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Apresentacao

A presenca da espécie humana em ecossistemas naturais traz indmeros
impactos potenciais diretos e indiretos. Associada a estes impactos
antrépicos esta a fragmentacdo do ambiente natural, que leva as espécies
a terem sua sobrevivéncia comprometida, com uma reducao no total de
individuos, o declinio nos tamanhos populacionais médios e a separacao de
fragmentos florestais por areas nao florestadas, o que afeta os processos
genéticos fundamentais ocorrentes nas populagdes, como o fluxo génico
constante e o sistema de reproducao.

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito dos impactos antrépicos
sobre o sistema de reproducao de Esenbekia leiocarpa Engler, o guaranta, e
assim oferecer fundamentos para a elaboracao de estratégias de conserva-
cdo para a espécie, para a gama de animais associados a ela e para a
floresta tropical como um todo.

Sérgio Gaiad
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Florestas
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Efeitos da Fragmentacéao
Florestal sobre a Genética
de Populacbées de Guaranta

Carlos Eduardo Sicoli Seoane

1. INTRODUCAO

A protecao e o desenvolvimento de um ecossistema completo, natural e
auto-sustentavel deve ser o principal objetivo na tomada de medidas
conservacionistas, ao invés da introducao de um grande nimero de medidas
protetoras para espécies individuais (HERMAN et al., 1990; GUNATILLEKE
et al., 1985). Assim, as pressoes antrépicas expansionistas e exploratérias
sobre as florestas naturais induzem a necessidade de estudos sistematicos
dos ecossistemas florestais que ainda restam, a fim de escolher
corretamente as estratégias de manejo e conservacao a serem implantadas
(KAGEYAMA,1987).

As florestas tropicais eram consideradas como um recurso auto-renovavel
até a década de 1970. O trabalho de Gomez-Pompa et al. (1972) tornou
evidente a nao auto-renovabilidade das florestas tropicais. Atualmente,
sabe-se que o processo de desmatamento nos trépicos devido as atividades
antrépicas tem levado a extincado de iniUmeras espécies (MYERS, 1991),
com muitas das florestas tropicais que, no passado ocupavam grandes
extensoes continuas, atualmente encontram-se na forma de pequenos e
esparsos fragmentos. No Brasil, os desmatamentos florestais cresceram
exponencialmente nas décadas de 1970 e 1980 (FEARNSIDE, 1987). As
florestas tropicais vém sendo destruidas, em grande parte, para servir as



10

Efeitos da Fragmentacao Florestal sobre a Genética de Populacdes de Guaranta

necessidades dos paises desenvolvidos (SHIMIZU, 1984), sendo entao
contraditérias as tentativas governamentais de aliviar a fome mundial,
enquanto uma enorme quantidade de biodiversidade e outros recursos
naturais estdao sendo destruidos ( McCORMACK, 1984) .

Uma questdo basica para a conservacao das florestas tropicais é: “Que
tamanho e forma deve ter uma reserva para ser eficiente na preservacao
de espécies?” MaCarthur e Wilson (1963, 1967) formularam um modelo
simples para explicar o nimero de espécies encontradas em um local,
através da biogeografia de ilhas, em que o nimero de espécies é o
resultado de um equilibrio entre as taxas de imigracao e extincéo. Tal
modelo se encaixa razoavelmente bem nos dados de nimeros de espécies,
tanto em ilhas verdadeiras quanto em ilhas “virtuais”, como os fragmentos
florestais, e prediz que ilhas maiores terdo mais espécies que ilhas menores;
isto foi usado por conservacionistas para exigir a criacao de grandes
reservas. O modelo de MacArthur e Wilson prediz que pequenos
remanescentes florestais suportarao populacdes menores e menos espécies
que remanescentes maiores. Os trabalhos de Bierregaard e Lovejoy (1988,
1989) e de Rylands e Kevroghliar (1988) confirmam tal predicao do
modelo.

COSTA (1992) afirma que, quando uma éarea de floresta é isolada, a
importancia das espécies arbdreas é ainda mais relevante, pois a
continuidade da integridade estrutural e biolégica da comunidade depende,
em grande parte, das suas caracteristicas vitais: organismos fixos,
autotréficos e de grande longevidade (RANKIN DE MERONA, 1990), que
conferem as espécies arbéreas um papel preponderante no ecossistema, ja
que a presenca das espécies arbéreas formando o dossel e,
consequentemente, os microclimas do sub-bosque proporcionam inimeros
nichos ecoldgicos, relacdes mutualisticas e simbidticas a floresta tropical.
Por outro lado, por essas mesmas caracteristicas, é dificil de ser avaliado a
curto e médio prazos o impacto do isolamento nas espécies arbéreas dos
fragmentos.
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Mesmo quando nao existe uma populacao reprodutiva de uma espécie
arboérea capaz de manté-la presente na comunidade, o fato nédo é
imediatamente evidente, devido a presenca de individuos adultos daquela
espécie, assim, uma espécie pode estar efetivamente extinta anos antes da
morte do Gltimo individuo (COSTA,1992). Os fragmentos florestais de uma
regiao podem dar a impressao inicial de que ainda existe uma amostra da
comunidade original que ird se perpetuar, o que nao é verdade, pois as
mudangas na composicdo em espécies serdo muito grandes.

Baseando-se principalmente nos dados disponiveis para Hevea brasiliensis
(seringueira), uma espécie com densidade de individuos por hectare muito
baixa (muito rara) da Amazonia, Kageyama e Gandara (1993) discutem
sobre o tamanho minimo de area para conservacao dos recursos genéticos
arbéreos tropicais. Para tais arvores, o tamanho de uma populacdo toma
uma area de 25 mil hectares, ja que se tem considerado um nimero minimo
de 500 individuos nao endogamicos para representar uma populacao para a
conservacao (VENCOVSKY, 1992; KAGEYAMA, 1987). Para uma éarea de
100 hectares de floresta onde ocorre a seringueira, tem-se em média uma
area total de 400 hectares de floresta, ou seja, para cada unidade de area
onde ocorre a espécie, existem trés unidades sem a espécie.

Se estes dados forem extrapolados para outras espécies, a area de uma
populacao (25 mil ha) deve ser multiplicada por 4, para se ter a area
potencial daquela populacao, o que dara um total de 100 mil hectares para
uma populacdo de uma espécie muito rara; como as populacdes de uma
espécie sdo ndmades, mudando suas posicdes ao longo do tempo, as vezes
se ampliando ou se retraindo, as vezes até se extinguindo, um nimero
minimo de populacoes deve ser considerado, para que haja a probabilidade
de que a espécie nao desapareca do local. Considerando-se que um minimo
de cinco populacdes é suficiente para formar uma metapopulacao e, assim,
viabilizar a espécie, a rea total para conter a espécie muito rara passa
para 500 mil hectares (KAGEYAMA e GANDARA, 1993). Tal area
garantiria a perpetuacao da biodiversidade arbérea local, se considerarmos
uma area com forma arredondada, garantindo um minimo de efeito de
borda.
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Poucas sao as areas de Floresta Atlantica /atu sensu que alcancam um
tamanho perto de 500 mil hectares e uma forma arredondada; dado que a
maior parte da biodiversidade arbérea é composta por espécies raras, o
efeito da fragmentacao florestal em termos de extincao de espécies
arboreas do dominio da Floresta Atlantica é enorme, a longo prazo. Assim,
é evidente a existéncia de problemas de congruéncia entre os limites
biolégicos e legais de Areas de Conservacao da Floresta Atlantica,
considerando como limites biolégicos de uma area para conservacao os
limites hipotéticos que seriam necessarios para manter os processos
ecoldgicos e genéticos de um dado conjunto de espécies.

NEWMARK (1985) conclui que é urgente, enquanto possivel, um esforco
no sentido de aumentar a congruéncia entre as fronteiras legais e biolégicas
das Areas de Conservacio, através do manejo cooperativo das areas
adjacentes, privadas ou nao, para amenizar a perda potencial de vida
silvestre. Para alcancar tal manejo cooperativo, na regidao do Planalto
Paulista, devido ao atual estado de fragmentacao florestal, necessita-se da
recuperacao de adreas degradadas em grande escala, além de estudos
detalhados sobre os fragmentos florestais ainda existentes.

MORAN et al. (1987) destacam que ha a necessidade da definicado de
padroes de variacdo genética em plantas para a simplificacdo das
estratégias de conservacao genética; para se chegar a modelagem
pretendida e necesséria da estrutura genética das espécies arbdreas da
floresta tropical, os padroes de distribuicao espacial (raras, intermediérias e
comuns) devem ter espécies-modelo com variacao e estrutura genética
bem conhecidas, assim como os padrdes de sucessao ecoldgica (pioneiras,
oportunistas e climacicas), fator este ligado diretamente a dindmica de
clareiras (DENSLOW, 1980, 1995).

O presente estudo com guaranta (Esenbeckia leiocarpa Engler) vem
preencher uma lacuna nos estudos sobre a conservacao das espécies
arbéreas nativas do Brasil, servindo como modelo para se entender a
variabilidade genética das espécies comuns e climacicas de distribuicao
agregada da floresta tropical. Outra espécie que é modelo das comuns e
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climécicas, com distribuicdo agregada na floresta tropical semidecidua, é
Euterpe edulis. Porém, a distribuicdo de E. edulis tem variacédo: na Floresta
Atlantica strictu sensu segue mais o modelo aleatério (Reis, com. pess).
Além do mais, E. edulis tem biologia reprodutiva distinta de E. /eiocarpa.
Portanto, as duas espécies, em conjunto, representam bem dois tipos das
sindromes de reproducao das espécies climacicas e sao adequadas para a
modelagem pretendida. Outros exemplos de espécies climacicas sao
Hymanaea courbaril (Jatobd), Caesalpinia ferrea (Pau-ferro) e Copaifera
langsdorffii (Copaiba).

Buscando detectar efeitos do tamanho do fragmento florestal sobre a
genética de populacdes da espécie, estudaram-se dois fragmentos florestais
de distintos tamanhos onde a ocorréncia de E. /eiocarpa é natural.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € obter informacdes sobre a estrutura genética de
duas ocorréncias naturais de E. leiocarpa, visando sua conservacao e
manejo e também buscando contribuir para o conhecimento da estrutura e
variacao genética das espécies arbéreas da floresta tropical, utilizando a
espécie como modelo das espécies arbéreas da fase sucessional climax,
com alta densidade de individuos por hectare e de distribuicdo agregada.

Para tanto, buscou-se:
1- Estudar o sistema reprodutivo da espécie;
2- Quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional;

3- Estudar a estruturacao espacial dos genétipos dentro das
populacoes;

4- Determinar possiveis efeitos da fragmentacao florestal sobre a
estrutura genética e reproducao; e
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5- Determinar possiveis diretrizes de manejo e conservacao da
espécie e da floresta tropical.

3. JUSTIFICATIVA

Para conservar as florestas para as futuras geracdes, € necessario
conhecer melhor as espécies nativas e os efeitos do impacto antrépico
sobre essas. Entre as linhas de pesquisa necessérias, destaca-se o estudo
da diversidade genética das espécies arbdreas tropicais nativas, espécies
estas que tém grande importancia para a manutencao da biodiversidade e
da estruturacao da floresta tropical como um todo. Tendo em vista a
impossibilidade de estudar os fatores genéticos envolvidos na conservacao
para todas as espécies, utilizam-se espécies-modelo do ecossistema para
representar espécies com histéria de vida semelhante.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A espécie Esenbeckia leiocarpa Engl.

E. leiocarpa ou guaranta, da familia das rutaceas, é espécie climacica
comum de distribuicdo espacial agregada e caracteriza-se
morfologicamente por apresentar uma altura média de 20 m a 30 m, DAP
de 40 cm a 60 cm, folhas simples, glabras, coriaceas, brilhantes, de 10 cm
a 20 cm de comprimento por 5 cm a 8 cm de largura, com flores
hermafroditas, actinomorfas, branco-esverdeadas, pequenas (3 mm a 5 mm
de didmetro), rasas e de odor levemente perceptivel (CRESTANA et al,
1982). E arvore semidecidua, esciofita, caracteristica de floresta latifoliada
primaria. Nao tolera, quando jovem, a insolacao direta, razao pela qual nao
é encontrada em formacdes secundarias. Apresenta dispersao restrita e
descontinua, ocorrendo em freqliéncia elevada somente em poucas areas.
Floresce a partir de final de setembro, prolongando-se até janeiro. A
maturacao do fruto ocorre durante os meses de julho a agosto. Produz
anualmente moderada quantidade de sementes vidveis (LORENZI, 1992).

Crestana et al. (1982) apresentam dados sobre a biologia floral, ecologia de
polinizacdo e sistema reprodutivo de E. /eiocarpa. O conjunto de
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caracteristicas florais se ajusta a sindrome de miofilia descrito por Faegri;
Pijl (1971); com a nao formacao do fruto pelas flores isoladas, os autores
detectaram a existéncia de auto-incompatibilidade, havendo entao
fecundacao cruzada obrigatéria, o que deve levar a espécie a ser
alogamica. Como seus polinizadores sao de voo curto, deve haver um certo
grau de endogamia devido ao cruzamento de individuos aparentados.

Bawa (1973) foi pioneiro ao detectar o alto grau de alogamia que ocorre
entre as espécies arbdreas tropicais; em alguns casos, porém, a endogamia
naturalmente assume uma importancia maior no sistema de cruzamento,
como é possivel no caso de E. /eiocarpa.

A morfologia de frutos e sementes fornece indicacdes dos meios de
dispersao: o fruto explosivo de E. leiocarpa se encaixa na sindrome de
autocoria descrita por Howe; Smallwood (1982). Estudos preliminares do
Laboratério de Biologia Reprodutiva e Genética de Espécies Arbéreas —
ESALQ(USP) — conduzidos com os frutos de E. leiocarpa, mostraram que o
mecanismo de dispersao consegue lancar o fruto até cinco metros de
distancia da planta mae.

A autocoria é um dos processos menos eficientes de dispersao, e de todas
as de espécies arboreas tropicais estudadas por Loveless e Hamrick
(1986), aquelas espécies com mecanismo de dispersao explosiva tiveram a
maior diversidade genética entre populacdes (Gst), enquanto que foi
encontrada pouca relacao entre a variabilidade genética dentro das
populacdes (Hs) e dispersdo de sementes. As sementes de E. leiocarpa,
através do seu arilo, fornecem uma recompensa potencial para possiveis
dispersores, podendo ocorrer diplocoria.

Esenbeckia leiocarpa, apesar de planta da floresta climax, é apropriada
para o adensamento da matas degradadas de &areas de preservacao
permanente. A madeira de E. /eiocarpa é muito forte, sendo o significado
de guaranta, em tupi-guarani, “madeira forte” (TIBIRICA, 1989); assim sua
madeira é usada em obras externas e no chao, como postes, dormentes,
moirdes, estivas, esteios, vigas de pontes e na construgao civil, como vigas,
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caibros, ripas, batentes de portas e janelas, tdbuas e tacos para assoalhos,
cabos de ferramentas, entre outros (LORENZI, 1992). A alta densidade
local natural das populacdes da espécie indica uma provavel toleréncia a
consorcios altamente adensados com a espécie, o que é muito conveniente
para plantios para exploracao madeireira, porém tal pratica é dificultada
pelo lento crescimento dos individuos da espécie. Também encontraram-se,
nas folhas de E. /eiocarpa, alcaléides com propriedades contra as larvas de
Pectinophora gossypiella, uma praga do algodao (Gossipium spp.)
(NAKATSU et al., 1990).

4.2 Diversidade genética

Um grande desafio dos programas de conservacao é manter os niveis de
variacdo genética das espécies nativas (BARRET; KOHN,1991). Muitas
espécies arboreas possuem meios efetivos de dispersao de genes e, com
isso, mantém altos niveis de variacao genética dentro de populacdes, com
pouca diferenciacao genética entre populacdoes (HAMRICK et al. 1979;
HAMRICK, 1983; LOVELESS; HAMRICK, 1984; HAMRICK; GODT.,
1989).

Atualmente, a protecao da diversidade genética dentro das espécies em
geral é uma prioridade inerente aos planos da conservacao, sendo o
objetivo de longo prazo manter a viabilidade evolucionaria das espécies. A
base para o potencial evolucionario das espécies concentra-se na variacao
genética, de modo que as caracteristicas genéticas vao influenciar as
performances fisiolégicas e demograficas das populacdes (FOSTER, 1991).

A floresta tropical Umida, segundo Kageyama (1987), é sem duvida o
ecossistema de maior diversidade de espécies e complexidade de relacdes
ecoldgicas, sendo um modelo de dificil entendimento para a conservacao de
seus recursos genéticos “in situ”. Além do mais, nestes ecossistemas
faltam muitos estudos de diversidade genética, sendo este o maior desafio
existente aos conservacionistas de recursos genéticos. Até hoje, a
estrutura genética em uma regido geografica ampla das espécies arbéreas
dos neotrépicos é praticamente desconhecida (CHASE et al., 1995).
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Segundo Allard (1971), a determinacao da forma preferencial de
acasalamento (autégamas ou aldgamas) nas plantas é importante para a
correta determinacao dos métodos de melhoramento e conservacao a
serem aplicados a espécie estudada, ja que estas estratégias diferem nos
sistemas reprodutivos.

O entendimento da estrutura genética das espécies de ocorréncia nas
matas remanescentes é fundamental para o estabelecimento de critérios
adequados no uso destas populacdes para a recomposicao dos
ecossistemas florestais, objetivando a manutencao de sua biodiversidade,
sendo, desta forma, necessario entender nao so6 a diversidade de suas
espécies, como também a variacao genética entre e dentro de populacdes

A diversidade genética ou a variacao devido a diferencas nos alelos pode
ocorrer a diferentes niveis: a) de espécie dentro de ecossistemas, b) de
populacoes dentro de espécies; e c¢) de individuos dentro de populacdes de
espécies; sendo basica para o planejamento das estratégias de conservacao
genética a caracterizacao destes niveis de diversidade (KAGEYAMA,
1987).

O estudo da variacdo genética em populacdes naturais envolve duas
questdes basicas: a primeira é descrever os niveis de variacao genética
mantida dentro das populacdes de espécies, e a segunda, de particular
importancia para a conservacao genética, € como a variacao genética é
partida entre e dentro de populacées. Hamrick (1983), em estudo de vérias
populacdes naturais de espécies arbdreas tropicais, utilizando-se de
eletroforese de isoenzimas, concluiu que a variacao entre e dentro de
populacdes é afetada diretamente pelo sistema de cruzamento entre as
espécies e o mecanismo de dispersao das sementes, além do tamanho
efetivo da populacao, a distribuicdo geogréafica da espécie, o modo de
reproducao primario, o sistema de cruzamento e o tipo de comunidade em
que a espécie comumente ocorre.

A organizacao dos niveis de variacao genética entre e dentro de populacdes
é referenciada como estrutura genética e é decorrente de fatores tais
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como: sistema reprodutivo, niveis de endogamia, selecao natural, fluxo
génico e deriva genética entre e dentro de populagdes. Tais fatores podem
explicar o comportamento de alelos nas populacées (REIS, 1996).

Hamrick et a/ (1993) consideraram que espécies com baixa densidade de
individuos adultos teriam maior heterogeneidade genética espacial devido a
dispersao de sementes, se comparadas com as espécies de alta densidade,
ou seja, este fato é menos freqiiente em espécies com dispersao de
sementes restrita onde as plantulas tém probabilidade maior de serem
recrutadas nas proximidades de suas matrizes.

Gandara (1996) destaca a importancia do conhecimento da estrutura
genética espacial para o estabelecimento de estratégias de amostragem de
populacdes naturais, tanto para a conservagao genética quanto para fins de
melhoramento, possibilitando a formacao de amostras significativas.

Moraes (1993), estudando a variabilidade genética de duas populacées de
Myracrodruon urundeuva F.F.; M.F. Allemao, por isoenzimas e caracteres
quantitativos, obteve como principais conclusdes: |) que as técnicas de
eletroforese mostraram-se eficientes no estudo de genética de populacdes
de aroeira, na fase de plantula; Il) as populacées estudadas apresentaram
uma expressiva taxa de endogamia; baixa taxa aparente de fertilizacao
cruzada por véarias metodologias de andlise isoenzimaticas; e lll) resultados
da variacao genética entre e dentro das populacdes, analisadas pelas
caracteristicas quantitativas, apresentaram-se préximas ao obtido pelo
método de isoenzimas.

Hill et al. (1978), em estudo da variacao genética de espécies leguminosas
ao longo do Rio Solimdes, na Amazdnia, observaram que os indices de
heterozigosidade e de similaridade genética, os padroes demogréficos e a
biologia indicam estreita correlacao entre variabilidade genética e a
estratégia adaptativa. As populagées com alta probabilidade de extincao
sdo mais homozigotas que as com maior probabilidade de sobrevivéncia,
isto é, populacdes que sofrem perturbacoes sdo mais homozigotas.
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Loveless e Hamrick (1987), estudando a estrutura genética de espécies
arboreas tropicais por isoenzimas, encontraram no geral uma alta
diversidade genética total (HT =0,352), baixa diversidade relativa entre as
populacdes (Gst=0,05), e que o fluxo génico entre as populacdes ocorre
pelo vento para algumas espécies e por animais para outras. Observaram,
ainda, dois padrdes de distribuicdo: o espacial, que € a distribuicao dos
alelos dos genétipos em uma populacao; e o temporal, que é o fluxo génico,
determinado pela forma de dispersao e polinizacao.

Hamrick e Godt (1990) com base na literatura de 653 estudos de
aloenzimas, observaram os dados genéticos de 449 taxas, que envolviam
plantas herbaceas, arbdreas e arbustivas, visando relacionar os niveis de
diversidade com a ecologia das espécies. Em média, as plantas
apresentaram 50 % dos locos polimérficos, uma heterozigosidade média
esperada de 0,149 e o nimero de alelos por loco variou de 1,5 a 3,0.
Verificaram que, para as espécies arbdreas tropicais, a maior parte da
diversidade genética encontra-se dentro de populacées e que os dados
revelam variacOes expressivas nos niveis de diversidade genética, e a
porcentagem de locos polimérficos e o nimero de alelos/loco. Concluiram
ainda que o sistema reprodutivo e a distribuicao geogréfica foram os
fatores que mais contribuiram para a variacao dos dados.

4.3 Eletroforese de Isoenzimas

Uma técnica répida, pratica e adequada para o estudo de populacoes
naturais consiste no método bioquimico de isoenzimas. Este método permite
a obtencao de informacdes sobre a estrutura genética das populacdes em
um periodo de estudo relativamente curto, nao exige area experimental,
possibilita ensaios com vérias populacoes e apresenta um custo
equivalente aos métodos quantitativos, além das enzimas serem a
expressao direta dos genes, aumentando desta forma a precisao das
estimativas dos parametros genéticos (MORAES, 1993).

Internacionalmente, varios pesquisadores tém-se utilizado das técnicas de
eletroforese de isoenzimas em estudos, visando a conservacdo e manejo
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das florestas naturais (HAMRICK et al. 1979; HAMRICK 1983, 1987;
HAMRICK; LOVELESS 1986, 1989; HAMRICK; MURAWSKI 1991;
LOVELESS; HAMRICK 1987; BUCKLEY et al. 1988; HALL et al. 1996;
PAIVA 1992;, MORAES 1993; REIS 1996; GANDARA 1996; SEBBENN
1997; MALTEZ 1997; SOUZA 1997, As espécies brasileiras estudadas sao
de baixa densidade local (raras) e secundarias na sucessao natural,
excetuando Euterpe edulis que é comum localmente, da fase sucessional
climax e apresentam distribuicao agregada na Floresta Mesofila
Semidecidua.

A possibilidade de contar o nimero de locos com variacao, verificar nimero
de alelos, distinguir homozigotos de heterozigotos, tornou-se efetiva com a
codificacao dos locos de proteinas, especialmente as enzimas. A técnica
mais comum para distinguir diferentes formas genéticas (isoenzimas) de
uma enzima é a eletroforese em gel (FUTUYMA, 1992).

A variacdo genética pode ser expressa através de alteracdes das atividades
enzimaticas. As proteinas, quer sejam enzimas ou nao, sao altamente
informativas do ponto de vista genético, para estudos da caracterizacao,
sistematica e evolucao, por serem a expressao do produto dos genes
(MARCON, 1986).

O principio béasico geral da eletroforese consiste na colocacéo de extratos
de diversos individuos num gel poroso e na migracao dos ions (proteinas e
aminodacidos) em solucéo nestes extratos, ao serem submetidos a acao de
um campo elétrico, migrando no sentido do eletrodo de sinal contréario ao
seu. A diferenciacdao na composicao de aminoéacidos e nas cargas elétricas
confere as enzimas diferentes taxas de movimentacao, de modo que
tendem a se separar no gel. Suas posicoes sao encontradas através de
sistemas especificos de coloracao, permitindo a formacao de certos
padrdes (zimogramas) passiveis de interpretacdao (ALFENAS, 1991;
FUTUYMA, 1992). Para o estudo de locos enzimaticos, pressupode-se a
representatividade dos mesmos do genoma como um todo e a neutralidade,
ou seja, estes locos nao estado sujeitos diretamente as forcas seletivas. Reis
(1996) apresenta uma discussado mais detalhada sobre o assunto.
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As técnicas bioquimicas de eletroforese tém sido utilizadas por muitos
autores como base para a estimativa da variacdo genética em populacoes
de plantas e animais. Estas estimativas sao quantificadas em termos de
numero de locos polimérficos por populacado, o nimero efetivo de alelos por
locos, ou o nimero médio de locos heterozigotos por individuo (HAMRICK,
1983). A andlise eletroforética dos padrdes de proteinas e isoenzimas é um
método simples, rapido, sensivel, de alto valor informativo e potencial ao
melhoramento de esséncias florestais (ALFENAS, 1986).

O uso da eletroforese de isoenzimas para descrever a distribuicdo da
variacdo genética apresenta algumas vantagens, como: ) heranca genética
dos tracos detectados eletroforeticamente pode ser facilmente
demonstrada; Il) a maioria dos locos de aloenzimas sdo codominantes e a
freqiiéncia alélica pode ser calculada sem a necessidade de cruzamentos
genéticos, e ll) a estimativa da variacao genética pode ser comparada
diretamente entre populacées ou espécies (HAMRICK et a/ 1979).

Corder e Lopes (1993), estudando arvores adultas e progénies de
Eucalyptus spp., concluiram que as andlises genéticas pelos métodos
eletroforéticos podem ser realizadas em qualquer fase de sua existéncia,
desde que se conserve os individuos vivos em condi¢cGes de campo e
viveiro, tornando possivel analisar com maior precisao o controle genético
dos locos envolvidos. Isso é possivel ja que se tem gendtipos maternos
(arvores adultas) e suas progénies, facilitando a compreensao dos estudos
de genética de populacoes, do sistema reprodutivo, do fluxo génico, sendo
também uma valiosa ajuda no monitoramento genético de populacdes
melhoradas.

Alfenas et al (1991) descrevem o método de eletroforese de isoenzimas
com detalhes, para esséncias florestais. Moraes (1993), por sua vez, faz
um levantamento dos sistemas enzimaticos mais utilizados em coniferas e
angiospermas, citando para as Ultimas a MDH, AAT, LAP, PER, PGI, PGM,
SKDH, ACP, G6PD, IDH e EST.
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4.4 Fragmentacao Florestal

A fragmentacao florestal € uma das maiores ameacas para a conservagao
da biodiversidade dos remanescentes das florestas tropicais (SECRETARIAT
OF THE CONVENTION ON BIOLOGICAL DIVERSITY, 2006). A
velocidade dos desmatamentos ocorrentes na floresta tropical é sem
precedentes na sua histéria evolutiva e, assim, tem efeitos profundos no
ecossistema (BIERREGAARD et al., 1992). Contudo, os efeitos bioldgicos e
fisicos da fragmentacao florestal sao pouco conhecidos. Algumas
mudancas sao facilmente prediziveis, pelo menos qualitativamente. A
floresta tropical tem um papel protetor fundamental no balanco do
ecossistema global, regional e local e para a conservacao dos recursos
hidricos e biota; no entanto, com a sua retirada, as condicdes
microclimaticas sofrem mudancas, principalmente nas bordas, e os padroes
macroclimaticos locais poderao ser alterados (KAPOS, 1989), assim como
a composicao de espécies (JANZEN, 1990); os tamanhos das populacdes
serao reduzidos, o que terd conseqiiéncias genéticas deletérias
(BIERREGAARD et al., 1992).

Terborgh (1990) comparou a densidade de animais que sdo presas de
grandes felinos na floresta de Barro Colorado Island (BCI), Panam4, onde os
grandes predadores foram extintos, com a de Cosha Cashu, Peru, onde ha
populacdes preservadas destes, e encontrou valores 10 a 20 vezes maiores
para BCI. Terborgh (1992) lembra que, como os grandes predadores
necessitam de grandes espacos para encontrar suas presas em ndmero
suficiente, eles desaparecerao em florestas fragmentadas a partir de um
tamanho minimo, e isso tera um efeito desestabilizador em populacdes de
consumidores primdrios, entre eles os predadores e eventuais dispersores
de sementes, 0 que por sua vez deverd afetar a composicao de arvores da
floresta. Smart et al. (1985) detectaram mudancas na vegetacao devido a
auséncia de pisoteio e herbivoria de grandes mamiferos em Uganda.

Howe (1984) estudou as implicacdes da dispersao de sementes por
animais, para o manejo da floresta tropical, e constatou que muitas arvores
tropicais tém frutos adaptados para o consumo animal, e muitos animais
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tropicais dependem deles para se alimentar por, pelo menos, parte do ano;
alguns destes sistemas de dispersdo mutualistas sao pivotais para a
comunidade, pois algumas destas arvores frutificam no periodo de escassez
e, assim, mantém espécies de passaros e mamiferos frugivoros que sao
vetores para a dispersao e recrutamento de muitas espécies em outras
épocas do ano. A conservacao destas espécies-chave para o
funcionamento da floresta como um todo é uma linha de pesquisa que tem
crescido nos ultimos anos (FRANKIE et al., 1990; GILBERT, 1984), j4 que a
sua auséncia em determinado fragmento florestal pode acarretar em muito
mais que sua prépria extincao.

No Brasil, um trabalho de relevancia que contempla o estudo dos efeitos da
fragmentacao florestal é o Projeto Dindmica Biolégica de Fragmentos
Florestais (PDBFF), que desde 1981 observa as alteracoes sucedidas na
flora e na fauna de alguns fragmentos de Floresta Amazoénica de terra
firme de diversos tamanhos, em comparacao com a floresta continua. Tal
projeto envolve diversas pesquisas no campo da biologia, tais como: a inter-
relacdo entre animais, as alteracdes microclimaticas, a demografia de
plantas, a dinamica de populacGes de animais e a relacdo com a
biodiversidade (KAPOS, 1989; CIENCIA HOJE, 1991). Das espécies
arbéreas ai ocorrentes, apenas Couratari spp. (LEPSH-CUNHA, 1996)
foram estudadas do ponto de vista da genética de populacoes.

Na Regido Sudeste brasileira, um ecossistema que representa de maneira
critica este modelo de paisagem fragmentada é a Floresta Mesoéfila
Semidecidua, também conhecida como Floresta do Planalto. Ocupa trechos
dos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias e é abrigo de uma rica diversidade de espécies,
distinta em sua estrutura e composicao das Florestas Amazdnica e
Atlantica strictu sensu (LEITAO-FILHO, 1987), sendo assim um bom alvo
para estudos visando a conservacao.

Fatores tais como o histérico de perturbacao de fragmentos, seu tamanho e
sua forma, seu nivel de isolamento, seu tipo de vizinhanca e o tipo do
ecossistema sao apontados como aspectos que influenciam a estrutura da
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comunidade de plantas (VIANA, 1995). VIANA et al. (1992), estudando
fragmentos florestais do interior do Estado de Sao Paulo, concluirm que: 1)
Grande parte dos fragmentos sdo pequenos e isolados; 2) A ocorréncia de
cipés em alta densidade dificulta a regeneracao natural das espécies
arboreas; 3) A freqliéncia de arvores mortas é alta; 4) O efeito de borda é
significativo e complexo e 5) Os fragmentos necessitam de manejo para
evitar o prosseguimento do processo atual de degradacao e perda de
biodiversidade. Quanto ao manejo mais adequado a ser utilizado, continua
sendo ainda uma questao em aberto. Viana (1995) enfatiza a necessidade
de se considerar os fragmentos florestais pequenos, isolados e nao
sustentaveis como remanescentes de uma rica e ameacada biodiversidade
e, portanto, merecedores de uma abordagem séria, priorizando o manejo e
conservacao destas unidades.

4.5 Conseqliéncias genéticas da fragmentacao florestal

A maior parte dos estudos de conservacao de fragmentos citados
anteriormente baseia-se principalmente em conhecimentos ecolégicos e
demogréficos, nao contendo o enfoque genético, essencial para que a
elaboracao de estratégias de manejo sejam bem sucedidas, j4 que um dos
processos mais importantes a ser considerado para a conservacao das
florestas tropicais ainda passa quase desapercebido ao homem comum: as
conseqUiéncias deletérias na diversidade genética das espécies, causadas
pela fragmentacao ambiental. A principal conseqliiéncia deste processo no
tocante a genética é que as espécies tém sua sobrevivéncia comprometida
devido as alteractes nos padroes de troca de genes (BALLAL et al., 1994,
YOUNG et al., 2000). Sao raros os casos de espécies estudadas do ponto
de vista genético, sendo estes indispensaveis a exploracao racional, a
recuperacao e, principalmente, a conservacao da floresta tropical.

Algumas das ferramentas bdsicas para estes estudos consistem no
conhecimento do sistema reprodutivo, de acasalamento, do fluxo génico
intra e interpopulacional, de distribuicao espacial dos individuos e,
principalmente, da distribuicdao da variacao genética entre e dentro de
populacoes das espécies que compdem as comunidades em estudo
(KAGEYAMA, 1987).
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A diversidade e a estrutura genética podem ser alteradas se a
fragmentacao florestal modificar os padrdes de dispersao do pélen e
sementes (FORE et al., 1992). A fragmentac&o de habitats também pode
colaborar para modificagces no sistema de acasalamento, alterando a
composicao dos agentes polinizadores ou mesmo em seus comportamentos
individuais. Sendo assim, estas mudancas também podem se refletir nos
parametros relativos ao sistema de acasalamento (SOUZA, 1997).

Mosaicos de habitats, incluindo manchas de ecossistemas nativos,
fragmentos antropogénicos e areas agricolas e urbanas apresentam
probabilidades despreziveis de dispersao e estabelecimento de adultos e
juvenis de parte da fauna (SANTOS, 1995), fauna esta responsavel por
grande parte do fluxo génico das plantas, ao atuarem como polinizadores e
dispersores de semente. Grant (1980) afirma que a entrada constante e
alta de genes em uma populacao através do fluxo génico é o fator mais
importante na manutencao da coesao genética entre as populacdes de uma
espécie.

Ellstrand; Ellan (1993) reforcam que o fluxo génico é considerado benéfico
por prevenir a depressao endogamica e a deplecao da variacdo genética em
pequenas populacdes. Para a maioria das espécies perenes, o aumento do
fluxo génico em apenas duas décadas é suficiente para anular o efeito da
deriva e da endogamia. A transferéncia de poucos genomas de sucesso de
uma geracao para outra pode ser suficiente para manter o fluxo génico na
magnitude de ordem histdrica e natural.

O atual estado fragmentado das florestas de Sao Paulo afeta o fluxo génico
de muitas espécies nativas e as pdem em risco de extingao. As espécies
ocorrentes nos fragmentos do Planalto Paulista teoricamente estao
sofrendo o efeito de erosdo genética, devido a reducao de suas populacoes,
ou seja, algumas destas espécies perderao parte de sua variabilidade
genética natural, principalmente na forma de alelos raros que nao estao
representados nos genes dos individuos remanescentes nos fragmentos. As
espécies arboéreas de distribuicdo espacial rara provavelmente sao as mais
afetadas pela fragmentacao florestal, podendo mesmo estar ausentes nos
fragmentos isolados onde a ocorréncia da espécie é natural.
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Tal fen6meno vem ocorrendo em escala mundial para os mais diferentes
taxa: Boitani (1984) - mamiferos da Europa; Newman; Novakova (1985),
Van-der-Zande et al. (1984), Banse; Bezzel (1984) e Dmowski; Kozakiewicz
(1990) - aves da Europa; Da Silva (1988) - Grisea grisea, ave da Amazbnia;
RAFE et al. (1985), Blake (1984) - aves da América do Norte; Johnsigh et
al.(1990)- elefantes e tigres da india; Abrams (1985) - aves da Africa do
Sul; Menges et al.(1986), TABACCHI et al.(1990), Decamps (1987) e
Herman et al.(1990) - espécies animais da mata ciliar; Saunders (1990),
Mansergh; SCOTTS (1989) e Lawrence (1990) - mamiferos da Austrdlia;
Heinen; Merriam (1990), Merriam; Lanoue (1990), Lorenz; Barrett (1990),
Price; Longland (1989), BLEICH; Wehausen (1990); Thomas; Irby (1990) e
Foster; Rahs (1985) - mamiferos da América do Norte; Conry (1989) -
bufalo Bos gaurus da Malasia; Brennan (1985) - macacos (Cercopithecus
neglectus) do Quénia; Szacki (1987) - mamiferos da Europa; Saunders
(1990) - Cracatua (Calyptorhynchus funereus) da Australia; Menge (1990) -
Pedlicularis furbishiae, uma planta perene da América do Norte; De-Viedma
et al. (1985) e Wood; Samways (1991) — lepi dépteros da Europa ; Hall et
al. (1996) - Pithecellobium elegans, arvore tropical rara da Costa Rica.

Na literatura, as predicoes iniciais sobre as consequiéncias genéticas da
fragmentacao de habitats enfocavam o tamanho populacional reduzido e o
isolamento populacional (SOUZA, 1997). A importancia do tamanho
populacional relacionada a estrutura de cruzamento, dindmica genética e
evoluciondria foi primeiramente reconhecida por Wright (1931, 1938 e
1946). Os estudos mais recentes discutem sobretudo aspectos da variacao
genética, niveis de endogamia, fluxo génico e divergéncia interpopulacional
(YOUNG et al., 1996; 2000; SEOANE et al., 2005). Em sintese, a
fragmentacao florestal pode causar a perda da variacao genética por duas
vias. Primeiro, a reducao do tamanho populacional cria gargalos genéticos
(“bottlenecks”) porque os individuos que ficam contém apenas uma
pequena amostra do “pool” génico original. Em segundo lugar, como
conseqliéncia, a pequena populacdo remanescente, caso permaneca isolada
por muitas geracodes, tera continua perda de alelos devido a deriva genética
aleatéria (SOUZA, 1997).
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Teoricamente, as alteracdes decorrentes da fragmentacao florestal
contribuem para a erosao da variagcao genética e aumento da divergéncia
genética entre populacdes, através dos seguintes eventos: a) aumento da
deriva genética, b) aumento da endogamia, c) reducao do fluxo génico e d)
aumento da probabilidade de extincao local. Tais efeitos apresentam
implicacdes em relacao a persisténcia da espécie. A curto prazo, a perda
de heterozigosidade pode reduzir a aptidao individual da espécie,
inviabilizando o remanescente populacional. A longo prazo, a reducao da
riqueza alélica deve limitar a habilidade das espécies a responderem as
mudancas devida a acao de forcas seletivas (YOUNG et al., 1996,
ELLSTRAND; ELLAN, 1993, CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 1987).

Dados provenientes de estudos com marcadores moleculares sugerem que
a reducao do tamanho populacional e isolamento das populacdes causam
reducdo da variabilidade genética (BILLINGTON, 1991; POLLANS;
ALLARD, 1989; SAUNDERS et al., 1990; WILCOVE, 1987). Os dados
destes trabalhos sugerem que a perda genética verificada deve-se mais ao
efeito de gargalo do que pela deriva genética (YOUNG et al., 1996).

Outra conseqiiéncia é a ocorréncia de endogamia ou cruzamento entre
individuos aparentados. A perda de vigor decorrente da endogamia é
conhecida como depressao endogémica. Este fendmeno é mais estudado
em animais, e ainda pouco se conhece sobre seu efeito em plantas, porém
sabe-se que a endogamia reduz a performance reprodutiva das espécies
(TEMPLETON, 1990). A endogamia acarreta em uma diminui¢ao dos niveis
de variacdo genética, resultando numa baixa taxa de recrutamento e
potencial risco de extincdo (HAMRICK; LOVELESS, 1984). Quase sem
excecao, a endogamia forcada, que pode ocorrer pela falta de individuos da
mesma espécie ou pela falta do agente polinizador, ou ainda pelo
cruzamento de individuos muito aparentados, resulta em deterioracao geral
do vigor e o aparecimento de outros efeitos adversos (ALLARD, 1971).

A endogamia é o cruzamento entre individuos aparentados e tem como
conseqliéncia genética a homozigose dentro de populacdes. Em plantas, a
endogamia ocorre por autofecundacao e cruzamento entre individuos
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aparentados. A autofecundacao é o extremo da endogamia e é evitada em
plantas por mecanismos de auto-incompatibilidade ou por dioicia.
Endogamia biparental é mais freqliente quando as populacées sdo pequenas
ou quando exibem estrutura genética espacial. Esta estrutura é
desenvolvida quando a dispersao de pdlen e sementes é restrita
(ELLSTRAND; ELLAN, 1993).

A reducéo dréastica do nimero de individuos de uma espécie em um certo
local num determinado tempo é designada de gargalo (“Bottlenecks”). O
gargalo contribui para a perda de alelos, especialmente os raros, e isto é
muito mais efetivo do que a perda de heterozigosidade (BARRET; KOHN,
1991). Hamrick; Murawski (1991) afirmam que populacdes que estao
pequenas por algumas geracodes, ou que foram submetidas ao “efeito de
gargalo”, recentemente, devem ter uma menor variabilidade genética que
populacées que estdo grandes e estaveis por algumas geracdes. Contudo, o
mesmo fator que gerou o efeito de gargalo pode acarretar em forcas
seletivas que contrabalanceiem a perda de variabilidade genética gerada
pelo efeito de gargalo, como, por exemplo, uma selecao favorecendo
individuos heterozigotos (COATES, 1992).

Barret; Kohn (1991), com base no trabalho de Nei (1975), salientam que a
quantidade da reducao da heterozigosidade média por loco ndo depende
apenas do tamanho do gargalo, mas também da taxa de cruzamento e
crescimento da populacdo. Caso esta cresca rapidamente, a reducéo da
heterozigosidade é minima, mesmo que o nimero de fundadores seja
pequeno. Em contraste, a perda do nimero médio de alelos por loco é
profundamente afetada pelo tamanho do gargalo. Em geral, a perda de
alelos excede muito a perda da heterozigosidade média, embora com o
tempo a perda de variacao se tornara significativa.

Por sua vez, a deriva genética muda a distribuicao da variacdo genética de
duas formas: diminui a variacdo dentro de populacoes, refletida pela perda
de heterozigosidade e de alelos, e aumenta a diferenciacao entre
populacdes. A diminuicdo da heterozigosidade pode estar refletida
diretamente na reducao de genes e nos remanescentes pequenos, ou pela
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erosao da heterozigosidade quando a endogamia acompanha a
fragmentacdo (BARRET; KOHN, 1991; ELLSTRAND; ELLAN, 1993;
BALLAL et al., 1994)

Dada uma estrutura estavel e assumindo um modelo de fluxo génico de
ilhas, a divergéncia genética interpopulacional aumentara devido a deriva,
particularmente quando o fluxo génico for menor que 1. Em contraste,
apenas uma pequena quantidade de fluxo génico (equivalente a um
individuo por geracao) é requerida para reduzir a perda de alelos
(TEMPLETON, 1990; YOUNG et al., 1996).

Onde as populacées sao pequenas e isoladas umas das outras, a deriva
genética terd uma influéncia dominante na estrutura genética. Estas
populacdes estado sujeitas a perda de variacao e tornam-se potencialmente
susceptiveis a extincdo. Quando as populacdes tornam-se pequenas por um
longo periodo de tempo, os efeitos da amostra sdo acumulativos. As
mudancas nas freqiiéncias génicas sao aleatérias devido as amostras de
gametas de uma geracao para a outra. Em grandes populacdes, tem-se
pouco efeito de deriva. Em populacdes pequenas, com menos de 100
individuos, as freqliéncias génicas podem sofrer grandes flutuagoes em
diferentes geracoes, liderando para a perda de alelos (BARRET; KOHN,
1991). O efeito da deriva pode ser amenizado quando o fluxo génico entre
ilhas permanece, mesmo que os niveis do fluxo génico sejam baixos
(TEMPLETON, 1990; ELLSTRAND; ELLAN, 1993; YOUNG et al., 1993).

As predicoes tedricas indicam que as conseqliéncias da deriva dependem
do nimero de geracdes que se passaram nos remanescentes; as espécies
com geracdes que se procedem em curto espaco de tempo (tais quais as
herbaceas) mostram grande perda de variagdo oriunda da deriva. Quando
se tem poucas geracoes, os resultados observados se devem ao efeito de
gargalo genético (YOUNG et al., 1996).

Ha na literatura uma grande quantidade de estudos sobre os efeitos do
isolamento reprodutivo de espécies arbdreas causado pela fragmentacao
florestal; por exemplo, Hall et al (1996), Sousa et al. (1997), Tabarelli e
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Gascon (2005), e Seoane et al. (2000 a, b; 2005 a, b; 2006). O trabalho
pioneiro de HALL et al. (1996), desenvolvido na Costa Rica, mostrou que a
variacao genética foi menor em populacdes da espécies arbdrea rara,
Pithecellobium elegans, de menor tamanho e mais longe da floresta
continua, sendo que 10 % da variagao genética total observada para a
espécie deve-se a diferenciacao entre amostras coletadas em fragmentos
pequenos e na floresta continua, e concluem que a fragmentacao do que foi
uma vez uma vasta area de floresta com Pithecellobium elegans esta se
convertendo em populacdes pequenas, ilhadas e geneticamente erodidas.

Souza (1997) estudou os efeitos da fragmentacao florestal na variabilidade
genética de Chorisia speciosa, através de locos alozimicos, ao comparar os
parametros genéticos de quatro populacoes naturais, sendo uma
representando um fragmento relativamente grande e nao perturbado (com
area de 287,28 hectares) e trés representando fragmentos florestais
pequenos e perturbados (com area de 10, 25 e 50 hectares), todos na
regido de Bauru, SP. A espécies apresentou altos valores relativos aos
indices de diversidade em todos os fragmentos, nao havendo perda
significativa de heterozigosidade da populacao fonte para as populacdes
fragmentadas. Conforme as predicdes tedricas, a deriva genética ficou
evidenciada pela perda, fixacao e oscilacao aleatéria de alelos e também
pela alta divergéncia interpopulacional (Fst=0,183). Nos fragmentos
pequenos e perturbados, foram detectados trés fen6menos, tanto para
alelos raros quanto para comuns, caracteristicos da deriva genética: perda
e fixacao de alelos e oscilacdes aleatérias das freqiiéncias alélicas.

Os gargalos artificiais criados na populacdo do maior fragmento mostraram
que a perda genética se refletiu nas distribuicdes alélicas, através das
perdas e oscilacdes de frequéncias de alelos raros e nao se refletiu nas
heterozigosidades, o que foi esperado, ja que ndao houve a existéncia de
estruturacao espacial nas populacoes estudadas da espécie. O autor
concluiu que: 1) a maior conseqiiéncia genética da fragmentacao florestal
foi a perda da variacdo genética que, neste estudo, refletiu nas mudancas
das distribuicdes alélicas e nao foi evidenciada nos indices de diversidade;
2) em poucas geracoes (50 anos de fragmentacao), evidenciou-se perda
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genética e 3) para ampliar a compreensao dos fen6menos de perda
genética que ocorrem nos fragmentos pequenos e perturbados, seria
importante trabalhar com senso demografico ao invés de amostragem e
proceder amostras separadas de individuos jovens (banco de plantulas da
floresta ou através da coleta de sementes e obtencao de progénies) e
adultos, ja que os jovens, por serem representativos natos de eventos
reprodutivos pds-fragmentacao, refletiram melhor as perdas genéticas
(SOUZA, 1997).

Seoane et al. (2005 a, b, 2006) estudaram Euterpe edulis Martius, o
palmiteiro jussara, uma palmeira da Mata Atlantica que pode ser
considerada como uma espécie-chave, produzindo anualmente uma grande
quantidade de frutos consumidos avidamente pela fauna. Entre os
resultados, destaca-se que o fluxo génico via dispersdo de sementes foi trés
vezes menor na Populacdao Degradada em comparacéao a Populacao
Conservada (Seoane et al., 2005 b, 2006). No entanto, tal diminuicdo de
fluxo génico provavelmente nado é suficiente para haver efeitos da deriva
genética aleatdria nas populacdes de E. edulis, pois, segundo a regra One
Migrant Per Generation (OMPG), ou “Um Migrante Por Geracao” (WANG,
2004), o nivel de fluxo génico para manter a diversidade genética e evitar a
depressao endogamica em populacoes fragmentadas é de no minimo um
individuo migrante por populacao local por geracao, o que é atendido tanto
na Populacdo Conservada quanto na Populacao Impactada (SEOANE et al.,
2005 b). No entanto, a fragmentacao florestal parece trazer uma
diminuicao do banco de plantulas de E. edulis, o que demonstra que a
conexao genética (SEOANE et al., 2006) e o fluxo génico atendendo a
regra OMPG nao implica necessariamente em nimeros suficientes para a
manutencao do remanescente e para colonizacao de novas areas. Assim, é
provavel que os remanescentes populacionais dos fragmentos pequenos
sejam invidveis demograficamente, pois uma diminuicao do banco de
sementes e plantulas, somada a exploracao clandestina de adultos,
acarretard em uma diminuicao maior ainda dos bancos e, em médio a longo
prazo, na extincao local da espécie. Esta diminuicao local de E. edulis deve
estar acarretando em efeitos em cascata sobre uma grande gama de
espécies da fauna e flora, entre estes os frugivoros associados a E. edulis e
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as espécies vegetais das quais estes sao naturalmente os dispersores de
sementes. Tal efeito em cascata é sugerido pelo menor fluxo génico
ocorrendo entre os fragmentos florestais.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Locais de estudo

O trabalho foi realizado em quatro areas de ocorréncia natural de E.
leiocarpa: duas subpopulacdes na Estacao Ecolégica de Caetetus e duas
subpopulacdes na Estacao Ecolégica de Ibicatl, ambas do Instituto Florestal
do Estado de Sao Paulo.

A Estacao Ecoldgica de Caetetus, de 2.178,84 hectares, localiza-se entre a
Latitude 22°22' e 22°27' S e Longitude de 49°40' a 49°43' W, entre os
municipios de Gélia e Alvinlandia, no Estado de Sao Paulo, com altitude
variando entre 500 a 600 m. O clima, segundo a classificagao de Képpen,
é do tipo Cwa (quente com inverno seco). A temperatura maxima anual é
de 30 °C, minima de 10 °C e média de 20 °C. A precipitacao
pluviométrica média anual é 1.480 mm e estd concentrada nos meses de
dezembro, janeiro e fevereiro, sendo maio e junho os meses mais secos do
ano (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE, 1987).

A Estacao Ecoldgica de Ibicatu, de 76,4 hectares, localiza-se entre a
Latitude 22°47' a 22°48" S e Longitude de 47°49'a 47°50'W, no
Municipio de Piracicaba, SP, com altitude média de 500 m. O clima,
segundo Catharino (1989), citado em Costa (1992), pelo Sistema de
Thornwaite, é do tipo Umido, com uma pequena concentracao da
evapotranspiracao potencial no verao. A precipitacdo pluviométrica média
anual situa-se acima de 1.000 mm.

5.2 Materiais

O material analisado consistiu de:
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1. Oitenta individuos adultos de E. /eiocarpa, sendo vinte de cada uma das
quatro subpopulacoes amostradas (Subpopulacoes C1 e C2 da E.E. de
Caetetuls e subpopulacdes |1 e 12 da E.E. de Ibicatu)

2. Progénies constituidas de vinte plantulas oriundas de frutos de vinte
arvores matrizes, sendo dez das arvores matrizes da subpopulacédo C2 da
E.E. de Caetetls e dez da subpopulacao 11 da E.E. de Ibicatu.

Uma vez que um dos objetivos deste estudo foi a caracterizacao da
distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populacoes, a
amostragem dos individuos foi totalmente aleatéria dentro das ocorréncias.
Portanto, nao foi estabelecido um critério de distdncia minima entre
individuos.

Cada um dos frutos coletados em campo foi colocado individualmente em
saco de papel devidamente identificado por progénie. Os frutos foram
expostos ao sol, para secagem, em caixas de madeira, durante quarenta
dias, no patio do Departamento de Ciéncias Florestais - ESALQ/USP, sendo
cada lote de semente posteriormente colocado no viveiro do mesmo
departamento, separadamente em caixas de plastico com terra adubada.
Quarenta e cinco dias depois, quando as plantulas atingiram 5 cm a 7 cm
de altura, procedeu-se a sua repicagem para laminado plastico de uma
média de 30 plantulas por progénie. As mudas foram mantidas cobertas
com telas plasticas Sombrite 50 %.

Coletaram-se folhas de todas as plantas adultas marcadas no campo. Estas
folhas foram embaladas em sacos plasticos, identificados com o nimero da
arvore de origem, acondicionadas em caixas de isopor, contendo gelo, e
transportadas para o Laboratério de Reproducao e Genética de Espécies
Arbdreas (LARGEA), do Departamento de Ciéncias Florestais ESALQ/USP,
em Piracicaba, e entdo armazenadas em geladeira a 50 °C.

5.3 Amostras para Eletroforese de Isoenzimas

A eletroforese de isoenzimas para a caracterizacao genética da espécie foi
realizada no LARGEA, segundo a metodologia proposta por Kephart (1990)
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e Alfenas et al. (1991). Para esta caracterizacao, utilizaram-se tecidos
foliares de plantulas de progénies e de individuos adultos. A coleta dos
tecidos foliares das plantulas foi feita preferencialmente no periodo da
manha, os quais foram imediatamente submetidos a maceracao, evitando
assim a perda da atividade enzimatica do material. Posteriormente, as
amostras foram embaladas em ependorfes e armazenadas em congelador a
-5 °C. O tecido foliar dos individuos adultos era macerado e imediatamente
submetido a eletroforese.

5.4 Extracao das Enzimas

A rotina de extracdo das enzimas empregou aproximadamente 20 mg de
tecido de limbo foliar, macerado com auxilio de um bastéao de vidro, em
placas de porcelana, sobre barras de gelo, com adicao de aproximadamente
10 mg de areia lavada, 7 mg de Polyvinyl Pirrolidone (PVP 40), 7 mg de
Polyvinyl Pirrolidone (PVP-360) e 200 microlitros de solucao de extracao
numero 1 de Alfenas et al. (1991, p. 41), modificada pela auséncia de 2-
Mercaptoetanol. Esta solucao de extracao é a mais comumente usada nos
protocolos desenvolvidos no LARGEA. A solucao extraida individualmente
para cada planta (adultos e progénies), contendo o material genético
(enzimas), era absorvida em pedacos de papel de filtro (Whatman n® 3),
nas dimensoes de 6 mm x 10 mm (“Wicks"”) e posteriormente submetidas
ao processo de eletroforese.

Cada gel acondicionava amostras de 20 individuos, sendo nas duas
extremidades adicionados “wicks” embebidos em solucao de azul de
bromofenol a 0,1 %, objetivando marcar a distancia maxima possivel de
migracao das alozimas durante a “corrida”.

5.5 Procedimentos de Eletroforese

A eletroforese de isoenzimas foi a horizontal, conduzida em meio suporte
de gel de amido de milho (penetrose 30), 13 %. As “corridas” foram
realizadas em geladeira com temperatura de 5 °C. Sobre os géis, foram
adicionadas placas de vidro e cubas de gelo, visando reduzir o aguecimento,
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causado pelo atrito, no processo de migracao das enzimas. Nos primeiros
30 minutos de “corrida”, manteve-se a corrente elétrica constante a 35
mA, sendo apds elevada a 40 mA, até o final do processo. A voltagem nos
eletrodos foi de 120 a 180 volts e no gel de 6 a 8 volts nos primeiros trinta
minutos e 140 a 210 volts e 8 a 10 volts, nos eletrodos e no gel,
respectivamente, no restante do tempo de “corrida”.

Os “wicks” contendo as amostras foram retirados dos géis, ap6s 30
minutos de migracao, sendo o tempo médio do processo de “corrida” de
aproximadamente sete horas. Neste ponto, o marcador de azul de
bromofenol atingiu de 8 cm a 9 cm de migracdo. Terminadas as corridas,
os géis foram cortados em seis fatias, de espessura em torno de 1,0 mm,
conforme Alfenas et al. (1991, pag. 116), sendo a primeira fatia
descartada. Quatro das faces restantes foram submetidas a coloracdo em
enzimas especificas. Os sistemas enzimaticos PGI, PRX e EST foram
coloridos sempre nas fatias mais nobres (as duas primeiras).

5.6 Procedimento de Coloracdo dos Géis

Para obtencao dos sistemas enziméaticos SKDH, PGM, 6PGDH, PGl, IDH e
MDH, diluiu-se todos os reagentes (substratos, cofatores, catalisadores e
outros) no tampao de coloracéo especifico do sistema enzimético e, em
seguida, essa solucao foi adicionada ao gel, acondicionado em cuba de
porcelana e imediatamente incubado no escuro, por 20 a 40 minutos, em
estufa a 37 °C, até o aparecimento das bandas.

Alfa-esterase (a-EST) foi preparada em duas solucdes: solucdo A e B. A
solucao A foi obtida pela diluicdo do substrato acetona 50 %, sendo apds
adicionados 40 ml de tampao de coloracdo. Apds, esta solucao, foi
despejada sobre o gel e este incubado no escuro, em estufaa 37 °C. A
solucao B foi obtida pela diluicdo do Fast Garnet GBC Salt em n-propanol
adicionados 40 ml do tampao de coloracdo. Apds 20 minutos, adicionou-se
a solucao B ao gel imerso na solucao A e as bandas apareciam em um
intervalo de um a dois minutos.
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Para a obtencao da peroxidase (PRX), diluiu-se o substrato no tampao de
coloracao, adicionando-se estes ao gel e depois pipetando-se 2 ml de dgua
oxigenada 3 %. As bandas apareciam em um intervalo de um a dois
minutos.

No anexo, esta listado o protocolo para a revelacao dos sistemas
isoenzimaticos de E. leiocarpa.

Posteriormente a revelacao, os géis foram secados e fotografados. Os géis
foram interpretados logo apds a revelacao das isoenzimas, o que sem
duvida é a melhor forma de obtencao dos resultados, visto que a
interpretacao direta dos zimogramas fica, assim, menos sujeita a erros.

A distancia do marcador de bromofenol foi medida no momento em que os
géis foram cortados, a fim de obter-se, como colocam Alfenas et al (1991),
os valores de Rf. A estimativa da migracao relativa (RM) foi realizada
conforme Cheliak; Pittel (1984).

A distincao dos locos aparentes foi a mesma definida por Reis (1996): em
que cada regido do zimograma que apresente um comportamento
aparentemente independente dos demais e que possa ser interpretado
geneticamente, ou que apresente uma segregacao mendeliana aparente,
definiu-se como loco. Ainda, o autor afirma que a coeréncia entre genitor
feminino (receptor de pdélen) e progénie proporciona a devida consisténcia a
essa forma de interpretacao.

Para a numeracao dos locos e alelos neste estudo, os sistemas enzimaticos
com revelacao de mais de um loco, denominaram-se alfa-numericamente de
forma crescente, dos locos mais catddicos para os mais anddicos, usando-
se o mesmo procedimento para os alelos dentro dos locos, portanto,
identificados pela sua migracao relativa (Rf).

5.7 Anélise Estatistica

A interpretacdo dos zimogramas permitiu a obtencao dos genétipos de cada
individuo estudado, tanto adultos quanto integrantes das progénies,
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possibilitando estimar os varios parametros caracterizadores da
variabilidade genética entre e dentro das populacdes de E. /eiocarpa.

5.7.1 Variabilidade Genética Intrapopulacional

Utilizando o programa BIOSYS-1 de Swofford; Selander (1989), a variacédo
genética foi calculada a partir das estimativas das freqiiéncias alélicas
estabelecidas para cada subpopulacao de adultos e para cada populacao de
progénies. As freqliéncias alélicas descrevem a variacao para um loco
(TORGGLER, 1994) e foram obtidas pela contagem direta dos alelos por
loco, dividido pelo nimero total de alelos no loco.

A estimativa das freqUiéncias alélicas permitiu calcular os indices de
diversidade genética para adultos e progénies: a heterozigosidade média
observada (Ho), heterozigosidade esperada ( I:|e) segundo expectativas do
equilibrio de Hardy-Weinberg, a porcentagem de locos polimérficos (P), o
ndimero médio de alelos por (A) e o indice de fixacao alélica de Wright ( f)
para quatro subpopulacdes de adultos (duas de Caetetus e duas de Ibicatu),
e também para as duas populacdes de progénies. Essas estimativas
também foram obtidas a partir do programa BIOSYS-1, desenvolvido por
Swofford; Selander (1989).

A heterozigosidade média esperada para cada loco() foi obtida a partir das
freqUéncias alélicas, segundo expectativas de equilibrio de Hardy-Weinberg,
de acordo com Nei (1987). A diversidade génica ou heterozigosidade
esperada (), conforme Nei (1973), refere-se ao nivel de heterozigosidade de
uma populacao obtido a partir de freqiiéncias alélicas desta. Este valor
equivale a quantidade de heterozigotos esperada (heterozigosidade) em uma
populacao de cruzamentos ao acaso (panmitica). Esta medida pode
representar a variacao tanto em populacdes de espécies aldgamas quanto
autégamas. E considerada uma medida mais apropriada de diversidade
génica.

A heterozigosidade observada pode ser calculada diretamente da amostra a
partir das freqiiéncias genotipicas, podendo ser estimada para um ou mais
locos (BROWN; WEIR, 1983). Para obter-se a heterozigosidade média
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observada (Ho), somaram-se os valores obtidos para cada loco e dividiu-se
pelo nimero total de locos (monomérficos mais polimérficos).

A porcentagem de locos polimérficos (P) avalia o grau de polimorfismo
encontrado na amostra (FUTUYMA, 1992) e foi obtida pela média
aritmética do nimero total de alelos pelo nimero de locos. Considerou-se
como um loco polimérfico, o loco em que a freqiiéncia do alelo mais comum
nao ultrapassasse 99 %. Assim, a proporcdao minima de heterozigotos que o
loco poderd apresentar para ser considerado polimérfico é 2 %.

O nuimero médio de alelos por loco (A) é uma estatistica que enfatiza a
riqueza alélica, representando uma quantidade definida e espera-se ser
grande quando a amplitude do polimorfismo for grande. Possui, por outro
lado, uma forte dependéncia do tamanho amostral (NEI, 1987). O nimero
médio de alelos por loco a 99% de probabilidade (A) foi obtido pela média
aritmética do nimero total de alelos dividido pelo nimero de total de locos.

Wright (1951) considera o coeficiente de endogamia como uma medida do
grau de desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacées,
possibilitando a verificacdo da ocorréncia de excessos de homozigotos ou
perda de heterozigotos na populacdo e podendo indicar o possivel sistema
de cruzamento da espécie. Este indice permite acessar os niveis de
fixacOes alélicas por loco e a nivel de média de locos, informando sobre o
grau de endogamia dentro das populacdes. O também pode ser usado para
testar desvios das freqliéncias genotipicas unilocos, das expectativas de
Hardy-Weinberg (MURAWSKI; BAWA, 1994), devido aos acasalamentos
em tal situacao ocorrerem de forma aleatdria. Portanto, em populacdes em
equilibrio de Hardy-Weinberg, ndo existe endogamia, e o valor de é igual a
zero. O indice de fixacao de Wright () foi estimado ao nivel de locos e
média entre locos, segundo Vencovsky (1994) e Sebbenn (1997).

Foi realizado o teste de qui-quadrado para verificar se o valor de era
estatisticamente diferente de zero, em nivel de loco, conforme Li; Horvitz
(1953) e Sebbenn (1997). Para a média entre os locos, usou-se o teste z, a
um intervalo de confianca de 95 % ou 99 % de probabilidade (LOISELLE et
al., 1995), respectivamente.
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5.7.2 Anélise da Estrutura Genética

A estrutura genética das populacdes e a das subpopulacées foram
abordadas por metodologias distintas, porém complementares do ponto de
vista biolégico (REIS, 1996): estatistica F de Wright (WRIGHT 1951, 1965)
e analise da variancia de freqiéncias alélicas (COCKERHAN, 1969; WEIR,
1990; VENCOVSKY, 1992).

A estatistica F de Wright fornece, além da proporcao da diversidade
contida entre as subpopulacoes (Fst), os niveis de fixacao alélica para a
espécie e para a média das subpopulacdes (Fis). E interessante empregar
esta metodologia para facilitar a comparacao com os varios trabalhos sobre
a estrutura genética de populacdes naturais que a utilizam-na.

Por sua vez, a anélise de variancia fornece a distribuicao da variabilidade
genética nos varios niveis hierdrquicos em que esté estruturada a
amostragem nas populagoes.

5.7.2.1 Estatistica F de Wright

A caracterizacao da estrutura genética entre populacoes foi realizada a
partir das estatisticas F de Wright (WRIGHT 1951, 1965), também
empregando-se o programa BIOSYS-1 (SWOFFORD; SELANDER, 1989),
conforme Nei (1977), considerando duas populacdes de progénies, uma de
CaetetUs e outra de Ibicatu.

I:'Scorresponde ao indice de fixacao alélica médio dentro das populacdes
ou, em outras palavras, a probabilidade de dois individuos tomados ao acaso
de uma populacao serem idénticos por descendéncia.. IE.T é o indice de

fixacao alélica total das populacdes como um todo, ou seja, a probabilidade
que dois individuos tomados ao acaso no conjunto das populacdes serem
idénticos por descendéncia. Valores positivos de F e [F,, indicam déficit

de heterozigotos e valores negativos indicam o oposto.
Fsr é oindice de divergéncia genética entre populacoes. Este indice é
uma estimativa de variancia entre freqiiéncias alélicas de populacoes
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diferentes e mede a probabilidade que dois individuos tomados ao acaso em
duas populacées distintas sejam idénticos por descendéncia. Fsr é muitas
vezes usado como medida de diferenciacao entre subpopulacoes.

Para verificar se F, e | eram significativamente diferentes de zero, no

loco, usou-se o teste de qui-quadrado, proposto por Li; Horvit (1953),
também utilizado para Fsr. Jé& para verificar a significancia de Fst,
utilizou-se o teste X2 proposto por Workman; Niswander (1970). Para
testar se as médias de |A:IS e IEW eram diferentes de zero, usou-se o teste

z, de acordo com Loiselle et al. (1995).

Para testar-se a significancia da média de Fsr, utilizou-se o teste de c2 de
contingéncia entre o nimero de cada alelo observado, em cada populacao
(contagem direta), contra o nimero esperado de cada alelo para cada
populacdo (estimada pela multiplicacao da freqtiéncia de cada alelo por loco
pelo nimero total de gametas de cada loco).

5.7.2.2 Andlise da Variancia de Freqtiéncias Alélicas

Os individuos adultos foram analisados pela anélise de variancia de
freqUiéncias alélicas segundo Cockerham (1969), Weir (1990) e Vencovsky
(1992). Para cada alelo de cada loco polimérfico dos adultos, foi feita uma
andlise da variancia no modelo hierarquico desbalanceado. Esta estimativa
foi realizada para os adultos, devido a amostragem estar estruturada de
forma hierarquica, isto é, genes dentro de individuos, dentro de
subpopulacées, dentro de populacdes.

Esta estatistica também fornece os indices de fixacao de Wright (F e f),
bem como a divergéncia genética entre populacdes e subpopulacoes
(coeficientes de coancestralidades). As estimativas médias dos valores

de |E , f e ép foram obtidas pela soma dos quadrados médios individuais,

divididos pela soma dos graus de liberdade. As andlises das variancias
foram obtidas a partir do procedimento VARCOMP do programa estatistico
SAS (SAS INSTITUTE, 1985).
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5.7.3 Sistema Reprodutivo

O sistema reprodutivo foi inicialmente caracterizado pela verificacdo da
existéncia de equilibrio de Hardy-Weinberg nas subpopulacdes e populacao
de adultos e progénies; posteriormente, estimou-se a taxa de cruzamento
aparente, unilocos e multilocos. Ainda, comparam-se as freqiiéncias alélicas
do 6vulo e do pdlen, e a homogeneidade do pdlen nos acasalamentos.

5.7.3.1 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg e Endogamia de Wright

A aderéncia das subpopulacoes e populacao ao equilibrio de Hardy-
Weinberg foi testada a partir do programa BIOSYS-1 de Swofford;
Selander (1989). O teste utilizado foi o qui-quadrado (c?) ndo agrupado.
Porém, quando os valores das freqliéncias genotipicas esperadas
apresentavam-se menores do que 1, estes eram agrupados em classes
como: homozigotos para os alelos mais comuns, heterozigotos comuns/
raros e homozigotos raros e outros heterozigotos, e testados pelo c2
agrupado e exato de Fischer. Conforme Gomes (1985), nos casos em que
temos valores esperados abaixo de 1, e muitos abaixo de b, esta
metodologia é a mais apropriada, permitindo, assim, a confiabilidade do
teste.

Quando os locos nao se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg,
estes foram submetidos ao teste de equilibrio de endogamia de Wright. O
teste de c¢? para verificar a aderéncia dos gendtipos observados aos
gendtipos esperados segundo o equilibrio de endogamia de Wright, foi
estimado conforme Vencovsky (1994). Este teste considera o indice de
fixacdo de Wright para as estimativas das freqiiéncias genotipicas
esperadas de individuos homozigotos e heterozigotos. As freqiiéncias
genotipicas esperadas foram obtidas segundo Weir (1990). Os graus de
liberdade foram dados por: GL = [(n° de gendtipos -1) - (n° de alelos - 1) -
11, sendo um grau de liberdade perdido devido ao f’ (VENCOVSKY,

1994). Ainda, como pode ser observado, devido a computacao dos graus
de liberdade, este teste s6 pode ser aplicado em locos que possuam no
minimo trés alelos.
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5.7.3.2. Taxa de Cruzamento

As estimativas das taxas de cruzamento foram obtidas a partir do modelo
proposto por Ritland; Jain (1981), empregando-se o programa MLTR
(RITLAND, 1996), baseado no modelo de acasalamento misto de Clegg
(1980) e Ritland; Jain (1981),estimando-se assim a taxa de cruzamento
multilocos, unilocos, a taxa de cruzamento entre aparentados e o indice de
fixacdo entre individuos maternos. Estas estimativas foram feitas para as
progénies de ambas populacoes.

O programa permite estimar t et,, para a populacédo e para as familias,

através do método Newton-Raphson, e as freqliéncias alélicas do 6vulo e do
poélen pelo método de maxima verossimilhanca. Para estimar o erro padrao
das estimativas de cruzamento unilocos e multilocos para a populacao, o
programa utilizou o método boostrap, onde a unidade de amostragem sao
as plantas dentro das familias. Utilizaram-se mil reamostragens dentro das
familias, baseado em Murawsky et al. (1994).

Segundo Shaw; Allard (1982), a diferenca entre a taxa multilocos e
unilocos ( fs - fm ) decorre da existéncia de acasalamentos entre

individuos aparentados na populacao.
5.7.3.3 Diferencas nas Freqiiéncias Alélicas Entre Pélen e Ovulo

Para verificar se os gendétipos maternos estavam cruzando na mesma taxa
na populacao, dado que um dos pressupostos basicos do modelo de Ritland;
Jain é a homogeneidade nas freqiéncias alélicas do pélen e do évulo,
compararam-se as freqliéncias alélicas entre pélen e 6évulo, através da
estimativa de ﬁST de Wright para cada loco. As estimativas de %T para

locos com trés alelos, foram obtidas a partir de Vencovsky (1993).

0] |35T também foi usado para estimar se o conjunto de pélen é homogéneo

na populacao. Este teste foi realizado considerando-se as familias como
subpopulacdes e submetendo-as ao programa BIOSYS-1 de Swofford;
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Selander (1989). Desta forma, obteve-se a diferenca nas freqiéncias
alélicas polinicas contribuintes para a formacao das progénies.

Para testar a significancia de 5r para cada loco, aplicou-se o c¢?

(Workman; Niswander, 1970).
5.7.4 Distribuicao Espacial dos Genétipos

Com o intuito de analisar a estrutura genética espacial da populacao,
procedeu-se a andlise espacial dos gendtipos através da autocorrelacao,
baseada em Sokal; Oden (1978a, b) e Heywood (1978). O programa
utilizado foi o “Autocorr”, elaborado por Jonh S. Heywood.

A autocorrelacao foi feita para os locos polimérficos detectados nos
individuos adultos, visando detectar a existéncia de estruturacao familiar e
verificar se os genétipos apresentavam distribuicado aleatéria ou
estruturada. Neste Ultimo caso, as arvores que estao préximas podem ser
mais semelhantes ou aparentadas ou completamente diferentes (SOKAL;
ODEN, 1978). A andlise de autocorrelacdo considera cada alelo (pi) como
uma variavel. Assim, cada gendtipo homozigoto recebe o valor de pi = 1,0,
o heterozigoto pi = 0,5, e quando o alelo esta ausente pi = 0,0. O nUmero
de alelos analisados por loco corresponde an - 1, onde: n é o ndmero de
alelos. Portanto, em um locos com dois alelos, apenas um foi avaliado, ja
que o outro tem freqiiéncia dependente deste.

A caracterizacao da estrutura espacial foi feita a partir do indice | de
Moran, de acordo com SOKAL; ODEN (1978). Foram utilizados intervalos
de 3 metros de distancia. Assim, quando o desvio padrao exceder 1,96 e
2,58, | sera significante a um nivel de 95 % e 99 % de probabilidade,
respectivamente.

O indice | de Moran pode assumir valor entre -1 e + 1, sendo que -1
significa que os individuos pareados sao completamente diferentes
(autocorrelacdo negativa). O valor + 1 significa que os individuos pareados
sao idénticos (autocorrelacao positiva) (GANDARA, 1996). Valor zero

43
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significa auséncia de autocorrelacao, isto é, os individuos estao
aleatoriamente distribuidos no espaco.

O método de comparacdes dentro de classes de distancias preestabelecidas
para a andlise da distribuicao espacial dos gendétipos da E. leiocarpa
compara todos os pares de individuos que apresentem uma distancia entre
si dentro de um intervalo pré-estabelecido, recebem peso 1, e as demais
comparacoes recebem valor zero (GANDARA, 1996). O nimero de classes
de distancias variou entre as subpopulacoes, objetivando um ndmero de
pares em torno de 30 em cada classe de distancia. Para facilitar o
entendimento do comportamento da distribuicdo espacial dos gendétipos por
classes de distancia, construiu-se gréaficos (correlogramas).

5.7.5 Estimativa do Fluxo Génico ( Nﬂ )

O fluxo génico foi obtido a partir da metodologia proposta por Wright
(1951), entre a quantidade de migrantes ( Nn) e a divergéncia genética

entre populacodes ( |§ST).

De acordo com Cockerham; Weir (1993), o emprego do éz como

estimador da divergéncia genética entre populacdes é mais adequado do
que o |55T.

6. HIPOTESES

A - Estrutura genética: as sementes de E. leiocarpa sao dispersas por
autocoria. Contudo, através do seu arilo, fornecem uma recompensa em
potencial para possiveis dispersores, podendo ocorrer diplocoria. Uma
eventual semente dispersada para longe ird formar um novo individuo longe
da matriz. Ao atingir a maturidade, este individuo entra no ciclo reprodutivo
e forma sementes. Como a dispersdo da semente normalmente ocorre por
autocoria, as sementes sao, em sua maioria, dispersas a curtas distancias
da matriz. Depois de alguns ciclos reprodutivos, ali surge uma nova
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subpopulacao (reboleira), com variabilidade genética influenciada pelo efeito
fundador.

Portanto, a populacao se encontra estruturada geneticamente em
subpopulacoes, devido ao efeito fundador, havendo bastante variabilidade
genética entre as subpopulacdes (Osp elevado).

B - Variabilidade genética intrapopulacional e fluxo génico: a endogamia
decorrente da estrutura genética é naturalmente atenuada pela polinizacao
miofilica e pela eventual semente oriunda de outra subpopulacao,
favorecendo a troca génica dentro e entre as subpopulagdes. Assim ocorre
fluxo génico dentro das populacoes. Contudo, devido a grande distancia
entre populacoes (fragmentos florestais), é pequeno o fluxo génico entre as
elas.

C - Distribuicao espacial dos gendtipos: na subpopulacao, os gendtipos se
distribuem aleatoriamente, devido principalmente a troca génica entre
diversos individuos da subpopulacao através da polinizacdao miofilica.

D - Efeitos da fragmentacao: sendo as outras hipéteses comprovadas, a
variabilidade genética da populacao é mantida, em sua maior parte, pelas
diferencas genéticas entre e dentro de subpopulacoes. Fragmentos
pequenos, com poucas subpopulacdes, devem sofrer problemas genéticos,
decorrentes do baixo nimero de subpopulacées formando a populacéao.

7. RESULTADOS E DISCUSSAOQ
7.1 Variabilidade Genética
7.1.1 Freqliéncias Alélicas
Na Tabela 1 sdo apresentadas as freqliéncias alélicas das subpopulacoes e

populacdes de adultos, assim como as freqiiéncias alélicas das
subpopulacoes de progénies.
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Tabela 1. Freqténcias alélicas, tamanho da amostra (n) e nUmero total de alelos
(TA) nas populacdes e subpopulacdes de adultos e nas populacdes de progénies

de E. leiocarpa, para onze /oci isoenzimaticos.

Loco

Pgm - 1

6pgdh-2

Idh -1

Skdh-1

Mdh-1

Mdh - 2

Mdh-3

Mdh - 4

Alelo

Pop

1,000

45

1,000

0,000

45

1,000

45

1,000

0,000

45

1,000

0,000

45

1,000

45

0,852

0,148

0,000

44

1,000

0,000

0,000

Adultos

Caetetls
(fragmento grande)

SPop. 1

1,000

26

1,000

0,000

26

1,000

26

1,000

0,000

26

1,000

0,000

26

1,000

26

1,000

0,000

0,000

26
1,000

0,000

0,000

SPop. 2

1,000

19

1,000

0,000

19

1,000

19

1,000

0,000

19

1,000

0,000

19

1,000

19

0,639

0,361

0,000

18
1,000

0,000.

0,000

Ibicatd

(fragmento pequeno)

Pop

1,000

43

1,000

0,000

43

1,000

43

1,000

0,000

43

0,977

0,023

43

1,000

43

0,869

0,131

0,000

42

1,000

0,000

0,000

Spop.1

1,000

23

1,000

0,000

23

1,000

23

1,000

0,000

23

0,950

0,050

23

1,000

23

0,870

0,130

0,000

23
1,000

0,000

0,000

Spop. 2

1,000

20

1,000

0,000

20

1,000

20

1,000

0,000

20

1,000

0,000

20

1,000

20

0,868

0,132

0,000

19
1,000

0,000

0,000

Progénies

1,000

190

0,992

0,008

190

1,000

190

0,998

0,002

190

1,000

0,000

140

1,000

120

0,686

0,292

0,021

118
0,988

0,009

0,003

1,000

180

1,000

0,000

200
1,000

180

0,998

0,002

200
0,993

0,007

140

1,000

140

0,938

0,062

0,000

89
0,969

0,022

0,009

continua
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Tabela 1. Fregliéncias alélicas, tamanho da amostra (n) e nUmero total de alelos
(TA) nas populacoes e subpopulacdes de adultos e nas populacdes de progénies
de E. leiocarpa, para onze foci isoenziméticos.

Loco Alelo Adultos Progénies

Caetetus Ibicatd
(fragmento grande) (fragmento pequeno)

Pop SPop. 1 SPop.2 Pop Spop.1 Spop. 2

N 33 26 7 43 23 20 165 160
Pgi - 2 1 0,678 0,577 0,579 0,675 0,595 0,763 0,744 0,719

2 0,422 0,423 0,421 0,325 0,405 0,237 0,256 0,281

N 32 13 19 40 21 19 158 183
Est- 1 1 0,118 0,167 0,069 0,500 0,548 0,450 0,069 0,381

2 0632 0,719 0,629 0,134 0,119 0,150 0,666 0,211

3 0,250 0,119 0,412 0,366 0,333 0,400 0,362 0,408

4 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000

N 38 21 17 41 21 20 145 168
Prx -1 1 0,500 0,519 0,472 0,256 0,283 0,225 0,121 0,224

2 0,318 0,308 0,333 0,372 0,304 0,450 0,500 0,323

3 0,170 0,154 0,194 0,360 0,413 0,300 0,379 0,450

4 0011 0019 0,000 0,012 0,000 0,025 0,000 0,003

N 44 26 18 43 23 20 29 181
TA 18 17 17 19 18 18 23 22
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Dos onze /oci avaliados, trés foram monomérficos (Pgm-1, Idh-1 e Mdh-2) e
oito polimérficos (Skdh-1, 6pgdh-2, Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, Est-1, Prx-1 e
Pgi-2). No fragmento grande (Caetetus), os adultos amostrados
apresentaram 18 alelos no total, e as progénies 23; no fragmento pequeno
(Ibicatu), foram detectados 19 alelos nos adultos e 22 nas progénies.

Ao comparar-se os resultados para as duas subpopulacoes de adultos do
fragmento grande (Caetetus), nota-se que em Mdh-3, o alelo 1 esté fixado
na subpopulacao 1, ocorrendo o alelo 2 na subpopulacao 2. Em Prx-1,
ocorre o alelo 4 na subpopulacao 1, estando o mesmo ausente na
subpopulacdo 2. J4 em Est-1, o alelo 2 é o mais freqiiente em ambas as
subpopulacoes, sendo o alelo 3 muito mais freqiiente na subpopulacéao 2.
Estes resultados nao apontaram grande diferenca entre estas
subpopulacoes.

A comparacao dos resultados das duas subpopulacées de adultos do
fragmento pequeno (lbicatl) mostra que, em Mdh-1, o alelo 2 ocorre na
subpopulacao 1 e esta ausente na subpopulacdo 2. Em Prx-1, o alelo 4
ocorre na subpopulacao 2 e estd ausente na subpopulacao 1. Em Prx-1, ha
também uma inversao de freqliéncia entre os alelos 2 e 3 como o0 mais
freqUente. Estes resultados também nao apontaram grande diferenca entre
estas subpopulacoes.

Comparando a populacao de adultos do fragmento grande com a do
pequeno, nota-se que, em Mdh-1, o alelo 1 esta fixado no fragmento
grande, ocorrendo o alelo 2 em baixa freqtiéncia no fragmento pequeno. Ha
uma inversao nas freqliéncias alélicas nos /oci Est-1 e Prx-1. No fragmento
grande, em Est-1 o alelo 2 é o mais freqliente, enquanto que, no fragmento
pequeno, o alelo 1 é o mais freqiente. Para Prx-1, o alelo 1 é o mais
freqliente no fragmento grande e o alelo 2 é o mais freqiente no fragmento
pequeno. Esta comparacao tampouco mostrou grandes diferencas entre as
populacoes.

A comparacéao entre os resultados para adultos e para progénies no
fragmento grande demonstra que ha uma maior fixacdo de alelos nos
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adultos amostrados: o alelo 1 esta fixado em 6pgdh-2 e em Skdh-1.
Também o alelo 1 de Mdh-4 esté fixado nos adultos, ocorrendo os alelos 2
e 3 nas progénies. Ha inversao de alelo mais freqiente em Prx-1, sendo o
mais freqliente nos adultos o alelo 1 e nas progénies o alelo 2. Ocorrem
outros alelos exclusivos nas progénies: o alelo 3 em Mdh-3 e o alelo 4 em
Est-1. Contudo, os adultos apresentaram o alelo 4 em Prx-1, o qual esta
ausente nas progénies

Nota-se uma menor diferenca na freqiiéncia e fixacao de alelos, na
comparacao entre os resultados para os adultos e progénies do fragmento
pequeno, em relacdo aos do fragmento grande. Em Skdh-1, o alelo 1 esta
fixado nos adultos, ocorrendo o alelo 2 nas progénies. Em Mdh-4, o alelo 1
esté fixado nos adultos, ocorrendo os alelos 2 e 3 nas progénies. Em Prx-1,
ocorre o alelo 4 nas progénies, ausente nos adultos. Ha inversao de
freqiiéncia alélica nos sistemas Est-1 e Prx-1.

Assim, a comparacao entre as freqiiéncias alélicas de adultos e progénies
da populacao do fragmento grande demonstra maiores diferencas do que no
fragmento pequeno, podendo isto estar associado ao fato de que a
populacao de adultos do fragmento maior é constituida de mais
subpopulacdes, o que leva a um maior potencial para a troca génica entre
as subpopulacoes. Por sua vez, o fragmento menor tem menos
subpopula¢des, havendo assim uma menor entrada de genes e, portanto,
uma menor troca génica entre individuos diferentes, o que pode permitir ou
aumentar a homogeneizacao da populacao.

Ao comparar os resultados para as progénies dos dois fragmentos, a
populacado do fragmento grande apresenta exclusivamente o alelo 2 em
6pgdh-2, o alelo 3 em Mdh-3, o alelo 3 em Mdh-4 e o alelo 4 em Est-1. A
populacao do fragmento pequeno apresenta exclusivamente o alelo 2 em
Mdh-1 e o alelo 4 em Prx-1. Ha inversao de freqliéncia alélica nos /ocus
Est-1 e Prx-1. Estes resultados ndao apontaram grande diferenca entre estas
populacées.
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7.1.2. indices de Diversidade Genética
Diversidade Genética Intrapopulacional

Os indices de diversidade intrapopulacionais, em nivel de subpopulacoes e
populacao sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. indices de diversidade intrapopulacionais nas populacdes,
subpopulacdes de adultos e populacdes de progénies de E. /leiocarpa e os
correspondentes desvios padrées da média, entre parénteses.

Catetus (fragmento grande) Ibicatu (fragmento pequeno)
Adultos Progénies Adultos Progénies
Spop1 Spop2 Pop Spop1 Spop2 Pop

Ho 0.141 0.199 0.174 0.183 0.181 0.182 0.182 0.172
(0.84) (0.077) 0.076) (0.082) (0.079) (0.080) (0.079)

He 0.145 0.193 0.171 0.182 0.176 0.178 0.180 0.1702
(0.082) (0.076) (0.075) (0.080) (0.077) (0.079) (0 .079)

A 0.138 1.55 1.64 2.00 1.55 1.73 1.73 2.00
(0.25) (0.310) (0.33) (0.25) (0.30) (0.300) (0 .030)

P 27.27 36.36 36.36 36.36 36.36 45.45 36.36 36.36

f 0.027 -0.031 -0.018 -0.005 -0.028 -0.022 -0.011 0.000

As populacdes adultas e as progénies amostradas foram polimérficas em
36,36 % dos loci amostrados, com valores indo de 27,27 % a 45,45 %.
Os /loci segregaram de 1 a 4 alelos.

O polimorfismo dentro de locos é medido pelo nimero médio de alelos por
locos (A) e entre locos pela porcentagem de locos polimérficos (P). O
numero médio de alelos por locos (A), para os adultos, foi de 1,64 na
populacao do fragmento grande (Caetetus) e 1,73 na populacao do
fragmento pequeno (lbicatl). As progénies de ambas as populacdes
apresentaram A igual a 2. Este resultado deixa claro a maior riqueza alélica
na amostra de adultos de Ibicatu.
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E interessante observar que, nas progénies de ambas as populacdes,
detectou-se uma riqueza alélica maior do que nos individuos adultos
avaliados. Este resultado ou decorre da presenca de fluxo génico, com
alelos advindo de outras populacoes e/ou subpopulacdes, ou da presenca
destes alelos em adultos das préprias subpopulacoes nao amostrados.

No fragmento grande (Caetetus), a subpopulacado 1 de adultos apresentou
um P igual a 27,27 e a subpopulacado 2 de 36,36. Por sua vez, esta
populacédo, tanto para adultos quanto para progénies, apresentou um P de
36,36.

Os valores encontrados para a heterozigosidade média observada quase
sempre foram maiores que os da heterozigosidade esperada, sugerindo um
efeito de selecdo para heterozigotos. Porém, tais valores para
heterozigosidade observada e esperada sao estatisticamente iguais, o que,
aliado ao fato de que os indices de fixacao alélica nao foram
significativamente diferentes de zero, levam as populacdes a estarem em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os valores encontrados para a heterozigosidade observada ( I:IO) e
esperada (He), nas duas subpopulacdes do fragmento grande, foram
claramente diferentes entre si, com valores de 0,141 para I—A|0 e 0,145

para He na subpopulacdo 1 e 0,199 para Ho e 0,193 para He na
subpopulacao 2, levando a valores iguais a 0,174 para |—A|0 e 0,171 para

He, na média para a populagdo. No fragmento pequeno, estes valores
foram muito semelhantes entre as subpopulacoes. Esses valores ficaram
em torno de 0,182 para Ho e 0,178 para He.

Comparando-se os resultados obtidos para as progénies do fragmento
grande com a subpopulacao de adultos de origem (subpopulacao 2),
observam-se poucas variacdes para Ho e He. Este resultado foi igual para o
fragmento pequeno. Esta alta correlagao entre as freqiiéncias alélicas das
progénies e adultos mostra que o evento reprodutivo, avaliado pelas
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progénies, foi bem amostrado. Porém, a maior riqueza alélica, detectada
nas progénies pelo nimero de alelos por locos, sugere a presenca de fluxo
génico. Todos os valores de heterozigosidade (Ho e He) foram altos para
todas as subpopulacdes e populacées de adultos e progénies, relativamente
aos estudos de Hamrick et al. (1979) e Hamrick; Godt (1990). Esta alta
heterozigosidade é de valor relevante, dado ao grande nimero de novas
recombinacdes genotipicas possiveis de ocorrer nas préximas geracoes,
capacitando a adaptacao e colonizacado da espécie a novos ambientes, ou
seja, é de grande valor para a evolucao da espécie.

A porcentagem de locos polimérficos encontrada para Esenbeckia leiocarpa
neste experimento é menor que aquelas encontradas para as outras
espécies arbéreas da Mata Atlantica brasileira ja estudadas através de
isoenzimas. Ao se fazer uma comparacao direta entre os indices de
diversidade genética obtidos neste experimento com aqueles obtidos para a
Unica outra espécie climax da Mata Meséfila Semidecidua estudada do
ponto de vista da genética de populagoes (REIS, 1996), E. edulis, nota-se
que, para E. leiocarpa, todos estes valores foram muito menores que os de
palmiteiro, o que era esperado, ja que E. edulis tem meios mais eficientes
de fluxo génico devido as sindromes de polinizacao e dispersao de
sementes.

Principalmente em nivel intrasubpopulacional, esperava-se um coeficiente
de endogamia relativamente alto, decorrente ao efeito fundador. Porém, o
coeficiente de endogamia foi baixo, estando as populacées em equilibrio de
Hardy-Weinberg. O indice de fixacdo endogamica (f) mostrou niveis de
endogamia minimos, com valores negativos para adultos e um pouco
maiores para as progénies, o que sugere também um possivel efeito de
selecao da fase de plantula para adulto, favorecendo os individuos
heterozigotos.

7.2. Analise da Estrutura Genética

Os resultados obtidos para a caracterizacao da estrutura genética se
encontram nas tabelas 3 e 4. A estrutura genética das populacoes de E.
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leiocarpa foi caracterizada para as progénies pela estatistica F de Wright
(1965) (Tabela 3) e para os adultos pela andlise de variancia de freqiiéncias
alélicas, devido a amostragem apresentar mais niveis hierarquicos (Tabela 4).

Tabela 3. Estimativas de Fis, Fit e Fst para duas populacdes naturais de progénies
de E. leiocarpa, baseadas em oito locos isoenzimaticos.

Loco Fis Fit Fst
6pgdh-2 -0,008 -0,004 0,004
Skdh-1 -0,003 -0,001 0,001
Mdh - 1 1,000 1,000 0,004
Mdh -3 -0,040 0,058 0,095
Mdh -4 0,347 0,349 0,003
Pgi - 1 0,303 0,304 0,001

Est- 1 -0,131 -0,033 0,086
Prx - 1 0,070 0,087 0,019

Média 0,049 0,094 0,048

A estrutura genética corresponde a distribuicdo da variabilidade genética
entre e dentro de populacdes. A forma como ela se distribui em populacoes
de uma espécie é determinada por fatores ecolégicos e genéticos. Os
principais fatores ecolégicos envolvidos sdo a sindrome de dispersao de
pdlen e semente, os quais determinam em parte a distribuicdo espacial e
geogréfica. Os fatores genéticos sdo determinados pelo sistema
reprodutivo, como forma de acasalamento (dioicia, monoicia e
hermafroditismo) e mecanismos de auto-incompatibilidade e apomixia.

As estimativas para Fis, nas progénies, revelaram excesso de heterozigotos
em alguns /oci: 6pgdh-2, Skdh-1, Mdh-3 e Prx-1. A média, porém, revelou
uma endogamia reduzida. O loco Pgi-1 exibiu deficiéncia de heterozigotos.
Os valores de Fst encontrados para adultos indicam que aproximadamente
91 % da variacao genética encontra-se entre os individuos dentro das
populacdes e que somente cerca de 9 % da variagao encontra-se entre as
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populacdes. Os /loci com maiores valores para Fst foram Mdh-3 e Est-1.

Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de coancestralidade para quatro
populacdes naturais de E. leiocarpa, com dados obtidos a partir de individuos
adultos. @p = Distancia genética entre populacdes; Jsp = Distancia genética
entre subpopulacdes; F= correlacdo entre alelos dentro de individuos de
diferentes subpopulacoes; f = correlagcao entre alelos dentro de individuos,
dentro de diferentes subpopulacdes.

dp Jsp F F
Mdh11 -0,003 0,008 0,998 1,000
Mdh12 -0,003 0,008 0,998 1,000
Mdh31 -0,146 0,290 -0,248 -0,247
Mdh32 -0,146 0,290 -0,248 -0,247
Pgi11 0,003 -0,002 0,259 0,260
Pgi12 0,003 -0,002 0,259 0,260
Est11 0,278 0,003 -0,0256 -0,045
Est12 0,404 0,011 0,066 0,159
Est13 -0,019 0,082 -0,262 -0,275
Prx11 0,116 -0,012 -0,144 -0,180
Prx12 -0,004 -0,002 -0,197 -0,195
Prx13 0,080 -0,003 -0,034 -0,040
Prx14 -0,011  -0,002 0,001 0,001
Média 0,087 0,028 -0,026 -0,031

As estimativas dos coeficientes de coancestralidade para a divergéncia
genética entre populacdes de adultos (dp) apresentaram valores negativos
em 7 locos e positivos em 6, sendo a média positiva. Esta divergéncia
média entre populacdes foi de 8,7 %, o que é um valor alto, em
comparacdo aos estudos de outras espécies. O coeficiente de
coancestralidade para divergéncia entre subpopulacdes (dsp) apresentou
valores negativos em 6 dos locos analisados e positivos em 7 locos. A
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média de Dsp foi positiva (2,8 %). As estimativas de variancias negativas
indicam que as correlacées intra-classes sao maiores que entre as classes.
Assim, em vérios dos locos, os individuos dentro das subpopulacées
(reboleiras) sao mais diferentes do que entre populacdes.

Valores negativos das estimativas de varidncia também indicam desvios do
modelo aleatério. A andlise de variancia de freqtiéncias alélicas pressupoem
que todas as variacdes ocorrem Unica e exclusivamente devido as
variacoes aleatorias, isto é, a deriva genética, sendo ausentes outras
fontes de variacdes como selecdo e mutacao.

O coeficiente de coancestralidade entre populacdoes médio (0,087), foi
muito préximo ao Fst para os adultos (0,094, calculado porém nao
apresentado), aumentando a confiabilidade das estimativas de divergéncia
genética entre populacdes. As estimativas dos indices de fixacao de Wright
a partir das duas metodologias (indices F e de coancestralidade) também
apresentaram resultados similares, sugerindo auséncia de endogamia,
portanto, equilibrio de Hardy-Weinberg para as populacdes e subpopulacdes
de adultos.

Esperava-se uma variabilidade genética entre populacoes
proporcionalmente grande em relacéo a variabilidade genética dentro da
populacéo, devido a expectativa tedrica de baixos valores de fluxo génico.
Contudo, a variacdo genética entre populacdes foi pequena em relacdo a
variacdo genética encontrada entre os individuos da mesma populacao.
Assim, a eventual troca de informagao genética que ocorre parece ser o
bastante para ter homogeneizado as populacdes adultas.

7.2 Sistema Reprodutivo
Os valores obtidos para as estimativas das taxas de cruzamento

encontram-se na Tabela 5. Os valores obtidos para as freqliéncias alélicas
de 6vulo e pdlen encontram-se nas tabelas 6 e 7.



56

Efeitos da Fragmentacao Florestal sobre a Genética de Populacdes de Guaranta

Tabela 5. Estimativas da taxa de cruzamento por familia, multilocos (tm),

unilocos (ts), entre aparentados (tm - ts), indice de fixacdo de Wright entre

individuos maternos (F), correlacdo da estimativa de t (rt), correlacao da
estimativa de p (rp) e os correspondentes desvios padroes da média, entre

parénteses.

Familia 1

Familia 2

Familia 3

Familia 4

Familia 5

Familia 6
Tm
Ts

Tm-ts

Rt

Rp

CaetetUs (fragmento grande)

1,760 (0,420)
1,670 (0,620)
0,590 (0,570)
1,650 (0,220)
0,770 (0,400)
0,290 (0,15)
0,991 (0,325)
0,940 (0,233)
0,051 (0,123)
-0,416 (0,269)
0,990 (0,758)

0,990 (0,240)

Ibicatd (fragmento pequeno)

0,950 (0,500)
0,530 (0,250)
1,080 (0,440)
1,090 (0,550)
0,820 (0,310)
1,470 (0,270)
1,080 (0,131)
1,127 (0,153)
-0,047 (0,047)
-0,773 (0,129)
-0,110 (0,649)

0,990 (0,001)
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Tabela 6. Teste de c2 para aderéncia dos locos ao modelo multilocos e
estimativas de maxima verossimilhanca de freqtiéncias alélicas dos 6vulos e do
pdlen, contribuintes para o conjunto génico das progénies de E. /eiocarpa da E.E.
de CaetetuUs.

Loco N GL Alelo Pélen Ovulos %2
110 1 1 0,972 0,923

6Pgdh-2 1,33 (ns)
2 0,028 0,077

110 1 1 0,991 0,917
Mdh-3 3,43 (ns)

2 0,009 0,083

85 2 1 0,953 0,857

Mdh-4 2 0036 0071 °>41ns)

3 0,011 0,072
100 1 1 0,598 0,833

Pgi-1 6,78 **
2 0,402 0,167

91 3 1 0,100 0,071

2 0,489 0,571
Est-1 2,80 (ns)

3 0,400 0,286
4 0,011 0,072

12 2 1 0,168 0,417

Prx-1 0,87 (ns)
2 0,414 0,250

3 0.418 0.333
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Tabela 7. Teste de c2 para aderéncia dos locos ao modelo multilocos e
estimativas de maxima verossimilhanca de freqiiéncias alélicas dos 6vulos e do
pdlen, contribuintes para o conjunto génico das progénies de E. /eiocarpa da E.E.
de Ibicatu.

Loco N GL Alelo Pélen Ovulo 12

Mdh-1 100 1 1 0,990 0,923 2,70 (ns)
2 0.010 0.077

Mdh-3 69 1 1 0,938 0,917 0,11 (ns)

2 0,062 0,083

Mdh-4 ) ' S 7,58 *

Pgi-1 114 1 1 0,693 0,750 0,46 (ns)

Est-1 116 2 1 0,313 0,500 6,60 *
2 0,239 0,250
3 0,448 0,250

Prx-1 111 2 1 0,213 0,083 7,00 *
2 0,196 0,417

3 0,591 0,500

Skdh-1 120 1 1 0,992 0,923 3,51 (ns)

2 0,008 0,077
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O valor obtido da taxa média de cruzamento unilocos para Caetetus (0,94)
sugere a existéncia de alguma endogamia; como a espécie é auto-
incompativel (CRESTANA et al., 1982), tal endogamia deve dar-se por
cruzamento entre aparentados. O valor encontrado para Ibicata (1,127)
demonstra apenas a existéncia de fecundacao cruzada. Ja as médias das
estimativas multilocos mostram valores préximos de 1 (0,991 para
Caetetls e 1,080 para Ibicatu) levando a considerar a espécie
preferencialmente de fecundacao cruzada. A diferenca entre as taxas
unilocos e multilocos (tm-ts) possibilita a caracterizacao da ocorréncia de
endogamia. Os valores encontrados para tm-ts mostram que a fecundacao
é preferencialmente cruzada. Os valores encontrados para as diferencas
nas freqtiéncias alélicas entre pdlen e dvulo foram pequenos, indicando uma
contribuicdo panmitica do conjunto de pélen e évulos nas populacées em
estudo.

7.4 Distribuicdo Espacial dos Gendtipos

Os valores do indice | de Moran por classes de distancia, para todos os
alelos, nas quatro populacdes, oscilaram de positivos a negativos, flutuando
sempre em torno de 0. Contudo, alguns valores foram significativamente
diferentes de zero mas, sendo negativos, indicam que os individuos
pareados sdao completamente diferentes e que a distribuicdo dos gendtipos
é aleatoéria.

Os resultados obtidos para a distribuicdo espacial dos fenétipos mostram
que as subpopulacdes nao estao estruturadas na forma de familias.
Portanto, a distribuicdo dos individuos nas subpopulacoes é aleatéria, ndo
havendo autocorrelacao genética entre individuos espacialmente proximos.
Deve-se considerar que, nesta andlise, os individuos que foram
considerados nado préximos nao estao distantes entre si mais que 50
metros.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A - A maior parte da variabilidade genética, tanto para adultos quanto para
as progénies, encontra-se entre os individuos adultos dentro das
subpopulacoes.

B - O estudo do sistema reprodutivo sugeriu auséncia de endogamia,
portanto, mostrando equilibrio de Hardy-Weinberg para as populacoes e
subpopulacées de adultos.

C - A andlise da distribuicao espacial dos genétipos mostrou que a
distribuicao dos individuos nas subpopulacoes é aleatoria.

D - A estimativa de fluxo génico mostrou baixos valores, o que era
esperado devido as sindromes de polinizacao e dispersao de sementes da
espécie e a distancia entre os fragmentos.

E - Os dados obtidos sugerem que quanto menos subpopulacées existirem
em um fragmento, mais a populacao estaréa sujeita a perda de variabilidade
genética, o que poderd comprometer a sobrevivéncia local da espécie, no
longo prazo.

F - A diferenca entre os dados para os valores de diversidade e estrutura
genética obtidos no fragmento grande e no pequeno foi pequena. Uma
possivel explicacao é que, em ambos os fragmentos, estao sofrendo efeitos
da fragmentacao, assim nao se podendo considerar o fragmento grande
(cerca de 2 mil hectares) como floresta continua. Na literatura, considera-
se necesséaria uma area continua de floresta madura de 500 mil hectares
para fugir-se dos efeitos deletérios da fragmentacao para as espécies raras,
e talvez o mesmo seja verdadeiro para as espécies muito comuns, como
Esenbeckia leiocarpa. Um estudo com uma amostragem mais abrangente
podera alcancar dados mais consistentes. Deve ser ressaltada, contudo, a
inviabilidade de se trabalhar com senso em vez de amostragem, ja que cada
reboleira da espécie pode conter muitas dezenas de individuos adultos.
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G - Para se obter melhores informacdes sobre a genética das populacdes da
espécie em questao, alguns estudos adicionais podem ser sugeridos. Com
os dados ja obtidos, sera interessante calcular o tamanho efetivo
populacional, também estimando o tamanho de vizinhanca. Para melhor
compreender os efeitos da fragmentacao sobre as populacdes estudadas,
sao bem elucidativas as simulacdes no computador, como as realizadas por
SOUZA (1997). Estudos de genética quantitativa e com outros marcadores
moleculares e a comparacéao dos resultados obtidos neste com os do
presente experimento sao possiveis e recomendadas.
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Anexo 1. Protocolo para a revelacao dos sistemas isoenzimaticos de E.
leiocarpa:

Tabela 8. Dados das corridas eletroforéticas realizadas com limbos foliares de E.

leiocarpa.

V inicial no gel 10V

V inicial na fonte 120 a 170V
V final no gel 18 a 32V

V final maxima na fonte 200 a350V
| inicial 25 a 40 mA
| final 25 a 40 mA
Tempo de corrida 6 a 8 horas

Tabela 9. Protocolo para obtencdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico
a-EST para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Solucédo A:

a-Naftil Acetato (40 mg/ml de acetona 50 1 ml

%)

Tampao Fosfato de Sédio 0,05 M pH 6.0 40 ml
Solucéao B:

Fast Garnet GBC (30 mg/ml de n-propanol) 2 mil
Tampao Fosfato de Sédio 0.05 M pH 6.0 40 ml

Procedimento:
Imergir o gel na solugao A por 20 minutos, em seguida adicionar

a solucado B. Temperatura: 37 0C
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Tabela 10. Protocolo para obtencao de zimogramas para o sistema isoenzimatico
G6PDH para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Acido 6-fosfoglucéonico, Na3 20 mg
NADP 1 ml

MTT 1 ml

PMS 1 ml
MgCl2 (1 %) 1 ml

Tris Hel 0,1 M, pH 8,0 50 ml

Procedimento:
Inocular no escuro, por 15-30 minutos a 30-37 OC.

Tabela 11. Protocolo para obtencao de zimogramas para o sistema isoenzimatico
MDH para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Acido Malico: DL - Acido mélico Agua 10 g 80 ml
destilada

Procedimento: Ajustar o pH 8,0 com NaOH 1M,
completar o vol. com 100 ml

Produto Quantidade
Acido Malico 0,5M pH 8,0 4 ml

NAD 1 ml

MTT 1 ml

PMS 1 ml

Tris Hel O,1TM pH 8,5 50 ml

Procedimento: Inocular o gel no escuro,
por 15-60 min em estufa a 37 OC.
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Tabela 12. Protocolo para obtencao de zimogramas para o sistema isoenzimatico
PRX para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
O-Dianisidina 30 mg
Etanol 25 ml
Tampao acetato de sédio pH 5,0 (0,2M) 25 ml
H202 (30 %) 1,5 ml

Procedimento: Agitar o Etanol e a Dianisidina, adicionar o

tampao, inocular por 20 min em estufa a 37 0C e
adicionar 2,0 ml de H202 (3 %)

Tabela 13. Protocolo para obtencdo de zimogramas para o sistema isoenzimatico
SKDH para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Acido Xiquimico 50 mg
NADP 1 ml

MTT 1 ml

PMS 1 ml

Tris Hel 0,1 M pH 8,5 50 ml

Procedimento: Inocular o gel no escuro, durante
30 a 60 min em estufa a 37 OC.

Tabela 14. Protocolo para obtencao de zimogramas para o sistema isoenzimatico
PGl para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Frutose-6-fosfato 37,5 mg
MTT 1 ml

Tris - Hel 0,1 M, pH 8,0 50 ml
Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 0,01 ml
PMS 1 ml
MgCl2 (1 %) 1 ml
NADP 1 ml

Procedimento: Adicionar G6PDH por ultimo, incubar
no escuro em estufa a 37 OC.
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Tabela 15. Protocolo para obtencao de zimogramas para o sistema isoenzimatico
IDH para E. /eiocarpa.

Produto Quantidade
DL-Acido isocitrico, Na3 100 mg
NADP 1 ml

MTT 1 ml

PMS 1 ml
MgCl2 (1 %) 1 ml

Tris Hcl 0,1 M pH 8,0 50 ml

Procedimento: Inocular o gel no escuro, por 15-20 min.
em estufa a 37 OC.

Tabela 16. Protocolo para obtencado de zimogramas para o sistema isoenzimatico
PGM para E. leiocarpa.

Produto Quantidade
Glucose - 1 - fosfato, Na2 125 mg
EDTA 25 mg
NADP 1 ml

MTT 1 ml

PMS 1 ml
MgCl2 (1%) 1 ml

Tris Hel 0,1 M pH 8,5 50 ml
Glucose- 6 fosfato desidrogenase 0,02 ml

Procedimento: Adicione G6PDH por ultimo. Ponha no escuro
em estufa a 37 OC.
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Anexo 2

Tabela 17. indices de diversidade para espécies da Mata Atlantica e outras espécies
tropicais. N1-NUmero de locos analisados. Np - Niumero de populagcdes estudadas. P
- Percentagem de locos polimérficos. A - Nimero médio de alelos por loco. Ht -
Diversidade genética (heterozigosidade) total. Hp- Diversidade genética dos locos
polimérficos.

Espécie N1 Np P A Ht Hp Nicho / local Autor

Cariniana legalis - 3 - - 0,140 0,468 Emergente/ Herrit (1991)
Mata Atlantica

Chorisia speciosa

Aspidosperma Polyneuron 7 2 50 1,94 Dossel/ Maltez(1997)
Mata Atlantica

Cedrela fissilis

Genipa americana

Euterpe edulis

Aghatis borneensis 17 6 27,8 1.41 0,122 - Dossel, comum / Kitamura;
Bornéo Rahman, 1992
Carapa guianensis 16 9 35,0 1,18 0,120 0,310 Comum, dossel / Hall et al, 1994
Costa Rica
Acrocomea aculeata 12 10 100,0 2,0 0,375 0,375 Dossel/ Cerrado Lopes et al, 1992
Psychotria faxlucens 20 2 40,0 2,5 0,198 0,495 Sub-bosque, Perez- Nasser et al, 1993

comum/Mexico
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Anexo 3

Tabela 18. Coeficientes de autocorrelacdo espacial (coeficientes | de Moran),
para classes de distancia, em cinco alelos de locos isoenzimaticos na
subpopulacao 1 de E. /eiocarpa.

Classe de Distancia
Loco Alelo 1 2 3

Pgi1 1 -0,032 -0,137 -0,042
Est1 1 -0,206 -0,005 -0,015
2 -0,236 0,039 -0,077
Prx1 1 0 -0,176 O
2 -0,216 0,029 -0,1
N° de Comparacoes 30 37 11

Tabela 19. Coeficientes de autocorrelacao espacial (coeficientes | de Moran),
para classes de distancia, em cinco alelos de locos isoenzimaticos na
subpopulacao 2 de E. /leiocarpa.

Classe de Distancia

Loco Alelo 1 2

Pgi1 1 0,1 -0,12

Est1 1 -0,228 0,003
2 -0,041 -0,152

Prx1 1 0,086 -0,221
2 -0,235 0,008

N° de Comparacoes 19 30
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Tabela 20. Coeficientes de autocorrelacao espacial (coeficientes | de Moran),
para classes de distancia, em 7 alelos de locos isoenzimaticos na subpopulacao
3 de E. leiocarpa.

Classe de Distancia
Loco Alelo 1 2 3 4 5

Mdh3 1 0,143 -0,048 -0,158 -0,07 -0,429
Pgi1 1 -0,134 0,018 -0,122 0,078 -0,379

1 -0,114 -0,053 -0,077 0,19 -0,4
Est1 2 -0,214 0,003 0,1 -0,048 -0,25
Prx1 1 -0,155 0,148 -0,159 -0,23 -0,452

2 -0,1768 0,033 -0,04 -0,22 -0,041
NO de 35 76 52 21 5
Comparacoes

Tabela 21. Coeficientes de autocorrelacao espacial (coeficientes | de Moran),
para classes de distancia, em nove alelos de locos isoenzimaticos na
subpopulacao 4 de E. /leiocarpa.

Classe de Distancia
Loco Alelo 1 2 3
Mdh1 1 0,048 -0,51 0,077
Mdh3 1 -0,001 -0,343 0,014
Pgi1 1 0,169 -0,222 -0,287
2 -0,189 -0,212 0,151
Est1 1 -0,03 -0,093 -0,133
2 -0,133 0,008 -0,04
Prx1 1 -0,126 0,212 -0,226
2 -0,126 0,212 -0,226
3 -0,189 0,058 -0,021

N° de Comparacoes 37 22 31




