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RESUMO

OLIVEIRA, A. F. de. Estrutura genética de populaq:oes naturais de
Copaifera langsdorffii Desf. a partir de iscenzimas. Lavras: UFLA, 2000.
114p. (Dissertagdo — Mestrado em Engenharia Florestal)'

Trés populacdes naturais de Copaifera langsdorffii Desf., espécie
arbérea comumente encontrada no Brasil, foram estudadas por meio da
eletroforese de isoenzimas, visando determinar os niveis de variabilidade
genética mantidos dentro e entre as populacdes, sua estrutura genética, a taxa de
cruzamento, o fluxo génico, o sistema reprodutivo ¢ o tamanho efetivo das
populagdes. As populagSes amostradas localizam-se no municipio de Lavras, sul
de Minas Gerais, sendo que duas (Cerrado ¢ Mata Semidecidual) estdo
localizadas no campus da Universidade Federal de Lavras - UFLA e a terceira
(Mata Ciliar) em uma édrea de preservagio permanente, ‘entre os municipios de
Lavras ¢ Itumirim. Foram amostrados tecidos foliares de 20 individuos de cada
populagio c-analisaram-se 400 individuos jovens (progénies) procedentes de
sementes coletadas de 20 matrizes na populacio da Mata Ciliar. Foram testados
21 sistemas enzimaticos e escolhidos os 5 melhores, revelando 35 alelos totais
distribuidos em 12 locos. O polimorfismo (P) com limite de freqiéncia 1gua] ou
inferior a 0,95 variou entre 72,73% a 87,50% entre as populagdes. O mimero
médio de alelos por loco {(4) variou entre 2,2 a 2,5 ¢ a diversidade genética
medida pela heterozigosidade média esperada (/7,) variou entre 0,368 ¢ 0,435.
A estrutura genética revelou que ha endogamia para o conjunto das populagdes
adultas (#= 0,130) e uma tendéncia-de excesso de-heterozigotos para as
progénies (&= -0,033). Os pares de populagdes Cerrado-Mata Ciliar ¢ Mata
Semidecidual-Mata Ciliar apresentaram altos valores de 6, (0,142 e 0,162),
comparando com o par Cerrado-Mata Semidecidual (0,073). A taxa de
cruzamento multilocos média foi alta (7, = 0,917), indicando que a espécie é de
reproducdo mista predominantemente alégama. O fluxo génico medido pelo
mimero de migrantes (X ) foi baixo, variando de 0, 79 entre as populagdes
Cerrado-Mata Semidecidual, 0,38 entre Cerrado-Mata Ciliar, 0,32 entre Mata

Semidecidual-Mata Ciliar ¢ 0,41 para o conjunto das trés populagbes. A édrea
minima estimada para a conservagio n situ de uma populacdo foi de 8,3 ha.

' Comité Orientador: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Orientadora), Sebastido
Carlos da Silva Rosado — UFLA ¢ Marco Aurélio Leite Fontes — UFLA.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. F. de. Genetic structure of natural populations of Copaifera
langsdorffii Desf. starting from isoenzyme. Lavras: UFLA, 2000. 114p.
(Dissertation - Master Program in Forest Engineering)’.

Three natural populations of Copaifera langsdorffii Desf. were studied
by isoenzyme electrophoresis to determine the levels' of genetic variability,
genetic structure, crossing rate, gene flow, reproductive system and the effective
size of the populations. The populations are located in the county of Lavras,
located in the south of the state of Minas Gerais, being represented by three
types of vegetation (Cerrado, Riparian Forest and Semideciduous Forest).
Samples of leaf tissue were taken from 20 adult plants from each population and
from 400 progenies for isoenzyme electrophoresis analysis. Five enzimatic
systems were evaluated in adults (24 alleles average) and progenies (29 alleles
total). The proportion of polymorphic loci (0,95) among populations was
72,73% to 87,50%. The average number of alleles per locus was 2,2 to 2,5 and
the expected heterozygosity (£,) was 0,368 to 0,435. The estimated data

revealed inbreeding for the adult populations (F= 0,130) and excess of
heterozigotes for the progenies ( # = -0,033). The genetic diversity index for the
populations was 0,142 for the Cerrado-Riparian Forest, 0,162 for the Riparian
Semideciduos, Forest, and 0,073 for the Cerrado-Semideciduous Forest. The
average multilocus outcrossing rate was high (7= 0,917), indicating that the
species is predominantly allogamous. The gene flow, elatuated by the number of
migrants (N_), was 0,79 for Cerrado-Semideciduous Forest, 0,38 for
Cerrado-Riparian Forest, 0,32 for Riparian-Semideciduos Forest and 0,41 for all
populations analysed. The population from Riparian Forest has relatively high
genetic variation making this populatlon of C. Iangsdorﬁ‘il a valuable source for
genetic conservation. The minimum area size esumated for the in situ
conservation of this population is 8,3 ha.

'Guidance Committee: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Sebastido Carlos da Silva Rosado - UFLA and Marco Aurélio Leite
Fontes — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A exploragdo inadequada dos recursos naturais vém provocando a
extingdo de um grande mimero de espécies nos diferentes biomas do planeta,
especialmente naqueles situados nos trépicos. Entre as varias causas dessas
extingdes, as mais comuns s3o a perda e a fragmentagio de habitats. Em virtude
de tal realidade, existe uma necessidade urgente de estudos genéticos ao nivel
populacional das espécies que compdem tais ecossistemas, para que sejam
estabelecidas estratégias de manejo e conservagdo genétic#g.

A conservagdo € o manejo da diversidade biolégica nos ecossistemas
naturais em processos de fragmentagio e a restauragdo de ecossistemas
fragmentados sio desafios complexos que requerem conhecimento fundamental
sobre a fitossociologia, dindmica, biologia reprodutiva e a estrutura genética de
suas populagSes. Informagdes sobre os sistemas de cMenm, fluxo génico ¢
os niveis da variabilidade genética entre e dentro de populagdes sdo
fundamentais para o delincamento de estratégias apropriadas de conservagio in
situ ¢ ex situ. O conhecimento da quantidade e distribiliqio da variabilidade
genética nas populagbes naturais torna-se, portanto, um pré-requisito
fundamental para o estabelecimento de estratégias eficazes de conservagio
genética. A implementagdo de estratégias eficazes de conservagdo in situ
depende da disponibilidade de conhecimentos genéticos e ecologicos
fundamentais a respeito das areas candidatas a funcionar como reservas
genéticas. Sem este conhecimento, o trabalho de conservagdo genética, por mais
bem intencionado que seja, tende a nio ser eficiente (Asms e Carbonell, 1987).

Muitas das espécies que compdem os ecossistemas domésticos sdo
importantes devido ao seus valores econdmicos € ecologicos; entretanto, sendo

impraticavel o estudo de um grande niamero de espécies, é necessario amostrar



aquelas que possam servir de modelo ou que sejam representativas do bioma
estudado. Dentre essas, a Copaifera langsdorffi, conhecida vulgarmente como
Oleo-Copaiba, apresenta-se adequada para estudos genéticos de suas populagdes
por ser uma espécie de ampla distribuigio, com grande plasticidade ecolégica,
dispersdo zoocdrica e hidrocérica e polinizagio por abelhas.

Com o intuito de conhecer os niveis de variabilidade genética e de sua
distribui¢do entre e dentro de populages (estrutura genética), pois estes s3o de
grande importincia para a adogdo de estratégias de manejo mais adequadas para
a conservagdo genética, os objetivos do presente estudo foram: i) quantificar a
variabilidade genética, ii) caracterizar a estrutura genética das populagdes, iii)
estudar o sistema reprodutivo, iv) determinar o fluxo génico inter e
intrapopulacional, ¢ v) estimar o tamanho efetivo das populagdes.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A espécie Copaifera langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf. (Caesalpinaceae) tem como sinonimia
botanica Copaifera grandiflora (Bentham) Malme ¢ C. nitida Hayne (Carvalho,
1994). A espécie € vulgarmente conhecida como éleo céjpaiba ou simplesmente
copaiba.

Ocorrem cerca de 25 a 30 espécies do género C;opaifera L. na América
Tropical, sendo Copaifera langsdorffii Desf. a de maibr ocorréncia no Brasil
(Carvalho, 1994). Apesar de sua ampla distribuigiio, esta espécie se encontra
atualmente na lista das espécies ameagadas de extingio, Qendo a sua conservagédo
genética feita por populagdes bases “ex sit«” no Estado de Sao Paulo (Siqueira ¢
Nogueira, 1992). !

A espécie tem distribui¢do natural entre as latitudes 03°S (CE) a 24°50’
S (Castro-PR), ocorrendo em paises como: Argentina (niordeste), Bolivia (sul),
Paraguai (norte). No Brasil, a espécie ocorre nos estados da Bahia (sudeste),
Ceara (Serras e litoral), Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais (todo),
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso (centro-sul), Pemanf;buco, Piaui (sudeste),
Paraiba, Parand, Rio de Janeiro, Rondénia, Sio Paulo; Tocantins ¢ Distrito
Federal (Carvalho, 1994). g

O dleo copaiba ¢ classificado como espécie do ';grupo das indicadoras
acompanhantes (Salvador, 1986). E sob o aspecto da éucessio secundaria, é
classificado como espécie climax (Kageyama, Biella :¢ Palermo, 1990). E
também muito utilizado para plantio em areas degmﬂadas de preservagio
permanente (Lorenzi, 1992). Freqiientemente encontrami;sc exemplares jovens,

principalmente em éreas abertas e na vegetacio secundana, €m capoeira.
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Trata-sc de uma espécie com grande plasticidade ecolégica, sendo
encontrada nas regides fitoecologicas tais como: o Cerrado e Cerraddo; a
Caatinga/Mata-Seca (Femnandes, 1992); Campos Gerais e Campos Rupestres ou
de altitude, onde sua freqiiéncia é rara a ocasional (Carvalho, 1992);
Campinarana, em Rondénia; floresta Ombrofilas Densa (Floresta Atlantica);
pela mata ciliar pode-se chegar até a Floresta Ombrofila Mista (Floresta com
Araucéria), no centro-sul do Parana; Floresta Estacional Semidecidual; nas
formacdes Aluvial e Montana; encraves vegetacionais no Nordeste (Fernandes,
1992); fora do Brasil, ocorre no Campo Alto Arbéreo, no Paraguai (Lopes et al.,
1987). '

Dentre as varias utilidades e importancias da Copaifera langsdorffii,
tem-se a sua madeira que quando serrada e roliga é muito usada na construgio
civil, através de vigas, ripas, caibros, marcos de portas e janelas e tabuas em
geral; pecas tomeadas, coronhas de armas, cabos de ferramentas, cabos de
vassouras, implementos agricolas, carrocerias, miolo de portas, marcenaria em
geral, méveis inferiores, tabuados em geral, revestimentos, laminagio,
torneados, folhas para compensados; também é utilizada na constru¢io naval
(Carvalho, 1994). |

Sua lenha possui uma qualidade regular ¢ a madeira cdntém alto teor de
lignina, sendo muito boa para a produgdio de alcool, coque e carvio (Paula,
1981). A porcentagem de lignina e cinzas é de 28,57%; assim esta espécie se
apresenta inadequada para ser usada na produgdo de celulose ¢ papel; possui um
comprimento médio de fibras de 1,105 mm (Wasjutin, 1958).

A copaiba fornece balsamo ou dleo de copaiba, extraido por meio de
incises ou perfuragdes feitas em seu tronco (Figura 1); assim, o éleo flui de
forma tdo pura que é possivel ser utilizado em seu estado natural (sem
refinamento); depois de retirado o 6leo, fecha-se o orificio usando um pedaco de



madeira. Este processo ndo agride a copaibeira, permitindo que ela continue
produzindo essa importante resina (Carvalho, 1994).

O 6leo de copaiba foi usado como combustivel; caseiro ¢ em barcos a
motor. Possui peso molecular semelhante ao 6leo diesel, sendo que o uso em
motores diesel demonstrou resultados positivos (Nascinjxento, 1980), mas, sob
esse aspecto, acredita-se ser sua produco inviavel em teﬁnos comerciais.

Pawlett (1980) afirma que uma arvore de copaiba pode produzir até 5
galdes de 6leo em duas ou trés horas ou até 50 litros de balsamo. O éleo também
€ muito utilizado pela industria de comésticos, plasticos e aditivos para resina,
tintas e vernizes.

Na regido noroeste da Amazdnia, onde se localiza o Rio Solimdes, a
resina de Copaiba ¢ usada nas tribos indigenas como!um cicatrizante, para
chagas de pele e psoriasis € no tratamento da gonorréia. A medicina tradicional
no Brasil recomenda que o 6leo de Copaiba seja usado amalmente como agente
anti-inflamatério, para tratamento de caspa e em todos osI tipos de desordens de
pele e ulceras de estdmago; cicatrizante (tratamento de ferimentos); balsamica
(tratamento da asma e tratamento de moléstias puhnonar&is) ¢ purgativa (Barros,
1982). Brando (1991) descreve também que o Gleo-de-copaiba ¢ usado em
infusdo para curar resfriados.

O oleo-de-copaiba ¢é retirado da planté perfurando-se 0 seu tronco;
juntamente com a casca, misturado & cachaga por um peﬁodo de uma semana,
pode ser utilizado no tratamento de bronquites rebeldes iGavilanes e Brandio,
1992).

A espécie caracteriza-se por apresentar altura médiade 52 15 me 20 cm
a 60 cm de DAP, podendo atingir 35 metros de altura ¢ 100 cm de DAP
(Carvalho, 1994). No Cerrado e na Caatinga apresenta porb menor, 3a 10 mde
altura, ¢ nos Campos Rupestres da Serra da Bocaina, em Minas Gerais, tem
porte arbustivo com 1,20 m de altura (Carvalho, 1992). O tronco ¢€ cilindrico,

U



tortuoso e curto, ¢ normalmente o fuste atinge até 12 m de altura (Carvalho,
1994). As folhas sdo compostas, alternas, paripenadas, com até 6 pares de
foliolos, com 2 a 4,5 cm de comprimento € 1 22 cm de largura, com peciolo de
1 a 1,5 cm de comprimento ¢ glanduloso, e suas flores sdo zigomorfas, apétalas,
com quatro sépalas livres, brancas-amareladas a creme-rosada, de 4 a 6 mm de
comprimento ou 8 mm de didmetro quando perfeitamente abertas, perfumadas e
efémeras, dispostas em paniculas terminais que recobrem quase toda a copa,
com até 10 cm de comprimento, contendo 5 a 35 flores (Carvalho, 1994).

Sua floragdo ocorre entre os meses de outubro a julho: de outubro a abril
em Sdo Paulo, de novembro a janeiro em Minas Gerais, de dezembro a janeiro
em Goias e no Distrito Federal, de janeiro a margo no Parana, de margo a abril
no Rio de Janeiro e de junho a julho no Ceara e em Pemambuco. Em Sio Paulo,
seu florescimento nio ¢ anual (Crestana, 1939).

Seus frutos apresentam-se maduros de junho a outubro: de junho a
agosto no Distrito Federal e no Espirito Santo, em julho em Minas Gerais, de
Jjulho a setembro no Parana, de agosto a Setembro no Rio de Janeiro e de agosto
a outubro em Sdo Paulo. A floragio ¢ a frutificagdio iniciam gradativamente a
pattir dos cinco anos de idade, em plantios (Carvalho, 1994).

A dispersdo das sementes de copaiba ¢ feita basicamente por aves
(zoocdrica), tais como o tucano (Ramphastos toco, Rhamphastidae), a gralha-do-
campo (Cyanocorax cristatellus, Corvidae) e o sabia, que engole o arilo e
regurgita a semente (Motta Junior ¢ Lombardi, 1990). As sementes podem
também ser dispersas pelas aguas dos rios (hidrocéricas) devido a sua ocorréncia
Junto aos cursos de agua.

O ponto recomendado para a colheita das sementes de copaiba ¢ quando
as mesmas apresentam coloragdo marrom-escura, ocasiio em que se observa
menor conteido de cumarina nas sementes. Os frutos podem ser coletados com
coloragdo verde, com posterior amadurecimento durante a armazenagem



(Barbosa, Aguiar ¢ Santos, 1992; Borges e Borges, '1979). A extragio da
semente do fruto ¢ feita manualmente, devendo-se extrair o arilo e depois
colocar as sementes para secar. Estima-se que o numero de sementes por quilo é
de 1720 (Lorenzi, 1992) a 3.000 (Pasztor, 1962). As sementes apresentam
dorméncia ocasional, causada pela deposi¢do de cumarina no tegumento, fato
que inibe a germinacdo, necessitando de tratamento pré-germinativo, entre os
quais : a) imersdo em agua fria 4 temperatura ambiente por 18 a 72 horas; b)
imersdo em acido sulfirico concentrado por 5 a 15 minutos (Capelanes, 1991);
¢) estratificagdo em arcia dmida por 15 dias (Camargo, Bueno ¢ Rosado, 1988);
e d) imersdo em éter por 20 minutos (Perez ¢ Prado, 1993). Para se conseguir
uma boa porcentagem de germinacfo, deve-se submeter as sementes de copaiba
a uma lavagem, isto ¢, colocando-as em recipiente com agua durante um periodo
que pode durar até 72 horas ou mais, tendo o cuidado de troca.r aaguadeumaa
duas vezes em 24 horas (Duarte, 1979). Ao fim destet‘tempo, as testas das
sementes entumecidas s rompem; nesse momento, as sementes esto aptas para
serem semeadas. Sementes ndo tratadas germinam de lé% a 59%, enquanto,
com tratamento, a faculdade germinativa ja atingiu até 81% (Borges et al.,
1982). Todavia, cumpre observar que sementes oontet@do cumarina — como
Copaifera langsdorffii — germinam magnificamente; durante o processo
germinativo, percebe-se o odor da cumarina que se diﬁu;xde no meio (Rizzini,
1976).

As sementes da copaiba séo ortodoxas e podem ser conservadas a longo
prazo. Sementes armazenadas em cimara seca (T=10°C ¢ UR=30%) ainda
mantinham alta viabilidade e vigor apés 4 anos (Eira e al.! 1992).

A madeira ¢ moderadamente pesada (densidade 0,64 2 0,86 g/cm’®) a
15% de umidade (Percira e Mainieri, 1957). Sua superficie ¢ lisa ao tato e
lustrosa, textura média e uniforme, gri direita ou ixregu]ar, possui resisténcia

mecinica média e durabilidade natural, sendo uma madeira de alta resisténcia ao



ataque de organismos xilofagos; quando submetida a tratamentos sob pressio,
apresenta uma baixa permeabilidade as solugGes preservantes. Esta madeira esta
sujeita ao empenamento € possui forte tendéncia ao rachamento; o preco de
mercado da madeira serrada em Linhares-ES ¢ de US$ 350,00 por metro cubico
(Jesus, Garcia e Tsutsumi, 1992).

Kuhlmann e Kuhn (1947) e Crestana (1989) descrevem que a copaiba ¢
também uma planta apicola e suas flores apresentam néctar ¢ produzem grande
quantidade de pdlen.

Os provaveis polinizadores de copaiba sdo as abelhas (dpis melifera)
embora Hamrick ¢ Murawski (1990) tenham relatado que a polinizacio indireta
por abelhas pode alcancar a distincia de 750 m em espécies arboreas. Existem
citagdes de que Apis melifera pode voar aproximadamente 21-24 km em busca
de néctar (Crane, 1985) e podem percorrer um raio de 10 km ao encontro de uma
rainha (Wiese, 1985).

As sementes s3o geralmente predadas por aves da familia Thraupidae
(Motta Junior ¢ Lombardi, 1990). Quanto ao reflorestamento ambiental, a
espécie é recomendada para reposi¢do de mata ciliar para locais com inundagdes
periédicas de média a longa duragio. E também indicada para plantio em areas
com o solo permanentemente encharcado (Torres et al., 1992).

A copaiba € encontrada a uma altitude que pode variar de 50 m a 1.600
m, com precipitagdes médias anuais de 750 mm a 2.000 mm, temperatura média
anual de 17°C a 28°C, temperatura média no més mais frio de 13°C a 23°C e
temperatura média no més mais quente de 21°C a 30°C. O tipos climiticos
(Koppen) sfo: Af, Aw, Cfa, Cfb, Cwa e Cwb. A copaiba ¢ uma espécie plastica
quanto as condigGes edaficas, ocorrendo esporadicamente em solo Gley pouco
himico. Prefere solos com drenagem boa e regular ¢ com textura arenosa a
argilosa (Carvalho, 1994).
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FIGURA 1. Extragdo do 6leo de copaiba por meio
feitas no tronco da arvore.



2.2 Fragmentagio das florestas tropicais e perda da biodiversidade

A rapida redugio na area ocupada pelas florestas tropicais umidas ao
redor do mundo desde o inicio deste século tem acarretado taxas alarmantes de
perda de biodiversidade. Simberloff (1986) estima que, com as taxas atuais de
desmatamento, as 92.000 espécies de plantas das florestas neotropicais serdo
reduzidas a 13.594 até o final do século 20 ¢ que, com taxas potencialmente
mais altas de desmatamento, cerca de 60.000 espécies desaparecerdo.

A expansio da populagio humana e suas atividades tém resultado na
destruigio, degradagio e fragmentagdo dos habitats a tal ponto que este processo
¢ agora a maior causa do declinio da biodiversidade (Ehrlich, 1988). A
fragmentacdo do habitat introduz uma quebra na continuidade da distribui¢do da
vegetacdo original, reduz o habitat disponivel as plantas e animais silvestres e
acrescenta bordas a uma paisagem até entdo continua. Este processo pode levar a
perdas da biodiversidade e mudangas na distribuicdo e abundincia de
microorganismos. Desta maneira, a fragmentagdo da floresta pode influenciar os
padrdes locais e regionais de biodiversidade devido & perda de micro-habitats
unicos, a insularizacio do habitat ¢ 4s mudancas associadas aos padrées de
dispersdo ¢ migracdo (Soulé e Kohm, 1989).

A maioria das regiGes de floresta tropical do mundo fatalmente estara
sujeita ao processo de desenvolvimento nas préximas décadas, deixando um
mosaico de fragmentos florestais cujas areas variardo em diversas ordens de
magnitude (Bierregaard et al., 1992). Geralmente, apds a ocupagdo da paisagem,
sdo deixados somente fragmentos espalhados e isolados, sendo a maioria deles
pequenos, gravemente perturbados e localizados em areas de baixa aptidio
agropecuaria (areas de topografia acidentada, solos pobres, drenagem deficiente,
etc.).
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Diante desta realidade, as estratégias para ‘a conservagio devem
contemplar grandes reservas. Entretanto, areas em que a destruigio do habitat
tem sido tdo extensa que grandes reservas nio sio mais possiveis, as reservas
pequenas podem complementar redes locais ou regionais de reservas,
preferencialmente dentro de uma perspectiva de mempopu!acio. A compreensio
dos padrdes e processos ecologicos ocorrendo nos ﬂagrnéntos florestais é crucial
para o manejo e conservacio da biodiversidade neles contida. Este
conhecimento auxiliarda na determinagio do papel; desempenhado pelos
fragmentos florestais de distintos tamanhos em uma rede de reservas e
contribuira para o desenho, planejamento e manejo das r&ewm.

Dois pontos principais devem ser comsiderados quando se avalia a
capacidade de uma espécie nativa sobreviver em determinada reserva. Em
primeiro lugar, cada espécie tem um tamanho de populagdo minimo viavel que
¢ necessario para cruzamentos, para produzir desceﬁdéncias geneticamente
variaveis (para espécies de reprodugdo cruzada), para sobreviver a flutuacdes
aleat6rias no tamanho, ¢ para produzir novas populagdes colonizadoras a longo
prazo. PopulagSes isoladas, abaixo do tamanho minimo, provavelmente nio
persistirio (Boecklen ¢ Simberloff, 1986). Em segundo lugar, populagdes
pequenas ¢ isoladas tendem a possuir niveis mais baixbs de heterozigose que
populagdes grandes e extensas (Soulé, 1983; Elistrand e Elam, 1993).
Populagdes que sofreram estrangulamentos genéticos tém maiores
probalidades de sofrer redu¢io na heterozigose, o qﬁe pode diminuir sua
capacidade de adaptar-se as mudangas de condigdes lambientais (Barrett e
Kohn, 1991). Consequentemente, as estimativas do tamanho minimo da area,
necessaria para a persisténcia a longo prazo das espécim, devem incluir
suficiente espago fisico para minimizar a probabﬂidade de ocorrerem
estrangulamentos genéticos. Esta area minima dep;:nderé da densidade

populacional da espécie-alvo, de forma que o tamanho minimo necessirio da
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reserva para a persisténcia da espécie provavelmente diferira grandemente
entre taxa.

Muitas espécies podem ter populagbes muito pequenas para serem
viaveis a longo prazo e numerosas espécies, ainda presentes nos fragmentos,
podem estar fadadas & extingdo (Magsalay, Dutrson ¢ Timmis, 1995). Muitas
espécies de arvores vivem por séculos, € 0 que se observa atualmente pode
simplesmente ser um efeito de retardamento antes da extingio. Entretanto, a
sobrevivéncia da espécie depende grandemente da erosdo da diversidade
genética que ocorre quando o tamanho populacional decai, o que evidencia que
este deve ser o principal foco de atengéio para a conservagio (Heywood ef al.,
1994). De fato, estima-se que nas florestas tropicais a taxa de extingdio de
populagdes ¢ trés a oito vezes maior que a de extingdo de espécies (Hughes,
Daily e Ehrlich, 1997). Diante de tal realidade, tomam-se imprescindiveis os
estudos de estrutura genética de populagdes em espécies de ambientes
fragmentados, para que sejam estabelecidas populages-base para conservagio

genética in situ.

2.3 Marcadores genéticos para estudos de genética de populacées

Marcadores genéticos sdo caracteristicas qualitativas com heranga
mendeliana simples, facilmente reconhecidas e cuja ' expressio ndo ¢
influenciada pelo ambiente. Os marcadores genéticos bioquimicos so produtos
da expressio de genes (proteinas ou compostos secundirios como os
terpendides), enquanto os marcadores genéticos de DNA derivam da analise do
polimorfismo presente no préprio DNA (Robison, 1998).

O avanco no melhoramento genético vegetal tem se baseado, desde o
inicio, somente na anilise dos fenétipos. Fatores -genéticos, influéncia do

ambiente e o tempo necessirio para a avaliagio fenotipica em culturas perenes
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freqiientemente limitam a eficiéncia desta analise. A identificacdo direta de
genotipos, além de superar as dificuldades da analise fehotipica, pode fornecer
informagio molecular til na analise da diversidade genética em germoplasma
ndo domesticado ¢ facilitar o monitoramento ¢ a ampliagio da base genética de
populagdes em melhoramento (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Espécies arboreas possuem alta variabilidade génétiw, que fornece a
base para a selegdio e cruzamentos em programas de melhoramento florestal
(Forrest, 1994). Visando analisar esta variabilidade genétif:a, muitas técnicas tém
sido utilizadas, tais como a dos marcadores isoenziméﬁcos e marcadores de
DNA. ‘

As isoenzimas so proteinas que, por sua vez, refletem as alteragSes na
seqiiéncia de DNA através de modificagdes na composigio de aminoacidos. A
alteracdio da carga, ou menos freqiientemente da oonfonnaj.t;ﬁo da enzima, produz
uma modificagdo na mobilidade eletroforética. Desta forma, para a eletroforese
empregam-se extratos protéicos obtidos por maceragdo do tecido vegetal em
solugdes extratoras apropriadas. O extrato é aplicado Ile gel e submetido a
eletroforese. A seguir, os géis sio removidos das placas (gel de poliacrilamida)
ou fatiados (gel de amido) e revelados, visando a presenga de enzimas
especificas. Para enzimas, os géis sdo incubados em( solu¢des especificas
contendo os componentes (substrato, coenzimas, solugdo-tampdo e sais)
necessérios para a revelagio das bandas de atividade enzimatica (Weeden e
Wendel, 1990; Alfenas, 1998). .

As isoenzimas, na defini¢io original de Markert ¢ Moller (1959), sio
formas diferentes de uma mesma enzima que ocorrem num mesmo organismo
com afinidade por um mesmo substrato (fungoes idéntiL:as ou similares). As
isoenzimas sdo controladas geneticamente por um ou vériQS genes, situados num

mesmo loco ou em locos diferentes, respectivaments. (Scandalios, 1969).
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Quando representam a expresséo fenotipica de alelos situados num mesmo loco,
sio denominadas aloenzimas (Gottlieb, 1971).

A variabilidade dos padrSes isoenziméticos de uma populagio ¢
geralmente atribuida a segregacéio genética e designada polimorfismo. Um loco
¢ considerado polimorfico quando a freqiéncia do alelo mais comum ndo
ultrapassa 0,95 (outro critério estabelece esse limite em 0,99). Para determinar
essa medida de polimorfismo, é importante que sejam testadas varias enzimas e
que se trabalhe com amostras numericamente representativas. As
isoenzimas/aloenzimas constituem uma importante fonte de marcadores
genéticos, que podem ser empregados em virios programas experimentais
tedricos e praticos (Alfenas, 1998).

A anilise de isoenzimas tem se expandido em pesquisas de genética
florestal. As principais aplicagdes de técnicas eletroforéticas tm sido em
padrdes de variagdo genética (Lundkvist ¢ Rudin, 1977) e em sistemas de
cruzamentos (Brown, Matheson e Eldridge, 1975; Shaw e Brown, 1982). Estas
aplicagdes aumentam o conhecimento da estrutura genética em povoamentos
naturais, aumentando 2 eficiéncia do melhoramento e esforgos de conservagio
de genes de arvores ameacadas de extingdo.

Testes de procedéncias e progénies e anilises biométricas de
caracteristicas fenotipicas tém sido os métodos tradicionais para estudar a
variabilidade genética em populagdes florestais, mas apresentam a desvantagem
do tempo requerido para as analises genéticas.

Para estudos populacionais, as isoenzimas possibilitam comparacges
entre individuos ¢ populagSes com base em varios locos génicos, a0 invés de
apenas um ou dois. Além disso, se a anilise ¢ acompanhada pela investigagio
das progénies dos organismos analisados, as razdes da segregacio mendeliana
podem ser obtidas sem a dificuldade de se isolar os pais e fazer cruzamentos
(Stebbins, 1990).
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O conhecimento dos aspectos relacionados a producdo, dispersdo e
germinagdo de sementes, além da fisiologia do desenvol\jrimento das espécies, ¢é
fundamental quando se procura compreender a distribuigiio € o comportamento
destas espécies dentro de uma populagdo. A maioria das espécies arboreas
tropicais apresentam um ciclo vegetativo longo e ndo existe tecnologia
silvicultural que permita o cultivo adequado de arvores para constituir os testes
genéticos "classicos" (procedéncia e teste de progénies). Por estas razdes, torna-
s¢ necessario desenvolver estudos na area de genética mcilecular para conhecer,
de uma forma precisa e rapida, a estrutura genéﬁca das populagdes,
principalmente pela definigio dos padrdes de diversi&ade genética inter e
intrapopulacional, dispersdo dos individuos e prejuizos decorrentes da redugio
da base genética proveniente do processo de ﬁ'agmemat;éol |

2.4 Variabilidade genética
i

O sucesso de programas de melhoramento geﬁéﬁco € conservacgio
genética depende diretamente dos niveis de variabilidade genética das
populagGes de interesse. ;

Uma populagdo pode ser definida, de um ponto de vista genético, por
um grupo de individuos da mesma espécie, que se intercasalam, possuindo, por
isso, propriedades comuns, ocupando o mesmo &spago, bem como tendo
continuidade no tempo. A troca de alelos que ocorre entre os seus membros e a
transmissio deles de uma geracdo para outra sio os aspectos mais importantes
na definicdo de “populagdo”. Portanto, um mervatério;:ou conjunto génico
(“pool génico™) se constitui de toda informagio contida num grupo de
individuos que sc intercasalam e ¢ reconstituido a cada geragdo (Mettler e
Gregg, 1973). ‘

15



Ao nivel molecular, a variabilidade genética natural manifesta-se em
individuos dentro de populagdo, em populagdes dentro de espécie, ao nivel de
espécie e ao nivel de ecossistema. A estrutura genética das populagdes envolve o
conhecimento dos niveis de variabilidade genética e de sua distribuigio entre e
dentro de populagdes, sendo este conhecimento muito importante por permitir a
adocdo de estratégias de manejo mais adequadas para a conservagio genética e
também na exploragio desta variabilidade em melhoramento vegetal
(Kageyama, 1987; Dias e Kageyama, 1991).

Segundo Hamrick ¢ Murawski (1991), a magnitude da variabilidade
isoenzimitica dentro de populagSes de plantas ¢é influenciada por fatores
ecologicos e da histdria vital das espécies, assim como pela historia recente das
populagdes (Brown, 1979; Loveless e Hamrick, 1984; Hamrick e Godt, 1989).
Por exemplo, as populagies que t€m sido pequenas por varias geragGes, ou que
atravessaram uma séric de gargalos genéticos, podem ter uma menor
variabilidade genética do que aquelas populagdes que tém sido grandes e
estaveis por varias geragdes (Nei, Murayama e Chakraborty, 1975; Karron,
1987; Karron et al., 1988). Nei, Murayama e Chakraborty (1975) apontam, com
a deriva genética, que o nimero médio de alelos por loco diminui porque a
probabilidade de um alelo raro ocorrer em uma populagio fundadora diminui
com o tamanho da populagdo.

Um fator que se deve levar em conta com relagio aos estudos
populacionais refere-se ao procedimento de amostragem a ser adotado. Tem
havido discussdes na literatura sobre o niimero minimo de locos necessarios para
produzir estimativas geralmente aceitiveis da variagio genética. Lewontin
(1974) ¢ da opinido de que estudos com menos de 18 locos sdio de valor
questionavel. Qutros autores (Powell, 1975) nio tém incluido estudos em que
menos de 10 locos tenham sido utilizados. Outros critérios que sdo

16



freqientemente aplicados relacionam-se ao mimero de populagdes por espécie e
ao mimero de individuos por populagio (Hamrick, 1979). i:

Uma vez que individuos, ¢ ndo genétipos de:um inico loco, sdo
produzidos por eventos de cruzamentos e/ou endogamia, torna-se mais intuitivo
o uso de varios locos polimoérficos simultdneos para o exame do sistema
reprodutivo (Shaw ¢ Allard, 1981; Shaw, Kahler ¢ Allard, 1981).

Dado que o esforgo experimental total, ou o custo, é limitado, existe
uma escolha, entdo, entre amostrar um grande nimero de iocos para um niamero
restrito de individuos e amostrar um grande namero de individuos para poucos
locos. A méaxima eficiéncia para estimar a taxa de cruzamento em plantas
predominantemente endogimicas, nas quais o equilibriq ¢ comum (Brown,
1979), da-se a partir de grandes amostras com poucos locos polimérficos. Em
contraste, em plantas predominantemente alogdmicas, mais locos devem ser
amostrados em detrimento do tamanho de amostras de individuos, para aumentar
a eficiéncia estatistica. O primeiro procedimento aumentarid a precisio da
estimativa de cruzamento em uma populagdo pelo registro de mais zigotos,
enquanto o segundo aumenta a precisio pelo aumento da probabilidade de
detectar geneticamente cada evento de alocruzamento (Sha\;v e Brown, 1982).

Aumentar o mimero de enzimas freqiientemente exige o uso de sistemas
tampoes adicionais para se obter uma resolugido adequada, ;e isso envolve tempo
adicional, trabalho e despesas. Em contrapartida, uma vez que os sistemas
tampdes para certas enzimas ji tenham sido determinados para um grupo de
plantas, é relativamente simples o exame de um grande mimero delas. Como
conseqiiéncia, a maioria dos estudos sistematicos utilizando eletroforese é
provavelmente deficiente no mimero de enzimas, ao invés yi‘de sé€-lo em numero
de plantas examinadas (Crawford, 1983, 1990).

Para a realizacio do estudo da variabilidade genética em populagdes

naturais, sdo necessarias duas etapas fundamentais: uma é descrever os niveis de
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variagdo genética mantida dentro das populagdes de espécies; a outra é descrever
o caminho pelo qual a variagio genética é partida entre ¢ dentro de populagdes.
(Loveless e Hamrick, 1987; Kageyama, 1987).

2.5 Estrutura genética de populagdes

Uma espécie ¢ formada por populacdes espalhadas por sua area de
distribuicio geogrifica. Uma pobulaqio ¢ uma colegdo de individuos
pertencentes a mesma espécie € que convivem em uma area geografica de
tamanho suficientemente restrito, para que qualquer desses individuos tenha
chance de se cruzar com qualquer outro de sexo oposto (Silvertown e Doust,
1993). A estrutura genética da populagio refere-se a heterogeneidade na
distribui¢do dos genes ¢ do grau de endogamia dentro de populacdes ¢ entre
estas.

Populagtes naturais sdo a fonte de germoplasma para os programas de
melhoramento genético. Sdo também as unidades sobre as quais incide o manejo
para a produgdo ou conservagio dos recursos naturais. Para as mais diversas
aplicagdes praticas, o interesse em marcadores se concentra em quantificar a
vaniabilidade genética, descrever como esta se distribui entre ¢ dentro de
populacdes e como pode ser manipulada (Alfenas, 1998).

A maneira como os individuos pertencentes a uma espécie se distribuem
no espago fisico depende: a) dos limites estabelecidos por variaveis ecolégicas;
b) do modo de reprodugio e dos mecanismos de dispersdo da espécie; c) de
eventos estocasticos que resultam na formagdo e extingiio de populagdes ou em
variagdes em seu tamanho efetivo (incluindo colonizagbes e recolonizagdes a
diversas escalas) e d) de variaveis ambientais que impdem diferentes

cocficientes de selegdo a cada genétipo.
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A estrutura genética resulta da agiio combinada de determinantes
evolutivos, tais como, mutagio, migragdo, deriva genética e selegio. A
distribuigio dessa variabilidade genética em populagdes naturais ¢ influenciada
principalmente pelo método de reprodugdo, sistema de'cruzamento, tamanho
efetivo da populagio, fluxo génico e distribuigio geografica, sendo ainda
estruturada no tempo e no espago (Hamrick, 1983).

O desenvolvimento ¢ a manutencio da estrutira genética ocorrem
devido as interagdes de um complexo conjunto de fatores;evolucionérios, como
variaciio no conjunto génico e organizagio dessa variacdo dentro de genétipos;
distribuicdo espacial dos genétipos; sistema reprodutivo ;que controla a unido
dos gametas para a formagio das progénies; eventos qsuais € processos de
crescimento; mortalidade e reposicio dos individuos que dario origem as
populagdes futuras (Clegg, Kahler ¢ Allard,1978).

A caracterizagdo da variabilidade genética dentro de populagdes é
efetuada a partir de medidas de diversidade intrapopulacionais, como: a
porcentagem de locos polimérficos (P); o nimero médi&:’ de alelos por loco
polimérfico (AP); o nimero médio de alelos observadog (4); a heterozigose
média esperada (He) por loco € o namero efetivo de alelos (Ae). Algumas vezes,
também ¢ utilizada a heterozigose média observada (Ho) por loco.

A distribui¢3o da variabilidade genética entre ¢ denﬁo de populagdes é o
produto da interacio de varios fatores evolucionarios. A; selecdo, o tamanho
efetivo de populagSes e a capacidade de a espécie dispersar pélen e sementes sio
de grande importincia nessa distribuicio. De forma géral, a selecdo pode
aumentar a diferenciacdo entre as populagdes, ja provocada pela deriva genética.
Espécies que possuem intenso movimento de polen e sementes apresentam
menor diferencia¢do que espécies com fluxo génico restrito (Hamrick, 1989).

A estrutura genética de populagdes, a partir de dados enzimaticos, pode
ser caracterizada utilizando trés metodologias distintas: anlise de variincia de
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freqiiéncias alélicas (Vencovsky, 1992; Weir, 1996), estimativas da diversidade
genética de Nei (1973, 1978) e estatistica F de Wright (Wright, 1965). A anilise
da variancia fornece a distribuicio da variabilidade genética em diversos niveis
hierarquicos. A diversidade genética de Nei fornece a proporgio da variabilidade
genética contida entre ¢ dentro das populagBes, e a estatistica ' fornece os
indices de fixagdes alélicas do total de populagdes, média dentro ¢ entre
populaces, ou seja, fomece a probabilidade de dois genes tirados ao acaso, de
diferentes niveis populacionais, serem idénticos por descendéncia.

A estatistica F tem, também, sido utilizada para quantificar a estrutura
genética de populagdes por fomecer os niveis de fixagdo alélica dentro das
populagdes (F}s) entre populagSes (Fsr) ¢ total das populagdes (Fir). Além disso,
esta estatistica também infere sobre a aderéncia das populagdes ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) e, portanto, ao sistema de cruzamento. Valores de F
iguais a zero indicam que os genétipos da populagio se encontram em EHW.
Valores de F maiores que zero indicam excesso de homozigotos, e valores
menores que zero indicam excesso de heterozigotos.

A concentragio de esforgos na conservagio genética de espécies
arbéreas deve ser determinada pela distribuigfio da variabilidade genética entre e
dentro de populagdes, visando preservar o maximo da variabilidade das
populagdes naturais. Além disso, a conservagio genética de populagdes de
plantas que apresentam pouco interesse na atualidade, e cuja estrutura genética é
desconhecida, deve ser pautada por um procedimento amostral tio amplo quanto
possivel (Dias e Kageyama, 1991). Na preservagdo dos ecossistemas tropicais e
da diversidade bioldgica, ¢ crucial que populagdes viaveis, do ponto de vista
evolutivo das florestas, persistam (Liengsiri, Yet ¢ Boyle, 1995).
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2.6 Fluxo génico e tamanho de vizinhanga
g

Fluxo génico ¢ um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que
resultam no movimento de genes de uma populagdo para ouu'a ¢ que determinam
a extensio para a qual as mudangas genéticas em populagdes locais sdo
independentes (Slatkin, 1985). ;

De acordo com Futuyma (1992), existem diversos modelos de fluxo
génico que correspondem a diferengas na estrutura da populagéo, dentre os quais
se incluem: |

1. O modelo de “continente-ilha”, que é a representacdo mais simples

- do processo de colonizagdio. Esse baseia-se né- modelo de migragio
de ilhas de Wright (1940) e assume migragdo; unidirecional de uma
fonte relativamente grande, com uma freqiiéncia alélica fixada para
colonias pequenas isoladas ou ilthas. Em muﬂibdo, as fregiiéncias
alélicas em coldnias pequenas e isoladas podem diferir
significativamente de sua fonte ¢ dependendo da taxa de expansio,
podem diferir da composigio genética dos migmnt&s iniciais devido
3 deriva (Nei, Murayama e Chakraborty, 1975)3 Podem ser aplicados
para populagdes de plantas que envolvemi dispersio a longa
distincia, ¢ sio particularmente relevantes para a distribuigio de
plantas colonizadoras (Barrett ¢ Husband, 1989).

2. O modelo de “ilhas”, no qual a migracio ocorre entre

subpopulages. Ao contririo do modelo continente-itha, a migragio
¢ multidirecional porque as subpopulagdes sio assumidas de terem o
mesmo tamanho efetivo. |

3. O modelo de “alpondras” (“stepping-stond”), no qual cada

populagio recebe migrantes somente de populagdes vizinhas. No
modelo de alpondras (Kimura ¢ Weiss, 1964), ha a predigdo de que
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quando a migragdo ¢ restrita dessa forma, as populagdes divergirdo e
a correlagdo entre populagSes diminuird com as disténcias que as
separam (Barrett € Husband, 1989).

4. O modelo de “isolamento pela distincia”, no qual o fluxo génico
ocorre localmente entre vizinhos, em uma populagdo de distribuicio
continua. Na maioria dos casos reais, os imigrantes, em grande
parte, vém de grupos vizinhos, havendo um maior ou menor grau de
isolamento pela distincia (Wright, 1969). No extremo oposto ao
modelo de ilhas esti o de distribuicio continua uniforme (completa),
com os cruzamentos restringindo-s¢ a pequenas distincias pela
ocorréncia de pequenas amplitudes médias de dispersio. As
populagdes remotas diferenciam-se meramente pelo isolamento pela
distdncia (Wright, 1938, 1940, 1943).

O termo “fluxo génico” é empregado com dois significados diferentes na
literatura (Slatkin ¢ Barton, 1989). A confusio causada por isso é composta
pelas diferencas entre os modelos de estrutura populacional. Um dos meios de
quantificar o fluxo génico ¢ pelo uso de um parimetro que descreve o
movimento de cada gameta ou individuo, independentemente do tamanho
populacional. O outro meio de quantificar o fluxo génico é em termos dos
numeros de gametas ou de individuos que se movem. No modelo de ilhas, esse ¢
0 Nm, ¢ nos modelos em litice e de distribui¢do continua, é o tamanho da
vizinhanca, Nb. Esta ¢ uma generalizagio do modelo de alpondras para permitir
padroes de dispersdo arbitraria, de acordo com Malécot (1975) e Weiss e
Kimura (1965).

Os valores de Nm ¢ Nb determinam se a deriva genética, por si s, pode
produzir variabilidade genética substancial entre locais. Se Nm ou Nb sdo
maiores que 1,0, entdo o fluxo génico serd alto o suficiente para prevenir uma
diferenciagio devido a deriva (Slatkin e Barton (1989).
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Enquanto as medidas diretas de estimativas do fluxo génico baseiam-se
na distincia de transporte de grios de pdlen e sementes, as indiretas
fundamentam-se na relagio entre a taxa de migragio (m).e a divergéncia entre
populagdes, indicando uma relagio inversa entre a divergéncia e a migragdo,
considerando um modelo de ilhas (Reis, 1996). Slatkin (1985) pondera que o
termo migragdo ¢ algumas vezes usado como sinénimo dd fluxo génico, o qual
esta correto quando a migragdo entre populagdes &stabeleéidas € o0 mecanismo
para o fluxo de genes.

Wright (1931) mostrou que a varidncia da distribuicio da freqiiéncia
génica entre grupos, considerando a relagdo entre migragdoie divergéncia em um
modelo de ilhas, é: |

: =9.(1-49,)/(4Nm+1)

em que: |
gm = freqiiéncia alélica média entre os grupos;

|

N = tamanho efetivo populacional; '

m = propor¢do de migragio entre os grupos.’

Desta equagio, tem-se que o, /q,,(1-q,,) =1/(4Nm +1)e, portanto,
como o Fsr (medida da divergéncia entre populagdes) ¢ dado por
Fst= 0 /q(1- ), estabelece-se a relagio notada por Wright (1951), como:

Fsr = L/(4Nm+ 1)

|

Assim, o valor de Fsr pode ser usado para estimar Nm e,
consequentemente, o fluxo génico, com o adendo de que o F;-r, obtido segundo o
modelo de ilhas de Wright, nfio requer nenhuma pr&ssuposi]gé’o sobre as causas

das diferencgas entre as subpopulagdes ou grupos (Slatkin, l9§5).
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A utilizacio de estimativas de divergéncia genética para determinar o
total de fluxo génico € um método tdo eficiente quanto os demais, mesmo
quando o modelo de estrutura populacional € continuo ou quando existem
efeitos de selegio (Slatkin e Barton, 1989).

Alguns modelos variantes a0 de Wright na estimativa de Nm foram
apresentados, considerando as fontes de variagdo na composi¢io estatistica do
Fsr ou incorporando fatores como mutagio.

No primeiro caso, devido as propriedades estatisticas do Fsy, segundo
Slatkin (1985), o problema é combinar as informagdes de diferentes alelos para
produzir uma estimativa com melhores propriedades estatisticas. Em sua
revisdo, este autor conclui que o modelo proposto por Wright ¢ valido desde que
o niamero de grupos ou subpopulagdes seja grande e os efeitos de mutago sejam
pequenos. Além disso, o Fsy pode ser combinado sob diferentes locos sem ter
que assumir taxas iguais de mutagio entre os locos.

Assim, Crow e Aoki (1984) dio uma equacgdo para a estimativa de Nm
com base na variabilidade genética total (Fsy), a qual é:

Fsr=1/4Nma.+1) ou Nm=(1/Fsr-1)/4a

Em que: a = [n/(n-1)]*

n = numero de populagdes.

Uma vez mais, esta equagdo reduz-se a usual relagio de Wright quando
n for grande (Crow e Aoki, 1984).

Cockerham e Weir (1937) realizaram derivagdes de estimativas de fluxo
génico por meio de medidas de correlagdes e de identidades por descendéncia a
partir de uma estrutura hierdrquica de analise das freqiiéncias génicas de genes
dentro de individuos, individuos dentro de subpopulagdes ¢ estas dentro de
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populages. Suas medidas de certa forma concordam com a de Crow e Aoki
(1984), exceto quanto ao niamero de subpopulacgdes (n), qhe afeta diretamente a
estimativa do Fsy, ndo sendo relevante no parimetro de: divergéncia estimado
por Cockerham e Weir (1987).

Posteriormente, Cockerham ¢ Weir (1993) realmram simulagbes a
partir de trabalhos relacionados ao assunto; porém, usando diferentes
estimadores da divergéncia entre populagdes, concluiram|que os métodos para
estimar o fluxo génico baseados nas estatisticas de F tendem a ter grandes
varidncias mas em certas condi¢des podem prover estimativas de baixo viés.

A abordagem do fluxo génico a partir da correlagio entre divergéncia e
migracdo permite, portanto, quantificar o movimento de gametas ou individuos
por meio de pardmetros que independem do tamanho da populac;io

No caso do modelo de ilhas, este parimetro pode‘ser Nm, que mede o
mimero de gametas ou individuos que movem-se, ou o Nb, que representa o
tamanho de vizinhanga nos modelos continuos (isolamento pela distincia)
(Slatkin e Barton, 1989), sendo que a relagiio entre Nm e Nq é:

!

Nb =27Nm

{

De acordo com Sebbenn (1997), o tamanho de vizﬁnhmqa corresponde
ao mimero médio de individuos em uma irea em que ocorre ;panmixia.

Wright (1931), baseando-se em uma curva de distribuicio de
freqiiéncias génicas entre grupos de uma populagio, demostrou que quando m é
menor que 1/2N, hi a tendéncia para a fixag3o ou deriva de um ou outro alelo.
Porém, quando a medida m ¢ igual a 1/N e, portanto, Nm é iéﬁal a ! por geragio,
ndo haverd diferenciacio genética suficiente entre populagdes, ou, em outras
palavras, conforme Reis (1996), os efeitos da migragio sao suficientes para se
contraporem aos efeitos da deriva.
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Reis (1996), analisando populagSes naturais de palmiteiro (Euterpe
edulis), encontrou valores de Nm ¢ Nb iguais a 10,7 ¢ 67,0, respectivamente. A
area de vizinhanga calculada foi 7.586 m”. No estudo de populagdes naturais de
Genipa americana, Sebbenn (1997) encontrou um valor de Nm igual a 41,42
de Nb igual a 260,23,

2.7 Sistema reprodutivo

A técnica de marcadores genéticos tem sido muito utilizada em estndos
de biologia populacional de plantas, principalmente por fomecer numerosos
marcadores que podem ser utilizados para quantificar o processo de transmissdo
genética entre plantas e para descrever a transmissio genética entre geragoes
(Clegg, 1980).

No caso de espécies arboreas tropicais, existem poucas informagdes com
relagio ao sistema de cruzamentos. O conhecimento dos métodos reprodutivos é
de extrema importincia para compreender os padrdes de fluxo génico e a
diferenciagio genética entre e dentro populagbes (Bawa, 1974; Clegg, 1980;
Hamrick, 1989). O estudo do sistema reprodutivo pode fornecer informacdes
importantes sobre os padrdes de cruzamentos, a dindmica dos processos micro
evoluciondrios e quais as melhores formas para a conservagio e manejo dessas
espécies.

As plantas possuem uma ampla variagdo de estrutura de cruzamentos,
tais como: sistema de endogamia e freqiiente autofecunda¢io; cruzamentos
associativos negativos decorrentes dos varios tipos de sistemas de
incompatibilidade e endogamia decorrente do agrupamento de individuos
aparentados dentro de uma pequena irea de vizinhanga (Clegg, 1980).

Em populagdes com espécies didicas, o sistema de reproducdio mais
comum sdo os cruzamentos ao acaso (populagbes panmiticas), visto que
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qualquer individuo tem a mesma probabilidade de acasalar com qualquer outro
do sexo oposto, independente do seu genétipo (Mettler ¢ Gregg, 1973).

Os sistemas de cruzamentos nas plantas com reprodugfio sexuada variam
desde a autogamia completa até a fecundagdio cruzada obrigatéria. A reproducio
sexuada com autogamia predominante (freqiiéncia de autofecundagiio superior a
90%) leva ao desequilibrio de ligagdo entre todos os locos no genoma. A
populagio fica constituida por linhas homozigotas, preservando as combinagdes
de alelos em todos os locos (Allard, Jain ¢ Workman, 1968).

Nas espécies autogamas ou nas espécies com reprodugio assexuada, a
descri¢io e as frequéncias relativas dos gendtipos compostos permitem a
caracterizagdo de ecotipos, ragas geogrificas e acessos em colegdes de
germoplasma. Amostras semelhantes, tomadas em espééies com fecundagio
cruzada, nfio permitem o mesmo tipo de caracterizagio, porque a recombinagio
desfaz as associagGes entre os alelos de geragio em geragio.

A taxa de fecundagfio cruzada () pode variar consideravelmente de
planta para planta, de local para local ¢ de ano para ano. O valor de ¢ depende
das caracteristicas genéticas da planta, que possibilitam ou impedem a
autofecundagdo (como a estrutura da flor e: os sistemas de
auto-incompatibilidade) ¢ de fatores ecolégicos. As diferengas em fertilidade
(producdo de o6wvulos, polen e sementes), a sincronia o florescimento ¢ a
atividade de insetos ou outros polinizadores variam no lespago € no tempo
durante o periodo de florescimento (Hamrick ¢ Schnabel, 1985; Fripp, Griffin e
Moran, 1987). A densidade das arvores em uma popﬁlaﬁo natural ou o
espacamento destas em um pomar de sementes influencia o im'xmero de genitores
masculinos que potencialmente podem participar de um cruzamento (Hamrick,
Murawski ¢ Nason, 1993). '

De inicio, as descrigdes de sistemas de cruzamento em plantas foram
baseadas na morfologia das flores ¢ em testes de autofertiljdade. Frixel (1957)
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fez a primeira revisdo desses estudos, incluindo 1.200 espécies. Fyfe ¢ Bailey
(1951) foram os primeiros a empregar marcadores genéticos (morfologicos) para
examinar sistemas de cruzamento em plantas. A eletroforese de isoenzimas deu
inicio a uma nova fase nesses trabalhos (Brown, 1989), porque a identificagio
imediata de heterozigotos na progénie permitin desenvolver modelos estatisticos
mais sofisticados.

Brown, Matheson e Eldridge (1975) desenvolveram o modelo basico
para a anilise do sistema misto de cruzamento. Esse modelo pressupée: i)
auséncia de distorgSes na segregagio mendeliana do marcador; ii) auséncia de
mutagGes, selegdes e deriva genética; iii) freqiiéncias alélicas homogéneas no
conjunto do pélen durante o periodo de florescimento; iv) fecundidade uniforme
entre as plantas; e v) troca de genes ao acaso dentro da populagiio.

Na formulagdo do modelo misto de cruzamento, a probabilidade
condicional de obter cada genétipo na progénie, dado o gendtipo da matriz
materna, € uma fungdo das taxas #; s (autofecundagdo) e da freqiiéncia alélica no
polen (p).

Em uma segunda etapa, foram desenvolvidos procedimentos estatisticos
utilizando genétipos compostos, compreendendo a informagfio contribuida por
varios locos de iscenzimas simultaneamente (Ritland e Jain, 1981; Shaw, Kahler
e Allard, 1981).

Ritland e Jain (1981) desenvolveram um algoritmo que permite estimar
os valores de £ e de p simultaneamente, usando genétipos compostos. Para
estimar esses valores, faz-se a genotipagem da progénie de polinizaciio aberta
obtida de uma amostra de plantas na populagio. A progénie de cada planta
representa uma familia, constituida por meio-irmdos e irmios completos em
proporgdes ditadas pela taxa de fecundagdo cruzada ¢. O algoritmo calcula as
freqiéncias alélicas no conjunto de familias, assim como as frequéncias

esperadas dos genétipos simples (considerando-se um loco por vez) e dos
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gendtipos compostos (considerando-se todos os locos simultancamente). Valores
iniciais ficticios para ¢ e p sdo fornecidos ao algoritmo para dar inicio aos
cilculos, uma vez que esses dois pardmetros constituem as incognitas. A partir
desses valores, o algoritmo calcula as freqiiéncias esperadas dos genétipos em
cada familia ¢ as compara com as freqii€ncias observadas. Em seguida, o
algoritmo passa a ajustar os valores de ¢ e p iniciais, de modo a aumentar a
concordancia entre as freqii€éncias genotipicas obsewadés e as esperadas. O
procedimento € repetido, iterativamente, até que sejam alcéngados os valores de
t e p que maximizam a probabilidade da distribuigdo dos genétipos em cada
familia e na populagio como um todo.

A diferenca entre a média das estimativas de ¢, feita com base nos
gendtipos simples (#s), ¢ a estimativa feita a partir dos genétipos compostos (£m)
indica a presenca de estrutura interna na populagdo. Essa estrutura se deve aos
cruzamentos ndo ao acaso ¢ ndo afeta cada loco da mesma forma. Os
cruzamentos nio ao acaso se devem a formacdo de vizinhangas genéticas e a
heterogeneidade nas freqiiéncias alélicas no pdlen durante o periodo de
florescimento (resultantes da desuniformidade no florescimento ou das
diferencas em fecundidade entre as plantas). Os valores de s obtidos
representam estimativas independentes do valor de ¢. Para isso, os locos
utilizados como marcadores precisam segregar independentemente. A estimativa
de tm se baseia na distribuicio da probalidade de se oBterem os diferentes
genétipos compostos. Como o nimero de genotipos compostos possiveis €
maior do que o miamero de gendtipos formados, tomando-se cada loco
separadamente, os testes de significdncia para as estimativas de #m
proporcionam maior namero de graus de liberdade, o que € desejavel para a sua
maior precisdo estatistica.

O modelo misto de cruzamento (Brown, Matheson e Eldridge, 1975)

classifica os individuos dentro da progénie em duas categorias: originados por
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autofecundacdo e originados por fecundagiio cruzada. Esse modelo parte da
premissa de que a endogamia presente ma populagio é devida somente a
autogamia e, por isso, tende a fomecer estimativas para s mais altas do que as
reais. Ritland (1984,1985,1986) modificon o modelo misto, criando o conceito
de endogamia efetiva. Para determinada populagdo e geragdo, representou por si
a taxa de autofecundagdo no grupo que ja acumulou endogamia em geracdes
anteriores € por s a taxa de autofecundagfo no grupo de individuos que ainda
ndo sofreram endogamia. A endogamia efetiva praticada nessa populagio é
constituida por E = Fsi + (I - F), sendo F o indice de Sewall Wright (Wright,
1951; 1969; 1978), que é o parimetro utilizado para medir a endogamia
estabelecida na populagio, de geragio em geragdo, por causa de seu tamanho
finito. O conceito de endogamia efetiva é importante porque os valores si ¢ s
podem ter bases genéticas diferentes.
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TABELA 1: indices de diversidade de espécies de Angiospermas arboreas tropicais. (Citado por Moraes, 1997).

Espécles Famflla Local N1 Np NI P(%) A Ae Ilo He Distrib. Referéncin
Acacia Leguminoaac Qceania 18 2 32 0.146 Amplo Moran, Muona e Bell (19892)
auriculifornis
Acacia Leguminosse Queensiand-Austrélia 27 1 37 0084 Ampla  Moran, Muona e Bell (1989b)
auriculiformis
Acacia Leguminosse  Ausirdlis/ PapuaNova 22 18 860 398 15 11 oon 0.081 Ampla Wickneswari e Norwati
anriculiformis Quiné (1993)
Acacia crassicarpa Leguminosae  Austrélia-Papua Nova 13 2 36 0.140 Ampla  Moran, Muona ¢ Bell (1989a)
Guiné
Acacia crassicai Leguminosae Papua Njwiguiné 26 30 0.081 Ampla___Moran, Muona ¢ Bell (1959b
Acacia dealbata Leguminosse Austrdlia 16 30 0.085 Ampla _Moran, Muona ¢ Bell {1989b)
Acacia decurrans Leguminosae Austrilia 26 22 0.156 Ampla___Moran, Muons e Bell (1989b)
Acacia mangiunt minosae Oceania 30 1) 495 127 .14 0.015 0017 Ampls _Moran, Muons ¢ Bell {1989b)
Acacia meamsii eguminosae Austrilia 20 1 22 0.206 Ampla  Moran, Muona e Bell (1989b)
Acacia melanoceros L.eguminosae Bsrro Colorado- 33 1 13 303 0.107 Regional  Hamrick @ Murawski (1991)
Panamé
Acacia molanoxylon —_Leguminosee Austrdlia 19 ] 50 0.300 Ampla  Moran, Muona ¢ Bell (19891)2
Acacia Leguminosac Austrilia 21 1 22 0179 Ampls  Moran, Muona ¢ Bell (1989b)
parramatiensi
Acacia trachypholia Leguminosas Austrélia 1 1 21 0.083 Ampla___ Moran, Muons ¢ Bell (1939b)
Acalypha diversifolia  Buphorbiaceae Barro Colo;ado- 26 ] 423 189 0.194 Regional  Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panam
Acalypha diversifolia  Euphorbiaceae Barro Colorado- 229 1 678 214 1.4 0273 Regional  Loveless ¢ Hamrick (1987)
Panemé
Acrocontia aculeata Palmae Goids-Brasil _ 12 10 216 100 2.0 0.182 0.375 Ampla Lopes ot a! .(1992)
Aeschynomene Leguminosas Amazdnia-Brasil 5 10 50 18.3 0.100. Regional Hilt ot af. (1978) )
Sensitiva . ~ _ . 0428 PR [ tutalbil, okt AR
var amazonica =" - o T
Aeschynomone Leguminosss Amazinia-Bresil ] 1 55 238 0.184. Ampla Hill ¢t al. (1978)
sonsitiva 0,364
var. sensitiva
Alsais blackiona Rubiaceae Barro Colorado- 24 1 542 192 0.20§ Ampla  Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panamé
Alscis blackiana Rubiaceae Barro Colorado- 26 1 89.7 264 L1728 0.374 Ampls Loveless ¢ Hamrick (1987)
Psnemé
Aspidosperma Apocynaccac Giélea.SEo Paulo 8 2 116 50 20- 0.237.  0243. Ampla Maltez (1997)
_polyneuron 1.8 0.239 0.270
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Astrocaryim Palmae Los Tuxtlas-México 22 4 409 s 1.86 0.153 Regional l-iguinne. Perez-Nasser ¢
mexicanum Piftero (1992)
Bauhinia forficata Leguminosae Msta de Planalto, 4 1 100 3.5 0451 0.503 Ampla Santos (1994)
Piracicaba-SP
Bertholotia excelsa Lecythidaceae AmazBnia-Brasil 35 2 1160 543 1.29 0.190 Ampla Buckley ot al. (1988)
Bowdichia Leguminosas Brasil 1 0126 Ampla Herrit (1991) Apud Reis
_virgilioldes (1996)
Brosimum Moracese Barro Colorado. 21 1 50 286 148 0.125 Ampla Hamrick ¢ Loveless (1986b)
alicastruni Penamé
Bulnesia arborea Zygophyllacese Colfmbia 2l 13 286 Rogional _ Hunziker e Schaal (1983)
Bulnesia carrapo Zygophyllaceas Coldmbia 2 13 22.7 Endémica  Hunzker ¢ Schasl (1983
Carapa guianensis Meliacese Costa Rica 16 9 21 35,0 1,18 0,120 Ampls Hall, Orrell ¢ Bawa (1994)
Carintana legalis Lecythidaceae Brasil 3 0,140 Ampla Hemit (1 ”l)gjmd Reis
(199
Cavanillesia Bombacaceas Barro Colorado- 42 1 13 31,0 0,123 Regional  Hamrick ¢ Murawski (1991)
platanifolia Panemé
Cecropla insignis Moracese Barro Colorado. 31 1 23 1,52 0,103 Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panamé
Cecropia obtusifolia Moraceae Los Tuxtlas-México 48 9 616 27,0 0,280 Ampla Alvmj'iuylla ¢ Qaray
(1994)
Ccdmgliaﬂaﬂu Melisceas Mats AulGntica — S2o 13 [ 34 769 231 0,222 0,243 Ampla Gendara (1996)
Paulo
Cedrella fissilis Melisceas Aramli': Panamd 13 5§ 5556 189 0172 0178 Ampla Gandara (1997)
Cedrolla fissilis Meliaceae Arapoli ~ Panamé 13 45 66,7 1,90 0,141 0,204 Ampla Qandara (1997)
Cetha pentrandra Bombacaceae Barro Colorado- 26 308 143 0,106 Ampla Hemvick © Loveless (1986b)
Panamé
Chorisia speciosa Bombacacees ___Bauru — S&o Paulo 9 53__ 7708 232 245 0,84 Ampia jouza (1997)
Chorisla spaciosa Bomb Bauru — Sito Peulo 8 15 62,5 200 0,203 9,271 Ampla ouza (1997) . e
Chorisla speciosa Bombacaceee Baunu - S&o Paulo 8 12 750 230 0,306 0,307 Ampla Souza (1997)
Chorisia speciosa Bombacacese Baun — S8o Peulo 8 10 750 230 0.263 0,324 Ampla Souza (1997)
Copaifera Caesalpinacese Lavras —Minns 12 3 73 Ampla Esse trobatho
langsdorffii — Gerals
Cordia alliodora Boraginacoae América Central 15 n 550 40 145 115 0,143 Ampla Chase, Boshier ¢ Bawa
- - (1995)
_200 136
Condia trichotonia Boraginacese Brasil 3 0,184 Ampla Herrit (1991) Apud Reis
{1996)
Couratari guitansnsis _ Lecythidaceae Amaznia ~ Brasil 8 27 1000 275 170 0203 0429 Ampla Lepach-Cunha (1996)
Couratari multifiora Lecythidaceae Amazdnie - Brasil 8 41 1000 325 192 0359 0,436 Ampla Lepach-Cunha (1996
Cryptocarpa Lauracess Mzia Allintica - 20 4 214 850 200 166 0323 0,35t Ampla Moraes (1997)
nioschala S3o0 Paulo




Dipterix panamensis L.eguminosac Barro Colorado- 31 22,6 1,34 0,074 Regional  Hamrick e Loveless (1986b)
Panama

Enterolobinm Leguminosae Barro Colorado- 29 13 27,6 0,122 Ampla Hamrick e Murawski (1991)

schomburgkii Panama

Erythrina Leguminosae Barro Colorado- 41 41,5 1,70 0,152 Regional  Hamrick e Loveless (1986h)

costaricensis Panama

FEuterpe edulis Palmace Mata Atldntica - SP, 7 198 85,7 340 0,476 0,452 Ampla Reis (1996)

5C

Faramea Rubiaceae Barro Colorado- 14 0,0 1,00 0,00 Ampla Hamrick e Loveless (1986b)

occidentalis Panama

Ficus costaricana Moraceae Barro Colorado- 19 8 84,2 0,248 Regional  Hamrick e Murawski (1991)
Panami

Ficus maxima Moraceae Barro Colorado- 20 6 350 0,136 Ampla Hamrick e Murawski (1991)
Panama

Ficus obtusifolia Moraceac Barro Colorado- 19 6 84,2 0,254 Ampla Hamrick e Murawski (1991)
Panama

Ficus popenoei Moraceae Barro Colorado- 21 6 66,7 0,158 Regional  Hamrick e Murawski (1991)
Panama

Gustavia superba lecythidaceae Barro Colorado- 29 34,5 1,73 0,134 Ampla Hamrick e Loveless (1986h)
Panama

Hevea brasiliensis Euphorbiaceae Acre 4 953 00,0  4.0. 0,252- 0,-0,319 Ampla Paiva (1992) Paiva et al.

430 0,229 (1994)

Hirtella triandra Crysobalanaceae Barro Celorado- 30 16,7 1,57 0,142 Hamrick e Loveless (1986h)
Panami

Hura crepitany Euphorbiaceae Barro Colorado- 34 20,6 1,35 0,081 Ampla Hamrick ¢ Loveless (1986h)
Panama

Hybanthus Violaceae Barro Colorado- 26 30,8 1,31 0,116 Hamrick e Loveless (1986b)

prunifolius Panama

Hybanthus Violaceae Barro Colorado- 42 69,8 1,87 1,47 0,247 Loveless e Hamrick (1987)

prunifolins Panama

Inga minutula Leguminosae Barro Colorado- 25 1 68,0 0,240 Ampla Hamrick e Murawski (1991)
Panami

Jacaranda capaia Bignoniaceae Barro Colorado- 21 23,8 1,36 0,090 Ampla Hamrick e Loveless (1986b)
Panama

Johannesia princeps  Euphorbiaceae Brasil 0,141 Ampla Herrit (1991) Apud Reis

(1996)

Koanophyllon Solanacene Barro Colorado- 24 7 25,0 0,095 Regional  Hamrick e Murawski (1991)

welmorei Panamé

Lisianthus skinneri (lentianaceae Panama 12 175 13,1 1,13 0,032 0,035 Regional Systma e Schaal (1985)

Lozania pittteri Lacistemaceae Barro Colorado- 14 8 14,3 0,062 Regional  Hamrick ¢ Murawski (1991)
Panama
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Mabea oceidentalis Euphorbiacese Barro Colorado- 20 250 1,33 0,054 Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panemé

Miniosa pigra Leguminosae Amazdnia - Brasil 2 100,0 2,50 - 0,431 Ampla Hill et al.(1978)

Myracrodruon Anscardisceae Bsuru (SP), Serviria 3 1020 667 283 1,79 0,140- 0,356. Ample Moraes (1992)

urundeuva (MS 0,160 0,243

Myrospermum Leguminosee Barro Colorado- 37 2 76,0 0,257 Regional  Hamrick e Murawski (1991)

fructoscens Panamd

Ocotea skutchii Leuraceae Barro Colorado- 1] [N} L1 0,039 Regional  Hamurick e Loveless (1986b)
Panemd

Ocolea tencra Lauraceas Monteverde - Costa 18 112 429 183 147 0174 0,205 Regional  Qibson ¢ Wheelwright (1995)

Rica
Persea americana Lauraceas Fldrida, Califérnia - 10 800 190 Ampla Tortes ot al. (1978)
cultivares EUA —

Pitheceilobium Leguminosae Costa Rica 4 38 100,0 2,25 0,367 Ampla O' Malley ¢ Bawa(1987)

pedicellare

Platypodium clegans  Ieguminosac Barro Colorado- 28 393 1,57 0,183 Ampla Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panamé

Poulsenia armata Morsceze Barro Colorado- 25 120 1,12 0,039 Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panamé

Pscudobombax Bombacaccas Barro Colorado- % 10 276 0,121 Regional  Hamrick ¢ Murawski (1991)

Septenatum Panamé

Psychotria faxlucons Rubisceas Los Tuxtlas-México 20 400 250 198 0,198 0,495 Regiona} Pérez-Nasser; Eguierte ¢

Pifiero (1993)

Psychotrta Rubiacese Barro Colorado- 15 40,0 1,50 0,202 Hanwrick e Loveless (1986b)

horizontalis Panamé

Psychotria Rubiaceas Barro Colorado- 20 $00 168 126 0,152 Loveless ¢ Hamrick (1987)

horizontalis Panemé

Preracarpus Leguminosae Tailfndia 82,3 267 0,222 0,246 Liengsiri, Yet ¢ Boyle (1995)

macrocarpus

Quararibea Bombacese Barro Colorado. 26 2.1 1,31 0,100 Hemrick ¢ Loveless (1986b)

asterolepis Panami

Quarartbea Bombaceae Barro Colorado. 30 644 199 1,52 0,256 Regional  Loveless e Hamrick (1987)

asicrolopis Panamé —

Quassia amara Simaroubaceae Barra Colorado- 27 1,1 LN 0,040 Hamzick e Laveless (1986b)
Panami

Rinarea sylvatica Violaceae Barro Colorado- 20 150 1,1S 0,026 Hamrick ¢ Loveless (19565)
Panamé

Rinorea sylvatica Violaceas Barro Colorado- as 352 143 LI19 0,106 Loveless ¢ Hamrick (1987)
Panamé

Schizolabium Leguminosee Barro Colorado- 32 1 344 0,091 Ample Hamrick ¢ Murawski (1991)

parahybum Panamé




Somoeaﬁni: Moraceae Barro Colorado- 34 529 1,86 0.216 Ampla Hameick e Loveless (1986b)
Panamé
Seorocea qﬁTm: Moraceae Barro Col;iado- 36 722 204 142 0,239 Ampla Loveless ¢ Hamrick (1987)
Panam
Stemonoporus Dipierocarpaceae Sri Lonka 9 158 1000 311 1,79 0,342  Endémica Murawski, Gunatilleke ¢
oblongifolins Bawa (1994}
Swartizia simplex Leguminosae Barro Colorado. 30 400 1,98 0,203 Hamrick e Loveless (1986b)
var. grandifiora Panamé
Swartizia simplex Leguminosae Barro Colorado- 3 484 194 0,209 Hamrick e Loveless (1986b)
var. ochnacea Panamé _
Swartizia simplex Leguminosee Barro Colorado- 36 759 234 1,50 0,272 Loveless e Hamrick (1987)
var. cchnacea Panamé
Tabernasmontana Apocynaceae Barra Colorado- 25 120 116 0,052 Hemrick ¢ Loveless (1986b)
arborea Panemé
Tachigalia Leguminosae Barro Colorado- 27 74 1,07 0,023 Ampla Hamrick e Loveless (1986b)
versicolor Panamé
Tetragastris Burseracence Barro Colorado- 23 208 126 0060  Regional Hamrick ¢ Loveless (1986b)
_ panamensis Panamé
Tetrathylacium Flacouttiaceae Barro Colorado- 20 7 15,0 0,050 Regional  Hamrick ¢ Murawski (1991)
_Johansenij Panamé
Tocoyena pitticri Rubiaceas Barro Colorado- 26 6 335 0,186 Ampla Hamrick ¢ Murawski (1991)
Panamé
Tricanthera gigantea  Acanthaceae Barro Colorado- 28 7 143 0,026 Ampla  Hemrick e Murawski (1991)
Panamé
Trichifia tuberculata Meliaceae Barro Colo;ndo- 27 148 1,35 0,089 Hamrick ¢ Loveless (1986b)
Panam
Virola surinamensis Myristicaccae Barro Cm;adn- 17 294 1,71 0,128 Ampla Hamvrick ¢ Loveless (19865)
Panam

NLI: niimero de locos

Np: niimero de populages
Ni: nimero de individuos
P(%): porcentagem de locos pollmbrﬂcos
A: nimero médio de alelos por locos

Ae: niimero efetivo de alelos por locos
Ho: Heterozigosidade média observada
He: Heterozigosidade média esperada
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TABELA 2: Taxa de cruzamento de populagdes de Angiospermas arbéreas tropicais. (Adaptado por Moraes, 1997).

Espécie Local Ano NI i i (EP) Autor

Acacta auriculiformis Coen-Austrilia 1986 8 0,880 0,930 (0,040) Moran, Muona e Bell (1989b)
Acacia auriculiformis Papua Nova Guiné 1986 10 0,880 0,920 (0,023) Moran, Muona ¢ Bell (1989a)
Acacia crassicarpa Coen-Aulrdlia 1986 7 1,010 0,990 (0,032) Moran, Muona ¢ Bell (1989b)
Acacia crassicarpa Papua Nova Guiné 1982 8 0,950 0,930 (0,030) Moran, Muona e Bell (1989a)
Asplidosperma polyneron' Gélia-Silo Paulo 1995 1 0,820 Maltez (1997)
Aspidosperma polynenron® Galia-Siio Paulo 1995 2 0,900 Maltez (1997)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1985 2 0,956 0,933 (0,174) Eguiarte, Perez-Nasser e Pifiero (1992)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1987 5 1,077 1,050 (0,066) Eguiarte, Perez-Nasser ¢ Pifiero (1992)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1987 5 1,078 0,992 (0,039) Eguinrte, Perez-Nasser e Pifiero (1992)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1987 5 1,070 1,018 (0,063) Eguiarte, Perez-Nasser ¢ Pificro (1992)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1987 5 1,068 0,985 (0,065) Eguiarte, Perez-Nasser e Pifiero (1992)
Astrocaryum maxicanum Los Tuxtlas-México 1988 5 1,045 1,007 (0,053) Eguiarte, Percz-Nasser ¢ Pifiero (1992)
Bauhinta forficata Ibicatu-Piracicnba 1993 4 0,916 0,982 (0,034) Santos (1994)
Beilschmiedia pendula IBC-Panama 3 0,918 (0,058) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Bertholletia excelsa Acre-Brasil 2 0,798 0,849 (0,033) O’ Malley et al. (1988)
Brosimum alicastrum IBC-Panamé 7 0,875 (0,035) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Calophylhumn longifolium IBC-Panam# 1992 7 0,974 1,030 (0,085) Stacy et al. (1996)
Calophyllum longifolium IBC-Panamd 1993 7 0,948 1,031 (0,035) Stacy et al. (1996)

Carapa guionensis Q. Fallas-Costa Rica 1991 5 1,000 0,986 (0,028) Hall, Orrell ¢ Bawa (1994)
Carapa guianensis La Selva-Costa Rica 1992 5 0,932 0,967 (0,022) Hall, Orrell ¢ Bawa (1994)
Cavanillesia platansfolia® IBC-Panamé 1987 4 0,523 0,569 (0,024) Murawski et af. (1990)




Cavanllesia platanifolia’
Cavanillesia platanifolia®
Cavanillesta platantfolia
Cecropia obtusifolia
Cedrella fissilis

Ceiba pentandra

Chorisia speciosa
Copaifera tangsdorffii
Cordia alliodora
Couratari multiflora
Cryptocarya moschata
Dipteryx aleiferd®

Hevea brasiliensis”

Hevea brasitiensts®
Myracrodruon urundeuva®
Pithecellobium pediceliare
Pithecellobium pedicellare
Pithecellobium pedicellare
Platypoditm elegans®
‘Platypodiuin clegans’
Psychotria faxhicens
Psychotria faxiucens
Quararibea asterolepis
Shorea congestifiora
Shorea trapezifolia

IBC-Panamé
IBC-Panam#
Darién-Panam4
Los Tuxtlas-México
PEI-NS-Sdo Paulo
IBC-Panamd
Bauru-S#o Paulo
Lavras-Minns Gerals
‘Turrialba-Costa Rica
Amazdnia-Brasil
Mata atlfntica-SP
IBC-Panama
Acre-Brasil
Acre-Brasil
Baunw/Selviria
La Selva-Costa Rica
La Selva-Costa Rica
La Sclva-Costa Rica
IBC-Panamd
IBC-Panamd
Los Tuxtlas
Los Tuxtlas
IBC-Panamé
Sri Lanka
Sri Lanka

1988
1989
1990
19%0
1993
1989
1997
2000

1994

1988
1989
1987
1987

1990
1990

W & b oW

-~ O

12

~

S bW s S

0,439
0,195
0,668
0,980
0,830
0,659
0,602
0,877
0,958
0,968
0,752

0,642
0,645
0,338
0,936

0,996
0,959
0,972
0,852
0,519

0,347 (0,025)
0,213 (0,052)
0,661 (0,074)
0,974 (0,024)
0,920 (0,050)
0,689 (0,030)
0,882 (0,088)
0,917 (0,041)
0,966 (0,027)
0,953 (0,040)
0,862 (0,028)
0,740 (0,070)

0,951 (0,022)
0,964 (0,021)
0,986 (0,014)

0,924 (0,043)

0,898 (0,043)
1,008 0,122)
1,025 (0,106)
1,008 (0,010)
0,874 (0,021)
0,544 (0,036)

Murawski et al. (1990)
Murawski ¢ Hamrick (1992b)
Murawski ¢ Hamrick (1992b)

Alvarcz-Buylla ¢ Garay (1994)
Gandara (1996)
Murawski e Hamrick (1992a)
Souza (1997)

Ease trabaltho
Boshier, Chasc ¢ Bawa (1995a)
Lepsch-Cunha (1996)
Moraces (1997)
Murawski e Hamrick (1991)
Paiva (1992)

Paiva et al. (1994a)
Moraes (1992)

O’ Malley ¢ Bawa (1987)
Bawa ¢ O° Malley (1987)
Hall, Bawa e Watker
Murawski ¢ Hamrick (1991)
Murawski e Hamrick (1991)

Pérez-Nasser, Eguinrte ¢ Pificro (1993)
Pérez-Nasser, Eguiarte e Pificro (1993)

Murawsk et al. (1990)

Murawsk, Gunatilleke ¢ Bawa (1994)
Murawsk, Gunatilleke ¢ Bawa (1994)
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Shorea trapezifolia Sri Lanka 1991 4 0,602 0,617 (0,030) Murawsk, Gunatilieke ¢ Bawa (1994)
Sorocea affinis® IBC-Panaméd 5 1,089 (0,045) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Sorocea affinis* IBC-Panama [} 0,969 (0,020) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Spondias mombin IBC-Panami 1992 5 0,996 0,989 (0,163) Stacy et al. (1996)
Spondias mombin IBC-Panamé 1993 5 1,280 1,304 (0,108) Stacy et al. (1996)
Stemoncporus oblongifolins Mory-Sri Lanka 1991 5 0,889 0,844 (0,021) Murawski ¢ Bawa (1994)
Tachigali versicolor IBC-Panamé 2 0,937 (0,044) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Trichilia uberculata IBC-Panamd 3 1,077 (0,028) Murawski ¢ Hamrick (1991)
Turpinta occidentalis IBC-Panama 1993 9 1,071 1,006 (0,090) Stacy et al. (1996)

‘Taxa de cruzamento aparente ou de equilibrio, "Empregando os estimadores de Cockerham (1969); "Alta densidade; "Baixa
densidade;s Média das taxas de cruzamento unilocos, empregando estimador de Ritland e Jain (1981); tm:Taxa de cruzamento
multilocos, empregando estimador de Ritland e Jain (1981); E.P. Erro padriio; NI nfimero de locos empregados.

*Dados ndo publicados, citados em “Murawski, D. A. Reproductive biology and genetics of tropical trees from a canopy perspective.
Manuscrito. 1995” Apud Lepsch-Cunha (1996).
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TABELA 3: Diversidade genética em algumas espécies arbdreas tropicais.

Espécie Np F F, F 8, N, Autor

Alseis blackiana 4 0,104 0,134 0,034 Hamrick, Murawski e Nason (1993)
Apidosperma polyneuron 2 0,079 -0,013 0,061 0,98 Maltez (1997)
Astrocaryum mexicanum 4 0,416 -0,358 0,039 2,4~  Epguiarte, Percz-Nasser e Pifiero (1992)
Brosimum alicastrum 4 0,120 0,164 0,050 9,8 Hamrick, Murawski ¢ Nason (1993)
Carapa guianensis 9 0,046 Hall, Orrell e Bawa (1994)
Cariniana legalis™** 2 0,11 0,05 0,053 4,1 Herrit (1991) Apud Reis (1996)
Cecropia obtusifolia 9 0,034 0061 0,029 1,13 Alvarez-Buylla e Garay (1994)
Cedrela Fissilis 3 0,118 0,196 0,089 24,94 Gandara (1997)

Chorisia speciosa 4 0,115 0,278 0,183 Souza (1997)

Copaifera langsdorffii 3 0,131 041 Esse trabatho

Cordia trichotoma** 2 0,006 0,007 0,0004 3124 Herrit (1991) Apud Reis (1996)
Cryptocarya moschata 4 -0,038 0,073 0,107 1,17 Moraes (1997)

Euterpe edulis 8 0,067 -0,033 0,031 10,4 Reis (1996)

Genipa americana 2 0,006 41,42 Sebbenn (1997)

Hevea brasiliensis 2 0,201 0,207 0,007 Paiva (1992); Paiva et a/. (1994a)
Johannesia princeps** 2 0,02 0,058 0,069 1,68 Herrit (1991) Apud Reis (1996)
Myracrodruon urundeuva 2 0,449 0,517 0,035 Moraes (1992)

Ocotea tenera 6 0,167 0,275 0,128 1,73 Gibson ¢ Wheelwright (1995)
Platypodium elegans 3 0,092 0,138 0,051 Hamrick, Murawski ¢ Nason (1993)
Psychotria faxlucens .. . .- 2. 0,H5- 0,138----0,026 - =--- — Pérez-Nasser, Eguiarte ¢ Pifiero (1993)
Pterocarpus macrocarpus 11 0,099 0,208 0,121 Liengsiri, Yet ¢ Boyle (1995)
Syagrus romanzoffiana 3 0,259 0,317 Negrio (1999)

Swartizia simplex var. ochnacea 4 0,161 0,192 0,037 Hamrick, Murawski e Nason (1993)

Np = nimero de populagbics
** empregando os estimadores de Weir e Cockerham (1984)

N,, = quantidade de migrantes por geracdo
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Caracterizagfio dos locais de estudo

Neste estudo foram amostradas trés populagdes de Copaifera
langsdor{fii Desf., localizadas em trés areas diferentes.

O primeiro local de estudo ¢ um fragmento florestal, que possui uma
area de 5,83 ha (Figuras 2 ¢ 4), localizado no campus da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras-MG, o qual é também conhecido como “Matinha da
UFLA”. O fragmento foi tombado como area de preservacio permanente através
da portaria niimero 212 de 01/06/92, que criou a Reserva Florestal da UFLA. A
vegetagio ¢ classificada como Floresta Estacional Semidecidual Montana
(floresta tropical subcaducifolia) com dossel emergente (Fme), de acordo com o
sistema de classificagio da Fundagio Institito Brasileiro de Geografia e
Estatistica — (FIBGE, 1993). Este fragmento est4 localizado nas coordenadas 21°
14’ 40°’S. ¢ 44° 57’ 50”’W., em uma altitude média de 925m.

O Tipo climético é Cwb na classificaciio de Koppen, com temperatura
média de 19,4°C e precipitacio anual média de 1530 mm. A média
pluviométrica mensal na estagio chuvosa (dezembro a fevereiro) é de 254 mm e
na estagdo seca (maio a junho), € de 25 mm (DNMet, 1992). Os solos sio do
tipo Latossolo roxo distréfico (epialico), textura muito argilosa ¢ relevo suave
ondulado (Curi et al., 1990).

De acordo com informagdes de antigos funcionarios da UFLA, a atual
Reserva Florestal nio sofren corte raso e tem aproximadamente os mesmos
limites pelo menos desde a década de 1920. Contudo, a retirada de lenha e
pequenas pegas de madeira, bem como a abertura de trincheiras para estudos de
perfis de solo foram freqientes até 1986, quando a mata foi cercada e declarada
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como area de preservagio permanente. As perturbagdes do passado deixaram
seus testemunhos na forma de uma rede de trilhas e algumas clareiras ao redor
de trincheiras abandonadas. Uma descrigdo detalhada da a‘rea ¢ de sua vegetacio
€ fomecida por Oliveira Filho, Scolforo ¢ Mello (1994). !

A segunda area de estudo, também localizada no campus da UFLA,
trata-se¢ de um fragmento de Cerrado de aproximadamente 3,2 ha, conhecido
como “Cerradinho da UFLA” (Figuras 2 e 4). Este ﬁagniento florestal situa-se
nas coordenadas 21° 14 00”” S. e 44° 59° 00 W., 2 uma altitude média de
920m.

O Tipo climitico ¢ Cwb na classificagio de‘ Koppen, com uma
temperatura média de 19,4°C e precipitagdo anual média de 1530 mm. A média
pluviométrica mensal na estagdo chuvosa (dezembro a fevereiro) é de 254 mm e
na estagdo seca (maio a junho), ¢ de 25 mm (DNMet, 1992). Os solos sdo do
tipo Latossolo roxo distrofico com textura muito argiloiw, o relevo é suave
ondulado e substrato rochas basicas (Andrade, 1979). |

N&o ha nenhum documento no qual esteja registrédo o histérico desta
area, mas através de informages pessoais de antigos funciondrios da UFLA,
este fragmento tem sofrido constantes perturbagdes ao lc;ngo de varios anos.
PerturbagGes tais como: a derrubada de arvores para evitar o contato com a rede
elétrica (visto que esta sobrepde toda a area); queimadas; retirada de lenha e
pecas de madeiras; abertura de trincheiras para estudos de perfis de solo € uma
rede de trilhas.

Atualmente esta drea é de responsabilidade do Departamento de
Ciéncias Florestais da UFLA.

A terceira drea esti situada numa érea sujeita a perturbagio antropica
bem acentuada. De propriedade particular, esta localizada 4 margem do rio
Capivari, afluente do rio Grande, entre os municipios de Lavras e Itumirim, no
Estado de Minas Gerais (21° 18’ 00" S. ¢ 44° 53 30™ W., ¢ 2 uma altitude de
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aproximadamente 918m). Trata-se de um fragmento de Floresta Ciliar, com uma
area que abrange cerca de 14,0 ha e que se estende ao longo de um trecho do rio
Capivari (Figuras 3 ¢ 4).

Esta drea tem sofrido muito com_a perturbagdo antrépica, abertura de
trilhas dentro da mata ¢ o corte de lenhas e pegas de madeiras tem sido
constante. Pescadores invadem a area para chegar até o rio e, assim, promovem a
degradacio da mata. Segundo informagGes pessoais de moradores vizinhos, a
mata tem sofrido uma enorme press3o por parte dos agricultores que possuem
propriedades ao redor. Onde verifica-se a invasio do gado e de cavalos dentro da
mata. .

O tipo climético é Cwb na classificacio de Koéppen (mesotérmico com
verdes brandos e suaves, e estiagem de inverno) os solos sdo tipo Podzélicos
vermelho escuro distréfico com incluses de solos rasos (litdlicos e afloramento
rochosos). A precipitagio ¢ a temperatura média anual é de 1493,2 mm ¢ 19,3°C,
respectivamente, 66% da precipitagio ocorrendo no periodo de novembro a
fevereiro (Oliveira Filho, Scolforo e Mello, 1994).
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FIGURA 4. Localizagdo das trés areas de estudo no municipio de Lavras - MG.

45



3.2 METODOS
3.2.1. Amostragem dos individuos, coleta e transporte das amostras

Um dos objetivos deste estudo foi a caracterizagio da estrutura genética
das populagdes; logo a amostragem dos individuos foi aleatéria nos trés locais
estudados, nos quais se procurou abranger toda a drea. Foram efetuadas coletas

_de material vegetal, coletando-se folhas de 20 individuos reprodutivamente
ativos (considerados adultos) em cada populagio. Estas amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos transparentes identificados por individuo ¢
colocadas em caixas de isopor com gelo. Ao final de cada dia de coleta, estas
amostras eram levadas para o laboratério de Melhoramento Florestal ¢ Biologia
Molecular (DCF-UFLA) e anhazenadas em freezer a -18°C; no dia seguinte
iniciava-se o processo de extragio das enzimas.

Procurou-se coletar amostras foliares homogeéneas, coletando-se, em
cada individuo, folhas que estivessem no mesmo estagio vegetativo, posicdo na
arvore e com boa condigio nutricional.

Foram também coletadas sementes de 20 arvores adultas (ndo sendo
necessariamente as mesmas arvores das quais foram coletadas as folhas) em
cada populacdo para a observagio de suas progénies e foram plantadas em 03
canteiros no Viveiro Florestal, DCF-UFLA (um canteiro para cada populagio),
cada canteiro contendo 20 plintulas de cada arvore adulta, totalizando 400
plantulas em cada canteiro.

Foram analisados, ao todo, 60 individuos adultos nas 3 populagdes e 400
plantulas procedentes da populagio da Mata Ciliar (Capivari). Nao foi possivel
analisar o restante das plantulas das outras duas populacgdes (Cerrado e Mata
Semidecidual) por nio haver tempo suficiente para efetuar as analises

necessanas.
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3.2.2 Procedimentos de eletroforese de isoenzimas

O método de caracterizagdo genética da espécie usado neste trabalho foi
a eletroforese de isoenzimas seguindo as técnicas mais comuns utilizadas,
particularmente a metodologia descrita por Alfenas et al. (1991) e Alfenas
(1998). 'Todo o trabalho de laboratério foi realizado no Laboratério de
Melhoramento Florestal e Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias
Florestais da Universidade Federal de Lavras (DCF-UFLA), Lavras-MG.

As amostras de tecido foliar foram limpas e maceradas com areia
lavada, 5 mg de PVP-P ¢ solugdo tampio de extragdo (tampdo n’ 1 de Alfenas ez
al., 1991). A extragio de enzimas foi realizada com bastdes e placas de
porcelana que foram mantidas resfriadas antes ¢ durante o processo.

O macerado era colocado em eppendorfs identificados por individuos e
depois centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a 4°Q, e com O uso de uma
pipeta automatica eram retirados 30ul do sobrenadante ¢ estes eram aplicados
no gel . ‘

A eletroforese de isoenzimas utilizada foi a vertic;al, conduzida em meio
suporte de gel de poliacrilamida no sistema descontinuo, sendo o gel de
concentragdo a 4,0% e o gel de separagio a 12,5%. Cada gel acondicionava
amostras de 20 individuos. :

A corrente elétrica permanecia constante durante a corrida eletroforética
(10 mA em cada gel de concentragdo). Apés iniciar‘ a corrida no gel de
separacdo, a corrente elétrica era elevada para 20mA em icada gel até o final do
processo.

O tempo médio de corrida era de 3:30 horas, aq final deste periodo, a
linha que mostra a posi¢do das amostras no gel atingia a nugras;io final.

Foram testados 21 sistemas enzimaticos (Tabela 4). As revelages dos
géis foram baseadas na metodologia descrita por Alfenas (1998).
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TABELA 4. Sistemas enzimaticos testados em Copaifera langsdorffii Desf.

Enzima Sigla Referéncia (E.C)
Alcool Desidrogenase ADH EC1.1.11
Alfa-Esterase a-EST EC3.11.1
Beta-Esterase B-EST EC3.1.1.1
Beta-Galactose Desidrogenase B-GLDH EC1.1.148
Catalase CAT EC111.16
Enzima Malica ME EC1.1.140
Fosfatase Acida ACP EC3.1.3.2
Fosfatase Alcalina ALP EC3.1.3.]
Fosfoglucomutase PGM EC275.1
6-Fosfogluconato Desidrogenase 6PGDH EC1l1.144
Fosfoglucose Isomerase PGI EC53.19
Glucose Desidrogenase GLUDH EC 1.1.147
Glucose-6-Fosfato Desidrogenase G6PDH EC1.1.1.49
Glutamato Desidrogenase GDH EC14.13
‘Glutamato-Oxaloacetato Transaminase GOT EC26.1.1
Isocitrato Desidrogenase IDH EC11.142
Leucina Aminopeptidase LAP EC34.11.1
Malato Desidrogenase MDH EC1.1.1.37
Peroxidase PRX EC111.1.7
Sorbitol Desidrogenase SDH EC11.1.14
Superoxido Dismutase SOD EC1.15.1.1

EC = Enzyme Commission
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Ao témmino da corrida, as placas eram retiradas da cuba e os géis
removidos das placas de vidro e submetidos a colorago em enzimas especificas,
até o aparecimento das bandas.

Apés o surgimento das bandas, os géis foram retirados da solugdo de
revelagdo, lavados em agua corrente e fixados em soludb aquosa de glicerol a
10%. A sécagem dos géis se deu através da transparentlz%séo dos mesmos pelo
método do bastidor (Alfenas ez al., 1991). ‘

3.2.3 Interpretacfio dos zimogramas 3

A interpretacdo dos zimogramas permite a obtengdo dos gendtipos de
cada individuo, tanto adultos como plantulas, possibilitando estimar varios
parimetros que caracterizam a variabilidade genéticafl entre ¢ dentro de
populagdes, o fluxo génico, o sistema de reproducdo das espécies e o tamanho
efetivo das populagdes. i

Estas interpretacSes foram feitas logo apés o término dos trabalhos de
laboratério. Os géis haviam sido secados pelo método do bastidor e
permaneceram arquivados.

A identificagdo das zonas codificadoras dos locos e dos alelos foi feita a
partir da regifio mais catédica para a mais anédica. Assim, por exemplo, em um
sistema enzimitico em que duas bandas eram claramente, identificadas, a que
migrou mais no gel recebia a denominagio de loco-1 e a outra banda era
chamada de loco-2.

Da mesma forma procedeu-se em relagio aos ale!os de cada loco. A
interpretagio de cada sistema enzimatico foi realizada seguindo os padroes
descritos nos trabalhos do género (Weeden, 1983; Soltis ¢ Soltis, 1989; Kephart,
1990; Alfenas et al., 1991). '
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3.2.4 Anilises dos dados
Através da interpretacio dos zimogramas obtiveram-se as freqiaéncias

alélicas em cada loco. A partir dessas freqiiéncias, estimaram-se os indices de
diversidade (heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada segundo as
expectativas do Equilibrio de Hardy-Weinberg, porcentagem de locos
polimérficos e mimero de alelos por loco) segundo Brown e Weir (1983) e Nei
(1987). '

~ Estas estimativas de pardmetros que medem a variabilidade genética
imtrapopulacional foram obtidas utilizando o sofiware BIOSYS (Swofford e
Selander, 1989).

3.2.4.1 Freqiiéncias alélicas

As freqiiéncias alélicas descrevem a variagio para um loco ¢ foram
obtidas pela contagem direta do nimero de alelos por loco, dividido pelo

mimero total de alelos no loco:

ﬁ 5= Ilijl .
onde: P y = freqiiéncia do alelo i na populagio j;

n; = numero de ocorréncia do alelo i na populagdo j;

n,; = nimero total de alelos amostrados na populagio j.
3.2.4.2 Variacio genética intrapopulacional

A partir das freqiiéncias alélicas foram obtidos os indices de diversidade
genética para adultos e plintulas, tais como: heterozigose média observada

(H ,); heterozigose média esperada (ﬁ . ), de acordo com as expectativas de
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Hardy-Weinberg; mimero médio de alelos por loco (4); porcentagem de locos
polimérficos (P) e indices de fixagiio de Wright ( / ), estimativas obtidas a partir
do programa BIOSYS, desenvolvido por Swofford e; Selander (1989). O

programa estima esses parametros da seguinte forma: :

a) Heterozigosidade média observada (H )
i .

A heterozigose observada para cada loco foi obtidé,v pela expressio:

H, :I‘ZR-'

onde: P; = freqiiéncia dos gendtipos homozigotos

Para se obter a heterozigose média observada, ojs valores obtidos para
cada loco foram somados e divididos pelo nimero total de locos (tanto

monomérficos como polimorficos).

i
b) Heterozigosidade média esperada ou diversidade geﬁética (ﬁ 2)
A heterozigose para cada loco foi obtida a partir das freqiiéncias alélicas,

segundo as expectativas de Equilibrio de Hardy-Weinberfg, de acordo com Nei
(1987): :

a,=1-Yp?

onde: P, = freqiiéncia alélica estimada do;i-ésimo alelo.

A heterozigose média esperada foi obtida pela medla anitmética entre

todos os locos analisados (tanto monomérficos como polimorficos).
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¢) Porcentagem de locos polimérficos (P)

Um loco foi considerado polimérfico quando a fregiéncia de seu alelo
mais comum ndo ultrapassou 0,95. Para determinar esta medida de
polimorfismo, ¢ importante testar varias enzimas e trabalhar com amostras
numericamente representativas. Desta forma, o P foi obtido pela divisdo do
mimero de locos polimérﬁcds pelo mimero total de locos analisados.

P = mimero de locos polimérficos / nimero total de locos analisados
d) Namero médio de alelos por loco (A)

O (A) fomece uma idéia da distribuigio dos alelos nas diferentes
populagdes analisadas. O nimero médio de alelos por loco em cada populacdo
foi obtido pela divisdo do nimero total de alelos pelo nimero de total de locos.

A =n’ de alelos na populagdo/ n° total de locos
e) indice de Fixagdo de Wright ( /)

O parimetro utilizado para medir o grau de fixagio génica resultante da
endogamia ¢ o coeficiente F de Wright (1951), definido como a correlagio entre
os alelos nos gametas que formam um zigoto.

Os indices de fixacfio foram estimados ao nivel de locos e média entre locos,
de acordo com Vencovsky (1994), pelas relagdes:

A

- H
=1-=2 (nivel de loco);
J 3 ( )
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~

- H
f=1- Z =~ (média ponderada entre locos)

2 H.

Os indices permitem acessar os niveis de fixagdes alélicas por loco e ao

nivel de média de locos, o que informa o grau de endogamia dentro das
populagdes. O f também foi usado para testar os desvios das freqiiéncias
genotipicas uniloco, das expectativas de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

3.2.5 Estrutura genética

A estrutura genética foi abordada a partir dos coeficientes de
coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969; Vencovsky, 1992). Esta
metodologia foi empregada pois permite a avaliagio da divergéncia em
diferentes niveis de hierarquia, além de calcular as estimativas com corregdo
para tamanho populacional finito. Os coeficientes de coancestralidade foram
obtidos a partir da decomposi¢io dos componentes de m da analise de
varidncia das freqiiéncias alélicas, conforme Cockerham /(1969). A anilise de
varidncia foi realizada com a utilizagdo do programa GbA (Lewis e Zaykin,
2000). |

Inicialmente, esta analise foi realizada considerango as trés populages
de adultos em conjunto. Uma nova anélise foi realizada tomando as populagdes
duas a duas, a fim de observar as divergéncias entre cada par de populacdes. As
progénies foram analisadas separadamente.

Para cada alelo identificado, fez-se uma analise dé variincia, conforme
proposto por Weir (1996) e Vencovsky (1992). Para tanto,f utilizou-se a notagio
recomendada por esses autores, na qual a variavel Y;; corresponde ao alelo “i” na

amostra da populacio “§”. Quando Y;; estava presente, recebeu o valor um (), e
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quando ausente, recebeu o valor zero (0). Desta forma, as analises foram feitas
obedecendo ao modelo hierarquico desbalanceado.

a) Na anilise considerando apenas os adultos, o modelo foi:
Yis = 1+ pj + a0 + giky

No qual:

Y = freqiiéncia do alelo i para o individuo k, da populagio j;

u = média geral,

p; = efeito da populagdo j, com j=1,....n;;

ajo) = efeito do individuo k, dentro da populagiio j, com k = I,..,n;
8igw) = efeito do alelo i, dentro do individuo k, dentro da populagio j,

comi=1,.., n;.

As estimativas dos componentes de varidincia para os adultos foram
obtidas pela decomposigio das esperangas dos quadrados médios da anilise de
varidncia, conforme mostrado na Tabela 5. Assim, tem-se:

65 =QMs
67 =(QM;~ QMo)/2
&% = (QMp- QMY/K,

K = corresponde ao coeficiente das variancias entre populagdes (57 )

no modelo hierarquico desbalanceado.

54



TABELA 5: Esquema da anilise de varidncia de freqiiéncias alélicas no modelo
hierdrquico desbalanceado para os adultos de Copaifera

langsdorffii.
FV GL QM E(QM)
Populagdes P-1 QMy . 6% +26}+K,62
Individuos/populagdes I-P QM; ! 62 +26?
Alelos/individuos/populacdes G QM 52
' G
Total n-1

b) Na anilise envolvendo as progénies o modelo foi:

Yije = 1+ i+ ag) + gy

Em que:
Y = freqiiéncia do alelo i para o individuo k, da progénie j,
it =média geral;
f;= efeito da progénie j, comj=1,..., m, g
a(;) = efeito do individuo k, dentro da progénie j, com k = L., n
8igky = efeito do alelo i, dentro do individuo k, dentro da proéénie )
comi=1..,n; (
As estimativas dos componentes de varidncia para as progénies foram
obtidas pela decomposicio das esperancas dos quadrados médios da analise de

varidncia, conforme mostrado na Tabela 6. Assim, tem-se: :

2 - oM,
6; =(QM;- QMo)/2 /
o i- = (QMr - QM)/K,
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sendo:
K, = corresponde ao coeficiente das varidncias entre progénies (6':.) no
modelo hierarquico desbalanceado.

TABELA 6: Esquema da anilise de varidncia de freqiiéncias alélicas no modelo
hierarquico desbalanceado para as progénies de Copaifera

langsdorffii.
FV GL oM E(QM)
Progénies F-1 QM; G5 +267 +K 62
Individuos/progénies I-F QM; 62 +24?
Alelos/individuos/progénies G QMg 52
G
Total n.-1

O significado genético destes componentes pode ser definido em termos
das correlagSes intraclasse, ou coeficiente de coancestralidade, nos diferentes
niveis de hierarquia. Assim, conforme Cockerham (1969) e Vencovsky (1992):

0’; =p (1-p) &¢
o7 =p(1p) F-0)

O =p(p)(1-F)
sendo:

p: freqiiéncia de um alelo em um determinado loco;

Og: coeficiente de parentesco ou coancestralidade das plantas dentro das
progénies ou correlagdo entre freqiéncias alélicas de plantas de
mesma progénie; )

F: correlagio entre alelos de plantas de diferentes progénies, ou
coeficiente de endogamia de Wright.
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As estimativas dos coeficientes de coacenstralidade podem, assim, ser
obtidas dos componentes de varidncia por:

A A2 A2

F

1-(65/6%) = (G +67 6}
~ A A Az A2 a2
f =(F-8:)(1-0c) = 07 (O] +0g)
nas quais: t

~

[ : correlagio entre alelos de plantas dentro de progénies ou coeficiente

de endogamia dentro das progénies, e l

G, coeficiente de parentesco das plantas dentro das progénies, ou
correlacdo entre freqiiéncias alélicas de diferentes plantas dentro
das progénies, considerando a subdivisdo em pgpulaqﬁes.

'

3.2.6 Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi inicialmente abordado pel'é teste de Equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) na populagdo. Este modelo estabelece que para uma
populagfio de tamanho infinito, com cruzamentos aleatérios, na qual ndo estio
operando forgas de selegio, mutagdo ou migragdo, a frecﬁiéncia relativa dos
alelos nio muda de uma geracgdo para a outra (Futuyma, 1992). Se houver algum
desvio das freqiiéncias observadas em relagdo as ﬁ'eqi'xén'cias esperadas pelo
equilibrio, este é devido a alguma violagdo das pressuposi¢gdes ao modelo.
Segundo Futuyma (1992), as discrepincias entre uma populac;io ideal de
Hardy-Weinberg ¢ as populacGes reais sdo os ingredientes da';'evolutyio.

Foram estimadas as taxas de cruzamentos, unilocos ¢ multilocos. Com o

objetivo de testar a adequagdo dos dados ao modelo: multilocos, foram
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comparadas as freqiiéncias alélicas dos évulos ¢ do pélen, 6vulos e individuos
adultos e entre as progénies, para verificar se o polen fornecido para a formagsio
das plintulas era homogéneo nos cruzamentos.

3.2.6.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

A aderéncia dos dados da populagdo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
foi testada utilizando o programa BIOSYS-1 de Swoford e Selander (1989). Este
programa calcula o desvio da distribuigio dos genétipos observados em relagdo
aos esperados segundo o EHW fazendo o uso de trés testes: i) o teste de qui-
quadrado ( ?) agrupado; se os valores das freqiiéncias genotipicas esperadas
forem menores que 1,0, estes serdo agrupados em classes, como: homozigotos
para os alelos mais comuns, heterozigotos comuns/raros e homozigotos raros e
outros heterozigotos, i) x> nio agrupado; este utiliza todos os genétipos e iii)
teste exato de Fisher.

3.2.6.2 Taxa de cruzamento

A taxa de cruzamento foi caracterizada para a populagio da Mata Ciliar
a partir da taxa de cruzamento unilocos e multilocos, através de estimativas de
maxima verossimilbanca (Ritland e Jain, 1981; Ritland e El-Kassaby, 1985),
com a utilizagio do Multilocus Mating System Program - MLTR (Ritland,
1997). '

Esta taxa indica se a populagio esta realizando autofecundagiio ou
fecundac¢do cruzada. Quando este valor estd proximo de 1,0, isto indica que a
populacdo esta realizando fecundagio cruzada.
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a) Taxa de cruzamento unilocos (f, ) e multilocos (i,,,)

A taxa de cruzamento unilocos e multilocos foi obtida para as progénies
da populagio da Mata Ciliar a partir do programa MLTR (“multilocos™) de
Ritland (1997), baseado no modelo de cruzamento misto de Clegg (1980) ¢
Ritland e Jain (1981). Este modelo assume que as plintulas resuitam de uma

mistura de cruzamentos aleatorios e autofecundagfo, cujas pressuposi¢des sio:

1. que o conjunto de polen é homogéneo para o crumjmento com todos os
genotipos matemos; |

2. que os alelos de diferentes locos segregam independentemente, e
que os locos ndo sdo afetados pela selegdio ou mutacio entre o tempo de

cruzamento e a analise.

t

~

O programa permite estimar f, ¢ I, para a plqpulaﬁo € para as
progénies, bem como as freqiiéncias alélicas do évulo e dq polen, pelo método
de maxima verossimilhanga, utilizando o processo numérico “Expectation-
Maximization”. Para estimar o erro padrio das estimativas de cruzamento
unilocos e multilocos, para a populagio, o programa utiliza o método
“bootstrap”, no qual a unidade de amostragem foram as plantas dentro das
progénies. Utilizaram se 1000 reamostragens dentro das progénies, com base em
Ritland (1997). g

3.2.7 Fluxo génico (N,,)
As estimativas do fluxo génico entre populagdes de adultos foram
obtidas segundo a equago proposta por Crow e Aoki (1984), segundo a qual:
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Nm =[(1/Gst)- 1}/40. ou Nm = [(1/ Fst)-1)/4c.
sendo:
a = [al(n- 1]
em que:
Nm = ntimero de migrantes;

n = nimero de populagdes.

-

De acordo com Cockerham e Weir (1993), o emprego de 0p como
estimador da divergéncia genética entre populages ¢ mais adequado do que
f'}t; entio, utilizou-se o coeficiente de coancestralidade de Cockerham (é,,) em
substituigio a f57.

Foi possivel estimar também o tamanho da vizinhanca (IV,, ), que

corresponde ao numero médio de individuos numa area vizinha ou a area em que
ocorre panmixia, para modelos continuos, como o isolamento por distincia.
As estimativas indiretas do tamanho da vizinhanga seguem a relagio:

328 Tamanho efetivo (V, )

O tamanho efetivo populacional foi estimado a partir dos componentes
de varidncia das freqiiéncias alélicas, para os dados de progénies e adultos,
conforme Vencovsky (1992):

p(-p)=35}
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Na qual, para os individuos adultos:

Sendo, para as progénies:

2, pll-p) 62 &2 &%
52 = B( _ P)=_F+ 1, %
2N, m nm 2nmf

¢

N, = p(i- p)/ 2657

sendo;

=3 am s

O = variancia total;

D = freqiiéncia alélica média;

)

n = nimero de individuos; ’

m = numero de familias; _
J = coeficiente de endogamia médio da po;iulacéo.

Essas expressdes podem servir como uma orientat;ip para estratégias de
amostragem de germoplasmas ou mesmo visando a coleta de sementes para fins
de reflorestamentos, em fungdo da grandeza observada dos componentes da

varidncia. A escolha dos numeros adequados de m e » deve minimizar a
B
‘A - . g0 22
vanancia média ( oy ). |
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistemas enzimaticos

Dos 21 sistemas enzimaticos testados para o estabelecimento do
protocolo para a espécie arborea Copaifera langsdorffii, foram escolhidos os
seguintes: a-EST, GOT, ACP, MDH, PO, SDH e GDH. Contudo, somente os
cinco primeiros apresentaram resolugio passiveis de interpretagio. Nas figuras 5
e 6 sdo apresentados alguns zimogramas dos cinco sistemas enzimaticos
encontrados nas populagdes estudadas. Foram analisados 115 géis, sendo 100
géis das progénies e 15 dos individuos adultos.

As caracteristicas apresentadas por cada sistema enzimitico para os
tecidos foliares de C. langsdorffii Desf. foram:

o Alfa Esterase (a-EST) - Nesse sistema enzimatico observaram se dois locos
passiveis de interpretagdo para as trés populages estudadas, inclusive para
as progénies da populagio da Mata Ciliar. O primeiro loco (a-Est-1)
apresentou-se polimdrfico, com trés alelos nas populagdes adultas e também
nas progénies. O segundo (a-Est-2) apresentou-se polimérfico, com quatro
alelos para as populagdes do Cerrado ¢ Mata Semidecidual e trés locos para
a populag@o da Mata Ciliar ‘e as progénies. |

e Glutamato Oxaloacetato Transaminase (GOT) — Esse sistema apresentou um
loco para as populagdes de adultos e dois locos para as progénies, sendo
monomdrfico para as populagdes do Cerrado ¢ Mata Semidecidual com
fixagdo do alelo 1. Para as progénies, foram observados trés alelos no loco 2.
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 Fosfatase Acida (ACP) - Esse sistema apresentou quatro locos para todas as
populagbes, exceto para a populagio da Mata Semideéidual, que apresentou
apenas um loco com 2 alelos. A populagdio do Cerrado apresentou 2 alelos
para o loco um, 3 alelos para o loco dois, 2 alelos; para o loco trés. A
populacio da Mata Ciliar apresentou-se monomérfica l%os locos um e quatro
no alelo 1, e polimérfica para os locos dois ¢ trés, verificando-se 2 alelos em
cada loco. Para as progénies, foi observado um alto incjice de polimorfismo,
com 2 alelos no loco um e dois, e 3 no loco trés. |

¢ Malato Desidrogenase (MDH) - Esse sistema apresentéu dois locos. O loco
um teve 2 alelos na populagio do Cerrado ¢ Mata Senﬁ@ecidual ¢ 3 alelosna
populagdo da Mata Ciliar e progénies. O loco dois aprésentou 2 alelos para
as populagdes da Mata Semidecidual, Mata Ciliar e p%ara as progénies ¢ 3
alelos para a populagiio do Cerrado.

¢ Peroxidase (PO) — Em todas as populagdes, este sistéxﬁa apresentou dois
locos, sendo todos polimérficos. A populagio do Cerrado apresentou 4
alelos no loco um e 3 alelos no loco dois; ja a populagio da Mata
Semidecidual mostrou 2 alelos no loco um e 3 alel :1 no loco dois. Na
populagdo de adultos e progénies da Mata Ciliar, ocorreram 3 alelos no loco

um ¢ 2 alelos no loco dois.
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Got-1

FIGURA 3. Padrdes isoenzimaticos e seus respectivos locos dos sistemas
MDH, EST, PRX, ACP e GOT para as populagdes adultas
de Copaifera langsdorffii.
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FIGURA 6. Padrdes isoenzimiticos e seus respectivos locos dos sistemas
MDH, EST, PRX, ACP e GOT para as progénies de Copaifera
langsdorffii da populagdo da Mata Ciliar.
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4.2 Freqiiéncias alélicas

As estimativas dos indices de diversidade genética. assim como o0s
parametros quantificadores da estrutura genética das populagdes de C.
langsdorfii, foram obtidas a partir das freqiéncias alélicas de 35 alelos
distribuidos em 12 locos aloenzimaticos (aloenzimicos). As fregiiéncias alélicas
foram obtidas nas 3 populagdes distintas de individuos adultos (Mata Ciliar,
Mata Semidecidual e Cerrado) ¢ para progénies oriundas da populagdo da Mata
Ciliar (Tabela 7).

Na populagio do Cerrado, dos 11 locos, 2 apresentaram-se
monomorficos (Acp-4 ¢ Got-1): na populagao da Mata Semidecidual, apenas 1
loco foi monomorfico (Got-1); e na populagio Mata Ciliar, 2 locos foram
monomorficos (Acp-1 ¢ Acp-4). Para as progénies da populagao da Mata Ciliar.
apenas o loco Acp-4 apresentou-se monomorfico.

As frequiéncias alélicas variaram nas populagoes de individuos adultos
desde uma completa fixacdo de alelos dos locos Acp-4 ¢ Got-1 (Cerrado). Got-1
(Mata Semidecidual) e Acp-1 e Acp-4 nos adultos e nas progénies da populagio
da Mata Ciliar, até freqiiéncias muito baixas. como no caso do alelo 2 no loco
Acp-3 (0.05). alelo 3 no loco Mdh-2 (0.075). na populagdo do Cerrado: alelo 3
no loco Est-2 (0,033), na Mata Semidecidual; alelo 3 no loco Est-1 (0,029); alelo
2 no loco Got-1 (0.024 ) na populagdo de individuos adultos da Mata Ciliar:
alelo 3 nos locos Est-1 (0,007), Est-2 (0.031). Acp-3 (0,025), Got-2 (0,026), Prx-
1 (0,054), Mdh-1 (0,024); e alelo 2 nos locos Acp-1 (0,039), Got-1 (0.013), nas
progénies da Mata Ciliar.

A presenga do loco Got-2 foi exclusiva nas progénies, assim como
alguns alelos que so6 foram observados em alguns individuos das populacoes
estudadas, tais como: alelo 4 no loco Est-2 ¢ alelo 3 no loco Prx-2 (Cerrado ¢

Mata Semidecidual), alelo 3 no loco Acp-2, alelo 4 no loco Prx-1 ¢ alelo 2 no
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loco Mdh-2 (Cerrado), alelo 2 no loco Got-1 ¢ alelo 3 no loco Mdh-1 (Mata
Ciliar e suas progénies).

Portanto, os dados dos 11 locos aloenziméticos demonstraram que as
freqiiéncias alélicas variaram tanto entre quanto dentroidas populacdes, nas
quais se verifica a existéncia de diferencas entre as populagdes adultas, tais
como: a maior freqii€éncia do alelo 2 no loco Est-1 na populacdo do cerrado e o
alelo 1 na populagdo da Mata Semidecidual ¢ Mata Ciliar. o alelo 2 no loco Est-
2 foi o mais freqiiente na populagio do Cerrado ¢ Mata Semidecidual e o alelo 1
na populagio da Mata Ciliar. O alelo 2 no loco Acp-1 foi o mais fregilente na
populagdo do Cerrado ¢ Mata Semidecidual € o alelo 1 na populagdo da Mata
Ciliar. O alelo 1 no loco Got-1 estava fixado na populagio do Cerrado ¢ Mata
Semidecidual; j4 na populagio da Mata Ciliar, apmeﬁtou dois alelos. As
maiores diferengas foram observadas no loco Prx-1 e Prx-2: no primeiro loco, o
alelo 2 foi o mais freqiiente na populagdio do Cerrado ¢ o alelo 1 na populagdo da
Mata Semidecidual ¢ Mata Ciliar. Também verificou-se :que a populagio da
Mata Semidecidual nio apresentou os alelos 3ec4 ca popuilaqio da Mata Ciliar
ndo apresentou o alelo 4. No loco Prx-2, o alelo 2 for o mais fregiiente na
populagdo do Cerrado, o alelo 3 na Mata Semidecidual g o alelo 1 no Mata
Ciliar. Esta variagio nas freqiiéncias dos alelos mais cémuns sugere que a
divergéncia genética entre as populagdes € alta. i

Comparando as freqiiéncias alélicas da populagdo-de adultos da Mata
Ciliar com as das progénies, verificou-se que ndio existem muitas diferencas
entre elas, sugerindo, assim, a existéncia de equilibrio entre éemqﬁm.

Existe, portanto, uma coeréncia nas freqﬁénciasi alélicas quando se
compara a populagdo de adultos da Mata Ciliar com as progénies, ou seja, de
modo geral o alelo mais comum nos adultos também foirj O mais comum pas
progénies. Observa-se, também, que as progénies apresentariam dois alelos (alelo

2 no loco Acp-1 e alelo 3 no loco Acp-3) raros que estavam ausentes nos
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adultos. Isto pode ter ocorrido por dois fatores: a) variagio amostral natural nos
individuos adultos, ou secja, os 20 individuos adultos amostrados nio foram
suficientes para representar a freqiiéncia alélica de toda a populagdo; b) devido
ao fluxo génico advindo de outras populagdes de C. langsdorffii. Esta tiltima
hipétese parece bem provavel para o caso do alelo 2 no loco Acp-1, o qual
apresenta uma alta freqiiéncia nas populagdes do Cerrado ¢ da Mata
Semidecidual e é fixado na populagdo da Mata Ciliar.

As oscilagdes nas freqaéncias alélicas, perdas e fixagiio de alelos, podem
ser um indicativo de deriva genética ou de sclegio. As oscilages se
desenvolvem por meio de processos aleatérios, quando n3o existem mecanismos
de selecdo natural. No caso das localidades estudadas, que se encontram em
ambientes diferentes, com variagSes ambientais distintas, tanto a deriva genética
como a sele¢do natural podem estar influenciando o resultado nas oscilagGes das
freqiiéncias alélicas para C. langsdorffii. No caso da selegio, o efeito poderia ser
tanto de natureza direta, uma vez que as aloezimas participam de rotas
metabolicas que afetam caracteristicas sujeitas a selegdo, como de natureza
indireta, se os locos aloenzimaticos estiverem ligados a genes controladores
daquelas caracteristicas.

A anilise das freqiiéncias alélicas é de grande importancia, pois pode
refletir melhor os efeitos estocasticos do que a maioria dos parametros utilizados
no estudo de genética de populagSes, uma vez que estes nio refletem
diretamente freqiiéncias alélicas eventualmente muito baixas.

Para a espécie arborea Chorisia speciosa, Souza (1997) concluiu que os
pardmetros genéticos que medem a diversidade genética (He, Ho, P, A ¢ Fis) nio
refletiram a perda de alelos, nfo sendo, desta forma, bons indicadores de deriva
genética. A perda, neste estudo, foi evidenciada a partir da anilise direta das
fregiiéncias alélicas.
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TABELA 7. Fregiiéncias alélicas e tamanho da amostra (n) em 11 locos aloenzimaticos
em trés populacSes naturais de Copaifera langsdorffii Desf.

Populagdes -
Cerrado Mata Mata Ciliar
Semidecidual
Loco  Alelo Adultos Adultos Adultos Progénies
o-Est-1 1 0,342 0,500 0,529 | 0,362
2 0,579 0.400 0,441 | 0,631
3 0,079 0,100 0,029 - 0,007
n 19 10 17 . 290
o-Est-2 1 0,152 0367 0,464 0,357
2 0,447 0,467 0,286 0,512
3 0,316 0,153 0,250 ! 0051
4 0,105 0,033 0,000 0,000
n 19 15 28 383
Acp-1 1 0,325 0,143 1,000 0,961
2 0,675 0,857 0,000 | 0,039
n 20 14 13 382
Acp-2 1 0,437 0,000 0,654 0,658
2 0,500 0,000 0346 0342
3 0,053 0,000 0,000 0,000
n 19 00 13 360
Acp-3 1 0,950 0,000 0,769 0,676
2 0,050 0,000 0,231 | 0,299
3 - - - 0,025
n 20 00 13 276
Acp4 1 1,000 0,000 1,000 ;. 1,000
2 - - - -
n 20 00 13 395
Got-1 1 1.000 1,000 0976 0,987
2 0,000 0,000 0,024 0,013
n 20 16 21 356
Got-2 1 - - - 0,777
2 - - = ! 071%
3 - - - ' 0,026
n - - - 191
Prx-1 1 0,188 0,72 0,485 | 0,478
2 0,406 0278 0409 0,468
3 0219 0,000 0,106 ! 0,054
4 0,188 0,000 0,000 0,000
n 16 09 33 1
Prx-2 1 0,175 0,175 0577 0,556
2 0.575 0,300 048 0,444
3 0,250 0,525 0,000 ' 0,000
n 20 20 13 360
Mdh-1 1 0,775 0,425 0464 0,564
2 0,225 0,575 0304 0,412
3 0,000 0,000 0232 0,024
n 20 20 28 373
Mdh-2 1 0,400 0,286 0,500 | 0,547
2 0,525 0,714 0,500 ! 0,453
3 0,075 0,000 0,000 0,000
n 20 14 13 320
Totaisde 35 28 19 24 | 29
Alelos !

69



4.3 Estrutura genética

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de coancestralidade de Cockerham
para as trés populagSes adultas e para uma progénie de C. langsdorffii: os
parimetros f (mede a fixagdo de alelos ou a endogamia média dentro das

populagdes), F (mede a fixagdo de alelos ou a endogamia para o conjunto das
populagGes) e éP (mede a divergéncia genética entre populagdes). Estes

pardmetros correspondem, respectivamente, as estimativas de £ IS F I F ST,
de Wright.

As estimativas médias obtidas mostram endogamia para o conjunto das
populagdes adultas (F = 0,130) e uma tendéncia de excesso de heterbzigotos
para as progénies (13‘ =-0,033). As estimativas médias dentro das populagdes de
adultos ( _f ) mostram baixa endogamia (-0,001); isto sugere que, em média, as
populagdes ndo sio endogimicas; portanto, suas propor¢des genotipicas
encontram-se em EHW. No entanto, o # mostra que o conjunto das populagGes
nio encontra-se em EHW, nio sio panmiticas, tendo, portanto, endogamia
devido a efeitos da deriva genética e sistema reprodutivo.

A anilise da estrutura genética intrapopulacional das progénies (6, ),
revela que 16 % da variabilidade genética encontram-se entre progénies ¢ 84%.
entre individuos dentro de progénies. Em progénies de meio-irmios, espera-se
que este valor seja de, no minimo, 0,125; em progénies de irmios completos,
0,250, e em progénies S, (autofecundacio ~ uma geragio), 0,5. Assim, o valor
* observado de 0,163 indica que as progénies ndo sio compostas exclusivamente
de meio-irmios, sendo também constituidas por individuos irmdos completos
e/ou individuos de autofecundagio, logicamente em menor proporgio que os
meio-irmios. Isto sugere que os cruzamentos nio ocorreram de forma totalmente
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aleatoria, podendo ter ocorrido cruzamentos preferenciais (irmfos completos
¢/ou autofecundacio).

TABELA 8: Coeficiente de coancestralidade entre trés populagtes de adultos e
de uma progénie de Copaifera langsdorffii Desf.

Loco 6, A F f
AES1 0011 : 0.223 0.231
AES2 0,052 ] 0,012 0,042
ACP-1 0,500 A 0,782 0,565
ACP2 0020 ) 0,210 0,194
ACP3 0148 ] 0,083 0,076
ACP_4 *kxk - *hE *kk
Adultos o) 008 i 0,003 0,005
PRX-1 0,087 ] 0,105 0,020
PRX2 0195 ; 0,059 0,168
MDH-1 0,109 ) 0279 0,435
MDH-2 0,056 - 0,056 0,119
Média 0131 0,130 20,001
(0,049 20,240) [0.03420330]  [0,15720,155)
AES-1 . 0.099 0,002 2,111
AES-2 ] 0,123 0,114 0272
ACP-1 ] 0,649 0,531 0,336
ACP-2 ] 0,359 0,193 20,259
ACP-3 ) 0.251 0,214 20,050
Progéaies  ACP - 20,001 -0,000 0,001
GOT-1 i 0,104 0,007 0,122
GOT-2 . 0,080 0274 0,385
PRX-1 ) 0,183 0.129 -0,066
PRX-2 ] 0,097 0,133 0,254
MDH-1 i 0,127 0,053 0,206
MDH-2 ] 0,076 0,364 0475
Média 0,163 0,033 0,234

[011120230]  [0,15620,085] [-0,32520,147]

Valores entre colchetes correspondem aos intervalos de confianga com 95% de
probabilidade ’
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A divergéncia genética entre populagdes (4,) foi alta (0,131), isto
significa que 13% da variabilidade genética encontram-se entre as populagGes e
que 87% desta variabilidade encontram-se dentro das populagtes. Esta
divergéncia ja era esperada, dadas as diferengas detectadas nas freqii€ncias
alélicas entre populagSes. A maioria das espécies arboreas tropicais apresenta
menos de 5% de divergéncia genética entre populagdes. No entanto, neste estudo
encontrou-se uma divergéncia genética entre populagdes (4,) acima deste valor
(13%), sendo que este valor se encontra de acordo com o observado em outras
espécies, ou seja, a maior proporgdo da variabilidade genética encontra-se dentro
das populagges.

Os valores de 4, raramente atinge valores altos. Na maioria das espécies
cle se encontra na faixa de 3%; porém, a heterogeneidade entre os locos reflete
num desvio padrdo alto.

Ciampi (1999), trabalhando com dados de marcadores AFLP (Amplified »
Fragment Length Polymorphism) ¢ microsatélites (SSR — Seqiiéncias Simples
Repetidas), verificou que a maior parte da variabilidade genética em C.
langsdorffii, da ordem de 90%, estio contidos dentro de populagdes, e cerca de
10% estdo entre populagdes.

O padrio de organizagio da variagio genética observado para C.
langsdorffii ¢ o comumente encontrado em espécies arbdreas tropicais, que
possuem alta variagdo genética dentro e baixa entre populagSes. Entretanto, ha
casos em que sdo encontrados altos niveis de 4,, como em Chorisia speciosa
(Souza, 1997); Cryptocarya moschata (Moraes, 1997 e Negrdo, 1999). A Tabela
3 mostra alguns exemplos de valores de divergéncia genética para espécies
arboreas tropicais.

A Copaifera langsdorffii apresenta, assim, um valor de divergéncia

genética interpopulacional que estd entre os maiores entre espécies arboreas

72



tropicais. A alta divergéncia genética entre populagdes, estimada por j ,€0

" baixo endocruzamento dentro de populagdes encontrado para a espécic em
estudo estiio de acordo com a agdo de deriva genética, ja que sdo conseqiiéncias
importantes deste evento aleatorio (Futuyma, 1992). Sendo aleatoria, a2 deriva
pode levar cada populagdo a possuir uma freqii€ncia ?]élim diferente das
demais, e assim causar uma grande divergéncia genética entre as populagdes.
Desta maneira, a alta divergéncia encontrada entre as populagbes indica a
atuagio de deriva na estrutura genética das populagSes. de C. langsdorffii
estudadas.

3

Souza (1997) sugeriu a associagdo de altos indices de F coma acdo de
deriva genética em Chorisia speciosa, estadada em ﬁagfnentos florestais no
interior do Estado de Sdo Paulo. A associagdo entre altos niveis de variagio
interpopulacional e baixos niveis de variagio intrapopulacional com deriva
genética em espécies arboreas ja foi verificada por vanos autores (Moran ¢
Hopper, 1983; Peters, Lonie € Moran, 1990; Kitamura ¢ Rahman, 1992; Rocha ¢
Lobo, 1996; Ge et al., 1998).

A divergéncia entre as populagdes pode ser o resu!.tadol do processo de
fragmentacdo levando & deriva genética. Contudo, oonside%xando a longevidade
do ciclo de vida da espécie ¢ as diferencas nos ambientes, esta divergéncia pode,
provavelmente, ser também o resultado de selegdo. |

Para as progénies, o valor de f (-0,234) mostra a pr&sem;a de excessos
de heterozigotos dentro das progénies em relagdo ao l;l:‘.HW. Contudo, o
F* (-0,033) sugere, para o conjunto das progénies, ou seja, para a populagdo, que
ndio existe endogamia ¢ esta populagdo encontra-se nas propio:)rcées do EHW.

O valor médio de f (-0,001) encontrado para gs 3 populagdes em
conjunto & explicado pelo fato de que a populagio do | Cerrado apresentou
excesso de homozigotos (0,239), enquanto a populagio da Mata Ciliar
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apresentou excesso de heterozigotos (-0,203) (Tabela 10), resultando em um
valor médio negativo.

Os resuitados de g, ¢ 4, obtidos para C. langsdorffi, no presente estudo,
mostram uma divergéncia elevada na maioria dos locos, tanto nos adultos como
nas progénies, apresentando valores negativos em alguns locos. Portanto, ao
considerar os intervalos de confian¢a correspondentes, deve-se observar que as
estimativas /' e¢ F nfo foram estatisticamente diferentes de zero. Estes
resultados sugerem que de fato ocorre uma estrutura de populagdes definida
(uma diferenciacio em relagdo a uma populagio ancestral de referéncia), mas
ndo existe endogamia significativa considerando as populagSes como um todo.

Esta divergéncia populacional encontrada, entretanto, nio foi ocasionada
igualmente por todas as populagdes. Isto pode ser observado pela andlise da
estrutura genética, tomando duas populagdes de cada vez (Tabela 9).

TABELA 9: Coeficiente de coancestralidade tomando as populagdes duas a duas.

Populagdes f F A
Cerrado e 0,173 0,234 0,073
Mata Semidecidual (-0,049 2 0,353) (0,046 2 0,398) (0,01420,132)
Cerrado e -0,015 . 0,129 0,142
Mata Ciliar (-0,13220,107)  (-0,017 2 0,320) (0,048 2 0.273)
Mata Semidecidual e 0,119 0,062 0,162
Mata Ciliar (-0,280 a 0,078) (-0,18220,373) (0,017 2 0,342)

f @ coeficiente de endogamia dentro das populagdes. F : coeficiente de

endogamia para o total das populagSes. é,,: divergéncia genética entre
populag3es. Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianca obtido a
partir de 10.000 bootstrapping.
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Pode se observar que as populagdes do Cerrado-Mata Ciliar ¢ Mata
Semidecidual-Mata Ciliar apresentaram valores altos de &, (0,142 e 0,162)
comparativamente as popula¢des do Cerrado-Mata Semideciﬁidual (0,073).

Isto indica que as populagdes do Cermado ¢ Mata Semidecidual s#o mais
similares entre si ¢ divergentes da populagdo da Mata Clhar Isto € coerente,
visto que estas duas populagdes se encontram geograﬁcainente mais proximas
(aproximadamente 1400m). Esta baixa divergéncia ¢ a k":calimgio geografica
préxima indica que estas populagdes sdo ligadas por intermédio de polinizadores
e sugere que foram originarias de uma populagio ancestral%éomum. No passado,
possivelmente estas constituiam uma tinica populagiio, que através dos processos
de fragmentagGes, deu origem a estas populagdes distintas.

O desdobramento da estrutura genética também indica que o excesso de
heterozigotos dentro das populagdes ( f' ) na anilise cli;’njunta de todas as
populagSes ocorreu em conseqiiéncia da populagio da Mata Ciliar, dado que o
valor de f' s0 foi negativo quando esta populagio wtava sob comparagao,

sugerindo que a alta divergéncia genética entre as trésg

devido a um efeito combinado de deriva genética e selegdo, ou seja, a populacdo
da Mata Ciliar estaria sofrendo selegiio para heterozigotos e as populagdes

Cerrado e Mata Semidecidual teriam divergido entre si por ,*derjva genética. Esta

;Iocalidades ocorreu

hipétese baseia-se no fato de que a deriva gera endogamia e;g selecdo pode gerar
tanto aumento de homozigotos como heterozigotos, sendo; neste caso, selegdo
para heterozigotos.

Entre os varios fatores causadores da endogamia citados na literatura,
Moraes (1992) cita o efeito “gargalo”. Por causa desse efeitfo, a heterozigosidade
média no comego ¢ baixa, tendendo a subir & medida que a. populagdo aumenta.
Para as populagbes estudadas na Mata Atlintica e no; Cerrado, uma das

conclusdes foi a de que os individuos remanescentes de defrubadas de florestas
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primarias teriam iniciado a nova colonizagio da aroeira (Myracrodruon
urundeuva. Freire Allemdo), acametando baixos valores ﬂe heterozigosidade
média e altos coeficientes de endogamia. Em nosso estudo, isto provavelmente
pode estar ocorrendo, uma vez que estes fragmentos sofreram com a exploragio
dos recursos florestais; portanto, a divergéncia genética possivelmente seria
devida ao efeito fundador e fragmentagio.

Pode-se analisar a estrutura populacional na auséncia ou presenga de
fluxo génico atual. Se houver fluxo génico corrente, ele deve estar ocorrendo

entre as populagSes Cerrado-Mata Semidecidual, uma vez que estas possuem
baixo ép, ¢ ocorrendo de uma manecira intermediaria entre as populagdes

Cerrado-Mata Ciliar e entre Mata Semidecidual-Mata Ciliar, que possuem uma
maior divergéncia.

O fluxo génico estaria encontrando barreiras entre estas populacGes. Na
anséncia de fluxo génico atual, pode-se considerar que estas populacdes se
formaram possivelmente a partir de uma populagdo ancestral comum, contudo a
partir de diferentes eventos de fundagso.

As populagdes, no presente estudo, apresentaram variagdo genética
dentro média e pequena entre populagdes, o que € bastante coerente, pois,
segundo Loveless ¢ Hamrick (1984), as espécies tipicamente alogamas
apresentam alta variacdo genética dentro e pequena entre populacGes; no
entanto, a divergéncia entre populagdes ¢ reduzida de acordo com o aumento do
fluxo génico (pélen e/ou sementes).

4.4 Variabilidade genética intrapopulacional
A porcentagem de locos polimérficos variou de 81,8% para o Cerrado e
de 37,5% para a Mata Semidecidual até 72,7% para a populagfo adulta da Mata

Ciliar, sendo que, para as progénies, este valor foi 75,0% (Tabela 10).
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Comparando-se a porcentagem de locos polimérficos encontrado em C.
langsdorffii com duas espécies arboreas tropicais comﬁns, Alseis blackiana
(89,3%) e Psychotria horizontalis (49,5%), estudadas por Hamrick e Loveless
(1986a), observaram-se valores pouco inferiores-aos da primeira espécie e muito
superiores aos da segunda. A andlise da porcentagem (ie locos polimérficos
mostra que C. langsdor/fii apresenta um aito polimorfismo, 0 que torna estas
populagdes favoraveis a conservagio genética.

Em relag@o ao mimero de alelos por loco, houve valores médios iguais a
2,5 (Cerrado), 2,4 (Mata Semidecidual), 2,2 (Mata Ciliar) e 2,5 (Progénies da
Mata Ciliar), valores nio diferentes entre si, a julgar pelo desvio padrdo.

As heterozigosidades médias observadas nas populagbes de C.
langsdorffii do Cerrado, Mata Semidecidual e Mata Ciliar foram,
respectivamente, 0,321, 0,421 ¢ 0,483, e para as progénies da Mata Ciliar, 0,390,
As heterozigosidades médias esperadas foram: 0,420, 0435, 0396 ¢ 0,368,
(Tabela 10), evidenciando uma tendéncia de excesso de horpozigotos em relagfio
ao EHW para as populagdes do Cerrado ¢ Mata Semidecid@ e de heterozigotos
para a populagio da Mata Ciliar, o que pode ser mealr visualizado pelos
valores do indice de fixagdo [f = 1 - (Ho/He)]. Para os individuos adultos da
populagio do Cerrado, Mata Semidecidual ¢ Mata Ciliar, estes valores foram
0,239, 0,063 ¢ -0,203, respectivamente, ¢ para as progél‘;lies da Mata Ciliar,
-0,033 (Tabela 10). |

Estes valores estdo de acordo com a maioria dos tréba.lhos com espécies
arboreas tropicais e reforcam o fato de se encontrar uma maior fixagio de alelos
em progénies, 0 que repercute em um menor polimorfismo. ‘

Verifica-se que as heterozigosidades (Ho e He) foram altas (>0,30)
quando comparadas com a maioria dos trabalhos com espléci&s arbdreas, tanto
tropicais como temperadas, mostrando um padrio tipico de uma espécie
alégama de alta densidade (espécie comum). O desvio padlio destas estimativas
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sugere que nio existem diferengas entre as populagdes para estes parimetros. Da
mesma forma, o mimero médio de alelos por loco foi similar entre as
populagdes. Contudo, a porcentagem de locos polimérficos demonstra que as
populagdes do Cemrado e¢ Mata Semidecidual apresentam uma maior
variabilidade entre os locos, ou seja, ha mais locos polimérficos do que na
populacgio da Mata Ciliar.

Comparando adultos € progénies da Mata Ciliar, verifica-se similaridade
para os indices de diversidade, porém com a tendéncia de aumento da
heterozigosidade entre a fase de plantulas e a fase adulta. Esta ¢ uma tendéncia
também observada na maioria dos trabalhos com espécies arboreas tropicais
(Tabela 1).

Existe uma tendéncia de a heterozigosidade alcangar maiores valores em
individuos adultos, sugerindo um mecanismo seletivo atuando em favor dos
heterozigotos. Esta tendéncia foi observada em varios trabalhos, como o de
Hamrick, Murawski e Nason (1993) estudando 3 espécies arboreas tropicais.
Resultados desse tipo também foram encontrados para outras espécies arboreas
tropicais, como Cecropia obtusifolia (Alvarez-Buylla e Garay, 1994), Cedrela
Sissilis (Gandara, 1996), Chorisia speciosa (Souza, 1997), Genipa americana
(Sebbenn, 1997) e Euterpe edulis (Reis, 1996).

O desvio padrio de (4) sugere que nio existem diferencas entre adultos
¢ progénies, mas verifica-se um aumento no niimero de alelos nas progénies, o
que pode ter ocorrido por migragio (fluxo génico) ou por problemas amostrais
na fase adulta, na qual os 20 individuos amostrados possivelmente ndo estejam
representando todas as variag3es alélicas presentes nesta populagio.

O indice de fixagio, ou coeficiente de endogamia de cada populagiio, foi
positivo e alto para a populagio do Cerrado ©, 239), baixo para a Mata
Semidecidual (0,063) e negativo e alto paraa populawo da Mata Ciliar (-0,203),

78



sugerindo alta endogamia na primeira populagdo, proporgies do EHW na
segunda e selegdo para heterozigotos na terceira.

TABELA 10: Indices de diversidade genética de trés populacdes naturais de
Copaifera langsdorffii. Desf. na Regido de Lavras-MG, baseados
em 11 locos e 5 sistemas enzimaticos (individuos adultos) ¢ 12
locos € 5 sistemas enzimaticos (progénies da populagdo da Mata

Ciliar). _
Indices de POPULAC&ES
Diversidade Genética Cerrado Mata - Mata Ciliar
Semidecidual
Adultos Adultos Adultos  Progénies
Heterozigosidade média 0,321 0,421 0,483 0,390
observada (F ) (0,064) (0,110) (0,103) (0,069)
Heterozigosidade média 0,420 0,435 0,396 0,368
esperada ( Hu ) (0,081) (0,078) (9,077) {0,060)
Porcentagem de locos \
polimorficos* (0,95) 81,8 875 72,7 75,0
(P) . :
Indice de Fixagiio 0,239 0,063 -0 203 -0,033
) (0,08720374]  [-0,30720413) [-9,334 a  [-0,155a0,085)
-0,033)
Numero médio de alelos 25 24 2,2 25
por locos (0,30) (0,30) (0,20) (020)
(4) ,
Tamanho médio da 19,4 14,8 18,6 3264
amostra por locos (0,40) (140) (2,30 (19,0)
(n)

* Um loco ¢ considerado polimérfico se a freqiiéncia do alelo mais comum ndo exceder
a2 0,95 de probabilidade; os valores entre parénteses correspondem ao0s desvios padro e
entre colchetes aos intervalos de confianca.
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Possivelmente, a causa seja deriva genética devido ao efeito fundador ¢
selecio para ambientes especificos. Considerando a neutralidade do marcador
isoenzimatico, pode-se atribuir o excesso de heterozigotos na populacio da Mata
Ciliar a uma possivel ligagio dos locos isoenzimiticos a locos de efeito
adaptativo.

Espécies comuns geralmente apresentam maiores niveis de variabilidade
genética do que espécies raras. A C. langsdorffii é uma espécie comum na regido
de Lavras-MG, ajﬁstando—se, entdo, a esta predicdo.

Comparando-se He, obtido para as populages adultas de C.
langsdorffii, com os encontrados em espécies vegetais, 0,141 (Hamrick, 1979),
em populagSes de espécies arboreas, 0,149, e espécies arbdreas tropicais, 0,109
(Hamrick e Godt, 1989), observa-se a grande superioridade nos valores
encontrados. Todavia, quando se compara He com a média de 16 espécies
arboreas tropicais comuns, 0,211 (Hamrick ¢ Lovelless, 1989), com espécies
arboreas tropicais de alta densidade, da familia Rubiaceae, 0,374 (Alseis
blachiana), e valores encontrados por Reis (1996), 0,452 (Euterpe edulis)
(Tabela 1), observa-se que a heterozigosidade da C. langsdorffii foi bem
superior a encontrada para as 16 espécies arboreas tropicais comuns, pouco
superior a encontrada para a segunda espécie e proxima i encontrada para a
terceira espécie.

No entanto, comparando-se Hodos adultos, relativamente a encontrada
por Hill et al. (1978) para trés espécies arboreas ribeirinhas amazénicas, 0,100 a
0,425 para Aeschynomene sensitiva Sw. Var. amazonica Rudd., 0,184 a 0,364
para Aeschynomene sensitiva Sw. Var. sensitiva Rudd e 0,333 a 0,460 para

Mimosa pigra L., observaram-se valores médios semelhantes aos encontrados
para C. langsdorffii.
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Ciampi (1999), trabalhando com C. langsdoriffii analisou oito locos SSR

¢ observou valores de diversidade genética (He= 0,88 ¢ Ho = 0,89) quatro a
doze vezes superiores aos obtidos com isoenzimas eni diferentes espécies
arbéreas relatadas por Sheely e Meagher (1996) e Loveless, Hamrick ¢ Foster
(1998). Comparacdes entre estimativas de diversidade obtidas com isoenzimas e
com microsatélites tornam-se, entretanto, de dificil avaliagio, tendo em vista a
diferen¢a fundamental na natureza da seqiiéncia amosfl:'ada do DNA, pois
isoenzimas sdo seqiiéncias codificantes e microsatélites sdo regies ndo
codificantes e sujeitas a altas taxas de mutagdo pela sda estrutura (Ciampi,
1999). )

Hill et al. (1978) também observaram que as populagdes localizadas ao
longo das margens dos rios quase sempre apresentavam "t‘xiveis mais altos de
heterozigosidade do que as localizadas distantes, atribuindc'}‘essa caracteristica a
dispersio hidrocorica. No caso da C. langsdorffi, sendo a dispersio também
hidrocérica (Carvalho, 1994), e a populagdo da Mata Cili%ar encontrando-se as
margens do rio Capivari, esta apresentou um valor de ﬁ}o superior as outras
duas populagdes estudadas, sugerindo que isto se deva 4 dispers3o hidrocérica.
Seria interessante complementar seun estudo através da éavaliaqio de outras
populacdes ao longo do rio Capivari, objetivando detectar, a extensio do fluxo
génico pela agua. .

Os resultados mostram que nio existem diferenga;s significativas para
Ho; He ¢ A entre populagdes, e que os parimetros Ho § He revelam que a
espécie apresenta altos niveis de heterozigosidade se comi)amda com a média
das espécies florestais. i

I
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4.5 Sistema reprodutivo

4.5.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O EHW ¢ baseado em premissas de cruzamentos aleatdrios, auséncia de
mutacdo, migracdo, deriva genética, selegdo e tamanho infinito das populagdes
(Metter ¢ Gregg, 1973; Futuyma, 1992). Devido & pressuposi¢do de cruzamentos
aleatorios, a avaliagdo da existéncia de EHW nas populagdes pode ser uma
forma inicial de abordar o sistema reprodutivo das espécies (Reis, 1996).

O teste de EHW s6 pode ser verificado quando se trabalha com mais de
uma geragdo, como € o caso da populaciio da Mata Ciliar onde tém-se os adultos
¢ as progénies. Nas demais populagSes, pode-se apenas verificar o ajuste das
proporgdes genotipicas ao modelo de EHW. Isto acontece porque o EHW prediz
auséncia de alteragdes nas freqiéncias génicas e genotipicas na auséncia de
fatores evolutivos (deriva genética, mutagio, selegio e migragio), populagdes
grandes e de cruzamentos aleatorios.

Os individuos adultos e as plantulas da populagdo de C. langsdorffii
foram submetidas ao teste de EHW (Tabela 11). O teste exato de Fisher (P) foi
priorizado, pois o mimero de genétipos esperados (ne) foi inferior a 1,00 na
analise convencional de qui-quadrado (X°). Os testes exatos sio geralmente
usados para tamanhos amostrais pequenos, quando ha uma maior chance de ter
nameros esperados pequenos no teste X° (Weir, 1996). Conforme este autor,
mesmo em amostras moderadamente grandes, a existéncia de alelos raros no
loco resulta em nimeros esperados pequenos; nesse caso, 05 testes exatos sio
preferiveis. Segundo Gomes (1990), o teste X” niio deve ser usado quando a
freqiiéncia esperada minima for < 1 e quando niio mais de 20% das freqiiéncias
esperadas forem < 5, pois o valor do X” resultante sera viesado e nio pode ser
legitimamente comparado com os valores na tabela de distribuicio (Zar, 1984).

82



Quando essas regras nio se aplicam, o teste exato de Fisher deve ser empregado

por ser menos restritivo em relagio as fregiiéncias esperadas (Siegel, 1956).

TABELA 11: Probabilidades do teste exato de Fisher para hipétese do

Equilibrio de Hardy-Weinberg, para as trés populagdes adultas e
a progénie de Copaifera langsdorffii.
|

P (Fisher) :
ADULTOS ;. PROGENIES
Loco Cerrado Mata Mata Ciliar  Mata Ciliar
Semidecidual ?
a-estl 0,017 0,564™ 1,000™ . 1,000
o-est2 0,060™ 0,604™ 0,000™ 0,004
Acpl 0,350™ 0,004" - 0,000
Acp2 0,356™ — 0,578 0,001™
Acp3 1,000™ — 1,000® 0,029"
Acp4 - - - 1,000®
Gotl - - 1,000% 1,000™
Got2 - - - . 0,000™
Prxl 0,031™ 0,941™ 0,002 0,065™
Pr2 0,204 0,367" 0275* © 0,025
Mdhl 1,000™ 0,002" 0006 " 0,017
Mdh2 1,000 0,505™ 0,300 ' 0,000™

"P<0,05 ~ P<00l ns=ndo significativo

O teste exato de Fisher, para as populagdes adultas e progénies,
detectam desvios significativos do modelo em 11,1% (Cerrado), 28,6% (Mata
Semidecidual), 33,3% (Mata Ciliar) e 66,7% (Progénies da Mata Ciliar). A nio
aderéncia dos locos foi devida ao déficit de heterozigotos obfervados em relagdo

ao nimero de heterozigotos esperados pelo modelo.
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Analisando os dados da Tabela 11, verifica-se que a maioria dos locos
para os adultos encontram-se nas proporgSes do EHW, sugerindo que as
populagdes foram geradas por cruzamentos aleatorios. Entretanto, para a
populagio da Mata Ciliar, verifica-se que as progénies estio fora do EHW para a
maioria dos locos. Neste caso, tém-se individuos adultos em EHW gerando
progénies fora do EHW, devido a desvios de cruzamentos aleatorios e/ou algum
fator evolutivo. Por exemplo, ji foram detectados indicios de migragdo (alelos
presentes nas progénies e ausentes nos adultos), selegio para heterozigotos e que
as progénies nio sio exclusivamente de meio-irmdos (9}.= 0,163), logo os

cruzamentos ndo foram totalmente aleatérios.

4.5.2 Taxa de cruzamento multilocos, unilocos e de autofecundacdo

O sistema de reprodugiio foi avaliado apenas para as progénies da
populagdo da Mata Ciliar.

A Tabela 12 mostra a caracterizagdo da taxa de cruzamento por progénie
(t), taxa de cruzamento multilocos (fm) ¢ unilocos (f_,) para a populacdo da
Mata Ciliar. A 7, e 7, foram obtidas a partir da estimativa de maxima
verossimilhan¢a (Ritland e Jain, 1981), pelo programa MLTR de Ritland (1990).
Diferengas positivas entre 7, ¢ 7, (f, - f,) permitem obter a taxa de
cruzamento entre aparentados (Shaw e Allard, 1982; Ritland e El-Kassaby,
1985, Ritland, 1990) e diferengas positivas entre ;,,, el(l- fm) permitem obter
a taxa de autofecundacdio ( § ) na populagdo (Ritland, 1990).

O modelo multilocos permite obter a proporgio de cruzamentos
endogimicos devido ao fato de 7, ser obtida separadamente loco a loco;

portanto, através de menos informagdes sobre freqiiéncias génicas de pélen e



6vulos do que da estimativa multilocos que considera simultaneamente varios
locos no célculo da taxa de cruzamento. A taxa de multllocos tem mais recursos
para separar sementes originadas de cruzamentos da autofecundag.ao visto que
os casos duvidosos de um loco sio esclarecidos por outros locos. A taxa
unilocos confunde, muitas vezes, cruzamentos entre aparentados com
autofecundacio e/ou apomixia; nestes casos, subestima a taxa de cruzamento e
superestima a taxa de autofecundacio.

A estimativa de 7, foi obtida a partir de 20 progénies avaliadas na
populagdo (Tabela 12). A ?m estimada foi de 0,917 (0,041), a diferenca entre fm

e 7, foi 0,040 ¢ a taxa de autofecundagio (5) foi o,os%. Assim, neste ciclo
reprodutivo, 91,7% das plintulas foram geradas por cruzamentos, sendo 87,7%
entre individuos ndo aparentados, 4,0% entre aparentados e 8,3% por
autofecundagdo. Pode-se, desta forma, considerar a C. {angsdor;ﬁii como de
reprodugio mista, predominantemente alégama. Estes valofes estdo proximos da
média encontrada para as Angiospermas arbéreas tropicais (T abela 2).

A taxa de cruzamento entre aparentados é pequena (4%), mas indica a
possibilidade de existir estruturagio na populagdo. Con{ relagio a f , esta

apresentou o valor de 0,917, indicando a existéncia de autofecundagzo (8%) na
populagio estudada.

A t estimada por progénie variou de 0,00 a 1,00. gsta discrepancia nas
taxas de cruzamentos individuais deve estar associada a0 assincronismo na
floracdo masculina e feminina, dado que as arvores nio estéo isoladas, ou ainda
devido ao comportamento dos polinizadores. Provavelmente as progénies de
mimero P09, P11, P13 e P19, que apresentaram um balxo valor de ¢,
floresceram no inicio ou no fim do pico da florada mascuhqa da populacdo, fase
em que provavelmente havia pouco ou nenhum pélen disponivel para os

cruzamentos, o que possivelmente possibilitou a autofecundagdo.
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TABELA 12;: Taxa de cruzamento por progénie (#), taxas de cruzamento
multilocos (?,., ), unilocos (f,) ¢ taxa de autofecundaciio na

populagio ( §) de Copaifera langsdorffii Desf. para a populagio
da Mata Ciliar. (Os desvios padrdes se encontram entre

parénteses).

oo L B B gd, 3
P01 0,78 (0,12) 0,22
P02 1,00 (0,02) 0,00
P03 0,95 (0,06) 0,05
P04 0,92 (0,06) 0,08
P05 0,91 (0,07) 0.09
P06 0,78 (0,11) 0,22
P07 0,76 (0,17) 0,24
P08 1,00 (0,00) 0.00
P09 0,31(0,11) 0,69
P10 0,98 (0,06) 0,02
P11 0,00 (0,00) 1,00
P12 0,93 (0,06) 0,07
P13 0,50 (0,19) 0,50
P14 0,92 (0,00) 0,08
P15 1,00 (0,14) 0,00
P16 0,91 (0,14) 0,09
P17 0,99 (0,04) 0,01
P18 0,99 (0,04) 0,01
P19 0,05 (0,08) 0.95
P20 1,00 (0,00) 0,00

Média — 0,917 0,877 0,040 0,083

(0,041) {0,030) (0,023)
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4.6 Fluxo génico (ﬁm)

A estimativa de fluxo génico para cada par de pophlac;ﬁes de adultos é
mostrada na Tabela 13. '

Para a estimativa do fluxo génico, utilizou-sé: o coeficiente de
coancestralidade de Cockerham (é,) como medida de aiwmidade genética
entre populages, obtido a partir da anilise de varidncia das e?freql“léncias alélicas,
conforme sugerem Cockerham ¢ Weir (1993), em subst:imi(%o a F s - A relagio

da divergéncia genética entre populagdes e a quantidade d;a migrantes (]:/,,,) é
dada pela formula de Crow e Aoki (1984) e as estimativas indiretas do tamanho
da vizinhanga (]\7 ») por um modelo de alpondras de estrutura populacional

[férmula de Barton, (ndo publicada, em Slatkin e Barton, 1989)].
A partir da Tabela 13, observa-se que o mimero méélio de migrantes por

geragio (fV,,,) foi de 0,41, indicando baixo fluxo génico aﬁa.rente, ¢ o valor de

N, , foi em tomo de 2 individuos. De acordo com Slatkin e Barton (1989), os

valores de Nm ¢ Nb determinam se a deriva genética, por si s6, pode produzr
variabilidade genética substancial entre locais. Se Nm ou Nb sdo maiores que
1,0, entdio o fluxo génico sera alto o suficiente para pmvenig uma diferenciacdo
devido a deriva genética. l

Dessa forma, estes valores indicam que o fluxo géﬂico ndo ¢ suficiente
para evitar uma diferenciagdo populacional devido a denva genética, podendo
ser considerado, no entanto, relativamente pequeno quando comparado aos
valores obtidos de outras espécies arboreas tropicais (T abela 3). Indicam
também que o mimero de genitores que trocam alelos ao acaso esta em tomo de
2 individuos, sendo que um nimero menor de individuc?s em uma mesma

. e . . . .
unidade de area implicaria em um aumento da divergéncia entre as vizinhangas,
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em decorréncia do aumento intemo dos niveis de endogamia, alterando a
estrutura genética da populagio a médio prazo (Reis, 1996). Além disso, os
efeitos da deriva genética se acentuariam, levando, possivelmente, & perda dos
alelos de menor freqiiéncia. Adicionalmente, os niveis de heterozigosidade iriam
diminuir, reduzindo a diversidade genética da populagio. Essa reducdo na
diversidade teria conseqiiéncias diretas na dindmica populacional, implicando na
reducio do dinamismo das populagdes naturais da espécie.

Verificando o fluxo génico entre cada par de populagdes (Tabela 13),
observa-se que entre as populagdes do Cerrado ¢ Mata Semidecidual este valor
€, no minimo, o dobro do valor das populagdes entre o Cerrado e Mata Ciliar,
que, por sua vez, ¢ maior que o valor entre a Mata Semidecidual ¢ Mata Ciliar; e

quando se consideram as trés populagdes, tem-se entio um valor intermediario,

TABELA 13: Fluxo génico (ﬁm ), estimativas indiretas do tamanho da
vizinhanga (1\7 ») obtido a partir de estimativas de divergéncia

genética (é,, ) de trés populagbes de adultos de -Copaifera
langsdorffii tomadas duas a duas e as trés populagdes juntas,

[

Populagdes n np 6, N, N,
Cerradoe 40 2 0,073 0,79 4,96
Mata Semidecidual
Cerradoe 53 2 0,142 0,38 2,39
Mata Ciliar
Mata Semideciduale 53 2 0,162 0,32 2,01
Mata Ciliar
Cerrado,
Mata Semideciduale 73 3 0,131 041 2,58
Mata Ciliar

n = nimero de individuos amostrados; np = miimero de populacdes.
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O valor de N » Calculado a partir de divergéncia genética reflete o fluxo

génico que ocorreu durante um longo periodo; ele nio indica se esta havendo
obrigatoriamente fluxo génico em determinado evento reprodutivo, mas estima
os niveis de fluxo génico que devem ter ocorrido no pasgado para produzr os
padrGes observados de estrutura genética. Assim, o valor;de 1\7,,, , a0 invés de

fluxo génico atual, pode indicar uma base genética mais estreita entre as
populagdes do Cerrado e da Mata Semidecidual do que entre Cerrado e Mata
Ciliar ou mesmo entre Mata Semidecidual ¢ Mata Ciliar, sugerindo que elas
estivessem mais ligadas anteriormente ou que fossem éoriginérias de uma
populagdo ancestral comum. Isto é bastante coerente éom a formagdo da
populagdo do Cerrado a partir de uma populagio anteriormente ligada a
populagdo da Mata Semidecidual, que no passado deveriam ter sido uma unica
populagdo, que através dos processos de fragmentacdes das Eﬂorcstas, deu origem
a estas populagdes distintas. ‘

A populagio da Mata Ciliar deveria ter também uma ligacdo mais antiga
com as outras popula¢des; se for considerado que o N m r‘ea.[mente o resultado

de fluxo génico recente, as populagdes da Mata Semidecidual e Cerrado estariam
trocando genes entre si muito mais do que com a populagdo da Mata Ciliar. A
troca de genes acontece entre a populagdo da Mata Ciliar f: as outras, mas em
menor amplitude; isto também pode ser facilmente explicado se for levada em
consideragdo a distincia entre as populagbes. A populacio c!o Cerrado encontra-
se proxima a Mata Semidecidual (aproximadamente 1.4;00 m), enquanto a
populagdo da Mata Ciliar encontra-se a uma distincia d'e aproximadamente
10.600 m das demais.
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4.7 Tamanho efetivo (ﬁ,)

O tamanho efetivo populacional (ﬁe) € um pardmetro muito importante

a ser conhecido nas atividades de preservagdo de germoplasmas, coleta de
sementes ¢ conservagio in situ, uma vez que trata da representatividade genética
das amostras. Segundo Vencovsky (1987), nas atividades de coleta de sementes
de plantas alégamas, sua importéncia ¢ tal que ndo é suficiente coletar centenas
ou até¢ milhares de sementes de apenas uma umica planta, porque elas nio valeriio
mais do que quatro sementes colhidas de quatro plantas. Por conseguinte, para

esta atividade, o conhecimento do ﬁ, ¢ fundamental para delinear as estratégias
otimas de coleta.
A partir da estimativa de fV, (Tabela 14), para plantas adultas, pode-se

afirmar que os 20 individuos (n) amostrados na populagdo do Cerrado, 20»
individuos da Mata Semidecidual e 33 individuos da Mata Ciliar representam,
geneticamente, 16,1; 18,9 ¢ 41,5 plantas, respecﬁvamente, de uma populac¢do
panmitica ideal.

Para a populaggo do Cerrado, o tamanho efetivo foi menor que o mimero
de individuos amostrados. Esta diferenca ¢ devido a uma menor variagio
genética, como verificado pela endogamia nas plantas aduitas desta populagzo.
Para a populagio da Mata Semidecidual, o tamanho efetivo foi proximo ao
mimero de individuos, e para a populagfio da Mata Ciliar, o tamanho efetivo foi
superior ao nimero de individuos. Estes resultados estio de acordo com os
indices de fixagdo detectados, ou seja, nio hi endogamia nas plantas adultas
desta populacdo. Esta superioridade decorreu da alta heterozigosidade detectada
nesta geracdo. Como os heterozigotos carregam sempre dois alelos diferentes,
eles podem representar um nimero maior de individuos na populagio.

90



TABELA 14: Tamanho efetivo (1\7,) e nimero de individuos (n) de trés

populacdes naturais de Copaifera langsdorffii Desf. a partir de
dados de individuos adultos € de progénic de uma das

populacdes. g

Populagdio (Adultos) [} [ n
Cerrado 16,1 — 20
Mata Semidecidual 18,9 - 20
Mata Ciliar 41,5 - 33
Média 25,5 - 24,3

Popula¢io (Progénie)
Mata Ciliar 55,9 2,80 396

O valor do tamanho efetivo estimado com as progénies foi bastante
baixo em relagio ao nimero de individuos (Tabela 14), 0:que é naturalmente
esperado devido ao parentesco existente entre as plintulas "das progénies. Esta
estimativa mostra que 396 plantulas analisadas da populal(:io da Mata Ciliar
correspondem a 56 individuos de uma populagio panmitica ideal.

O N, iz, foi médio, 2,80 (55,93/20). Este valor decorre do tamanho
finito da prole da matriz, 20 plantulas. O valor maximo a%umido por N, pmaiz
para amostras de tamanho infinito, ou na ordem de ceﬁtenas, de espécies
alogamas, € 4F, onde F ¢ o nimero de matrizes; assim, N,,mhm poderia atingir o
valor 4. Por sua vez, o ]\7, poderia atingir o valor maximo dt; 80(4x20).0 1\7,

obtido foi de 55,93, que corresponde a 69,91% do maximo, podendo ser
considerado como bom; porém revelando a existéncia de homozigose no
conjunto das progénies, em concordincia aos indices de ﬂxacﬁo de Wright.
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Vencovsky (1987) sugere, para aumentar o ﬁ,, tanto para a coleta de

sementes como para a preservagao de germoplasmas, que se processe o controle
gamético feminino através da colheita de um numero igval de sementes de cada
planta. Em pratica, resulta em um tamanho efetivo maior, uma vez que todas as
plantas contribuirdo com mimero igual de gametas femininos, nio havendo
riscos de uma contribuir com mais ou menos sementes, como ocorre quando sdo
misturadas em propor¢des desiguais por matriz. Tal pritica reduz o efeito da
deriva genética ou, em termos quantitativos, reduz a varidncia do nimero de

gametas forecidos pelas plantas genitoras, aumentando o ﬁe ou, em outros

termos, a representatividade genética do material. Nessa técnica de coleta de
campo, o tamanho efetivo maximo atingivel ¢ 4F, sendo F 0 mimero de plantas
genitoras. Ainda segundo o autor, o que se deve tomar aleatoriamente é o
conjunto de plantas genitoras e ndo suas sementes. Entio, na atividade de coleta
de sementes, o ideal é que se procure sempre reunir descendentes, como
sementes, de um maior nimero possivel de plantas genitoras, € de preferéncia
um nimero igual ou aproximadamente igual de sementes de cada uma. Para C.
langsdorffii, o ideal para a coleta de sementes é que estas sejam coletadas em
quantidades iguais por matriz, de pelo menos 25 matrizes, aleatoriamente, nas
populagdes. Esta estratégia garantiria a integridade genética das sementes. A
recuperagdo de areas degradadas com sementes coletadas a partir destes
principios dard origem a populagdes com alto potencial evolutivo, dada a
possibilidade de infinitas novas recombinagGes genotipicas que, por sua vez,
aumentardo a adaptabilidade da espécie ao ambiente, a possiveis mudangas
ambientais futuras e & colonizac3o de novas areas.

Para fins de conservagdo in sifu, a populagio que apresentou maior
potencial foi a da Mata Ciliar, considerando a heterozigosidade observada, a

baixa endogamia nos adultos ¢ os indicios de selegdo para heterozigotos entre a

92



fase de plintula ¢ a fase adulta. Para sc obter a drea minima viavel para a
conservagdo in sifu, tomando-se¢ como 50 o nimero minimo de individuos para
esta pratica (Frankel e Suolé, 1981) e sendo a relagio ﬁ, /n da populagdo da
Mata Ciliar igual a 1,257 (41,5/33), ¢ o nimero médio estimado de plantas
reprodutivas por hectare igual a 48, supde-se que estas poderdo ser conservadas
em areas de 0,83 ha [50/(48x1,257)], sem que ocorra o perigo da perda de alelos
raros a curto prazo. Entretanto, Frankel e Soulé (1981) sﬂxgerem 500 ou mais
individuos para a conservagio de uma populacio idea;l‘ (com cruzamentos
aleatorios, igual proporgoes de individuos de ambos os sexos, sem flutuagSes na
populacdo, sem sobreposicdo de geragdes e distribuicio aleatoria das progénies).
Neste caso, a area requerida para a conservagio de C. Ian%gsdorﬁi seria de 8.3
ha, podendo ser considerada uma mata pequena. Este resultado decorre da alta
densidade de individuos na populagdo e mostra que, para o caso da conservagio
de ecossistemas florestais, o ideal ¢ que a estimativa da ared vidvel seja realizada
a partir das espécies raras {menos de 4 individuos por hectare] (Hamrick e
Murawski, 1991), visto que estas requerem muito espago para a sua manutenc3o.
Entdo, utilizando espécies raras na determinacdo da area minima viavel para a
conserva¢io, um grande mimero de espécies comuns, como a C. langsdorffii,
serdo preservadas indiretamente, visto que estas requerem rﬁenos area para a sua
manuten¢io.
;
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5 CONCLUSOES

O estudo das populagSes naturais de Copaifera langsdorffii Desf, através
de dados de isoenzimas possibilitou chegar as seguintes conclusdes:

As freqiiéncias alélicas variam tanto dentro quanto entre as populagGes,
verificando-se diferengas significativas entre as trés populagdes adultas e que
existe equilibrio entre as geragdes da populagio da Mata Ciliar.

A estrutura genética foi caracterizada por apresentar uma maior variacio
genética dentro das populagBes (87%) ¢ uma menor variagio entre (13%).

As populacGes do Cerrado ¢ Mata Semidecidual si0 mais semelhantes
entre si e sdo divergentes da populagdo da Mata Ciliar.

Os indices de diversidade genética detectados foram altos quando
comparados com outras espécies arboreas tropicais, sugerindo que as populagdes
estudadas sio favoraveis 4 conservagdo genética i situ.

A maioria dos locos para as populagdes adultas encontram-se nas
propor¢des do EHW; portanto, isto sugere que estas populagdes foram geradas
por cruzamentos aleatérios.

De acordo com as estimativas dos pardmetros do sistema de reproducdo,

verificou-se que a C. langsdorffii ¢ uma espécie de reproducio mista
predominantemente algama.
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Através das estimativas do fluxo génico, verificou-se que existe uma
maior similaridade entre as populagdes do Cerrado e Mata Semidecidual do que
entre as populagdes do Cerrado ¢ Mata Ciliar ou entre Mata Semidecidual e
Mata Ciliar, evidenciando que elas estivessem mais qm anteriormente ou
que foram originarias de uma populagio ancestral comum.

A estimativa do tamanho efetivo populacional UV ) sugere que a area
minima vidvel para a conservagio in sifu de uma populaqao ideal de C.
langsdorfii é de, no minimo, 8,3 hectares. N
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