populagédo natural de Cedrela fissilis.
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Figura 2. Correlogramas para os alelos Idh alelos 1 ¢ 2, Lap alelo 1, Mdh-2 alelo 1,
Mdh-3 alelo 1 para 10 classes de distdncia (* indica pontos com autocorrelagio
significativa) em uma populagio natural de Cedrela fissilis.
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Figura 3. Correlogramas para os alelos Mdh-4 alelo 1, Po-1 alelo 1, Po-2 alelo 1 e
para a média dos 13 alelos para 10 classes de distdncia (* indica pontos com autocorrelagio
significativa) em uma populagio natural de Cedrela fissilis.

Quando se analisa as médias dos valores do indice I para os 13 alelos em cada classe
de distancia (Figura 3), pode-se observar que o indice mantem-se praticamente constante e,

portanto, ndo ha a formagio de uma estrutura significativa.
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4. Discussio:

Os resultados deste trabalho sugerem que esta populagfio ndo estd subdividida em
agrupamentos de individuos relacionados geneticamente, Dentre os 13 alelos analisados,
apenas 3 alelos (6pgdh-2 alelo 1, Pgi-2 alelo 3 ¢ Po-2 alelo 1) mostraram evidéncias de
formagdo de estrutura espacial. No entanto, se esta estrutura estiver mesmo presente, ela ¢

fraca e ocorre a um nivel muito local, como pode ser observado nos correlogramas.

A falta de estrutura espacial encontrada nestes alelos sugere que a selecio local e/ou
a deriva genética focal devem ser fracas o suficiente para nido ocasionar uma estrutura

significativa em presenga de fluxo génico.

Segundo DEWEY e HEYWOOD (1988), uma possivel explicagdo para este fato é
que a diferenciagio local é impedida de alguma forma por selegio balanceada ocorrendo em
escala local. Para reforgar esta explicagiio, pode-se citar evidéncias de que existem
vantagens de heterozigotos isoenzimaticos em relagio a homozigotos em diversas espécies,
inclusive em Cedrela fissilis (Capitulo 1IT). Esta selegfio poderia estar eliminando os
gendtipos oriundos de cruzamento entre individuos correlacionados geneticamente e
favorecendo os gendtipos originados de cruzamento entre individuos nfio correlacionados,

proporcionando uma homogeneizagio da populagio.

Por outro lado, a selegdo natural pode atuar em escala local favorecendo genétipos
mais adaptados a determinados sitios e conseqiientemente estrutuyrando a populagio.
EPPERSON e ALLARD (1989) encontraram evidéncias desse fato para alguns alelos em
Pinus contorta ssp. latifolia, apesar da distribui¢do de genotipos ter sido, em geral aleatdria.
Todavia, ndo ha evidéncias de que este caso esteja ocorrendo na populagio de Cedrela

Jissilis em estudo.

No entanto, o fator fundamental que previne a formacdo de estrutura espacial é o
fluxo génico. Se este for suficientemente extenso, ele pode evitar divergéncias locais da
frequéncia génica, causadas tanto por deriva como por selegio local. Em Cedrela fissilis ha

evidéncias de que o fluxo de pélen pode se dar a longas distincias, superiores a 950 m.
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Porém, ndo existem dados sobre o fluxo génico através da dispersio de sementes, que
também pode ser relativamente longo em espécies anemocoricas. Assim, nesta populagio
de Cedrela fissilis, o fluxo génico deve ser o principal fator a manter aleatéria a distribuigo

espacial dos genotipos.

Para espécies arboreas tropicais praticamente ndo existem dados a respeito da
estrutura espacial local. Em Psychotria nervosa, uma espécie do subosque de florestas
tropicais do Caribe e América Central, DEWEY ¢ HEYWOOD (1988) também nio

encontraram nenhuma estrutura genética espacial significativa.

HAMRICK et al. (1993), estudando trés espécies arboreas tropicais (Platypodium
elegans, Swartzia simplex var. ochnaceae e Alseis blackiana), encontraram uma
heterogeneidade espacial significativa nestas espécies, quando analisaram plantas imaturas.
Platypodium elegans, que ocorre a baixa densidade e apresenta dispersio pelo vento,
apresentou a estrutura genética mais forte e Swartzia simplex, que ocorre a alta densidade e
apresenta dispersdo por aves, apresentou a estrutura mais fraca. No entanto, a estrutura
genética em Platypodium elegans desapareceu em classes de didmetro maiores. Espécies
nas quais a dispersio de sementes de cada arvore adulta ocorre em areas distintas,
apresentariam a formagfo de estrutura genética forte, mas com a perda de individuos devido
a alta mortalidade das coortes esta estrutura desapareceria, como ocorreu em Platypodium
elegans. A populagio de Cedrela fissilis em estudo, por apresentar caracteristicas
semethantes a de Platypodium elegans, pode também apresentar as mesmas caracteristicas

de desaparecimento da estrutura espacial com o aumento das classes de didmetro.

Em Cedrela fissilis, é possivel que exista uma estruturagdo a um nivel maior que o
abrangido nesta amostragem e por esta razio ndo detectado. Individuos ainda mais
distantes do que os amostrados podem apresentar valores mais negativos do indice I. A
escala maior de estrutura genética espacial deve estar compativel com a longa distancia de
fluxo génico e a baixa densidade de individuos, fazendo com que as popula¢Ges, mantidas

coesas pelo fluxo génico, abranjam areas muito maiores do que a amostrada neste trabalho.
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Capitulo V

Consideragoes Finais

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a populagio de Cedrela fissilis
estudada (34 individuos adultos em uma area de 270 ha), apesar de ter uma baixa densidade
de individuos adultos, apresenta altas taxa de cruzamento, amplo fluxo de polen,

cruzamentos ao acaso e distribui¢io espacial aleatoria de genotipos.

As suposigbes de que espécies raras estariam sujeitas a um fluxo génico via pdlen
restrito, apresentariam autofecundacgio e cruzamentos preferenciais, e teriam populagdes

estruturadas, ndo se aplica a esta populagio de Cedrela fissilis.

Dessa forma, para Cedrela fissilis supde-se que a baixa densidade niio € um fator que
afeta consideravelmente a estrutura genética de suas populagdes, ou seja, esta espécie
apresenta caracteristicas ecologicas, como dispersio de pélen e sementes, mecanismos de
polinizagio e regeneragfo, compativeis com a baixa densidade. Desse modo, esta populagio
de Cedrela fissilis apresenta os mesmos processos ecologicos de uma populagdo de uma
espécie comum, porém em uma escala espacial muito maior. Assim sendo, a baixa
densidade ¢ uma caracteristica normal para esta espécie, pois os processos ecologicos €

genéticos apontados anteriormente sio compativeis com a condigio de baixa densidade,

Assim, uma espécie rara com estas caracteristicas nio seria formada por populacdes
com um tamanho efetivo pequeno, mas, pelo contrario, teria populagdes com um nimero

muito grande de individuos ocupando extensas areas.
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E de se esperar também que espécies que apresentem caracteristicas ecologicas
semethantes a Cedrela fissilis também possuam estruturas genéticas semelhantes. Dessa
forma, espécies secundartas ou de clareira pequena, anemocéricas, com polinizagdo por
animais e com populagdes com baixa densidade de individuos, também devem apresentar
extenso fluxo génico, auséncia de estruturagio espacial, altas taxas de cruzamento e

populagdes com um tamanho efetivo grande, ocupando extensas areas.

As espécies raras devem estar muito sujeitas a flutuagdes temporais na dispersdo e
densidade populacionais, evidenciadas pelo fato dos eventos de recrutamento ocorrerem
muito esporadicamente. Porém, se isto ocotrer, estas flutuagBes ndo devem afetar
consideravelmente a dindmica da populagio e sua estrutura genética, principalmente pelo

potencial de fluxo de polen a grandes distancias.

Estas analises tém varias implicagdes para a conservagdo da diversidade genética.
Quando se pensa na conservagio do potencial evolutivo da espeécie e, portanto, na
conservagdo de populagdes naturais da forma mais original possivel, deve-se imaginar 4reas
na ordem de varios milhares de hectares para uma espécie como Cedrela fissilis. Tem sido
estimado que um tamanho efetivo de 500 individuos, em uma populagio panmitica, seria
suficiente para evitar a perda de diversidade genética devida a deriva e poderia reter
variabilidade genética suficiente para responder a alteragSes das pressdes seletivas
(FRANKLIN, 1980). Levando-se em conta este tamanho efetivo, para uma populagio com
uma densidade semelhante & encontrada em Cedrela fissilis (ao redor de 1 individuo adulto
a cada 8 ha), seria necessaria uma 4rea na ordem de 4000 ha. Areas desse tamanho
compreenderiam uma populag3o desta espécie que teria grandes chances de manter suas
caracteristicas genéticas inalteradas. Para a manutengfio da diversidade geneética da espécie

como um todo, varias areas como esta seriam necessarias.

Porém, dreas dessa ordem ainda em estado natural sdo raras na regifo centro-sul do
pais, onde predominam pequenos fragmentos, em sua maioria, ja bastante alterados pela
agdo antropica. Nestes casos, pouco se sabe quanto da diversidade genetica das espécies
arboreas é mantida. Para as espécies raras, poucos individuos adultos devem restar em cada

fragmento florestal apos o seu isolamento, o que levaria a uma diminuiciio da diversidade
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causada pela deriva genética. Também & de se esperar que a taxa de endogamia aumente
nesta situagdo com conseqiiéncias na diminuigio da aptidio dos individuos gerados, mesmo

levando-se em conta um possivel aumento da densidade populacional.

Se considerarmos uma populagdo com um tamanho efetivo minimo de 50 individuos,
a qual, segundo FRANKEL e SOULE (1981), poderia manter suficiente diversidade
genética por algumas geragdes, esta ocuparia uma drea de 400 ha, considerando-se uma
densidade média de 1 individuo a cada 8 ha. Areas menores que esta teriam alta
probabilidade de apresentar problemas relacionados com o aumento da endogamia e a perda

de diversidade genética nas populagdes de espécies raras, apos algumas geragdes.

No entanto, se o fluxo génico ocorrer entre fragmentos, muito da diversidade
genetica original podera se manter. Porém, devido as grandes distancias entre fragmentos e
a2 um ambiente muito alterado, é pouco provavel que um fluxo génico considerivel ocorra
entre fragmentos das regides mais deflorestadas, como acontece na maior parte do interior
do Estado de Sdo Paulo. Estas suposigdes precisam ser melhor evidenciadas com o estudo

de espécies arboreas em populagdes naturais ¢ fragmentadas,

Para a coleta de sementes de Cedrela fissilis, com a finalidade de conservagio
genética e melhoramento ou utilizagio em projetos de revegetagio, onde se deseja amostrar
grande parte da diversidade genética de uma populagiio, ndo ha a necessidade de se coletar
sementes de um nimero mﬁito grande de individuos em uma populagdo natural, pelo fato da
taxa de cruzamento ser alta e o fluxo de polen ser extenso. No entanto, se taxas de
cruzamento por individuo apresentarem comumente valores mais baixos, como o encontrado

em uma matriz deste trabalho, o nimero de 4rvores amostradas deve ser aumentado.

Portanto, os dados sobre diversidade genética gerados em populagdes naturais sdo
muito importantes principalmente pelo fato de serem um referencial para a conservagio de

areas primarias e a restauracio da diversidade em areas antropizadas.
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Conclusoes

A diversidade genética apresentada pela populagio estudada de Cedrela fissilis
(H=0,222) estd em torno da média das populagbes de espécies arboreas tropicais ja

estudadas.

Cedrela fissilis ¢ uma espécie preferencialmente alogama (t,=0,92), porém pode

apresentar variagoes da taxa de cruzamento entre arvores (Tindiviaual €NtTE 0,62 € 1,08).

O fluxo génico, via polen, em Cedrela fissilis pode ocorrer a longa distancia (acima

de 950 m) o que condiz com as grandes distancias encontradas entre individuos.

A populagiio de Cedrela fissilis ndo apresenta estruturagdo genética, evidenciando
que o fluxo génico ¢ suficientemente amplo para prevenir a formagéo de estrutura a partir da

deriva genética e/ou da selegio local.

Os resultados obtidos sobre o fluxo génico via pélen, sistema reprodutivo e
distribui¢do espacial dos genotipos sdo concordantes entre si e coerentes com a baixa

densidade da populagio.
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