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ESTRUTURA GENETICA DE
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. ~ APOCYNACEAE
(PEROBA ROSA) EM UMA FLORESTA ESTACIONAL
SEMIDECIDUAL NO ESTADO DE SAO PAULO

Autora: Helena Maria Maltez
Orientador: Prof. Dr. Paulo Y. Kageyama

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o estudo da estrutura genética de duas populagdes naturais (P,
¢ P;) de uma espécie arborea emergente, Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (peroba rosa), em uma
floresta estacional semidecidual no interior do Estado de Sdo Paulo. As duas populagdes foram
amostradas na Estagdo Ecologica dos Caectetus, localizada nos Municipios de Gilia e Alvinlindia, de
2.179 ha, administrada pelo Instituto Florestal.

Nas duas populagOes analisadas, distantes aproximadamente 3,5 km uma da outra, foram
amostrados 63 e 53 individuos, respectivamente. A area ocupada por estes individuos ¢ de cerca de 8 ha
em ambas as populagdes, resultando em densidades de 7,9 ¢ 6,6 individuos/ha. A distribuicio dos
individuos, estimada pelo método do vizinho mais proximo, de CLARK e EVANS (1954), foi agregada
para Py e aleat6ria para P,. Foram discutidas as implicagdes desses padrdes de estrutura populacional,

assim como da distribuicdo diamétrica dos individuos, sobre a estrutura genética dessas populagdes.

A caracterizagdo genética foi realizada através de marcadores alozimicos, revelados a partir de
eletroforese em gel de amido (penetrose). Foram utilizados 7 sistemas enzimaticos {LAP, PGI, MDH,
PER, 6-PGDH e SKDH), totalizando 8 locos, para os individuos adultos; e 5 sistemas enzimaticos
(LAP, PGIL, MDH, PER e PGM), totalizando 6 locos, para os individuos jovens.

Para as populagdes de individuos adultos, foram estimadas as diversidades genéticas entre ¢
dentro das populagdes, o fluxo génico, a adequacio das frequéncias genotipicas ao Equilibrio de Hardy-

Weinberg, os indices de fixagio de Wright e feita a analise da distribui¢do espacial dos genotipos dentro
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das populagdes. Estas mesmas estimativas, com excegiio do fluxo génico, foram obtidas para uma
amostra de individuos jovens da Populagio 1 de adultos.
Alta diversidade genética foi encontrada para adultos e jovens. Para as populagdes de individuos

adultos os resultados foram (primeiro valor = P, / segundo valor = P,): heterozigosidade esperada (H,)
= (,237/0,239; heterozigosidade observada (ﬁo) = (,243/0,270; porcentagem de locos polimorficos

(0,95) (P) = 50,0%/50,0%, ¢ o nimero médio de alelos por loco (4)=2,00/1,88. O resultado para a
amostra de individuos jovens foi: ﬁe =0,242; ﬁo =0,321; P =50,0% e A= 1,67.

As populagdes de individuos adultos apresentaram, respectivamente, 2 e 3 locos com desvio em
relagdo as expectativas do Equilibrio de Hardy-Weinberg, enquanto que para a amostra de individuos
jovens, todos os locos diferiram significativamente das expectativas do equilibrio, no sentido de um
excesso de heterozigotos com F= «0,326. Maior excesso de heterozigotos foi encontrado nos
individuos jovens do que nos adultos, indicando que o sistema de cruzamento nido explica por si s6 o
padrio encontrado, havendo atuagio de outras forgas evolutivas. As estimativas das taxas de
fertilizagio cruzada aparente (7, ), obtidas a partir do indice de fixagdo, foram de 0,82 para P; ¢ 0,90

para P, sugerindo tratar-se de uma espécie preferencialmente alégama.

A maior parte da diversidade foi encontrada dentro das populagdes (£, = 0,061, G, = 0,060).

O fluxo génico encontrado ( Nm = 0,98) revelou-se amplo o suficiente para ndo permitir a divergéncia

entre elas, mas ndo ¢ tio intenso a ponto de torni-las semelhantes.

O estudo da estrutura genética espacial foi feito através de analise de autocorrelagio espacial,
utilizando-se o indice I de Moran. Os resultados sugerem uma distribuicio espacizl aleatéria dos

genotipos, tanto para as populagdes de individuos adultos, quanto para a amostra de individuos jovens.

Os resultados encontrados para os pardmetros de estrutura populacional e genéticos indicam que
a peroba rosa (Aspidosperma polyneuron) € uma espécie que apresenta grande potencial para uso sob

manejo sustentado.

Sdo apontados novos estudos a serem desenvolvidos com base nos resultados obtidos.



GENETIC STRUCTURE OF
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. - APOCYNACEAE
IN A TROPICAL FOREST OF THE STATE OF SAO PAULO

Author: Helena Maria Maltez
Adviser: Prof. Dr. Paulo Y. Kageyama

SUMMARY

Two populations (P, and P,) of an emergent tropical tree, Aspidosperma polyneuron Muell,
Arg., were surveyed in a tropical forest in the State of Sdo Paulo Sate with the objective of studying its
genetic structure. Field work was conducted at the Caetetus Ecological Station, a 2.179 ha facility
managed by the State of Sdo Paulo’s Forest Institute, located in Gélia and Alvinlindia counties.

The distance between the two populations is 3,5 km. The sample size was 63 and 53 trees for P,
and P, respectively. They occupied an 8 ha area each, resulting in a density of 7,9 and 6,6 trees/ha. The
patterns of the spatial distribution were aggregate for P; and random for P, according to nearest
neighbor method of CLARK and EVANS (1954). The genetic structure implications of those structural

parameters and the diametrical distribution were discussed.

The genetic characterization was performed using allozymic markers, revealed from starch gel
electrophoresis (penetrose). Seven enzymatic systems (LAP, PGI, MDH, PER, 6-PGDH e SKDH),
resulting in 8 genetic loci, were used to study adult populations. Five enzymatic systems (LAP, PG,
MDH, PER, 6-PGDH e SKDH), resulting in 6 genetic loci, were used to study young individuals.

Genetic variability and its distribution within and between populations, deviates from Hardy-
Weinberg equilibrium, Wright’s F-statistics, gene flow and spatial genetic structure analysis were
obtained for the two populations. All the parameters, with exception of gene flow, were estimated for a
young individual sample plotted in the P, population.

Both adult populations and young sample showed a high level of genetic diversity. The results
for adult trees were (first value = P, / second value = P;): expected heterozigosity ( &, ) = 0,237/0,239;
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observed heterozigosity (ﬁo) = 0,243/0,270; percentage of polymorphic loci (ﬁ) = 50,0%/50,0% and
mean number of alleles per locus (21) = 2,00/1,88. The results for the young individual sample, were:
B, =0242; H, =0321; P =50,0% and 4 = 1,67.

Adult populations presented two and three loci, respectively, in Hardy-Weinberg equilibrium and
for young individual sample all loci deviates significantly from the equilibrium expectations. An excess
of heterozigous genotypes was detected for the last category (F =-0,326). The excess of heterozigous
genotypes was higher for young individuals than for adults, indicating the occurrence of additional
events involved in the mating system. The mean apparent outcrossing rate (7,) estimated from the
inbreeding coefficient was 0,82 for P, and 0,90 for P,, suggesting that A. polyneuron is a cross-
fertilizing species.

Most of the genetic variation was found within populations (£, = 0,061, Gy = 0,060). The

gene flow between populations (Nm = 0,98) is sufficiently high to prevent the genetic differentiation,
but is not sufficient to make them identical.

The spatial genetic structure was characterized through spacial autocorrelation analysis using
Moran’s index (I). The results showed a random spatial distribution of genotypes for both adult
populations and young individual sample.

The results obtained for the structural and genetic parameters of the studied populations

indicates that Aspidosperma polyneuron is a potential species to be used under sustainable management.

Research needs are indicated.

xvi



CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

1. APRESENTACAO

A Mata Atlantica, que originalmente ocupava uma area de 108.500.000 ha, abrangendo 16
Estados Brasileiros, apresenta hoje somente 8,8% de sua area original (9.564.100 ha). O Estado de Sio
Paulo, por sua vez, que apresentava no inicio do século XIX uma cobertura florestal em tomo de
16.175.000 ha, apresentava em 1992 somente 4.320.760 ha (FUNDAGCAO SOS MATA ATLANTICA,
1992), ou 7,16% de sua area original (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA e INPE, 1993).
Somente entre 1985 e 1990, houve um desmatamento de 3,44% (61.720 ha) em relagio a cobertura

florestal existente em 1983.

Da area remanescente no Estado de Sado Paulo, 3.440.800 ha apresentam-se sob a forma de
floresta continua, localizada na encosta atlantica ao sudeste do Estado e formada basicamente por
floresta pluvial, enquanto que, no interior do Estado, a floresta ocupa aproximadamente 876.000 ha
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 1992). Nesta regido, a intensa ocupagdo do solo para a
agropecuaria foi responsavel pela dimmuigdo drastica da cobertura florestal, que hoje se encontra
confinada a pequenos fragmentos em propriedades particulares, sujeitos a todo tipo de perturbagio, e a
alguns poucos fragmentos grandes sob tutela do Estado, que ainda sio capazes de manter intactas as
condigbes ecologicas originais. Segundo os dados obtidos pela FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA e INPE (1993), no periodo entre 1985 e 1990, 55,80% da area total desmatada no

Estado de Sao Paulo ocorreu no interior do Estado.

Varios estudos floristicos e fitossociolégicos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos na
floresta do interior do Estado de Sdo Paulo, conhecida como floresta estacional semidecidual (IBGE,
1991) em fragmentos de diversos tamanhos (NOGUEIRA, 1976; CAVASSAN et al, 1984;
CATHARINO, 1989; PAGANO e LEITAO FILHO, 1987, MORELLATO, 1991, entre outros). Tais
estudos tém evidenciado uma riqueza floristica maior do que se supunha nessas florestas residuais, com
um nimero de espécies arboreas e arbustivas variando de 130, como na mata de Santa Genebra
(Campinas), de 251,8 ha (MORELLATO, 1991) a 201, como em uma floresta de 230 ha em Rio Claro
(PAGANO e LEITAO FILHO, 1987).



Entretanto, muito pouco se conhece sobre a estrutura genética das espécies ai existentes, ou
seja, a variabilidade gencética entre e dentro de suas populagdes. BRUNE (1975) destaca que grande
parte da diversidade genética, principalmente das florestas do interior do Estado, pode ter sido extinta
sem sequer ter sido estudada. Este estudo ¢ fundamental, pois perdas de variabilidade genética podem
levar & redugdo da habilidade de populagdes se adaptarem a mudangas no ambiente (FISHER, 1958 ¢
BEARDMORE, 1983). Por outro lado, o manejo de populagdes naturais, concomitante com a
conservagdo dos recursos genéticos, exige o conhecimento de como a variabilidade est distribuida nas
populagdes e quais as caracteristicas do ambiente ou das espécies que influenciam essa distribuicio
(HAMRICK, 1983). Assim, a conservacio e o manejo de espécies arboreas tropicais exigem que sejam
mantidas nio somente a estrutura demografica das populagdes, 0 que é essencial, mas também niveis
adequados de variabilidade genética nos individuos reprodutivos, para que haja possibilidade de geragio
de recombinantes nas geragdes posteriores. Isto ¢ fundamental para a manutengio da integridade

genética e demografica das espécies, ¢ a perpetuagio desse recurso a longo prazo.

Nio ¢ possivel, a principio, analisar a estrutura genética de todas as espécies arboreas existentes
na floresta estacional semidecidual. Pode-se tentar, entretanto, conforme propoe KAGEYAMA e
GANDARA (1993), estabelecer alguns modelos para espécies que apresentem as mesmas
caracteristicas de historia vital, mesmo tipo de estrutura demografica e tipo de comportamento mediante
perturbagio. HAMRICK (1983) destaca que estas caracteristicas podem determinar diversos padrdes
de estrutura genética. Consequentemente, deverdo ser diferentes as estratégias para a conservagio da
variabilidade genética de espécies com caracteristica de historia vital diferentes. Poderiamos especular,
por exemplo, que as espécies Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (peroba rosa), Astronium
graveolens Jacq. (aroeira), Cariniana estrellensis (Raddi) O. Kuntze (jequitiba branco), C. legalis
(Mart.) O. Kuntze (jequitiba vermetho), Gallesia gorazema (Vell.) Moq. (pau d’alho), Myrocarpus
frondosus Fr. All (cabreava-parda), que compde o dossel ou participam do estrato emergente de
florestas estacionais semideciduais, sio secundirias tardias (CARVALHO, 1994), apresentam
polinizagiio por pequenos insetos e dispersio de sementes pelo vento, além de ndo apresentarem
dorméncia de sementes, devido possuirem estas caracteristicas em comum, possam apresentar padrdes
de distribuigdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes semelhantes, o que deve ser

investigado.



Visando avaliar a aplicabilidade de tal modelo, foi eleita a espécie Aspidosperma polyneuron
Muell. Arg. (peroba rosa) que, devido ao seu elevado valor comercial, sofreu intensa exploragio
seletiva, sem qualquer critério para o seu manejo e conservagio. Esta exploragio tradicional, feita sem
reposigido ou conservagio adequadas, pode ter ocasionado a diminuigdo da variabilidade genética entre
¢ dentro de suas populagdes. Por outro lado, A. polyneuron tem ndo s6 importincia econdmica, mas
também uma grande importancia ecologica. Devido ao seu porte emergente, esta espécie € uma das que
fornece estrutura a floresta, permitindo que os outros estratos se desenvolvam. Por outro lado, suas
flores, polinizadas provavelmente por mariposas e/ou outros pequenos insetos (MORELLATO, 1991),

fornecem alimento para a manutencio desses importantes polinizadores.

O Capitulo H deste trabalho apresenta os resultados obtidos no estudo genético de duas

populagdes naturais desta espécie, analisadas através de marcadores alozimicos.

Apesar de terem surgido varios trabalhos enfocando a estrutura genética de espécies arboreas
tropicais nos ultimos anos (Tabela 22 dos ANEXOS), sio muito poucos os trabalhos empiricos ou
tedricos que integram as dindmicas genética e demografica visando avaliar o efeito relativo das forgas
evolutivas na estrutura genética de populagdes que se desenvolvem em condigdes naturais (ALVAREZ-
BUYLLA et al, 1996). Um dos poucos trabalhos publicados que tem esse enfoque é o dos autores
acima citados e que aborda os diversos estadios de desenvolvimento de Cecropia obtusifolia (em Los
Tuxlas - México). Neste trabalho foram analisadas sementes colhidas nas matrizes, chuva de sementes,
banco de sementes, plantulas, jovens e adultos. Tal abordagem foi feita no Capitulo 1T do presente
trabalho, através do levantamento de dados relativos a estrutura das populagdes estudadas e do estudo

da variabilidade genética de uma parcela individuos jovens de A. polyneuron.

Para a maioria das espécies arbdreas tropicais preferencialmente alégamas estudadas até o
momento, a maior parte da variabilidade genética tem sido encontrada dentro das populagdes (Tabela
23 dos ANEXOS). A forma como a variabilidade encontra-se distribuida nesta escala torna-se uma
questio importante para a compreensio da movimentagio dos alelos nestas populagdes. Esta questdo
foi abordada no Capitulo III, através da analise de autocorrelagio espacial dos gendtipos dentro de duas

populagies naturais de 4. polyneuron.

Por ultimo, ¢ importante destacar que a conservagio efetiva da variabilidade genética de
populagdes de plantas tem como premissa a continuidade do processo evolutivo, o que 50 se da em seu
habitat natural (FAO, 1984; NAMKOONG, 1992). Portanto, a abordagem conservacionista deve



envolver sempre a conservagdo in sifu. No caso de espécies como A. polyneuron, que nio se
desenvolvem nos estigios iniciais a pleno sol (CARVALHQO, 1994), a consefvagéo da estrutura e
fisionomia da floresta ¢ fundamental para que seja possivel a manutengio e perpetuagio de suas
populagdes naturais. A estratégia envolvendo a conservagio in situ pode ser complementada pela
conservagio ex sifu e diminuicio do impacto sobre as florestas naturais, através do fomento das
atividades de plantio de esséncias florestais nativas de elevado valor comercial, em sistemas de
consorciacdo ou sistemas agroflorestais. A questio da conservagdo e manejo de A. polyneuron sera

tratada no Capitulo IV.



2. OBJETIVOS

a) Levantar dados de estrutura populacional de A. polyneuron na Estagio Ecologica dos Caetetus ¢

discutir as suas implicagdes sobre a estrutura geneética desta espécie.

b) Definir o protocolo, ou seja, a metodologia para obtengio dos marcadores alozimicos utilizados no

presente trabatho.

¢) Estimar a diversidade genética dos individuos adultos de duas populagdes de 4. polyneuron na
Estagio Ecologica dos Caetetus e verificar a distribuigio da diversidade entre e dentro destas

populagdes, através de marcadores alozimicos.

d) Estimar a diversidade genética em uma amostra de individuos jovens coletados em uma das

populagdes estudadas, através de marcadores alozimicos.

¢) Avaliar a distribuigio espacial dos genétipos dentro das duas populagdes amostradas, visando
detectar a presenga ou nio de estrutura que indique agregagio de individuos geneticamente

gsemelhantes.

f) Discutir as implica¢des dos resultados obtidos nos itens anteriores sobre o manejo e conservagio de

A. polyneuron.



3. Aspidosperma polyncuron Muell. Arg. (PEROBA ROSA)

A espécie Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) pertence a familia Apocynaceae.
WOODSON (1951) considerou como pertencentes ao género Aspidosperma Mart. & Zuce. 52
espécies. MARCONDES-FERREIRA NETO (comunicagdo pessoal), que realizou recentemente uma
revisio do género, considera como pertencentes a Aspidosperma 43 espécies. Estas ocorrem em todos
os tipos de vegetagio, estendendo sua distribuicio desde o México até a Argentina, sendo a maioria
brasileira; destas, numerosas espécies de Aspidosperma fornecem madeiras amarelas, amareladas, ou
amarelo-rosadas, com os nomes locais de pereiro, peroba, guatambu, perobinha, entre outros; todas as
espécies sdo ricas em alcaldides (RIZZINI, 1990). MARCONDES-FERREIRA NETO (1988) destaca
que a diversidade e abundancia destes alcaldides tem resultade em um aumento do interesse pelo género
Aspidosperma. Segundo SCHMUTZ (1960, citado por MARCONDES-FERREIRA NETO, 1988),
neste grupo de espécies pelo menos 157 tipos de alcaldides ja foram isolados e identificados. Este
mesmo autor acrescenta que os alcaléides de A. polyneuron, por exemplo, podem ser usados na

recuperagio de lesdes produzidas pela hanseniase.

Trata-se de uma arvore perenifélia, comumente com 15 a 25 m de altura ¢ 50 a 100 cm de DAP
(Didmetro & Altura do Peito), podendo atingir até 45 m de altura ¢ 200 cm ou mais de DAP. Seu tronco
¢ cilindrico, reto ou levemente tortuoso. O seu fuste é retilineo, geralmente medindo até 20 m, atingindo
as vezes 30 m, o que possibilita a extracio de toras de mais de 10 m sem noés. Sua copa alta,
corimbiforme, densa, caracteristica, facilita sua identificago no meio das demais arvores da floresta.
Sua casca tem espessura de 20 a 50 mm. A casca externa ¢ cinzenta a castanha-grisacea, profindamente
fissurada, formando aletas agudas. A casca interna € rosa escura, caracteristica, a qual se deve o seu
nome vulgar. Apresenta folhas simples, alternas, varidveis quanto a forma (obovadas a eliptico-
oblongas) e ao tamanho, tendo em média 8 cm de comprimento por 3 cm de largura. As nervuras
secundarias sio numerosas e quase paralelas entre si, com um padriio caracteristico que facilita o seu
reconhecimento. Latescente, apresenta exsudagio de latex ao ser arrancada uma folha. Tem
inflorescéncia terminal, dicasio composto modificado, com cerca de 3 cm, dificil de ser observada na

floresta. Suas flores so branco-amareladas a creme, com cerca de 3 mm. Os estames apresentam-se

inseridos no quarto superior do tubo da corola, com anteras ovais, de cerca de 1 mm, acuminadas. Tem

ovario ovoéide, com cerca de 1 mm, densamente pubérulo. O fruto ¢ um foliculo oblongo a obovado,



séssil, achatado, lenhoso, castanho com 2.5 cm a 6 cm de comprimento por 1 a 2 cm de largura,
densamente coberto por lenticelas. Apresenta wuma a quatro sementes por fruto. A semente possui ala
lateral basal e € provida de nicleo seminal basal, com 2 a 4 cm de comprimento por 10 mm de largura
(CARVALHO, 1994 ¢ MARCONDES-FERREIRA NETO, 1988).

A zona de ocorréncia original de A. polyneuron é ampla, do centro e extremo sul da Bahia ¢
norte do Espirito Santo (onde ¢ muito rara), passando pelo norte e noroeste da Venezuela, norte da
Colombia, leste do Paraguai, Peru, chegando a Argentina (extremo nordeste) (RIZZINI, 1990 e
CARVALHO, 1994). No Brasil, esta area abrange o sul de Goids, na Zona da Mata e centro de Minas
Gerais, sul do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, norte e noroeste do Parana, Rio de Janeiro e Sdo
Paulo (Figura 1). MARCONDES-FERREIRA NETO (1988) destaca o padrio disjunto de sua
distribuigio, com ocorréncia de um grupo nas regides nordeste ¢ sudeste do Brasil e de outro grupo no
norte da América do Sul (Colémbia e Venezuela) ¢ também nas Antilbas, na itha de Hispaniola (Haiti e
Republica dominicana). Atualmente, em fungdo da intensa exploragio da espécic e da destruigio e
fragmentacio dos ecossistemas onde ela ocorre, a sua area de ocorréncia no Brasil encontra-se
significativamente reduzida (IPEF/EMBRAPA, 1981). Segundo RIZZINI (1990), em alguns Estados

como o Rio de Janeiro ¢ Minas Gerais, 2 mesma ja ¢ dificilmente encontrada.

Apesar de ser ainda encontrada em alta densidade em algumas florestas, em IPEF/EMBRAPA
(1981) hé a preocupagio de que, devido sua importincia na construgio civil, esta espécie corra sério
risco de extingdo. CARVALHO (1994) salienta ainda que, devido ao perigo de extingdo dessa espécie,

é necessério, com urgéncia, um programa de conservagdo genética para A. polyneuron.

Ocorre em altitudes que vio de 80 a 1.000 m e em regides com precipitagdo média anual de
1.100 a 2.500 mm. Nas regides em que ocorre, 0 regime pluviométrico é uniforme (no centro-sul do
Parana) e, principalmente, estacional (nas demais regides), com chuvas concentradas no verio e estagio
seca desde pouco pronunciada (Parana e sul da Bahia) até com 5 meses de duragio e déficit hidrico
moderado (Sao Paulo e centro de Minas Gerais). A temperatura média anual da sua area de ocorréncia
varia de 16 a 23°C ¢ os tipos climéticos (Képpen) podem ser do tipo Af, Aw, Cfa, Cfb, Cwa ou Cwb.
Ocorre em solos bem drenados e de textura franco-arenosa a argilosa (CARVAILHO, 1994).



Figura 1: Distribui¢do geografica de Aspidosperma
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A. polyneurornn € uma espécie caracteristica da floresta estacional semidecidual, na formagio
submontana. A floresta situada em solos provenientes do Arenito Caiud, do oeste e noroeste do Parana
¢ do sudeste de Mato Grosso do Sul, era wvisivelmente dominada por 4. polyneuron, que perfazia
aproximadamente 30 a 60% da cobertura do estrato emergente (LEITE et al., 1986). Nas florestas
situadas em solos de terra roxa no norte do Parana, 4. polyneuron desempenhava papel relevante,
dominando de forma evidente, constituindo, ndo raro, de 60 a 80% da cobertura do estrato emergente
(KLEIN, 1985). Pode ser encontrada também: (a) na floresta estacional decidual; (b) em menor escala
na floresta ombrofila mista (floresta de araucaria) no sul do Parand (GALVAO et al., 1989); (c) na
floresta ombr6fila densa (floresta amazonica) no extremo noroeste de Mato Grosso (CHIMELO et al.,
1976), (d) esporadicamente no pantanal (CARVALHO, 1994) e caatinga (MARCONDES-FERREIRA
NETO, 1988).

Segundo INOUE (1983), A. polyneuron é uma espécie climax ou umbréfila de sucessio tardia.
Da mesma forma, BERNACCI (1992) e LORENZI (1992) consideram-na como pertencente ao mais
avangado estagio sucessional de matas de planalto. TABANEZ (1995) a considera “tolerante” segundo
classificagdo proposta por VIANA (1989), segundo a qual tais espécies sio aquelas que tém sementes
que ndo precisam de clareira para germinar, as plintulas podem crescer até o estigio adulto sem a
presenga de clareiras, mas niio se reproduzem a sombra. Apresenta regeneragio natural em varios
estratos da floresta, chegando a formar densos “perobais”, o que permitiria, em tese, até 400 m’ de
peroba por alqueire (FACCHINL, 1970). E arvore longeva, podendo ultrapassar 1.200 anos de idade
(CARVALHO, 1994),

TABANEZ (1995), estudando a estrutura de ecounidades em uma floresta estacional
semidecidual do interior de Sdo Paulo, encontrou 4. polyneuron nas ecounidades capoeira baixa (a
menos desenvolvida), capoeira alta e mata madura, com densidades respectivas de 15,42; 32,10 e 53,24
individuos/ha. Esta informagdo evidencia a presenca desta espécies nos diversos estagios sucessionais da
floresta, conforme indicado por CATHARINO (1989). Por outro lado, SCHLITTLER (1990)
encontrou individuos de 4. polyneuron nos trés ecétopos por ele estudados na floresta da Reserva do
Morro do Diabo (Teodoro Sampaio-SP), na baixada, na vertente e no topo de morro, que apresentavam
fertilidade ¢ umidade do solo, densidade de individuos arbustivo-arboreos e aciimulo de serrapilheira

diferenciados.



Nos levantamentos fitossociolégicos realizados no Estado de Sdo Paulo, A. polyneuron foi

encontrada com densidade desde 7,46 até 42,46 individuos/ha (Tabela 1). Em casos extremos, pode

apresentar alta densidade, tornando-se uma espécie
{(submetido) em Campinas (217 ind./ha). Apresenta,

ao grande namero de drvores amostradas quanto ao

Tabela 1: Densidade de Aspidosperma polyneur
fitossociologicos realizados em fragmen

comum, como verificado por RODRIGUES et al.
geralmente, um elevado valor de IVI, devido tanto

elevado DAP dos mdividuos amostrados.

on (peroba rosa) encontrada em levantamentos
tos florestais de diferentes tamanhos no Estado de

Sdo Paulo. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
Local Area |Método*| Tamanho |N®individuos| Densidade | Posiciio | Ref.**
(ha) minimo amostrados | (ind./ha) avi

Rio Claro 230 Q fuste>1,30m 17 7,45 16 1
Teodoro 20.000 Q DAP=25cm i1 10,25 10 2
Sampaio

Campinas 10 C DAP>10cm 34 14,60 5 3
Atibaia 245 P DAP24,8cm 7 16,66 48 4
Piracicaba 86 P DAP>5cm 36 26,85 11 5
Bauru 200 Q DAP=10cm 34 42,46 3 6
Campinas 251,8 p DAP24.8cm 217 217 1 7

* P-parcelas; Q-quadrantes; C-censo
#* 1. PAGANO e LEITAO FILHO(1987)
2 - SCHLITTLER (1990)
3 - MATTHES et al. (1988)
4 - GROMBONE et al. (1990)
5 - TABANEZ (1995)
6 - MARTINS et al. (1984)
7 - RODRIGUES et al. (submetido)

Segundo a bibliografia, o florescimento de 4

polyneuron ocorre entre setembro ¢ dezembro em

Sio Paulo (CARVALHO, 1994 ¢ RIZZINI, 1990) ¢ novembro e dezembro no Parand (CARVALHO,
1994 ). MORELLATO (1991) destaca que a floragio de 4. polyneuron ¢ marcadamente sazonal,

ocorrendo entre os meses de setembro e novembro,

sindrome floral de A. polyneuron,

ou seja, no inicio da estagdo umida. Baseando-se na

MORELLATO (1991) sugere ser
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sua polinizagio provavelmente realizada por mariposas. Tal sindrome ¢ caracterizada pelo pequeno

tamanho das flores, com coloragio esbranquigada e cheiro atraente.

Uma estratégia muito comum para garantir a polinizagio cruzada em espécies arboreas tropicais
¢ a autoincompatibilidade. BAWA (1974), por exemplo, estudando espécies arbdreas e arbustivas na
Costa Rica, concluiu que 54% das espécies por ele estudadas apresentavam esse tipo de estratégia.
Segundo SHEPHERD (comunicagio pessoal), ha uma grande possibilidade de A. polyneuron
apresentar autoincompatibilidade. Este mecanismo ja foi verificado em outras espécies de Apocynaceae,
como por exemplo Rauvolfin grandiflora (LOPES, A V.¥., comunicagio pessoal). Seria muito
interessante a realizacio de estudos que wverificassem se existe ou ndo esse mecanismo em A.
polyneuron, pois € grande a tmplicagdo de um sistema de alogamia obrigatoria sobre a estrutura

genética de populagdes naturais, conforme sera discutido no Capitulo II.

A frutificagio, no Estado de Siao Paulo, ocorre, normalmente, no periodo de junho a agosto
(RIZZINI, 1990), podendo se estender at€¢ novembro (CARVALHO, 1994). No Espirito Santo frutifica
de julho a setembro, enquanto que no Parana frutifica de julho a outubro. CARVALHO (1994) destaca
que ¢ comum haver anos sem frutificagio, sendo produzida grande quantidade de sementes apenas a
cada 2-4 anos. De fato, de 116 arvores amostradas, apenas 3 frutificaram (com poucos frutos) na area
do presente estudo, durante o periodo de sua execuc¢io. Em plantios, floragio e frutificagio tém tido
inicio aos 20 anos (CARVALHO, 1994).

A dispersio das sementes ¢ feita pelo vento (anemocorica) (CARVALHO, 1994). Um quilo
pode conter de 3.600 a 14.000 sementes da espécie (LORENZI, 1992), que germinam em
aproximadamente 16 dias (RIZZINIL, 1990). As sementes ndo apresentam dorméncia, perdendo a
viabilidade em aproximadamente 6 meses, e a germinagio varia de 35 a 70% (CARVALHO, 1994). A

produciio das mmdas deve ser feita sob sombreamento (mesmo autor).

Apesar de sua grande importincia econOmica e ecologica, nio existem estudos mais detalhados

sobre a auto-ecologia de A. polyneuron.

Além de possuir madeira de boa qualidade, 4. polyneuron tem apresentado um bom ritmo de
crescimento em ensaios de campo (IPEF/EMBRAPA, 1981), o que demonstra seu potencial para
cultivo, 0 que, por sua vez, proporcionaria uma diminuigio da pressio sobre os remanescentes de
floresta natural. Neste sentido, dados de estrutura e diversidade genética de suas popula¢des naturais

podem ser de grande valor para a coleta de sementes visando o plantio comercial.
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O plantio a pleno sol ndo ¢ recomendado, mesmo em solo fértil, podendo haver mortalidade de
até 100% (CARVALHO, 1994). De fato, em povoamento puro experimental, GURGEL FILHO et al.
{1992) obtiveram um crescimento lento para A. polyneuron. As médias para individuos de 19 anos
foram de 7,1 cm de DAP e 8,17 m de altura, crescimento volumétrico médio anual de 2,47 m*/ha/ano de
incremento com casca ¢ area basal de 5,79 m?/ha. Ainda, os autores citados obtiveram altas taxas de
bifuircagido, s6 conseguindo fustes Umicos e retos através de desrama artificial. Por outro lado, quando
em consorcio com Grevillea robusta (em plantio concomitante a 2 x 2 m), os indices médios foram de
10,4 cm de DAP ¢ 10,6 m de altura aos 16 anos de plantio (em plantio puro, aos 16 anos esses indices
eram de 6,7 cm e 7,5 m, respectivamente), indicando ser o plantio misto o mais indicado para esta
espécie (GURGEL FILHO et al., 1992). O plantio misto favoreceu também a formacio de fuste sem
ramificagdes. Existem, ainda, plantios experimentais bem sucedidos de A. polyneuron em conséreio com
calabura (Muntigia calabura) (MORA, 1980) e Peltophorum dubium (KAGEYAMA et al., 1991). Nio
apresenta capacidade de rebrota apos o corte (CARVALHO, 1994). A. polyneuron também pode ser
estabelecida em vegetagdo matricial: em capoeira, capoeirio ou em floresta secundaria, com a abertura

de faixas e plantios em linhas.

A grande variagio na produgiio de sementes entre drvores ¢ entre anos (IPEF/EMBRAPA,
1981), as grandes amplitudes de variagdo para difimetro (GURGEL FILHO et al., 1992), a ampla
variagio na taxa de germinagio (CARVALHO, 1994), assim como os resultados obtidos por
NOGUEIRA e SIQUEIRA (1976) testando diferentes procedéncias de A. polyneuron, formecem
indicios de uma elevada variabilidade genética dentro desta espécie. GURGEL FILHO et al. (1992)
sugerem, inclusive, que o melhoramento genético ¢ imprescindivel para a viabilizagio econdémica do
plantio artificial de 4. polyneuron. Neste caso, o uso de marcadores moleculares poderia ser de grande
ajuda na selec@o precoce de progénies, proporcionando a diminui¢io do ciclo de selegio em programas
de melhoramento, o que pode ser muito interessante, principalmente por se tratar de uma espécie de

ciclo muito longo.

Além do longo ciclo reprodutivo, outro problema associado ao melhoramento de A. polyneuron
¢ a ocorréncia generalizada de poliembrionia. O ntmero de embrides por semente pode variar bastante,
sendo que SOUZA e MOSCHETA (1992) encontraram uma amplitude de 1 a 21 embrides por semente,
estudando individuos de 3 sitios diferentes no Parani. Pode-se observar, em sementes de A. polyneuron,

um embrifo mais desenvolvido do que os demais. Da mesma forma como ocorre em citros, estudados
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por BALLVE et al. (1991), a poliembrionia gera a questio de quantos ¢ quais os embrides que sdo de
fato oriundos de cruzamento e quais os clones nucelares ¢ que, portanto, apresentam o mesmo genotipo
dos genitores femininos. Através do uso de marcadores alozimicos pode ser possivel a identificagdo das
plantulas oriundas de cruzamento ainda no viveiro, gerando economia dos recursos necessarios tanto
para a transferéncia para o campo quanto para a manutengdo de individuos que ndo apresentem
interesse para o melhoramento (BALLVE et al., 1991). Esse método foi usado com sucesso por estes

autores na identificagio precoce de hibridos de citros.

Por outro lado, a identificagio de embribes nucelares idénticos as plantas-mie pode ser muito
interessante para a propagagio vegetativa de genodtipos desejados. Ainda, a detecgio dos embrides
gerados por fecundagio cruzada € imprescindivel para a realizagio das anilises alozimicas de progénies

com o objetivo de estimar a taxa de cruzamento ¢ o fluxo génico em 4. polyneuron.

Algumas informagoes preliminares sugerem ser esta espécie passivel de um sistema de manejo
sustentado, tais como a sua densidade relativamente elevada (ind./ha) em algumas florestas estacionais
semideciduais e intensa regeneracdo natural. Entretanto, além de estudos demograficos e genéticos
adicionais para o estabelecimento de pardmetros seguros de manejo sustentado, medidas adicionais de
manejo provavelmente deverio ser adotadas, tais como o controle de cipdés e medidas adicionais

visando favorecer o desenvolvimento de individuos jovens.

Ao objetivar a implementagio de programas de manejo sustentado de espécies vegetais nio se
deve perder de vista, conforme sugerido por FANTINI et al. (1992), a perspectiva conservacionista
destas espécies, o que pressupde a manutencdo da dinfmica demogrifica e estrutura genética das
populagdes naturais, bem como suas interagdes com as demais espécies do ecossistema. Neste sentido,
segundo REIS (1996), € necessario que o nimero de individuos retirados a cada ciclo de corte seja
reposto pela capacidade de reprodugido e estabelecimento dos individuos novos da espécie, através do
desenvolvimento dos individuos remanescentes e pela continua reposigio de propagulos para
manutengio do banco de plintulas. REIS (1996) destaca, ainda, a necessidade da conservagio de
individuos reprodutivos que mantenham os niveis de variabilidade originais nas areas sob manejo,
garantindo a ressemeadura natural e ocorréncia de recombinantes nas geragdes subsequentes. A
caracterizagio dos niveis de variabilidade e estruturagiio genética é, portanto, imperativa para a

formulagio de estratégias de manejo sustentado visando a sua conservagio.
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Conforme mencionado, A. polyneuror: € uma espécie semi-heliofila, ndo ocorrendo em pastos ou
terrenos abertos. No inicio de seu desenvolvimento necessita de sombreamento moderado, tornando-se
tolerante & luz com o passar dos anos (LOPEZ et al., 1987). E provavel que se beneficie da presenca de

clareira pequena dentro da floresta. Assim, a conservagio de 4. polyneuron implica na manutengio da

estrutura e fisionomia da floresta.

14



4. LOCAL DE ESTUDO

As populagdes analisadas no presente estudo foram amostradas na Esta¢io Ecologica dos
Cactetus, administrada pelo Instituto Florestal de Sio Paulo, situada nos Municipios de Galia ¢
Alvinlindia (SP), nas coordenadas geograficas 22°22° a 22°27° S e 49°40° a 49°43> W, com altitude
variando entre 500 e 680 m (Figura 2). A Estaciio Ecologica, criada pelo Dec. 26.718 de 06/02/1987,
tem uma area de 2.179 ha de floresta estacional semidecidual continua, também chamada de floresta
mesofila semidecidua por RIZZINI (1963) ou floresta estacional latifoliada subcaducifolia tropical
pluvial por ANDRADE LIMA (1966), que também a denominou simplesmente de “mata mesofila”. A
vegetagdo se encontra em bom estado de conservagiio e apresenta populagdes de A. polyneuron com
baixos niveis de perturbagio. Caetetus constitui um dos maiores remanescentes florestais no interior do

Estado de Sdo Paulo e um dos mais preservados.

O solo da Estaciio Ecoldgica dos Caetetus € do tipo Pve - Podzélico Vermelho - Amarelo,
eutrofico com textura arenosa, altamente susceptivel a erosio. O clima, segundo a classificagio de
Kéeppen, é do tipo Cwa, ou seja, quente com inverno seco ¢ com temperatura maxima anual de 30°C,
minima de 10°C e média de 20°C. A precipitagdo anual é de 1.480 mm e estd concentrada nos meses de

dezembro, janeiro ¢ fevereiro, sendo maio e junho os meses mais secos do ano.
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Figura 2: l.ocalizacfio da Estaciio Ecologica dos Caetetus, Galia-SP, drea de floresta estacional
semidecidual onde foram amostradas as duas populagbes de Aspidosperma polyneuron
(peroba rosa) analisadas no presente estudo. Campinas-SP, UNICAMP. 1997
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5. POPULACOES ANALISADAS

Na floresta da Estagdo Ecologica dos Caetetus, descrita anteriormente, foram delimitadas duas
parcelas com area aproximada de 8 ha, distantes aproximadamente 3,5 quilémetros uma da outra
(Figura 3). Em cada uma destas areas, todos os individuos arboreos de A. polyneuron com didmetro 4
altura do peito (IDAP) acima de 8 cm foram mapeados, etiquetados, medidos e tiveram folhas ¢ ramos
coletados. Estas duas amostras foram consideradas, no presente trabalho, como pertencentes a duas
populagdes distintas de A. polyneuron. O mapeamento foi feito através da localizagio das arvores em

relagdo s trilhas demarcadas na area, com o auxilio de trena e biissola.

Na primeira populagiio, doravante chamada de Populagio 1, foram marcados, mapeados e
analisados 63 individuos, enquanto que na outra populagio, doravante chamada de Populagio 2, foram

marcados, mapeados e analisados 53 individuos.

Na Populagio 1 foi estabelecida uma parcela de 50 x 15 m (750 m’), onde todos os individuos
de A. polyneuron de qualquer tamanho, com excegéio dos adultos, foram mapeados e coletadas para
analise alozimica. Esta constituiu a amostra de individuos jovens. Nesta amostra foram encontradas e
analisadas desde plantulas até individuos com 3m de altura, ou seja, individuos oriundos de diversos

eventos reprodutivos.
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CAPITULO II: ESTRUTURA GENETICA DE
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg. (PEROBA ROSA)

1. INTRODUCAO

A estrutura genética de espécies de plantas se refere i distribui¢io da variabilidade entre e
dentro das populagdes ¢ ¢ resultado da acio de forgas como selegdo, migragio, mutacio e deriva
genética (WHITLOCK, 1992). A compreensdo do efeito dessas forgas evolutiva na estrutura genética
de populagdes naturais € um dos principais objetivos da biologia evolutiva moderna (WRIGHT, 1978;
ENDLER, 1986). Essas quatro forgas evolutivas interagem com o sistema de recombinagio dos
organismos sendo, portanto, responsaveis pela maneira como a variabilidade se distribui entre os
diversos niveis hierarquicos (regides, populagdes, individuos dentro de populagbes) (BARRETT e
KOHN, 1991).

Dados empiricos e especulagdes tedricas evidenciam que a manutengio da variabilidade genética
¢ importante para a adaptagio de populagdes a alteragcdes do ambiente (ELLSTRAND e ELLAM,
1993). WEIR (1990) acrescenta ainda que, além de ser necessaria para as mudangas evolutivas futuras,
a estrutura genctica atual encontrada nas populagdes naturais pode fornecer evidéncias sobre os
processos evolutivos do passado. Assim, a descrigio da quantidade de variabilidade genética em
populagdes e o estudo dos mecanismos que permitem a manutengio dessa variabilidade sio objetivos

basicos da genética de populagdes (NEL, 1987).

A variabilidade genética dentro de populagdes naturais é comumente avaliada a partir da
diversidade genética e do nivel de endogamia (indice de fixagio). O conceito de diversidade genética
utilizado neste trabalho sera o proposto por NEI (1973) ¢ se refere ao nivel de heterozigosidade em
uma populagdo, obtido a partir das suas frequéncias alélicas (frequéncias génicas). Segundo NEI
(1975), as frequéncias alélicas constituem um paridmetro fundamental nos estudos de evolugio, ja que as
mudangas genéticas em uma populagio sio descritas pelas mudancas das frequéncias alélicas. Em
populagdes naturais estas frequéncias sio diretamente afetadas pelas forcas evolutivas tais como

muta¢do, migragio, selegdo natural e deriva genética (WEIR, 1990). O conceito de NEI (1973) de
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diversidade genética tem sido utilizado por diversos autores (HAMRICK et al, 1981; HAMRICK e
LOVELESS, 1986; GANDARA, 1996; REIS, 1996, entre outros) em estudos abordando a organizagio
da variabilidade genética em populagdes naturais de plantas, inclusive espécies arboreas tropicais. O

indice de fixagdo, por sua vez, foi estimado através dos uso das estatisticas F de Wright.

Os marcadores alozimicos tém sido muito utilizados para obtengio dos dados necessirios para a
estimativa dos parimetros que caracterizam a diversidade em populagbes naturais, ou seja, das
frequéncias alélicas (trabathos referenciados na Tabela 22 dos ANEXOS). Este método possui as
seguintes vantagens: (i) marcadores alozimicos apresentam alelos com expressio codominante e as
frequéncias alélicas podem ser calculadas sem a necessidade de se realizar cruzamentos (HAMRICK,
1983) (ii) padr3o de heranga mendeliana, auséncia de pleiotropia e epistasia (WENDEL e WEEDEN,
1989), (iii) facil e rapida execugdio, (iv) podem ser analisados individuos de qualquer idade e em
qualquer estagio fenologico, (v) influéncia reduzida do meio e (vi) neutralidade seletiva. As
desvantagens, por sua vez, se referem i (i) pequena amostragem de locos (com relagio a marcadores
DNA), (ii) toxicidade e custo dos reagentes utilizados (com relagdo aos marcadores morfologicos),
além da questdo do descarte dos produtos ao final da realizagdo das analises, ja que estes sdo altamente
poluentes e (iii) ndo estd claro a significancia adaptativa das variagdes alozimicas. Este ultimo aspecto
foi discutido por REIS (1996).

Por outro lado, ISABEL et al. (1995), estudando uma espécie de conifera no Canada (Picea
mariana), obtiveram indicativos de que os resultados de diversidade genética obtidos via marcadores
alozimicos podem corresponder aqueles obtidos via marcadores DNA do tipo RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA).

No presente trabalho, pretendeu-se abordar o estudo da variabilidade genética e sua distribui¢do
entre e dentro de duas populagdes naturais de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) enfocando
também alguns aspectos da estrutura populacional das populagdes. ALVAREZ-BUYLLA et al. (1996)

destacam que poucos trabalhos tém tido esta perspectiva no estudo de espécies arboreas tropicais.
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Hipoteses:

a) Considerando que: (i) 4. polyneuror: apresenta como polinizador(es) provavel(eis) mariposas
¢/ou pequenos insetos que podem apresentar vdo longo, assim como dispersio anemocorica realizada
na seca, quando a semideciduidade da floresta permite que as sementes alcancem longas distincias e (ii)
trata-se de uma espécie hermafrodita com provavel poliniza¢éo cruzada; tem-se como primeira hipotese
que o nivel de diversidade genética em populacgdes naturais de 4. polyneuron é elevado, enconirando-

se, principalmente, dentro das populag¢des, com pouca diferenciacio entre populagdes.

b) Considerando que (i) ha uma drastica diminui¢éio no tamanho populacional entre os estidios
de plintula/jovem e adulto, podendo ocorrer alteragfo nas frequéncias alélicas nesse processo, (ii) o
padrio encontrado para a maioria das espécies arboreas ja estudadas é de um maior indice de fixagdo
nas progénies do que mnos individuos adultos, tem-se como segunda hipdtese que o nivel de
heterozigosidade observada dentro da amostra de individuos jovens de 4. polyneuron deve ser menor

do que o encontrado para os individuos adultos.

2. OBJETIVOS

a) levantar dados de estrutura populacional tais como densidade, distribuigio espacial, e
distribuicdo diamétrica para duas populagées de A. polyneuron amostradas na Estagio Ecologica dos
Caetetus, Galia-SP;

b) adequar a metodologia para obtengdo de marcadores alozimicos para a espécie em estudo (4.

polyneurony,

c) Estimar a diversidade genética nas duas populages de individuos adultos de A. polyneuron

acima citadas, assim como a distribuigio da variabilidade entre e dentro dessas populagdes.

d) Estimar a diversidade genética em uma amostra de individuos jovens de uma das populagdes

de A. polyneuron analisadas;

e) Relacionar as informagtes de diversidade e estrutura genética obtidas com os dados de

estrutura populacional de 4. polyneuron.
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3. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

3.1 Estrutura Populacional

3.1.1 Densidade e Distribuicdo Espacial

Segundo HUTCHINGS (1986), a densidade e a distribuigio espacial de plintulas em uma
populagio depende: (i) da distribuigdo das plantas matrizes produtoras de sementes; (ii) do padrio de
chuva de sementes da espécie em tomo de cada planta matriz, o que é influenciado pela agdo dos
vetores de dispersio de sementes; (iii) da abundincia e comportamento dos herbivoros e (iv) da
disponibilidade de sitios de germinac¢io adequados. A densidade e estrutura espacial dos individuos
adultos, por sua vez, refletem o padrio de distribuigdo destas plintulas e a influéncia dos fatores que
causam a sua mortalidade (HUTCHINGS, 1986).

Ainda, segundo a hipétese de JANZEN (1970), um dos principais fatores responsaveis pelo
padrio de distribuigio espacial nos individuos adultos ¢ o fato de que, como a maioria das sementes ¢
depositada proximo a arvore-mie, ¢ maior nesta regido a mortalidade devido ao ataque de herbivoros e
patogenos. O sucesso no estabelecimento das plantas ocorre, portanto, distante da drvore-mie. Este
modelo geraria uma distribui¢io aleatéria, com os mdividuos ocorrendo em baixa densidade em
florestas naturais. Entretanto, HUTCHINGS (1986) destaca que padrdes totalmente aleatérios de
distribuigdo espacial dos aduitos dentro de populagdes de plantas sio raros na natureza, sendo

esperados padrdes de distribuigo agregados para a maior parte das espécies de plantas.

Segundo MURAWSKI ¢ HAMRICK (1991), a densidade populacional deve ter um papel
determinante sobre o comportamento dos polinizadores, apresentando efeito direto sobre a estrutura
reprodutiva destas espécies, e, consequentemente, sobre a sua estrutura genética. LEPSCH-CUNHA
(1996) destaca ainda que, além da densidade dos individuos, a densidade de florescimento das drvores
dentro da populagdo também pode afetar as distancias entre os parentais potenciais e o mimero deles
disponiveis no tempo. A densidade de florescimento diz respeito ao numero de arvores em

florescimento simultineo e que, portanto, apresentam potencial para cruzar entre si. Segundo
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MURAWSKI ¢ HAMRICK (1991), diversos pardmetros populacionais podem estar associados 2

densidade de florescimento, tais como endogamia, fluxo génico e tamanho efetivo populacional.

Um fator que afeta diretamente a densidade de florescimento € a reprodugio supra-anual, que,
por sua vez, € muito comum em espécies arboreas de florestas estacionais semideciduais. Conforme
dados de MORELILATO (1991), das 89 espécies arboreas estudadas por esta autora na Reserva de
Santa Genebra em Campinas-SP, 14 nio frutificaram nos 3 anos de estudo dessa vegetagio. Na Estagio
Ecologica dos Caetetus, as populagdes de A. polyneuron analisadas no presente estudo apresentaram

poucos individuos florescendo durante o periodo do presente trabalho (observagio pessoai).

MURAWSKI et al. (1990) encontraram diferengas significativas nas taxas de fecundagio
cruzada de Cavanillesia platanifolia em fungio da taxa de florescimento de arvores vizinhas. Ainda,
diversos trabalhos com espécies arboreas tropicais, tais como os de MURAWSKI et al. (1990),
MURAWSKI e HAMRICK (1991 e 1992), GANDARA (1996) ¢ REIS (1996), tém mostrado
heterogeneidade nas frequéncias alélicas entre polen e évulo, indicando ocorréncia de cruzamentos niio
aleatorios. Os padrdes de densidade e distribuicio espacial dos individuos adultos, sincronia de
florescimento e supra-anuidade (que afetam o mimero de individuos em florescimento sincronico e a
distincia entre os mesmos a cada evento reprodutivo) devem ter, portanto, influéncia marcante sobre o

padrio de reprodugio de espécies tropicais.

3. 1.2 Distribuicdo de Tamanho

Segundo DAUBENMIRE (1968, citado por MARTINS, 1991), em uma comunidade climacica
espera-se encontrar uma série completa de classes de tamanho para cada uma das espécies que compde
0 ecossistema, posto que, para cada planta que morre ou envelhece, uma outra, imediatamente mais
nova, deve estar disponivel para substitui-la. Quando uma série é interrompida ou truncada, o ciclo de
vida ndo estd sendo completado ¢ a espécie, geralmente, ndo pode ser considerada como em equilibrio
no ambiente. Portanto, populagdes em equilibrio deveriam apresentar histogramas de frequéncia de
classes de didmetro como uma série geométrica decrescente (MARTINS, 1991). Se este modelo
representar a realidade, uma menor frequéncia nas classes inferiores deve indicar problemas na
regeneragio, tais como: deficiéncia na polinizacdo, condi¢des inadequadas para o estabelecimento de

plantulas ¢ depressido endogamica.
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Este ndo parece ser, entretanto, o padrio predominante em populagdes naturais de espécies
arboreas tropicais longevas, principalmente em espécies que se apresentam naturalmente em baixa

densidade (espécies raras) ou com densidade intermedidria, conforme sera discutido adiante.

Em populagbes de plantas, a sobreposigio de geragdes através da existéncia concomitante de
individuos reprodutivos de diversas classes de tamanho (diversas idades) pode ter importantes
implicagbes sobre a estrutura genética dessas populagdes, permitindo fluxo génico entre individuos que

nio se cruzariam caso nio houvesse tal sobrep osigio.

3.2 Estrutura Genética de Populacdes Naturais

3.2.1 Variabilidade Genética e sua Distribuicio Entre e Dentro de Populagées Naturais

Conforme ja mencionado, estudos enfocando a estimativa ¢ compreensio da distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagdes naturais (estrutura genética) sio findamentais para
o entendimento dos mecanismos de especiagio em florestas tropicais e conservagio dos recursos
genéticos (BUCKLEY et al., 1988).

Os primeiros estudos sobre a variabilidade genética de espécies florestais através de marcadores
alozimicos, foram feitos na década de 70, com espécies de florestas temperadas (coniferas), tais como
os de RUDIN (1974), FOWLER e MORIS (1977), LUNDKVIST ¢ RUDIN (1977) e YEH e
O’MALLEY (1980).

Em florestas tropicais, o inicio de tais estudos se deu na Malasia (GAN et al., 1977), em
florestas de Dipterocarpaceas. Diversos estudos, em diferentes formagdes florestais, entio se seguiram,
principalmente na América Central (HEYWQOD & FLEMING, 1986; HAMRICK e LOVELESS,
1986; HAMRICK ¢ MURAWSKI, 1991; EGUIARTE et al., 1992; PEREZ-NASSER et al., 1993 e
HALL et al., 1994, entre outros). Na América do Sul, poucos trabalhos foram desenvolvidos até o
momento, como por exemplo os de HILL et al., 1978; O’MALLEY et al., 1988; HARRITT, 1991;
PAIVA, 1992; REIS, 1996; LEPSCH-CUNHA, 1996 ¢ GANDARA, 1996, sendo que na floresta
estacional semidecidual ha o trabalho realizado por MORAIS (1992) com aroeira (Myracrodruon

urundeuva).
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Os indices utilizados para estimar a variabilidade genética em espécies de plantas tém sido a
porcentagem de locos polimérficos (P), o nlimero médio de alelos por loco (A), e a heterozigosidade
(Hr). HAMRICK e GODT (1990), por exemplo, em uma revisio que envolveu 449 espécies de plantas,
obtiveram, para espécies tropicais, uma heterozigosidade de 0,278, uma média de 49,2% de locos
polimorficos e 1,81 alelos por loco enquanto que HAMRICK ¢ LOVELESS (1986), em um outro
estudo envolvendo apenas espécies arboreas tropicais, encontraram valores que variaram de 0,000 a
0,216 com uma média de 0,111 para Hr , 0 a 54,2% e média de 0,28% para P e 1,00 a 1,98 com meédia
de 1,45 para A.

O estudo da variabilidade genética em populagtes naturais envolve ainda, segundo (HAMRICK,
1983), os seguintes aspectos:

(i) Os niveis de variabilidade genética mantido dentro de espécies ou populagdes.

Dentro de populagdes os niveis de variabilidade sdo estimados através da diversidade genética e

dos indices de fixagio (endogamia).

A diversidade genética é geralmente estimada através de P, A e da diversidade genética ou
heterozigosidade esperada (H.) segundo conceito proposto por NEI (1973). H. se refere ao nivel de
heterozigosidade em uma populagiio, obtido a partir das suas frequéncias alélicas. Este valor se refere 4
quantidade de heterozigotos esperada (heterozigosidade) em uma populagio de cruzamentos ao acaso
(panmitica). WEIR (1990) destaca que, apesar da importincia da estimativa da frequéncia de
heterozigotos na populagio em estudo, j3 que os gendtipos heterozigotos transportam dois alelos
diferentes, a diversidade génica (ou heterozigosidade média esperada) ¢ um estimador mais apropriado
na medida em que leva em conta a variabilidade resultante da existéncia de diferentes alelos em
homozigose na populagiio, tal como ocorre em espécies de autofecundagio. Dados de diversidade
genética dentro de populacgGes naturais de espécies arbéreas tropicais encontram-se na Tabela 22 dos
ANEXOS.

Dados da literatura tém mostrado que a variabilidade genética alozimica difere entre grupos
taxondmicos e que a variabilidade dentro de populagGes estd associada a histéria vital das espécies,
principalmente a amplitude geografica, sistema de cruzamento e tempo de vida fértil (HAMRICK, 1983,
LOVELESS ¢ HAMRICK, 1984; HAMRICK e GODT, 1990).
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O modelo classico do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) ou Equilibrio de Panmixia prediz
que, em uma populagio de cruzamento aleatorio (populagio panmitica), para um loco sobre o qual nio
atuam forgas evolutivas como mutagio, migragio, selegdo ou deriva genética, a frequéncia dos alelos
permanecera constante através das geragdes. Mesmo ocorrendo rearranjo dos gendtipos, uma tnica
geragio de cruzamento aleatorio ¢ capaz de restabelecer as frequéncias genotipicas binomiais, que,
assim como as frequéncias al€licas, nfo se alterarfio nas geragdes subsequentes (para uma revisio veja
WEIR, 1990). Através do cilculo do desvio das frequéncias genotipicas observadas em relagio as
frequéncias genotipicas esperadas sob o modelo do EHW, pode-se inferir se as pressuposigbes do
modelo foram violadas. Em outras palavras, o desvio em relagio ao EHW evidencia que forgas
evolutivas tais como seleciio, deriva genética e migragio estdo atuando sobre estas populagbes ou que

esta havendo desvio da panmixia.

(i) O modo como 3 variabilidade genética se distribui entre e dentro de populagdes.

As caracteristicas que influenciam essa distribuigio da variabilidade genética incluem o tamanho
efetivo da populagdo, a distribuigdo geogriafica das espécies, 0 modo de reprodugéo principal, o sistema
de cruzamento, o mecanismo de dispersio de sementes e o tipo de comunidade em que a espécie
geralmente ocorre (HAMRICK, 1983). Logo, em espécies com pequenas populagdes, reprodugio
vegetativa e limitada dispersido de polen e semente, deve-se esperar uma pequena variabilidade dentro
de populagdes e uma elevada variabilidade entre populagdes. Por outro lado, espécies com grande
amplitude geografica, elevada fertilidade, modo de reprodugio cruzada, polinizagio pelo vento, um
longo tempo de vida e habitats que representam os dltimos estagios sucessionais tendem a ter maior
variabilidade alozimica dentro das populagdes e pouca diferenciagio entre populagdes do que espécies

com outras combinagdes das caracteristicas da histéria vital (HAMRICK et al., 1979).

No que concerne especificamente as espécies arboreas tropicais, KAGEYAMA (1987) destaca
que estas apresentam caracteristicas demograficas e modos de reprodugio completamente diversos dos
da floresta temperada, e que influem de forma decisiva sobre a estrutura genética das populagdes
naturais. Na floresta tropical, a maioria das espécies arboreas ocorre em baixa densidade
(KAGEYAMA, 1987). Por outro lado, as espécies tropicais exibem complexos padrdes de
florescimento e sistema reprodutivo (BAWA, 1974). A polinizagio se da quase que exclisivamente por

animais, desde minusculas vespas até grandes morcegos (BAWA et al. 1985), sendo que a maioria das
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espécies apresenta, ainda, fertilizagio cruzada devido a autoincompatibilidade ou dioicia (BAWA, 1974;
MURAWSKI ¢ HAMRICK, 1991). Enquanto que as sementes de espécies da floresta temperada sio
dispersas pelo vento, na floresta tropical, parte dessa dispersio é feita por animais (KAGEYAMA,
1987).

Com base na hipotese de que ¢ possivel associar as caracteristicas da histdria vital e a estrutura
genética, analisar-se-a a estrutura genética de A. polyneuron. Conforme apresentado na revisio sobre
A. polyneuron, trata-se, neste sentido, de uma espécie secundaria do ponto de vista sucessional
(segundo classificagio de BUDOWSKI, 1965), hermafrodita ¢ que tem suas sementes dispersas pelo
vento (anemocoria). Tais caracteristicas s#o compartilhadas por diversas espécies arboreas da floresta

tropical.

MORELI.ATO (1991) estimou, através da sindrome floral, que 12% das espécies do estrato
superior da floresta estacional semidecidual por ela estudada (dossel e emergentes) apresentaram
polinizagio por mariposas e esfingideos, inclusive 4. polyneuron. Se considerarmos que, do ponto de
vista da distdncia do fluxo génico, polinizadores como borboletas, vespas, moscas, mariposas e demais
pequenos insetos devem ter aproximadamente a mesma capacidade de distincia de vdo, essa taxa sobe
para pelo menos 50% nesse estudo realizado por MORELLATO. CHASE et. al. (submetido),
estudando uma espécie arborea na Costa Rica, Pithecellobium elegans, uma espécie polinizada por
mariposas, através do uso de marcadores genéticos microssatélites, encontraram distincia de fluxo de
polen de até 350 m, evidenciando que esse tipo de polinizador pode ser efetivo a longas distincias.
Apesar de existirem muitas espécies de mariposas, podendo alcancar diferentes distancias de vdo, esse é
um indicativo de que ha possibilidade de que o fluxo de pélen também seja efetivo a longa distancia em
A. polyneuron. Essas sio informagSes especulativas, pois o seu porte emergente, atingindo grandes
alturas, suas flores pequenas e sua floragdo irregular, apresentam dificuldades ao estudo da biologia

floral desta espécie, de tal forma que nenhum trabalho sistemitico ainda foi realizado até o momento.

A dispersdo anemocdrica ¢ uma forma comum de dispersio de sementes em florestas estacionais
semideciduais. MORELLATO (1991) verificou que 27% das espécies de arvores e arbustos da Reserva
de Santa Genebra (Campinas-SP) sio anemocdricas, sendo que se forem consideradas somente as
espécies do estrato superior (dossel ¢ emergentes) essa taxa passa a ser de 39%. A autora citada
observou que em 58% destas espécies a dispersio ocorre na estagdo seca, quando a deiscéncia dos

frutos e dispers@io das sementes seria facilitada pela menor umidade relativa do ar, baixa precipitagio e
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ventos mais fortes. Considerando-se o ponto de vista de MORELLATO (1991), o fato de A
polyneuron encontrar-se no estrato emergente favoreceria, portanto, a dispersio de sementes a longa
disténcia.

Estas sdo caracteristicas da biologia de A. polyneuron que suportam a hipotese de que esta
espécie apresenta alta diversidade genética dentro das populagdes, com pouca diferenciagio entre

populagdes.
3.2.2 Fluxo génico

A movimentagio de alelos entre populagdes tem sido caracterizada pelo fluxo génico.
SLATKIN (1985), em uma revisio sobre o assunto, discute as implicagdes evolutivas do fluxo génico
sobre a coesdo ou disrupgio entre populages naturais de plantas e a estimativa deste pardmetro através
de métodos diretos e indiretos. Os métodos indiretos se baseiam na relagio que existe entre a taxa de
migragdo e a divergéncia entre populagdes. GOVINDARAJU (1988a, 1988b e 1989) obteve estimativas
para o fluxo génico através do uso do Gsr (conforme CROW e AOKI, 1984) para diversas espécies de
plantas, encontrando uma estreita relagdo entre fluxo génico e taxa de cruzamento e entre fluxo génico
e capacidade de dispersic de polen, estimada através do tipo de polinizagio. Diversos trabalhos
realizados com espécies arboreas e arbustivas tropicais, utilizando marcadores alozimicos, tém
evidenciado pequena diferenciagdo entre populagdes através dos estimadores Gsr e Fsr (Tabela 23 dos
ANEXOS). Conforme pode ser verificado na Tabela 23 dos ANEXOS, os valores que tém sido obtidos
para espécies arboOreas tropicais se situam acima de 1,0. Segundo SLATKIN (1987), quando Nm < 1, a
deriva genética pode levar a diferenciagiio entre populagdes, enquanto que guando Nm > 1, o fluxo

génico ¢é suficientemente amplo para contrapor os efeitos da deriva.

3.2.3 Implicacgdes sobre Conservagido e Manejo

A estrutura genética de populagdes naturais de arvores tem implicagdes diretas sobre as
estratégias a serem adotadas para o seu manejo e conservagio (EGUIARTE et al. 1992). Segundo
(EGUIARTE e PINERO, 1990), em espécies arbbreas tropicais que ocorrem em populages pequenas
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endogimicas, poucos individuos coletados de muitas populagGes diferentes sio capazes de manter a
diversidade genética da espécie, sendo a conservagio ex sifu uma estratégia vidvel. Por outro lade,
guando o tamanho populacional efetivo ¢ grande, com endogamia reduzida, a diminuigdo da populagio
gerara um consideravel aumento da endogamia, que pode levar & depressio endogimica devido &
exposigio de alelos deletérios recessivos que eram mantidos em heterozigose nas populacdes
(FRANKLIN, 1980) e devido 4 diminui¢io da viabilidade e redugfo da fecundidade (LANDE, 1988).
Neste nltimo caso, a conservagdo ex sifu tem alcance limitado, sendo a conservagio in sifu fundamental
para garantir a conservagio da diversidade genética. Este é o caso de espécies preferencialmente
alogamas e que, portanto, tendem a ser altamente susceptiveis 4 depressio endogimica (FUTUYMA,

1993).

Caso a hipotese de HAMRICK et al. (1979) de que existe uma relagdio entre as caracteristicas da
historia vital das espécies e sua estrutura genética seja verdadeira, estratégias de manejo e conservagio
poderiam se basear nas caracteristicas da historia vital. Desta forma, seria possivel o estabelecimento de
estratégias adequadas para a conservagdo in sifu, coleta de germoplasma para conservagio ex situ e
obtencio de indicativos de potencial de manejo, a partir do conhecimento das caracteristicas da

biologia, aliado a informagdes referentes a estrutura demografica das espécies.
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4. METODOLOGIA

4.1 Levantamento de Campo ¢ Enxertia

Em cada uma das duas populagdes de A. polyneuron descritas no Capitulo I (item 5), foram
coletados ramos (para enxertia) e folhas (para realizagio das analises alozimicas) de todos os individuos
amostrados. As arvores da Populagdo 1 tiveram seus ramos coletados em junho de 1995, os quais foram
levados ao Departamento de Ciéncias Florestais - ESALQ/USP, em Piracicaba-SP, onde foi feita a
enxertia sobre mudas de 4. polyneuron. Foram executadas 4 enxertias para cada individuo coletado ¢ os
enxertos, assim obtidos, foram mantidos em viveiro coberto com sombrite 50%. O mesmo
procedimento foi executado para a Populagio 2 em novembro de 1995. A realizag@o destas enxertias
teve como objetivo investigar a viabilidade do uso deste método para a obtencio de folhas para as
anilises alozimicas proximo ao laboratério, assim como para obtengéo de mudas com os genotipos das
populagdes estudadas para plantio de conservagiio ex situ ¢ formagiio de pomares para produgio de
sementes a partir deste germoplasma de diversidade genética conhecida. Este método foi usado com
sucesso por GANDARA (1993) no estudo alozimico de Cedrela fissilis. Este autor descreve

detalhadamente a metodologia de coleta e enxertia.

Foram realizados testes para verificar se as enzimas produzidas pelos porta-enxertos alteram, de
alguma forma, o metabolismo das plantas, com alteragdes na estrutura das enzimas produzidas pela
estaca enxertada. Comparou-se, para este fim, folhas coletadas diretamente de 5 ndividuos adultos
amostrados na Estagfo Ecologica dos Caetetus com as folhas obtidas via enxertia correspondentes a
estes mesmos individuos. Todos os sistemas enzimaticos utilizados para estimar as frequéncias alélicas

no presente trabalho foram testados.

Devido a baixa taxa de pegamento das enxertias, todas as analises alozimicas foram executadas

utilizando-se amostras de folhas coletadas dos individuos adultos.
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4.2 Transporte e Armazenamento de Folhas

As folhas de A. polyneuron sio semicoridceas, mantendo-se tirgidas por um longo periodo apos
a coleta, nio havendo necessidade, portanto, de se proceder  extragio das alozimas logo apés a coleta.
As folhas coletadas a partir dos individuos das duas populagdes analisadas eram embaladas em sacos
plasticos e mantidas em baixa temperatura, através do uso de gelo em caixa de isopor, aié a chegada ao

laboratério, em Piracicaba, onde eram mantidas em geladeira (5°C a 10°C) até a realizagio das analises.
> g

Folhas coletadas e armazenadas da forma acima descrita mantém integras as suas enzimas por
um tempo de até 20 dias apos a coleta. Se for necessaria a conservagiio deste material por um tempo
superior a 20 dias, ¢ necessario que seja feita a extragio e embebi¢do do extrato obtido em pedagos de
papel de filtro (papel whatman n°3) com 6 x 10 mm que, armazenados em eppendorfs, devem ser
mantidos em N liquido (-180°C). O descongelamento s6 pode ser feito uma Unica vez ¢ os pedagos de
papel de filtro embebidos com extrato devem ser imediatamente colocados no gel para inicio da
“corrida” eletroforética. O armazenamento de extrato em pedagos de papel de filtro em freezer (-18°C),
método comumente utilizado para outras espécies arboreas tropicais, nfio foi efetivo na conservagio da

integridade das enzimas de 4. polyneuron no presente estudo.

4.3 Densidade e Distribuiciao Espacial

A densidade dos individuos nas populagdes estudadas foi obtida dividindo-se o namero de

individuos acima de 8 cm de DAP encontrados em cada populagio pela sua area (ha) respectiva.

O método utilizado para avaliar a distribuigio espacial dos individuos das duas populagdes
estudadas foi o do Vizinho Mais Proximo descrito por CLARK e EVANS (1954). Este método tem
por objetivo verificar o desvio da distribuigdo espacial da populagio estudada com relagio a uma
distribuigio aleatoria. Segundo CLARK e EVANS (1954), a distribui¢do aleatoria é aquela em que
qualquer ponto (individuo) tem a mesma chance de ocorrer em qualquer sub-irea da area estudada,
assim como qualquer sub-area tem a mesma chance de receber qualquer ponto e, ainda, a posi¢do de

cada ponto nao tem mfluéncia de nenhum outro ponto.
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Segundo o modelo descrito por CLARK ¢ EVANS (1954), quando a razfio entre a distincia
média observada entre os vizinhos mais préximos e a distincia esperada para esta distancia (R) for igual
a 0 ha maxima agregagdo; quando este valor for igual a 1 a distribuigio ¢ aleatoria; e quando for igual a

2,1491, ha perfeita uniformidade na distribui¢do dos individuos.

A metodologia para o cdlculo de R encontra-se detalhada em CLARK ¢ EVANS (1954), onde:

R = indice de agregagio => R = “r:é’*
Iy

S

T, = distancia média ao vizinho mais proximo = 7, = Evy

i, = distdncia esperada ao vizinho mais proximo, caso a distribuig¢io fosse aleatoria

onde:

N = ntimero de medidas de distidncia realizadas na amostra
r = distancia de um individuo a seu vizinho mais préximo

p = densidade (numero de individuos/area)

A significincia estatistica de R ¢ calculada através do desvio padrio da curva normal de
distribui¢io (c). Os valores de 1,96 e 2,58 para ¢ representam, respectivamente, os niveis de 5% ¢ 1%

de significincia.

0,26136

onde O, EW

32



4.4 Distribuicio de Tamanho

A distribui¢io de tamanho foi avaliada, para os individuos adultos, através da construgio de uma
curva de distribuigio diamétrica para cada populacio estudada. Foram utilizados todos os individuos

com DAP acima de 8 cm amostrados.

Para a amostragem de individuos jovens (de 750 m’) foi construida uma curva de distribuigdo de

altura.

4.5 Anilises Eletroforéticas

A metodologia utilizada foi a eletroforese de alozimas em gel horizontal de amido de milho
{(penetrose) a 13%, descrita por KEPHART (1990) e ALFENAS et al. (1991).

As diversas etapas do processo de eletroforese de alozimas s3o descritas a seguir, sendo que
pequenas alteragBes com relagiio aos autores citados acima foram feitas, de forma a adequar o método

para a espécie em estudo.

4.5.1 Extragio

Foi testada, visando determinar o tecido com maior atividade enzimatica, a extragio de enzimas
a partir de gemas, folhas jovens e folhas maduras saudaveis. Os zimogramas com melhor defini¢io de
bandas foram obtidos a partir de fothas maduras (verde escuro) saudaveis (sem tragos de degeneragio
ou contaminagio por patégenos). Este foi, portanto, o tecido utilizado nas anilises dos individuos
adultos, enquanto que para os individuos jovens foram utilizadas as folhas disponiveis mais maduras e

saudaveis possivel.

Foram testados diversos tipos de tampio de extragio encontrados na literatura corrente
(ALFENAS, 1991; KEPHART, 1990; SOLTIS et al., 1983). Entretanto, a metodologia que se mostrou

mais eficiente para a extra¢io de enzimas de 4. polyneuron foi a descrita a seguir:
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A extragio das enzimas era feita através da maceragiio de aproximadamente 20 mg de tecido de

limbo foliar, adicionando-se cerca de 10 mg de areia lavada (48 horas em agua corrente, 24 horas em

acido nitrico concentrado, seguido de 48 horas em 4gua corrente) ¢ 200 pl de solugio de extragio
modificada (Tabela 2) a partir da solug#o de extragiio niimero 1 de ALFENAS et al. (1991).

A extraciio era feita macerando-se o tecido com um bastio de vidro em placas de porcelana

resfriadas. Todo o processo era executado sobre barras de gelo mantendo-se, assim, a integridade das

enzimas.

Tabela 2: Solugdo de extragdo utilizada nas andlises alozimicas de Aspidosperma polyneuron (peroba
rosa). Receita modificada a partir da solugdo de extragdo mimero 1 de ALFENAS et al.

(1991). Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Composto Quantidade
fosfato de sodio bibasico (0,034 M) 06g
sacarose (0,2 M) 78
polivinil pirrolidona PVP-40 (2,56 %) 256¢g
L-acido ascorbico 100 mg
dietilditiocarbamato DIECA (5,8 mM) 100 mg
bissulfito de sédio (2,6 mM) 50 mg
borato de sodio - BORAX (2,5 mM) 50 mg
polietilenoglicol-6000 (1 %) ig
agua destilada (q.s.p.) 100 mi

Imediatamente ap6s a extra¢io das enzimas, a solucdo obtida era absorvida em pedagos de papel

de filtro (papel whatman n°3) com 6 x 10 mm, que eram aplicados lado a lado no gel. Eram colocadas

20 amostras em cada gel, além de dois pedagos de papel de filtro contendo solugio marcadora de azul

de bromofenol a 0,1% nas extremidades, para a marcagio da linha de frente durante a migragio.
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4.5.2 Tampdes de Eletrodo e Gel e Sistermas Enzimdticos

Foram realizados testes preliminares testando combina¢des de trés sistemas de tampio
gel/eletrodo: tris-citrato (SOLTIS et al., 1983), citrato morfolina (CLAYTON e TRETIAK, 1972) ¢
histidina (STUBER et al.,1988), com os 24 sistemas enzimaticos listados a seguir:

alcool desidrogenase (ADH - EC 1.1.1.1), aldolase (ALD - EC 4.1.2.13), catalase (CAT - EC 1.11.1.6),
diaforase (DIA - EC 1.8.1.4), enzima malica (ME - EC 1.1.1.40), endopeptidase (ENP - EC 3.4.-.-),
esterase (EST - EC 3.1.1.1), fosfatase dcida (ACP - EC 3.1.3.2), fosfoglucomutase (PGM - EC
2.7.5.1), 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH - EC 1.1.1.44), fosfoglucose isomerase (PGl - 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 1.1.1.37), manitol desidrogenase (MADH - EC 1.1.1.67), peroxidase (PER -
EC 1.11.1.7), sorbitol desidrogenase (SDH - EC 1.1.1.14), superéxido dismutase (SOD - EC 1.15.1.1)
e xiquimato desidrogenase (SKDH - EC 1.1.1.25)

A partir destes testes, foram escolhidos 7 sistemas enzimaticos pela sua boa resolugio e
constincia. Somente os tampdes citrato morfolina (CM) e tris-citrato (TC) apresentaram resultados
satisfatorios. Na Tabela 3, a seguir, estio especificados os sistemas de tampio gel/eletrodo utilizados

para cada sistema enzimatico.

Os protocolos que foram utilizados neste trabatho para a revelagiio das alozimas encontram-se
nos ANEXOS (item 1).
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Tabela 3: Sistemas enzimdaticos e respectivos sistemas de tampdo gel/eletrodo, amperagem e voltagem
utilizados nas andlises alozimicas de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa). Campinas-
SP, UNICAMP. 1997.

Enzima| Sistema tampio Concentracio Amperagem Voltagem
gel/eletrodo
6PGDH | Citrato morfolina |eletrodo: acido citrico 0,04M Liniciat = 25 A Vinicial =230V
LAP |(CM) titulagio com lapesas=35 A Vapss 45=300 V
MDH N-(3-aminopropil) morfolina
PGI até pH 6,1
PGM gel: tampéo do eletrodo
PER diluido a 1:20
(CLAYTON e TRETIAK,1972)
SKDH |Tris citrato eletrodo: tris 0,223 M tiniciar == 30 A Vigicial =130V
(TC) acido citrico 0,086 M iapés 45 35A Vapé,s 45’2200 A%
pH 7,5
gel: tampéo do eletrodo
diluido a 3,5%
(SOLTIS et al., 1983)

4.5.3 Condigoes da Corrida

Durante a migragdo, os géis eram mantidos & temperatura de aproximadamente 5°C (em
geladeira, colocando-se uma placa de gelo sobre o gel). Apos 45 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 7,5 a 8,5 cm de migrag#o.

Apos a migragio, os géis eram cortados em fatias de aproximadamente 1,5 mm de espessura

cada uma e preparados para coloragio especifica para revela¢io de cada sistema enzimatico.

4.5.4 Leitura e Interpretacio dos Zimogramas

A leitura dos zimogramas obtidos era feita logo apos a revelagio das alozimas. As bandas eram
desenhadas em filme plastico com canetas de retroprojetor, mantendo-se as dimensdes originais. Todos
os géis eram fotografados para permitir reprodugdes fidis dos zimogramas, possibilitando a conferéncia

posterior de dividas eventuais na interpretagio.
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A denominagdo dada aos locos e alelos foi feita da seguinte maneira: quando mais de wma zona
de atividade enzimatica era analisada por sistema enzimatico, o loco que controla a enzima com maior
distincia de migragio foi identificado pelo ndimero 1 (ex.: Mdh-1). Para cada loco, o alelo de maior
migracdo recebeu a denominagio de 1 e os demais foram numerados conforme a distincia de migragio
seguinte.

Era colocada uma amostra de um individuo de gendtipo conhecido em cada gel (testemmunha)

para nio haver duvidas sobre a identificagio dos alelos.
4.6 Metodologia Estatistica
4.6.1 Variabilidade Genética

A variabilidade genética foi caracterizada a partir das estimativas das frequéncias alélicas e dos
seguintes indices de diversidade: nimero médio de alelos por loco (A) e por loco polimérfico (A;),
porcentagem de locos polimorficos (P), heterozigosidade média esperada (H.) ¢ observada (H,). Estes

dois ultimos também foram estimados considerando-se somente os locos polimérficos (He, e Hyp).

As frequéncias alélicas foram estabelecidas a partir da leitura dos zimogramas e definicio dos
genétipos de cada individuo, da seguinte forma: p, =n;/n,, onde p, = frequéncia do alelo i na
populagdo j, ny = niamero de ocorréncias do alelo i na populagdo j e n; = mamero total de alelos
amostrados na populagdo j.

Para a estimativa da porcentagem de locos polimorficos foram utilizados dois critérios,
considerando polimoérficos os locos que apresentavam frequéncia do alelo mais comum inferior a 99% e
95%, respectivamente. A porcentagem de locos polimorficos foi calculada dividindo-se o nitmero de

locos polimérficos pelo ntimero total de locos amostrados.

O nimero médio de alelos por loco foi obtido somando-se todos os alelos observados e

dividindo esse nimero pelo nimero total de locos amostrados.

A estimativa da heterozigosidade média observada (H)), calculada para cada loco

individualmente, foi obtida diretamente da amostra a partir das frequéncias genotipicas observadas
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(Tabelas 25 e 26 dos ANEXOS), enquanto que a heterozigosidade média observada foi obtida através

da média aritmética de todos os locos analisados,

A heterozigosidade esperada foi estimada para cada loce, conforme NEI (1978):

A, =2n(1- z p1)/(2n-1), onde n = numero de individuos amostrados. A heterozigosidade
esperada média foi calculada através da média aritmética de todos os locos analisados.

As estimativas de A, Ap, P, H,, H,, H,, ¢ H,, foram geradas pelo programa BIOSYS
(SWOFFORD e SELANDER, 1989).

4.6.2 Verificagiio do Ajuste ao Modelo do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

A partir das frequéncias alélicas, foram estimadas as frequéncias genotipicas esperadas para os
homozigotos e heterozigotos, respectivamente, sob acasalamento aleatorio (modelo do EHW-Tabela 27
dos ANEXOS). A verificagdo dos desvios da panmixia foi feita através de um teste de qui-quadrado
entre os numeros observados de homozigotos e heterozigotos e aqueles esperados segundo as

expectativas do EHW, para cada loco polimorfico, em cada populagio estudada.

O programa BI1OSYS, utilizado na geracgio destas estimativas, também calcula a significincia do
teste de desvio do EHW através do teste exato de Fisher que, segundo WEIR (1990), ¢ mais adequado

e seguro quando os mimeros esperados nas células tém valores pequenos.

A adequacio ao modelo do EHW foi também verificada através da abordagem via coeficiente de
endogamia ou indice de fixagdo (F de Wright) dentro da cada populagio (WEIR, 1990). O F de Wright
corresponde a fragio de redugdo na heterozigosidade com relagio ao esperado em uma populagio de
acasalamento aleatorio (em EHW): F = (H, - H.)/H,. Assim, segundo WEIR (1990), valores de F iguais
a zero indicam que a populago esta em EHW, valores significativamente menores do que zero indicam
um excesso de heterozigotos, enquanto que valores significativamente maiores do que zero indicam um

excesso de homozigotos.

O teste usado para verificar a significincia de F foi o ” sugerido por LI e HORVITZ (1953):

x> =oF (k-1)
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onde k = nimero de alelos e n = tamanho amostral
com {k(k-1)}/2 graus de liberdade.

O teste para verificagdo da significincia do indice médio de fixacio foi feito utilizando-se o
tamanho médio amostral, sendo os graus de liberdade calculados através do niimero médio de alelos por
loco. Quando o niimero de graus de liberdade foi fracionado, foi utilizado o nimero inteiro menor mais
proximo para a consulta da tabela de qui-quadrado, conforme sugerido por LEPSCH-CUNHA (1996).

4.6.3 Verificagio do Ajuste ao Modelo do Equilibrio de Endogamia de Wright

Segundo BROWN e¢ WEIR (1983), um dos fatores que podem levar a ndo adequago das
frequéncias genotipicas ao EHW ¢ o sistema de cruzamento, o que pode ser testado através de um
modelo alternativo (o modelo de cruzamento misto), que considera no sistema de reprodugio,
acasalamentos aleatdrios e autofecundagfio. Este modelo é o do Equilibrio de Endogamia de Wright
(EEW), que inchui o indice de fixagio (F de Wright) nos calculos das frequéncias genotipicas esperadas
(Tabela 27 dos ANEXOS).

Este modelo foi testado para os locos em que ndo houve adequagdo ao modelo do EHW e que

possuiam mais de dois alelos, devido a computagio dos graus de Tiberdade.

4.6.4 Caracterizacio da Distribuicdo da Variabilidade Entre e Dentro das Populagées

A caracterizagio da estrutura genética das duas populacdes estudadas foi feita através das
estatisticas de Wright (WRIGHT, 1951, 1965) ¢ da anélise da diversidade genética em populagdes
subdivididas de Nei (NEI, 1973, 1977, 1987). Estas abordagens sio complementares, conforme
discutido por REIS (1996), ou seja, as estatisticas F permitem, além de caracterizar como estd
distribuida a variabilidade genética entre as populagdes (Fgr), produzir informagdes sobre os niveis
medios de fixagdo a nivel de populagio (Fis) e a nivel de espécie (Fir). Por outro lado, a diversidade
genética em populagdes subdivididas (NEI, 1973) permite a comparagio dos niveis de heterozigosidade
entre e dentro de populacdes e a obtengio de uma estimativa de divergéncia a partir de uma base

diferente daquela que fundamenta as estimativas de Fgy.
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Da mesma forma que para a diversidade genética, as estatisticas F (Fir, Fis e Fsr) de Wright
(WRIGHT, 1951, 1965) também foram estimadas empregando-se o programa BIOSYS (SWOFFORD
¢ SELANDER, 1989), conforme NEI (1977). REIS (1996) revisa e discute detalhadamente tais
estatisticas, assim como as de NEI (1973, 1975) que envolvem os estimadores de Hy (heterozigosidade
total), Hy (heterozigosidade dentro de populagdes) e Ggr (relagdo entre heterozigosidade total e a
heterozigosidade entre populagdes, dada por Dgr).

Assim, para cada loco, segundo NEI (1975), Hy pode ser estimado por:

ﬁT =]1- ZJ’C}‘? , onde X, corresponde a média ponderada da frequéncia do alelo i nas
subpopulagdes. Hs, por sua vez, ¢ obtido pela média ponderada dos valores de 1- fo de cada
populagio.

A porgio da heterozigosidade que se encontra entre as populaghes ¢ estimada por:
GST = Dn /IITT, sendo f)ST = I;TT —ﬁs.

As estimativas de Hr, Hs e Ggsr para todos os locos foram obtidas através da média dos

resultados obtidos para cada loco analisado.

Conforme demonstrado por NEI (1987), por definicdo Ggr equivale a Fgp, entretanto
COCKERHAM e WEIR (1993) nio consideram Gsr como estimador de Fsr, argumentando que o

processo amostral associado a obtengdo das informagdes pode gerar vieses nas estimativas.

4.6.5 Estimativa do Fluxo Génico
A estimativa do fluxo génico entre as Populagdes 1 e 2 foi obtida a partir da relagio entre a

quantidade de migrantes e a divergéncia entre populagdes obtida a partir do Gsr, de acordo com CROW
e AOKI (1984): Gz =[4 o Nm + 1], onde o = (n/ n - 1), e n = nimero de populagdes.
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4.6.6 Taxa de Cruzamento Aparente

A nivel ilustrativo, foi calculada, para cada loco em Equilibrio de Hardy-Weinberg ou Equilibrio
de Endogamia de Wright, a taxa de cruzamento aparente t, = (1-f)/(1+f) de (WRIGHT, 1921), sendo fa
estimativa do indice de fixag@o existente ao nivel de individuo. Um t médio foi entdo estimado para

estes locos.
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5. RESULTADOS

5.1 Levantamento das Populacoes

As parcelas nas quais foram amostradas as Populagdes estudadas abrangeram uma érea
aproximada de 8 ha cada. Na Populagio 1 (Figura 4), foram amostradas 63 arvores com DAP acima de
8 cm. Na época da coleta, junho de 1993, ndo foi encontrado nenhum individuo com frutos (sendo que,
de acordo com os dados de fenologia disponiveis, nesta época deveriam haver frutos novos, que
estariam maduros e prontos para coleta emx agosto). Em novembro, época em que foi coletada a
populagio 2, 2 individuos da Populagdo 1 encontravam-se em inicio de floragdo, entretanto, em janeiro

esses individuos nio apresentavam nem flores nem frutos.

Usando o mesmo método, foram marcadas 53 arvores com DAP acima de 8 cm na parcela da
Populagio 2 (Figura 5). Nesta amostra, coletada em novembro de 1995, 3 individuos estavam em inicio
de floragio. Ainda, quando do retorno i esta populagio no final de janeiro de 1996, da mesma forma
que para a populagio 1, nio havia flores ou frutos nestes individuos, sendo que 3 outros individuos

apresentavam frutos no inicio de seu desenvolvimento.

5.2 Enxertia das Estacas

Para a Populacio 1, houve um pegamento das enxertias de 14%. Entretanto, como foram
realizadas 4 repeti¢des para cada individuo marcado no campo, 46,8% desses individuos tiveram pelo
menos 1 muda obtida via enxertia. Para a Populagio 2, entretanto, a taxa de pegamento foi muito
inferior, correspondente a 3,3%, com apenas 9,4% dos individuos marcados no campo com pelo menos
1 mmda produzida. GANDARA (1993) e GIMENEZ (1973, citado por GANDARA, 1993) obtiveram
melhores resultados para outras espécies florestais, respectivamente 46% para Cedrela fissilis ¢ 59%

para Cedrela odorata.
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O teste visando avaliar o efeito da enxertia sobre a produgiio de alozimas nas folhas novas
produzidas pelo ramo enxertado foi feito através da comparagio entre os zimogramas obtidos
utilizando-se folhas de mudas enxertadas com os obtidos a partir de folhas coletadas de individuos no
campo. Estes zimogramas foram idénticos para os 5 individuos testados, para todos os sistemas
enzimaticos utilizados neste estudo, da mesma forma como foi observado por GANDARA (1993) em
Cedprela fissilis.

5.3 Densidade e Distribuiciio Espacial

Ambas as parcelas das populacdes estudadas abrangeram uma area aproximada de 8 ha cada. A
densidade (individuos/area) encontrada para as Populagdes 1 e 2 foi, portanto, de aproximadamente 7,9
individuos/ha e 6,6 individuos/ha, respectivamente. A localizagio espacial das arvores pode ser

observada nas Figuras 4 e 5.

O padrio de distribuicfio espacial dos individuos de A. polyneuron foi considerado agregado
para a Populagdo 1 e aleatorio para a Populagio 2, utilizando-se o método do vizinho mais préximo de
CLARK ¢ EVANS (1954). Os respectivos valores de R encontrados foram de 0,65 (c = 5,34**) para a
Populagio 1 e 0,88 (¢ = 1,62™) para a Populagdo 2. Observando-se a Figura 4, nota-se que a anilise
visual coincide com o resultado obtido para a Populagdo 1. Na Populagio 2, por sua vez, a analise
visual sugere um leve agrupamento de individuos nio detectado pelo método de CLARK e EVANS

(1954), entretanto, o grau de aleatoriedade € claramente maior do que na Populagio 1.

5.4 Distribuicio de Tamanho

A partir dos didmetros de todos os individuos mapeados obteve-se as Figuras 6 e 7, a seguir,
com as curvas de distribuigdo diamétrica das Populagtes 1 € 2.
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Figura 6: Distribui¢do diamétrica dos individuos amostrados na Populacio 1 de Aspidosperma
polyneuron (peroba rosa) na Estacdo Ecoldgica dos Caetetus - Gdlia-SP. Campinas-SP.
UNICAMP. 1997.

Nomere de Individuos

F
]

Classes de Didmetro

60-T0cm
acima S0cm

8-20cm
20-30cm
30.40cm
40-50cm

Figura 7: Distribui¢do diamétrica dos individuos amostrados na Populagdo 2 de Aspidosperma
polyneuron (peroba rosa) na Estacdo Ecolégica dos Caetetus - Gdlia-SP. Campinas-SP.
UNICAMP. 1997.

16 —

Nimero de Individuos

8-20cm
20+30cm
30-40cm

40-50cm
50-60em
60-Them
70-80cm

80-90cm

Classes de Didmetro

As curvas apresentaram diferentes padrdes para as duas populacdes estudadas. Na Populacsio 1
foi detectado um padrdo muito préximo do esperado para espécies em equilibrio de acordo com
MARTINS (1991), apesar de que o menor difimetro considerado (8,0 cm) é muito grande para se
avaliar regeneracdo. Na Populacdo 2, por outro lado, houve um menor nimero de individuos nas classes
de menor didmetro do que o esperado por este modelo, principalmente na classe entre 8 ¢ 20 cm de

DAP. Nas demais classes de didmetro, houve, por um lado, um padrio comum em que um maior
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numero de individuos foi encontrado nas classes intermedidrias, enquanto que houve um menor nimero
de individuos nas classes de maior didmetro (acima de 80 cm de DAP), conforme padrio esperado para
espécies arblreas longevas. Entretanto, as classes de didmetro que apresentaram maior nimero de
individuos diferiu bastante entre as duas populagdes, respectivamente entre 10 e 30 cm e entre 70 e 80

c¢m na Populagdo 1 e entre 40 e 60 cm na Populagio 2.

Figura 8: Distribui¢do de altura de Aspidosperma polyneuron na amostra de individuos jovens da
Populagdo 1 coletada na Esta¢do Ecologica dos Caetetus - Gdlia-SP. Campinas-SP.
UNICAMP. 1997
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Classes de Altura (cm)

Para a amostra de individuos jovens, a curva de distribuiciio de altura apresentou o padrdo
esperado em J invertido, com maior abundincia de plantulas (primeira classe) em relagio is demais

classes de didmetro.

5.5 Interpretacgio Genética dos Zimogramas

A interpretaco genética dos zimogramas obtidos para os sete sistemas enzimaticos utilizados no
presente trabalho sdo apresentadas esquematicamente na Figura 9. Estas sio condizentes com os
padrdes encontrados no estudo de outras espécies, principalmente no que se refere a estrutura das

enzimas, numero de locos por sistema enzimético e nimero de alelos por loco.
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Figura 9: Interpretagéio genética dos zimogramas dos sistemas enzimaticos polimorficos utilizados no
estudo de duas populagbes de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na FEstagdo
Ecoldgica dos Caetetus (Gdlia-SP). Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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6-Fosfogluconato desidrogenase (6-PGDH)

Este sistema apresentou 3 zonas de atividade. A regido mais catddica foi interpretada como um
loco polimérfico de estrutura dimérica (enzima formada por duas subunidades), apresentando 3 alelos,
sendo um deles raro (ocorreu em apenas 5 individuos). A regido de migragdo mais lenta foi
interpretada como um loco polimorfico, dimérico, dialélico. Entre essas duas zonas de atividade, ha

uma regido formada por um heterodimero inter-génico entre os locos 6Pgdh-1 e 6Pgdh-2.

Fosfoglucose isomerase (PGI)

Esta enzima apresentou apenas uma zona clara de atividade, interpretada como um loco

polimérfico, dimérico e dialélico.

Uma segunda zona, de migracdo mais rapida que a anterior, apareceu em alguns géis, porém

sem resolugfio passivel de interpretacdo.

Leucina aminopeptidase (LAP)

A leucina ammopeptidase apresentou somente uma zona de atividade, interpretada como um

loco polimdrfico, com trés alelos e estrutura monomérica.

Malato desidrogenase (MDH)

Este sistema apresentou 3 zonas distintas, sendo que as regides de migracio mais rapida e mais
lenta, respectivamente, apresentaram-se como locos monomorficos. A regifo de migragio
intermedidria foi composta por uma unica banda para todos os individuos analisados, portanto, pode se
tratar tanto de um loco monomérfico quanto de um heterodimero inter-génico entre os dois outros
locos. Tal regido ndo foi considerada nas andlises, sendo este sistema interpretado como composto de

dois locos monomorficos.

Peroxidase (PER)

Apenas uma regifio apareceu com constincia e nitidez, sendo monomérfica.

49



Shiquimato desidrogenase (SKDH)

Esta enzima também revelou uma zona de atividade, interpretada como um loco de estrutura
monomérica. Este loco foi monomdrfico considerando-se o critério de 95%. Entretanto, ao se
considerar o critério de 99%, este loco apresentou polimorfismo, pois dois individuos da Populagio 1

apresentaram heterozigotos com um alelo raro.

Fosfoglucomutase (PGM)

A interpretagdo desta enzima sé foi possivel para a amostra de individuos jovens. Para esta
categoria apenas uma zona de atividade apareceu claramente em todos os géis. Esta zona foi

interpretada como um loco polimérfico dialélico.

Na Figura 10, a seguir, podem ser observadas fotos de géis revelados para os 7 sistemas

enzimaticos descritos acima.
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5.6 Estrutura Genética

5.6.1 Para as Duas Populagées de Individuos Adultfos

5.6.1.1 Frequéncias

Alélicas,

Polimorfismo,

Nitmero Meédio de

Heterozigosidades Observada e Esperada

Alelos

por Loco

e

Tabela 4: Nimero de individuos analisados por loco (n), frequéncias alélicas (p,), e
heterozigosidades observada e estimada (H, e I-}e ) em cada loco alozimico analisado
nas Populagbes 1 e 2 de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) amostradas na
Estagdo Ecologica Ecologica dos Caetetus, Gadlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
Loco n P B P a [_}e

P, Lap-1 61 0,090 0,123 0,787 0,344 0,361
P, 50 0,010 0,570 0,420 0,300 0,504
P, Mdh-1 63 1,000 - - - 0,000
P, 53 1,000 - - - 0,000
P, Mdh-2 63 1,000 - . ; 0,000
P, 53 1,000 ; - - 0,000
P, Per-1 63 1,000 - - - 0,000
33 1,000 - - - 0,000
Py 6Pgdh-1 62 0,032 0,734 0,234 0,274 0,409
P, 52 0,010 0,846 0,144 0,231 0,266
P, 6Pgdh-2 62 0,444 0,556 - 0,500 0,498
P, 53 0,462 0,538 - 0,846 0,502
Py Pgi-1 63 0,135 0,476 0,389 0,794 0,609
P 51 0,412 0,255 0,333 0,784 0,661
P Skdh 60 0,983 0,017 - 0,033 0,033
P, 53 1,000 - - - 0,000

P; - Populagdo 1
P; - Populagio 2
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Para o calculo da porcentagem de locos polimérficos, foram utilizados 2 critérios: quando o
alelo mais frequénte ndo atingia valores de frequéncia superior a 95% e 99%. Desta forma, para os
individuos adultos, dos oito locos estudados, 4 apresentaram-se monomorficos a 95% (Mdh-1, Mdh-2,
Per-1 ¢ Skdh-1), enquanto que a 99%, para a Populagio 1, o loco Skdh-1 foi considerado polimérfico.

A estimativa da variabilidade genética foi obtida utilizando-se as frequéncias dos 15 alelos

encontrados na Populagio 1 distribuidos em 8 locos e as frequéncias dos 14 alelos encontrados na

Populagdo 2 em 8 locos (Tabela 4). Sdo também fornecidos A, e ﬁe para cada loco.

A distribuigdo das frequéncias alélicas nestas duas populagdes foi muito semelhante, com
excecdo dos locos Lap-1, no qual o alelo mais frequénte na Populagio 1 foi o alelo 3 e na Populagio 2
foi o alelo 2, e Pgi-1 que apresentou o alelo 2 seguido do alelo 3 como mais frequéntes, enquanto que
na Populagio 2 os alelos mais frequéntes foram, respectivamente, os alelos 1 e 3. As frequéncias

genotipicas para as duas populagdes estudadas encontram-se na Tabela 25 dos ANEXOS.

A Tabela 5, a seguir, mostra que as duas populagdes estudadas apresentaram estimativas muito
semelhantes para os parimetros de diversidade genética. As heterozigosidades esperadas e observadas
médias (ﬁe/ ﬁo ), considerando-se todos os locos foram, respectivamente, para as Populagdes 1 e 2, de
0,237/0,243 e 0,239/0,270. Considerando-se apenas os locos polimérficos, essas heterozigosidades
passam a ser de 0,465/0,478 e 0,478/0,540, respectivamente.

Pode-se verificar, a principio, que as heterozigosidades observadas sio maiores do que as
esperadas para ambas as populagtes, sendo essa diferenga, entretanto, pequena. Visando testar se essa
diferenga ¢ significativa, foram feitos os testes do %° e exato de Fisher, obtendo-se os resultados
descritos no item 5.6.1.2.

O nimero médio de alelos por loco polimorfico, assim como a taxa de polimorfismo (95%), foi

semelhante para as duas populagSes estudadas, respectivamente de 2,75 e 50%.
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Tabela 5: Estimativas de diversidade genética, via marcadores alozimicos, para as Populagdes 1 e 2
de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) amostradas na Esta¢do Ecoldgica dos

Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Populagio 1 Populagdo 2
Heterozigosidade esperada média (todos os locos) 0,237 (0,090)* 0,239 (0,098)
Heterozigosidade esperada média (somente locos polimérficos) 0,465 (0,054) 0,478 (0,081)
Heterozigosidade observada média (todos os locos) 0,243 (0,104) 0,270 (0,126)
Heterozigosidade observada média (somente locos 0,478 (0,115) 0,540 (0,160)
polimérficos)
Numero médio de alelos por loco 2,00 (0,33) 1,88 (0,35)
Nimero médio de alelos por loco polimérfico 2,75 (0,25) 2,75 (0,25)
Porcentagem de locos polimoérficos (critério 0,95) 50,00 50,00
Porcentagem de locos polimorficos (critério 0,99) 62,50 50,00

* desvio padriao

5.6.1.2 Verificacio dos Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg e Equilibrio de Endogamia de

Wright

Nas Tabelas 6 ¢ 7 podem ser observados os testes de ° para verificagio dos desvios das

frequéncias genotipicas observadas com relacgfio as frequéncias genotipicas esperadas sob o modelo do

Equilibrio de Hardy-Weinberg, para as Populagdes 1 e 2, respectivamente. Quando houve significincia

utilizando-se os genotipos reais (nfio agrupados), foi feito o agrupamento em 3 classes, sendo: classe 1 -

namero de homozigotos, classe 2 - namero de heterozigotos entre o alelo mais comum e os alelos raros

e classe 3 - namero de homozigotos raros e outros heterozigotos. Entretanto, em nenhum loco onde o

agrupamento foi testado houve alteracdo no grau de significincia; portanto sdo apresentados apenas os

resultados para os genotipos reais. Sdo também apresentados nessas Tabelas os resultados dos testes

exatos de Fisher para os desvios do EHW (Priger).
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Tabela 6: Verificacdo da aderéncia das estimativas encontradas para 5 locos polimérficos ao modelo

do EHW, através dos testes do }_/2 e exato de Fisher. Populagdo 1 de Aspidosperma
polyneuron (peroba rosa) amostrada na Estagdo Ecologica dos Caetetus, Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco Gem')tipos n, n, x2 GL pd P xz Prisher
Skd-1
1-1 58 58,017
1- 2 2 1,967
2~ 2 0 0,017
0,000 1 1,000™ 1,000™
Pgi-1 1-1 2 1,147
1-2 7 8,095
1-3 6 6,611
2-2 8 14,286
2-3 37 23,333
3-3 3 9,528
13,741 3 0,003%* 0,002%*
Lap-1 -1 0 0,496
1-2 3 1,352
-3 8 8,656
2-2 1 0,922
2-3 10 11,803
3-3 39 37,770
1,134 3 0,769™ 0,439™
6Pgdh-1 -1 0 0,065
i 1-2 4 2,935
i-3 0 0,935
2-2 37 33,391
2-3 13 21,282
3-3 8 3,391
8,425 3 0,038* 0,023*
6Pgdh-2 1-1 12 12,198
1-2 31 30,605
2-2 19 19,198
0,000 1 1,000™ 1,000

n, - numero observado
n, - esperado

GL - graus de liberdade
P - probabilidade de ajuste para a distribuigiio dos %
*P<0.05 ¢ ** P<0.01
ns - ndo significativo
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Tabela 7: Verificacdo da aderéncia das estimativas encontradas para 4 locos polimérficos ao modelo
do EHW, através dos testes do ,’f e exato de Fisher. Populacdo 2 de Aspidosperma

H

polyneuron (peroba rosa) amostrada na Estagdo FEcologica dos Caetetus, Gdlia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco G—enétipos n, n, xz GL xz P xz Prisher
Pgi-1 1- 1 2 8,647
1- 2 3 10,706
1-3 30 14,000
2-2 8 3,314
2-3 2 3,667
3-3 1 5,667
13,741 3 0,003** < 0,001**
Lap-1 1-1 0 0,005
1-2 1 0,570
-3 0 0,420
22 21 16,245
2-3 14 23,940
3-3 14 8,820
7,320 3 0,062™  0,008**
6Pgdh-1 - 1 0 0,005
1-2 1 0,846
1- 3 0 0,114
2-2 38 37,231
2-3 i1 12,692
3-3 2 1,082
0,276 3 0,965™ 0,329
6Pgdh-2 -1 2 11,077
1-2 44 25,846
2-2 6 15,077
23,579 i 0,000%% < 0,001**

n, - niimero observado
n, - numero esperado
GL - graus de liberdade

P - probabilidade de ajuste para a distribuigdo dos y*

* P<0.05 e ¥* P<0.01
ns - nao significativo

Para ambas as populagdes estudadas, foi considerado mais seguro o uso do teste exato de Fisher

para os desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a ocorréncia generalizada de células com

valores inferiores a S para n. (com exce¢éio do loco 6Pgdh-2). Entretanto, com exce¢io do loco Lap-1

na Populagio 2, ambos os testes realizados apresentaram os mesmos resuitados.

P e,
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Para a Populacio 1, a hipotese nula de adequago ao modelo do Equilibrio de Hardy-Weinberg
foi rejeitada em 2 locos (Pgi-1 e 6Pgdh-2). Para a Populagio 2, somente 1 dos 4 locos analisados

apresentou-se em EHW pelo teste de Fisher (6Pgdh-1), enquanto que, pelo teste do ¥°, dois locos
rejeitaram a hipotese nula (Pgi-1 e 6Pgdh-2) e dois a aceitaram (Lap-1 e 6Pgdh-1).

Conforme mencionado anteriormente, para o loco Lap-1 da Populagio 2, deve ser priorizado o
teste de Fisher, pelo qual o loco n3o se encontra em EHW, devido 50% das classes de mimeros

esperados serem inferiores a 1, conforme explicado por LEPSCH-CUNHA (1996).

Dentre os locos que ndo se apresentaram em EHW, somente 6Pgdh-1 (na Populagio 1) ¢ Lap-1
(na Populagdo 2) puderam ser testados quanto a adequagio ao modelo do Equilibrio de Endogamia de
Wright - EEW (Tabela 8). Para os demais locos que nfo se ajustaram ao modelo do EHW, ou os graus
de liberdade foram insuficientes para a realizagio do teste, ou, devido ao excesso de heterozigotos, o

desvio do EHW nfo pode ser explicado pela presenga de endogamia.

Em relagdo a0s dois locos analisados para o desvio do EEW, os resultados do teste de y’ nio

foram significatives, indicando que a endogamia encontrada nestes locos pode estar ocorrendo devido a
um sistema misto de cruzamento, com uma certa taxa de autofecundagio ou cruzamento entre
aparentados. Entretanto, este resultado deve ser visto com cautela, pois ha grande quantidade de células
de nameros esperados com valores menores do que 1. Conforme discutido por LEPSCH-CUNHA
(1996), seria necessario o desenvolvimento de testes exatos, como o teste de Fisher, realizado para
verificagdo de EHW, ou com os gen6tipos agrupados, para verificagio deste modelo de equilibric com

endogamia.
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Tabela 8: Verificagdo da aderéncia das estimativas encontradas para os locos 6Pgdh-1 (Populagdo 1)
e Lap-1 (Populagéio 2) ao modelo do Equilibrio de Endogamia de Wright, através do teste

¥’ . Populagdes de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) amostradas na Estagfio
Ecologica dos Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Populacgio 1
Loco Gendétipo n, n. GL 1 P
6Pgdh-1 1-1 0 0,686
1-2 4 1,969
1-3 0 0,628
2-2 37 37,325
2-3 13 14,397
3.3 8 6,996
2 3,691 0,158™
Populacido 2
Loco Genotipo n, o, GL Xz
Lap-1 1-1 0 0,202
1-2 1 0,343
1-3 0 0,253
2-2 21 21,122
2-3 14 14,412
3-3 14 13,668
2 1,733 0,424™

N, - nOmero observado
n, - nimero esperado
GL - graus de liberdade
ns - ndo significativo

5.6.1.3 Indices de Fixacio de Wright (F)

Na Tabela 9, a seguir, podem ser observadas as estimativas obtidas para o indice de fixagdo dos

locos analisados. Os desvios apresentados pelos locos na Populago 1 foram, em Pgi-1 para excesso de

heterozigotos, enquanto que em 6Pgdh-1 o desvio foi para excesso de homozigotos. A média obtida

para todos os locos {0,025), por sua vez, ndo foi estatisticamente significativa.
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Tabela 9: Numero de heterozigotos observados e esperados, indices de fixagdo de Wright e teste de Va
de LI e HORVITZ (1953) para os 5 locos alozimicos polimorficos analisados na Populagédo
1 de Aspidosperma polyneuron (percba rosa) amostrada na Estacdo Ecologica dos
Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco n° de heterozigotos | n° de heterozigotos F % P
observados esperados

Skdb-1 2 1,967 -0,017 0,017 (1) 0,896"
Pgi-1 50 38,040 -0,314 12,420 (3) 0,006%*
Lap-1 21 21,811 0,037 0,167 (3) 0,083™
6Pgdh-1 17 25,153 0,324 13,017 (3) 0,005**
6Pgdh-2 31 30,605 -0,013 0,011 (1) 0,916™
Média 0,025 0,0397(1) 0,842™

Os graus de liberdade encontram-se entre parénteses.

Para a Populagio 2, a significincia do desvio do EHW, obtida através do indice de fixagdo F
(Tabela 10), foi coerente com os desvios encontrados anteriormente via > para os niimero observados
e esperados para os genétipos (Tabela 7), com excegdo do loco Pgi-1, cujo desvio do EHW foi
significativo nos testes anteriores e nao significativo via F. Conforme sugerido por LEPSCH-CUNHA
(1996), isto pode estar ocorrendo devido ao tamanho amostral, que influi muito sobre o teste de 7’

para o indice de fixagio com o aumento do valor de F, tornando o teste tendencioso no sentido de
aceitar a hipotese nula de equilibrio de Hardy-Weinberg mesmo com valores elevados de F. Os desvios
do EHW, para esta populagio, foram para excesso de homozigotos para a o Lap-1 e excesso de
heterozigotos para 6Pgdh-1. Da mesma forma do que para a Populagio 1, a média de F obtida para

todos os locos (0,025) nio foi estatisticamente significativa.

Pode-se observar que, apesar dos diferentes magnitudes de significincia para as duas populagdes
estudadas, a tendéncia para os locos Pgi-1 ¢ 6Pgdh-2 é o desvio do EHW para excesso de
heterozigotos, enquanto que para os locos Lap-1 ¢ 6Pgdh-1 o desvio tende a ser para excesso de

homozigotos.
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Tabela 10: Nizmero de heterozigotos observados e esperados, indices de fixagdo de Wright e teste de

x° de LI e HORVITZ (1953) para os 4 locos alozimicos polimérficos analisados na
Populagdo 2 de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) amostrada na Estagdo Ecologica
dos Caetetus, Gdlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco n’ de heterozigotos | n° de heterozigotos F x? P
observados esperados
Pgi-1 40 33,373 -0,199 4,039 (3) 0,257%
Lap-1 15 24,930 0,398 15,84 (3) 0,001%**
6Pgdh-1 12 13,683 0,123 1,573 (3) 0,665™
6Pdh-2 44 25,846 -0,702 25,626 (1) <0,001%*
Média 0,130 0,877(1) 0,349"

Os graus de liberdade encontram-se entre parénteses.
5.6.1.4 Distancias Genéticas Entre as Populagdes 1 e 2 ¢ Fluxo Génico

A distancia genética entre as populagdes 1 ¢ 2 foi estimada através da Estatistica F de Wright
(WRIGHT, 1965), obtendo-se um £, de 0,61 para a média dos 5 locos analisados (Tabela 11).

A

Tabela 11: Estimativas dos Indices de Fixagdo de Wright (E;, F,, e ;) para as duas populagbes de

Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) amostradas na Esta¢do Ecologica dos Caetetus,
Gdlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco ol k. E.
Skdh-1 -0,017 20,008 0,008
Pgi-1 -0,254 -0,193 0,049
Lap-1 0,248 0,372 0,166
6Pgdh-1 0,245 0,257 0,016
6Pgdh-2 -(,359 -0,358 0,000
Média 0,079 0,013 0,061

O resultado obtido através da abordagem de populagdes subdivididas de NEI (1973) (Tabela
12) foi muito semelhante ao obtido através do £, ambos indicando pequena diferenciagiio entre as

populagdes analisadas.
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Tabela 12: Estimativas de Hy, Hy, Dsr e Gsr em duas populagbes de Aspidosperma polyneuron
(peroba rosa) amostradas na Estagdo Ecoldgica dos Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP,
UNICAMP. 1997.

Loco b, B B H, H, Dy Gy
Lap-1 0,054 0,324 0,622 0,505 0,421 0,084 0,167
Mdh-1 1,600 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Mdh-2 1,600 0,000 0,000 0,000 0,000 0,600 0,000
Per-1 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000
Pgi-1 0,259 0,377 0,364 0,658 0,626 0,032 0,048
6Pgdh-1 0,022 0,785 0,193 0,346 0,341 0,005 0,015
6Pgdh-2 0,452 0,548 0,000 0,495 0,495 0,000 0,000
Skdh-1 0,991 0,009 0,000 0,018 0,018 0,000 0,608
Meédia 0,253 0,238 0,015 0,060

p, = frequéncia do alelo i juntando-se as duas populagSes
estimativa da heterozigosidade total

T
i

r

. = estimativa da heterozigosidade dentro das populagdes
- f}s
/a - (proporgdo da heterozigosidade que se encontra entre as populagdes)

e
i

T

» h@)
H
)

i

8T 8§T

Uma terceira abordagem, a identidade genética nio viesada de NEI (1978), foi calculada
através do programa BIOSY'S para as populacdes 1 e 2, obtendo-se por resultado o valor de 0,962, que

corrobora o resultado obtido através dos estitnadores anteriores.

A taxa de fluxo génico encontrada a partir da estimativa de Gsr, conforme metodologia descrita
por CROW ¢ AOKI (1984) foi de 0,98 individuos por geragio.

5.6.1.5 Taxa de Cruzamento Aparente
Os resultados obtidos para a taxa de cruzamento aparente para as Populagdes 1 e 2 estudadas,
foram de, respectivamente, 0,82 e 0,90. Esses resultados indicam uma alta taxa de cruzamento,

reforgando o pressuposto inicial de que A. polyneuron é uma espécie preferencialmente alogama.

Entretanto, esse resultado deve ser visto com cautela devido a pequena amostragem de locos, as
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limitagGes referentes ao teste do EEW (6Pgdh-1 da Populagio 1 ¢ Lap-1 da Populagio 2) e 4 limitagSes
do modelo. Segundo REIS (1996), o emprego de modelos multilocos permite a obtengdo de estimativas
mais adequadas da taxa de cruzamento, pois levam em consideragdo as combinagdes genotipicas
envolvendo todos os locos. Entretanto tal metodologia ndo pode ser aplicada no presente trabalho

devido nio ter sido possivel a coleta de sementes.
5.6.2 Para a Amostra de Individuos Jovens

5.6.2.1 Freqiiéncias Alélicas, Polimorfismo, Numero Médio de Alelos por Loco ¢
Heterozigosidades Observada e Esperada

Da mesma forma como foi feito para os individuos adultos, obteve-se as estimativas da
variabilidade genética, através dos marcadores alozimicos para a amostra de individuos jovens. Na
Tabela 13 constam as fregiiéncias dos 11 alelos encontrados nesta amostra, distribuidos em 6 locos, a

saber Lap-1, Mdh-1, Mdh-2, Per-1, Pgi-1 ¢ Pgm-1. Dos 6 Iocos analisados, 3 apresentaram-se

invaridveis: Mdh-1, Mdh-2 ¢ Per-1. Sio também fornecidas as A, e H, cada loco.

Tabela 13: Numero de individuos analisados por loco (n), frequéncias alélicas (p,), e

heterozigosidades observada e estimada (H, e ﬁe ) para cada loco analisado na

amostra de individuos jovens de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) da Populagdo
1. Estagdo Ecologica dos Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco n B b B, a H,
Lap-1 225 - 0,329 0,671 0,578 0,441
Mdh-1 233 1,000 - - 0,000 0,000
Mdh-2 233 1,000 - - 0,000 0,000
Per-1 233 1,000 - - 0,000 0,000
Pgi-1 226 0,066 0,500 0,434 0,558 0,757
Pgm-1 206 0,345 0,655 0,000 0,452 0,453
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As frequéncias genotipicas nos locos da ameostra de individuos jovens encontram-se na Tabela
26 dos ANEXOS, enquanto que a estimativa da diversidade genética através do polimorfismo, nimero

de alelos por loco ¢ heterozigosidades observada e esperada encontra-se na Tabela 14, a seguir:

Tabela 14: Estimativas de diversidade genética, via marcadores alozimicos, na amostra de individuos
Jjovens de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) da Populagdo 1 na Estaglio Ecologica
dos Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Heterozigosidade esperada média (todos os locos) 0,242 (0,109)*
Heterozigosidade esperada média (somente locos polimérficos) 0,485 (0,037)
Heterozigosidade observada média (todos os locos) 0,321 (0,146)
Heterozigosidade observada média (somente locos polimorficos) 0,642 (0,057)
Ntmero médio de alelos por loco 1,67 (0,33)
Namero médio de alelos por loco (somente os locos polimorficos) 2,33(0,33)
Porcentagem de locos polimorficos (critérios 95% ¢ 99%) 50,00

* desvio padrdo

O ntmero médio de alelos por loco polimérfico (2,33) foi ligeiramente maior do que o
encontrado para os individuos adultos da Populagio 1. As heterozigosidades esperada ¢ observada
médias, considerando todos os locos ¢ somente os locos polimorficos, foram, respectivamente, de
0,242/0,321 e 0,485/0,642. Enquanto que a heterozigosidade esperada esteve muito proxima da obtida
para a Populacio 1 de individuos adultos, 0,242 e 0,237, respectivamente para jovens ¢ adultos, a

heterozigosidade observada foi sensivelmente maior para os individuos jovens (0,321 ¢ 0,243).

5.6.2.2 Verificagiio dos Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg

Da mesma forma que para os individuos adultos, foram feitos os testes de %’ e teste exato de

Fisher visando verificar a adequagio das frequéncias genotipicas observadas ao modelo do Equilibrio de
Hardy-Weinberg, para os locos polimorficos da amostra de individuos jovens de 4. polyneuron. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 15, a seguir.
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Tabela 15: Verificacdo da aderéncia das estimativas encontradas para trés locos polimorficos ao

modelo do EHW, através dos testes do Z2 e exato de Fisher. Amostra de individuos jovens

da Populagéo 1 de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estagdo Ecologica dos
Caetetus, Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco  Gendtipos n, n, 2 Gy’ Py’ Prister
Par1 -1 3 0.996
I-2 7 15,000
1- 3 7 13.009
2-2 31 56,500
2-3 157 98,000
3-3 16 42496
110,463 3 0,000** < Q001**
Lap-1 -1 9 24338
1-2 130 99,324
2-2 86 101,338
20,386 1 0,000** < (,00]1%%*
Pgm-1 -1 10 24,471
1-2 122 93058
2-2 74 88 471
18,875 1 0,000** < 0,001%*

n, - numero observado

n, - namero esperado

GL - graus de liberdade

P - probabitidade de ajuste para a distribui¢io dos %’
* P<0.05 e ** P<0.01

ns - ndo significativo

Em ambos os testes, ficou evidente o desvio significativo em relagio a panmixia, no sentido de

um excesso de heterozigotos, em todos os locos analisados.

5.6.2.3 Indices de Fixacio de Wright (F)

O resultado obtido na analise estatistica dos indices de fixagio de Wright para a amostra de

individuos jovens (Tabela 16) evidenciou um excesso de heterozigotos, tanto considerando-se os locos
individuais quanto para a média dos trés locos analisados, confirmando o teste de ¥’ para gendtipos

observados e esperados (Tabela 15).
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Tabela 16: Nizmero de heterozigotos observados e esperados, indices de fixacdo de Wright e teste do

f de LI e HORVITZ (1953) para os 3 locos alozimicos polimorficos analisados na
amostra de individuos jovens da Popula¢do 1 de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa)
na Estacdo Ecologica dos Caetetus, Gdlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Loco Heterozigotos Heterozigotos F ¥? P
observados esperados

Pgi-1 171 126,01 -0,357 57,607 (3) | <0,001**

Lap-1 130 99,32 0,309 | 21,483(1) | <0,001**

Pgm-1 122 93,06 -0,311 19,925 (1) | <0,001**

Média -0,326 23,274(1) | <0,001**

os graus de liberdade encontram-se entre parénteses
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6. DISCUSSAO

6.1 Levantamento da Populacao e Enxertia das Estacas

As taxas de pegamento dos enxertos de A. polyneuron (14% e 3,3% para as Populages 1 e 2,
respectivamente) foram baixas quando comparada com as obtidas por GANDARA (1993) e GIMENEZ
(1973, citado por GANDARA, 1993), respectivamente de 46% para Cedrela fissilis e 59% para
Cedrela odorata. Este parece constituir, entretanto, um método interessante para propagacio
vegetativa dos genotipos de interesse em estudos genéticos, propagagio massal de individuos
selecionados ou conservagio ex situ. Porém, alguns cuidades devem ser tomados, tais como observar a
época de coleta das estacas e executar um niimero de repetigdes para cada individuo amostrado que

garanta pelo menos uma muda com o mesmo genotipo de cada um desses individuos.

No que se refere a melhor época para a realizagiio de enxertias nesta espécie, obteve-se, neste
trabatho, melhores resultados (Populagio 1) quando as enxertias foram feitas no inverno (junho), do
que quando foram feitas no verdo (novembro), com taxas de pegamento de 14% e 3,3%,

respectivamente.

Por outro lado, os testes evidenciaram ndo haver nephuma influéncia da enxertia sobre a
produgio de alozimas pela folhas da muda enxertada obtida, sendo este procedimento recomendavel
quando a populacdo estudada se encontra distante do laboratorio onde serfo realizadas as analises

alozimicas.

A ocorréncia de 5 arvores florescendo entre novembro e dezembro confirma as informagdes
fornecidas na bibliografia disponivel (CARVALHOQ, 1994; MORELLATO, 1991 e RIZZINI, 1990). No
periodo do estudo, foi muito baixa a ocorréncia de evento reprodutivo nas populagdes estudadas,
concordando com a bibliografia que indica que esta espécie ndo frutifica de forma abundante
anualmente. Portanto, observagdes fenologicas de espécies arboreas tropicais devem ser feitas por um
periodo longo, de no minimo 3 anos consecutivos, e de forma sistematica, para que se obtenha uma
conclusio consistente. Ndo sendo este o objetivo do presente trabalho, tais observagdes sio de ordem

complementar e ilustrativa.
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A baixa ocorréncia dos eventos reprodutivos, assim como a sua assincronia dentro das
populagdes, pode ter implicagdes sobre a estrutura genética da espécie, na medida em que fica variavel
o tamanho efetivo populacional a cada evento reprodutivo. Portanto, estudos sobre o sistema
reprodutivo e taxa de cruzamento envolvendo essas varidveis sio pertinentes, principalmente em
espécies que apresentem grande variagio anual nos eventos reprodutivos. Tais estudos devem ser feitos

em varios eventos reprodutivos, durante alguns anos seguidos.

6.2 Densidade e Distribuicio Espacial

A densidade encontrada para as duas populagtes de A. polyneuron estudadas, respectivamente
de 7,9 e 6,6 individuos/ha, concorda com as informagdes obtidas em levantamentos fitossociologicos
em florestas estacionais semideciduais do interior de Sdo Paulo, nos quais a densidade variou de 7,5
ind./ha (PAGANO e LEITAO FILHO, 1987) a 36 ind./ha (TABANEZ, 1995). Estes dados evidenciam
que esta espécie, nessas populagdes, ndo ¢é rara (menos que um individuo por hectare). Por outro lado,
em populagdes nio perturbadas, sua densidade nio costuma ultrapassar 35 individuos/ha, ndo podendo
ser caracterizada como uma espécie comum come, por exemplo, o palmiteiro, gue apresentou

densidade entre 54 e 262 individuos/ha nas populagdes estudadas por REIS (1996).

Portanto, trata-se de uma espécie de densidade intermediiria gue pode, em algumas situacbes,
tornar-se comum, como na floresta secundaria estudada por RODRIGUES et al. (submetido) onde 217
individuos/ha foram encontrados. Um dos fatores que parece atuar no sentido de aumentar a densidade
de A. polyneuron € a agdo antropica. Entretanto, um aumento no nitmero de individuos ndo significa
necessariamente a conservagio da variabilidade genética da espécie ou prevengio de endogamia.
MORAES (1992), por exemplo, analisou progénies de populagdes de Myracrodruon urundeuva, uma
espécie arborea que na sucessio apresenta-se como secundaria, que ocupa o dossel da floresta, € dioica
e ocorre naturalmente em baixa densidade na floresta primaria, tornando-se comum em areas
perturbadas. Valores elevados foram encontrados para o indice de fixagdo (F de Wright) tanto para a
espécie (Frr = 0,513), quanto para as populagdes (Fis = 0,495) de M. urundeuva em area perturbada.
Neste caso, portanto, o aumento da densidade de individuos nio esteve associado a niveis baixos de

endogamia. MORAIS (1992) sugere que esse resultado foi encontrado devido ao efeito “gargalo de
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garrafa” causado pela fundagdo destas populagdes por poucos individuos e 0 consequente cruzamento

entre aparentados.

A distribuigio espacial encontrada para as Populagbes 1 e¢ 2, respectivamente, agregada e
aleatoria, mostra que nio existe um padrio definido de distribuigdo espacial para esta espécie, sendo
que este padrdo deve flutuar ao longo das geragBes. Um dos fatores que pode ter influenciado a
distribui¢io espacial dos individuos € a agdo antropica, principalmente na Populacio 2, que esteve

provavelmente mais sujeita a esse tipo de perturbacio.

As implicagbes genéticas geradas pelo padrio de densidade se referem, principalmente, ao
sistema de cruzamento, ou seja, ao fluxo de pélen. A pequena distincia média encontrada entre os
individuos reprodutivos de A. polyneuron ndo deve, a principio, representar limitagio para o movimento
de polinizadores.

Os resultados encontrados sugerem que o padrio atual de distribuigdo da diversidade genética
nas populagdes de individuos adultos, em conjunto com as caracteristicas atuais de estrutura das
populagdes, mesmo havendo um padrio supra-anual de reprodugio, sio capazes de gerar uma

regeneragdo intensa e com elevada diversidade genética.

6.3 Distribuiciio de Tamanho

Conforme pode ser observado nas Figuras 5 e 6, a curva de distribuigdo diamétrica de ambas as
populagdes de individuos adultos, principalmente da Populagio 2, nio apresentou o padrdo esperado
para espécies em equilibrio demogréfico segundo MARTINS (1991), ou s¢ja, em J invertido. Enquanto
que a Populag@o 1 apresentou um niimero acima do esperado para a classe entre 70 e 80 cm de DAP, a
Populagdo 2, por outro lado, apresentou poucos individuos na primeira classe (entre 8 e 20 cm de
DAP). A amostra de individuos jovens, por sua vez, apresentou exatamente o padriio esperado, com um

namero de individuos de menor didimetro muito maior do que nas demais classes.

Vale ressaltar que ndo foram registrados individuos com altura superior a 3 m e DAP inferior a 8
cm nas duas populagdes estudadas. Duas hipotese podem ser sugeridas para explicar esse resultado. A
primeira diz respeito 4 amostragem. Se, por um lado, em uma area amostral de 8 hectares a visualizagio

no campo de individuos menores do que 8 cm se torna dificil, a amostra de individuos jovens
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(de 750 m®) é insuficiente para a captura de individuos com altura acima de 3 m. A amostragem
adequada de individuos nessa classe de tamanho exigiria o uso de parcelas menores do que 8 ha ¢
maiores do que 750 m’. Por outro lado, é possivel que nessa classe intermediéria de tamanho (maior do
que 3 m de altura ¢ DAP inferior a 8 cm), existam efetivamente muito poucos individuos em éareas
naturais. Afinal, como a espécie é muito longeva, basta que poucos individuos tenham sucesso em
atingir o estddio adulto para garantir uma densidade que garanta a regeneragdo ¢ manutengio de
populagdes com alta diversidade genética a longo prazo. Este modelo se aplicaria para espécies

longevas e com densidade baixa ou intermediaria.

Os diferentes resultados encontrados para as duas populagdes de individuos adultos sugere que
as areas onde estdo locadas as populagbes analisadas tém um histérico diferenciado de perturbagio. A
Populagdo 2 encontra-se proxima a borda da floresta, portanto em uma area mais sujeita & perturbagio,
tanto via extra¢do de madeira, quanto via efeito de borda. Assim, a curva encontrada para a Populagio
2 indica que pode ter havido corte seletivo de individuos de grande porte (reprodutivos) em tempos
passados. Este desbaste pode ter ocasionado uma deficiéncia na produgio de sementes durante alguns
anos e, consequentemente, um pequeno recrutamento, gerando uma deficiéncia de individuos na classes

entre 8 e 20 cm na populagio atual.

Por outro lado, a Populagdo 1 encontra-se em uma area no interior da floresta, com baixos
indicios de perturbagio, e onde, segundo o relato de mateiros, nio houve extragio de madeira. O
padrio de distribuigdo diamétrica encontrado para esta Populagio deve corresponder a dindmica natural
da espécie. Ou seja, mesmo para as classes de maior didmetro, ha uma variagio no nimero de

mdividuos, retratando diferengas na intensidade de recrutamento em épocas passadas.

SCHLITTLER (1990) construiu uma curva de distribuigio diamétrica para A. polyneuron com a
amostragem feita na floresta do Morro do Diabo, em Teodoro Sampaio-SP. Houve auséncia de
individuos nas classes de menor didmetro, grande interrupgbes nas classes intermedidrias e
predominincia em apenas uma classe (entre 70 ¢ 75 ¢cm de DAP). O autor associou esta curva com a
auséncia de regeneragdo natural da espécie. Caso esta explicagio seja verdadeira, tal auséncia de
regeneragdo deve ter ocorrido ha muito tempo, pois o menor individuo amostrado por este autor
encontra-se na classe de didmetro entre 15 e 20 cm. SCHLITTLER (1990) encontrou para outras
espécies como Cedrela fissilis, Balfourodendron riedelianum, Chrysophyllum gonocarpum e

Nectandra megapotamica padrdes parecidos, mas com maior frequéncia de individuos nas classes
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intermediarias de DAP. Levando em consideragio a curva construida para a Populagiio 2 do presente
estudo, percebe-se que esse padrdo tende a se repetir, gerando uma segunda hipotese que segere que
este padrio pode nio significar um desequilibrio na dindmica do recrutamento dessas espécies, mas sim
a sna dinimica natural, capaz de manter as populagdes. Por outro lado CESAR e LEITAO FILHO
(1990) observaram individuos de 4. polyneiron nos diversos estratos por eles analisados na fazenda
Barreiro Rico em Anhembi-SP, assim como GALVAO et al. (1989) na Foresta Nacional de Irati em
Teixeira Seares-PR, o que reforga a observacido em relagio a Estagdo Ecologica dos Caetetus que

indica uma elevada capacidade de regeneragio desta espécie.

Conforme evidenciam os resultados encontrados, ocorrem simultaneamente e com possibilidade
de cruzamento, individuos reprodutivos com diversos tamanhos de DAP (diversas idades), ou seja,
oriundos de eventos reprodutivos completamente diferentes. A migragio de alelos de individuos de
outras populagdes que ja ndo existem, a alteragio do meio ambiente bidtico e abidtico durante este
perfodo, a flutuagio na densidade, sdo eventos que podem ter sido vivenciados diferentemente pelos
individuos atualmente presentes nas populagdes. Esta composigio diamétrica da populagio gera a
possibilidade de cruzamento entre individuos que jamais o fariam caso a espécie fosse de ciclo curto.
Estas questfes evidenciam o papel relevante da sobreposi¢io de geragtes na formagdo da estrutura

genética atual de populagdes de espécies arbOreas.

6.4 Estrutura Genética

A heterozigosidade total (para a espécie) encontrada nos adultos foi elevada, se comparada com
os resultados encontrados em outras espécies arboreas tropicais alogamas ja estudadas via marcadores

alozimicos (Tabela 22 dos ANEXOS). REIS (1996), em uma revisio de trabalhos ja realizados por
diversos autores, encontrou uma estimativa para a heterozigosidade total (ﬁr) média de 0,146 para 82
espécies arbOreas tropicais (considerando todos os locos amostrados). No presente estudo, A.

polyneuron apresentou o valor médio de A = 0,257,

HAMRICK (1983), analisando 122 estudos com diferentes faxa encontrou uma maior
heterozigosidade (H ) para espécies que possuem modos de reprodugiio sexual e assexual do que para

aquelas que apresentam apenas um desses modos de reprodugio. Esta hipotese refor¢a o pressuposto
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de que alguns dos embrides formados nas sementes poliembriénicas de 4. polyneuron sio de origem
materna, ou seja, apomiticos. A elevada heterozigosidade estaria associada, portanto, ao modo de

reproducio da espécie.

Da mesma forma que o encontrado para a espécie, dentro das populagdes as heterozigosidades
esperadas (diversidade génica) ¢ observadas encontram-se acima da média observada para as espécies
arbéreas tropicais estudadas até o momento (Tabela 22 dos ANEXOS). As heterozigosidade
observadas e esperadas foram, para as Populagdes 1 ¢ 2 de individuos adultos e para a amostra de
individuos jovens de, respectivamente, 0,243/0,237, 0,270/0,239 e 0,321/0,242. Esses resultados sio
semelhantes aos encontrado por GANDARA (1996) que, estudando uma populagfo natural de Cedrela
fissilis, uma espécie arbérea tropical rara (1 individuo a cada 8 hectares), anemocorica e com sindrome

de polinizagio que sugere ser esta espécie polinizada por pequenos insetos, encontrou uma diversidade

génica (I;’e ) para todos os locos estudados de 0,243 e polimorfismo de 76,9%.

As heterozigosidades observadas nas duas popula¢des e nos mdividuos jovens foram bastante
semelhantes. Em todos os casos houve uma maior heterozigosidade observada do que esperada, sendo
os indices médios de fixagdo (F de Wright) respectivos de 0,025; -0,130 e -0,326. Somente na amostra
de individuos jovens esse indice de fixagdo médio foi significativo, evidenciando um excesso de
heterozigotos nesta categoria. Nos adultos, em contrapartida, indices médios de fixagio nio foram
significativos de acordo com o teste de LI e HORVITZ (1953). As popula¢des de individuos adultos

apresentaram, portanto, menor excesso de heterozigotos do que a amostra de individuos jovens.

Os outros indices de diversidade, tais como o numero médio de alelos por loco e o
polimorfismo, foram muito proximos 4 média encontrada para as espécies arboreas tropicais ja
estudadas (Tabela 22 dos ANEXOS).

A hipotese inicial de que em A. polyneuron a diversidade genética seria alta, devido ao provével
fluxo génico a longa distdncia e a polinizagdo cruzada, veio a ser confirmada pelos dados encontrados

neste trabatho.

Os desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg encontrados para diversos locos nas 2 populagdes
estudadas indicam que estas populagdes nio estiio se cruzando panmiticamente e/ou que estdo sofrendo
acdo de forgas evolutivas, tais como migragdo, selegio ou deriva genética, que estio alterando a

frequéncia esperada para os genotipos. Por outro lado, como salientado por LEPSCH-CUNHA (1996)
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e encontrado pela autora para duas espécies de Cowratari, a nfio congruéneia dos valores de F para os
diversos locos analisados, ou seja, a obteng@o de valores positivos e negativos a0 mesmo tempo,
evidenciam que outras forgas evolutivas, que ndo o sistema reprodutivo ou selegiio diferencial para

heterozigotos, estfio atuando.

Esses valores heterogéneos de F nos diferentes locos estudados nos individuos adultos, indicam
a necessidade de se aumentar a amostragem de locos para uma anélise mais minuciosa e segura dos
fendmenos envolvidos na definiciio da estrutura genética nestas populagées. Uma das hipéteses que
poderia explicar a heterogeneidade encontrada para os indices de fixagfio € a ligagiio entre algum dos

locos analisados a algum outro loco nfio neutro e sujeito, portanto, a selecdo.

Observando-se a estimativa de Frr para as duas populagdes de individuos adultos analisadas em
conjunto ( £y, = -0,013), verifica-se que este no indica endogamia, da mesma forma que o encontrado

para os indices médios de fixagio das Populagdes 1 e 2 separadamente.

Os resultados encontrados para a2 amostra de individuos jovens, por outro lado, apresentaram

grande coeréncia entre os locos estudados, indicando a adequacfio da amostragem para as analises

realizadas. A diversidade génica encontrada foi alta (ﬁe = 0,242 - todos os locos) e muito semelhante a

obtida para a Populagdo I da qual foi amostrada. Esta comparagio deve, entretanto, ser cuidadosa pois

locos diferentes foram analisados,

O F médio encontrado para os jovens foi representativo dos locos estudados e indica um

excesso de heterozigotos nesta categoria (F = -0,326), havendo rejeigfio da hipoétese inicial de que os
individuos jovéns apresentariam maior indice de fixacfo do que os individuos adultos e que, portanto,
haveria selecdo contra homozigotos entre esses estadios de desenvolvimento. Este resultado difere
também do encontrado em diversas espécies arbdreas tropicais com eclevadas taxas de cruzamento
como, por exemplo, Astrocaryum mexicanum (EGUIARTE et. al., 1992), Cavallinesia platanifolia
(MURAWSKI et al., 1990), Cecropia obtusifolia (ALVAREZ-BUYLLA et al., 1996), Cedrela fissilis
(GANDARA, 1996), Ceiba pentandra (MURAWSKI e HAMRICK, 1992), Psychotria faxlucens
(PEREZ-NASSER et al., 1993), Shorea megistophylla MURAWSKI et al. (1994) e Stemonoporus
oblongifolius MURAWSKI e BAWA, 1994) (Tabela 24 dos ANEXOS). Para as espécies acima citadas

a progénie apresentou um indice de fixacdo Iﬁgior do que os adultos analisados.
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Alguns autores, entretanto, encontraram um maior indice de fixagdo nos individuos adultos do
que na progénie (Tabela 24 dos ANEXOS). LEPSCH-CUNHA (1996), por exemplo, estudando uma

espécie arborea nma Amazonia, polinizada por abelhas grandes e dispersada pelo vento, Couratari
guiagnensis, encontrou um maior indice de fixacdo na a populagio adulta (ﬁ" = 0,518) do que nos

individuos jovens (ﬁ = 0,377). A autora citada sugere que este resultado reflete que esta populagio
mais jovem pode ter se originado de maior fluxo génico do que a populagio de adultos. Para LEPSCH-
CUNHA (1996), esse resuitado seria explicado pelo efeito “gargalo de garrafa” ¢ posterior aumento
populacional (NEI, 1975), concomitante com o modelo de migrante (SLATKIN, 1977). LEPSCH-
CUNHA (1996), citando ELLSTRAND ¢ ELILAM (1993), CHARLESWORTH ¢ CHARLESWORTH
(1987) e ALVAREZ-BUYLLA ¢ GARAY (1994). LEPSCH-CUNHA (1996) propde a hipotese de que
a presenga de excesso de homozigotos nos adultos seria resultante de um processo de deriva ocorrido
no passado por redugio populacional ou colonizagio da area por poucos individuos (efeito fundador).
A ¢liminagio dos homozigotos com o tempo poderia ter ocorrido através da depressio endogimica,
gerando um aumento da heterozigosidade no tempo, refletida nos jovens. A autora sugere ainda que
este aumento da heterozigosidade também possa estar se originando no aumento populacional, aliado
ao fluxo génico intenso a longa distancias, via polen e sementes. Apesar de ndo ter sido verificada
endogamia significativa nas populagdes de A. polyneuron, esta hipétese pode ser sugerida para explicar
também o maior indice de fixagdo encontrado nos adultos do que nos individuos jovens de A.
polyneuron analisados no presente trabalho. O aumento da heterozigosidade nos jovens pode ter sido

gerado pelo amplo fluxo génico entre populagBes mais endogamicas,

Uma outra hipotese que, ndo sendo excludente em relagiio a anterior, poderia contribuir para o
resultado encontrado seria consequéncia da poliembrionia que ocorre de forma generalizada em A.
polyneuron, conforme abordado no Capitulo I. Esta hipotese se baseia nos pressupostos de que: (i)
alguns dos embrides formados seriam de origem apenas materna e, portanto, com genotipo
independente do evento de cruzamento ocorrido, (ii) a sele¢io favoreceria os genotipos mais
heterozigotos na fase de estabelecimento das plantulas e (iii) na floresta, apenas uma plantula a partir de
cada semente dispersada consegue se estabelecer com sucesso (observagiio pessoal). Assim, haveria
selecio dos gendtipos heterozigotos, independentemente do sistema de cruzamento. Isto aumentaria a
heterozigosidade observada em relagio a esperada, j4 que embrides com genétipos matemais

favorecidos pela selecio (mais heterozigotos) teriam maior chance de sucesso em detrimento dos
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embrides com gendtipos mais homozigotos originados sexualmente através de cruzamento ou,

eventualmente, autofecundagio.

Em outras palavras, a poliembrionia, em conjunto com a apomixia, poderia constituir nma
estratégia para manutenciio de genotipos idénticos aos da planta mie, independentemente do tipo do
cruzamento ocorrido (autofecundagdo ou cruzamento). Esta pode constituir, também, uma das
estratégias para manutengio de uma elevada diversidade genética dentro das populagdes, constituindo

um efeito tamp@o contra eventos de deriva genética, consequente da diminui¢io populacional repentina.

Por outro lado, a grande varia¢io na taxa de germinaciio de sementes de A. polyneuron citada
na literatura sugere a possibilidade da ocorréncia de eventos tais como a selegiio natural anteriores ao

estadio de plantula, que podem estar atuando na alteragio das frequéncias alélicas esperadas.

A associagio entre as estimativas obtidas para os individuos jovens e aquelas obtidas para os
individuos adultos s6 pode ser interpretada tendo-se como objetivo compreender a origem da amostra
de individuos jovens a partir da populacio de individuos adultos. O contririo, ou seja, supor que a
estrutura genética das populagdes atuais de adultos quando jovens era similar 3 amostragem de jovens
atual, deve ser feito com cautela. Os eventos que deram origem as atuais populagdes de adultos sdo
remotos ¢ anteriores ao processo de desmatamento do entorno ¢ isolamento da Estagio Ecologica dos
Caetetus. Estes eventos, tais como tamanho populacional, densidade e distribuigio espacial dos
individuos, fluxo génico e migracio, eventos de deriva ou selegdo natural, podem, portanto, ter sido

diferentes dos que deram origem a atual regeneragio.

A distribuigio da variabilidade genética entre e dentro das populagdes foi concordante com a
maior parte dos trabalhos realizados com espécies arboreas tropicais (Tabela 23 dos ANEXOS), ou
seja, a maior parte desta variabilidade encontra-se dentro das populagdes, havendo pouca divergéncia

entre elas, o que pode ser verificado pelas estimativas obtidas para Fsr (0,061), Gsr (0,060) e identidade
de NEI (1978) (0,962). A semelhanca entre £, e @H indica que as amostragem foi suficientemente

ampla para evitar viéses ligados ao tamanho da amostra conforme discutido por COCKERHAM e
WEIR (1983). O fluxo génico encontrado, entretanto, de 0,98 individuos por geragdo, foi pequeno (<
1,0) indicando uma tendéncia de diferenciagio entre as populagdes estudadas. O valor encontrado para

Nm foi inferior ao estimado para muitas espécies arboreas tropicais ja estudadas (Tabela 23 dos
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ANEXOS), entretanto, tal comparagio deve ser feita com cautela devido & diferenga nas metodologias
utilizadas no calculo de Nm.

A taxa de cruzamento aparente foi elevada (0,82 e 0,90 para as Populagées 1 ¢ 2,
respectivamente), provavelmente indicando que esta espécie ¢, preferencialmente alogama. Este
resultado refor¢a a hipotese de SHEPHERD (comunicagio pessoal) de haver algum sistema de
autoincompatibilidade em A. polyneuron. Ademais, esta taxa elevada de cruzamento concorda
plenamente com as clevadas heterozigosidades encontradas nas populagdes estudadas, assim como na

amostra de individuos jovens.
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7. CONCLUSOES

1) A heterozigosidade encontrada em A. polyneuron (H,= 0,257) pode ser considerada elevada,
comparada i encontrada em outras espécies arbéreas tropicais ja estudadas. Da mesma forma, dentro
das populacdes analisadas a diversidade genética foi elevada (I-:Tﬁ,m 0,243 e 0,270), respectivamente,
distribuida, principalmente, dentro das populacgées (13;,1"u 0,061, (A}STW 0,060 e identidade de NEI (1978)
= 0,962). A taxa de fluxo génico encontrada indica uma tendéncia a diferenciagio entre as populagdes
estudadas. A heterogencidade encontrada para as estimativas de F para os locos individuais indica a

necessidade do aumento da amostragem genética (mimero de locos analisados) para inferéncias mais

seguras sobre os processos evolutivos que estdo agindo sobre as populagdes de 4. polyneuron.

2) Foi encontrado maior indice de fixagiio nos adultos (F=0,025 e -0,130, para as Populacdes 1 e 2,

respectivamente) do que na amostra de individuos jovens (]3’ = .0,326), indicando que o sistema

reprodutivo por si s6 ndo explica as estimativas encontradas nesta ltima categoria.

3) A poliembrionia, em conjunto com a apomixia devem constituir estratégias importantes, que podem
estar influindo sobre a estrutura genética e demografica em populagdes de A. polyneuron, o que deve
ser investigado.

4) A slta diversidade genética nas populagdes de individuos adultos, em conjunto com as caracteristicas
atuais de estrutura das populagdes, ou seja, densidade, distribui¢io espacial e distribuigdo de tamanho,
mesmo na presenga de um padrio supra-anual de reprodugdo, sdo capazes de gerar uma regeneracgdo

intensa e com elevada diversidade genética.
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CAPITULO III: ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL
DENTRO DE DUAS POPULACOES DE
Aspidosperma polyneuron Muell. Arg . (PEROBA ROSA)

1. INTRODUCAO

Assim como a maioria das espécies de &rvores da floresta tropical estudadas até o momento
(Tabela 22 dos ANEXOS), Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) apresentou a maior parte da sua
diversidade genética ocorrendo dentro das populagdes, conforme apresentado no Capitulo II. Este
padrio de distribuicdo da diversidade genética gera a pergunta de como se da a sua organizagio ao

nivel intrapopulacional.

O principal objetivo desse Capitulo foi, portanto, caracterizar a distribuicdo espacial dos
genotipos dentro das duas populagdes de Aspidosperma polyneuron analisadas, assim como dentro da
parcela amostral de individuos jovens, visando identificar a presenga de algum padriic ndo aleatdrio de
distribuigio espacial destes gendtipos, tais como a agregacio de genotipos semelhantes, ou seja,
individuos adultos aparentados. Uma das principais consequéncias da agregacio de gendtipos
semelhantes € o desvio da panmixia, através do aumento da probabilidade de cruzamento entre

individuos aparentados, que pode gerar um aumento da endogamia a nivel intrapopulacional.

Hipdtese:

i) Considerando que (i) no ha heterogeneidade ambiental significativa dentro das areas onde foram
amostradas as Populagdes 1 e 2; (ii) que A. polyneuron deve ter como polinizador(es) provavel(eis)
pequenos insetos capazes de voar a distincias maiores do que entre arvores vizinhas, e tem dispersido
anemocérica realizada na seca, quando a semideciduidade da floresta permite que as sementes alcancem
longas distancias e (jif) a amostra de individuos jovens apresentou um desvio do EHW no sentido de um
excesso de heterozigotos (Capitulo IT); tem-se a hipdtese de que os gendtipos tanto de mdividuos
adultos quanto dos individuos jovens, estdo distribuidos aleatoriamente no espaco, dentro de

populagdes de A. polyneuron.
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2. OBJETIVOS

a) Analisar a distribuic8io espacial dos genétipos dos individuos adultos de duas populaces naturais de
A. polyneuron amostradas na Esta¢do Ecolégica dos Caetetus, Galia-SP.

b) Analisar a distribui¢fio espacial dos gendtipos de uma amostra de individuos jovens coletada a partir

de uma populagio de 4. polyneuron na Estagio Ecolégica dos Caetetus, Galia-SP.

3. REVISAO DA BIBLIOGRAFIA

Diversos fatores sdo responsaveis pelo padrio de distribuigfio espacial da variabilidade genética

dentro de populagdes de plantas, sendo os principais:

i) A selegdo natural em fungio da heterogeneidade ambiental (BRADSHAW, 1984). Segundo
HAMRICK (1983) a adaptagdo a microhabitats especificos pode se dever a fatores abidticos ou
bidticos;

it) o modo de reprodugéo: vegetativo ou via sexual (HAMRICK, 1983);

iii) o sistema reprodutivo (MURAWSKI et al., 1994);

iv) a ocorréncia de cruzamentos preferenciais ou nfio entre individuos mais préximos, determinada pela
distancia de fluxo génico via pélen (EPPERSON e ALLARD, 1989), e

v) a distancia de dispersdo de sementes (EPPERSON e ALLARD, 1989).

Assim, o fhixo génico limitado e selegio a microambientes tendem a gerar agregacio de alelos,
enquanto que selecdo independente do local e migragio reduzem a agregagdo de alelos (EPPERSON,
1990).

Para se poder afirmar com seguranga que a estrutura espacial encontrada se deve ao efeito da
sele¢do microambiental, diversas geragdes devem ser estudadas (TOKUNAGA e OHNISHI, 1992).
Quando o padrio nio continua o mesmo nas geragBes seguintes, a hipotese de selecio para

microhabitats especificos como causadora da agregacio de alelos pode ser descartada, conforme feito
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por TOKUNAGA e OHNISHI (1992), estudando populagdes naturais de rabanete selvagem no Japdo

(Raphanus sativus L.) em duas geracdes sucessivas.

Esses autores argumentam que a agregacgio encontrada para Raphanus sativus deve ter como
explicagdo o fluxo génico que, para esta espécie, é de curta distincia tanto via sementes quanto via
polen, além do pequeno N. e alogamia completa. TOKUNAGA e OHNISHI (1992) sugerem também
que diferengas nas taxas de fertilidade possam causar o mesmo efeito, devido a maior contribuiciio dos

alelos de determinados individuos em relagfo aos demais.

HAMRICK (1983) cita diversos trabalhos que demonstram ser comum uma distribuigio nfo
aleatéria de alelos e gen6tipos dentro de populagdes naturais de plantas. Por outro lado, em algumas
populagbes naturais de espécies arbustivo-arbéreas tropicais j4 estudadas, tal padrio ndo tem sido
encontrado tais como em Psycotria nervosa (DEWEY ¢ HEYWOOD, 1988) e Cedreia fissilis
(GANDARA, 1996).

4. METODOLOGIA

As populagdes de A. polyneuron analisadas estdo descritas no Capitulo 1.

Para a analise da estrutura genética espacial dentro dessas populagdes, foi utilizada a estimativa
do Indice de Moran (I), apresentada por SOKAL e ODEN (1978a e 1978b). Este coeficiente € o mais
comumente empregado em anilises de autocorrelagiio espacial de espécies de plantas e quantifica a
similaridade genética de pares de individuos adjacentes em relagfio 4 amostra da populacio como um
todo. Através deste indice pode-se avaliar a dependéncia entre alelos de cada ponto geografico com
alelo de outros pontos, utilizando-se os genétipos individuais dos locos polimérficos. O indice de

Moran € obtido através de:

nY w;(x -X)(x,-X)

I ]

B Zwi;Z(Xi 'i)z

i#] i
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sendo:

n - nimero de individuos utilizados na anilise,
wj - pesos utilizados na comparagio dos pontos,
x; - peso dado ao individuo i (x=1; 0,5 ou 0),

X; - peso dado ao individuo j (x=1; 0,5 ou 0),

X - valor médio dado aos individuos analisados.

Assim, para cada individuo, em cada loco estudado, a presenga de um alelo especifico em
homozigose determinou o valor 1, em heterozigose o valor 0,5 e a auséncia do alele determinou o valor
0. Este indice pode assumir valores entre +1 (autocorrelagiio positiva completa - pares idénticos) e -1
(autocorrela¢do negativa completa - pares completamente diferentes). O calculo dos valores do indice
de Moran () foi feito através do uso do programa AUTOCORR, desenvolvido por HEYWOOD.

Na hipétese nula de disposigio espacial completamente aleatéria, I(k) tem um valor esperado

proximo a 0 (equivalente a p), conforme explicado por TOKUNAGA e OHNISHI (1992).
gt =-1/{n-1) para todo k
onde k corresponde as classes

O programa AUTOCORR fornece um teste estatistico para desvios de I(k) em relagiio a esse
valor, baseado na aproximagio amostral gaussiana. Através do teste z foi avaliada a significAncia desse
desvio - DP (CLIFF e ORD, 1981), da seguinte forma:

z = {I(k)- p }/DP

Neste teste o valor de z encontrado ¢ considerado significativo ao nivel de 5% e 1% para

z 21,98 € z = 2,56 respectivamente (TOKUNAGA e OHNISHI, 1992).

O célculo do indice I se baseia nas comparagdes de pares de pontos mapeados que contenham a
variavel em estudo, utilizando um peso para cada comparacfio de acordo com o padrio investigado. O
programa AUTOCORR permite somente ponderagfo bindria, ou seja, pares de pontos assumem peso 0

ou 1. Quando o peso for 0, a associagdo nfio ¢ considerada na andlise, e todos os pares que assumem
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peso 1 sdo ponderados igualmente na andlise. Através da ponderagdo pode-se testar hipotese especificas

de estruturac@o espacial em contraposigio & hipotese nula de auséncia de estrutura espacial.

Neste trabalho utilizou-se trés métodos que estabelecem os critérios para ponderagio, ou seja, a
escolha dos pares que serfio considerados na anslise (e que receberfio peso 1). S#o eles: conexdio de
Gabriel, comparagbes de vizinho mais préximo e todas as comparagdes dentro de classes de

distincias especificadas.

No primeiro método, o da conexfio de Gabriel, dois individuos A e B sfio pareados quando
nenhum individuo ocorrer dentro do circulo de difimetro igual ao segmento de reta AB (SOKAL e
ODEN, 1978). Este método tem como vantagem a geragio de uma grande numero de pares de
mdividuos para o calculo de I (Tabelas 17, 18 ¢ 19).

No método do vizinho mais préximo, assumem peso 1 os pares adjacentes, sendo que todos os
demais pares assumem peso 0 ((SOKAL e ODEN, 1978). A principal vantagem deste método com

relacio ao anterior € a geracfo de distincias médias menor entre plantas (Tabelas 17, 18 e 19).

Utilizando-se classes de distincias especificadas, todas as comparagdes entre pares de individuos
cuja distdncia se encontra dentro de determinada classe assumem peso 1 e as demais comparacgdes
assumem peso 0. Através deste método pode-se construir um grafico denominado CORRELOGRAMA,
que mostra os valores de I para cada classe de distdncia. Neste estudo, em todas as classes de distincias

especificadas foram feitas pelo menos 30 comparagdes.

Foram analisados 4 alelos para os individuos jovens e 7 alelos para os individuos adultos.
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5. RESULTADOS

5.1 Individuos Jovens

Os resultados obtidos para I utilizando-se os métodos da conexfio de Gabriel e do vizinho mais
proximo, assim como os desvios padrio encontrados estfio na Tabela 17 a seguir. Nesta amostra foram
analisados 4 alelos.

Tabela 17: Resultados obtidos para o Indice de Moran (1) analisando-se 4 alelos em uma amostra de
individuos jovens de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estacdo Ecoldgica dos
Caetetus, Galia-SP, a partir dos métodos.: conexdo de Gabriel e vizinho mais préximo.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

conexio de Gabriel vizinho mais préximo
Loco I br I DpP
Lap - alelo1 0,097" 0,0520 0,198* 0,0799
Pgi - alelo 2 0,020™ 0,0522 0,068™ 0,0792
Pgi- alelo 3 -0,029" 0,0522 0,113™ 0,0792
Pgm - alelo 1 0,099% 0,0546 0,032% 0,0823
distincia média (m) 1,08 0,57
nitmero médio de 353 157
comparac¢oes

I - indice [ de Moran
DP - desvio padrio
ns - ndo significativo
* P <0,05
O indice I de Moran assumiu um valor significativo (5%) para somente um alelo através do
método do vizinho mais proximo, nfio constituindo evidéncia de formagio de estruturagio genética

espacial nesta amostra, através dos marcadores utilizados.

Para a amostra de individuos jovens foram estabelecidas 19 classes de distancia para a analise do
indice de Moran (Tabela 18) e construgdo dos correlogramas de cada alelo analisado. Na Figura 9, a

seguir, encontra-s¢ o correlograma dos 4 alelos analisados, enquanto que a Figura 10 apresenta o
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correlograma obtido para a média dos valores de I de Moran em cada classe de distdncia. Os

correlogramas dos locos individuais encontram-se nos ANEXOS (item 5).

Tabela 18: Intervalos de distdncia utilizados na construgdo dos correlogramas de individuos jovens de
Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estacdo Ecolégica dos Caetetus, Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Classe Intervalo de Distancia (m) Classe Intervalo de Distincia (m)
1 0,0-0,2 11 8.0-10,0
2 0.2 -0,4 12 10,0 - 15,0
3 0,4-0,6 13 15,0-20,0
4 0.6-0,8 14 20,0-250
5 0,8-1,0 15 25,0-30,0
6 1,0 -2,0 16 30,0-35,0
7 2,0-30 17 35,0 - 40,0
8 3,0-40 18 40,0 - 45,0
9 4,0-6,0 19 45,0 - 50,0
10 6,0-8,0

Figura 11: Correlograma dos 4 alelos analisados em wuma amostra de individuos jovens de
Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Esta¢do Ecoldgica dos Caetetus, Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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Figura 12: Correlograma da média dos valores de I dos 4 dlelos analisados em uma amostra de
individuos jovens de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estagdo Ecologica dos
Caetetus, Gdlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997,
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Pode-se observar pela Figura 11 que, de forma geral, os valores encontradas estiveram proximos
a0 eixo X, oscilando entre valores positivos e negativos, ou seja, os genotipos estiveram distribuidos
aleatoriamente no espago, apesar de alguns valores negativos significativos terem sido encontrados nas
classes de maior distincia, para dois dos alelos analisados. A Figura 12 com os I’s médios dos 4 alelos

evidencia a aleatoriedade dos genétipos no espago.

5.2 Aduitos
5.2.1 Populacio 1

A Tabela 19, a seguir, mostra os resultados de I encontrados através do uso dos métodos da
conexdo de Gabriel e do vizinho mais préximo para a Populagio 1. Ambas as populagdes de adultos (1

e 2), tiveram sete alelos analisados.

Para apenas um alelo o resultado do teste z que detecta a significdncia de I foi significativo pelo
metodo da conexdio de Gabriel, enquanto que, usando o método do vizinho mais préximo, 2 alelos
foram significativamente semelhantes para os individuos pareados, sendo os dois ao nivel de 5% de

significncia.
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Tabela 19: Resultados obtidos para o Indice de Moran () analisando-se 7 alelos da Populagdo 1 de
Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estacdo Ecoldgica dos Caetetus, Gdlia-SP, a
partir dos métodos: conexdo de Gabriel e vizinho mais préximo. Campinas-SP,
UNICAMP. 1997. '

conexio de Gabriel

vizinho mais préximo

Loco 1 DP i DP
Pgi-alelo2 0,170% 0,1038 0,228™ 0,1536
Pgi-alelo 3 0,285%* 0,1038 0,362* 0,1536

Lap - alelo 2 0,088 ™ 0,1055 0,129™ 0,1554

Lap - alelo 3 0,095™ 0,1055 0,187™ 0,1554

6Pgdhl - alelo 2 0,166™ 0,1038 0,220™ 0,1536
_6Pgdh1 - alelo 3 0,028 ™ 0,1043 0,087™ 0,1554

6Pgdh2 - alelo 2 0,110™ 0,1043 0,376* 0,1554

distancia média (m) 25,35 13,91

nimero médio de 88 41,5

comparacgdes

1 - indice I de Moran
DP - desvio padrdo
ns - ndo significativo

* P <0,05
** P <(),01

Foram estabelecidas 14 classes de distAncias (Tabela 20), que foram utilizadas na construgfio dos

correlogramas das Populacdes 1 ¢ 2. A Figura 13 mostra o correlograma conjunto de todos os alelos

analisados na Populagfo 1, usando-se as estimativas de I dos sete alelos analisados, enquanto que a

Figura 14 mostra o correlograma obtido para a média destes sete alelos nas diversas classes de

distancia.

Tabela 20: Intervalos de distdncia utilizados na construgdo dos corvelogramas das Populagdes 1 e 2
de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa} na Estacdo Ecoldgica dos Caetetus, Gdlia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997,

Classe |Intervalo de Distincia (m)] Classe |Intervalo de Distincia (m)
1 0-20 8 140-160
2 20-40 9 160-180
3 40-60 10 180-200
4 60-80 11 200-240
5 80-100 12 240-280
6 100-120 13 280-320
7 120-140 14 320-400
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Figura 13: Correlograma dos 7 alelos analisados na Populagdo 1 de Aspidosperma polyneuron

(peroba rosa) na Estagdo Ecoldgica dos Caetetus, Galig-SP. Campinas-SP, UNICAMP.
1997,
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Figura 14: Correlograma da média dos valores de I dos 7 alelos analisados na Populacdo 1 de

Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estagdo Ecologica dos Caetetus, Gdlia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997
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Da mesma forma que para a amostra de individuos jovens, os correlogramas dos locos

individuais encontram-se¢ nos ANEXOS (item 6).

Ao serem pareados individuos de diferentes classes de distncia, alguns alelos (Pgi - alelos 2 e 3;
Lap - alelo 3 e 6Pgdh-2 - alelo 2) apresentaram significAncia para valores negativos de I nas classes de
maior distdncia (a partir de 120 m). Até a classe 6 (120 m), alguns poucos alelos apresentaram uma
tendéncia de I positivos, mas a significAncia foi pequena (5%). Dos 76 dados analisados na amostra de
individuos jovens, apenas 8 apresentaram-se significativos, sendo que para a maioria (5) a significAncia
foi de 5% (Tabela 25 dos ANEXOS).

Entretanto, ao se considerar a média dos valores de I considerando-se os sete alelos analisados,

nenhum padréo significativo pdde ser detectado, indicando aleatoriedade na distribuicio espacial destes
alelos na populagéo 1.
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5.2.2 Populacio 2

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos para as estimativas de I usando-se os métodos da

conexdo de Gabriel e do vizinho mais préximo.

Na sequéncia, encontra-se a Figura 15 mostrando o correlograma construido através da

estimativa de I usando-se as mesmas classes de distincia utilizadas para a Populagdo 1 (Tabela 20). A

Figura 14 seguinte mostra o correlograma obtido para a média dos I’s dos sete alelos analisados.

Tabela 21: Resultados obtidos para o Indice de Moran (1) analisando-se 4 alelos em uma amostra de individuos jovens
de Aspidosperma polyneuron (peroba rosa} na Estagdio Ecoldgica dos Caetetus, Gdlia-SP, a partir dos

métodos. conexdo de Gabriel e vizinho mais préximo. Campinas-SF, UNICAMP. 1997.

conexiao de Gabriel

vizinho mais préximo

Loco I DP 1 Dp
PGI - alelo 1 0.112% 0,1066 0,072% 0,1678
PGI - alelo 3 -0,043™ 0,1066 0,002™ 0,1678
LAP - alelo 2 -0,082% 0,1094 -0,025™ 0,1702
LAP - alelo 3 -0,081™ 0,1094 -0,035™ 0,1702
_6Pgdhl - alelo 2 0,169™ 0,1055 0,173™ 0,1655
6Pgdhl - alelo 3 0,197"™ 0,1060 0,297 0,1679
6Pgdh2 - alelo 2 0,109 0,1060 0,179™ 0,1679

distincia média (m)

35,20

20,08

nimero médio de
comparacoes

82,75

35

I - indice [ de Moran
DP - desvio padrio
ns - ndo significativo
*P <0,05

** P < 0,01

Utilizando-se os métodos de pareamento conexfio de Gabriel e do vizinho mais préximo,

nenhum resultado significativo estatisticamente foi encontrado. Através destes métodos ndo foi possivel,

portanto, encontrar nenhum indicativo de estruturagio genética espacial nestas populagdes.
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Figura 15: Correlograma dos 7 alelos analisados na Populagdo 2 de Aspidosperma polyneuron
(peroba rosa) na Esta¢do Ecologica dos Caetetus, Gdlia-SP. Campinas-SP, UNICAMP.
1997.
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Figura 16 Correlograma da média dos valores de I dos 7 alelos analisados na Populacdo 2 de
Aspidosperma polyneuron (peroba rosa) na Estagdo Ecoldgica dos Caetetus, Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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Ao se construir o correlograma analisando as estimativas de I para as diversas classes de
distancia, foi possivel detectar uma leve tendéncia de pares de individuos mais distantes entre si (240 e
400 m de distancia) apresentarem uma valor de I negativo significativo (alelos 1 e 3 da Pgi, alelo 2 da

6Pgdb-2 e alelo 2 da 6Pgdh-1), ou seja, individuos com alelos mais diferentes entre si.

Nas classes de menor distdncia, 3 valores foram significativos a 5%, entretanto 2 valores sendo
positivos e 1 negativo, evidenciando a aleatoriedade na distribuicio dos gendtipos nessas classes de

disténcia.
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6. DISCUSSAO

Para os individuos jovens, ndo houve evidéncia de agrupamento de genétipos semelhantes, pelos
métodos da conexdo de Gabriel e do vizinho mais préximo. Entretanto, a partir do correlograma, alguns
valores foram significativos a partir de 30 m de distancia. Por outro lado, considerando-se o I médio
para os quatro alelos analisados, ndo foi encontrado nenhum valor significativo em qualquer classe de
distancia.

A distancia aproximada entre individuos adultos € de entre 15 ¢ 35 m (Tabelas 19 e 21),
correspondendo as classes 11 a 14 do correlograma de individuos jovens. A tendéncia para que os
individuos jovens sejam genotipicamente diferentes entre si nestas classes de distncia, onde deve ser
maior o sucesso no estabelecimento, concorda com a distribuicdio espacial aleatéria encontrada para os

genotipos dos individuos adultos préximos entre si (entre 15 e 35 m).

Para as duas populagdes de individuos adultos, houve concordéncia entre as estimativas do
indice I de Moran obtidos via conexfio de Gabriel e método do vizinho mais préximo com aqueles
obtidos nas diversas classes de distancia. De fato, os dois primeiros métodos tém por objetivo estimar a
semelhanca entre os gendtipos de individuos que se encontram préximos uns dos outros. Através de
nenhum dos trés métodos utilizados foi detectada essa semelhanga, indicando nfio haver agregacgio de
individuos aparentados. Na Populagfio 2, a oscilagfio entre valores positivos ¢ negativos nas primeiras

classes de disténcias e valores ndo significativos para as médias de I reforgam essa conclusio.

Somente o método das classes de distincia faz comparagdes entre individuos distantes entre si.
Através desse método foi detectada uma tendéncia de os individuos mais distantes (a partir de 120 m

para a Populagdo 1 ¢ a partir de 250 m para a Populagio 2) serem diferentes para os alelos analisados.

Em para ambas as populagdes de adultos, dos 98 dados analisados apenas 10 foram
significativos a 1 ou 5 % (Tabelas 26 e 27 dos ANEXOS), nas diferentes classes de distancia,

evidenciando um padréo aleatorio de distribuicdo dos genédtipos nas dreas estudadas.

Os resultados obtidos para as duas populagdes de individuos adultos sdo semelhantes aos
obtidos por GANDARA (1996), que estudou a distribuicdo de gendtipos em uma populagio natural de
Cedrela fissilis, espécic rara e longeva da floresta atldntica (Brasil) e por DEWEY ¢ HEYWOOD

(1988) que testaram a presenga de estrutura genética espacial em uma populagio de Psycotria nervosa,
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uma espécie de arbusto comum no subdossel de florestas do sul da Flérida (EUA). Em ambos os casos
ndo foi detectada estruturagfo espacial dos genotipos dentro das populagdes estudadas, sugerindo que o
fluxo génico, nestes casos, ¢ suficientemente amplo para previnir a formagio de estrutura a partir da

deriva genética e/ou seleciio local.

Varios fatores devem estar atuando na formagio do padrio aleatorio encontrado para a
distribuigdo dos gendtipos de 4. polyneuron. Além do fluxo génico a Jonga distdncia tanto via
polinizagdo quanto via disperso de sementes e da auséncia de sele¢fio para microhabitats especificos, a
sobreposicdo de geracdes deve ter um papel relevante na auséncia de agregaciio alélica. Conforme
discutido no Capitulo II, a presenca de individuos reprodutivos de tamanhos discrepantes indica a
possibilidade de haver cruzamento entre individuos oriundos de eventos reprodutivos passados
completamente diversos. Por exemplo, a densidade ¢ distribuigio espacial dos individuos adultos podem
ter flutuado ao longo do tempo, o que implicaria em diferentes graus de aleatoriedade dos cruzamentos;
climas diversos podem ter ocorrido, o que influenciaria a producio de flores, a polinizagiio e/ou a

disperséo de sementes.
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7. CONCLUSOES

1) Os genotipos dos individuos jovens estdo distribuidos aleatoriamente no espago na drea amostrada. A
diferenca genotipica encontrada entre os individuos situados nas classes de distdncias onde ocorre o
estabelecimento das arvores ¢ coerente com o padrdo de distribuigio aleatério encontrado nas duas

populacdes de individuos adultos.

2) Em nenhuma das duas populagdes de individuos adultos ha agregagfio de individuos semelhantes
genotipicamente (aparentados), indicando que o fluxo génico via semente deve ser suficientemente
amplo para prevenir a formagio destes agregados. Além disso, esta distribuicio dos genétipos indica
que os cruzamentos devem ocorrer entre individuos ndo aparentados. Este resultado é coerente com
aqueles encontrados para os coeficientes de endogamia médios nio significativos (Capitulo II) nestas

duas populagdes.
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CAPITULO IV: CONSIDERACOES FINAIS

1. ESTRUTURA GENETICA

Os resultados encontrados neste estudo mostram que as duas populagdes da espécie

Aspidosperma polyneuron (peroba rosa), amostradas na Estagfio Ecologica dos Caetetus, apresentam
alta diversidade genética (1":17 , respectivos 0,237 e 0,239), situando-se acima da média encontrada para

outras espécies arbdreas tropicais ja estudadas. Da mesma forma que para a maioria destas espécies,

essa diversidade encontra-se principalmente dentro das populagdes, havendo pouca diferenciagio
genética entre elas, detectével através dos marcadores utilizados neste trabatho ( £y, = 0,061, G,-0,060

¢ identidade de NEI (1978) = 0,962).

A heterogeneidade encontrada entre os indices de fixacfo nos diversos locos estudados nas
populagtes de individuos adultos evidencia a necessidade de se aumentar a amostragem de locos para a

caracterizag@o mais precisa das forgas evolutivas que estfio atuando sobre estas populagdes.

A diversidade genética estimada para a amostra de individuos jovens foi semelhante a estimada
para os individuos adultos, sendo que na primeira categoria foi encontrado um excesso significativo de
heterozigotos, com relagdo ao esperado em populacdes panmiticas. A média dos locos analisados
(F= -0,326) evidencia que o sistema reprodutivo por si s nfio explica o padriio de estrutura genética
encontrado nesta categoria. Duas hipdtese nfio excludentes foram sugeridas para explicar o padrio
encontrado. A analise da diversidade e dos niveis de fixagdo em estadio do ciclo vital anterior ao

analisado neste estudo pode ajudar a elucidar esta questdo.

Alguns mecanismos que podem estar envolvidos na geragdo da elevada diversidade encontrada,
principalmente na amostra de individuos jovens sfo: alogamia favorecida por mecanismos eficientes de
autoincompatibilidade, amplo fluxo génico, migragfio, eventos passados de deriva com posterior

migracdo (metapopulagio}, ocorréncia generalizada de poliembrionia e sobreposi¢io de geraces.

As estimativas de heterozigosidade observada e esperada sugerem que esta espécie apresenta
elevada taxa de cruzamento. De fato, a elevada taxa de cruzamento aparente encontrada (0,82 e 0,90

respectivamente para cada populagio estudada), mesmo levando-se em consideragdo o viés deste
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estimador, sugere que A. polyneuron € uma espécie preferencialmente alégama, o que é coerente com
os resultados de diversidade ¢ indices de fixa¢Ho encontrados nestas populagdes. A andlise de progénies,
o que ndo foi possivel neste trabatho, permitiria a obtengdo de uma estimativa de taxa de cruzamento
com menores viéses, € permitiria também o estudo da movimenta¢io dos alelos dentro e entre

populacdes.

Dentro das populagSes, onde se encontra a maior parte da diversidade genética, o padrio de
distribuicdo encontrado através da analise de autocorrelagiio espacial encontra-se muito préximo da
aleatoriedade dos genétipos no espago. Os marcadores usados nfio evidenciaram nenhum tipo de
estrutura familiar, onde individuos parentes tendem a estar proximos uns dos outros aumentando a
probabilidade de cruzamentos endogdmicos. Este padrio corresponde ao esperado, em fungio das

caracteristicas biologicas da espécie e concorda com os dados de diversidade genética encontrados.

Esses resultados evidenciam que a elevada diversidade genética encontrada nos individuos
adultos, em conjunto com os atuais padrSes de distribui¢io espacial (agregado para uma populacio e
aleatdrio para a outra) e densidade dos individuos (aproximadamente 7 ind./ha), mesmo na presenga de
reproduciio supra-anual, sdo capazes de originar uma intensa regeneragfo natural com alta diversidade

genética distribuida aleatoriamente no espago.
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2. CONSERVACAO E MANEJO

As sementes de A. polyneuron sio de baixa longevidade, nio apresentando dorméncia. Estas
caracteristicas representam limitacGes a conservagio desta espécie, sob forma de semente, em bancos de
germoplasma por longo periodo. Duas estratégias alternativas podem ser utilizadas para a conservagiio

do germoplasma desta espécie: conservagdo in situ e conservagio ex sifu in vivo.

No que se refere 4 conservagio in situ, as estimativas encontradas para os parimetros de
diversidade genética, utilizando marcadores alozimicos, indicam que areas como a Estagdo Ecoldgica
dos Caetetus s80 capazes de conservar uma elevada variabilidade genética dentro de populagBes de A.
polyneuron. A estrutura populacional encontrada nas populagbes analisadas no presente estudo
corrobora este indicativo pois, além de ter sido encontrada intensa regeneragdo, esta regeneragfio

apresentou, na parcela amostrada, alta diversidade genética.

Conforme observado no presente trabalho, as populagdes de 4. polyneuron estudadas ndo
apresentaram coeficientes significativos de endogamia. Portanto, este nfo constitui um fator limitante

para a sua conservagdo in situ.

No que se refere & conservaciio ex sifu, a Estagdio Ecologica dos Caetetus é uma 4rea adequada
para coleta de ramos (enxertia), e sementes (produc¢io de mudas), visando a implantagdo de édreas para
conservacdo do germoplasma da espécie. Como a maior parte da diversidade genética foi encontrada
dentro das populagdes de A. polyneuron, o esfor¢o para coleta de sementes pode ser feito no sentido de
se obter amostras de muitas 4rvores de uma Gnica populagdo, ao invés de despender esfor¢o para coleta
de drvores em diversos pontos da floresta. Através desta estratégia é muito provével que grande parte

da variabilidade genética seja amostrada.

Plantios ex sifu formados a partir de individuos amostrados adequadamente permitem néo
somente a conservagiio de germoplasma, mas também a produgdo de sementes visando a produgdio de
mudas para plantios ou melhoramento. Devido as dificuldades de coleta de sementes na floresta, por
causa da supra-anuidade na produgfo de sementes e producdo de sementes em diversas épocas do ano,
o plantio de “pomares para produgio de sementes” otimizaria o trabalho ¢ diminuiria os custos de

produgfo de mudas desta espécie.
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Apesar da baixa taxa de pegamento das enxertias de A. polyneuron, este constitui um método
interessante para a propagacdo vegetativa desta espéeie. Trabalhos devem ser realizados visando

aumentar esta taxa de pegamento e otimizag@o dos resultados.

A densidade de A. polyneuron pode atingir valores muito altos como o verificado por
RODRIGUES (submetido), de 217 individuos/ha. ¥ muito provavel que isto ocorra devido a algum tipo
de perturbago que permita a abertura de pequenas clareiras na floresta, pois 4. polyneuron deve se
beneficiar desse tipo de ambiente em seu desenvolvimento. Caso a diversidade genética permaneca
elevada em tais populagdes, ndo havendo aumento de cruzamento entre parentes, nem formacgdo de
estrutura interna familiar, este pode ser um indicativo do potencial da espécie no sentido do seu manejo

sustentado.

Os resultados encontrados no presente trabalho que corroboram o potencial para manejo

sustentado de 4. polyneuron sio:

(i) intensa regeneracio natural;

(ii) alta diversidade genética nos individuos jovens;
(ii1) auséncia de estrutura genética espacial.

A defini¢do de parimetros para o manejo sustentado desta espéeie deve levar em consideracio a
necessidade da manutengéio de um nimero adequado de individuos reprodutivos por drea, que permita a
manutencio de padrOes elevados de diversidade genética nas geragBes futuras e previna efeitos de
endogamia ¢ deriva genética. A determinac@io desse niimero dever4 levar em consideracfio a supra-
anuidade da espécie € a assincronia no florescimento, que reduzem o miimero potencial de individuos
que estardo se cruzando, fazendo com que o tamanho de vizinhanca (niimero de individuos numa area
de vizinhanga ou 4rea onde ocorre panmixia) seja maior do que o suposto a principio pela densidade de

adultos reprodutivos.
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3. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Conforme apresentado no decorrer deste trabalho, uma série de questdes surgiram, indicando a

necessidade do aprofundamento no estudo genético de populagdes naturais de 4. polyneuron.

A anilise de outras populagdes de individuos adultos a diferentes distincias das populagBes
analisadas no presente trabalho forneceria subsidios para a compreensio da dindmica de movimentacdo
dos alelos em diferentes niveis hierarquicos. Caso o padrio de distribuigio da variabilidade genética seja
semelhante ao encontrado no presente trabalho, confirmando que a maior parte da diversidade encontra-
se localizada dentro das populagles, grandes reservas para conservagdio in situ devero ser
privilegiadas, ao inv€s de virias pequenas reservas, ¢ a coleta de germoplasma podera ser representativa

concentrando-se o esfor¢o de coleta em poucas areas.

Considerando o papel relevante da fragmentagfio das florestas estacionais semideciduais do
interior de Sdo Paulo, o estudo de populagdes em fragmentos de diferentes tamanhos é fundamental

para avaliar o impacto desse tipo de perturbagfo sobre a estrutura genética de 4. polyneuron.

Outra questdo importante se refere ao sistema reprodutivo da espécie, que, devido a elevada
alogamia sugerida pelos dados de heterozigosidade e taxa de cruzamento aparente, deve envolver
mecanismos eficientes de autoincompatibilidade, o que deve ser verificado. Este tipo de estratégia ja foi
verificado para virias espécies tropicais, inclusive para algumas espécies da familia Apocynaceae
(SHEPHERD, comunicacfio pessoal).

Através da andlise de progénies de 4. polyneuron, seria possivel a determinagio da taxa de
cruzamento € o estudo do fluxo génico entre populagdes e movimentagiio de alelos dentro de
populagdes. Tais informages sfio fundamentais para o entendimento de quais os fatores envolvidos na
formagdo do padriio de estrutura genética da espécie, com especial énfase a4 diversidade encontrada na
regeneragdo. Varios estddios de desenvolvimento da espécie também deveriam ser analisados para
verificagfio das hipéteses sugeridas na discuss@io do Capitulo II para explicar o excesso de heterozigotos

encontrado na amostra de individuos jovens.

A auséncia de estrutura familiar, detectada através da autocorrelacfio espacial dos gendtipos, a

pequena diferenciacdo encontrada entre as duas populagbes estudadas, assim como o fluxo génico
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obtido (muito préximo de 1) sugerem que o fluxo génico ¢ efetivo a longa distincia, o que pode ser

investigado analisando-se as progénies.

A questdo do papel da poliembrionia na heterozigosidade encontrada na regeneracio de A.
polyneuron, conforme sugerido no Capitulo II, deve ser pesquisada. E necessério saber ser hd formagio
de embriGes apomiticos, tanto para a compreensfio do padrio de diversidade genética em populagdes
naturais quanto para a diferenciagio de tais embriGes em programas de conservagio de germoplasma ou

melhoramento.

O papel da supra-anvidade da produgfio de sementes permanece obscuro. Tal fendmeno deveria,
em tese, originar um padrio de cruzamento onde o tamanho efetivo populacional a cada evento
reprodutivo € pequeno, gerando progénies com baixa diversidade genética. Entretanto, a ocorréncia
simultdnea na mesma area de individuos oriundos de eventos reprodutivos diferentes (com parentais
diferentes) geraria o padro atual encontrado neste estudo, com alta variabilidade genética na populagio
como um todo e especialmente nos individuos jovens. Esta é uma questdo a ser investigada, o que pode
ser feito através da andlise gendtica de diversos eventos reprodutivos. Isto exigirA um trabalho
minucioso de acompanhamento fenolégico da populagfio, para determinagio dos parentais potenciais a
cada evento reprodutivo. Através da determinagfo de quais sdo e que idade t8m os parentais potenciais
seria possivel também analisar o papel da sobreposicdo de geragBes sobre a estrutura genética da

espécie e diversidade genética dos individuos jovens.

A defini¢do de parfmetros seguros para o manejo sustentado de A. polyneuron exige, por sua
vez, a analise de um nimero maior de populagdes em diferentes dreas para que se possa generalizar as
recomendagdes, € o estudo de progénies com simulagfo de corte seletivo para avaliagio do impacto do

manejo sobre as geragGes subsequentes.
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1. PROTOCOLOS PARA REVELACAQ DOS SISTEMAS ENZIMATICOS
UTILIZADOS NO PRESENTE ESTUDO

a) Fosfoglucomutase (PGM) - modificado a partir de SOLTIS et al. (1983):

- Glucose - 1 = fosfato ..o 125 mg

S EDTA et e e et 25 mg

s NADPT, Naguuiiiiceneeniiises ettt ress s seeessess st sees 10 mg (1ml)

m M T e e e 10 mg (1ml)

m PV s e e e eant e e teanaaeas I mg (Iml)

m MECD i e 10 mg (1ml)

- Tris-HC 0, 1M pH 8,0-8,5 .o 50 ml

- glucose-6-fosfato desidrogenase .........c.oovevevvvviinnencnnennnn. 0,02 mi (20 un)

Procedimento: Diluir todos os reagentes no tampdo e imergir o gel nesta solucfio. Incubar por 40
minutos no escuro a 35°C.

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

- acido 6-fosfoglucOnico, Nag .....coicrviniiiicnnerre e 40 mg

“ NADPT, Nazu ettt ssss s resees 20 mg (2ml)
Y 1 A0 O OSSR RTRI 20 mg (2ml)
m PMS e e 2 mg (2ml)
= MECL et s 20 mg (2ml)
- Tris-HC1 0,1 M, pH 8,0 (@.5.0.) cevvvrrvivinininsimminiiencneecesarene 50 mil

Procedimento: Diluir todos os reagentes no tampdo e imergir o gel nesta solugio. Incubar por 40
minutos no escuro a 35°C.

¢) Fosfoglucose Isemerase (PGI) - modificado a partir de SOLTIS et al. (1983):

- frutose-6-fosfato, Nag ... 37.5 mg

S NADPT, Nz ocrrereeeririsesessaress s se s sssssasassesssnasens 10 mg (Iml)

Y, I OO PRSP 10 mg (Iml)

C PMS ettt et sre e s e ne s e e e rereas 1 mg (1mi)

= MECL) et s 10 mg (1ml)

- Tris-HC1 0,1 M, pH 8,0 (q.5.p.) cervvernriinire e 50 ml

- glucose-6-fosfato desidrogenase .........ccccoiovrrierererencnnen. 0,01 ml (10 un)

Procedimento: Diluir todos os reagentes no tampdo e imergir o gel nesta solugdo. Incubar por 40
minutos no escuro a 35°C.
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d) Leucine Aminopeptidase (LAP) - PAIVA (1992)

O I e o T DU RPN 25mg (diluidos em 2ml de metanol a 10%)
- Fast BIACK cooiiiiiiiiii st st e 30mg (diluidos em 2ml de metanol a 10%)
- tampdoTris-maleato 0.IMpH 5.4 ..o 20ml
- HaO destilada. . oo 50ml

Procedimento: Misturar todos os reagentes com a agua ¢ o tampdo. Incubar o gel nesta mistura por 40
minutos, no escuro, a 35°C.

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

- dcido malico 2,0 M, pH 8,0 oo 4 mi
S NAD”, NAzuoeeeeeerrerecnesenseereeseesss e ressest e snsssas st ensssns 10 mg
Y. O U OO 10 mg
S PMS e e I mg
- tampdo Tris-HCI 0,1 ml, pH 8,5 (@.5.p.).ceveeeiiiiiiiciie, 50 ml

Procedimento: Diluir todos os reagentes no tampio e imergir o gel nesta solu¢do. Incubar por 40
minutos no escuro a 35°C.

f) Peroxidase (PO) - modificado a partir de STUBER et al. (1988)

m BLAINOL ooeeoriiieeeer et ive e e e e st e e e e e e nrrenarrenesans 25 mi
- O-dianisidina bi-HCl ... 30mg
- acetato de s6dio 0,2 M, pH 5,0 (@.5.D.)  cveceerrnimrireecnneenns 25 m}
- H202 (30%) .......................................................................... 1,5 ml

Procedimento: Diluir a O-dianisidina no etanol, acrescentando-se em seguida o tampdo acetato de
sodio. Imergir os géis nesta solugdo e incubar no escuro a 35°C. Apods 30 minutos acrescentar a agua
oxigenada. A revelagdo das bandas ocorre em 2 a 3 minutos.

g) Xiquimato Desidrogenase (SKDH) modificado a partir de ALFENAS et al. (1991)

- A0, XIQUIMICO .ooiiiriiiiei e 80 mg

e NADP, Nagu oo eeeere e e eressesses s sraessesessasssesseresas 10 mg (1ml)
M T ettt et e 10 mg (Imi)
SPMS e e 1 mg (1mi)
- Tris-HCL O, IM PH 8,5 ottt 50 ml

Procedimento: Diluir todos os reagentes no tampdo e imergir o gel nesta solu¢do. Incubar por 40
minutos no escuro a 35°C. B :
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Tabela 23: Distribuicfo da variabilidade genética entre populagdes (adultos) através das estimativas de
Gst € Fgr e da taxa de fluxo génico ( Nm) de diversas espécies arbustivo/arboreas tropicais

ia estudadas via marcadores alozimicos. Campinas-SP, UNICAMP. 1997,

Espécie Local Gy | Iy Nm Referéncia
Acacia auticuliformis Austrilia 0,182 MORAN et al, (1989a)}
Acacia auticuliformis Australia e Papua 0,270 WICKNESWARI ¢
Nova Guiné NORWATI (1993)
Acacia crassicarpa Austrélia e Papua 0,093 MORAN et al. (1989a)
Nova Guiné
Acacia mangium Austrilia 0,311 MORAN et al. (1989h)
Acalypha diversifolia IBC-Panama 0,094 1,07 LOVELESS e HAMRICK
(1987)
Aghatis borneensis Bornéo 0.140 1,26 KITAMURA e RAHMAN
(1992)
Alseis blackiana IBC-Panama 0,043 2,47 LOVELESS e HAMRICK
(1987)
Astrocarium mexicanum Los Tuxlas-México 1,20-19,70 | EGUIARTE et al. (1993)
Astrocarium mexicanum FLos Tuxlas-México 0,041 3,40 EGUIARTE et al. {(1992)
Bertholletia excelsa AmazGnia - Brasil 0,037 3,35 BUCKLEY et al. (1988)
Carapa guianensis La Selva-Costa 0,046 4,10 HALL et al. (1994)
Rica
Cariniana legalis Mata Atlantica - 0,053 1,13 HARRITT (1991)
Brasil
Cecropia obtusifolia Los Tuxlas-México 0,029 24.9 ALVAREZ-BUYLLA e
GARAY (1994)
Cordia aliodora La Selva-Costa 0,117 CHASE et al. (1995)
Rica
Cordia tichotoma Mata Atldntica - 0,0004 3124 HARRITT (1991)
Brasil
Eichornia paniculata Brasil 0,570 | 0,324 GLOVER ¢ BARRET
(1987)
Euterpe edulis Floresta Atlantica- | 0,013 | 0,031 10,70 | REIS (1996)
Brasil
Hevea brasiliensis Amazdnia - Brasil 04,0003 | 0,030 416,10 |PAIVA et al. (19944,
1994b)
Hybanthus prunifolius IBC-Panamé 0,041 2,30 LOVELESS e HAMRICK
(1987)
Joanesia princeps Mata Atlantica - 0,069 1,68 HARRITT (1991)
Brasil
Lisianthius skinneri Panami 0,903 0,01 SYSTMA e SCHAAIL
» (1985)
Myracrodum urundeuva Mata Atlintica e 0,036 | 0,049 3,35 MORAES (1992)
Cerrado - Brasil
Phoenix dactylifera Argélia 0,067 BENNACER et al. (1991)
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Tabela 23: continuagéo

Piper amalago 0,103 HEYWOOD e FLEMING (1986)
Psychotria faxlucens L.os Tuxlas-México 0,031 PEREZ-NASSER et al. (1993)
Psychotria horizontalis IBC-Panama 0,039 2,74 |LOVELESS e HAMRICK (1987)
Pterocarpus macrocarpus | Taildndia 0,121 LIENGSIRI et al. (1995)
Quararibea asterolepsis IBC-Panama 0,021 5,18 |LOVELESS e HAMRICK (1987)
Rinorea sylvatica IBC-Panama 0,083 1,22 |LOVELESS e HAMRICK (1987)
Sorocea affinis IBC-Panamé 0,047 2,25 |LOVELESS e HAMRICK (1987)
Stemonoporus Sri Lanka-Asia 0,163 1,96 |MURAWSKI e BAWA (1994)
oblongifolius

Swartzia simplex 0,035 3,02 | LOVELESS e HAMRICK (1987)

Tabela modificada a partir de REIS (1996)

Tabela 24: Indices de fixagio dos adultos (F£,) e da progénie (ﬁ’mg) de algumas espécies

arbustivo/arbéreas tropicais j& estudadas via marcadores alozimicos. Campinas-SP,
UNICAMP. 1997.

Espécie Local F, . g Referéncia

Astrocarium mexicanum Los Tuxlas- -0,411 -0,186 |EGUIARTE et al. (1992)
México

Cavallinesia platanifolia IBC-Panama -0,198 0,275- |MURAWSKI et al. (1990)

0,649

Cecropia obtusifolia Los Tuxlas- -0,083 -0,032 |ALVAREZ-BUYLLA et al. (1996)
Meéxico (-0,016)*

Cedrela fissilis Mata Atlantica-| 0,033 0,099 [GANDARA (1996)
Brasil

Ceiba pentandra IBC-Panama -0,297 0,184 |MURAWSKI e HAMRICK (1992)

Couratari guianensis Amazbnia- 0,518 0,377 |LEPSCH-CUNHA (1996)
Brasil

Couratari multiflora Amaz0nia- 0,166 0,114 | LEPSCH-CUNHA (1996)
Brasil

Euterpe edulis Mata Atlantica-| -0,067 0,042 | REIS (1996)
Brasil

Psychotria faxlucens Los Tuxlas- 0,115 0,133 |PEREZ-NASSER et al. (1993)
Meéxico

Shorea congestiflora Sri Lankauf:\sia 0,088 0,067 |MURAWSKI et al. (1994)

Shorea megistophylla Sri Lanka-Asia | -0,247 0,151 | MURAWSKI et al. (1994)

Stemonoporus oblongifolius | Sri Lanka-Asia -0,101 0,085 |MURAWSKI e BAWA (1994)

* individuos jovens
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3. FREQUENCIAS GENOTIPICAS PARA OS LOCOS POLIMORFICOS

Tabela 25: Frequéncias genotipicas nos 5 locos polimoérficos analisados para as populagdes de adultos
de Aspidosperma polyneuron amostrada na Estacdo Ecoldgica dos Caetetus, (Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

Populacio 1 Populacio 2
Loco Genotipos | N, P, ]Q'e P, N, P, Ne P,
Skd-1 1-1 38 96,667 58,017 96,695

1-2 3,333 1,967 3,278 - - - -
2-2 0,000 0,017 0,028

2
0
Pgi-1 -1 2 3,175 1,147 1,821 2 3,922 8,647 16,955
1-2 7 11,111 8,095 12,849 8 15,686 10,706 20,992
1-3 6 9,524 6,611 10,494 30 58,823 14,000 27451
8

2-2 12,698 14,286 22,676

2-3 37 58,730 23,333 37,036

15,686 3,314 6,498
3,922 8,667 16,994

8
2
3-3 3 4,7619 9,528 15,124 I 1,961 5,667 11,112
Lap-1 1-1 0 0,000 0,496 0,813 0 0,000 0,005 0,010
1-2 3 4,918 1,352 2,216 1 2,000 0,570 1,140
1-3 8 13,115 8,656 14,190 0 0,000 0,420 0,840
2-2 1 1,639 0,922 1,512 21 42,000 16,245 32,490
2-3 10 16,393 11,803 19,349 14 28,000 23940 47880
3-3 39 63,934 37,770 61,918 14 28,000 8,820 17,640
6Pgdh-1 I-1 0 0,000 0,065 0,105 0 0,000 0,005 0,010
1-2 4 6,452 2,935 4,734 1 1,923 0.846 1,627
1-3 0 0,000 0,935 1,508 0 0,000 0,114 0,219
2-2 37 59,677 33,391 53,856 38 73,077 37,231 71,598
2-3 13 20,968 21,282 34,326 11 21,154 12,692 24,408
3-3 8 12,903 3,391 5,469 2 3,846 1,082 2,081
6Pgdh-2 1-1 12 19,355 12,198 19,674 2 3,846 11,077 21,302
1-2 31 50,000 30,605 49,363 44 84,615 25846 49,704
2-2 19 30,645 19,198 30,964 6 11,539 15,077 28,994

N, - nimero observado
P, - frequéncia observada

N, - nimero esperado

P, - frequéncia esperada
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Tabela 26: Frequéncias genotipicas nos 3 locos polimorficos analisados para a amostra de individuos
jovens de Aspidosperma polyneuron amostrada na Estacdo Ecologica dos Caetetus, Galia-
SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.

A

Loco Gendtipos No P, N, P,
Pgi-1 1-1 3,540 0,996 0,441
1-2 3,097 15,000 6,637
1-3 3,097 13,009 5,756
2-2 31 13,717 56,500 25,000
2-3 157 69,469 98,000 43,363
3-3 16 7,080 42,496 18,803
Lap-1 I-1 9 4,000 24338 10,817
1-2 130 57,778 99,324 44,144
2-2 86 38,222 101,338 45,039
Pgi-1 1-1 10 24,471 24,471 11879
1-2 122 93,058 93,058 45,174
2-2 74 88,471 88471 42,947

N, - nimero observado
P, - frequéncia observada

N, - numero esperado

P , - frequéncia esperada

123



4. FREQUENCIAS GENOTIPICAS ESPERADAS NO EQUILIBRIO DE
HARDY~WEINBERG E EQUILIBRIO DE ENDOGAMIA

Tabela 27: Frequéncias genotipicas esperadas no Equilibrio de Hardy-Weinberg (ou equilibrio de
panmixia) e no Equilibrio de Endogamia de Wright, no caso de locos com 3 ou mais alelos.
(adaptada por REIS, 1996 a partir de WRIGHT, 1951).

Genotipo Frequéncia Esperada Frequéncia Esperada
Panmixia Endogamia
ArA P12 PI2 +Fpi (1-p)
ALA; 2 (pip2) 2 (pip2) (1-F)
AsA, P’ po” + F pa (1-p2)
ArAs 2 (p1ps) 2 (pips) (1-F)
Az A, 2 (pzp3) 2 (pzp3) (1-F)
AsAy ps’ ps’ +F ps (1-p3)
AlA, 2 (p1pw) 2 (pips) (1-F)
ArAq 2 (p2pn) 2 (p2pn) (1-F)
AsA, 2 (psp) 2 (pspa) (1-F)
AsA, po’ P’ +F ps (1-po)

124



(000°0) | (590°81) | (980°b+) | (#96°€9) |(Tz0 18D [(9LSF9T) [(HE6OVE) [ (FL199€) | (CHL99T) | SeQderedwoo
0°06 Y 4 L'ELE 0°55S C'€S0T | S'6vTE | 0%98¢ | TIPLE | 0°TTOC ap oxownu
SEL°0- | 001°0- | Lz0'0- | 9v0'0- | C00%0- | 810°0- 010 L00°0- £00°0 oIpu |
«*8TE0- | %8S1°0- | 910°0~ 00~ €£10°0- 110°0~ LO00 1100 £00°0- I [-w3 g
S10°0- | 820°0- | v10°0- 600°0 S10°0 800°0- Z10°0 120°0- | #10°0- € [-184
100°0 9100 L20°0- | ¥20°0- z20°0 620°0 $00'0 | «1€0°0- | €100 Z 1-184
#LO1°0" | «x6TT0~ | 2S00~ | #+SCI°0- | 0€0°0- | 2200~ 310°0 ZI0%0 610°0 I [-dey
81 LT 91 91 p1 €1 4 I o1 1oy | 0007
‘Juoo
(9ceosD | (rzeo8 D) [ (Le6001) | (£99°S6) | (b8L°v6) | (2TS'6) | (000TL) | (S818) | (881°S) | (80LT) sogdereduton
SLYTT | TYEPT | TUL9IL | TS601 0°606 0'96 0°6¢1 §‘T01 LTS 0801 op oxswmu
£00°0 S00°0 Z10°0- L10% L10°0- 1€0°0- ¥00°0 TLO0- | 0T0°0- 0Z0°0 OIpgul |
900°0- | 8000 1700 | 8%0°0- | TTO'0- | 810°0- | L¥00 0£0°0 | €€1°0- | 690°- I [-Wad
S00°0- 100°0 SP0°0- | +090°0 | $TO0- | 0Z1°0- | 0200~ | «82T°0- | €90°0 840°0 3 1134
#10°0 €00°0- | €zo0- €700 LOO0- 9€0°0 920°0 ££0°0- 890°0 $90°0- Z [-15
800°0 710°0 €70°0- $10°0 910°0- 120°0- | 8€0°0- | 9500~ | LLOO- 991°0 I [-de
6 8 L 9 < b £ 4 I 0 o[y 0007

EIDUBISI(] P $ISSE[)

"L661 "dINVIINDN ‘dS-seudwe)) ‘sepeniofs sagderedwios ap osowmu 2 sopeared sonpiArpu
SUUS BIPIW BIDUBISID JS-BIBD ‘Smalor)) sop eo1Bojooy ogdeisy vu (sor vqosad) uounaudjod putiadsopidsy op suaaol

SONPJAIPUY 3P BIISOUIE BU SOJ3[E 7 IS-OPULSIEUR “BIOURISIP SP SISSB[O §] WS (]) UBIOJN 3p 2o1pu] 0 ered sopuqo sopennssy g7 eaqe],

VIONV.LSI(T 3a S3SSV'ID
3 OAOLIW O OANVZITIL( () NVIOW 3d IDIAN] O Vivd SOdILdQ SOAv.LINSTY S

125



(zF'oz) | 1’0 | (b9'®) {059 (18°9) | (0Z°91) | (09°9) | (9s°) | (61°) | (tL'®) | Lr'e) [(or') | go'p) | 1) | sdgoeaedmiod

S6L 3 691 7987 YA $L9Y £p1 €11 LLIT | 2601 | 286 | L0201 ] LTt &z ap otdwnu

680°0- | STO0 | CI0'0 | +90°0- | 6v0°0- | 890°0- | 150°0- | 800°0 | 8¢o'e | ££0°0 | s2o0 [ 2100 | 1e0'0- | zHT%0 olppu |

£S0°0~ | SOI°0 | #Z#10 | 780°0- | 820°0- | TSO0- | LLO'0- | +x9ET°0-| 9L0°0 | 6£0°0- | 120'0- | Lvi'0 [ zst‘0- | soz0 ré 7-UP3d9
7200

$91°0 | ¥01°0 LT1°0 F00°0- | ¥EE'0- | £60°0- | TEO0- | 6£0°0- | $LO°0- | 0T00 | S£0°0 - | S€0°0- | SLO%O € I-YP3g9

650°0- | 9000 SE0°0 9700 820°0 | 080°0- | L10°0- | 6T0°0- | S£0°0 | 9L0°0 | 900°0- | 820°0 | 6S1°0- | x65T0] T 1-4psJ9
Z00°0

wx997°0" | 8L1°0- | 92070~ | #+£12°0- | 6T1°0- | 910°0~ | #10°0 | +#1°0 | «4622°0 | S£1°0 | 291°0 - LabL10 ] 980°0 € 1-134

TEO'0- | OEI°0 | #00°0- | ##£61°0- | x«PCT0- | TEO'O~ | 6000 | 901°0 880°0 | 120°0 | L100 | T900 | THO0 | vIZO [4 -84

1€0°0- | ST10°0 | 760°0- 150°0 9S0°0 | *8S1°0- [ 8F1°0- | 100 | 0£0°0- | L60°0- [ 660°0 | 000°0 | 8€0°0- | z11'0 | € [-de
I€1°0

910°0- | 600°0- | 0S0°0- 120°0 0L0°0 | L¥O'0- | $O1°0-| 690°0 | 090°0- | $90°0 | €1i°0-| - 150°0- | 090°0 (4 [-dey

9§ 4] I 01 6 8 L 9 S 14 € (4 1 0 ORIV | 0307

CIOUE)SI(] IP SISSE)D)

SONPJAIPUI SXJUS BIPPUI BIOUEISIP {JS-BI[ED)

"L661 "dINVIIND ‘dS-seurduwe)) ‘sepeniaje sogdeieduroo op osownu 2 sopeared
‘snysjor) sop eordojoog ogdeisy eu (esol eqorad) wounaudjod puriadsopidsy
op [ ogdendod ®vu soO[9[E ; IS-OPUBSIBUR ‘BIOURISID O SOSSE[O H[ WP () URIOW 9p sotpu] o ered sopnqo sopennsdy 6T BOGEL

126



(Ls'y) | (or'e) | (e9'¢) | (oL®) | 829 | (e9°D) | 4T'9) | (08'9) | (6's) | (89'9) | @'s) | o) | ocn) | (oor1) | so0deredmiod
€5y 8c8 0701 $801 0°s8 8°LL | ssTu b osorr | g'zer | o't | oozt | o%01 £°€9 $°37 ap oJ3wnu
TCi'0- | p00'0 | T91'0- | 9z0‘0- | £80°0- | €700~ | 600°0 | s00°0- | 1¢0'0 |zio‘o-| zeoo | 190%0 | zzi‘e- | LE10 o1pw |
7£0°0 1100 | €p0°0- 690°0 S10°0- | STO0- | 110°0-| 1S0°0C | €H0O0- | 991°0- | TS0°0~ | +O1°0- | 8€0°0~ [ «0Sp°0| TUPSd9
) +£07€°0
- 6£0°0 - 1£0°0 081°0- | S€0°0 | 650°0 | 9v0°0 | 080°0 | TEO0 | 9¥0°0- | BEI'G | 6¥0°0- | BLIO € [-4p349
#«%CZE0
€170 | 050°0- - 811°0- | «Z1T°0- | S10°0- | €50°0 | L0O°0- | L£0°0 | £51°0 | vzo'o- | 9v00 | ozo0 | z2i‘0 ré T-4P349
=x1SP0
- L91°0- | Z0T1°0- 001°0 TrI'0- | €L0°0- | 290°0 | 190°0- | 1200 | L$0°0 | 0£0°0 | «S1T°0 | €€1°0- | €200 € 1-134
*x887°0
€000~ | 1#0°0 - LEO'0- | 880°0- | L60°0- | 0LO°0 | S£0°0- | $s0°0 | 1.0°0 | ozi0 | vTI‘0 | £90%0- | 8£1°0 I -84
10°0- | 080°0 | L£0°0- | 100°0 | 9€0°0 | 100°0- | 80°0-| €10°0 | #10°0 | €01°0-) 850°0 | S10°0- | +06T°0- | 610°0 | € [-de|
P00~ | 9L0°0 | €20°0- | $00° 610°0 | LI0°0 | ¥60°0-] Z90°0- | 950°0 |SzI°0-| 0L0°0 | $20°0 | +867°0- | 7£0%0 4 [-dey
€1 (4 1 01 6 8 L 9 < 14 £ 4 I 0 jopiV | 0307
RIDUE)SI(] AP SIsse)

1661 "dINVIIN( ‘dS-seurdure)) “sepeniafo sagdereduros ap olsumu 9 sopeared
SONPIAIPUL 91U BIPPUL BISUEISIP | JS-BHBD ‘Snjoise)) sop eoido[ooy oedeisq eu (vsos vqorad) uounaudjod puiadsopdsy
ap 7 epdendog vu SOP[E [ 9S-OpUBSHBUR ‘BIOUBISIP 2P SOSSE[O $] W (]) UBION p 301pu] o eied SOPBQO SOPeNNSAY GF BAqEL

127



6. CORRELOGRAMAS

Figura 17: Correlogramas para os alelos individuais dos locos polimérficos analisados para a amostra

I de Moran

1 e Moran

1 de Moran

I de Moran

de individuos jovens de Aspidosperma polyneuron na Estagdo Ecologica dos Caetetus,
Galia-SP. Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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Figura 18: Correlogramas para os alelos individuais dos 4 locos polimorficos analisados para a

I Moran
o
T2
=) h
i

1 Moran

I Moran

i Moran

Populacio 1 de Aspidosperma polyneuron na Estagio Ecologica dos Caetetus, Galia-SP.
Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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I de Moran
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Figura 19: Correlogramas para os alelos individuais dos 4 Jocos polimérficos analisados para a
Populagiio 2 de Aspidosperma polyneuron na Estagdo Ecoldgica dos Caetetus, Galia-SP.

Campinas-SP, UNICAMP. 1997.
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