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TAMANHO EFETIVO POPULACIONAL NA COLETA
E PRESERVACAO DE GERMOPLASMA DE ESPECIES ALOGAMAS

R. Vencovsky'

RESUMO - O conceito do tamanho efetivo populacional, Ne, como medida da re-
presentatividade genética, foi adaptado as atividades de coleta e preservagdo de ger-
moplasma de espécies al6gamas. Foram deduzidas expressdes de N,, proprias para
essas etapas, e apresentados exemplos de sua aplicagdo. Ficou evidenciado que, ao
se compor uma amostra de sementes, em quaisquer das etapas, deve-se procurar
colhé-las de um maior nimero possivel de plantas genitoras, tomadas ao acaso. En-
fatizou-se a técnica do controle gamético feminino, que consiste em se colher ni-
mero igual, ou aproximadamente igual, de sementes de cada planta. Mostrou-se
que, com tal técnica em coletas a campo, o tamanho efetivo miximo atingivel € de
4F, sendo F o nimero de plantas genitoras. Na manutenc¢do de amostras de bancos
de germoplasma, em lotes isolados com polinizagdo manual, a referida técnica per-
mite atingir tamanho efetivo de 1,33n, em que n é o numero de sementes da amos-
tra. A perda de alelos, por deriva genética, serd pois, diminuida por meio desse pro-
cedimento de controle gamético. Investigou-se o efeito da perda parcial da viabili-
dade em amostras, na fase de sua preserva¢do. Mostrou-se 0 modo como tais perdas
podem comprometer a representatividade da amostra inicial, propiciando erosio
genética, muitas vezes irreversivel. Discorreu-se sobre o tamanho efetivo ideal de
amostras, para permitir, com alta margem de confianga, a reten¢do de alelos cuja
freqiiéncia é de até 0,01, na populagdo original.

EFFECTIVE POPULATION SIZE IN THE COLLECTION
AND PRESERVATION OF GERMPLASM OF PANMITIC SPECIES

ABSTRACT - The measure of the variance of effective population size, N, was
adapted to specific aspects of collecting and preserving germplasm of panmitic
species. Appropriate expressions of N, were derived for these steps and examples
given for illustration. The following main conclusions could be drawn. It is evident
that, in compounding a sample, in any circumstances, one should collect seeds from
the largest possible number of parental plants, taken at random. The control on the
number of female gametes, which consists in taking an equal number of seeds per
plant, was emphasized. In field collections, it could be shown that through this
technique, the highest effective number attainable is 4F, F being the number of
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parental plants. In the process of maintaining samples of germplasm banks, in
isolated plots and open pollination, on the other hand, the highest effective number
attainable through female gametic control is 1.33n, n being the number of seeds of
the sample. This technique, therefore, reduces the possibility of eventual losses of
alleles due to drift. The effect of partial reduction of the viability of seeds in
samples, during preservation, was also investigated. It was shown how this reduction
can affect the initial genetic representativeness of a sample and that the consequent
genetic erosion can, Iin many circumstances, be irreversible. Considerations were
made about the ideal effective size of a sample, necessary to permit, with high
confidence, the maintenance of alleles with frequency as low as 0.01, in the original
population.

INTRODUGAO

O fenomeno da erosio das reservas de genes vem recebendo a ateng¢do de
especialistas j4 hd algumas décadas. Segundo Hawkes (1981), foi a partir da década
de 50, no entanto, que se comeg¢ou a reconhecer a rdpida deterioragdo de muitas
dessas reservas. Vdrios autores, como Frankel (1977), Frankel & Bennett (1970),
Harlan (1970), Bennett (1970), Frankel (1970) e Blixt (1970), entre outros, expres-
sam o mesmo ponto de vista. E verdade que essa perda de genes estd ocorrendo com
diferentes intensidades, conforme a espécie. Em vdrios casos, todavia, a situagdo
atual parece ser jd bastante critica.

As diversas causas da gradual delapidacdo da variabilidade genética sdo apre-
sentadas pelos autores, havendo consenso ser a propria atividade humana, o crescen-
te desenvolvimento tecnolégico ou a exploragdo agropecudria irracional, os princi-
pais responsdveis por este fenomeno. Menciona-se, mesmo, a perda de genes que,
em maior ou menor grau, vem ocorrendo a nivel dos préprios bancos de germoplas-
ma. Reconhece-se, igualmente com unanimidade, a grande necessidade de se envidar
todos os esforgos para preservar a variabilidade ainda disponivel, através de coletas
constantes e da adequada preservagdao das amostras assim colhidas. Trata-se, confor-
me enfatizado por Frankel (1977), de preservar nao apenas alesos, para uso imedia-
to ou futuro, mas também manter complexos génicos na sua integridade; esses, € sa-
bido, podem ter grande importancia em programas de melhoramento em que o
objetivo é desenvolver genétipos com capacidade de adaptacdo a condi¢Ges extre-
mas ou atipicas para a espécie.

Neste contexto, o Brasil, evidentemente, ndo € exce¢do; os mesmos riscos
existem. O que resta inquirir € se as atividades de coleta e preservagio estdo conse-
guindo compensar a velocidade das perdas de genes em condig¢Oes naturais.



Do ponto de vista da Genética de Populacdes, a erosdo genética e as medidas
de combate para minimizar seus efeitos podem ser enfocadas sob a 6tica do tama-
nho efetivo populacional. Este conceito, introduzido por Sewall Wright, h4 mais de
50 anos, relaciona-se intimamente com a quest3o da representatividade genética de
amostras de plantas de sementes. Neste trabalho, portanto, s3o expostos resultados
de derivagdes feitas para adaptar o conceito de tamanho efetivo as etapas bdsicas da
preservagdo de germoplasma, quais sejam, a coleta de amostras e sua preservacio.
Discorre-se, também, sobre as técnicas que podem ser adotadas para incrementar a
representatividade genética das amostras e para minimizar as eventuais perdas de
alelos no processo de sua conservacgio.

METODOS

Neste trabalho aplicou-se a expressdo basica do tamanho efetivo populacional,
Ne, desenvolvida por Crow & Kimura (1970), para espécies mondicas ou hermafro-
ditas, que €é propria para mensurar os efeitos do tamanho finito das amostras sobre
a oscilagdo ou deriva genética, ou seja:

N 2n
e 2
S
K
— (1 +a) + (] -
k( ) + (1 -a)
em que:

n ¢ o nimero de zigotos ou individuos amostrados, como sementes, por
exemplo;

a ¢ uma medida do desvio da condi¢dao de panmixia, predominante nas plan-
tas genitoras dos individuos amostrados. Em popula¢Ges amplas, conforme
mostram Crow & Kimura (1970), tem-se que a = 0, para espécies al6gamas;

k ¢ o numero médio de gametas contribuidos pelas plantas genitoras, para
gerar os n individuos descendentes. Sendo N o conjunto de todas as plan-
tas genitoras, tem-se que k = (2n)/N. Em condic¢Ses naturais ou de coleta
de campo, N é desconhecido e certamente muito grande. Tal fato implica
em certas considera¢gdes e restricdes, conforme serd visto a seguir. Em se
tratando de conservagdo de sementes, em bancos de germoplasma, por sua
vez, o numero de individuos é conhecido. No caso particular de se manter,
por exemplo, um nimero constante de sementes, de uma geragdo para a
outra, tem-se que N = n e k = 2, jd que N é o nimero de plantas genitoras,
da geragdo imediatamente anterior;



si‘; é a variancia do nimero de gametas contribuidos pelas plantas genitoras.
A composi¢do desta varidncia é mostrada, com detalhes, por Vencovsky
(1978). Dentre os parametros que a compdem € preciso destacar os seguin-
tes:

F: o nimero de plantas genitoras amostradas ou tomadas de modo aleat6-
rio, das quais s3o coletados os n descendentes. No caso de coleta de
sementes, F €, portanto, o naumero de plantas-m3e, das quais as semen-
res sdo colhidas;

M:o numero de plantas polinizadoras cujos gametas masculinos partici-
pam na gera¢do dos n indivfduos. Em condi¢des de campo, sendo a
espécie al6gama, M ¢é desconhecido. Nestas condi¢des, considerou-se
que tal nimero € suficientemente grande para se poder desprezar ex-
pressOes do tipo 1/M e afins. Na regeneracdo de sementes de plantas
al6gamas, em lotes isolados, por outro lado, considerou-se que M = F.

Como componentes dessa variancia, € necessdrio considerar, também, as quan-
tidades u = F/N e v = M/N. Pelas razdes expostas, estas foram consideradas seme-
lhantes a zero, em condi¢des de coleta a campo. Em outras palavras, considerou-se
que as plantas responsdveis pela geragdo das n sementes, por exemplo, constituem
uma fra¢do muito pequena do conjunto todo de plantas da espécie.

Em se tratando, no entanto, da regenera¢do de sementes de amostras, para a
preservacao do germoplasma em bancos, a situagdo é diversa, pois, nesta situa¢do, o
nimero de plantas é conhecido, conforme jd enfatizado. Poue-se ter, por exemplo,
0 caso em que as n sementes da amostra sdo semeadas e, ap6s reproducdo sexuada,
uma nova amostra de n sementes € tomada. Nesta circunstancia, N = n é também
M =F =n, resultando u = v = 1. Altemativamente, pode-se supor a situa¢do de queda
do poder germinativo, de modo que s6 uma fra¢cdo da amostra € vidvel. Se esta fra-
¢do for f, apenas nf plantas estardo disponiveis para reproduzir a nova amostra de n

sementes. Agora, resulta que F =M = nf e u = v = f, j4 que a amostra original tinha
N = n individuos vidveis.

Como o tamanho efetivo, na sua defini¢do basica, mede a representatividade
genetica contida numa amostra, em relag@o a gera¢do imediatamente anterior, utili-
zou-se também o conceito mais amplo do tamanho efetivo médio, Ne, para abranger
uma sequéncia de geragdes. Este valor, conforme Crow & Kimura (1970), vem a ser
a média harmonica dos tamanhos efetivos das diferentes geragdes. O parametro N
foi aqui considerado para avaliar e esclarecer as conseqiéncias genéticas de even-
tuais perdas parciais de amostras, nos bancos de germoplasma. Assim, SUpos-se uma
sequencia de g geragOes, em que uma amostra € sempre regenerada, por via sexuada.



Considerou-se, também, que um tamanho efetivo Ne ¢ mantido constante durante
g-c geragdes ¢ que em c geragdes houve perda involuntdria de matenal, resultando
um tamanho efetivo menor e igual af N,,como 0 < f < 1.

As expressdes do tamanho efetivo populacional, desenvolvidas neste trabalho,
referem-se, pois, a duas situagdes, a saber: a) as pertinentes a coleta de material em
condi¢cdes de campo; e b) as relativas a preservagdo de amostras em bancos de ger-
moplasma, com regeneragcdo por via sexuada. Para o primeiro caso, as expressdes
dizem respeito a representatividade de popula¢des locais, ou demes, segundo con-
ceito exposto por Mettler & Gregg (1969). Algebricamente, as expressdes adequa-
das para o item (b) sdo casos particulares das obtidas para o item (a).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos, com a respectiva discussdo, estdo subdivididos em dois
itens gerais, conforme segue:

1. Coleta de Amostras de Germoplasma
a. Sem controle gamético.
Neste caso,
n
n (l_-u)_-l ) SH_(T:')—-I_ (1)

$ — + 1]

1
4 F M

N,

Comu = v= 0 e M suficientemente grande,

Ne = n-1 (2)

Considera-se, aqui, ndo ter havido controle sobre 0 nimero de gametas con-
tribuido pelas genitoras. Isso significa que os n descendentes ou sementes foram to-
mados, ao acaso, das F plantas. Para exemplificar, considere-se que n = 100 semen-
tes foram colhidas de F = 20 plantas. Resulta, assim, que N, = 45, pela expressdo
(2). Deste modo, as 100 sementes correspondem a 45 plantas da popula¢do ori-
ginal, em termos de representatividade genética.

b. Com controle dos gametas femininos.
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Agora,

n
R — 3
Ne ] / n(1-u) 3n (l-v)/' 3 (3)

i 5 —

4 F M

Novamente, considerando-se u = v =0 e M suficientemente grande,

N, &=—— (4)

Nesta situa¢gdo, com controle gamético, supde-se que um numero igual de
sementes é colhido de cada uma das F plantas. Tomando-se, outra vez, n = 100 e
F = 20 e, portanto, 5 sementes por planta, tem-se N, = 50. Resulta, pois, um ta-
manho efetivo maior, para 0 mesmo nimero de sementes, ja que todas as plantas
contribuiram com namero igual de gametas femininos. N@o houve o risco de umas
contribuirem com mais ou menos sementes, como ocorre quando estas sao toma-
das ao acaso, conforme suposto no item anterior. Esta técnica, em resumo, reduz
o efeito da deriva genética ou, em termos quantitativos, reduz a variancia s]’( da
expressdo basica de N, aumentando assim o tamanho efetivo.

Convém ressaltar, portanto, que na coleta de amostras o que se deve tomar
ao acaso s3o as F plantas da populagdo e nao as sementes colhidas destas.

A Tabela 1 apresenta os tamanhos efetivos correspondentes a uma amostra
de 100 sementes, de espécies al6gamas, colhida de diferentes maneiras.

Observando-se a Tabela 1, entende-se, de inicio, ser fundamental tomar as

sementes de um maior nimero possivel de plantas e, de preferéncia, em quantida-
de igual, de cada uma.

TABELA 1. Tamanhos efetivos (N.) inerentes a amostras de n = 100 sementes colhidas de F
plantas, em espécie alogama, sem (S) ou com (C) controle gamético feminino.

F 5 10 20 40 S50 60 80 100 200 500 Ng
n
) 17 29 45 62 67 71 76 80 8 95 —
aF * !
n
€ 17 31 s ... 8 ... ... 100




Certas situagdes, na literatura, parecem ser um tanto vagas, no que tange a co-
leta de amostras. Hawkes (1981), por exemplo, menciona que o ideal seria amostrar
de SO a 100 plantas de uma populagdo local, coletando-se por volta de 50 sementes
por planta. Considerando-se o nimero inferior, ou seja F = 50 e n = 2.500, obtem-se
N, = 185, supondo-se espécie alégama, sem controle gamético. No outro extremo,
ou seja, com 5.000 sementes colhidas de 100 plantas, chega-se a N, = 370. No en-
tanto, mantendo-se a amostra menor de n = 2.500 sementes, mas colhidas de
F = 100 plantas, resulta N, = 345. Se essas mesmas 2.500 sementes forem colhidas
de F = 150 plantas, obtem-se N, = 484. Portanto, pelos exemplos mostrados, 2.500
sementes colhidas de 150 plantas tém representatividade genética consideravelmen-
te maior do que 5.000 sementes colhidas de 100 plantas. Para expor um caso mais
extremo, basta dizer que, em al6gamas, um grande nimero de sementes, centenas
que sejam, tomadas de uma uUnica planta, ndo vale mais do que quatro sementes
colhidas de quatro plantas.

Em resumo, o exposto tem por finalidade realgar que certas estratégias de
amostragem podem resultar num ganho de representatividade. Cabe ao técnico deci-
dir, no momento da coleta, se elas sdo factiveis, em funcdo do tempo que tém dis-
ponivel, da magnitude de sua tarefa e do rigor que ele pode adotar na amostragem.

2. Preservagdo de Amostras em Bancos de Germoplasma

Na preservagdo de amostras de germoplasmas, a questdo de se manter a repre-
sentatividade genética, ou de se cuidar do tamanho efetivo, € igualmente importan-
te. Algumas situagdes podem ser imaginadas, como segue:

Num primeiro caso, suponha-se¢ ndo ter havido perda de viabilidade, ou perda
de poder germinativo, no conjunto de n individuos da amostra. Em se tratando de
sementes, suponha-se ademais que, ap6s sua semeadura, resultem n plantas, das
quais uma nova amostra de n sementes é tomada.

Em tal situagdao, o tamanho efetivo dependerd, novamente, do processo de
amostragem. Assim, com cruzamentos ao acaso das n plantas e subseqliente amos-
tragem aleatéria das novas n sementes, o tamanho efetivo serd N, =n. Se, por outro
lado, um nimero igual de sementes for colhido de cada planta, no lote isolado, as
mesmas -n sementes terdo representatividade maior. De fato, o tamanho efetivo a
elas inerente serd Ne = 1,33n. Trata-se, pois, de uma técnica tal que 100 sementes,
por exemplo, tomadas deste modo, realmente representam tanto quanto 133 se-
mentes tomadas ao acaso.

Vale enfatizar que as expressdes aplicdveis para medir o tamanho efetivo, no
processo de preserva¢do, s3o casos particulares das expressdes (1) e (3), do item
anterior. Ndo havendo perda de viabilidade u = v = 1, e considerando-se despreziveis
quantidades do tipo 1/F e 1/M, obtém-se os valores de N, iguais ane 1,33n, men-
cionados.

11
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Admita-se, agora, ter havido perda de viabilidade e que, por exemplo, somen-
te 1/3 das sementes, do conjunto n, germinaram. Nestas condigGes, u = v = 1/3,
F = M = (1/3)n. Pela expressdo (1), uma nova amostra de n sementes colhida tera
tamanho efetivo

N n n
e 3 " 3 PRe
3__.._...
2n

suficientemente grande. Assim, mesmo mantendo-se o tamanho n da nova amostra,
houve redugdo no tamanho efetivo, em conseqiiéncia da perda de viabilidade ocorri-
da na amostra anterior.

3. Estrangulamento na Preservagdo de Germoplasma

Este fendmeno j4 €é bastante conhecido, significando a perda irreversivel de
genes, quando ocorre uma redugdo na viabilidade dos individuos da amostra, por
m4 conservagdo por exemplo, com conseqiiente morte de uma parte deles.

Quando, no processo de preservacdo, o plano é manter um tamanho amostral
constante, por exemplo tal que N, = n, mas, por causas fortuitas, hd uma perda de
viabilidade tal que por c geragdes apenas fn sementes permanecem vidveis, o tama-
nho efetivo médio, sobre g gerac¢des, é dado por

" ng
N, " 11 (5)
g+ c()

A Tabela 2 mostra valores de N, para diferentes valores de f e g, na suposi¢do
de que houve perda de material em uma gerac¢do apenas (¢ = 1) e que o tamanho efe-
tivo foi de N, = 100 antes da perda.

Observa-se, na Tabela 2, a impossibilidade de recuperagdo do tamanho efetivo
inicial, planejado, quando as perdas forem de 50%, ou mais. E 6bvio que o estrangu-
lamento, ou a redug@o na representatividade genética da amostra, aumentou a medi-
da que as perdas de material sio maiores. Assim, se durante 5 gera¢Ges se manteve
um valor N, = 100, e em uma inica geragdo perdeu-se 80% do material, N, = 60.
Isto corresponde a dizer que, no conjunto das 6 gera¢des, neste caso, as 100 semen-
tes mantidas correspondem a manter-se uma amostra constante de apenas 60 semen-
tes, ao longo das geragdes.

Uma maneira de compensar perdas deste tipo € aumentar-se o tamanho da
amostra, logo ap6s sua ocorréncia. Esta estratégia, porém, tem limita¢des e so-
mente em certas circunstancias, com perdas ndo pronunciadas, é que se pode re-
cuperar 0 tamanho efetivo inicial. Hallauer & Miranda Filho (1982) apresentam



TABELA 2. Tamanhos efetivos médios, N, °, relativos a preservagcio de amostras com n = 100
sementes, durante g geragcdes de reproducao sexuada, em que houve perda de via-

bilidade na proporglo 1-f, em uma Gnica geraglo (c = 1).

Perda= 1-f
d
0,99 0,90 0,80 0,50
2 2,0 18,2 33,3 66,7
4 3.9 30,8 50,0 80,0
6 5.7 40,0 60,0 85,7
8 75 470 66,7 88,9
10 9,2 52.6 71,4 90,9
ng
" Ne = -
g+~

esta questdo, dando exemplo de uma seqiiéncia de tamanhos efetivos 100, 100,
60 e 300 de uma dada amostra de sementes. O tamanho efetivo médio, que € a
média harmonica dos valores, no caso é N, = 100. A perda de 40% do material na
terceira geracao pode ser compensada na quarta. Se se tiver uma perda de 80%,
resultando tamanhos efetivos de 100, 100 e 20, por sua vez, ndo hd aumento do
tamanho amostral na quarta geragio que compense tal perda. Neste caso, pois,
ocorreu estrangulamento ou perda irreversivel de alelos. Estes mesmos autores
demonstram ser possivel recuperar o tamanho efetivo de amostras apenas quando
as perdas de viabilidade foram inferiores a 50% do material, numa dnica geragdo.
Com perdas em maior nimero de geragdes, a recuperagdo fica ainda mais dificil.

4. Consideragoes Gerais

Sdo pertinentes algumas consideragOes gerais sobre o assunto, conforme se-
gue: |

1. J4 foi mencionado que o conceito de tamanho efetive adotado neste traba-
lho é o que tradicionalmente se encontra na literatura, tendo sido feitas adaptacdes
para os casos de coleta e preservacdo de amostras. As expressoes obtidas referem-se
a representatividade genética de populagdes locais, no caso de coletas a campo. Nao
foi considerada, portanto, a questdo da representatividade da espécie como um
todo. Para se conseguir medidas de representatividade assim amplas, seria necessdrio
incluir, nas dedugdes, a variagd@o das frequéncias al€licas existente entre as popula-
¢oes locais ou demes. Isto seria factivel teoricamente, mas requereria um conheci-
mento prévio detalhado da estrutura genética da espécie em seu habitat. Tendo em
vista as dificuldades praticas que tal conhecimento exigiria, procurou-se adequar
esta pesquisa ao estddio em que atualmente se encontram os esfor¢os de coleta de
germoplasma em nossas condigdes.
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2. Uma questio comumente levantada é a que diz respeito ao tamanho efeti-
vo ideal que se deve procurar atingir e manter. Ndo se tem, ai, uma resposta unica
a dar, pois tudo dependerd do rigor com que se quer, ou se pode, trabalhar.

Uma maneira de se visualizar esta questdo € através do intervalo de confian-
¢ca associado as freqiiéncias alélicas, no processo de amostragem. Este intervalo ¢
funcdo do desvio-padrdo das freqiiéncias dos alelos nas amostras ¢ que tem o valor
Op = [p(1-p) / (2Ne)]‘/ 2. quando p € a freqiiéncia alélica na geragdo parental.

Pela tabela de intervalos de confianca para propor¢des, dada por Steel &
Torrie (1960), nota-se que, com p = 0,05 e 2N, = 150, 95% das amostras terdo fre-
qiiéncias alélicas entre os limites 0,0211 e 0,0981, e 99% delas estardo entre 0,0156
e 0,1150. Este valor de N, = 75 garante, pois, com uma boa margem de seguranga,
que as freqiiéncias alélicas amostrais ndo alcangardo o valor zero, o que significaria a
perda deste alelo. |

Para se obter maior rigor, pode-se pensar em alelos com freqiiéncia mais
baixa, com p = 0,01, por exemplo. Neste caso, seria necessdrio alcangar 2N, = 300,
ou mesmo 2N, = 500, para garantir a seguranga mencionada. De qualquer modo,
tamanhos efetivos na casa das centenas ja produzem segurang¢a razodvel contra a
perda de alelos por efeito da deriva genética, num dado loco.

E preciso lembrar, ainda, que a deriva tem efeito cumulativo, no sentido de
que o desvio-padrao das freqiiéncias alélicas vai crescendo com o decorrer das gera-
¢oes (Falconer 1964). Porém, com 2N, na casa das centenas, tem-se uma prote¢do
segura contra tal efeito. Na preservacdo de variedades geneticamente heterogéneas,
por exemplo, manter um valor de N, da ordem de 1.000 d4 uma seguranga conside-
ravel.

Além disso, a questdo de coletar e preservar germoplasma n3o pode ser vista
apenas sob a 6tica de alelos individuais. Conjuntos ou blocos génicos também tém
grande importancia para o melhoramento. Por isso, manter tamanhos efetivos maio-
res, dentro das possibilidades, nao deixa de ser uma estratégia sauddvel.

3. Tanto na coleta como na preservagdo de amostras, € fundamental que se
procure sempre reunir descendentes, como sementes, de um maior nimero possivel
de plantas genitoras e de preferéncia em niimero igual, ou aproximadamente igual,

de cada uma. O que se deve tomar aleatoriamente € o conjunto de plantas genitoras,
e ndo o das sementes destas.
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