Cesario Lange ds Silva Pirves

ESTUDO DO POLIMORFISMO ENZIMATICO
EM ESTERASES DB
FUCALYPTHS GRANTITS HILL EX HMAl.

Orientador: Prof. Dr. Lourival Carnmo

~ Campinas 1983 -

UNICAMP
RIRLIOTECA CENTRAL

anaco

]




STA
o B,
N Y
9\ %
S i | D £ .
- 7 ~ COORDENAGRO DOS cTns0s DE POSGRADTACEO

Nome

Ne de Identificacao:
Enderego para Corr

Curso:

Nome

Titwlo da Dissertaqéd on Tese: Hutudo

AUTORTZACKC PARA OUE A UNICAMP POSSA PORNECER, A PRIe

co DE cUSTC, CCPIAS DA TESE & INTERESSADCS

do Aluno: UEBARIO LATGEH ma ATLVa PIRES
T95050
espondéncia:ﬁﬂa§%ﬁ%%3 1322 S8o Paunle 52
siologis Veseiad

do Orientador: Frofe Die Lourival Jaormo Honacs

s Enzimdtico
rodun peandis

g o herade 48

Data provosta para a;Defesa: ﬁﬁf@ﬁfﬁﬁ

(o

ta data, a fornecer. a Prego de custo,

» . + .
Aluno devera assinar um dos 3 1tens abaixo

1) Auntorizo a Universidade Fetadual de Campinas a partir des
copias de minha Dissertagao ou

Tese a interessadoss.

[/

par
Pis
20

te.

> - » o 4 By
cimento de copias de minoa

/G2 /83

Data ﬂ“,www;wwmdc’l - &kaﬁi?%o

data sasinatura deo  aluno

5) Autorizo a Universidede fetadual de Campinas, a formecer, &
de custo, copi __minha
o ",

o

SN “i>

vir de dois anos apos esta data, a prec

sertacac ou Tese a interessados.

3) Solicito que 2 Universidade EBstadual de Camvinss we consul

* - ’ i > - L3 = "
dois anos apos esta data, guanto & rminha sutorizagao para ©

ngho ou Tese, a Prego de custo, a in

+erassados.

[/

Endefes

assinatura do aluno

Data : .
Do acdrds . — B
L j ™ Classif. (e '
e ) o
Orientador E
Ly G
- 3 ,._:} %}
Telegrifico: UNICAME - Telex: {019} 1150 - Enderecamento Postal: 13100 - Fones: PABX - 31-4555 T&dﬁ&b&w@%&& ..... t\;éé!(;maj __________
Campinas - S80 Paulo
........................................................... IME: E'P




A winha esposa e filhos.

s
e




AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr, Lourival Carmo Momace cujo apoi

]

orientagao tormou possivel o presente trabalho.

Ao Mestre Sergio da Cruz Coutinho ao qual euw
idéia original da eletrvoforese e muita sugestao.

Ao Dr. Alcides Carvalho que permitiu estagio
a0 de Genética do Instituto AgronSmico de Campinas.

Ao Prof. Dr. Joso S, Morgante e Prof. Dr. Ald

vasi pelas iniumeras ideias e pelas facilidades de computaca
vesultados,
Ao Prof. Dr., Willian José da Silwa por permi

-

balhos em seu laboratorio na UNICAMP.

Muitas outras pessoas que me ajudaram direta
retaments mereceriam sey citadas, porem tornaria esta lista
longa.

A FAPESP {Fundagae de Ampareo & Pesquisa do B4

Sac Paule), a JLCA (Japan Ilnternstional Cooperation Apency)

Ideal Standard Wabce pelo auxilio prestado.

Finalmente meus sgradecimentos ao Instituto I

tal, ao qual pertengo.

P
peta

devo a

na Se~

o Mala-

V] dos

ir tra~

e indi-~

alpo

tado de

F

lorea-




Tupice
INTRODUGAD —ormwmmmmen e o s e 1 o s -———
REVISAO BIBLIOGRAFICA o= oo cn e e e il
2.1 Especies estudadas ~—~-cowmamcm——. e i e e e
2.2 Polimorfisme & 180enziman = wowwmww e v e e e e e 0
2.3 Estudo das origensg =——ewreccammcmm—m PR —— S ——
MATERLIALS = mewom mom om o i o o 2 o e o o e e e
HETODOS mmwmmmmoawnn e e 1 4 . i 1 s s A 0 e e o s e o
4.1 Obtengao das mudas ~---- o e o S
4,2 Egcolha dos sistemas enzimaticos e w o wmmow-—
4.3 Preparo do gel ~=mmcemracce e e s s o . o e . . s
4.4 Tampao das cubas des eletrodoy ————mmmmwm—owos o
4.3 Preparo e aplicag@o dos pavios —==wemw- o
4.6 Montagem do equipamento de eletroforese ==m——mmmme- -
4.7 Corrente eletrica e tempo de MLiGTAQaD ====mmw -
4,8 Corte do gel —w—mmwws B L T T P O .
4.9 Revelacao, lavagen e FLRBGRO o mom oo ot s e o o e

4.9.1 Leucina aminopeptidase (LAP) ~mowomeoe onm oo
4.9.2 Alfa estexage (0 BT v e oo o i oo o s o o 0 v e

4.9.3 Beta esterase (f EHT] —remamcw oo mmwe oo oo

4,9.4 Fosfatrase acida (ACPH) ~=cwrmommmome e
4.10 AnBlise @ INCEUPYRLACAD == r o ot e oo s
.11 Estimativa da divergencia populacional —w——wommommne -
RESULTABOS == vmmmm o o 45 2 s < s 2 e o 0 -
DISCUSSAQ m~emcmmcmmmm—— et 0 0 ot 5 o e o s 2
CONCLUSOES ~=roommm—am o s s e e .
RESUMO o om oo oo o s . 2 s o . e s e o 7 e
SUMMARY = = m o m o e s e - e o e -

REFERENCIAS BIBLIOGREPLCAS o orm o o o anro cocm v om e s o s ot om ot o o o oo

14
15
15
i6é
18
i8
18
18
19
18
20
20
20
22
24
&7
48
44

30




ﬁﬁmera

10~

1=

12~

LISTA DE TABELAS

Dados dos trdtamentos (praced@nci&& e origens)de
E. grandis (G) e E. saligna (8) =—mmommmeow o e o

pados de altura e DAP das origens de £. grandi4 cole~

tadas 20 norte de Queensland {Planalto de Atherton) ~-

Pados de temperatura e precipizaggo da aﬁtﬁg%@ meteore
logice de Athertonm (Lat. = L17917'S, Long.= L43927'E e

Alt, ® 752 m) ==memeeecceaaw D S — o e o
Esquema dos lotes de 6 individuos analisados em cada

un d(}s 52 gﬁﬁ.ﬁ o v e i A W WY T U o e e s A ke o 2w O b e s i R T A, S W S S T Rk

Freqléncia alélica do loce = EST-1 (esterase) com o8 3

ale}oﬁ astu&ad"s T S ——— e [

Fregqlitncia alelica do loce = EST-Z (esterase) com os 2

alelﬁs &ﬁtudadog o st e s v 1 0 et i W i et W ST SN TS A G o e R T

Freqléncia alalica do loco « EST~3 (esterase) com o8 3

aiﬁli)s eat“dados o e e e o i s i A o e o e e o Wk Tk R S i Y R e e s o s

Freqliéncia alélica do loco B EST-1 (esterase) com os

alelas eg:uéadaﬁ PRI ——— i A R 0 A FEIpp——

Fregliencia alelica do loce £ EST-2 (esterase) com o8 2

alelor estudados o e o oo o o o o i s o o 0 A e A e R S o i ok e o

Freqlencia alélica do loce B EST-3 (esterase) com 0§

aieiﬂﬂ astudados 900 Wk W S e W S D R B e M g o W W S e Fle U R WD R T TR TR A RS MO STE W ik e otth ey oo

Relacao das populaggms analisadas quante ac polimorfid

Pagina

10

11

il

L)

3

26 7

- 27

28

29

30

31

32




PR ) L2 P
13~ Hetercozigosidade media total ~ 1 errc padrao por popu~

14~ Matriz de coeficientes de distsmcia genética (acima da
diagonal) e de similaridade genetica (absixo da diago-

nal), segundo NEI (1972) -»r-eemcoowm~—ne o s -

33

34

vi




-
Numero

1=

10

11~

LISTA DAS FIGURAS

Mapa parcial da Australia com localizagao das origens
de £. grandia (G) e E. saligna {S) - Fonte: CSIRO -~

AU AP A Qe m oti s o e i 9 20 S A 7 T
Mapa do planalto de Atherton (Queensland ~ Australia)
com localizacao de 8 oxigens de E£. granddié (G) - Fon~

tﬁ: CSIRO i &6&95&&0 mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Padroes eletrofordticos da « esterase de E. granddis

(6) e £. safigna (8). EST = esterase --——owomomommmen

Padroes eletroforeticos da B esterase de L. granddis

(GY e E. saligne (8). EST = esterase -or--esosracncmen

Mapa parcial da Australia com as freqliencias alelicas

do loce = esterase 1 de E. gaandis (G) = E. saligna (¢

Mapa parcial da Australia com as freqllencias alelicas

do loco « estevase 2 de E. grandis (G) e L. saligna (8

Mapa parcial da Australia com as freqléncias al&licas

do loco « egterase 3 de L. gaanddis (G) e E. saldigna (§)

Mapa parcial da Australia com as fregqencias alelicas

do loco £ esterase 1 de £. grandis (6) e E. saligna (§

Mapa parcial da Australia com as freqliencias alelicas

do loco B esterase 2 de £. grandis (G) e E. saligna (%)

Mapa parcial da Australia com as freqUencias alelicas

do loco A esterase 3 de £. gaandds (G) e £. saldgna (4

Fenograma das 20 populagoes de E. grandis (G) e das 2

de E. saligna (8} mrorrmeoemmmmmse e e o -

wii

Pagina

12

13

37

38

39

&0

41

b2

43




ESTUDO DO POLIMORFISMO ENZIMATICO EM ESTERASES
pE EUCALYPTUS GRANDIS HILL EX MAIL.

1 INTRODUGAOD

0s valores divretos e indiretos da floresta o
artificial sao enormes {(GOMES, 1947). Estima~se que atual
Brasil possua 2,0 milhoes de ha de eucalipto., Em 1977, o
da transformagdo da madeira atingiu 28 bilhoes de cruzeit
qual corresponde, aproximadamente, a 10Z do total ds tran
gao industrial do pafe, inclusive sendo superior ao valodt
transformagao da inddstria automobilistica, Grande parte
de eucalipto & coberta pela especie Fucalyptus grandis
Mai., gque apresenta caracteristicas favoraveis como madei
celentes para a produgﬁo de celulose. Ainda seu emprego o
cao de carvao vegetal & uma realidade e na obtencgao de al

tor uma perspectiva extremamente promisgsora.

Considerando a2 existencia de centenas de mil
individuos desss especie, o maior desafio refere-se &

da qualidade e aumento da produtividade, nao somente nas
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goes existentes como em novos plantios. Para alcangar esges obje

tivos & necessario explorar toda a tecnologia disvonivel,
cularmente o melhoramento genetico. Embora a metodologia
lhoramento seja conhecida, ha necessidade de acumular con
tos cada vez mais aprofundados da genetica de £. gaanddis,
quais permitireo maior eficiencia nos programas, aumentan

probabilidade de sucesso no alcance dos obietivos persegu

Entre as tecnicas disponiveis para aumentar
cimento do reservatdrio gemico das populagGes existentes
e de introducoes recentes da eapeécie a partir do centro

gem, esta o estudo das iscenzimas de E. grandis. O presen

ve

balho relata os primeiros estudos destinados ao conhecim
padroes de isocenzimas das populacdes brasileiras de £. g
Para esse fim foram analisadas sewmentes de 19 origens ou
goes de E. grandis e duas de Eucalyptus saligna Sm.,
da Divisao de Pesquisa Florestal da Commonwealth Scientif
Industrial Research Organization (CSIRO}. Como termo de ¢
¢ao, foi incluida ainda uma procedencia de E. grandis e

E. safigna coletadas na Estacao Experimental de Itirapin
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Instituto Florestal do Estado de Sac Pavlo, de plantioes fe
com sementes colhidas dos povoamentos orviginais de Navarro &

drade {(ANDRADE, 1961).
08 objetivos do presente trabalho foram:

a) determinagac dos padroes eletroforéticos de esterases

E. ghandis e de F. saldgnra;
b) caracterizacao das origens e procedencias;
c) estude do grau de polimorfismo;

d) estudo do relacionamento filogenetico entre £. grandd

E. safigna da Australia e

e) estudo da relagao genética entre as populagoes brasil

e mustralianas,

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para facilidade de compreensao a revisao bibliol

ca foi dividida em tres itens.

2.1 Lspecies estudadas

E. grandis ocorre naturalmente na Australia (F
1), nas baixadas e inicio das encostas da regiao costeira do
do de Novae Gales do Sul, a partir da latitude de 32935'S
dewcastle e sudeste do Estado de Queensland (DORAN, s.d.),
BLAKELY (1965), HALL et alii (1970) e PROJETO ... {1978y, Ha
ra o norte, ja no planalteo de Atherton, ate a latitude de 1
OCOTrrem pequenas popuiagaeﬁ descontinuas chamadas por BROOKE
satigna/granddis, em altitudes de 600 a 1100 =, nos soles pr

dos & vulcanicos das wargens dos rios e encostas.,

0 clima de toda a area de ocorrencia de E£. g4
varia de tewperado-quente a subtropical-modersdo, con inw
suaves e chuvas abundantes e bem distribuidas, manos na 4

norte onde sao do tipo periddico. Devido a estas condicoes
seu habitat, a especie apresenta uma plasticidade liwmitada,

do-ge cowo base as condigoes de temperatura, Lanto na Austr

*BROOKER, M.I.H. 1978, CSIRO,., Canberra. Australia. Informa

pesscal.
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como po Brasil, a regisoc otima para £. grandis, neste paig, esta
compreendida entre as isotermas anuvals de 179 C e 219 C, ¢ncon-

trando condicoes ideais, para seu dessavolvimento, en regices do
Rie Grande do Sul, Santa Catarina, Pavana, Sao Paulo e Midas Ge-

vais {(PROJETO ... 1978).

E. saliona & uma esplcie muito proxinma de E.
ghandis do ponto de vista botanico, ecologico e siiviaulazrﬁl
{PROJETO .., 1978), ocorrendo naturalimente na Australia, da fati

tude de 219 5 até 369 5. No sul de sua area de ocovrvencial & en~-

contrade desde o mivel do mar ate 1000 m, ap passoc que na ra-
giao norte, ocorre somente entre 800 e 1000 m., Cowparandotse o
balance hidrico das regices de sua ocorrencia, verifica-s¢ que

as condigoes sulinas australianas se¢ assemelham com as de| Bagé,
de Pelotas e de Porte Alegre, &0 passo que:as das regices|seten~
trionais, correspondem as do nordeste de 530 Paulo e do syl  de

Minas Gerais,

A proximidade da capital e também a comstatagao da
diferenga entre £. ghandis e E. saligna, reforgam a ideia|de que
o primeire nao foi descrito com exemplares de populagoes fdo pla~
nalto de Atherton. A distincaoc entre essas espeécies sao observa~-
das em Novg Gales do 3ul & no sul de Quﬂenglﬂmé. As especies em

questio podem ter se ovriginado de um wmesmo ancestral, presumivel

mente através de selegao di&rupciv&*« Infnﬁmag&@s colaetadas neo
planaite de Atherton (FIGURA 2), indicam que o safigna/grindcs

apresenta varisgoes que ocorrem em E. grandis e [. saldigng. Es-
ses dadoy favorecem o conceito de pwpulag%n ancesiral. Negsa re-

giao parece nao ter havido pressac de selegac para eliminpr uma

dzs formas ou criar condigoes de isolamento das agpéciﬁs*,
Atualmente esta sendo estudada a vavriacao de E.
cfoeziana F. Muell. com o uso de tecnicas ﬁ@aenzim&ticaa DATA
confirmar estudos tradicionais de variagdo morfologica e fisiolod
giaa**a Ainda segundo esse pesquisador como £. granddis & E.
cloeziana apresentam a mesma dietribuicaoc ﬁamural, 3 ppssivel

* BROOKER, M.I.H. 1978, CSIRD. Canberra, Australia. Informa-

cao pessoal.

%% TURNBULL, J.W. 1978. CSIRQ. Canberra. Austvalia. Informagao
pessoal.




que com £. grandis possa ser encontrada consideravel wvar
isoenzimas de populagoes mais isoladas. O citado pesquis
bem sugere que em um estudo enzimatico de E. grandis,

ser incluidas uma ou duas origens de £. safigna como ter

paragao.

2.2 Polimorfismo e iscenzimas

AYALA et alii (1972a} e FORD (1980) definem
polimdrfico ou polimorfismo genético como um sistema de
que inclui pelo mencs um alelo polimorfice, iste &, com
cia na populacac, entre 1 % e 99 %, Para outvros auvtores

%D

superior seria de 93 O gignificado dos poliwmorfiswmos

cessos de selecac e adaptagao do orpanisme (celecionismo
sido considerado de forma diverss desde a peutralidade &
to positivo (KIMURA & OHTA, 1971 e JOHNSON, 1974).

riacac gen@tica pelo numwerce de alelos per leco, pels pro

 pyt

locos polimorficos e pele numero medio de heterozigotos

por individuo (heterozigosidade) tem sido sugerido.

De acordo com WAGNER & SELANDER (1974) e H
HOPKINSON (1976), em um loco autossomicoe, o individue po
homezigoto quando os dois alelos presentes forem o mesmo
te uma forma de cadeia polipeptidica sera sintetizada. E
tando de um hetevrozigoto, havera dois alelos diferentes,
do & formagao de duas cadeias polipeptidicas estruturalm
tintas. No caso de enzimas monomericas, o modelo observa
terozigoto, representars uma simples mistura das duas fo
ocorrerac em cada um dos homozigotos aarréﬁpondentﬁgw o
enzima multimérica serao formadas isoenzimas heteroméric
das no heterczigoto e as isoenzimas homoméricas aparecer

damente nos homozigotos correspondentes.
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A atividade iscenzimatica rveflete uma expre
ca, mas o gene estrutural respectivo pode uaoc estar ativ
me momento em que sva iscenzima esmta ativa, pois a ativi
isoenzimatica pode refletir a ativacgdo de cadeias polipe
sintetizadas anteriormente ou a multimerizagad de cadeia
encontravam inativas na forms de man&mer@&p Embora povy d
as iscenzimas desempenhem a mesma fungao catalitica, tud
podem refletir atividades metabolicas
1969) .,

CreErY que 28 mesmas

tas nos tecidos em gque se encoantram (SCANDALIOS,

C. R. SHAW, ap. SCANDALIOS (1974), classifi

isoenzimas em:
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a) as constituidas por moléculas caracteristicamente
ciadas e que sao produzidas presumivelmente por diferent

e ou alelos e

b) as vesultantes de alteracgoes secundarias na estru

um unico tipo de polipeptideo.

As lscenzimas apresentam=se como excelente

para estudos geneéticos de populacoes pois:
a) sao muito pouco influenciadas pelo meio ambiente:
b} apresentam um controle monogenico;

¢} quando houver howmogeneidade na populagga, a expre

isoenzimas sera qualitativa;

d) a utilizaggo de teécnicas eletroforeticas reguer a

gumas horas cu poucos dias e

e} elas podem ser empregadas como marcadoras, consti

em um metodo indireto de selecao de caracteristicas e

florestais, porgue 08 penes
caracteristica

P981) .

gque controlam essas

1980 & TANKSLEY,

estar ligados a genes

tativas (MEDIHA FILHO,

A eletroforese constitue~se oW uma tecnica

(A2 ]

k)

de nutagees que alteram a4 estrutura das engimas, gque

ter multiplas formas wmelecaulares, modificando suas mohil
%

eletroforeticas porém mantendo suas atividades catalitviecas.

multiplas formas de um unico loco saoc chamadas de aloenz

de varios locos sao denominadas de isoenzimas. HUBBY &

]

Futa

BEA0

que codificam cevrtas isoenziy

diferen~

genes

de

material

das

henas ai-~

ruindo~se
ronomicas
as podem

5 guanti-

e deteo-

DpaAZsEaAm a

dades -
Ay
masg € a3

LEWORTIN

(1966) salientam que a eletroforese permite a deteccao de diferen

cas fenotipicas causadas por substituigao alédlica, ew um

co do individuo, a identificacdo de substituicao alélica
s &

tros locos e a avaliacao de uma amostra substancial do gs

dos os calculos baseados em eletroforese sao influenciadg

peqgquena frag&o do penoma analisado, pela exclusao dos g

&4

e
ladores e pelo fato de nem todas as substituigodes de anmi
serem detectados (WAGNER & SELANDER, 1974).

da variabilidade genftica vai ser influenciada pele fato

08 sistemas enzimaticos ligados ao metabolismo da glicose

sentam menor variabilidade do que aqueles que utilizam s

inespecificos, JOUNSON (1974) indica que  epzimas req

apresentam um pelimorfisme maior do que as nac vegulatori

Lmbora possam ser estudadas dezenas de mist

!

GILLESPIE & KOJIMA (1968) relatam que a esti

Gnico lo

em  Qu-~
noma., To
b & pelea
es regu~

cacidos

mativa
da que
Bpre-
thetratos
latorias

&SQ

MAs (34 Beel

zimaticos, SCANDALIOS (1974) sugere os seguintes sistemay pavra as




plantas de um modo geral: leucina aminopeptidase {(LAP},
fo

alcool desidrogenase (ADH

ses {(EST), catalase (CAT), fosfatase alcalina (AP},
acida (ACPH),

to desidrogenase (MDH) e amilase {(AMY).

peroxidase (PRX)},

A glutamato oxalo~acetato-trangaminase (GOT)
cloezd

E.

leucina aminopeptidase estaoc sendo estudadasg em E.

mesmos Sistemas enzimaticos saoc analisados enm
por PHILLIPS & BROWH {1977).

(s e

Sieb. ex Spreng.

BROWN et alii (19753) estudam as isocenzimas
obliqua L’Herit. em sementes embebidas em &gua por 26 hor
sistemas estudados foram: ADH, MDH e ACPH. &OF&S** levan
conta ¢ grau de polimorfismo de certos sistemas enzimatic

tre plantas, sugere na primeira etapa o estudo das HST, P

e MboH.

De acordo com BREWER & SING HAR

HOPRINSON (1976) as esterases gue

e

(1970)
nao sac ligadas ao mate

da glicose e nao sao regulacorias pertencem & classe de

denominadas hidrolases, catalizandoe as reagﬁas de hidroli

esteres, com a formula geral

eslterase
g SR

R -~ GO0 - RY + HOH R - COOH # R' OH

0 segpuinte diagrama das reagoes de coloracio

rerases pode ser feito:

naftil gcetato __esterase {

As bandas das isoenzimas de gstersases sao

acetato (O ”éCOOu)

naftnl + "faﬁt:%lua RRY

Qmpﬂatm

coloride

[
pela uniao do = ou B naftol liberado do « su 8 naftil ace
Tfast blue HRY

zonico. Alem da = e £ egsterases ainda haveria uma terceir

la atividade das esterases com o que € um

rase que seria a colinesterase.

X TURNBYULL, J.W.

1978, CSIRO. Canberra. Australia.
cac pessoal,

% LOPES, 1979.

soal.

C.R. IAC. Campinas. Brasil. Informagao
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FERET & BERGMAN (1976) e KELLEY & ADAMS {19
lientam gque & presenca de fenois e quinonas nros tecidos
ten sido a prinecipal causa de problemas na analise em el

se. Diversas substancias

ro do homogeneizado para impedir a inativacaoc das eunzimaj
tal BROWN et alii (1975)

E, obligua, PHILLIPS & BROWN (1977) usam polivinil pirro

usam ditictreitol (1 mg/ml) ao

‘ L1 )
(10 mg. =1l ") e 2-mercaptoetanocl {3 ul., ml ") ao estud
paaclslong e sROWN et alii (1978} usam oras I-mercaptoetay
(U, 1 My

Horaeum sporifaneum,

diversos tec
(L3878

protetora,

ora ditiotrefitol {43 o) estudar

Ige

CAVALLI

For sua vaz, an estud

ro Relovunium nada use cowmo substancia apontan

sa a causa da nAo obtengac de bons resultades em varios
-t i3 © ) F P #

engimaticos. A esse respeito MORGANTE  adverte gue certa

cias voderao prejudicar algumas isoenzimas.

2.3 Estudo das origens

0 termo procedencia, veferindo-se ao local
TRCE

de

gem peografica da semente, polen ou propaguio, tem
versas caracterizagoes. Assim JONES (1973) dencomina
e

cia natural quando ge considera flovesta natural pr

derivada no caso de floresta implantada. FERREIRA (1980)
origen como sendo a localizacao geografica e ambiental

os povoamnentos fornecedores do material régrmdumivu ocor
ralmente. Segundo o mesmo autor, procedencia @ a localiz
grafica e ambiental das arvores ou povoamentos forneced

material repvodutivo.

Em DEPARTMENT ..., (1976) e recomendado que

local sejam colhidas sementes de 10 arvores parva
populagga. TURN%SLL** sugere que o numevro de AYVOrEs parv
sentar uma origem, depende da variabilidade desta e da
reprodugao da espécie. A evidencia disponivel no momento
que o genero Lfucalyplusd e principalmente de polinizacao

sende a propenie de uma determinada Avrvere, resultado da
L.

algumas

cao do waterial genético de muitas arvores, Para C

recomenda ainda o pesquisador australiano gue

#  MORGANTE, J.85. 1982, Dept. de Hiologia.- Inst. de B
USP (Sac Paule)., Informagao pessoal.
£% TURNBULL, J.W. 1979, CSIRO. Canbervra. Australia. In

pesacal.
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desta espeécie podem sey vepresentadas pela progenie de u
arvore, enguanto que outras oripens necessitam da progen
arvores.

- N
minimo de 5

A
colher semente de Eucafypifus de um nomero maior de orige

brindo toda a area de ocorrencia, cada uma delas com me

ro de arvores, do que um menor numaro de origens

g -
grande numero de arvores.

NAMKOONG et alii (1980) discorrem sobre a
cia do estudo de origens nos programas de melhoramento

visto gue apenas a escolha da ou das origens de melhor

-

ja conduz a um aumento substancial de produgao.

3 MATERIALS

As

pela Divisao de Pesquisa Florestval da CSIRO, foram colet

nativas de fenotipo acima da media e distantes ¢

3 de

arvores

de pelo mencs 30 m. Os galhos contendo frutos foram

com rifle., VPara a remessa, as sementes foram fumigadas
2

Todas as informacoss a respeito das sementes
. H

contram~se nas TARELAS 1, 2 e 3 e nas FLGURAS 1 = 2,

de mapas originais da referida Divisao de Pesquisa Flore
it i

Cada uma das origens G4, G5, GB e GY corves

apenas 2 arvores amostradas, ao passo que a ovigem G15,

. #
ta uma amostra de 27 arvores

As sementes de L. grandds (G20} e E.

da Estacao Experimental de Itirapina, sao constituidas d

ra de um numero n indeterminado de plantas de povoamento

tado com sementes das populacgoes oviginarias das iantredu

Havarro de Andrade.

As sementes devidamente etiquetadas foram a
das em camara $eca, para a conservagan do poder germinat

Malh

pesquisa foi executada no laboratdorio da Segac de

do Instituto Florestal em Saop Faule, O tratamento $2 do
Raymond Terrace apresentou germinagaoc nula, nao permitin

estudo,

"3
b

x DORAN, J.C. 1978. C8SIRD., Canberva. Australia.

soal.

*
esse respeito DORAN indica que e mais v
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4 METODOS

Para o estudo das iscenzimas foi utilizada
forese horizontal em gel de amido descrito por BUSH &
(1972), STEINER & JOSLYN (1979) e MALAVASI & MORGANTE (1

pequenas adaptagoes, as quais sao descritas nesta Segao.

4.1 Obtencao das nudas

4 semeadura foi feita em caixas de plastico

boxes) medindo L1,5% cm x 11,5 ¢m x 3,5 cm, tendo comoe s

uma camada de 1 em de vermiculita peneirada, previamente
vada e a seguir expostas a uma lampada germicida de 15 w
Apos a semeadura os gerboxes foram fechados com fita cre
resultades foram satisfatdrios, obtendo~se boa germinaga

ca contaminagao.

Para o estude das isoenzimas, a analise foi
com plantulas no estadio de "orelha de onga” com o par d
cotiledonares {(antes portanto do aparecimento das primei
lhas nomofilares). ApO8s a semeadura e com & permaunencia
boxes em laboratorio, a retirada das plantulas para anal
ciou-se por volta do 10%¥ dia. Para se dispor de mudas pa
intervalos

o experimento, foram feitas 3 semeaduras em

dias.

4.2 Escolba dos siscemas enziwaticos

As freqleéncias genicas dos varios loceos, pe
calecular a similaridade genetica (S) e a distancia genet

«

Para tanto foram pesguisados os sepuintes sistemas enzi

(ENZYME nomenclature, 1972):

oxidoredutases

1t - EC 1.1.1,1 - alecool desidrogenase (ADH);

2 - EC 1.1.1.37 -~ malato desidrogenase {MDH};

3 - EC 1.15.1.1 ~ aup@raxida dismutase (50D);

4 = EC 1.14.1.2 - glutamato desidrogenase (GDH);
5 - EC 1.11.1.7 - peroxidases {(PRX);

3 eletrg
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TABELA 2 - Dados de altura e DAP das origens de E. grandd

tadas 20 norte de Queensiand (Planalto de Athe

P

4 cole-

rton) .

Tratamento Amplitude de altura (m) Amplitude de DAP (cm)
G11 23 - 33 33 - 46
Gl2 9 -~ 32 15 - 100
G13 33 - 4B 6 - g6
Gléb 20 -~ 37 46 - 89
GL5 26 -~ 56 53 - 200
Glo 28 -~  ah 33 - 180
GL7 3a -~ 48 30 - 1240
Gig 33 - 49 51 0~ 470

BAP = Diametro a altura do peito, 2 1,3 m do solo.

TABELA 3 - Dados de tempetatura e precipitagao da estacac meteo~
rologica de Atherton {(Lat. = 17917'S, Lomng. = 145927'E
e Alt., = 752 m).
Meses
Dados Jan,Fev.Mar.Abr.Mai.Jun.Jul,Apgo.Set.Out.Nov.Dez, Média
Maxima dia
. o 8 28 27 25 23 22 22 r% @5 %1 29 3O 26
ria em 9(C
Minima dia
. . 18 18 17 15 i3 11 10 1o 12 13 i L7 14
ria em 9¢
Media men-
sal da Fre ,g4 305 241 109 60 42 30 20 20 24 70 187 -

cipitagao

£m mm
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transferases

§ =~ EC 2,.6.1.,1 - pglutamate oxalo-acetate transaminasg

hidrolases

7 - £EC 3.4.11.1 - leucina aminopeptidase {(LAP):

8 -~ B¢ 3.1.1.1 =~ = @gstevase (= EST);

¢ -~ EC 3.1.1.1 ~ B esterase (58 EST):

10 - EC 3.1.3.1 =~ fosfatase acida (ACPH):

11 -~ EC 3.1.3.2 -~ fesfatase alcalina (AP) e

12 =~ EC desconhecido -~ tetrazolio oxidase (TO}.

Para essa pesquisa foi seguido o metodo d

por diverses autores como SCANDALIOS (1969}, BREWER

(1970), SHAW & PRASAD (1970), AYALA et alii (1972 a e b),
& HUETTEL (1972), STEINER & JOHNSON (1973), LEWONTIN (197

SCANDALIOS (1974), BROWN et alii (Ll975), PHILLIPS & HROWN
SCANDALIOS & SORENSON (1977) e STEINER & JOSLYN (1979).

Aliando~se custo relativamente baixo da P
com atividade do sistema e boa reaolug%m, foram estudados

temas enzimaticos alfa e beta esterase.

4.3 Preparo do gel

0 gel foi preparado com 44,5 g de amido hidr
37,6 wl (1/10 do vo

do tampao litio~borato e 338 ml (9/10 do volume) do tampa

para eletroforese da marca Counaught,

ecitrato,

Os tres ingredientes eram colocados em um fr
po "kitazato" de 1000 ml e apos este ser arvolhado, inic

o cozimento, com uma duragac de aproximadamente 5 min ac

do de constante agitagao, U processo era feito em um bico
sen pequeno e mais ou menos por veolta dos & minutos a mas

nava-se mals consistente. Com a continuacao do processo d

mento a wassa adquiria uma consistencia pelatinocsa, passa

opaca ¢ leitosa a trvanslucida. A partir desse momento a ¢

bico de Bunsen passava a ser vista atvaves do pel. A obs

da chama ainda continvava por cerca de 20 sepundos, quand

¥

suspenso o coximento,

A retirvada das bolibhas de ar era feita durant

auto, usando-se uma trompa de vicuo ligada a torneiva.
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0 preparo dos tampoes usados  seguiu

(1974):

titio~borato pH 8,3

Li0OH 2,4 ¢
23,0 ¢

2,0 1

33B03 anidro
By

griz~citrato

O g.8.p.

p 8,3

12,6 g
Lo - 3 » +
ac. citrico wmonohidracvade ~ 3,0 g

2,0
i, 201

trizma base
0 gq.8.p.

imediatamente apos a retirada das bolhas,
era vertida em uma forma de acrilico de 21,0 ecm x 19,0
1,5 cm (dimensoes externas, de tal maneira que o gel a o
do tinha apreximadamente 18,8 cm x 16,8 mé ® 1,0 em) e

no nivel, em cima da mesa. Apos o esfriamento a superfi

gel # a forma eram envolvidos por plastico para evitar a

gga. No dia seguinte, aproximadamente uma hora antes da
¢ao dos pavios, a forma exa colocada na geéladeira ainda

da pelo plastico.

4.4 Tampao das cubas dos eletrodos

Foram usados, am cada cuba, 390 wml do tamp
tio-borato ewmpregados em duas corvidas apgnas. 0 elagrod

tro das cubas era de aco inoxidavel.

4.5 Preparo e aplicacao dos pavios

A maceragao das plantulas (ELLISON et alii,
com ¢ par de folhas cotiledonares, a plﬁm@la do epicotil
¢otilo @ o sistema radicular pfovavelm&nxé em estadio pr
era feita nos orificios de uma placa de teflon, usando-~sg
ta de solugao aquosa de Z-mercaptoetanol a 0,6 % para e
oxidagao., O volume da gota foi estudado péra embeber con
mente o pavio. A placa de teflon, guardada normalmente n
dor, era colocada em uma bandeja com gelo pars se efetu
ceragav, em temperaturas baixas e assim proteger a ativi

enzimas,

Apos a mamarag&a, em cada orificio, evra col
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pavio {retangulo de 3 x 9 mwm) de papel Whatman n? 3. {ad pavio
era retirado do orificic e passado suavemente em papel éI filtro
para eliminagao de possiveis pedacos de tecidos vegetais|que nao
tinhaw sido perfeitamente macerados e imediatamente colotados am
fendas feitas no gel,

No gel, ainda dentro da forma & parcialmente coberto
pelo plastico, eram feitas 27 fendas em linha paralela a|um dos
lados menores do gel e exatamente a 7,0 cm do mezmo. As fendas
eram f{eitas com um pente de aluminio. Uma faixa de 2,0 o de gel
em cada um dos dois lados menores do mesmo era coberto pgr flane-

la branca (ponte de 20 cm x 17 em) para passagem de corrénte.

A linha de fendas era colocada a 5,0 c¢m da ponte ca~-

todica. A faixa de gel entre a linha de aplicacac dos pay

ponte negativa era chamada de porgao anodica.

Durante o periode de migracic o sistema desq
mantido dentre do refrigevrador. Para @vitér evapgr&géu? s
do o plastico cobrindo o gel & as pontes. Para atenuar o
durante o precesso, eva colocado o

de temperatura do gel,

piente com géle sobre o gel e mantido durante toda a cokd

Partindo~se da ponte catﬁ&iag em direcao a j
dica, a fenda nimero 1 era a da extrema @ﬁquarda, As fend
e 27 receberam cada uwma, pavio embebhido aﬁ hemogeneizado
plantula (1 plantula pava cada pavio) da ﬁapulag&o G15 ad
mo padrao devido 2 existéncia de maior qu@nnidad& de semg
bandas apresentadas pela populacaa p&drﬁo; serviram de zj

para o calculo da mobilidade eletroforetica.

Além dos 3 pavios padroes, em cada gel eram

24 individuos, divididos em & lotes de 6 plantulas cada.

maneira considerando o gel n?¢ 1, as “raias"” de 2 a 7 {(lof
respondiam a 6 individuos da populacao Gé,;aa "raiag" de
(lote 2) a 6 individuos da populagho €12, as "raias" de I
(lote 3) a 6 iudividues da populaczo G18 e as "raias" de
(lote 4) a 6 individuos da populagac G9, de acovdo com a
LA 4.

4.6 Montagem do equipamento de eletroforese

A forma de acrilico com o gel era colocada s
duas cubas de acrilico, conectadas a uma fonte de corrent

nua. Essa conexao era feita por eletrodos existentes na b
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TABELA 4 - Esquema dos lotes de 6 individuos analisados dm cada

um dos 52 geis.

numero

lote 1 iote 2 lote 3 lote 14
do gel
i Gb GL2 G118 G9
2 G5 Gil G117 43
3 (14 410 Gi6 52
4 G G9 G5 51
3 G2 G Gia G521
& Gl G7 G133 Git
7 83 Gh L2 GLlE
5 s2 G5 Gl oy
& 51 G 10 Gl
i0 G20 G3 G9 Gl
11 Gl9 G2 Gy Gl
12 Gis Gl &7 Gl
13 G17 53 Gé Gi
14 Glé 52 Gi Gl
15 Gl5 51 G4 Gl
16 Glé G20 G3 G9
17 G113 G19 G2 G
18 G112 18 Gl G1
19 Gll G1l7 53 Gé&
0 G110 Gl 52 G35
21 oo GL5 51 Gé
22 GB Gl4 G24 G3
23 G7 613 G19 G2
24 Gh6 Gi2 618 Gl
25 G3 GLl Gi7 £3
26 G4 G119 G116 52
27 G3 Go G135 S1
28 G2 G Gl4 G20
29 Gl G7 G113 G1e
g $3 Gh Gid G1B
3 52 G5 Gil GLF
32 31 Gé G1g Gip
33 G20 G3 G9 Gis
34 G193 G2 G8 G146
35 G138 Gl a7 G13
16 GL7 53 Gh G127
37 Gl6 52 GS Gl
38 GLl5 81 Gh Gl
34 Glé& G20 G3 GY
&0 G113 19 G2 GB
41 Gi2 G118 Gl G7
&3 61l G117 §3 G6
&3 G1i0 Cle 52 G5
44 G9 Gl5 51 Gh
45 Gy Gid GO G3
46 G7 G113 $19 G2
47 Gé 612 Gla : )
48 G5 Gil G17 53
49 G G110 Gl4 52
50 G3 G9 G15 51
51 G2 G8 G14 Gy
32 Gl G7 G13 G1p
¢ -~ E. ghandis
- £. saligna




cuba e ligado a um fio de ago imexidavel

perior da que

dentro do tampao da cuba.

A ligagao entre o tampio do eletrodo e o ge
ta por um tecido de flanela (20 ¢m x 17 em) cobrindo 2,0
cada lado do gel. Desta maneira a3 5,0 c¢m do catodo, situ
linha de aplicagao dos pavios e entre as pontes havia um

cia de 15,5 em.

4.7 Corrente eletrica e tempo de migracao

Nos testes preliminares a regulagem era £

30 em 30 winutos. Uma vez scertada s voeltagem, a amperag

E

8,0 cm a partir da linha de aplicacac dos pavios, era at

tempe de duragac do processo, a migracic desejada em

3,5 & 4 horas. O caminhamento desejado era indicade pel

do bhorato.

O processo iniciava-se com miliamperasgen

E

18

ficava

1 era fei

E

om de

va—sgea &

distan-

ita de

moe o
de

ngida em

TENO

i frente

counstante

de 57 mA, passando-~se a voltagem constante quando a mesmh atingla

o valor “"voltagem inicial + 20 I, valor este determinadd

saios preliminares.

4.8 Corte do gel

donGE en-

0 gel de aproximadamente 18,8 cm x 16,8 cm x 1,0 ¢m
era aparado em seus 4 lados, coincidinde um dos ladeos exatamente
com a frente do boratc. Em um dos cantos era feito um covte para
referencia, Em seguida o pedaco de pel central era vretirvado da
forma e colocado em uma armagac de acrilico de altura 1, mm. Pe-
la passagem de um fio tensionado, evam vretiradas -~ um Ze cada
vez - 5 fatias de gel, cada uma delas para ser analisadal em um
determinado sistema enzimatico.

4.9 Revelagao, lavagem e fixacao
Embora tenham sido revelados 4 sistemas, apenas o«

esterase e  esterase apresentaram boam resolugao,

4.9.1 Leucina aminopeptidase {LAV)
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Foi seguida a metodologia de COUTINHO :
Solugao de L leucil B naftilamina HCI
(250 mg,}.o ml HZO) B H & 8 R D E D R F S UL N C TR PR YR EET RS E BN LA | lml
Tampao triz-ac.maleico (24,2 g trizma base + ac. maldico
ate pil = 5,2 + Hy0 qos.p. 1000 ml) ..ovvuennniansenndo. 50 nl
0 pel era imerso durante 15 min @& temperatyra ambi~
ente nesses 51 ml. Em seguida era acrescentado 1 ml da |solucgao
de "fast black K salt” (30 mg/ml). A revelacao era procegsada a
379 ¢, durante o tempo necessario pavra o aparecimento das ban-
das. Em seguida o gel eva lavado em ﬁgua corrente ¢ fixado ua so-
lugdo fixadora (1000 ml de metanol + 1000 mi de H,0 + 204 ml de
acido acetico glacial) indicada poxr STEINER & JOSLYN (1979), du-
rante 30 min,
4.9.2 Alfa esterase (= EST)
Foi seguida a metodologia de STEINER & JOHNSON -
(1973) modificada: 5
50 ml tampaoc Nail PO, . H,0 (15,18 g /500 ml H,0) + tagpao
NaHPO, (26,8 ¢/500 nml H,0) ate pH = 6,6 . .iuevenoonadas 25 ml
HZQ .Om.&ﬂﬂ&.ﬂ‘.!r.ﬂDRD!I.IODﬂﬂDOQ"J"‘?G»&IOG.QIG.QO'.twl« 25 m]‘
solugso de « naftil acetato (1 g em 25 ml de acetona| *
2§ mi de 1‘£20) ..’..G‘Q&H..DQ..@‘%‘*.GQE#N@"BOoﬂBOQDlnﬂtQ ml
alecool N propilico Curmeanbeseseeasscoesseansvasacsodes 2 ml
0 pel ervra imerso nos 532 ml, & temperatura anbiente
durante 15 min. Apos esse tempo eram adicionados 50 mp de  Tfast
blue RR", revelado na estufa a 379 ¢, iava@m ¢ fixado de | wmaneira
usual .
4.9.3 Beta esterase (8 EST}
¥oi usada a mesma metodologia de = EST com j substi=
tuigao de 1 ml de solugado de « naftil acetato por 1 ml de solugdo
de B naftil acetato (1 £/50 ml de acetona).
* COUTINAG, 5, da C. 1981, CENARGEN. EMBRAPA . Hrasilia. Informa
gao pessoal.




4.9.4 Fosfatase aeida (ACPH)

Foi seguida a metodologia de SCANDALIOS (19

0 gel eva inmcubado durante a noite, a tempe:

biente em:

Tampao acetato de pH = 4,0 (410 ml de solucao de Acif
acetico glacial 0,2 M + 90 ml de solugao de acetato
sodio 0,2 M + 500 ml de H,0)

acido « naftil fosfato ......

L A S I O I O I A B

T8 B AW E 2R DN B Y& B A E R K

“fast garnet”

L N A B R N T O O A

sol. aquosa de MpCl, a e % .

4.10 Anilise e interpretacao

Sepuindo a metodologia de AYALA et alii (19
alelos foram numerados de acordo com sua ordem de mobili

relacdao ao anodo (eletrodo positive). 0 alele mais lento

20

p9) .

ratura am

o
i
100
100
100
10 gotas

]

&

@

72 b))
Hade

08

en

. ou se-

ia, aquele que migrou mencs para o anodo foi chamado de hlele 1

2

o seguinte, alelo e assim por diante.

FPara o alelo mais comum que wmipgrou 1.2 cwm,
valor arbitrario de 1,00, Para os denais élaios desse lo
dados valores baseados na sua distancia em velacao ao al
U determinade alelo gque migrou 1,5 om, p&a&@m a ser deos
mo alelo 1,25, iste e, 1,5/1,2 e outro alelo com migraca

0,9 ¢em a alelo 0,75, isto e, 0,9/1,2,

Os resultados sssim interpretados para cada
duo em cada sisteuwa enzimatico foram transcritos pava um

io.

4,11 Estimativa da divergencia populacional

De acorde com NEI (1972) pela eletroforese

estimar a diferenciacgao genética de populacoes pois, em )

dado

foram

Fol
G,
1o 1,00,
ipnado co
de

indivi~

PEOLOCO=

hode-ge

ralores

médios a diferenciacao genética entre proteinas di uma ebtimati-

va do grau de diferenciagao genética entre as populagoes

ras dessas proteinas., As freqllencias génicas da analise de

rios locos, permitem calcular a similaridade genetica (§

distancia genetica (D).

portado~
va-

4 & #




Considerando~se a pﬂpulagﬁa X com o8 alelos Xl’ xz
c+s X s GUE SEgregam ao acaso e a populacao Y com Yi» Yorpe ¥
tambem segregando ac acaso, a probabilidade pormalizada de 2 ale

los, (um de cada populagao) temades ao acaso, serem identficos e

onde

x e ¥, sao as freqléncias do enésimo allelo nas
4

populacees X e Y.

Porém quando se consideram varios locos, a similari~

dade genetica media sera definida por

g I x L. y
Jx o dy
onde
Jx, Jy e Jx . y correspondem as medias Iritméai
cas, en reiaggo a todos os lococs analisados, das gquantidades

Lxn, Zyn e Ixa . yn.
A distancia genética D entre duas populacees sera

3] - 5

- 103@

O valor de P gssim calculado varia de zero adg infini
to. Isto & valide, quando se admite que as substituicgoes de ny-
cleotideos em um gene, ocorrem independen&@man&e uma da oytra 2

que o numerc de substituicoes per loco obedece & distribuicsdo de

Poisson. D pode ser interpretado como sendo o numere medig de
substituigoes de nucleotideos, detectados por elenrofaresj, que
s¢ foram acumulando durante a evolucao, desde o momento et que asg

populacoes se separaram de um ancestral comum.

As freglencias dos alelos estudados sAo utililzadas

para os calculos do coeficiente de similaridade $ e a digtlapcia -

genetica D. Os valores de § proximos de 1,00 revelam pouc dife-
renciagao genatica. Utilizando-se netodologia desenvolvid por
SNEATH & SOKAL (1973) as duas populacoes que apresentsnm menor dig
tancia genetica, isto &, as mais similares, sao celocadas |juntas,

em um grafico (fenograma), formando um aglomerado.




Os caleuwlos foram realizados no Centro de

gao Eletronica da USP, utilizando-se o programa BIO CLUS

a obteugﬁa do fenograma, sendo a aglamgraQQQ obtida, pel

aritmetica simples (UPGHA).

5 RESULTADOS

Nao foi obtido bom grau de resolugaoc para a
mas ADH, MDH, LAP, ACPH, T0, GDH e PRX,

zado das plantulas foi testado para diferentes tampoes,

megme quandoe o h

goes de migracae e coloracac. Tambem nao foi cbtide bom
mento de 500, GOT e AP e destas waneira somente foram ana
« EST ¢ # EST. A causa provavel & que o 2-mercaptostanocl
nzo foi suficiente para proteger as enzimas conpvenienten
outras substanciass precisariam ter sido usadas (KELLEY &

1977 e KUHNS & FRETZ, 1978).

Como mao existem trabalhos feitos com = EST
de £. grandis e E. safigna que pudessem servir de orient

ram determinados 3 possiveis locos em « EST e 3 ewm 8 EST

Na TABELA & encontre-~se a fregliencia dos

0,94, 1,00 e 1,06 do loco ¢ EST~1, assim como o numero (
dividuos analisados em cada populacao, sendo 36 o wmenor,
Gid, G19 e S81. O alelo 0,94 gomente
rectado na populagac Gli (0,285). 4s populagoes G1, €2,

G5, G7, G&, Gl0, 613, Gl6, 618,

alelo 1,00. Ewmbora as populacoces G6, G9, ¢li, G12, Cl4,

e 52 o maior nas GZ,

G20 e 51 apresentaram ap

e G19 apresentem este loco polimorfico, somente a GlLi
tou~o em equilibrio de Hardy~-Weinberg. Na FIGURA 5 & vis
a localizagao das origens e as freqliénciae observadas do

do loco = EST~1L.,

wa TABELA 7 encontva-use a freallencia dos
U,93 e 1,00 do loco « EST-?, assim como o sumers (N} de
duos analisados em cada populagac, sendo 16 o mencr, na

o maloey, wnas G2, G617, Cl8 e §1. As papu%agﬁeg G, Gi, G4
Gh, G/, 10, G611, GLld, 613, GLl4, GI5, G617, 418, Gl9 e S1
taram apenas o alelo 1,00, Embora as populacoes Cl, G8,
G20 e 53 apresentem este loco polimorfico, somente as Gl
G9 apresentam-no em equilibrio de Hardy-Weinberg., Na
& wvisnalizada a localizacac das origens e as freqliencias

das dos alelos do loeco = EST~2.

Dmpula-
{ER para
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B enzi=
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Na TABELA & & apresentada a freqliencia dos alelos
0,95, 1,00 & 1,03 do loco = EST-3, assim como o numero (N} de in=-
dividuos analisados em cada populacgao, sendo 36 o menor,|na G20

GiI7, Gl8 e 81. Embora todas PO

tenham apresentado este loco poliwmbrfice, apenas as G1,

e 5% o malor, nas {2, as
apresentam-no em equilibrie de Hardyv-Weinberg, Na FIGURA
sualizada a localizagac das origens e as freqliencias obsd

dos alelos do loco « EST~3.

A freqliencia dos alelos ¢,94 ¢ 1,00 do loco
assim como o numero (N) de individuos analisados em cada
gao, sende 35 o menor, ma G8 e 53 o maior na 51, sio apre
na TABELA 9. As populagees G3, G4, G5, G, G7, G9, C10,
G135, Gl6, G117, G20, 51 e S3 apresentarvam apenas o alalo |
bora as populagoes GL, G2, G8, Gl1, Gl4, Gi& & G19 apresd

te loco polimorfico, somente as Gl, GZ, G8, 418 & 019

tam-no ew equilibrio de Hardy-Weinberg. Na FIGURA 8 & vidu

a localizagao das corigens e as freqliéncias observadas do
do loco B EST-1.

A freqllencia dos alelos 0,91 e 1,00 do loco
assim como o numero (N} de individuos analissdos ewm cada
¢ao, sendo 35 o menor, na G8 ¢ 53 o maior na 51 estac ap
dos na TABELA 10. As populagoes Gl, G3, Gé&, GoH, GH, G
Gl1, G612, G613, Gl4, G16, G17, G18, 619, G20 e S1 apresent

\

G5,
nas o alelo 1,00, Embora as populacoes G2, €7, Cl5 e $3 4
tem este loco polimorfico, somente asg Gd, Ll3 e 53 apresd
e equilibrio de Hardy-Weinbevyg., Na FIGURA Y & visualiza
calizagao das origeuns e as freqiincins observadas dos ald

loce § EST~2.

Na TABELA 11 encontra-ze a fﬁ@gﬁﬁncia dos
8,92, 1,00 e 1,03 do loco £ ES5T-3, assin como o nimero (M
dividuos analisados em cada populagao, sends 35 o WeNnoY,
populacoes

G1, 62, 63,

lagao (8 e o maior 53 ma S1. Embora todas as
apresentado este loco polimorfice, apenas wus
G7, 68, G9, G110, Gil, G122, G115, 51
equilibrio de Hardy-Weinberg. Na FLGURA 10 &

66, G20 a apresentam~n

visualizada
lizagao das origens e as freqliencias observadas dos alela

co B EST~3,

a YIGURA 3 szo apresentados os padroes elet

ticos de = ES5T e na FIGURA 4 ps da £ EST,

it

hulacoes
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Na TABELA 12 @ apresentada a relacaoc das po
polimorficas e monomorficas, Considerando tedas as popul
de  locos

E&ET-3
de

lisadas de €. ghandié a maior proporgao pol
£

(0,15} no B E8T-2. For outro lado, as populagoes

(1,00) fol encontrads nos locos =« EST~3 e e

£
com maior proporgao de locos polimorficos (0,66) foram
G8, G%, G11 e Gi9 e as com menor {(0,33) foraw 63, G4, G5

G13. Considerando-se L. saligna, a populagao australiana

tou preporcao de locos de esterase, polimorficos, muitb

{0,33) do que a da populacao brasileira (0,83},

Na TABELA 13 & apresentada a hetervozigosida
per loco e por populagao. A maior média fol observada
+
® EET~3 (0,788 ~ 0,042) & a menor no leco { EST-2 (0,017
Na TABELA 14 e apresentada a heterozigosida

por populacao. A maior heterozigosidade foi encontrada n
¢do 611 (0,456 > 0,152) e a menor na 51 (0,041 & 0,031).
lacoes do planalto de Atherton (G11, GlZ,EGlﬁg Glé, G135
G17 e G18) apresentam uma heterozigosidade media de 0,26
so que as populagoes do sul (G, G2, G3, G4, G5, G6, G7,

apresentam~na com valer de 0,229,

A TABELA 15 apresenta os coeficientes de
pepetica (acima da diagonal) e de similaridade penetica
da diasonal) segundo NET (1972). Gatﬁjamddw@m o dados d
cia pzeunetica entre as diversas populagdes australianas
ghanais, verifica~se que a média de distianpcia entre

0,035,

4%
do plaralte de Atheviton {de Cl1 a G18) & de entre
a C9) de 00,0079

e as do sul, de 0,026, A distancia genetica

geng sulinas {(de G1 @ 48 origens

entre

sntre a p

& e de

bragileiva G20

sulinas de 00,0104,

¢ as origens do planalto de Atherton

as orisens

A FIGURA 11 apresenta o fenograwma das 20 7

de [. grandis e das 2 de E. saligna.

£ DISCUSSAD

Foram encontrados alelos com f{reqliencias

xas {(da ordem de 1/200), sendo considerados alelos rarvros

prezados para ¢ presente calculo populacicnal., Ucorreram

an

24 -
bulagoes

Bcoes ana
imarficos
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TABELA 5 - Freqléncia alélica do loco = EST-1 {esterase) com os

3 alelos estudasdos,.

aielos
Populagoes N 0,9 1,00 1,06

Gl 48 0,000 1,860 0,000
G2 52 3,000 1,000 6,000
G3 46 0,000 1,080 ¢,000
G4 48 0,000 1,000 0,060
G5 47 0,000 1,000 0,800
G6 51 0,000 0,971 0,029
G7 41 0,000 1,000 6,000
G8 &7 (3,000 1,000 0,000
G 51 G,000 0,931 0,069
Giu 46 0,000 1,000 0,000
Gl1 5% 0,245 0,745 0,020
Gl2 48 0,000 0,990 0,080
i3 30 4,000 1,000 4,000
14 &8 0, GO0 g,%79 G,021
G113 &7 $,000 B, d6H G032
GLO 45 0,000 1,000 0,000
G17 52 0,000 G,990 0,010
Gi8 52 0,000 1,000 G,000
G19 46 0,000 0,913 4,087
G20 36 0,000 1,000 0,000
51 52 0,000 1,000 0,000
53 42 0,000 0,917 0,083

N - Himero de individuos

G -~ E. gaandis

8§ = &. aaligna




TABELA 6 ~ Fregqliencia alelica do loco « E§T~2 (esterase)

2 alelos estudados.

ateios
Populacoes N 0,93 1,40
G1 48 0,021 0,979
G2 52 0,000 1,000
G3 46 0,000 1,000
G4 48 0,000 1,000
G5 47 0,000 1,000
G6 51 0,000 1,000
G7 41 0,000 1,000
G8 47 0,022 0,978
G9 51 0,020 0,980
610 46 0,000 1,000
G1l1 51 0,000 1,000
G12 48 0,000 1,000
G13 50 0,000 1,000
Gl 48 0,000 1,000
G15 47 0,000 1,000
G16 48 0,010 0,990
G17 52 0,000 1,000
G138 52 0,000 1,000
G19 46 0,000 1,000
G20 36 0,069 0,931
81 52 0,000 1,000
53 42 0,214 0,786

G

5

- Humereo de individuos

e

e

t£.

£

qrandis

saligna

- 26
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TABELA 7 ~ Freqilencia alélieca do loco = EST-3 (estevase)

3 alelos estudados.

~ 27

eom an

alelos
Populacoes N 0,98 1,00 1,03

¢1 48 0,281 0,625 0,094
G2 52 0,442 0,529 0,029
¢3 46 0,467 0,533 0,000
Gé 48 0,520 0,480 0,000
G5 47 0,447 0,542 0,011
o 51 0,451 0,529 0,020
c7 41 0,488 0,512 0,000
68 47 0,424 0,554 0,022
69 51 0,206 0,510 0,284
¢10 46 0,630 0,315 0,055
¢11 51 6,500 0,461 0,039
G12 48 0,458 0,542 0,000
G13 50 0,469 0,531 0,000
Gl4 48 0,531 0,469 0,000
¢15 47 0,266 0,702 0,032
616 48 0,490 0,490 0,020
G17 52 0,490 0,471 0,039
618 52 0,528 0,385 0,087
G19 46 0,489 0,511 0,000
620 36 0,375 0,472 0,153
51 52 0,837 0,154 0,009
53 42 0,477 0,345 0,178

B =~ Humero de individuos

G -~ £, granddis

$ - E. saligna

UNICAMP

BIBLIOTECA C(ENTRAL




TASELA 8 = Freqleéncia alélica do loco £ EST-1 (esterase)| com os

2 alelos estudados.

alelos
Populagoes N 0,94 1,00
61 b2 0,012 0,988
G2 48 0,010 9,990
3 46 0,000 1,000
Gh 44 0,000 ' 1,000
5 41 0,000 1,000
CH 42 0,000 | 1,000
67 36 0,000 | 1,000
G8 35 0,057 0,943
¢9 47 0,000 1,000
G10 47 G,000 : 1,000
Gil 43 0,605 | a,395
612 42 0,000 § 1,060
G13 36 0,000 : 1,000
Ci4 41 0,024 | 0,976
615 47 4,000 | 1,000
Glb 46 0,000 | 1,000
c17 37 0,000 | 1,000
G18 40 0,012 | 0,988
619 48 6,021 | 0,979
G20 36 0,000 f 1,000
81 53 0,000 ? 1,000
3 30 0,000 | 1,000
K ~ Numero de indiviéuaﬁ

G -~ E£. grandds

5 =~ E. saldgna

wngm



TABELA 9 - Freqilencia al&lica do loco 8 EST-2 (esterase)

2 alelos estudados.

alelos
?opulag&a& hi 0,91 1,00
Gl 42 0,000 1,060
G2 48 0,010 0,990
G3 b6 0,000 1,600
G 44 0,000 1,000
G5 41 3,000 1,000
Go 42 4,000 1,000
G7 3b G,0L4 0,986
G8 35 0,000 1,000
cY 47 4,000 1,000
G10 47 g, 0040 1,060
Gll &3 0,000 1,000
Gia 42 0,000 1,000
G13 36 0,000 1,440
Glé 41 0,000 1,000
G153 47 u,011 0,989
Glé 46 G,000 1,004
G117 37 3,000 1,000
c18 40 0,000 1,000
G19 48 0,000 1,000
G20 36 G, G00 1,000
51 53 0,000 1,000
53 30 0,150 0,830

Numero de individuos

£, grandds

k.

safigna

N &+ B

Ol Ga




TABELA 10 -~ Freqgliencia alélica do loco B EST~3 (esterase

3 alelos estudados.

- 30 -

b ocom os

alelos
Populacoes N 0,92 1,06 1,03
c1 42 0,119 0,833 0,048
c2 48 0,219 0,750 0,031
3 46 0,442 0,558 8,000
Gh b 6,295 0,693 0,012
G5 41 0,341 0,659 0,000
66 42 0,275 0,700 0,025
67 6 0,222 0,778 0,000
G8 35 0,243 0,757 0,000
¢9 47 0,383 0,606 0,011
610 47 0,596 0,404 0,000
611 43 0,570 0,407 0,023
612 42 0,405 0,583 0,012
613 36 0,444 0,542 0,014
Cl4 41 0,573 0,427 0,000
c15 47 0,138 0,734 0,128
¢16 46 0,426 0,574 0,000
c17 37 0,342 0,618 0,040
€18 41 0,564 0,333 0,103
G19 48 0,250 0,687 0,063
G20 16 0,319 0,528 0,153
51 53 0,972 0,024 0,000
§3 30 6,417 0,517 0,066

N

G

&

oy

-

Numero de
E. granddis

£, saldlgna

individuos




TABELA 11 - Relagao das populacgoes analisadas guanto ao j

fismo,

LSTERASES

= 31

glimor=

Populagoes = EST-1 « EST-2 « EST-3 § £§7~1 8 EST-2 @ EST<3 Midia
Gl M P P P o P 0,66
2 M M i P P P 0,66
3 M M 4 M M P .33
Gh M M p M M P 8,33
G5 M M P M M 0,33
Gé | M P M 3,50
G7 M M P P 0,50
Gé M P P 4 P 0,66
69 4 |3 P M P 4,66
G140 M M P M M P 0,33
11 B M |4 P M P 0,68
G12 P M P M M P 0,50
G13 M P M 4 P 0,33
614 M P P M P 0,66
G15 P M p M p p 4,66
Ci6 M P P M M 2 0,50
G17 2 m P M M P 0,50
G1s M P P M P 0,50
Gla M i ¥ M P 3,68
G20 M P p M M P 3,50
51 M M M 3 0,33
53 P P P P 0,83

Media 0,40 0,25 1,00 G,35 0,15 1,00

G ~ £, granddis
8 -~ £, saddgna
M - Loco wonomorfico (fregliencia do alﬁlaémaiﬁ comum maipr do

- Loco polimorfico (fregliéncia do

aque 99 I},
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TABELA 13 ~ Heterozigosidade media total ~ 1 erro padrad

pulagao.

Populacao

Hetarozipgosidade

Gl
G2
G3
G4
G5
Gé
G7

0,180
0,2%4
0,243
0,262
0,234
0,207
9,216
0,243
0,237
0,136
0,456
0,224
g, 305
0,297
0,167
0,272
0,211
0,205
0,212
0,245
0,041
0,447

P b ik E B 14 b Ll i bR BE (R i 4 1 b iR M i fF i b

6,118
0,154

0,162

0,171
0,158
0,136

0,146
0,142
0,127
0,086
0,152
0,140
0,193
0,182
0,093
0,174
0,133
0,134

0,132
4,136

0,031
0,182
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alguns casos de alelo nulo, tendo sido desprezados os in
portaderes dos mesmos, O pumero de individuos analisados
pulagac navia side fixado em 50, porem, como alguns loco
sentaram problemas de leitura, surgivam casos como a ana
apenas 36 individuos da populacao G20. For outre lado a
cao S1 teve os locos & EST~1, B ES8T-2 e # EST~) analisad
individuos.

O estudo do polimorfismo s0 em esterases
grand{s nao permitiu & distincao das populagoes pesquisa
KUHNS & FRETZ (1978) estudam a distincao de cultivares d
gtilizando~se da proteina total e de mais 6 sistemas. Os
res do coeficiente de similaridade mostram-se uteis para
pamento de cultivares, mas nao para a distincao de culti
muito proximos., Se e possivel o estudo de cultivares de
cujas diferencas penéticas sac minimas, com varios siste
maiticos seria possivel a distingao das populagoes de E.
{com diferencas geneticas provavelmente bem maiores), pr
mente a distingao das populagoes iseladas do planalto de
Atherton, pois as origens sulinas, fazendo parte de uma
ccorrencia continua, spresentar-se-iam com diferencas be

rYes.

A8 esCRTABEE MOSLTAWM~88 COWM uma r&sm&mggo m
apresentando~se monomericos (HARRIS & HOPKINSON, 19763 o

velia locos estudados.

E. grandis e £, safllana  pertencem a0 8Bu
Symphyomyrihus e como tal cruzam~se entre si e com outy
cies do mesmo taxon come L. camaldulensis pen., £. JLexe
Sm. e L. urophyldla §. T. Bla. (PRYOR & JOUNSON, 1971 e

1976). Como conseqidencia do cruzamento das especies int

. w s B ek . R o #
no inicio do seculo, e esperada uma hibridacgao nas po

originadas dessas introducoes. Essa e uma razao que for
cil o relacionamente genetico da populacgac G20 cow as or
tudadas. Outra razao dessa dificuldade & o desconhecimen

- - s ks -« # e :
das origens introduzidas no inlcio do seculo, embora

{1977) se refira a latitude de 349. E também desconhecidp
ro efetive populacional (Ne),
*OOAVALCANTE, G, 19l FEPASA, Rie Claro (S.FP.). Iinfo
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0 problema do numero efetive populacional
tambem quando se analisa as pnpulagéea estudadas neste
visto gque quando o tamanho efetivo ndo & representativo
populacan, a mesma nao estaria sendo estudada convenient
As evidencias disponiveis sugerem gque o geners Fucalypld
cipalmente alépamo e, portanto, a progenie de uma deter
vore seria o Tesultado da combinacao do waterial zendtig
versas arvores. Entretanto os tratamentos G4, G, GB e
um com sementes de apenas duas arvores (0 para citar os

mos) ~ pao estariam sendo convenientemente amostrados.

Os coeficientes de distancia genética possi

riam comparar a distancia emtre as populagoes do plapy
Atherton - de Gl1 2 G18 (0,0243) e as populacdes sulinasg
a G9 {(0,0109). Outra possibilidade seria a aamparaggc da
¢ao brasileira G20 com os dois grupos australianos. Pord
renca observada de 0,0134 nao permite diﬁﬁinguir um grug
Ero e new sugerir a origem dos plantios ﬁ@ Companhia Pauy

Estradas de Ferro. Tais fatos sao sugeridos pela observa

:

fenograma, Por outro lado, sabendo-se que somente no
area de ocorrencia e que E. grandis apresenta caracteri
notipicas distintas de £. saldgna, tal fato sugere gue
cao de Navarro de Andrade foi da regigm sulina.

ra) e 51 (0,083) e a distancia entre G20 (semente brasil

pop

mals

as populacoes do planalto de Atherton {3,0243) e as
sulinas (0,0109) sugeve que a 53 se afastou wuito

propria especie do que a G20 de &, g&aﬁdéét Tal fato & o
do também pelo fenograma cobtido. £ prmvév%i inclusive g
ra todas as especies do subgenero se cruzem, £, salign
maior facilidade de cruzamento. Analisando-se a variaca
ca pela heterosigosidade apresentada pelos tratamentos o
observa~-se que realmente a papulag§w braﬁiimir& 53 apres
valor (0,447) muito superior ao de 51 (0,041}, ao passo
pulacao brasileira G20 apresenta um valor {0,245} que na

dos valores das papulag@eﬁ australianas de F. grandis.,
Cotejando~se os dados de distancia genetica
as diversas populagoes australianas de E. grandis, verif

que a media de distancia entre as origens do planalto de

(de G11 a G18) e de 0,035 ~ a nao consideracio da popula

conduz a media 0,012, entre as origens sulinas (de Gl a
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0,0079 ¢ entre os dols grupos acima citades 0,026, Esses
gugerem fque o isolamento das pnpulag&es de planalte, for
distancia geneética entre elas, maior do que a distancia

entre as populagoes do sul.

Comparando~se a media da heterozigosidade d
lagges do planalto com as do sul, verifica-se que a do
(0,267) & ligeiramente maior do que a da &vea sulina (0,
essa diferenca tivesse side maior, poderia ser sugerida
do

tencia de maior vari&gﬁm senetica em [. ahandds pla

neste caso, bhaseando-~se em VAVILOV (19@9{§0) podaria tamf

sugerido gue a ocorrencia de £. grand{s no planalte ser

antiga do que na regiao sul, iado de encontro com & idet

&6

dados
pow uma

penetica

hs popu~—
slanalto
p28)Y. Se
no oexig~
nalto e
&m  ser
Ea malis

a8 do an-~-

cegstral comum. Ao caminhar para o sul, esde ancestral cofum te-
ria encontrado pressic de selegae suficiente para sofrer| diver-
sencia e selecao, isto &, selacac digwuptiway sendo entap fixa-
das as especies £, grandds e L. salina, |

A origem Gl1 € aquela Situ&dé wpais a0 neritel no bi-
mite da area de ocorrencia natural da espacie. Provavelmpnte as
condigoes edafo-climaticas do nicho &amlaiiam iocal { & de
Mareeha), determinaram frequencias ben diferentes de o EBT~1 e £

EsT~1 { o alelo 0,94 de oo EST-1 foi apenas encontrado na

cao G11).
De gqualquer maneira as diferencas entre as

goes sao pequenas, fato este que sugere uma especiacgao

para as duas especies. A propria analise do feuograma

distinguir 3 grupos apenas:

1~ populacao G11
2- populagao S1 _
3- todas as 20 outras populagdes, cujas

cas entre si saoc muito pequenas para serem considevadas,

Quando as populagoes sao analisadas quanto
morfismo, observa-se menor valor nas popuﬁﬁ@gas G3, G4,
Gl3 e 51, aoc passo gque o malor valor e encountrado na pop
53. As populacees do sul apresentanm m%&iaé&e Aoeos pol
cos de 0,48 ao passo gue as do planalto, @%dia de 0,54,

ga esta pequena demals para permitir qualduer especulaca

Sugere-se a implantacao de uma experimenta

campoe Ccom o8 mesmos tratamentos.
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opula-
recente

permite

diferen~

g0 poli-
FS, GLO,
lagan -
imorfi-

difoven

iy




conCcLusiEs

No estude das esterases de £. granddis fora

dos alelos raros, os quais foram desprezados para o pres

culo populacional. Foram tambem encontrades alguns aleld
- he e " i T A "
sendao entao ¢s individuos desprezadon.
¢ estudo apenas de @ e i esterase nac pern

o o M e N - . b . " ¥
identificagao das ovigens de b, agfanddd. Fara atingir e
ha que se estudar vATIOS sislemas enziciticos, nao 56 es
tas mas sriscipalsente on planmtas adultas, visando 4 nat

. . M- . o 1y . P T 1, AP . - L ¥ .
cac do andividuo, Fela analise Jdo fenoorama v possivel d
os prupos Gll, 81 e o conjunte de fodos os cutvos tratar

distintas, porem as diferencas pequenas entre as pooulad

rem uma especiagao veceunte, B recomendado o estudo da va

@

+

nética das caracteristicas silviculturais, tentando post

»

te relaciona~las com estudos enzimaricos.

Devido ao ecruzamento do £. ghandis introdu

I3 L o - e i L " e ]
tnteio do seculo, @ difi1eil efetuar comparacees e tirar

- E * . » - b
sees. Uutro fato que torna mais dificil essa tarefa e o

cimento do nunmero efetivo populacional guer daquels intd

quer das populagoeoes agora estudadas. Mesno assizm as dist
£

. ogqrandds (semente nani

neticas afastamento maiovy do E. 4afiigna {semd

nal)

gugerem

do

u

do que o E onal} de seus

vos tratamentos austvralianos. B possivel que tal fato sge¢

a uma facilidade maior de cruzamento do £, safdigna.

Outva sugestao dos dados e que a distancia
entre as populagoes de E. arxandds do planalto de Atherte

do que entre as populagoes da area de occorvencia sulina

47
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Alfa esterase e beta estervase foram estud

"arelha de onga' de 20 populacoes

E. sald

b

nlantulas no estadio

granddis (19 australianas e 1| brasileira) e 2 de

@

australiana e 1 brasileira) em gel de amido.

Fol testado o sstudo de 11 sistemas enzimi

ra a determinagao das diferencas peneticas dos 22 trata

Inicialmente foram escolhidos como os de melhor resolug

cina aminepeptidase, alfs esterase, beta esterase e

acida. Porem pela perfeicao da resolucao obtida, so for
o r ¥ - » o .
das as frequencias de J vpossivels locos de sifa esteras

beta esterase, os quais forneceram informagoes suficien

nas para a ldentificagao da populacao G1l, da 81 & de u

formado por todas as ocutras populacoes., As difevrengas p

entre as populagnas BUugeraem umhs éi}?kfé’i(:):&{;é’i() recente.

Us dados sugerem que a populacao brasileir

safigna se afastou mais da especie tipo do que U. grand

1

tipo). Una das possiveis

especie causasg seria a maior

de de cruzamento dentro do subgenero.

O isolamento das populacoes do planalto de

determinou distancias geneticas entre si maiores do que

cia entre as populagoes do planalto e as do sul. As dis
entre as populagoes estudadas e situadas aoc sul do plan

vam bewm menores, Das populacoes do planalto destaca-se

darceba com frequencia de alelos bem digtinta.

48
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9 SUMMARY

Alfa esterase and hetn estorase wera atudied in

eadlings (before the emerpency of the fivst nomopnyllous leaves

e

and possessing only the palr of cotyledonary leaves) o 200 L,
Jhardas populations {19 from Australia and 1 frem Brasil) and 2
. osatcgra (1 from Australia and & from #rasil), ws iy the

»

horizontal electrophoresis technique in Connaupht starcl wel,

Eleven enzymatic systems were ftested to determine
the genetic differences among the 22 populations. Leuvcine amine-
peptidase, alfa esterase, beta esterase and acid phosphdtase had
veasonable pood rvesolution. Because the perfection of the
resolution, only the frequency of 3 possible alfa esterase loci
and 3 possible beta esterase loci were studied which gave net
sufficient information to permit a praper identificatilon of
different peopulations. It was possible to identify the populatiom

G1l, from the 51 and frow a group formed by the other populations

The snmall diffetences among the populations suggast a .recent

speciation.

The data sugpest that the Brasilian populaltion of

E. saldigna is genevically more distant from the tipical species

thaa . grandis from its species, The possible reason ils that
E. safigna cross more easily with the other species of the

BUubDLengs .,

The isolation of the populations at the Atherton
table~-land determined genetic distances anong bthem preater than
the distance between the Atherton populations and the sputhern
ones. The distance among the southern populations were smaller.

The population of MMareeba presented a distinect allele frequency.,
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