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RESUMO

SOUZA, Anderson Marcos de. Estrutura genética de populagdes naturais de
Calophyllum brasiliense Camb. na bacia do Alto Rio Grande.2006. 154 p.
(Tese - Doutorado em Engenharia Florestal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.'

As Florestas Estacionais Semideciduais ocorrem em grande parte do
estado de Minas Gerais, sendo as formagoes ciliares consideradas uma das suas
principais fisionomias. Devido a sua atuagdo como corredor ecoldgico e banco
de material genético, essas formagdes garantem a conservacio e a perpetuacio
de muitas espécies. Como os ambientes ciliares possuem caracteristicas bem
peculiares, ha o desenvolvimento de espécies exclusivas nestas areas. Dentre
estas, Calophyllum brasiliense Camb. se destaca devido a sua plasticidade
ecologica e preferéncia em colonizar solos com alta saturagdo hidrica, sendo
considerada especialista em hébitat. Assim, a fim de se acessar e compreender os
padroes da variabilidade genética inter e intrapopulacional de C. brasiliense
nestes ambientes, bem como sua distribui¢@o espacial e sistema reprodutivo, trés
habitats de ocorréncia desta espécie foram escolhidos: Mata Ciliar, Floresta
Paludosa e Mata de Galeria. Em duas populagdes foram escolhidas, sendo
amostradas 60 arvores em cada. Para a analise do sistema reprodutivo, foram
coletados frutos em dois habitats (Mata Ciliar e Mata de Galeria). A partir da
analise de eletroforese de isoenzimas, os resultados obtidos mostraram alta
heterozigosidade para a espécie, H, variando de 0,355 a 0,468 nas arvores
adultas ¢ de 0,441 a 0,493 nas progénies. Os dados da estrutura genética
indicaram a ocorréncia de endogamia dentro e para o conjunto das populacdes

amostradas na Mata Ciliar (/= 0,114; F= 0,191) e Floresta Paludosa (/=
0,060; F= 0,185). Em todas as populagdes a maior parte da variabilidade

genética encontra-se distribuida dentro das populagdes. O fluxo génico (Nm)
foi baixo, demonstrando ndo ser suficiente para contrapor os efeitos da deriva
genética. As estimativas de tamanho efetivo mostraram que, apenas nas
populagdes amostradas na Mata de Galeria, o valor do N . (130 individuos) foi
superior ao numero de individuos amostrados (n = 120). A estimativa do
coeficiente de coancestria mostrou que as arvores mais proximas apresentaram
maior similaridade genética. A distribuicao espacial de C. brasiliense nos trés
habitats mostrou-se altamente correlacionada com a alta umidade do solo e isto
influenciando diretamente sua variabilidade genética e fluxo génico. A andlise
de agrupamento ndo permitiu detectar uma relagdo entre habitat de ocorréncia e
identidade genética e, também ndo foi evidenciada correlagdo entre distidncia

! Orientadora: Dulcinéia de Carvalho - UFLA



geografica e identidade genética (r,, = 0,063). A analise das progénies indicou
que a espécie ¢ alogama (fm = 0,996) nas populagdes de Mata Ciliar ¢ 0,974 na
populacdo da Mata de Galeria. O sistema reprodutivo indicou que nas
populacdes amostradas na Mata Ciliar, a maior parte das suas progénies sao
originadas de cruzamentos biparentais (131C = 54,8%). Ja na populacdo
amostrada em Mata de Galeria, grande parte de suas progénies sdo originadas
por cruzamentos aleatorios (]BMI = 70,3%). Assim, independente do habitat, se

faz necessario a conservagdo das populagdes naturais de C. brasiliense, ja que,
esta espécie demonstra certa fragilidade aos fatores que pdem em risco a sua
variabilidade genética, como o grau de degradagdo das suas populacdes ¢ a falta
de conectividade entre elas.

i



ABSTRACT

SOUZA, Anderson Marcos de. Genetic structure of natural populations of
Calophyllum brasiliense Camb. in the Rio Grande water basin. 2006. 154p.
(Thesis — Forestry Engineering Doctorate ) Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.'

The Subtropical Atlantic Forest is located in a large part of the State of
Minas Gerais, and the riparian forest is one of its main physiognomies. Due to
its performance as ecological corridor and genetic reservoir, this kind of forest
assures the conservation and perpetuation of many species. As the riparian
environments possess peculiar characteristics, there is the occurrence of typical
species in these areas. Among them, Calophyllum brasiliense outstands due to
its ecological plasticity and preference for settling waterlogged soils, being
considered specialist in habitat. Thus, in order to assess and understand patterns
of genetic variability inter and intra population of C.brasiliense, as well as its
spatial distribution and reproductive system, three habitats were chosen:
Riparian Forest, Swampy Forest and Gallery Forest. From each habitat, two
populations were taken, being sampled 60 trees in each. For the reproductive
system study, fruits were collected from two habitats (Riparian Forest and
Gallery Forest). Results obtained by enzyme electrophoresis analysis showed a
high heterozygosity for this species, H, ranging from 0.355 to 0.468 and from
0.441 to 0.493 for the reproductive trees and progenies, respectively. The
genetic structure analysis indicated the occurrence of intra and inter population

endogamy for Riparian Forest (7 = 0.114; F =0.191) and for Swampy Forest

(f =0.060; F =0.185). Most of the genetic variability was distributed within
each population and the gene flow (Nm) was low. The effective size estimative
showed that only in the populations sampled in the Gallery Forest ]\76 value
(130 individuals) was higher than that of the sampled individuals (n = 120). The
coancestry coefficient estimative showed that the closest trees presented higher
genetic similarity. The space distribution of C.brasiliense in the three habitats,
showed to be highly correlated with the high moisture of the soils, directly
influencing its genetic variability and gene flow. The cluster analysis did not
detect a possible relation between the occurrence habitats and the genetic
identity, nor found a correlation between the geographical distance and genetic
identity (r,, = 0.063). The progenies analysis showed that the species is
allogamous (fm =0.996) in the populations of the Riparian Forest and 0.974 in

the population of the Gallery Forest. The reproductive system indicated that for
the populations sampled in the Riparian Forest, most of the progenies were

originated by biparental crossings (f’,c = 54,8%). As for the population sampled
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in the Gallery Forest, most of its progenies were originated by random crossings

(ISM[ =70.3%). Thus, independent of the habitat, it is necessary the conservation

of natural populations of C. brasiliense, since this species demonstrates certain
fragility to the factors that threaten its genetic variability, such as the
degradation of its populations and lack of connection among them.

v



1 INTRODUCAO

A Floresta Atlantica Estacional esta presente em grande parte do estado
de Minas Gerais e apresenta grande heterogeneidade floristica, que se distribui
em gradientes que vao desde as Matas Ciliares até as Matas Mesofilas
Semideciduais, formando mosaicos de diferentes tipos vegetacionais (Veloso,
Rangel-Filho & Lima, 1991).

Consideradas um dos principais gradientes da Floresta Atlantica
Estacional, as formacgdes ciliares, por possuirem caracteristicas peculiares,
principalmente alta diversidade de espécies, tornaram-se alvos de perturbagdes
naturais ou antropicas. Assim, a manuten¢do da sua vegetagdo natural tornou-se,
sem duavida, uma das principais metas atuais, j4 que a recuperacdo € a
conservacdo desses ecossistemas passam por um amplo processo de valoragdo,
como a manutencdo da qualidade e producdo de agua, controle de erosdo,
conservacdo da fauna e flora e utiliza¢do de produtos ndo madeireiros.

Todo ambiente ciliar possui caracteristicas bem distintas, o que garante a
adaptacdo de determinadas espécies vegetais. A vegetacdo ciliar é primordial
para que estes ambientes se mantenham em equilibrio dinamico, contribuindo
para o fechamento do ciclo biolégico de muitas espécies. No entanto, ao
entender as complexas relagdes destas espécies vegetais no ambiente, torna-se
mais facil compreender a distribuicdo e a adaptagdo das populagdes de plantas
nestas 4reas.

As areas ciliares contribuem positivamente para a conservagdo da
biodiversidade, seja pela sua atuacdo como corredor ecologico ou como banco
de material genético, garantindo a conservagdo e a perpetuagdo de muitas
espécies. A ocorréncia de fluxo génico que permita a manutencao da diversidade
genética nestas populacdes mostra a efetividade destes ambientes como

corredores, demonstrando a sua importancia para a conservagdo da variabilidade



genética das espécies da flora e fauna que, devido a fragmentacdo, tém suas
populacdes cada vez mais reduzidas e isoladas.

As areas ciliares e as florestas paludosas sofrem conseqiiéncias dos
distirbios antropicos. Sendo habitats distintos, o conhecimento dos niveis de
diversidade genética de suas populacdes naturais permitird uma melhor
compreensdo das caracteristicas ecologicas e genéticas. Portanto, estudos
ecologicos e genéticos de populagdes naturais de plantas, nestes habitats, sdo de
grande valia para o estabelecimento de praticas conservacionistas sustentaveis,
contribuindo para a aquisi¢ao de subsidios que garantam a conservacao in sifu ¢
orientem a selegdo de populagdes para a coleta de sementes, para a recuperagao
de areas e implanta¢do de matas ciliares.

A conservacdo de areas protegidas, como as ciliares, requer o
conhecimento da distribuicdo da variabilidade, da abundancia de espécies e da
estrutura genética de suas populacdes naturais de plantas. Assim, técnicas
moleculares sdo usadas para acessar esta variabilidade, apontando dire¢des
importantes na orientacdo e na monitoragao destes ambientes, mediante a jun¢ao
de conceitos de ecologia e genética populacional (Kageyama, 1998). Dentre
estas, os marcadores genéticos sdo utilizados para acessar a variabilidade
genética de populagdes naturais de plantas, gerando informagdes necessarias e
fundamentais a implanta¢ao de um plano de conservacao.

Calophyllum brasiliense Camb. ¢ uma espécie especialista em hébitat,
ocorrendo em solos com alta saturagdo hidrica. Assim, a caracterizacdo de sua
estrutura genética pode demonstrar os possiveis efeitos destas alteragdes nas
populagdes naturais. Dentre esses efeitos, os principais sdo a reducdo do
tamanho populacional e seu isolamento, tendo como conseqiiéncias a deriva
genética e a endogamia. Como as populacdes de espécies arboreas sdo
estruturadas, na sua maioria, de forma hierarquica, sua variabilidade genética

encontra-se organizada (entre regides, entre populacdes, dentro de regides, entre



familias dentro de populagdes e entre plantas dentro de familias). Assim, estudos
de estrutura genética em populacdes de espécies arboreas especialistas em
habitat, além de permitirem e estabelecerem estratégias para conservacao in situ
e ex situ, devido a sua plasticidade ecoldgica, também podem servir de
parametro para a manutencdo da ecologia e genética populacional de espécies
que compartilham os mesmos agentes (polinizacdo e dispersdo) e recursos
essenciais ao desenvolvimento do seu ciclo evolutivo.

Dessa forma, visando caracterizar os padrdes da variabilidade genética
inter e intrapopulacional de Calophyllum brasiliense Camb., o objetivo deste
trabalho foi acessar e compreender esta variabilidade em trés habitats de
ocorréncia da espécie (Mata Ciliar, Floresta Paludosa e Mata de Galeria),
buscando-se, em cada local:

- quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional;

- caracterizar a estrutura genética das populagdes;

- determinar o fluxo génico inter e intrapopulacional;

- estudar a distribui¢@o espacial dos genotipos;

- estimar o tamanho efetivo;

- determinar o sistema reprodutivo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ambientes ciliares

A discussdao que envolve a distingdo entre as florestas secas tropicais e
as umidas tem sido de grande relevancia (Gentry, 1988; Murphy & Lugo, 1986).
A razdo para este fato é a grande variagdo da duragdo da estag@o seca em areas
proximas, fazendo com que diferentes tipos de vegetacdo se interpenetrem
através de extensas areas (Richards, 1996; Sarmiento, 1972). Como exemplo
desta complexidade existente nas florestas tropicais, a Floresta Atlantica, devido
a sua extensdo, ocorre em areas de elevada heterogeneidade ambiental. Isso, por
sua vez, lhe permite compor diferentes tipos vegetacionais (Siqueira et al., 2001;
Veloso et al., 1991).

Com relacdo a distribuicao da Floresta Atlantica brasileira nas regides
Sul e Sudeste, fisionomicamente esta ¢ composta de dois principais tipos: a
Floresta Costeira ou Floresta Atlantica Umida e a Floresta Atlantica Sazonal ou
Floresta Atlantica Estacional (Morellato & Haddad, 2000). As florestas
estacionais ocorrem em manchas, desde o sul do rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul, apresentando uma maior concentragdo na regido sudeste (IBGE,
1988).

Veloso et al. (1991) classificam as florestas estacionais de acordo com a
deciduidade das espécies que nelas ocorrem. Segundo estes autores, quando
mais de 50% dos individuos do dossel de uma floresta perdem as folhas, esta
seria classificada como Floresta Estacional Decidua e, entre 30% ¢ 50%, como
Floresta Estacional Semidecidua. Em grande parte do Brasil central, essas
florestas partem, quase sempre, do gradiente: Mata Ciliar, Mata Mesofila
Semidecidua, Cerrado (sentido amplo), diferindo da primeira em funcdo da

maior deciduidade, que pode variar de 10% a 90%, no auge da estacdo seca e do



cerrado, pelos aspectos fisionomicos e pelo menor escleromorfismo foliar
(Aratjo & Haridasan, 1997).

As florestas ciliares, também chamadas de mata de galeria ou riparias,
desempenham fungdes importantes, como a manutencdo da qualidade e
quantidade da 4gua. Devido ao seu efeito tamponador, contribuem para a
estabilidade do solo de areas marginais, controlando processos erosivos; regulam
os regimes hidricos, devido a sua influéncia no lengol freatico; sustentam a
fauna aquatica e silvestre, mantendo a interagdo entre solo-agua-planta-fauna
(Lima, 1989; Pedralli & Teixeira, 1997; Silva et al., 1992); funcionam como
corredores ecologicos interligando diferentes unidades fitogeograficas e
viabilizam o fluxo gé€nico entre populagdes fragmentadas de plantas (Kageyama
& Gandara, 2000).

Os termos Mata de Galeria e Mata Ciliar sdo utilizados com base na
largura da faixa de floresta e fisionomia da vegetacdo de entorno. Porém, na
maioria das vezes, ambos sdo diferenciados pela composi¢do floristica e
deciduidade (Ribeiro & Walter, 1998).

O termo Mata de Galeria ¢ usado para a vegetacdo que corresponde a
uma formagdo mesofitica, com algum grau de caducifolia, que se encontra em
um ou ambos os lados do curso d’agua e cuja vegetacdo original da regido nao
seja uma floresta continua (cerrado, campinas, caatinga, campos, etc.) (Ribeiro
& Walter, 1998). De acordo com Kawaguici (2001), este termo ¢ designado para
a vegetagdo florestal ocorrendo em cursos d’agua de pequena largura, onde as
copas das arvores das margens se tocam, formando uma galeria, permitindo um
ambiente caracteristico para a populagdo de plantas que ali ocorrem.

A vegetacdo estreita, limitada a beira dos diques marginais dos rios, em
geral, mais estreita que a floresta de galeria e com certa deciduidade, ¢

designada Mata Ciliar (Ribeiro & Walter, 1998).



As Florestas Paludosas ou Florestas de Brejo recebem este nome por
estarem sobre solos permanentemente encharcados, com fluxo constante de agua
superficial dentro de pequenos canais com certa orientacao de drenagem, mesmo
que pouco definida (Ivanauskas et al., 1997; Torres et al., 1992 e 1994).

Estas fisionomias receberam diferentes designacdes na literatura.
Rodrigues (2000) classifica estes tipos vegetacionais como Floresta Estacional
Semidecidual Ribeirinha com influéncia fluvial permanente. Leitdao Filho (1982)
as classificou como Floresta Latifoliada Higréfila com inundagdo quase
permanente; Bertoni e Martins (1987), como Floresta de Varzea; Ivanauskas et
al. (1997); Torres et al. (1994) e Paschoal & Cavassan (1999), como Mata de
Brejo e Toniato et al. (1998) como Floresta Higroéfila.

A composicdo floristica entre remanescentes de formagdes ciliares
mostra que essas areas sdo muito diversas (Durigan & Leitdo Filho, 1995; Felfili
& Silva Junior, 1992; Felfili et al., 1994; Meguro et al., 1996; Oliveira Filho et
al., 1990; Silva Junior et al., 1998). Varios sdo os fatores que contribuem para a
promocdo e a manutencdo desta heterogeneidade, como o tamanho da faixa
ciliar florestal (Metzger et al., 1997), o estado de conservagdo ou de degradacdo
desses remanescentes (Durigan & Leitdo Filho, 1995, Toniato et al., 1998), o
tipo da vegetacao e a origem dessa formacao florestal ciliar (Oliveira Filho et al.,
1994; Oliveira Filho & Ratter, 1995), a matriz vegetacional em que essa
formacdo estd inserida (Ivanauskas et al., 1997), o acaso na chegada de
disseminulas no processo de estabelecimento dessas formacdes florestais
(Meguro et al., 1996), a heterogeneidade vegetacional como resultado da
heterogeneidade espacial das caracteristicas fisicas do ambiente ciliar e outros
fatores atuantes na seletividade das espécies (Barnes et al., 1997; Felfili, 1995 e
1998; Hall & Harcome, 1998; Meguro et al., 1996; Rodrigues, 1992; Scarano et
al., 1997).



Sem duvida, conhecer a ocorréncia e a distribuicdo das espécies
ocorrentes nestes ambientes florestais garante a possibilidade de se gerar
estratégias de conservagdo para estas areas, como também permite que sejam
tragadas metas para a recuperagdo, a recomposicdo e a restauragcdo de suas
populagdes.

Para a conservagdo de populagdes naturais sdo encontradas duas
alternativas, a conservagdo in situ ¢ a ex situ. Destas, a conservagio in situ ¢ a
mais adequada, por manter a espécie no seu ambiente natural (Dias &
Kageyama, 1991). Assim, o uso de marcadores genéticos como ferramenta para
se caracterizar os padrdes da variabilidade genética nestas areas a serem
conservadas € de grande valia, uma vez que estes apresentam a vantagem de
possibilitar que esta analise seja realizada em um menor tempo e custo, quando
comparados com estudos realizados a partir de caracteres morfolégicos e

fisiologicos (Hamrick, 1983).

2.2 A espécie de estudo

Calophyllum brasiliense Camb., ou guanandi, como ¢ conhecido nas
regides de ocorréncia natural, de acordo com o sistema de classificagdo de
Cronquist, obedece a seguinte hierarquia: divisdo [Magnoliophyta
(Angiospermae)], classe [Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)], ordem
(Theales) e familia [Clusiaceae (Guttiferae)] (Carvalho, 1994).

Segundo a etimologia, Calophyllum remete a “folha bonita” e
brasiliense a “do Brasil”. Seu nome comum, guanandi, ¢ proveniente da lingua
tupi “gwana'di”, e significa “o que é grudento” (Ferreira, 1975).

C. brasiliense Camb. ¢ uma espécie de ampla plasticidade ecologica em
ambientes ciliares, ocorrendo desde a latitude de 18°N (Porto Rico) a 28°10'S
(Brasil, em Santa Catarina). No Brasil, estd presente em todas as bacias

brasileiras, abrangendo quase todas as regides fitoecologicas do nosso pais,



como na Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica), nas formagdes Aluviais,
das Terras Baixas e Baixo-Montana (Guimaraes et al., 1988), onde é bastante
comum e Floresta Ombrofila Densa (Floresta Amazonica), onde ¢ freqiiente nas
Terras baixas, sobretudo nos igapds; na Floresta Estacional Semidecidual, nas
formagdes Aluviais (Carvalho et al., 1996; Velozo et al., 1991) e Montana.
Também ¢ encontrada no Cerraddo, em Sdo Paulo (Durigan et al., 1997); nas
matas de galeria do Brasil Central (Silva Junior et al., 1998), nos campos
rupestres ou de altitude; no Pantanal Mato-grossense (Pasa et al., 2000; Pott &
Pott, 1994) e na Restinga (De Grande, 1981; Henriques et al., 1986).

Além de sua plasticidade ecologica, C. brasiliense tem grande
representatividade na utilizagdo como alimentagdo animal (a forragem desta
espécie apresenta 7% de proteina bruta e de 6% a 12% de tanino) (Leme et al.,
1994), na apicultura (as flores sdo meliferas) e com aplicagdo medicinal (a casca
e o latex sdo usados na medicina popular e na veterinaria, o cha de folhas e a
infusdo da casca sdo muito empregados no tratamento do diabetes) (Figueiredo,
1979). O latex, ou a resina do tronco (exsudado odorifero), chamado de
balsamo-de-landim, é vesicante e energizante, sendo também indicado como
anti-reumatico e, mesmo, no tratamento de tumores e Ulceras cronicas (Pasa et
al., 2000), como anti-séptico, em decocgdo para uso externo (Branddo, 1991).
Chéas e banhos preparados com a casca do caule sdo utilizados como
antiinflamatérios e, mesmo, no tratamento de varizes e hemorréidas (Pasa et al.,
2000).

Esta espécie € utilizada em reflorestamentos, para recuperagdo ambiental
(os frutos do guanandi sdo muito procurados pela fauna, especialmente tucanos,
veados € morcegos, seus principais dispersores), além de ser disseminada por
hidrocoria (levados pelas dguas pluviais e fluviais)]. E indicada, principalmente,
para a reposi¢cdo de Mata Ciliar em locais sujeitos a inundag¢des periddicas de

média a longa dura¢do, bem como em solo encharcado por periodos que variam



entre trés a quatro meses anualmente (Marques, 1994). Também ¢ indicada para
plantio em areas com o solo permanentemente encharcado (Torres et al., 1992).

Quanto aos seus aspectos ecoldgicos, dentro do grupo sucessional, esta
espécie € classificada como secundaria/intermediaria tardia (Durigan &
Nogueira, 1990; Vilela et al., 1993) ou climax tolerante & sombra (Rondon Neto
et al., 1999). O guanandi apresenta regeneragdo natural abundante na sombra,
mostrando ser uma espécie que estd em expansdo em matas que ndo sofrem
pressdo antropica (Kawaguici & Schiavini, 1995).

A capacidade das sementes desta espécie de manter a viabilidade,
embora submersas e das plantas de crescerem normalmente em solo encharcado,
mostra que, em C. brasiliense, a saturagdo hidrica do solo ndo interfere de forma
negativa em seu ciclo de vida (Marques & Joly, 2000). Estas caracteristicas,
associadas a diversidade de mecanismos de dispersdo, justificam a ampla
distribuicdo da espécie nas florestas que ocorrem em 4areas sujeitas a inundagdes.
Porém, ndo se propaga vegetativamente (Scarano et al., 1997)

As plantas do C. brasiliense caracterizam-se por apresentar flores
masculinas e hermafroditas, com caracteristicas similares no tamanho e na
morfologia, exceto na auséncia de pistilo e cada arvore apresenta apenas um tipo
de flor, ou masculina ou hermafrodita (Fischer & Santos, 2001). Como vetores
de polinizagdo, ha as abelhas e os pequenos insetos, e sua época de floragdo é
variavel, em virtude de sua ampla area de ocorréncia, apesar de sincronismos no
florescimento terem sido detectados entre arvores de mesmo habitat (Fischer &
Santos, 2001).

O processo reprodutivo inicia-se aos trés anos de idade em plantio em
solo fértil e bem drenado, e, em condigdes naturais, aos dez anos de idade
(Carvalho, 1994). A dispersdo das sementes e frutos do C. brasiliense ¢é
realizada de diferentes formas, sendo predominante a dispersdo zoocoérica. A

quiropterocoria (Galetti, 1995) ¢ uma forma importante de dispersdo de suas



sementes,  principalmente = por  morcegos  frugivoros  (Chiroptera-
Phyllostomatidae), como Platyrrhinus lineatus e Artibeus lituratus (Marques &
Fischer, 1996). Também s3o dispersas pelo macaco bugio (Alouatta fusca)
(Galetti, 1992) e por aves (ornitocorica), como a gralha-azul (Cyanocorax
caeruleus - Corvidae), no sul do Brasil. Os morcegos alimentam-se do epi e
mesocarpo dos frutos e, depois, regurgitam as sementes com restos do
endocarpo.

A hidrocoria também é comum, devido a sua ocorréncia freqiiente junto
aos cursos de agua. Contudo, suas sementes ndo germinam quando submersas,
mas mantém-se viaveis e flutuam (Lobo et al., 1995), sendo a dispersdo aquatica
a longa distancia dificultada pela estagnagdo da dgua de inundacao (Ribeiro et
al., 1995). Autocoria também ¢ uma sindrome de dispersdo do guanandi,
principalmente barocorica (por gravidade), na qual os frutos caem diretamente
no solo. Geralmente, seus frutos com sementes ficam disponiveis nas arvores-
mae durante cerca de dez meses e, em grande quantidade, os frutos liberados
pelas arvores-mdes formam um banco de sementes no solo (Kawaguici &
Schiavini, 1995). Porém, o tipo de habitat de ocorréncia pode influenciar a
germinagdo das sementes e, possivelmente, o estabelecimento das arvores
adultas e jovens (Fischer & Santos, 2001). As sementes de C. brasiliense
germinam logo apods a dispersdo, desde que ocorra sua predagdo, por alguns
vertebrados e fungos (Fischer & Santos, 2001). Caracterizam-se, por serem
potencialmente dormentes ¢ podem permanecer no solo por um longo periodo
(Scarano et al., 1997).

C. brasiliense apresenta um padrio de sobrevivéncia semelhante ao
descrito para outras espécies (Clark & Clark, 1987; De Steven, 1994). Sua
mortalidade pode variar de 50,7%, nas plantulas, para 6,4%, nas arvores ndo

reprodutivas, a nenhuma mortalidade nos adultos (Fischer & Santos, 2001).
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2.3 Isoenzimas

Isoenzimas sdo diferentes formas moleculares de uma mesma enzima,
apresentando funcdo idéntica ou similar, presente num mesmo individuo
(Markert & Moller, 1959). A principal aplicagdo das isoenzimas ¢ nos estudos
de diversidade genética e evolugdo, o que tem sido extremamente importante
para as investigacdes sobre variacdo intra-especifica, genética de populagdes e
evolugdo, ja realizadas em diversas espécies.

A premissa basica adotada ao se utilizarem dados isoenzimaticos ¢ que
diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sdo resultantes de
diferencas nas seqiiéncias de DNA que codificam tais enzimas. Assim, se oS
padrdes de bandas de dois individuos diferem, assume-se que estas diferencas
possuam base genética e sejam herdaveis (Murphy et al., 1990). O controle
genético ocorre por meio de varios genes, que podem ser alelos de um mesmo
loco ou estar situados em diferentes locos. A expressdo das isoenzimas ¢
codominante, isto ¢, em um individuo diploide, ambos os alelos de um loco sdo
expressos e visualizados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A propriedade mais expressiva das isoenzimas ¢ a base genética simples
envolvida na expressdo destas enzimas, o que torna a identificagdo de
polimorfismos rapida e simples (Soltis & Soltis, 1990). Esta técnica tem
proporcionado dados uteis na abordagem de questdes importantes em
sistematica e evolugdo de plantas (Crawford, 1989).

As isoenzimas contribuiram efetivamente para o conhecimento da
distribuigdo da variabilidade genética inter e intrapopulacional de espécies
economicamente e ecologicamente importantes das florestas tropicais (Gandara,
1996; Giudice Neto, 1999; Jaeger, 2004; Maltez, 1997; Melo Junior et al., 2004;
Moraes, 1997; Moura, 2005; Oliveira et al., 2002; Povoa, 2002; Reis, 1996;
Sebbenn, 1997 e 2001; Souza, 1997 e Vieira, 2005). Com seus resultados, metas
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visando a conservacdo e a manutencdo de suas populacdes naturais foram
tragadas, uma vez que estes estudos refletem nitidamente a fragilidade das
espécies as alteracdes ambientais que, com o tempo, levam a ocorréncia de

deriva genética e endogamia.

2.4 Variabilidade genética

A implanta¢do de um programa de conservagdo para qualquer espécie
requer o conhecimento de como a variabilidade genética estd distribuida nas
populagdes naturais. Este entendimento é fundamental para o estabelecimento de
metas a serem estabelecidas, pois, além de procurar garantir e preservar o
potencial evolutivo das espécies, estas devem também manter os limites da
variabilidade genética inalterados ao longo do tempo.

Segundo Frankel et al. (1996), conhecer os padrdes de distribuicdo da
variabilidade genética dentro e entre populagdes naturais garante o
estabelecimento de praticas conservacionistas efetivas e eficientes. Kageyama &
Gandara (1993) apontam que esse entendimento é a base para a aplicagdo de
técnicas de manejo nas florestas tropicais, além de contribuir para o
estabelecimento da conservacao in situ de populagdes naturais.

Os marcadores genéticos sdo, sem duvida, a principal ferramenta para
descrever os padrdes da variabilidade genética de uma populacdo natural e, com
0 seu uso, ¢ possivel avaliar como esta variabilidade encontra-se distribuida
dentro e entre as populagdes (Sebbenn, 2001; Telles et al., 2003). Alguns
pardmetros, como o numero de alelos por loco, a porcentagem de locos
polimérficos, a heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada segundo
o equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ o indice de fixagdo, sdo usados na
caracterizagdo da variabilidade genética intrapopulacional (Botrel & Carvalho,

2004; Gusson, 2005; Pinto & Carvalho 2004; Van Rossum & Prentice, 2004).
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A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes
esta relacionada com alguns fatores intrinsecos a espécie, como o mecanismo de
dispersao de pdlen e sementes, o modo de reproducao, o sistema de cruzamento,
bem como alguns fatores ambientais que possam influenciar ou direcionar de
forma agregada essa distribuicdo (Kevin et al, 2004; Luna et al., 2005;
Marquardt & Epperson, 2004).

2.5 Estrutura genética

Na natureza, varias forcas podem promover tanto a diferenciagdo como
a homogeneizacdo genética em uma populacdo natural de plantas. Alguns
fatores ecologicos e evolutivos, como a selecdo natural, a deriva genética ¢ a
muta¢do, podem influenciar a distribuicdo da variabilidade genética dentro e
entre as populacdes, trazendo inferéncias significativas na estrutura genética
(Hamrick, 1989).

A distribuicdo da variabilidade genética esta associada a forma como os
gendtipos e alelos estdo distribuidos no tempo e espago, seja entre populagdes
distintas geograficamente, ou dentro de um grupo local, ou mesmo em grupos de
progénies (Loveless & Hamrick, 1984). Dessa forma, o comportamento da
distribuicdo da variabilidade genética caracteriza a sua estrutura genética, a qual
corresponde a forma de como a variabilidade genética ¢ distribuida (Brown,
1978).

Ecologicamente, a estrutura genética populacional ¢ afetada pela
densidade populacional, natureza das relagdes entre individuos e o ambiente, e
interagdes entre individuos e populagdes locais. Geneticamente, ¢ caracterizada
pela variabilidade morfologica e quantitativa existente entre os individuos, pelo
sistema reprodutivo, pelos padrdes de fluxo génico e por estratégias adaptativas

aos ambientes locais (Martins, 1987).
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Os estudos de estrutura genética sdo fundamentados no teorema de
Hardy-Weinberg, que ¢ a base da teoria genética da evolugdo. Este assume que a
freqliéncia dos alelos ndo muda de uma geracao para outra e considera que a
unica mudanga na composicdo genética da populagdo & a redistribuicdo dos
genotipos em freqiiéncias que serdo mantidas em todas as geracdes
subseqiientes. Tal fundamentacdo ainda propde que as diferengas encontradas
entre a populacdo “ideal” (em equilibrio) e a populagdo real (em estudo) seriam
os ingredientes da evolucdo (Futuyama, 1992). Entretanto, nem sempre estas
freqliéncias sdo mantidas inalteradas de uma gerag@o a outra. Reis (1996) sugere
que forcas microevolutivas sdo as principais fontes de desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg, sugerindo que a formagdo da estrutura decorre de fatores
como sistema reprodutivo, niveis de endogamia, selecdo natural, fluxo gé€nico e
deriva genética entre e dentro das populacdes naturais.

A estrutura genética de populagdes pode ser avaliada utilizando-se
quatro metodologias distintas: coeficiente de coancestralidade de Cockerham
(Cockerham, 1969; Vencovsky, 1992; Weir, 1996), que fornece a distribui¢do da
variabilidade genética em diversos niveis hierarquicos; as estimativas da
diversidade genética de Nei (1973, 1978), que fornece a propor¢do da
variabilidade genética contida entre e dentro das populagdes (Gonzales &
Hamrick, 2005; Lee et al., 2002); estatisticas F de Wright (Wright, 1965), que
fornecem os niveis médios dos indices da fixacdo alélica para o total de
populagdes (Fir), dentro da populagdo (Fis), ¢ a divergéncia genética entre

populacdes (Fst) (Moraes et al., 1999; Yeeh et al., 1996) e a distancia genética
de Gregorius (ZSG) (Gregorius, 1974), na qual os erros sdo calculados por

permutagoes.
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2.6 Fluxo génico

A selecdo natural, que favorece a adaptagdo em gradientes ambientais ou
em determinados locais distintos de varios habitats, pode produzir diferenciagao
genética entre as populagdes. Dessa forma, fatores como o tamanho da
populacdo e a endogamia (cruzamento entre individuos aparentados) reduzem a
variagdo genética dentro das populagdes pela deriva genética. A ocorréncia
destes eventos contribui para a heterogeneidade genética entre populagdes. Em
contraste com estas forgas, a troca de genes entre populagoes, ou fluxo génico, é
capaz de homogeneizar a variagdo genética espacial (Hamrick & Nason, 1996).
Segundo Slatkin (1985), o termo “fluxo génico” ¢ dado a todos os mecanismos
que resultam em movimento de alelos de uma populagdo para outra e determina
a extensdo para qual as mudangas genéticas em populacdes locais sdo
independentes.

As plantas dispersam seus genes durante dois estagios do seu ciclo de
vida: antes da fertilizagdo (polen) e apds a fertilizagdo e desenvolvimento do
embrido (sementes). Assim, o fluxo génico permite o movimento eficiente de
genes entre populagdes e subpopulacdes, mediante a fertilizagdo de um o6vulo
por um grao de pélen migrante e o subseqiiente estabelecimento desta plantula
(Hamrick & Nason, 1996). O reconhecimento desses estagios de dispersdo
génica ¢ essencial para se compreender a distribuicdo da diversidade genética
entre ¢ dentro de populagdes de plantas (Levin, 1981; Whitlock & McCauley,
1990).

Uma vez que a dispersdo de pdlen e a de sementes sdo eventos
independentes, espécies de plantas com dispersdo de poélen efetiva de longo
alcance, porém, com dispersdo de semente localizada, podem ter menor variagao
genética entre populagdes geograficamente separadas, o que desencadeia a

ocorréncia de grupos de individuos aparentados (Hamrick & Nason, 1996).
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A dispersdo de sementes constitui o fluxo génico quando sementes de
migrantes se estabelecem em populagdes pré-existentes. Quando a dispersdo de
sementes resulta na formag¢do de uma nova populacdo, ela pode ou ndo
contribuir para a homogeneizacao da estrutura genética espacial, dependendo do
grau de correlagdo genética entre as mesmas e a populagdo ja existente (Hamrick
& Nason 1996; Whitlock & McCauley, 1990).

De acordo com Hamrick & Nason (1996), dois métodos gerais sdo
usados para estimar fluxo génico: o método indireto, no qual os niveis de fluxo
génico sdo estimados com base na distribuicdo da diversidade genética entre
populagdes e o método direto, em que o fluxo génico ¢ estimado com base em
observacdes do movimento de vetores de polen e de sementes, podlen e sementes
marcadas ou a identificacdo de alelos ou genotipos migrantes.

A disponibilidade de marcadores genéticos codominantes e neutros,
associada ao desenvolvimento de procedimentos estatisticos avancados, propicia
o método mais apurado de estimar diretamente o fluxo génico em populacdes
naturais de plantas. O método mais simples ¢ localizar o individuo ou grupo de
individuos com alelo tnico ou exclusivo dentro de uma populagdo natural ou
experimental. A observacdo deste alelo dentro de progénies, dentro da
populacdo, permite que padrdes de dispersdo de pdlen e sementes sejam
quantificados. Também ¢ relativamente facil genotipar individuos jovens e
coleta-los, bem como genotipar sementes de espécies arboreas (Hamrick &
Nason, 1996).

De acordo com Futuyama (1992), diferencas na estrutura da populagao
sdo correspondentes aos diversos modelos de fluxo génico, dentre os quais
destacam-se: a) modelo de “continente-ilha”, que se baseia no movimento
unidirecional de uma fonte efetivamente grande ou “continental” para uma
menor isolada, que aplica-se a populagdes de plantas que apresentam dispersao a

longas distancias (Barret & Husband, 1989); b) modelo de “ilhas”, no qual a
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migracdo multidirecional se d4 entre subpopulagdes, isto €, ocorre ao acaso entre
um grupo de pequenas populagdes; ¢) modelo de “alpondras™ (“stepping-
stones”), em que a migragdo se da somente entre populacdes vizinhas e d)
modelo de “isolamento por distancia”, no qual o fluxo génico ocorre localmente
entre vizinhos, em uma populagdo continua.

Este mesmo autor considera que o fluxo gé€nico ocorre, na maioria dos
modelos, a uma taxa aproximadamente constante em cada geragdo. Portanto, em
qualquer modelo de estrutura populacional, o fluxo génico tem o efeito de
homogeneizar a composicao genética, isto €, se o unico fator operante for o
fluxo génico, todas as popula¢des convergirdo para a mesma freqiiéncia alélica.

Varios estudos de genética populacional t€m estimado o fluxo génico
pelo modelo de ilhas de Wright (1951) (Jaeger, 2004; Oliveira, 2000; Pinto et
al., 2004; Povoa, 2002; Reis, 1996; Sebbenn, 1997; Vieira, 2005). Neste, o
numero efetivo de migrantes é estimado a partir da estatistica F para um
conjunto n de populagdes, assumindo equilibrio entre migragdo e deriva
genética. O trabalho de Wright (1951) demonstra que o numero de migrantes
Nm ¢ igual a 1 por geragdo, ndo havera diferenciacdo genética significante entre
populacdes, ou seja, os efeitos da migracdo sdo suficientes para contrapor os
efeitos da deriva. Porém, Hartl & Clark (1997) consideram que, para ocorrer a
homogeneizacdo dos alelos entre populagdes, € necessario um numero de
migrantes acima de 4 por geragdo, para, assim, estas populagdes funcionarem

como populagdes panmiticas.

2.7 Distribuicéo espacial

O estudo dos padrdes espaciais dos individuos em uma populacio
natural de plantas ¢ uma das ferramentas mais utilizadas para a compreensdo do
comportamento dos processos evolutivos e ecologicos (Brown, 1979). Tal

conhecimento fornece informagdes que intensificam ainda mais as técnicas de
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manejo e conservagdo ¢ também auxiliam nos processos de amostragem, uma
vez que consideram as interagdes existentes entre os individuos e o ambiente
fisico e bioldgico (Anjos, 1998).

As comunidades de plantas exibem uma ampla variacdo na sua estrutura
espacial e mostram heterogeneidade em muitas escalas. As causas ¢
conseqiiéncias desta estrutura fisica sdo observadas em toda a extensdo das
comunidades de plantas e animais (Lawton, 1983 citado por Crawley, 1986).

O estudo da distribuicdo espacial das espécies representa o primeiro
passo para o entendimento das florestas tropicais e seus componentes. A
estrutura de uma populacdo ¢ o resultado da historia de vida das espécies ou de
eventos do passado, os quais ainda exibem sua presenga na estrutura da
populacao recente (Poorter & Bongers, 1993).

O padrio espacial de uma espécie caracteriza a forma como os
individuos estdo distribuidos na area, sendo uma das caracteristicas da estrutura
populacional. Véarios autores discutem diferentes causas que podem determinar o
padrio espacial de distribui¢ao dos individuos das espécies arboreas na floresta.
Segundo Greig-Smith (1983) citado por Souza (2002), fatores ambientais ¢ ou
bioticos podem influenciar diretamente o padrdo espacial dos individuos de uma
espécie. O padriao depende também da densidade das sementes dispersadas, da
capacidade de sobrevivéncia das plantulas, da influéncia de fatores de
mortalidade e das interagdes intra e interespecificas (Hubbell, 1980; Jasen, 1970;
Souza, 2002).

A caracterizagdo da estrutura espacial pode ser realizada utilizando-se o
indice / de Moran, que quantifica a similaridade genética entre pares de
individuos espacialmente adjacentes, concernente a amostra da populagcdo como
um todo. Este indice assume valores que podem variar de +1 (autocorrelagdo
completa positiva, isto ¢, individuos pareados tém valores idénticos) a —1

(autocorrelagdo completa negativa) (Dewey & Heywood, 1988; Gandara 1996).
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Varios trabalhos tém usado o coeficiente / de Moran na avaliacdo de
autocorrelagdo espacial em caracteres genéticos (Kevin et al., 2004; Luna et al.,
2005; Ng et al., 2004; Setsuko et al., 2004).

Outro coeficiente também utilizado para a andlise da estrutura espacial

dos gendtipos € o coeficiente de parentesco ou coeficiente de coancestralidade

(éxy) (Erickson & Hamrick, 2003; Loiselle et al., 1995; Myamoto et al., 2002;

Ng et al., 2004; Ruggiero et al., 2005), que baseia-se na probabilidade de se
amostrarem aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos
por descendéncia (Cockerham, 1969; Ritland, 1996).

A estruturagdo genética espacial tem sido detectada em varias espécies
arboreas tropicais, merecendo destaque trabalhos como os de Kageyama et al.
(2003a), com Ocotea odorifera; Moraes et al. (2004), com Cryptocarya
moschata Nees; Silva et al. (2004), com Terminalia argentea Mart; Moura
(2005), com Eremanthus erythropappus MacLeich; Vieira (2005), com Protium

spruceanum Benth.

2.8 Tamanho efetivo
Ao se proporem metas para um programa de conservacdo, devem-se

levar em conta algumas informagdes que sdo cruciais para a sua efetividade. O

oy

tamanho efetivo de populagdes ou N, ¢ uma importante medida, pois representa

o tamanho de uma populagdo que apresenta uma reducdo na variabilidade
genética pela endogamia ou deriva genética, tendo como ponto de referéncia
uma populagdo panmitica de tamanho finito. Essa medida refere-se ao grau de
representatividade genética presente em uma amostra de plantas, sementes ou
propagulos (Sebbenn, 2001).

Segundo Wright (1931), o tamanho efetivo da populagdo corresponde ao

numero de individuos que participam na reprodugdo da proxima geragdo. Assim,
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uma redugdo no tamanho populacional representaria uma diminui¢do no niimero
de individuos reprodutivos.

O tamanho de uma populagdo ou vizinhanga que apresenta a mesma
reducdo na variabilidade genética, seja por endogamia ou por deriva de uma
populacdo de referéncia, panmitica, ¢ representado como tamanho efetivo (Crow
& Kimura, 1970; Lande, 1988).

O tamanho efetivo de populacao influencia diretamente na manutengdo

da estrutura genética de uma populacdo ao longo das geragdes. Nesse sentido, o

Ly

N, ¢é de grande importincia para delimitar a area minima viavel para

e
conservacdo in situ de uma espécie (Sebbenn, 1997). Além disso, o
conhecimento do ](79 pode contemplar também os planos de conservagdo ex
situ, pois a coleta de sementes para colecdes de germoplasma pode ser feita de
maneira a se capturar o maximo de representatividade genética, ou seja, o
méaximo N . ©, a partir desse parametro, propiciar a manutengdo das populagdes

por longo tempo nos bancos de germoplasma (Sebbenn, 2001).

Para a conservagdo genética, os valores de tamanho efetivo sdo
determinados considerando-se a prevengdo de depressio endogdmica e a
manutencdo do potencial evolutivo da espécie. Assim, na literatura, alguns
numeros de tamanho efetivo foram propostos, a fim de se garantir a conservagao
de uma espécie. Nunney & Campbell (1993) sugerem um tamanho efetivo de
100 a 150 para a conservacdo em curto prazo e¢ de 1.000 a 1.500 para a

conservacao em longo prazo. Frankel & Soulé (1981) sugerem dois nimeros de
referéncia para o tamanho efetivo. Para conter os efeitos da endogamia, um N .
de 50 seria o suficiente, entretanto, considerando 10 geracdes. Para conter a

perda de variagdo genética, um N, de 500 seria o suficiente, visto que este
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autores consideram que a estocasticidade genética pode estar implicada na

perda, a longo prazo, de flexibilidade evolutiva.

2.9 Sistema reprodutivo

O sistema de reproducdo ¢ a forma como uma espécie deixa seus
descendentes e este determina também o modo de transmissdo de genes entre
geracdes, ja que a reproducdo pode ocorrer por cruzamentos aleatorios,
cruzamentos biparentais, autofecundagdes, apomixia e suas combinagoes (Souza
et al., 2003).

Segundo Brown (1979), as espécies de plantas se enquadram em cinco
classes de cruzamento, predominantemente autégama ou alégama, misto,

autofecundag¢do e exocruzamento, parcialmente apomitica e parcialmente

autogama. Dessa forma, a taxa de fecundagio cruzada (f) pode variar
consideravelmente entre plantas, locais e épocas, e isso também faz com que a
variedade de sistemas de cruzamentos seja bastante ampla.

As estimativas das taxas de cruzamento podem ser obtidas pelo método
dos momentos, obtendo-se a taxa de cruzamento aparente (f,) a partir do
coeficiente de endogamia (f) (Vencovsky, 1992; Weir, 1990) e pela estimativa
de verossimilhancga (Ritland & Jain, 1981; Ritland & El Kassaby, 1985).

As espécies arbdreas tropicais apresentam alta propor¢cdo de locos
polimérficos e maior nivel de diversidade genética dentro de populagdes que
entre populagdes, e o sistema de cruzamento ¢ misto (Hamrick & Godt, 1990),
com predominancia de alogamia (Ward et al., 2005). O sistema misto de
reprodugdo, por sua vez, prediz variabilidade genética intermediaria entre
espécies de autofecundacdo e alogamas, sendo o potencial de diferenciagdo entre
populagdes variaveis, em funcdo do balango dessas duas formas de reproducao

(Loveless & Hamrick, 1984).
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O sistema reprodutivo de uma espécie pode ser afetado por varios
fatores. Dentre eles, destacam-se: o tamanho e a densidade populacional
(Murawski & Hamrick, 1992), a sincronia no florescimento e os padrdes
fenologicos (Hall et al., 1996), o grau de estruturacdo genética nas populacdes
(Franceschinelli & Bawa, 2000) e a presenca de mecanismos de auto-
incompatibilidade (Murawski & Hamrick, 1992).

Para Hamrick (1983), a forma de reproducdo determina, em parte, a
estrutura genética espacial e temporal das populagoes. Segundo Souza et al.
(2003), seu conhecimento é de fundamental importincia em programas de
melhoramento e conservagdo genética, porque permite delinear estratégias que
otimizem a amostragem da variabilidade e a adog¢do de modelos genético-
estatisticos adequados para a estimativa de paradmetros genéticos.

Sem duvida, o estudo detalhado do sistema reprodutivo das espécies
arboreas tropicais pode fornecer informagdes importantes sobre os processos
microevolutivos e as melhores formas para a conservagdao e manejo dessas
esséncias (Bawa & O’Malley, 1987). Estudos do sistema reprodutivo de varias
espécies arboreas tropicais tém utilizado os marcadores bioquimicos e
moleculares. Estes, combinados com programas genético-estatisticos,
possibilitam estimar a taxa e o modo de cruzamento das espécies em estudo
(Kageyama et al., 2003; Moura, 2005; Povoa, 2002; Sebbenn et al., 2000;
Seoane et al., 2001; Souza et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacéo das areas de estudo

Devido a preferéncia do C. brasiliense por certos ambientes, trés
habitats da espécie, Mata Ciliar, Floresta Paludosa e Mata de Galeria, foram
escolhidos para caracterizar, quantificar e avaliar a distribuicdo da sua
variabilidade genética (Figura 1). Em cada habitat foram coletadas amostras de

material bioldgico de duas populagdes (Tabela 1).
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FIGURA 1. Localizagdo das populacdes naturais de Calophyllum brasiliense
Camb. amostradas na bacia do Alto Rio Grande.
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TABELA 1. Localizagdo, coordenadas geograficas e numero de individuos
amostrados em populagdes naturais de Calophyllum brasiliense
Camb., na bacia do Alto Rio Grande.

Habitats Populagao Localizagédo Coordenadas Individuos
amostrados
Mata RM Rio das Mortes 21°0720”S 60
Ciliar Bom Sucesso, MG 44°4822”W
RG Rio Grande 21°13°08”S 60
Itumirim, MG 44°48°14”W
Floresta LV Lavras, MG 21°18°14”S 60
Paludosa 44°59°17"W
IT Itumirim, MG 21°15°10”S 60
44°47°09”W
Mata de ARA Cachoeira das Aranhas  21°21742”S 60
Galeria Serra de Itumirim, MG 44°46'05”W
CA Carrancas, MG 21°28°24”S 60
44°39°05”W

As seis populagdes estudadas foram escolhidas em fungdo de
apresentarem caracteristicas fisionomicas distintas e por serem propicias a
colonizacdo e a perpetuacdo de C. brasiliense. Embora localizadas na bacia do
Alto Rio Grande, as populacdes estudadas se caracterizam por apresentar uma

distancia entre elas variando de 7,5 a 40,7 km (Tabela 2)

TABELA 2. Distancia geografica (km) entre as populagdes naturais amostradas
de Calophyllum brasiliense Camb.

Populagdbes RM RG LV IT ARA CA
RM - 10,8 32,9 17,3 26,1 40,7
RG - - 24,2 7,5 15,1 30,7
LV - - - 19,3 24 38,2

IT - - - - 9 26,5
ARA - - - - - 13
CA - - - - - -

RM - rio das Mortes, RG — rio Grande; LV — Lavras; IT — Itumirim; ARA —
cachoeira das Aranhas e CA — Carrancas
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3.2 Populagdes amostradas nas areas de Mata Ciliar

Populagao RM — Rio das Mortes

Essa area estd localizada as margens do rio das Mortes, a jusante do
reservatorio da Usina Hidroelétrica do Funil, compreendendo desde a cota
maxima do reservatorio, localizada no municipio de Ijaci, MG, até o limite dos
municipios de Bom Sucesso e Ibituruna, MG, proximo a comunidade de
Aureliano Mouro. A vegetacdo predominante ¢ tipica de Floresta Estacional
Semidecidual Aluvial em alguns locais (Veloso et al.,, 1991), e ¢ altamente
antropizada.

Em quase toda a extensdo amostrada no rio das Mortes, a vegetagdo
encontra-se presente em apenas um lado da margem, ja que a vegetacdo ciliar foi
retirada para a construgdo de uma linha férrea, atualmente desativada. Os efeitos
da degradacao e retirada da vegetacdo ciliar sdo evidentes. Mesmo protegida por
lei, em certos locais, a vegetacao esta ausente, dando lugar a areas de pastagem
e, principalmente, a agricultura. Nesta populacdo, C. brasiliense ndo se encontra
presente em toda a extensdo do rio, sendo sua ocorréncia limitada a
determinados locais, chegando a formar pequenos aglomerados, visto que a
umidade e a saturagdo hidrica ndo sdo uniformemente distribuidas em toda a

margem.

Populagdo RG - Rio Grande

A area II esta localizada as margens do rio Grande, também a jusante do
reservatorio da Usina Hidroelétrica do Funil, compreendendo desde a cota
maxima do reservatorio, localizada no municipio de Ijaci, MG, até o ponto
conhecido como cachoeira do Pildo, municipio de Itumirim, MG. A vegetagdo
caracteriza-se por ser tipica de Floresta Estacional Semidecidual Aluvial (Veloso

et al., 1991). Nesta area, a vegetacao ciliar encontra-se mais preservada proximo
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a cachoeira do Pildo, devido, principalmente, ao dificil acesso, porém, muito
antropizada nas areas proximas ao reservatorio, onde a vegetacao ciliar também
foi substituida por areas de pastagem e agricultura. Neste local, C. brasiliense
distribui-se abundantemente nas areas mais conservadas, formando populacdes

continuas.

3.3 Populacdes amostradas nas areas de Floresta Paludosa

Populagdo LV - Lavras

Essa area de estudo estd localizada a, aproximadamente, 6 km do
municipio de Lavras, MG, na encosta da serra do Carrapato. Caracteriza-se por
apresentar uma vegetacdo definida como uma disjun¢do do Bioma Cerrado,
inserida dentro da area de distribui¢do das florestas estacionais semideciduais do
Sudeste brasileiro (Castro, 2004).

A paisagem caracteristica da regido compreende um numero reduzido de
pequenos remanescentes florestais (fragmentos), circundados por lavouras de
café e éareas de pastagem plantada (Brachiaria spp.). No interior destes
fragmentos, a umidade e a satura¢do hidrica sdo varidveis entre eles, sendo
influenciadas pelo grau de preservacdo e também pelos efeitos da antropizagdo
sobre a matriz vegetacional. A presenca de solo permanentemente encharcado,
com fluxo constante ou temporario de agua superficial dentro de pequenos
canais nos fragmentos, pode estar associada a esses fatores. Assim, dependendo
do fragmento, a distribuicdo de C. brasiliense ¢ afetada pelos efeitos da
degradacg@o, pela penetragdo do gado, que prejudica a sua regeneracdo ou pela
auséncia de condi¢des propicias ao seu estabelecimento, visto que a umidade e a

saturagdo hidrica sdo essenciais a sua perpetuacdo e desenvolvimento.
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Populagao IT - Itumirim

Esta area, localizada a 8,5 km do municipio de Itumirim, MG, também
esta inserida numa disjun¢do do Bioma Cerrado, dentro da area de distribuicao
das florestas estacionais semideciduais do Sudeste brasileiro (IBGE, 1993). A
paisagem caracteristica da regido compreende um nimero reduzido de pequenos
remanescentes florestais (fragmentos), predominantemente circundados por
lavouras de café e areas de pastagem plantada.

Também nessa area, a umidade e a saturacdo hidrica sdo variaveis dentro
dos fragmentos, o que caracteriza a presenca de solo permanentemente
encharcado ou a formagao de fluxo constante ou temporario de agua superficial
dentro de pequenos canais. Nesta area, também sdo visiveis os efeitos da

degradagdo, principalmente devido a entrada do gado, que pode estar

influenciando a distribuicao de C. brasiliense dentro dos fragmentos.

3.4 Populacdes amostradas nas areas de Mata de Galeria

Populagdo ARA — Cachoeira das Aranhas

Este local de estudo ¢é representado por duas microbacias (cérrego
Batatal e corrego Farias) localizadas a 14 km do municipio de Itumirim, MG,
sentido Carrancas e, em toda a regido, € conhecida como cachoeira das Aranhas.
As duas microbacias estdo demograficamente uma paralela a outra, a uma
distancia de, aproximadamente, 1,5 km. A fisionomia da vegetagdo ¢é constituida
de matas de galeria, com pontos continuos ou interruptos, que apresentam
limites bem definidos, com formagdo ndo florestal (campo rupestre) e altitude
média de 1.200 m. Nas duas microbacias, hd a interrup¢ao natural da vegetagao
em determinados pontos, devido a presenca de afloramentos rochosos, fazendo
com que a distribui¢do de C. brasiliense nao seja constante ao longo dos cursos

d’agua.
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Populacdo CA — Carrancas

Esta area ¢ caracterizada por duas microbacias localizadas na entrada do
municipio de Carrancas, MG, sentido Itutinga, na area conhecida como
Complexo da Toca. As duas areas de estudo (microbacias) estdo localizadas uma
perpendicular a outra, a uma distdncia de, aproximadamente, 1,3 km. A
fisionomia da vegetagdo ¢é constituida de matas de galeria, com pontos continuos
ou interruptos que apresentam limites bem definidos, com formagdo nao
florestal (campo rupestre) e altitude média de 1.300 m.

Apenas em uma das microbacias, denominada de Escorregador da Toca,
ha a interrup¢do natural da vegetacdo natural em determinados pontos, devido a
presenca de afloramentos rochosos, o que faz com que a distribui¢do de C.
brasiliense ndo seja uniforme ao longo do curso d’agua. Por esta microbacia
possuir varios pontos de visitagdo, propicios a banhos, os sinais de degradacao

sdo mais evidentes.

3.5 Amostragem do material biol6gico

3.5.1 Mata ciliar

Em cada populagdo foram coletadas folhas de 60 arvores adultas para
extragdo enzimatica. Essas foram georreferenciadas utilizando-se o Sistema de
Posicionamento Global (GPS), a fim de se avaliar a sua distribuicao espacial. O
caminhamento para a coleta teve como base a cota maxima do reservatdrio da
Usina Hidroelétrica do Funil e a amostragem foi realizada respeitando-se uma
distancia minima de 50 m entre as arvores.

Frutos foram coletados para a avaliagdo do sistema reprodutivo nas duas
populagdes. O nimero de arvores coletadas foi de 19, no rio das Mortes e no rio

Grande, ja que nem todas se encontravam em frutificagdo.
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3.5.2 Floresta paludosa

Em cada populagdo, foram coletadas folhas de 60 arvores adultas.
Como, nessas areas, ha a ocorréncia de ilhas de vegetagdo (fragmentos), dois
fragmentos de cada area foram escolhidos e, em cada um, foram coletadas 30
arvores. Cada fragmento foi considerado uma subpopulacdo e a amostragem foi
realizada buscando-se captar o maximo possivel da variabilidade genética dentro
dos mesmos, ja que a coleta abrangeu todo o fragmento.

A fim de se avaliar a distribui¢do espacial dos individuos, a posi¢do de
cada arvore foi obtida por meio da marcagao dos eixos x e y, usando-se trena e
bussola. Em Lavras, os fragmentos amostrados estdo a 620 m de distdncia um do

outro e, em [tumirim, estdo a, aproximadamente, 1.700 m.

3.5.3 Mata de galeria

Amostras de folhas de 60 arvores adultas foram coletadas em duas areas.
Em cada area foram escolhidas duas microbacias, denominadas de
subpopulacdes I e II. Em cada uma, trinta arvores distanciadas de 20 m, quando
possivel, foram amostradas e georreferenciadas utilizando-se o GPS.

Frutos foram coletados para a avaliagdo do sistema reprodutivo em
apenas uma das areas (cachoeira das Aranhas). O niimero de arvores coletadas
foi de 20, porém, varidvel entre as subpopula¢des, pois nem todas se
encontravam em frutificagao.

Nos trés habitats amostrados, as folhas foram acondicionadas em saco
pléstico, identificadas, levadas para o Laboratorio de Melhoramento Florestal e
Recursos Genéticos do DCF/UFLA e armazenadas em freezer, a -80°C, até o
momento da extragdo de enzimas. Os frutos foram despolpados e colocados em
sementeiras. Aproximadamente quatro meses apds a germinacgdo, as folhas
foram coletadas, identificadas e armazenados em freezer, a -80°C, até o

momento da extra¢do de enzimas.
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3.6 Extragdo das enzimas e eletroforese

A extragdo das enzimas foi feita com 200 mg de tecido foliar,
utilizando-se 1 mL da solugdo tampao de extragdo (Alfenas, 1998). A extragdo
das enzimas foi feita manualmente, com almofariz e pistilos de porcelana
previamente resfriados. Apos a maceracdo, as amostras contendo o extrato
protéico foram transferidas para tubos de 1,5 mL e armazenadas, a -80°C, até o
momento das analises eletroforéticas.

A eletroforese de isoenzimas utilizada foi a vertical, conduzida em meio
suporte de gel de poliacrilamida de 4% para o gel de concentragdo e de 7,5% e
10% para o gel de separagdo, dependendo do sistema enzimatico. Os extratos
obtidos foram centrifugados a 12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, 40 uL do sobrenadante foram aplicados nas canaletas dos géis
para proceder as migragdes eletroforéticas. Para a eletroforese, utilizou-se
amperagem de 10 mA por gel, com duragdo aproximada de trés horas. Durante
toda a migracdo, a temperatura foi mantida a 4°C. Os procedimentos de preparo
do gel, aplicagdo das amostras e eletroforese seguiram a metodologia descrita
por Alfenas (1998).

As revelagdes dos géis foram baseadas na metodologia descrita por
Alfenas (1998). Dez sistemas enzimaticos foram utilizados por apresentarem os
melhores padrdes isoenzimaticos para interpretagdo (Tabela 3).

Apo6s o aparecimento das bandas, os géis foram retirados da solugdo de
revelacdo, lavados em agua corrente e interpretados. Posteriormente, os géis
foram fixados em solucdo aquosa de glicerol a 10%, por cerca de 24 horas, a
4°C. A secagem dos géis foi efetuada no secador de gel (modelo 583, BioRad).

A leitura das bandas nos géis foi feita sobre a superficie de um diafanoscopio.
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TABELA 3. Sistemas enzimaticos utilizados em Calophyllum brasiliense Camb.

Sistema enzimatico Sigla EC*
Alcool desidrogenase ADH 1.01.01.01
o-esterase o-EST 3.01.01.01
[B-esterase B-EST 3.01.01.01
Fosfatase acida ACP 3.01.03.02
B-galactose desidrogenase GLDH 1.01.01.48
Glucose desidrogenase GDH 1.01.01.47
Glutamato desidrogenase GTDH 1.04.01.03
Malato desidrogenase MDH 1.01.01.37
Sorbitol desidrogenase SDH 1.01.01.14
Xiquimato desidrogenase SKDH 1.01.01.25

* Enzyme Comission

A identificacdo das zonas codificadoras dos locos ¢ dos alelos foi feita a
partir da regido mais anddica para a mais catdédica. Assim, em um sistema
enzimdtico, em que duas zonas de atividade eram claramente identificadas, a de
maior migragdo no gel recebeu a denominagao de loco-1 e a outra, loco-2. Da
mesma forma, procedeu-se em relagdo aos alelos de cada loco.

A identificagdo e a interpretacdo dos zimogramas foram realizadas
seguindo-se a mesma definicdo dos padrdes de enzimas disponiveis na literatura

(Alfenas et al., 1991).

3.7 Caracterizacéo da variabilidade e estrutura genética

3.7.1 Variabilidade genética

O estudo da caracterizagdo da variabilidade genética intra e
interpopulacional foi realizado a partir da determinagdo dos genétipos de cada
individuo, sendo estes dados analisados por meio dos programas computacionais
Genetic Data Analysis, ou GDA (Lewis & Zaykin, 2000) ¢ BIOSYS 2
(Swofford & Selander, 1997).
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3.7.2 Freqliéncias alélicas

Em todas as populagdes, a variabilidade genética foi analisada a partir
das estimativas das freqiiéncias alélicas, que descrevem a variagao para um loco
e estas foram obtidas pela contagem direta do numero de alelos por loco,

dividido pelo ntmero total de alelos no loco: p; = ny/n,, em que p;=

freqiiéncia do alelo i, na populacdo j, n; = numero de ocorréncia do alelo i, na

populacdo j e n.; = nimero total de alelos amostrados na populagao j.

3.7.3 indices de diversidade genética
A partir das freqiiéncias alélicas, foram obtidos os seguintes indices de
diversidade genética: heterozigosidade média observada (H,), heterozigosidade

média esperada (H,) de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, nimero

médio de alelos por loco (4) e porcentagem de locos polimérficos (16 ).

a) Heterozigosidade média observada (H,)

A heterozigosidade observada para cada loco foi obtida pela razido entre
o numero total de heterozigotos e o nimero de individuos. Para a sua obtengao,
as proporgoes obtidas para cada loco foram somadas e divididas pelo niimero
total de locos polimoérficos: H,= 1 - £P;, em que P; = freqiiéncia dos genotipos

homozigotos.

b) Heterozigosidade média esperada (H,)
A heterozigosidade para cada loco, em uma dada populagdo, foi obtida a
partir das freqiiéncias alélicas, segundo as freqiiéncias genotipicas esperadas,

conforme equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com Nei (1987), em que n é

o numero de individuos amostrados na populagdo em questdo e PZ-Z ¢ a

freqiiéncia alélica estimada do i-ésimo alelo: H,= 2n(Z f’f )/(2n —1).
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¢) Proporcao de locos polimoérficos (13)
Um loco foi considerado polimorfico quando a freqiiéncia de seu alelo

mais comum nao ultrapassou 0,95 e 0,99. Dessa forma, P foi obtido pela média

aritmética do ntimero de locos polimérficos pelo nimero total de locos.

d) Numero médio de alelos por loco em cada populacdo e indice de fixagdo
O niimero médio de alelos por loco (4) em cada populagdo foi obtido
pela divisdo do numero total de alelos pelo nimero de total de locos.

O coeficiente F de Wright (1931) foi obtido por loco ¢ pela média dos
locos, a partir das seguintes relagdes: f =1- H,/H, (locos) e f =1-XH,/>H,
(média entre locos), sendo f a estimativa do indice de fixagdo de Wright; A, a

estimativa da heterozigosidade observada e H, a estimativa da heterozigosidade
esperada. Para as estimativas obtidas dos indices de fixagdo médios
considerando cada populagdo, foram estabelecidos intervalos de confianga a
95% de probabilidade, utilizando-se o procedimento de bootstrap, com 10.000
repeticdes (Weir, 1996).

3.7.4 Estrutura genética das populagtes

O estudo de estrutura genética entre e dentro de populacdes foi feito
mediante o critério do coeficiente de coancestralidade de Cockerham
(Cockerham, 1969; Vencovsky, 1992), o qual possibilita a avaliagdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquia e a obtengdo de estimativas dos
niveis de endogamia a partir de uma base ndo viesada. Como este modelo
considera o processo amostral nas estimativas dos parametros, a analise de
variancia apresenta uma maior precisdo (Reis, 1996; Sebbenn, 1997).

A analise de variancia para os individuos adultos foi baseada no seguinte

modelo hierarquico:
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Yie = p+ pet aj(k) + gijk)
em que:
Y, = freqiiéncia (0 ou 1) do alelo i do individuo j da populagdo k;
1 = efeito de uma constante comum a todas as observagoes;
pi = efeito da populagio £;
aj(k) = efeito do individuo j, dentro da populagéo £;
gi(jk) = efeito do alelo i, dentro do individuo j, dentro da populagéo £;

O esquema da analise de variancia estd apresentado na Tabela 4.

TABELA 4. Esquema de analise de variancia das freqiiéncias alélicas, com as
esperancas dos quadrados médios, E(QM), para adultos de
Calophyllum brasiliense Camb.

Causa da variagao Graus de QM E(QM)
liberdade
Entre populagdes P-1 QMy & + 20 + 2n.0,
Individuos/populagdes 1-P QM; oo+ 26,
Alelos/individuos/populagdes G QMg oG
Total n—1

Utilizando-se o método dos momentos, seguem-se 0s seguintes

estimadores:
GG - QMG
Gi — QM[ _ QMG
2
2 _ QMP _QMI
P K]
em que:

K; — corresponde ao coeficiente das variancias entre populagoes.
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O significado genético desses componentes, estimados a partir de cada
alelo, pode ser definido, em termos de correlagdes intraclasse, ou coeficientes de

coancestralidade, nos diferentes niveis de hierarquia. Assim, com base em

Cockerham (1969) e Weir (1996), tem-se que:

A2 A2 A2 n2 "
or =06 +o1+0opr =p(l-p)
em que:
I; - freqiiéncia alélica em um determinado loco;
F - coeficiente médio de endogamia de todas as plantas nas

populagdes analisadas;

correlacdo entre as freqii€ncias alélicas de diferentes individuos

da mesma populacio;

A estimativa do coeficiente de coancestralidade foi obtida a partir dos

componentes de variancia:

~Ge
P

6, =
A2
T

O coeficiente médio de endogamia de todas as plantas nas populagdes

(]3’ ) foi estimado por meio da seguinte expressao:
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Q>
’\]I\)
|
Q>
QN

My
Il

A diferenciagdo genética de Gregorius ([)G) (Gregorius, 1974) foi

estimada para cada ambiente e suas respectivas populacdes, por calcular os erros
por permutacdo. Os dados numéricos foram obtidos por meio do software
GDA_NT (Genetic Data Analysis and Numerical Test, version 1,0.) (Degen,
2003).

O modelo de Cockerham foi estendido por Vencovsky (1992) para
individuos dentro de familias (progénies) dentro de populagdes, o que fez com
que a estimativa de coancestralidade fosse também possivel. Assim, o modelo da

analise de variancia para progénies teve o seguinte modelo:

Yiik = p + fi + aj(k) + gi(k)

em que:

Yixk - freqiiéncia do alelo i do individuo j da progénie £;
u - média geral;

fx - efeito da progénie k;

aj(k) - efeito do individuo j, dentro da progénie £;

gi(jk) - efeito do alelo i, dentro do individuo j, dentro da progénie k.

O esquema da analise de variancia estd apresentado na Tabela 5.
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TABELA 5. Esquema de analise de variancia das freqiiéncias alélicas, com as
esperangas dos quadrados médios, E(QM) para as progénies de
Calophyllum brasiliense Camb.

Graus de

Causa da variagdo liberdade QM E(QM)
Entre progénies F-1 QM o’ + 207 + K675
Individuos/progénies 1-F QM; o’ + 264
Alelos/individuos/progénies G QMg o’
Total n-1

Utilizando-se o método dos momentos, seguem-se 0s seguintes

estimadores:
O:=9M;
M, —OM
Uf — Q 1 Q G
2
O',Z: _ QM F QM I
Kl
em que:
K; - Corresponde ao coeficiente das varidncias entre progénies

Com base em Cockerham (1969) e Vencovsky (1992), esses
componentes podem ser definidos, em termos de coeficientes de

coancestralidade, nos diferentes niveis de hierarquia. Tem-se que:

&3 =;3(1—;3j(1—ﬁ)
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em que:
1; - freqiiéncia alélica em um determinado loco;
F - correlagdo entre alelos de plantas de diferentes progénies ou
coeficiente de endogamia de Wright;
é - coeficiente de parentesco ou coancestralidade das plantas dentro
F

de mesma progénie;
As estimativas dos coeficientes de coancestralidade podem, assim, ser

obtidas dos componentes de varidncia por:

G
F
0. =
F 8—2
T
6'2 62
- r —O0G
F =
6'2
T
6 F-0
f= I — F
2 + 2 1 6"
O-I O-G —Up
em que:
7 - correlagdo entre alelos de plantas dentro de progénies ou
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coeficiente de endogamia dentro das progénies.

S

Para verificar se as estimativas médias de 6,, 0,, F e [ eram

diferentes de zero, foram estimados intervalos de confianca a 95% de
probabilidade, pelo método de reamostragem bootstrap, com 10.000 repeti¢cdes
sobre os locos. Para tal, empregou-se o programa GDA de Lewis & Zaykin
(2000).

A identidade genética Nei (1972) foi usada como medida de identidade
genética entre os pares de populagdes e, a partir desta estimativa, foi construido
o dendrograma, utilizando-se o método UPGMA (sigla para Unweighted pair
group method arithmetic average, ou Agrupamento nao-ponderado aos pares
utilizando médias aritméticas), conforme metodologia descrita em Sneath &
Sokal (1973). Assim, a existéncia dos agrupamentos obtidos foi avaliada pelo
coeficiente de correlagdo cofenética, originado da comparagdo da matriz de
similaridade de identidade com a da similaridade cofenética.

Adicionalmente, a identidade genética (Nei, 1972) foi comparada com a
matriz de distncia geografica, pelo teste de Mantel (Manly, 1997). O valor Z de
Mantel é dado por: Z = nX;;-;X;;Y;;, sendo X;; e Y;; elementos das matrizes X e
Y a serem comparadas (no caso, as matrizes de distancia geografica e genética,
respectivamente). O teste de Mantel foi realizado com o auxilio do programa
TFPGA 1.3 (Tools For Population Genetic Analyses) (Miller, 1997), utilizando-
se 1.000 permutacdes aleatorias para testar a significAncia das correlagdes

matriciais.
3.8 Fluxo génico

O fluxo génico foi calculado a partir da metodologia proposta por

Wright (1951), em que sua estimativa indireta foi obtida a partir do nimero de
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migrantes (]Vm ) por geracao, utilizando o F 57> que € a medida de diferenciagdo

populacional usando freqiiéncias alélicas. A equagdo proposta por Crow & Aoki

(1984) foi utilizada, para um modelo de ilhas, pela seguinte expressao:

em que:
o= (n/(n-1))*
n = numero de populagdes

Nm = nimero de migrantes

A

De acordo com Cockerham & Weir (1993), o emprego de @, como

estimador da divergéncia genética entre populagdes ¢ mais adequado do que

Fsr. Entretanto, como na diferenciagdo genética de Gregorius (Gregorius,

1974), os erros sdo calculados por permutacdes. Esta estimativa foi também

usada no lugar do &, para se determinar o numero de migrantes.

O tamanho efetivo de vizinhanca (]\7 ») foi utilizado para estimar o
numero médio de individuos numa area vizinha ou area onde ocorre panmixia. A
partir da estimativa de Nm , calculou-se o valor de N 5, conforme formula

proposta por Slatkin & Barton (1989), em que:

Nb =27 Nm
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De acordo Eguiarte et al. (1993) e Slatkin & Barton (1989), o ]\7,, pode

ser da mesma ordem de magnitude que Nm , dependendo das caracteristicas da

populagao.

3.9 Tamanho efetivo
O tamanho efetivo populacional (N ) foi calculado de acordo com a

metodologia apresentada por Vencovsky (1997), utilizando os componentes de
varidncia, uma vez que estes sdo mais adequadamente usados para fins

conservacionistas.

A

Para uma populagdo, o N, para arvores adultas de uma simples

populagio foi calculado:

A n

Ne:1+f

em que:
n - numero de arvores;
f - coeficiente de endogamia médio da populagao.

Quando consideradas varias populagdes, calculou-se o N, da seguinte

forma:

. -
~(1+Cp 1) 1+F
0, P—— 1+
p n 2n
em que:
0 coancestria entre arvores dentro das populagdes ou divergéncia
P

genética entre populagoes;
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p - numero de populagdes avaliadas;

n - numero total de arvores avaliadas nas populagdes;

- quadrado do coeficiente de variacao de n; sobre as populacdes;

F - indice de fixagdo para o conjunto das populagdes.

A populagdo minima viavel (PMV), correspondente ao nimero de

individuos necessarios para a manuten¢do da integridade genética da populagao,
foi determinada a partir da relacdo Ne(refé,éncm )/ (]\76 /n), em que:

A

N,

e(referéncia) € © tamanho efetivo de referéncia proposto por Nunney &

Campbell (1993), sendo 150 e 1.500, para a conservagdo a curto e longo prazo,
respectivamente; N . ¢ o tamanho efetivo populacional e » ¢ o tamanho amostral

de cada fragmento.

3.10 Distribuicéo espacial dos gendtipos
Para a andlise da estrutura espacial de C. brasiliense foi utilizado o

programa SPAGeDi versdo 1.1 (Hardy & Vekemans, 2005).

O coeficiente de coancestria (éxy) com base em Ritland (1996) foi

estimado entre plantas, para cada uma das classes de distancia. O erro padrdo da
média das estimativas foi obtido por reamostragem jackknife entre locos e, a
partir dele, foram construidos intervalos de confianga a 95% de probabilidade do
coeficiente de coancestria médio estimado para cada classe de distdncia. A
auséncia de estrutura genética espacial foi testada dentro de cada classe de

distancia, utilizando-se 1.000 permutacdes.
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3.11 Anélise de segregacao

O estudo do padrao de segregacdo em C. brasiliense foi realizado com
base no método descrito por Gillet & Hattemer (1989), que compara o genotipo
da arvore materna com a segregacdo de suas progénies de polinizacdo aberta.

Devem ser satisfeitas as seguintes condi¢des: a) toda progénie de uma arvore

materna A4, A; de possuir o alelo 4; da arvore mae; b) em casos de uma mae
heterozigota (4,4, ,i # j ): i) cada individuo de uma progénie deve possuir um
dos alelos da 4rvore materna, A,. ou A4;.ii) o nimero de progénies
heterozigotas 4,4, (N;) deve ser igual a soma das progénies homozigotas

A4, (N, e 4,4, (N,), N;=N,+N

;5 1) o numero de progénies

heterozigotas A,A, (N,) ¢é esperado ser igual ao nimero de progénies

heterozigotas 4,4, (N,), N, =N

k> com k #i,j. Para esta analise,
utilizaram-se nas populacdes de Mata Ciliar, 10 plantas de cada uma das doze
progénies da populagdo do rio das Mortes e sete progénies do rio Grande. Para a
populagdo de Mata de Galeria, utilizaram-se 10 plantas de cada uma das 20
progénies obtidas na populacdo da cachoeira das Aranhas.

Os fenoétipos observados em cada progénie de arvores heterozigoticas
foram comparados com o esperado pela hipdtese de segregacdo 1:1. A hipdtese

de segregacao individual de cada progénie foi aceita ou descartada com base no

teste de G padrio, com um grau de liberdade. Posteriormente, todos os testes G

foram somados e um teste G total foi obtido (G hpe)- Os fenotipos

observados, de progénies de arvores heterozigotas do mesmo gendtipo materno,

foram somados e um teste G agrupado foi obtido (G ). A hipdtese nula

Agrupado
desse teste ¢ a de igual propor¢ao dos tipos de gametas na progénie produzida

por diferentes arvores maternas de mesmo gendtipo heterozigoto. A seguir,
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testou-se a hipotese de homogeneidade de segregagdo entre progénies, usando

um teste G de homogeneidade (G ), obtido pela subtracdo do teste

Homogeneidade
G torupado do teste Gp sy - Esses testes sdo aditivos, de forma que,
GH[po'tesel:l:GHomogeneidade GAgmpado’ com n e n-I grau de hberdade’

respectivamente (Sousa et al., 2002).

3.12 Analise do desequilibrio de ligacéo

O teste de desequilibrio de ligacao entre pares de locos foi realizado com

base na medida composta de Burrows (A ), de acordo com Weir (1979). Para a

obtencdo dessa estimativa, utilizou-se o programa GDA (Lewis & Zaykin,

2000). A hipétese nula de desequilibrio de ligagdo (A, = 0) foi testada com o

teste de qui-quadrado (%), descrito em Weir (1979).

3.13 Sistema reprodutivo

Os modelos de cruzamentos aleatérios, de cruzamentos mistos de
Ritland & Jain (1981) e de cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989) foram
utilizados para a andlise do sistema reprodutivo de C. brasiliense. Para a
avaliagdo do modelo de cruzamento aleatorio, foram utilizados o teste de
Equilibrio de Hardy-Weinberg e também o teste de homogeneidade entre as
freqliéncias alélicas de polen e de 6vulos. O programa Biosys 2 (Swofford &
Selander, 1997) que calcula o desvio da distribuigdo dos genotipos observados
com relacdo aos esperados, foi utilizado para verificar a aderéncia dos dados ao

Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Para o teste de homogeneidade das freqiiéncias de polen e 6vulos, o F o7

(Nei, 1977) foi utilizado como uma medida de divergéncia genética entre as

freqiiéncias alélicas dos diferentes grupos, conforme os trabalhos de Hall et al.
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(1994) e Ribeiro & Lovato (2004). Para testar a significancia de F s » para cada

loco, aplicou-se o teste de qui-quadrado, conforme Workman & Niswander

(1970):
X, =2nFg (k-1)
GL=(k-1)(s—-1
em que:
n - numero de individuos nos dois grupos;

k - numero de alelos;

S - numero de grupos.

A analise do sistema reprodutivo de C. brasiliense seguiu o modelo de

cruzamento misto de Ritland & Jain (1981), usando o programa “MLTR” de

Ritland (1997). De acordo com os autores, o0 modelo de cruzamento assume que

as progénies resultam de uma mistura de cruzamentos aleatorios e

autofecundagdo e suas pressuposi¢oes basicas sdo:

1.

cada evento de reproducdo ¢ o resultado de cruzamentos aleatérios (com
probabilidade #) ou de autofecundag@o (com probabilidade s);

a probabilidade de cruzamentos ¢ independente do genoétipo materno;

o conjunto de pdélen ¢ homogéneo para o cruzamento com todos os
genotipos maternos;

os alelos de diferentes locos segregam de maneira independente;

os locos avaliados ndo sofreram mutacdo ou sele¢do entre o tempo de

cruzamento € a analise.

Da anélise, foram estimadas a taxa de cruzamento multilocos (fm ), pelo

método da méxima verossimilhanga, a taxa de cruzamentos unilocos (7,), a
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taxa de cruzamento entre aparentados (f = fm — tAS ), as freqiiéncias alélicas do
ovulo e polen (o e p), também pelo método da maxima verossimilhanga, a taxa
de cruzamento por 4rvore materna, a propor¢do de autofecundagio (5 =1— tAm ),
a correlagdo de autofecundagio entre dois irmdos (7,) e a correlagdo de
paternidade entre dois irmaos (fp ). Para estimar o erro padrdo da média para

todos os parametros, o programa utilizou o procedimento de amostragem
bootstrap, com 1.000 reamostragens, com base em Vencovsky et al. (1997).
Para a taxa de cruzamento individual por arvore materna, a unidade de
amostragem foram as plantas dentro das matrizes e matrizes para a taxa de

cruzamento média das populagdes.

O coeficiente de coancestria (6’Xy) dentro das progénies foi estimado do

coeficiente de correlagdo de parentesco (fxy ), entre plantas dentro de progénies,

conforme Ritland (1989).
F,=025(1+ F )48 + 5 F 7)1+ 7))
sendo, F , 0 coeficiente de endogamia da geragdo parental.

Os demais parametros foram definidos anteriormente. Como em

espécies diploides, na auséncia de endogamia, o coeficiente de parentesco (fxy)

¢ o dobro do coeficiente de coancestria (6’Xy ), tem-se que ny = fxy /2,0u,

6,,=0,125(1+ F)45 + § 1 7)1+ 7))
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O tamanho efetivo de variancia (]\7 y) de uma simples progénie foi

e(v

estimado com base em Cockerham (1969).

- 0,5

Ne(v): F",
éx n—1 +I’l+ P
Uon 2n

sendo 7 0 numero de plantas por progénie e F, o coeficiente de endogamia nas

progénies.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistemas enzimaticos

Dez sistemas enzimaticos foram selecionados para a caracterizacdo da
variabilidade genética dos adultos e das progénies de C. brasiliense, por
apresentarem boa resolucdo do padrdo de bandas e polimorfismo dos locos. Os
sistemas utilizados foram: alcool desidrogenase (ADH), a-esterase (a-EST), -
esterase (B-EST), fosfatase acida (ACP), B-galactose desidrogenase (GLDH),
glucose desidrogenase (GDH), glutamato desidrogenase (GTDH), malato
desidrogenase (MDH), sorbitol desidrogenase (SDH) e xiquimato desidrogenase
(SKDH).

Destes sistemas, 14 locos polimorficos foram passiveis de interpretagdo
para as arvores reprodutivas amostradas. Todos apresentaram estrutura
monomérica da enzima, com segregacdo de dois alelos em cada loco. Nos
sistemas o-EST e B-EST, foi possivel a interpretagdo de dois locos, um na
regido catoddica e outro na anddica. O sistema ACP apresentou quatro locos,
porém, apenas trés foram utilizados na analise. J& os demais apresentaram
apenas um loco passivel de interpretacao.

Para as progénies, 12 locos polimoérficos foram passiveis de
interpretacdo nas populagdes amostradas no rio das Mortes e rio Grande,
apresentando estrutura dimérica da enzima, também com segregacdo de dois
alelos em cada loco. Os sistemas B-EST e ACP apresentaram dois locos e os
demais apenas um. Para as progénies das arvores de C. brasiliense amostradas
na cachoeira das Aranhas, 10 locos polimorficos foram passiveis de
interpretacdo, com segregacdo de dois alelos em cada loco. Nestas progénies,
todos os sistemas enzimaticos apresentaram apenas um loco.

O numero de locos polimorficos utilizados com marcadores

isoenzimaticos em espécies arboreas ¢ bastante variavel. Moura (2005), para
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avaliar a distribuicdo da variabilidade genética em populagdes naturais de
Eremanthus erythropappus MacLeich, utilizou 21 locos polimoérficos. Vieira
(2005) utilizou 10 locos polimoérficos para a caracterizacdo da diversidade e
estrutura genética de populacdes fragmentadas de Protium spruceanum Benth.
Jaeger (2004) realizou a caracteriza¢do genética e demografica de populagdes
naturais de Mata de Galeria de Xylopia emarginata Mart., utilizando 11 locos
polimérficos. Ja Ng et al. (2004) e Telles et al. (2003) consideraram, a partir de
quatro locos, um numero consideravel para se acessar a variabilidade genética.
Entretanto, Berg & Hamrick (1997) sugerem um minimo de 10 locos
polimorficos para os estudos de diversidade e estrutura genética por isoenzimas.
Assim, o nimero de locos polimérficos obtidos para as arvores adultas e para as
progénies neste estudo ¢ suficiente para a avaliagdo e a caracterizagdo da
variabilidade genética, da estrutura, do fluxo génico e da distribuicdo espacial de

C. brasiliense.

4.2 Mata Ciliar

4.2.1 Frequéncias alélicas

Os dados das freqiiéncias alélicas das arvores de C. brasiliense
amostradas em areas de Mata Ciliar sdo apresentados na Tabela 6.

A andlise das freqiiéncias alélicas das arvores reprodutivas e das
progénies das populacdes de C. brasiliense amostradas em Mata Ciliar mostra a
segregacdo de dois alelos em cada loco e a auséncia de alelos exclusivos em
todos os locos analisados. Entretanto, a distribuicdo das freqiiéncias alélicas
apresenta uma variacdo entre as populagdes, por exemplo, nos locos ADHI1, a-

EST1 e B-EST2, entre outros.
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TABELA 6. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (n) de arvores

reprodutivas e progénies de populagdes naturais de Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Mata Ciliar.

Adultos Progénies
Loco Alelos Rio das Rio Rio das Rio
Mortes Grande Mortes Grande
ADHI1 1 0,347 0,767 0,454 0,418
2 0,653 0,233 0,546 0,582
n 59 60 108 61
o-EST1 1 0,467 0,583 0,523 0,541
2 0,533 0,417 0,477 0,459
n 60 60 109 61
a-EST2 1 0,364 0,375 - -
2 0,636 0,625 - -
n 59 60 - -
B-EST1 1 0,368 0,350 0,404 0,419
2 0,632 0,650 0,596 0,581
n 57 60 109 62
B-EST2 1 0,567 0,408 0,514 0,532
2 0,433 0,592 0,486 0,468
n 60 60 107 62
ACP1 1 0,555 0,534 0,514 0,379
2 0,445 0,466 0,486 0,621
n 55 58 108 62
ACP2 1 0,491 0,839 0,593 0,623
2 0,509 0,161 0,407 0,377
n 53 59 107 61
ACP3 1 0,585 0,466 - -
2 0,415 0,534 - -
n 59 59 - -
GLDHI1 1 0,433 0,650 0,330 0,443
2 0,567 0,350 0,670 0,557
n 60 60 106 53
GDHI1 1 0,500 0,608 0,398 0,371
2 0,500 0,392 0,602 0,629
n 60 60 108 62
GTDHI1 1 0,392 0,800 0,371 0,557
2 0,608 0,200 0,629 0,443
n 60 60 105 61
“...continua ...”
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“Tabela 6 Cont.”

MDHI1 1 0,383 0,600 0,443 0,452
2 0,617 0,400 0,557 0,548

n 60 60 106 62
SDHI1 1 0,321 0,300 0,429 0,387
2 0,679 0,700 0,571 0,613

n 60 60 106 62
SKDH1 1 0,636 0,408 0,414 0,412
2 0,364 0,592 0,586 0,588

n 59 60 105 57

n = nimero de arvores amostradas

Embora tenha sido observada, nas arvores reprodutivas e nas progénies,
uma variagdo na distribuicdo das freqiiéncias alélicas, em alguns locos a
variagdo foi moderada, o que leva a supor que estes estejam em eqiiidade génica,
com baixa amplitude de variagdo. Frankel et al. (1996) consideram em eqiiidade
génica os locos que apresentam freqiiéncias alélicas entre 0,350 e 0,650. Na
populacdo de arvores reprodutivas de C. brasiliense do rio das Mortes, as
freqiliéncias alélicas apresentaram-se igualitariamente distribuidas na maior parte
dos locos. Assim, 57% destes (ADHI1, a-EST1, B-EST2, ACP1, ACP2, ACP3,
GLDHI1 ¢ GDHI1) apresentaram eqiiidade génica, ou seja, baixa variagdo na
distribuigo de suas freqiiéncias alélicas.

Para as arvores reprodutivas amostradas no rio Grande, moderada
variagdo entre as freqiiéncias dos dois alelos foi detectada em,
aproximadamente, 50% dos locos (a-EST1, B-EST1, B-EST2, ACP1, ACP3,
GLDHI1, SKDHI1). As maiores alteracdes nas freqiiéncias alélicas foram
observadas nos locos ADH1, ACP2 e GTDH]1, indicando possiveis efeitos da
deriva genética nesta populacao.

Esta propor¢do de eqiiidade génica nas arvores reprodutivas demonstra
que as populacdes de C. brasiliense, localizadas proximas ao rio das Mortes e

rio Grande, podem, no futuro, estar susceptiveis a fixacdo e perda de alelos.
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Porém, ndo se pode prever se tal fato influenciara a sua estrutura genética, uma
vez que a eqiiidade génica ndo ¢ uma estimativa de estruturagdo espacial e nem
de fluxo génico; ela apenas gera indicios de diversidade genética
intrapopulacional e da baixa amplitude de variagdo nas freqiiéncias alélicas entre
locais.

Comparando-se as freqiiéncias alélicas das arvores reprodutivas e das
progénies, observa-se que algumas distribui¢des mantiveram-se constantes entre
as geracdes. Na populacdo amostrada no rio das Mortes, 58% dos locos possuem
o mesmo alelo comum, tanto nas arvores adultas como nas suas progé€nies. Na
populagdo amostrada no rio Grande, isso ocorre em 43% dos locos. Esses
valores ndo permitem prever a existéncia de um possivel equilibrio entre as
geragdes, ja que estas variacdes podem estar associadas a diferencas, como o
numero de individuos amostrados entre as geracdes ou aos possiveis efeitos da
deriva genética atuando sobre estas.

Apesar da ndao ocorréncia de alelos exclusivos nas progénies, vale
ressaltar a auséncia dos locos a-EST2 e ACP3. Assim, caso os alelos desses
locos estejam associados a combinagdes génicas essenciais ao desenvolvimento
de C. brasiliense, esta auséncia podera influenciar significativamente a estrutura
genética destas populagdes.

A baixa eqiiidade génica encontrada nas arvores reprodutivas ndo foi
refletida nas progénies. Nas progénies da populagdo do rio das Mortes, 75% dos
locos (ADHI1, o-ESTI1, B-EST1, ACP1, ACP2, MDHI1, SDH1, SKDHI)
apresentam baixa variagdo na distribuicdo de suas freqiiéncias alélicas,
demonstrando estar em eqiiidade génica. Nas progénies do rio Grande, 67% dos
locos analisados estdo em eqiiidade génica. Nas duas populagdes de C.
brasiliense amostradas em Mata Ciliar, eventualmente, uma perda ou fixagdo de
alelos pode vir a acontecer, porém, a eqiiidade génica parece estar conseguindo

se manter entre as geragdes.
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Assim, a perpetuacdo de alelos importantes ao processo evolutivo da
espécie entre as geragdes pode estar se mantendo, apesar de estes estarem
susceptiveis a fatores extrinsecos (antropizagdo, preservacdo da matriz
vegetacional, conectividade entre as populagdes) e intrinsecos a espécie
(polinizacdo, dispersdo e sistema de reproducdo). Possiveis mudangas na
distribuigdo da variabilidade genética de C. brasiliense podem acontecer no
tempo e no espago, porém, a probabilidade dessas mudancas estarem
diretamente ligadas a fatores extrinsecos a espécie ¢ maior, pois a sua
preferéncia por certos tipos de habitat pode direcionar, significativamente ou

ndo, a sua colonizagdo e perpetuacdo e isso pode alterar a distribuicdo da sua

variabilidade.

4.2.2 Indices de diversidade genética

A partir da andlise das freqliéncias alélicas das arvores reprodutivas e
das progénies, foram estimados os indices de diversidade genética para as
populagdes de C. brasiliense, amostradas em areas de Mata Ciliar (Tabela 7).

As populagdes de C. brasiliense amostradas em Mata Ciliar
apresentaram 100% de polimorfismo, tanto nas arvores reprodutivas como nas
progénies. O numero de alelos por loco foi 2,0, proximo ao valor encontrado
para outras espécies arboreas, utilizando marcadores isoenzimaticos (Botrel &
Carvalho, 2004; Casiva et al., 2004; Gonzales & Hamrick, 2005; Gusson et al.,
2005).

As heterozigosidades observada (H,) e esperada (H,) apresentaram altos
valores nas arvores reprodutivas e nas progénies, sendo de 0,493 e 0,482,
respectivamente, nas arvores amostradas no rio das Mortes e na populagdo
amostrada no rio Grande; a estimativa de H, foi maior que H,. Assim, na
populacao de C. brasiliense amostrada no rio das Mortes, o indice de fixagdo foi

baixo (-0,023) e ndo diferente de zero. Na populagdo amostrada no rio Grande,
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este valor foi 0,262 e estatisticamente diferente de zero, mostrando que as
freqliéncias genotipicas observadas desviam-se das freqiiéncias esperadas,

segundo os pressupostos de EHW.

TABELA 7. Variabilidade genética de arvores reprodutivas e progénies de
populagdes naturais de Calophyllum brasiliense Camb.,
amostradas em areas de Mata Ciliar.

Indices de diversidade Adultos Progénies
Rio das Rio Grande Rio das Rio Grande
Mortes Mortes
Porcentagem de locos 100 100 100 100
polimérficos (0,99)
Numero médio de 2,0 2,0 2,0 2,0
alelos por loco
Heterozigosidade 0,493 0,327 0,502 0,477
observada (H,) (0,024) (0,020) (0,024) (0,003)
Heterozigosidade 0,482 0,443 0,486 0,488
esperada (H,) (0,005) (0,018) (0,005) (0,029)
fndice de fixagdo (/}) -0,023 0,262* -0,031 0,023
[-0,199;0,071] [0,145:0,378]  [-0,112;0,064] [-0,08;0,143]
Tamanho
da amostra (n) 60 60 120 70

() = desvio padrio; [ | = intervalo de confianca; * = significativo a 5% de
probabilidade

Sebbenn et al. (2003) discutem que desvios do EHW, em locos
supostamente neutros como isoenzimas, implicam que a populacdo esta
subdividida, reprodutivamente, em grupos com certo grau de parentesco,
cruzamentos nao aleatérios (autofecundacdo e cruzamentos biparentais) ou
deriva genética e que, possivelmente, a subdivisdo esta associada a existéncia de
estruturas de familias dentro da populag@o.

Os valores de heterozigosidades encontrados para C. brasiliense estao
condizentes com outros trabalhos realizados em populagdes de espécies arboreas
localizadas em Mata Ciliar. Pinto et al. (2004), estudando populagdes de Mata
Ciliar de Copaifera langsdorffii Desf., encontraram valores de H, de 0,483 e
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0,227 e valores de H, de 0,396 e 0,282. Oliveira (2000), estudando a mesma
espécie, encontrou valores de 0,483 para H, e 0,396 para H,. Pévoa (2002),
estudando Cedrela fissilis Vell., encontrou valores de 0,398, para H, e de 0,419,
para H,. Sebbenn et al. (2003), para Genipa americana L., encontraram valores

de H, e H, inferiores aos encontrados para C. brasiliense, 0,195 e 0,182,
respectivamente. Kawaguici & Kageyama (2001), estudando Calophyllum
brasiliense, também encontraram valores inferiores de heterozigosidade em
relacdo aos encontrados neste estudo, sendo de 0,191 e 0,208, respectivamente.

Para as progénies, nas populacdes de C. brasiliense amostradas no rio
das Mortes e rio Grande, os valores de suas heterozigosidades foram maiores do
que nas arvores reprodutivas, evidenciando a ocorréncia de maior diversidade
nas progénies. Trabalhos como o de Gandara (1996) e o de Povoa (2002), com
Cedrela fissilis Vell., também evidenciaram a ocorréncia de maior diversidade
nas progénies. Segundo estes autores, espécies classificadas, dentro do grupo
sucessional como secunddria tardia, como € o caso de C. brasiliense e C. fissilis,
tendem a apresentar maior diversidade na fase de plantulas. As plantulas
necessitam de certas condigdes extrinsecas a espécie para sua colonizagdo e
perpetuacao. Portanto, como as condigdes do seu local de ocorréncia podem vir
a promover uma selecao entre elas, com o tempo, ha uma redugdo no numero de
individuos, o que reduziria a variabilidade genética nos adultos.

Giudice Neto (1999), estudando populacdes de Machaerium villosum,
concluiu que pode ser esperada uma maior heterozigosidade nas progénies, por
estas, na maioria das vezes, apresentarem alelos exclusivos. No entanto, nas
progénies das populacdes de Mata Ciliar, mesmo ndo sendo detectado este fato,
os valores de heterozigosidade ultrapassaram os niveis de heterozigosidade
encontrados nos adultos.

Nas progénies amostradas no rio das Mortes, observa-se que a

heterozigosidade observada foi de 0,502, a esperada de 0,486 e o indice de
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fixagdo -0,031. Nas progénies do rio Grande, a heterozigosidade observada foi
de 0,477, a esperada de 0,488 e o indice de fixagdo de 0,023, ndo significativo.
Os valores de j} entre as arvores e as progénies amostradas no rio das Mortes
sdo proximos, embora ndo seja detectada significAncia nos valores encontrados.
Segundo Povoa (2002), valores de j} mais altos em adultos e menores em
progénies podem indicar aumento de endogamia da progénie para os adultos, o
que ¢ contrastante com dados obtidos para outras espécies arbdreas. Entretanto,
/} maiores em adultos em relacdo as progénies também foram observados para

Trichilia tuberculata (Murawski & Hamrick, 1991), Couratari guianensis ¢ C.
multiflora (Lepsch-Cunha, 1996), Cedrela fissilis (Povoa, 2002) e Eremanthus
erythropappus (Moura, 2005).

4.2.3 Estrutura genética

Os coeficientes de coancestralidade para as arvores e progénies das
populacdes C. brasiliense amostradas em areas de Mata Ciliar sdo apresentados
na Tabela 8.

Analisando-se as populagdes de arvores reprodutivas na Mata Ciliar,
observa-se a ocorréncia de endogamia, tanto para o conjunto das populagdes ( F
=0,191) como dentro das populagdes ( f = 0,114). Tal fato pode estar associado

a diversos fatores, entre eles, o estado de preservagdo dessas areas. Como, nesse
habitat, as populagdes de C. brasiliense encontram-se com tamanho reduzido e
antropizadas, a distribui¢do da variabilidade genética pode estar concentrada em
pequenos grupos de individuos, fazendo com que ocorra endogamia dentro e

entre as populagoes.
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TABELA 8. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populagdes ( f ), do conjunto das populacdes (I:“ ), da divergéncia
genética entre populacdes (ép ), da divergéncia genética entre
individuos dentro de progénies (ép) e diferenciagdo genética de

Gregorius (150) de Calophyllum brasiliense Camb.

Adultos 7 F 0, D,

Mata Ciliar 0,114* 0,191* 0,086* 0,174
[0,024;0,191] [0,131;0,248] [0,030;0,151]

Rio das -0,046 - - -

Mortes [-0,153;0,057]

Rio Grande 0,311* - - -
[0,186;0,427]

Progénies f r O D

Rio das -0,071 -0,028 0,039* 0,123

Mortes [-0,158;0,033] [-0,108;0,065] [0,018;0,061]

Rio Grande 0,001 -0,036 -0,038* 0,126

[-0,161;0,144] [-0,188;0,103] [-0,058;-0,017]

[ ]= intervalo de confianca (nivel de probabilidade de 5%)
* =significativo, a 5% de probabilidade

O indice de fixacdo para as arvores reprodutivas foi de -0,046 na
populagcdo amostrada no rio das Mortes, indicando auséncia de endogamia,
embora este valor ndo seja diferente de zero, a 95% de probabilidade. Na
literatura, outros estudos tém relatado o excesso de heterozigotos em populacdes
naturais de espécies arboreas, como em Xylopia brasiliensis Sprengel (Pinto &
Carvalho, 2004), Caryocar brasiliense Camb. (Melo Junior et al., 2004), Trema
micrantha (Ribas & Kageyama, 2004), Protium spruceanum (Benth.) Engler

(Vieira, 2005). Na populacdo amostrada no rio Grande, a estimativa média
obtida mostra a ocorréncia de endogamia nesta populagdo ( f = 0,311),

demonstrando excesso de homozigotos em relagdo ao esperado pelas proporgdes

do EHW.
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A estimativa de divergéncia genética (ép) das arvores nas populacdes

de C. brasiliense foi de 0,086, indicando que maior parte da variabilidade
genética (91,4%) encontra-se dentro das populagdes. Entretanto, a medida de
diferenciag¢do genética de Gregorius mostrou que 17,5% da diversidade genética
encontra-se entre as populagdes e 82,5% dentro destas. Segundo Loveless &
Hamrick (1984), as espécies tipicamente aldgamas apresentam variabilidade
genética alta dentro de populagdes. A divergéncia entre populagdes ¢ reduzida
com o aumento do fluxo génico (pdlen e ou sementes) entre as mesmas. As
estimativas de divergéncia genética encontradas para C. brasiliense foram
relativamente maiores que os valores obtidos para outras espécies arboreas
tropicais, por exemplo, de 3,5% para Eremanthus erythropappus (Moura, 2005),
de 8,3% para Xylopia emarginata (Jacger, 2004), de 6,1% para Machaerium
villosum (Botrel & Carvalho, 2004) e de 2% para Caryocar brasiliense (Melo
Junior et al., 2004).

Para as progénies amostradas no rio das Mortes, foi verificada auséncia

de endogamia dentro das familias e também para as familias dentro da
populacdo, sendo f =-0,071 ¢ £ =-0,028. Nas progénies amostradas no rio

Grande, o valor de J} foi 0,001 e F de -0,036, demonstrando auséncia de

endogamia. A estimativa da divergéncia genética entre individuos dentro das
progénies no rio das Mortes mostrou-se baixa, ou seja, de 3,9% e, entre as
familias amostradas no rio Grande, ndo foi detectada divergéncia genética.
Entretanto, a medida de diferenciagdo genética de Gregorius mostrou que 12,3%
da diversidade genética encontra-se entre as familias no rio das Mortes e 12,6%

no rio Grande.
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4.2.4 Fluxo génico

Os valores de fluxo gé€nico estimados para as arvores reprodutivas de C.
brasiliense amostradas em Mata Ciliar foram relativamente baixos, indicando
que o numero de migrantes nao € suficiente para contrapor os efeitos da deriva
genética (Tabela 9).

Estimativas de fluxo génico encontradas para popula¢des naturais de
Mata Ciliar de Copaifera langsdorffii também mostraram baixos valores.
Oliveira (2000) e Pinto et al. (2004) encontraram um fluxo génico de 0,41 e
0,29, respectivamente, evidenciando baixo valor aparente também para esta

espécie, neste habitat.

TABELA 9. Fluxo génico (Nm) e tamanho de vizinhanga ( N ) de individuos

adultos de populagdes naturais de Mata Ciliar de Calophyllum
brasiliense Camb.

Populagdes de estudo N Nm N,
Mata Ciliar 120 0,296 1,85

N = numero de individuos amostrados

De acordo com Smouse & Sork (2004), o valor do fluxo génico
calculado a partir da divergéncia genética reflete o fluxo gé€nico que ocorreu
durante um longo periodo. A estimativa ndo indica se esta havendo fluxo génico
em determinado evento reprodutivo, mas calcula os niveis de fluxo génico que
devem ter ocorrido para produzir os padrdes observados de estrutura genética.

O numero de migrantes entre o rio das Mortes ¢ o rio Grande é baixo,
possivelmente devido a distribui¢do espacial das arvores, a distancia geografica
das populagdes (aproximadamente 11 km), a matriz vegetacional na qual estdo
inseridas e também aos mecanismos de dispersdao (zoocoria, hidrocoria e
barocoria) e polinizagdo da espécie (entomofilia). Dependendo do local de

ocorréncia, C. brasiliense pode apresentar distribuicdo agregada, formando
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pequenos macicos. Considerando a distancia entre as populagdes do rio das
Mortes ¢ do rio Grande e também por estarem localizadas numa matriz
vegetacional bastante antropizada, ¢ comum que as populagdes remanescentes
fiquem restritas a certas areas. Assim, o fluxo génico atual pode estar sendo
comprometido, o que, futuramente, pode levar a um comprometimento da
variabilidade genética de C. brasiliense nestes ambientes.

Segundo Bawa (1976), o movimento de polen por zoofilia pode ser
altamente direcional, com a maioria dos vdos do polinizador ocorrendo entre
arvores adjacentes. Assim, pode-se esperar um fluxo de polen limitado nestas
espécies, quando comparadas com populacdes de espécies com dispersiao
anemofilas, o que pode refletir diretamente no tamanho de vizinhanga e na

estrutura genética das populacdes.
A unidade panmitica ou vizinhanga (N ,) também foi estimada. Os

resultados indicam que, para o habitat Mata Ciliar, esta estimativa foi de,
aproximadamente, duas arvores. De acordo com Slatkin & Barton (1989), esta
estimativa compde os grupos parentais que trocam alelos ao acaso. Para Reis
(1996), um numero menor de individuos em uma mesma unidade de area
implica em aumento da divergéncia entre as vizinhangas, em decorréncia do
aumento interno dos niveis de endogamia, alterando a estrutura genética da

populagdo a médio prazo.
4.2.5 Distribuicdo espacial dos gendtipos

A distribuigdo espacial das arvores de C. brasiliense amostradas na Mata

Ciliar ¢ apresentada na Figura 2.
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FIGURA 2. Posi¢do e distribuicdo espacial de arvores de Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Mata Ciliar.

Na populag@o amostrada no rio das Mortes, as arvores de C. brasiliense
tém distribuicdo aleatoria, apesar da ocorréncia de pequenos macigos em
determinados locais, que podem estar relacionados a fatores como o grau de
preservagdo da vegetagdo, auséncia da vegetacdo ciliar ou também devido a falta
de ambientes propicios ao estabelecimento da espécie. Na populagdo amostrada
no rio Grande, a distribuigdo espacial das arvores de C. brasiliense se mantém
uniforme; elas tendem a se agrupar. Assim, o grau de preservagdo e a
conservacdo da vegetagdo ciliar localizada nestas areas e o dificil acesso
contribuem para este agrupamento dos individuos, uma vez que ha a formagdo
de areas favoraveis ao seu estabelecimento e desenvolvimento.

Os correlogramas ilustrando a distribuicao espacial dos genotipos nas
populagdes de C. brasiliense, amostradas no rio das Mortes ¢ Rio Grande, sdo
apresentados na Figura 3. De acordo com os dados, observa-se, nas duas
populagdes, a existéncia de uma tendéncia de as arvores mais proximas

apresentarem maior valor de coancestria do que as mais distantes.
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FIGURA 3. Correlograma para o coeficiente de coancestria para classes de
distancia de arvores de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em areas de Mata Ciliar.

Valores positivos e significativos de coancestria foram detectados entre
pares de arvores, a uma distancia de até 440 m, na populagao do rio das Mortes e
até 180 m no rio Grande. Dessa forma, para a coleta de sementes, deve-se
considerar uma distdncia minima entre as matrizes, para melhor captar a
variabilidade genética da espécie e, assim, garantir sua perpetuagdo ao longo do

tempo. Tal medida ¢ crucial para a manutencdo da base genética dessa espécie.

4.2.6 Tamanho efetivo

As estimativas de tamanho efetivo obtidas para as populagoes de C.
brasiliense, amostradas em Mata Ciliar, encontram-se na Tabela 9.

O tamanho efetivo estimado para as duas populagdes foi de 107 arvores,

sendo menor que o numero de arvores amostradas, que foi de 120. Na populagio

do rio Grande, a estimativa de N, foi de 46 arvores, menor que o numero de

arvores amostradas (60 arvores). Na populacdo do rio das Mortes, o N, foi 63,
maior que o numero de arvores amostradas, também 60, indicando auséncia de

parentesco e, um maior numero de arvores heterozigoéticas ( f = -0,023). De
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acordo com Sebbenn et al. (2003), a representatividade genética dos individuos

em uma populacdo esta associada com as condi¢des de heterozigose.

TABELA 9. Tamanho efetivo (Z\A/e ), numero de individuos amostrados (n) e
populagdo minima viavel (PMV) para popula¢des de arvores de
Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em Mata Ciliar.

150* 1.500*
Populagdes N, N N, PMV PMV
Rio das Mortes 63 60 1,05 143 1.428
Rio Grande 46 60 0,76 197 1.974
Mata Ciliar 107 120 0,89 168 1.685

* Tamanho efetivo de referéncia (Ne ) ): 150 (conservagdo a curto

(referéncia

prazo), 1.500 (conservacdo a longo prazo) (Nunney & Campbell, 1993).

Considerando a conservagdo in situ de C. brasiliense, foi calculada a

relagdo ]\Afe(refe,éncia ) ]Qe /n), para a estimativa da populagdo minima vidvel

(PMV), ou seja, o nimero minimo de arvores necessario para a manutencao dos
niveis de variabilidade genética nestas populagdes. O tamanho efetivo de
referéncia utilizado foi de 150 e 1.500 individuos, proposto por Nunney &
Campbell (1993), para a conservacao a curto e longo prazo (Tabela 9).

Para a manuten¢do da variabilidade genética de C. brasiliense, na
populacdo amostrada no rio das Mortes, sdo necessarias 143 e 1.428 arvores para
a manutengdo de sua variabilidade genética a curto e a longo prazo,
respectivamente. Na populagdo amostrada no rio Grande, esses valores foram de
197 € 1.974 arvores. Para o habitat Mata Ciliar, o numero de arvores foi de 168 e
1.685. A conservagdo dos ambientes ciliares mantém ndo sd6 a diversidade
genética das espécies que dominam e colonizam estas areas, mas também amplia
a base genética de outros ecossistemas. Isso porque, como corredores

ecoldgicos, as areas ciliares tornam mais amplas a dispersdo e a polinizagao,
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fazendo com que a variabilidade genética das espécies seja capaz de se manter

no tempo e no espaco.

4.2.7 Sistema reprodutivo

4.2.7.1 Padrdes de segregacao

Nao foram detectados indicios de heterogeneidade de segregacdo entre
as progénies de arvores heterozigotas de mesmo genotipo materno, para os locos
avaliados, tanto no rio das Mortes como no rio Grande. O teste Guomogencidade N30
detectou diferencgas significativas para nenhum dos locos analisados, indicando
que a segregacdo ¢ homogénea em progénies de diferentes arvores de mesmo
genoOtipo materno (Tabelas 10 e 11). No rio das Mortes, o loco SKDHI
apresentou desvio significativo da hipotese de segregagcdo 1:1, no teste

Ggrupador:1, devido ao excesso de homozigotos, evidenciado pela relagdo

N, :N;+N,. No entanto, quando a progénie de arvore heterozigética,

apresentando desvio significativo da razdo de segregacdo 1:1 (Tabela 12), foi

excluida da analise, o loco SKDHI1 ajustou-se a hipotese de segregagado 1:1.

TABELA 12. Arvore de Calophyllum brasiliense Camb. que apresentou desvio
significativo no teste G para a segregacdo meiotica 1:1.

Rio das Mortes - G
Genot t N. N,+N.
Loco/ntimero da arvore enotipo materno v " 7 GL=1
SKDH1
19 A A, 2 8 3,85%

N, e N, + N, sdo os nimeros observados dos genotipos heterozigotos e

homozigotos, respectivamente.
(*) P <0,050 (**) P<0,010
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TABELA 10. Teste para a hipotese de segregacgao regular de marcadores isoenzimaticos em progénies de Calophyllum
brasiliense Camb. provenientes do rio das Mortes.

Loco Genétipo 'Nﬁmero N.:N.+N. ZGHipOteselzl GHomogeneidade GAgmpadol:] Aljvores com
materno arvores(n) Y i J/ GL =n GL=n-1 GL =n desvio segregacao
Rio das Mortes

ADHI A4, a 9 48:35 9,50 7,46 2,04 -
a-EST1 A4, a 8 36:35 3,70 3,69 0,01 -
B-ESTI A4 a 6 32:22 3,72 1,85 1,86 -
B-EST2 A4, a 8 38:35 3,67 3,54 0,12 -
ACP1 A4, a 5 26:19 1,45 0,36 1,09 -
ACP2 A4 a 3 20:10 4,66 1,26 3,40 -
GLDHI1 A4, a 8 32:36 4,72 4,49 0,24 -
GDHI A4, a 4 22:18 2,45 2,05 0,40 -
GTDH1 A4, a 6 25:29 2,65 2,35 0,30 -
MDHI1 A4 a 7 29:33 3,31 3,06 0,26 -
SDH1 A4, a 4 14:21 2,24 0,83 1,41 -
SKDHI A4 a 7 21:40 8,87 2,85 6,02* 1
b 6 19:32 5,01 1,66 3,35 -

N, e N, + N saonimeros observados de gendtipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

a: inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.
b: exclui as arvores com distor¢ao de segregacdo em um dado loco.
(*)P<0,05(**)P<0,01
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TABELA 11. Teste para a hipotese de segregacao regular de marcadores isoenzimaticos em progénies de Calophyllum
brasiliense Camb., provenientes do rio Grande.

Loco Genotipo VNﬁmCTO N.:N.+N. ZGHipatesel:l GHomogeneidade GAgmpadol:] AFvores com~
materno arvores(n) Y u // GL =n GL=n-1 GL = n desvio segregacao

ADHI A4, a 5 13:19 1,57 0,43 1,13 -

B-ESTI A4 a 3 16:10 3,49 1,40 2,09 -

B-EST2 A4, a 3 15:13 1,20 0,14 1,06 -
GLDH1 AA; a 2 8:11 1,17 0,70 0,48 -

GDHI A4, a 2 12:8 1,65 0,84 0,81 -
GTDH1 A4, a 3 14:12 0,77 0,61 0,15 -

SDH1 A4, a 3 12:18 4,60 3,39 1,21 -
SKDHI A4, a 2 7:8 0,53 0,46 0,07 -

N, e N; + N saonimeros observados de gendtipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

a: inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.
b: exclui as arvores com distor¢do de segregacdo em um dado loco.
(*) P <0,05(**)P<0,01
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Desvios de segregacdo tém sido observados em diversos estudos da
heranca isoenzimatica de espécies arboreas tropicais e temperadas (Adams &
Joly, 1980; Cheliak & Pitel, 1985; Konnert et al., 2001; Sousa et al., 2002).
Dentre as tropicais, destacam-se Araucaria angustifolia (Sousa et al., 2002),
Genipa americana (Sebbenn, 2004), Esenbeckia leiocarpa (Seasone & Sebbenn,
2004), Trema micrantha (Ribas & Sebbenn, 2004) e Eremanthus
erythropappus (Moura, 2005). A auséncia de indicios de heterogeneidade de
segregacdo entre as progénies de arvores heterozigotas de mesmo genotipo
materno em C. brasiliense confirma a heranga mendeliana simples para todos os

locos.

4.2.7.2 Desequilibrio de ligacéo

Os dados do teste de desequilibrio gamético, baseado na medida
composta de Burrows, mostraram que, das 66 combinagdes possiveis de pares de
locos das progénies das populagdes de Mata Ciliar, apenas 9 apresentaram
desequilibro de liga¢do no rio das Mortes (Tabela 13). Na amostragem realizada
no rio Grande, o desequilibrio foi presente em cinco combinagdes. Os resultados
mostram que os alelos dos pares de locos em desequilibrio de ligagdo estdo
associados e ndo segregam de maneira independente, de modo que um dos locos
deve ser removido de andlises que requeiram locos em equilibrio gamético.

Tanto na populacdo do rio das Mortes como na do rio Grande, grande
parte das combinagdes possiveis de locos em desequilibro indicou a ocorréncia
de desequilibrio genotipico com locos ligados em acoplamento. Nas plantas
provenientes do rio das Mortes, apenas na combinagdo entre os locos
ACP1/SKDHI1, o desequilibrio ocorreu nos locos ligados em repulsdo e, nas do
rio Grande, esse desequilibrio foi detectado apenas na combinagdo

GLDH1/GDHI.
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TABELA 13. Valores da medida composta de desequilibrio de ligagdo de
Burrows (Aij) , com respectivos testes de qui-quadrado () e

probabilidades associadas (P ), para pares de locos
isoenzimaticos que apresentaram desvios significativos da
hipétese de desequilibrio de ligacdo de populacdes de
Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em Mata Ciliar.

Rio das Mortes

A[j Xz P

Locos
ADHI1/GTDHI1 0.1184 10.00 0.0016
ACP1/SKDHI1 -0,1996 7.00 0,0082
GLDHI1/GDH1 0.1596 4,15 0,0416
GLDHI1/SDH1 0,2199 10,00 0,0016
GLDH1/SKDHI1 0,2030 7.16 0,0075
GDHI1/GTDH1 0,1596 4,15 0,0415
GDH1/SDHI1 0.1596 4,15 0.,0416
MDH1/SKDHI1 0.,2452 7.10 0,0077
SDH1/SKDHI1 0.2030 7.16 0.0075

Rio Grande

Locos
ADHI1/B-EST2 0.1506 18.00 0.0000
a-EST1/MDH1 0.2220 9.00 0,0027
ACP2/SKDH1 0,1958 4.80 0,0285
GLDHI1/GDHI1 -0,2242 6.00 0,0143
GDHI/MDH1 0.1798 12.25 0.0005

4.2.7.3 Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

A avaliagdo da existéncia do EHW nas populagdes de C. brasiliense do
rio das Mortes e do rio Grande foi verificada nas arvores e nas progénies. Estas
foram submetidas ao teste exato de Fisher, com o objetivo de avaliar se suas
propor¢des genotipicas se ajustam ao modelo de EHW. A porcentagem de locos
em EHW foi de 93% nas arvores amostradas no rio das Mortes ¢ 57% nas
amostradas no rio Grande (Tabela 14). Nas progénies da populagdo do rio das
Mortes, a porcentagem de locos em EHW foi de 83%, enquanto que, nas do rio
Grande, foi de 92%.

Os locos a-EST1, B-EST2, ACP1, ACP2, GLDH1, GDH1, GTDHI,

MDH1 e SDH1 demonstraram estar em EHW, tanto nos adultos como nas
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progénies de C. brasiliense amostradas no rio das Mortes. Nas arvores
amostradas no rio Grande, os locos ADH1, a-EST1, B-EST1, B-EST2, ACP2,
GLDHI1, GTDHI1 e SDHI1 demonstraram estar em EHW nos adultos e nas
progénies. Apenas o loco SKDH1 mostrou desvio significativo do modelo para
as duas geragdes.

A alta aderéncia dos locos nas arvores de C. brasiliense amostradas no
rio das Mortes ¢ nas progénies nas duas populagdes esta diretamente associada
ao numero de heterozigotos observados em relacdo ao ntimero de heterozigotos
esperados pelo modelo, indicando que essas populagdes foram geradas de

cruzamentos aleatorios.

TABELA. 14. Probabilidades do teste exato de Fisher, para a hipdtese do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, para a populagdo de arvores
reprodutivas e progé€nies de Calophyllum brasiliense Camb. no
rio das Mortes e no rio Grande.

P (Fisher)
Adultos Progénies
Locos Rio das Rio Grande Rio das Rio Grande
polimorficos Mortes Mortes

ADHI1 0,032" 0,994 ™ 0,134™ 0,610™
a-EST1 0,418™ 0,088 ™ 1,000™ 0,687 "
o-EST2 0,118" 0,021° - .
B-ESTI 0,996 ™ 0,198 ™ 0,011" 0,066 "
B-EST2 0,128™ 0,386™ 0,726™ 0,947

ACP1 0,763 ™ 0,000 0,110™ 0,173

ACP2 0,629™ 0,288™ 0,084™ 0,211™
ACP3 0,064™ 0,046° - -
GLDH1 0,128 0,064 ™ 0,955™ 0,501™
GDH1 1,000™ 0,003%* 0,271™ 0,241"
GTDH1 0,322 0,945 0,946 ™ 0,412™
MDH1 0,061™ 0,000” 1,000™ 0,613™

SDH1 0,391™ 0,952 0,220™ 0,075"
SKDH1 0,316™ 0,014" 0,001 0,001"

"P<0,05; " P<0,001; ™ = nio significativo
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4.2.7.4 Homogeneidade das freqiiéncias de pdlen e évulos

O teste de qui-quadrado (x°) para a divergéncia genética entre as
freqliéncias alélicas dos 6vulos e pdlen para as populagoes de C. brasiliense
amostradas em Mata Ciliar foi significativo em todos os locos, no rio das Mortes
e em 92% dos locos no rio Grande (Tabela 15). Os dados revelam que a
distribuigdo do poélen ndo foi homogénea para os cruzamentos individuais,
indicando uma possivel ocorréncia de cruzamentos biparentais nessas
populagdes.

Essa heterogeneidade detectada nas populagdes de C. brasiliense que
ocorrem na Mata Ciliar vao contra uma das pressuposi¢des do modelo de
cruzamento misto de Ritland & Jain (1981), que considera que as freqiiéncias
alélicas do ovulo e podlen sejam homogéneas (Ritland & Jain, 1981). Segundo
Gusson (2003), desvios detectados nas freqiiéncias de 6vulos e polen podem
auxiliar no entendimento de fatores importantes no processo de reprodugdo. Para
Lee et al. (2000), a presenca de polen proveniente de outras populagdes, a
selecdo entre o tempo de polinizagdo e analise de progénies, a ndo ocorréncia de
cruzamentos aleatorios e a amostragem nao representativa das arvores maternas
também sdo fatores que levam a heterogeneidade nas freqiiéncias alélicas dos

conjuntos génicos materno e paterno.
A divergéncia genética ( F; ) nas freqiiéncias alélicas dos adultos vs.

progénies foi detectada em alguns locos nas populagdes de C. brasiliense
amostradas na Mata Ciliar. Na populacdo amostrada no rio das Mortes, 50% dos
locos apresentaram desvios significativos e, na amostrada no rio Grande, este
fato ocorreu em 66% dos locos (Tabela 16).

Essa divergéncia observada nos locos sugere a ocorréncia de alteracdes
nas freqiiéncias alélicas entre as duas geragdes, devido a atuacdo de forgas
evolucionarias. Como os marcadores isoenzimaticos possuem natureza

supostamente neutra, excluindo, assim, fatores evolutivos, como sele¢do, os
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desvios detectados podem ser atribuidos a fatores como a deriva genética e ou ao
sistema de reprodu¢do. O sistema de reprodugdo pode ter sido o principal
responsavel pela ocorréncia dos desvios, visto que as maiores alteragdes foram
observadas nas freqii€ncias genotipicas, como evidenciado pela reducdo dos
valores do indice de fixag@o nas progénies e ndo pelas alteracdes nas freqiiéncias
alélicas entre as geracdes, apesar de alguns locos presentes nas arvores adultas
ndo terem sido detectados nas progénies.

Segundo Souza et al. (2003), o sistema de reprodugdo ndo altera as
freqliéncias alélicas, mas apenas as freqliéncias genotipicas por erros de
amostragem. Ja a deriva genética pode alterar tanto as freqiiéncias alélicas como
a genotipica. A comparacdo entre as freqiiéncias alélicas das arvores adultas vs.
polen e adultos vs. ovulos revelou divergéncias genéticas baixas (maxima de
0,0676) na populagdo amostrada no rio das Mortes. Na populacdo de C.
brasiliense amostrada no rio Grande, as mesmas comparagdes revelaram

também baixas divergéncias para a maioria dos locos, com excecdo dos locos
ADHI1, ACP2 e GDHI, que apresentaram valores de IE’ST de 0,1350, 0,1298 ¢

0,1603, respectivamente.

Esses resultados mostram que as dezenove arvores amostradas no rio das
Mortes e as sete amostradas no rio Grande ndo foram suficientes para
representar as arvores adultas, em termos de freqiiéncias alélicas. A
heterogeneidade detectada nas freqiiéncias alélicas dos adultos vs. pélen foi de
50% na populagdo amostrada no rio das Mortes ¢ 58% na amostrada no rio
Grande, indicando que as freqiiéncias alélicas do pdlen efetivamente cruzado e
das matrizes que deram origem as progénies ndo eram perfeitamente

representativas das populagoes.
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TABELA 15. Divergéncia genética (ﬁ s7) entre as freqiiéncias alélicas de pdlen e 6vulos de progénies de Calophyllum
brasiliense Camb. do Rio das Mortes e Rio Grande.

Rio das Mortes Rio Grande
Loco Alelo  Polen  Ovulos F n X GL | Polen  Ovulos F n X GL
ST ST

ADHI1 1 0,503 0,417 0,405 0,500

2 0,497 0,583  0,0929 108 20,06 1 0,595 0,500 0,089 61 10,93 1
a-EST1 1 0,586 0,458 0,537 0,500

2 0,414 0,542  0,0829 109 18,077 1 0,463 0,500 0,210 61 14,76 1
B-EST1 1 0,515 0,333 0,410 0,429

2 0,485 0,667 0,0478 109 10,42 1 0,590 0,571 0,509 62 631" 1
B-EST2 1 0,503 0,500 0,650 0,357

2 0,497 0,500  0,1225 107 26217 1 0,350 0,643 00733 62 9,08 1
ACPI1 1 0,514 0,542 0,488 0,286

2 0,486 0458  0,1100 108 23,76 1 0,512 0,714 00393 62 7,87 1
ACP2 1 0,468 0,667 0,500 0,714

2 0,532 0333 00917 107 19,62 1 0,500 0,286  0,0335 61 408" 1
GLDH1 1 0,333 0,375 0,500 0,429

2 0,667 0,625 0,0776 106 16,45" 1 0,500 0,571  0,0484 53 5,13 1
GDHI 1 0,471 0,375 0,551 0,214

2 0,529 0,625  0,0222 108 4,79 1 0,449 0,786  0,0891 62 11,04 1
GTDHI1 1 0,370 0,417 0,500 0,571

2 0,630 0,583  0,0744 105 1562 1 0,500 0,429 00177 61 2,15 1
MDH1 1 0,480 0,417 0,412 0,500

2 0,520 0,583  0,0404 106 8,56 1 0,588 0,500 00754 62 934" 1
SDH1 1 0,425 0,458 0,400 0,429

2 0,575 0,542  0,1401 106 29,70 1 0,600 0,571 00860 62 10,66 1
SKDH1 1 0,376 0,500 0,458 0,429

2 0,624 0,500 00904 105 18,98 1 0,542 0,571  0,0447 57 5,09 1

n = tamanho amostral; (*): P<0,05, (**):P<0,01.
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Esses dados permitem supor que a diferenca observada pode ter sido
gerada por cruzamento entre parentes, cruzamentos biparentais e ou polen de
outras popula¢des e amostragem ndo representativa das arvores maternas nas

populagdes.

TABELA 16 - Divergéncia genética (]3' o) entre as freqiiéncias alélicas dos

adultos vs. progénies, adultos vs. pdlen e adultos vs. 6vulos de
populagdes naturais de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em areas de Mata Ciliar.

A

Fg
Rio das Mortes Rio Grande
Adultos vs Adultos vs Adultos vs  Adultos vs Adultos vs  Adultos
Loco progénies pélen ovulos progénies pélen vs 6vulos
ADHI1 0,0119* 0,0249* 0,0052 0,1261**  0,1350%* 0,0768**
a-EST1 0,0031 0,0142* 0,0002 0,0017 0,0021 0,0069
B-EST1 0,0013 0,0219* 0,0013 0,0050 0,0038 0,0066
B-EST2 0,0028 0,0041 0,0045 0,0154*  0,0588**  0,0028
ACP1 0,0016 0,0017 0,0002 0,0242* 0,0021  0,0636**
ACP2 0,0104* 0,0005 0,0318* 0,0593**  0,1298**  0,0225*
GLDH1 0,0112* 0,0106* 0,0035 0,0432* 0,0230*  0,0491%**

GDHI1 0,0105%* 0,0008 0,0159* 0,0561** 0,0033  0,1603**
GTDH1  0,0004 0,0005 0,0006 0,0676**  0,0989**  0,0608**

MDHI1 0,0037 0,0096 0,0012 0,0219* 0,0353*  0,0101*
SDH1 0,0124* 0,0116* 0,0197* 0,0083 0,0110*  0,0180*
SKDH1 0,0494*  0,0676**  0,0188* 0,0016 0,0025 0,0005

*P<0,05 **:P<0,01.

4.2.7.5 Taxas de cruzamento multilocos e unilocos
As taxas de cruzamento foram avaliadas em cada uma das populagdes de

Mata Ciliar de C. brasiliense e suas respectivas estimativas sdo apresentadas na
Tabela 17.

73



TABELA 17. Estimativa dos parametros do sistema de reprodugdo de

populagdes naturais de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em areas de Mata Ciliar.
Populagdes
Parametros Rio das Mortes Rio Grande
Taxa de cruzamento multilocos (f m) 0,993 (0,020) 1,000 (0,000)
Taxa de cruzamento unilocos (fs ) 0,979 (0,002) 0,970 (0,003)
Taxa de cruzamento entre aparentados (fm - f $) 0,014 (0,012) 0,030 (0,003)
Correlagdo de autofecundagao (}?Y ) 0,098 (0,012) 0,109 (0,001)
Correlagdo de paternidade (fp) 0,507 (0,079) 0,594 (0,100)
N® médio de arvores doadoras de polen (1/ fp) 1,97 1,68
Proporcio de irmios de autofecundagio (ﬁ[ ) 0,7% 0,0%
Proporcédo de irmaos completos (ﬁ,c ) 50,3% 59,4%
Proporg¢do de meios-irmaos (ﬁMI) 48,9% 40,6%
indice de fixagdo nas arvores maternas (ﬁ ) 0,000 0,000
P ~ . A -0,023 0,262
Indice de fixagdo nas arvores adultas (F,) [-0,199:0,071] [0,145:0,378]
. . . A -0,031 0,023
Indice de fixag@o nas progénies (Fp ) [-0.112: 0,064] [-0.08:0.143]
Coancestria dentro de progénies (Qxy ) 0,182 0,203
Tamanho efetivo de varidncia (]\7 ) 2,36 2,13
Tamanho efetivo de varidncia total (N ey ) 28,32 14,91
Numero de matrizes para reter N .= 150 (m) 64 71
Numero total de arvores matrizes (m) 12 7
Numero total de progénies (n) 120 70

[ ] Intervalo de confianca a 95% de probabilidade, obtido por 10.000 reamostragens

(bootstrap) sobre locos.

() Erro padrao da média obtido por 1.000 reamostragens (bootstrap).
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Os valores encontrados demonstram que, na populacdo de C. brasiliense
amostrada no rio das Mortes, 99,3% das plantas eram provenientes de
cruzamentos, sendo 97,9% entre arvores nao aparentadas e 1,4% entre arvores
aparentadas. Na populagdo amostrada no rio Grande, todas as plantulas foram
provenientes de cruzamentos, sendo 97% entre &rvores ndo aparentadas e 3%
entre arvores aparentadas.

As altas taxas de cruzamento encontradas para as populagdes de C.
brasiliense amostradas em Mata Ciliar reforgam a hipdtese de que os desvios ao
EHW encontrados sdo provenientes de fatores evolutivos, como deriva genética

e migracdo. Os altos valores encontrados para a taxa de cruzamentos multilocos
(fm ), para as duas populagdes, ndo foram estatisticamente diferentes de 1,0

(0,993+0,020 e 1,00), mostrando que a espécie se reproduz por cruzamento com
predominéncia de alogamia.

Altas taxas de cruzamento também foram encontradas para outras
espécies arboreas tropicais, como Trema micrantha (L.) B., Cecropia
pachystachya Trec., Cedrela fissilis Vell., Cariniana legalis Mart. e Esenbeckia
leiocarpa Engl. (Kageyama et al., 2003b). A taxa de cruzamento unilocos (fs)
foi alta nas duas populacdes e significativamente diferente da unidade
(0,979+0,002;0,970+0,003), mas inferior a estimativa da taxa de cruzamentos
multilocos. Isso confirma que C. brasiliense ¢ de sistema misto
predominantemente de cruzamento, com pouca possibilidade de ocorréncia de
cruzamentos entre individuos aparentados na populagao.

A correlag@o na estimativa de 7 (7,), ou a probabilidade de se encontrar
um individuo gerado por autofecundagdo em uma progé€nie onde existe outro
também gerado por autofecundagdo, foi baixa nas duas populacdes
(0,098+0,02;0,109+0,001), mostrando uma baixa probabilidade de certas arvores

deixarem mais descendentes por autofecundagdo, sendo os individuos de
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autofecundacdo distribuidos aleatoriamente entre as progénies. A correlagdo da

estimativa de p (fp) ou a probabilidade de se encontrar individuos irmaos-

completos no conjunto das progénies de cruzamento foi de 0,507, na populagido
amostrada no rio das Mortes e de 0,594 na amostrada no rio Grande, porém, nio
significativas, sugerindo a presen¢a de cruzamentos preferenciais.

Isso indica que grande parte das progénies de cruzamentos foi gerada

por cruzamentos biparentais, ou seja, geradas pelo mesmo parental materno e

paterno. Varios autores também evidenciaram altas taxas de estimativa fp,

como, por exemplo, Sebbenn et al. (2001), que detectaram um fp de 0,547 em

uma populagdo natural de Tabebuia cassinoides (Lam.) e Souza et al. (2003),

que encontraram uma correlacao de fp de 0,875 em Chorisia speciosa St. Hil.

Segundo Sun & Ritland (1998), os cruzamentos biparentais podem ser
atribuidos a diversos fatores, como o comportamento dos polinizadores
visitando de forma sistematica arvores proximas, a poliandria ou o deposito de
multiplos gridos de polen de um simples polinizador, e ao pequeno nimero de
vizinhos préximos ou ao assincronismo no florescimento das arvores. Assim,
um destes fatores pode ter contribuido para a alta taxa de cruzamento biparental
observada nestas duas populagdes.

A média do namero provavel de individuos que contribuiram com poélen
no evento de reproducdo de uma arvore-mae foi estimada a partir da correlagdo
de paternidade. Os numeros de individuos polinizadores efetivos foram de,
aproximadamente, dois individuos por arvore, semelhante ao encontrado para
outras espécies arboreas, como Teobroma grandiflorum (Alves et al., 2003),
Myracrodruon urundeuva (Moraes et al., 2003) e Picea mariana (Perry &

Bosquet, 2001).
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Combinando-se a taxa de cruzamentos multilocos (, ) com a correlagdo
de paternidade (fp ), verifica-se que, para a populagdo amostrada no rio das

Mortes, 0,7% das progénies analisadas foram originadas de autofecundagio.

Sendo (1 - fm) a relagdo de parentesco de autofecundagdo, 50,3% foram
originadas por cruzamentos biparentais (fm X fp ), sendo aparentadas no grau de

irmdos completos e 48,9% por cruzamentos aleatorios [fm 1 - fp )], portanto,

aparentadas no grau de meios-irmaos.

Na populagdo amostrada no rio Grande, as progénies nao foram
originadas por autofecundagdo, porém, 59,4% foram originadas por cruzamentos
biparentais aparentadas no grau de irmaos-completos e 40,6% por cruzamentos
aleatorios aparentadas no grau de meios-irmaos. Estes valores mostram que as
progénies de C. brasiliense amostradas no rio das Mortes sd3o formadas de
meios-irmios e irmaos-completos e as amostradas no rio Grande sdo, na
maioria, irmaos-completos.

O valor estimado para o coeficiente de coancestralidade dentro das
progénies (éxy) foi de 0,182, na populagdo amostrada no rio das Mortes e 0,203

para a amostrada no rio Grande. Nas duas populagdes, os valores foram 45% e
62% superiores ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). A maior
coancestria detectada na populagdo amostrada no rio das Mortes pode ser
atribuida a maior correlacdo de paternidade, ou seja, maior propor¢do de
cruzamentos biparentais, sendo a maioria das progénies geradas aparentada no
grau de irmdos-completos.

Nos programas de melhoramento, os modelos cldssicos de genética
quantitativa pressupdem que progénies de polinizagdo aberta sdo compostas,
exclusivamente, por meios-irmdos, no caso de espécies alogamas. Assim, oS

valores encontrados para C. brasiliense mostram a ocorréncia de uma possivel
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superestimativa, caso pardmetros genéticos venham a ser estimados. Trabalhos

como o de Gusson (2003) e Moura (2005) discutem a importancia do coeficiente

de coancestria (ny) nos programas de melhoramento e conservagdo genética,

principalmente na estimativa do coeficiente de correlagdo de parentesco (7,,),
entre plantas dentro de progénies e tamanho efetivo de variancia.
O tamanho efetivo de vizinhanca (N o(v)» que ¢ uma medida, em termos

de deriva genética, da representatividade genética de uma amostra de progénies
retirada de uma populacdo ideal, foi de 2,36 para a populagdo do rio das Mortes
e 2,13 para a populacdo do rio Grande. Considerando que, para espécies
alégamas com populagdo idealizada (tamanho infinito, cruzamentos aleatorios e
auséncia de sele¢do, migracdo e mutagdo), o valor tedrico maximo esperado do
tamanho efetivo de uma simples progénie ¢ em torno de 4 (Gusson, 2003;
Sebbenn, 1997), os valores estimados para C. brasiliense foram 41% e 46%
menores dos que os esperados, para as populagdes do rio das Mortes e do rio
Grande, respectivamente.

A taxa de cruzamento individual por arvore materna (f) foi alta para
grande parte dos cruzamentos, ndo variando dentro das populagdes de Mata
Ciliar (Tabela 18). A taxa de fecundagdo de cada familia variou de 0,66 a 1,00,
na populacdo amostrada no rio das Mortes e de 0,9 a 1,00 na amostrada no rio
Grande. Na populagdo de C. brasiliense amostrada no rio das Mortes, trés das
doze progénies apresentaram valores inferiores a 1,0, sendo estes
estatisticamente menores que 1,0. Na populacdo amostrada no rio Grande, duas
progénies apresentaram valores inferiores a 1,0, mas, apenas uma progénie

apresentou valor estatisticamente menor que 1,0.
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TABELA 18 — Taxa de cruzamento, por progénie (f), taxa de cruzamentos
multilocos (fm ), unilocos (tAA. ), correlacdo de autofecundagdo

(7.) e correlagdo de paternidade ( fp) do rio das Mortes e do rio

Grande.
Progénies T ¢ f { -1

m s m s s

~N>

Ty

Rio das Mortes
01 1,00(0,00)
02 1,00(0,00)
03 1,00(0,00)
04 0,90(0,09)
05 1,00(0,00)
06 1,00(0,00)
07 1,00(0,00)
08 1,00(0,00)
09 1,00(0,00)
10 1,00(0,00)
11 0,66(0,17)
12 0,84(0,14)

Média - 0,993 0,979 0,014 0,098 0,507
0,020)  (0,002)  (0,012) 0,012) (0,079

Rio Grande
01 0,95(0,15)
02 1,00(0,00)
03 1,00(0,00)
04 1,00(0,00)
05 0,90(0,09)
06 1,00(0,00)
07 1,00(0,00)

Meédia - 1,000 0,970 0,030 0,109 0,594
(0,000 (0,003)  (0,003) (0,001) (0,100

( ): erro padrdo da média
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4.3 Floresta Paludosa

4.3.1 Frequéncias alélicas
Os dados das freqiiéncias alélicas das arvores de C. brasiliense

amostradas em areas de Floresta Paludosa sdo apresentadas na Tabela 19.

TABELA 19. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (n) de arvores de
Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em areas de Floresta

Paludosa.
Adultos
Loco Alelos Lavras Itumirim
ADHI1 1 0,276 0,258
2 0,724 0,742
N 60 60
a-EST1 1 0,472 0,275
2 0,528 0,725
N 54 60
a-EST2 1 0,491 0,658
2 0,509 0,342
N 54 60
B-EST1 1 0,713 0,325
2 0,287 0,675
N 54 60
B-EST2 1 0,629 0,475
2 0,371 0,525
N 58 60
ACP1 1 0,583 0,616
2 0,417 0,384
N 60 56
ACP2 1 0,875 0,731
2 0,125 0,269
N 60 54
ACP3 1 0,867 0,191
2 0,133 0,809
N 60 57
“...continua ...”
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Tabela 19 Cont.”

GLDH1 1 0,250 0,400
2 0,750 0,600

N 60 60
GDHI 1 0,250 0,400
2 0,750 0,600

N 60 60
GTDH1 1 0,263 0,367
2 0,737 0,633

N 60 60
MDHI1 1 0,300 0,583
2 0,700 0,417

N 60 60
SDH1 1 0,258 0,408
2 0,742 0,592

N 60 60
SKDH1 1 0,449 0,375
2 0,551 0,625

N 60 60

n = numero de arvores amostradas

A analise das freqiiéncias alélicas das populagdes de C. brasiliense
amostradas em Floresta Paludosa mostra a segregagdo de dois alelos, ndo sendo
detectadas a perda ou a fixacdo de alelos em nenhum dos locos analisados.
Entretanto, a distribuicdo das freqiiéncias alélicas apresenta uma variagdo entre
os locos nas populagdes, por exemplo, loco a-EST2, B-EST1, MDHI, entre
outros.

O alelo 2 apresentou-se em maiores freqiiéncias em 50% dos locos
(ADHI1, o-EST1, GLDHI1, GDHI1, GTDH1, SDH1 e SKDHI), nas duas
populagdes, evidenciando um possivel equilibrio na distribuicao das freqiiéncias
alélicas.

Na populagdo de C. brasiliense, amostrada em Lavras, 71% dos locos
(ADH1, B-ESTI1, B-EST2, ACP2, ACP3, GLDHI, GDH1, GTDH1, MDHI,

SDHI1) apresentaram alteragdes na distribuicdo de suas freqiiéncias alélicas, ou
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seja, auséncia de eqilidade génica; em Itumirim, foi de, aproximadamente, 78%
dos locos (ADHI1, a-EST1, o-EST2, B-EST1, ACP1, ACP2, ACP3, GLDHI,
GDH1, GTDHI1, SKDHI1). Esta propor¢do de locos com alteragdes nas
freqiliéncias alélicas indicam que as arvores amostradas neste habitat podem estar
susceptiveis a fixacdo ou a perda de alelos, o que pode comprometer a
diversidade genética de C. brasiliense nestes locais. Assim, estes valores podem
ser indicativos de baixa diversidade genética nestas populagdes, fazendo com
que estas sejam mais susceptiveis a deriva genética.

De acordo com Frankel et al. (1996), a eqiiidade génica ¢é caracterizada
pela menor variagdo das freqiiéncias alélicas numa espécie, sendo, entdo, um
indicativo de maior diversidade genética. Dessa forma, espécies que apresentam
menor varia¢ao das freqiiéncias alélicas ou maior eqiiidade génica podem manter
as populagdes menos susceptiveis a fixacdo e a perda de alelos, quando
submetidas a perturbagdes e a gargalos genéticos. Assim, popula¢des com maior
diversidade genética estariam mais protegidas dos efeitos de deriva do que as
que tém alelos em baixa freqiiéncia (baixa eqiiidade génica), estando estes

susceptiveis a perda.

4.3.2 Indices de diversidade genética

Tendo como referéncia as freqiiéncias alélicas dos 14 locos polimérficos
obtidos, foram estimados os indices de diversidade genética para as populacdes
de C. brasiliense amostradas em areas de Floresta Paludosa (Tabela 20).

As populagdes apresentaram 100% de polimorfismo. O numero de alelos
por loco foi 2,0, valor préximo aos encontrados para outras espécies arboreas
utilizando marcadores isoenzimaticos (Lacerda, 1999; Souza et al., 2004; Telles,

2003; Vieira, 2005).
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TABELA 20. Variabilidade genética de popula¢des naturais de Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Floresta Paludosa.

Indices de diversidade Populagdes de Floresta Paludosa
Lavras Itumirim
Porcentagem de locos polimérficos (0,99) 100 100
Numero médio de alelos por loco 2,00 2,00
Heterozigosidade observada (H,) 0,383 0,386
(0,027) (0,024)
Heterozigosidade esperada (H.,) 0,406 0,447
(0,024) (0,014)
indice de fixagdo (j} ) 0,057 0,137*
[-0,075;0,017] [0,021;0,247]
Tamanho da amostra (n) 60 60

() = desvio padrio; [ | = intervalo de confianca; * = significativo a 5% de
probabilidade

Nas populagdes de C. brasiliense, amostradas em Floresta Paludosa, a
heterozigosidade observada (H,) foi menor que a esperada (H,). Em Lavras, H,
foi 0,383 e H, 0,406 e em Itumirim, H, foi 0,386 ¢ H, 0,447. O indice de fixagio
( f ) foi positivo e, na populagdo amostrada em Itumirim, foi significativo,
evidenciando que as freqiiéncias genotipicas observadas desviam-se das
freqiliéncias esperadas, segundo os pressupostos do EHW.

Souza et al. (2004), estudando populagdes fragmentadas de Chorisia
speciosa St. Hil., também encontraram valores de H, inferiores a H,. Sebbenn et
al. (2000b), estudando populagdes de Tabebuia cassinoides encontraram 0,314 ¢
0,266 para H,e 0,266 ¢ 0,174 para H,. Sebbenn (2001) encontrou valores de H,
variando de 0,348 a 0,350 e de H, de 0,263 a 0,287, para Cariniana legalis.
Gusson et al. (2005), em Eschweilera ovata, encontraram 0,400 e 0,431 para H,
e 0,389 e 0,388 para H,

Como as areas amostradas em Floresta Paludosa sdo representadas por
pequenos remanescentes ou fragmentos, mantendo, assim, suas populagcdes mais

isoladas, o cruzamento entre arvores proximas ¢ maior €, como conseqiiéncia,
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pode haver uma redugdo nos valores de heterozigosidade. Segundo Barret &
Kohn (1991), a perda de variacdo genética devido a fragmentagdo pode ocorrer
por duas vias: i) a reducdo no tamanho populacional cria gargalos genéticos,
dado que os individuos remanescentes contém apenas uma pequena amostra do
conjunto génico original e ii) como conseqiiéncia, a perda de alelos devido a
deriva genética.

Nei (1975) considera que a reducdo da heterozigosidade média por loco
nao depende apenas do tamanho do gargalo, mas também da taxa de cruzamento
e de crescimento da populacdo. Assim, caso a populagdo cres¢a rapidamente, a
reducdo da heterozigosidade ¢ minima, mesmo que o nimero de fundadores seja
pequeno.

Apesar das populacdes estarem inseridas numa matriz vegetacional
semelhante, cercadas por areas de agricultura ou pastagem, a presenga de agua
em pequenos canais no interior dos fragmentos ¢ bastante varidvel. Assim,
devido ao fato de C. brasiliense ter preferéncia por locais de alta saturacdo
hidrica e umidade, as suas populagdes, nessas areas, podem apresentar uma
estrutura familiar, o que influenciaria diretamente a distribuicdo dos gendtipos,

tendo conseqiiéncias na distribui¢do da sua variabilidade.

4.3.3 Estrutura genética
Os coeficientes de coancestralidade para as arvores de C. brasiliense,

amostradas em areas de Floresta Paludosa, sdo apresentados na Tabela 21.
Os valores das estimativas de endogamia das populagdes ( f ) e do
conjunto das populagdes (F) foram positivos nas duas populagdes, 0,060 e

0,185, indicando a ocorréncia de cruzamentos entre arvores aparentadas. Nas

arvores de C. brasiliense amostradas em Itumirim, a endogamia para o conjunto

das populagdes (F') foi maior e significativa, confirmando a existéncia de

cruzamentos endogamicos.
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TABELA 21. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populacdes ( f ), do conjunto das populacdes (ﬁ' ), da
divergéncia genética entre populacdes (ép) e diferenciagdo
genética de Gregorius (130) de populagdes naturais de

Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em areas de
Floresta Paludosa.

Populagdes de 7 o ) >
estudo d O D
Floresta 0,060 0,185* 0,133* 0,192
Paludosa [-0,032;0,157]  [0,064;0,296] [0,073;0,213]
Lavras 0,019 0,092 0,074* 0,121
[-0,111;0,141]  [-0,049:;0,214] [0,014;0,135]
Itumirim 0,098 0,172%* 0,081* 0,188

[-0,013;0,210]  [0,049;0,282] [0,035;0,128]

[ ]= intervalo de confiancga (nivel de probabilidade de 5%)
* =significativo, a 5% de probabilidade

Os resultados confirmam a ocorréncia do maior nimero de homozigotos

nestes fragmentos, contribuindo para o aumento da taxa de endogamia nestas
populacdes. Valores positivos j} ¢ F foram também encontrados para outras

espécies arboreas tropicais, como Cariania legalis, Maytenus aquifolia e
Esenbeckia leiocarpa (Kageyama et al., 2003), Tabebuia cassinoides (Sebbenn

et al., 2001) e Chorisia speciosa (Souza et al., 2004). De acordo com os ultimos
autores, o indice f ¢ funcdo dos efeitos dos desvios de cruzamentos aleatorios

dentro das populagdes ¢ o indice F dos efeitos combinados de desvios de
cruzamentos aleatorios no conjunto das populagdes e da deriva genética causada
pela subdivisdo da espécie em populagdes. Assim, qualquer populagdo de
tamanho finito torna-se mais endogamica com o tempo, pelo aumento dos
cruzamentos entre parentes com o passar das geragdes. Entretanto, o cruzamento
entre individuos aparentados ndo altera as freqiiéncias alélicas, mas aumenta a

freqiiéncia dos genotipos homozigotos.
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Dessa forma, os valores das estimativas de endogamia encontrados nas
populacdes de Floresta Paludosa reforcam a hipdtese de deriva genética, bem

como os efeitos da reducao das populagdes naturais presentes nestes habitats.
A estimativa de divergéncia genética (é ,) entre as populagdes de C.

brasiliense amostradas em Floresta Paludosa foi de 0,133, indicando que maior
parte da variabilidade genética (86,7%) encontra-se dentro das populagdes. A
medida de diferenciagdo genética de Gregorius mostrou que 19,2% da
diversidade genética encontra-se entre as populagcdes e 80,8% dentro. A
divergéncia genética encontrada estd de acordo com o observado para outras
espécies arboreas tropicais, ou seja, maior propor¢do da variabilidade genética
encontra-se dentro das populagdes, no entanto, com uma propor¢do de
variabilidade genética entre relativamente superior ao encontrado para Protium
spruceanum, 3% (Vieira, 2005); Cecropia pachystachya, 2,6% (Kageyama et
al., (2003b); Cryptocarya moschata, 11,4% (Moraes et al., 1999);
Pithecellobium elegans, 10% (Hall et al., 1996) e Acer saccharum, 1,7% (Young
etal., 1993).

4.3.4 Fluxo génico

A estimativa de fluxo génico foi relativamente baixa entre as populagdes
de C. brasiliense amostradas em Floresta Paludosa, cerca de 0,2 migrantes por
geracdo, demonstrando que o fluxo génico ndo ¢ suficiente para evitar os efeitos
da deriva genética e que a divergéncia genética ¢ alta entre as populacdes
(Tabela 22). Na populagdo amostrada em Lavras, o nimero de migrantes foi de
aproximadamente 0,4 e, na amostrada em Itumirim, 0,2. Estes valores indicam
que as arvores de C. brasiliense dos fragmentos de Lavras apresentam menor
divergéncia genética entre si. Provavelmente, este fato se deve a proximidade
destes fragmentos (620 m) e também a sua localizagdo na matriz vegetacional,

ou seja, proximidade a outras areas doadoras de alelos.
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Na populagdo de Itumirim, como os fragmentos estdo distanciados a,
aproximadamente, 1.700 m e, por ndo estarem inseridos numa matriz
vegetacional que favorega a movimentacao de alelos, o nimero de migrantes foi
menor (0,2). Vieira (2005), estudando populacdes naturais de Protium

spruceanum em area fragmentada, também evidenciou maior ocorréncia de

numero de migrantes entre fragmentos mais proximos. Valores de Nm
relativamente baixos também foram encontrados em populagdes fragmentadas
de Pithecellobium elegans, 0,70 (Hall et al. (1996) e Chorisia speciosa, 0,37
(Souza et al., 2004).

TABELA 22. Fluxo génico (Z\A/m ) e tamanho de vizinhanga (]Q ») de populagdes

naturais de Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em areas
de Floresta Paludosa.

Populacdes de estudo N Nm ]Qb
Floresta Paludosa 120 0,263 1,65
Lavras 60 0,454 2,85
Ttumirim 60 0,269 1,69

N = ntimero de individuos amostrados

Como a espécie C. brasiliense se desenvolve bem em ambientes umidos
e em solos com alta saturagdo hidrica, observou-se que, em Lavras ¢ em
Itumirim, suas populagdes sdo restritas a poucas areas, principalmente em
virtude da fragmentacdo. Portanto, existe uma reducdo no tamanho de suas
populacdes, tendo como conseqiiéncia o cruzamento entre individuos préoximos,
levando a perda de variabilidade genética. Como C. brasiliense possui diferentes
mecanismos de dispersdo e nas areas de Floresta Paludosa parece predominar a
dispersdo barocdrica e a zoocdrica, principalmente por roedores, provavelmente,
a dispersdo ocorre de forma mais concentrada dentro dos fragmentos, fazendo
com que a diversidade genética das arvores seja maior dentro das populagdes,

quando comparadas com outros héabitats de ocorréncia da espécie.
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A estimativa do numero de genitores que trocam alelos ao acaso ou
vizinhanca (]\7 ») foi de, aproximadamente, trés individuos para a populacdo
amostrada em Lavras e dois para a amostrada em [tumirim. Segundo Slatkin &
Barton (1989), os valores de Nm e N » determinam se a deriva genética, por si

s0, pode produzir divergéncia genética substancial entre locais. Numa mesma
unidade de area, a reducdo neste numero de individuos pode levar a alteragdes
na estrutura genética das populacdes em médio prazo, aumentando a divergéncia
entre as vizinhangas, devido ao aumento interno dos niveis de endogamia. No
entanto, se estes valores forem superiores a um, o fluxo génico sera alto o
suficiente para prevenir diferenciagdo devido a deriva genética.

Os resultados encontrados nas populagdes de C. brasiliense, amostradas
nas areas de Floresta Paludosa, mostram que a fragmenta¢do pode levar estas
populagdes a sofrerem mais com os efeitos da deriva genética e também

aumentar a divergéncia genética elas.

4.3.5 Distribuicao espacial dos gendtipos

A distribuigdo espacial das arvores de C. brasiliense, amostradas nos
fragmentos de Floresta Paludosa, encontra-se na Figura 4.

O padrio da distribuigdo espacial das arvores mostrou-se variavel entre
os locais amostrados. No fragmento I, de Lavras, as arvores encontram-se mais
espagadas, enquanto que, no fragmento II, estdo localizadas na parte central

deste.
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FIGURA 4. Posi¢do e distribuicdo espacial de arvores de Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Floresta Paludosa.
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Os fragmentos destacam-se por possuirem solo permanentemente
encharcado no seu interior e fluxo constante de agua superficial dentro de
pequenos canais. Entretanto, no fragmento I de Lavras, a area de solo
encharcado ¢ maior, ndo restringindo-se apenas as proximidades aos canais de
fluxo de dgua. Assim, a umidade ¢ distribuida mais uniformemente, fazendo
com que as arvores de C. brasiliense ocorram distribuidas aleatoriamente. No
fragmento II, predomina a formac@o de fluxo de dgua com escoamento em
pequenos canais em seu interior, portanto, a umidade concentra-se na parte
central, de modo que as arvores se agrupam proximo a estes canais. Nos
fragmentos de Itumirim, as arvores de C. brasiliense ocorrem mais espagadas.
Nos fragmentos I e II, como a presenga de solo encharcado e a alta umidade nédo
ficam restritos apenas ao interior do fragmento, as arvores sdo distribuidas
aleatoriamente dentro dos mesmos.

Os padrdes de distribuicdo de C. brasiliense evidenciam que sua
colonizacdo e perpetuacdo nos fragmentos de florestas paludosa sdo fortemente
influenciadas pela sua preferéncia por solos com alta saturagdo hidrica e
umidade, caracteristica que lhe confere ser uma espécie especialista em habitat.

Os correlogramas ilustrando a distribuicdo espacial dos genotipos nas
populacdes de C. brasiliense, amostradas nos fragmentos de Floresta Paludosa,

sdo apresentados na Figura 5.

90



Fragmento I - Lavras Fragmento I1 - Lavras
£ 0040 00
2 2 oo TTrrTTTTTrTreeees Sl
: OA,OZO% ______ F oo ..
g :
S 0000 — — 4 g 0000 W/ -
e 3 0020 1 27 55 67 83 95 120 182
2 0020 ¥ 16 2,/26\ 30 3959 3 o
5 ]
2 00 3 000
R e R E o060 d oo -
& 0060 S 0060 { e et
o 0080
Classes de distancia
Classes de distancia
Meédia = = = - IC inferior = = =+ IC superior Média - - - - IC - inferior - - - - IC - supeior
Fragmento I - Itumirim Fragmento I - Ttumirim

Coeficiente de coancestria
PP
EE 8

S
@
)
o
®
w
g
&
o
@

Coeficiente de coancestria

Classes de distincia Classes de distancia

Média = = = +IC inferior = = =  IC superior Média - = - - IC inferior = - - - IC superior

FIGURA 5. Correlograma para o coeficiente de coancestria para classes de
distdincia de arvores de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em fragmentos de Floresta Paludosa.
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Nos fragmentos I de Lavras e de Itumirim, as arvores mais proximas
espacialmente apresentam maior valor de coancestria do que as mais distantes.
Valores positivos e significativos de coancestria foram detectados entre pares de
arvores até a uma distancia de, aproximadamente, 39 m no fragmento I, de
Lavras e 24 m no fragmento I, de Itumirim. A presenca de coancestria em
arvores adultas de C. brasiliense nestes fragmentos pode estar ligada a alelos
especificos que, de certa forma, garantam a funcionalidade da espécie a
determinados fatores ambientais.

Segundo Kimura (1982), mesmo sendo neutros, os alelos equivalentes a
funcionalidade da espécie para um grupo de condi¢cdes ambientais, € possivel
que alguns deles tenham um potencial latente para a selegdo. Assim, se a selecdo
estiver atuando em algum alelo especifico, € provavel que a sua ocorréncia seja
restrita a poucos individuos, o que estaria levando a uma possivel estruturagdo

genética nos adultos.

4.3.6 Tamanho efetivo
As estimativas de tamanho efetivo (]\76) para as arvores de C.

brasiliense, amostradas em fragmentos de Floresta Paludosa, encontram-se na
Tabela 23.

As estimativas do tamanho efetivo (]Q ) indicam a existéncia de um
elevado grau de parentesco entre as arvores de C. brasiliense nas populagdes de
Floresta Paludosa. O niimero amostral de 60 arvores foi superior aos valores
encontrados para a populagdo de Lavras e Itumirim, 59 e 55 arvores,
respectivamente. Para o conjunto das populagdes, o nimero amostral de 120

arvores foi também superior ao encontrado, que foi 113.
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TABELA 23. Tamanho efetivo (Ne ), nimero de individuos amostrados (n) ¢ a
populacdo minima viavel (PMV) para popula¢des naturais de
Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em areas de Floresta

Paludosa.
150%* 1.500%*
Populagdes N, n N, /n PMV PMV
Lavras 59 60 0,983 153 1.526
[tumirim 55 60 0,916 164 1.638
Floresta
Paludosa 113 120 0,941 159 1.594

* Tamanho efetivo de referéncia (Ne ): 150 (conservagdo a curto

(referéncia )

prazo), 1.500 (conservagdo a longo prazo) (Nunney & Campbell, 1993).

O numero minimo para assegurar a manutencdo dos niveis de
variabilidade genética destas populagdes a curto prazo foi de 153 arvores na
populagdo amostrada em Lavras, de 164 para a amostrada em Itumirim e de 159
para o habitat de Floresta Paludosa; ja para a conservagdo in situ a longo prazo,
foi de 1.526 arvores para Lavras, de 1.638 para Itumirim e de 1.594 para o
habitat. Os numeros mostram que, nesse habitat, a conservagdo a longo prazo de
C. brasiliense pode estar comprometida, pois o numero de individuos
observados nos fragmentos ndo ¢ suficiente até mesmo para garantir a
conservacdo imediata. Assim, a conservacao das populacdes naturais deste tipo
de ecossistema ¢ importante, sendo necessarias medidas que permitam que a
espécie continue seu ciclo evolutivo, garantindo, assim, a manuten¢do de seu

pool genético.
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4.4 Mata de Galeria

4.4.1 Frequéncia alélicas

Os dados das freqiiéncias alélicas das arvores de C. brasiliense

amostradas em Mata de Galeria sdo apresentadas na Tabela 24.

TABELA 24. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (n) de arvores
reprodutivas e progénies de populagdes naturais Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Mata de Galeria.

Adultos Progénies
Cachoeira Carrancas Cachoeira
Locos Alelos das Aranhas das Aranhas
ADHI1 1 0,333 0,275 0,407
2 0,667 0,725 0,593
n 60 60 199
a-EST1 1 0,500 0,509 0,567
2 0,500 0,491 0,433
n 57 57 193
a-EST2 1 0,466 0,466 -
2 0,534 0,534 -
n 59 59 -
B-EST1 1 0,263 0,254 0,525
2 0,737 0,746 0,475
n 59 59 199
B-EST2 1 0,317 0,292 -
2 0,683 0,708 -
n 60 60 -
ACP1 1 0,368 0,458 0,573
2 0,632 0,542 0,427
n 53 59 199
ACP2 1 0,466 0,414 -
2 0,534 0,584 -
n 58 58 -
ACP3 1 0,373 0,390 -
2 0,627 0,610 -
n 57 59 -
“.. continua ..”

94



“Tabela 24 Cont.”

GLDH1 1 0,322 0,292 0,450
2 0,678 0,708 0,550

n 59 60 200
GDH1 1 0,398 0,246 0,465
2 0,602 0,754 0,535

n 59 59 200
GTDH1 1 0,229 0,431 0,560
2 0,771 0,569 0,440

n 59 58 199
MDHI1 1 0,246 0,153 0,442
2 0,754 0,847 0,558

n 59 59 198
SDH1 1 0,119 0,331 0,475
2 0,881 0,669 0,525

n 60 59 199
SKDH1 1 0,325 0,356 0,487
2 0,675 0,644 0,513

n 60 59 195

n = numero de arvores amostradas

A andlise das freqiiéncias alélicas das populagdoes de arvores de C.
brasiliense, amostradas na Mata de Galeria e das progénies da cachoeira das
Aranhas mostra a segregacao de dois alelos e a auséncia de alelos exclusivos em
todos os locos analisados. Entretanto, a distribuicdo das freqiiéncias alélicas
apresenta uma variacdo entre os locos nas duas populacdes, como, por exemplo,
loco GTDH1 e SDH]1, entre outros.

O alelo 2 apresentou-se em maiores freqiiéncias em 93% dos locos nas
duas populagdes, exceto no loco a-EST1. As maiores freqiiéncias deste alelo
foram detectadas nos locos B-EST1, GTDH1, MDHI1 e SDHI1, na populagao
amostrada na cachoeira das Aranhas e nos locos ADHI1, B-EST1, B-EST2,
GLDHI1, GDH1 e MDH]1, na populagdo amostrada em Carrancas.
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Os dados das freqiiéncias alélicas das arvores e progénies amostradas na
cachoeira das Aranhas mostram que, em alguns locos (ADH1, GLDH1, GDHI1,
MDH1, SDH1 e SKDHI1), a distribui¢do dos alelos se manteve entre as
geracdes. Dos locos analisados, 60% apresentaram alelo comum nos adultos e
nas progénies. Os locos a-EST2, B-EST2, ACP2 e ACP3 foram detectados
somente nas arvores reprodutivas, indicando possiveis efeitos de deriva genética
nas geragdes desta populacdo. Assim, se os alelos presentes nestes locos
estiverem ligados a combinagdes genotipicas funcionalmente essenciais, quando
condi¢des ambientais forem determinantes para a manutengdo da base genética
de C. brasiliense, sua perpetuacdo e desenvolvimento em determinadas areas
podem ser comprometidos.

Pela analise das freqiliéncias alélicas nas progénies, observa-se que nao
existe relagdo entre a variagdo das freqii€ncias nas arvores reprodutivas e a ndo
deteccdo destas nas progénies. Os locos que apresentaram as maiores variagdes
nas freqiiéncias alélicas nas arvores adultas (B-EST1, GTDH1, MDH1 e SDH1)
foram detectados também nas progénies.

A distribui¢do das freqiiéncias alélicas das arvores reprodutivas mostra
que, na cachoeira das Aranhas, 21% dos seus locos (a-EST1, a-EST2 e ACP2)
estio em eqiiidade génica; ja4 em Carrancas, esta propor¢do ¢ de,
aproximadamente, 35% (a-EST1, a-EST2, ACP1, ACP2 e GTDHI). Estes
valores mostram que as arvores amostradas em Carrancas possuem um maior
numero de locos em eqiiidade génica, que pode lhe conferir uma maior
variabilidade genética, garantindo uma maior proteg¢do contra os efeitos gerados
pela deriva genética. Na populagdo de C. brasiliense amostrada na cachoeira das
Aranhas, ndo ¢é possivel estabelecer uma relacdo entre locos em eqiiidade génica
nas arvores reprodutivas e sua detec¢do nas progénies, pois, dos locos ausentes
nas progénies (a-EST2, B-EST2, ACP2 e ACP3), dois ndo se encontravam em
eqiiidade nos adultos (B-EST2 e ACP3).
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Nas progénies, todos os locos n3o apresentaram variagdes na
distribuicdo das freqiiéncias dos dois alelos, indicando a ocorréncia de eqiiidade

génica.

4.4.2 Indices de diversidade genética
A partir da analise das freqiiéncias alélicas das populacdes de arvores
reprodutivas e das progénies de C. brasiliense amostradas em areas de Mata de

Galeria, foram estimados os indices de diversidade genética (Tabela 25).

TABELA 25. Variabilidade genética de populagdes de arvores reprodutivas e
progénies de Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em
areas de Mata de Galeria.

Indices de diversidade Adultos Progénies
Cachoeira Carrancas Cachoeira
das Aranhas das Aranhas
Porcentagem de locos 100 100 100
polimorficos (0,99)
Numero médio de alelos 2,0 2,0 2,0
por loco
Heterozigosidade 0,444 0,492 0,441
observada (H,,) (0,053) (0,040) (0,020)
Heterozigosidade 0,430 0,438 0,495
esperada (H,) (0,021) (0,018) (0,002)
ndice de fixagdo (f ) -0,031 -0,125 0,108*
[-0,215:0,151]  [-0,265;0,017]  [0,028:0,189]
Tamanho da amostra (n) 60 60 200

() = desvio padrdo; [ | = intervalo de confianga; * = significativo, a 5% de
probabilidade

O polimorfismo detectado nas arvores reprodutivas e progénies foi de
100% e o numero de alelos por loco foi 2, nas duas populagoes.

As estimativas de heterozigosidade observada (H,) e heterozigosidade
esperada (H,) nas arvores adultas mostram que, nessas populagdes, os valores de

H, (0,444 ¢ 0,492) sdo maiores que os de (H,) (0,430 e 0,438). O indice de
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fixacdo ( j} ) foi negativo e ndo diferente de zero, nas duas populagdes. Os

valores de heterozigosidade mostram que a populagdo amostrada na cachoeira
das Aranhas, que apresentou menor eqiiidade génica, possui também menos
heterozigotos e, por conseqiiéncia, menor diversidade genética.

Comparando-se os valores das heterozigosidades das arvores adultas de
C. brasiliense amostradas em Mata de Galeria com estudos de espécies arboreas
deste mesmo tipo de habitat, observa-se que, para Xylopia emarginata (Jaeger,
2004), encontrou 0,484 e 0,722, para H,e 0,395 ¢ 0,425, para H, Kawaguici &
Kageyama (2001), também estudando Calophyllum brasiliense, encontraram
0,141 para H, e 0,223 para H,. Assim, os valores obtidos neste estudo estio
proximos aos encontrados por Jaeger (2004) e superiores aos encontrados por
Kawaguici & Kageyama (2001).

Os valores encontrados nas popula¢des de Mata de Galeria podem ser
considerados altos, tendo em vista os niveis de heterozigosidades encontrados
para outras espécies, como Ocotea tenera (Gibson & Wheelwright, 1995), de
0,174 para H,e 0,205 para H,; Myracroduon urundeuva (Lacerda et al., 1999),
de 0,076 e 0,121 para H, e de 0,057 e 0,093 para H,; Genipa americana
(Sebbenn et al., 2003), de 0,195 para H,ede0,182 para H,.

Nas progénies amostradas na cachoeira das Aranhas, a heterozigosidade
observada (H,) foi menor que a heterozigosidade esperada (H.,), indicando que o

numero de homozigotos é maior do que o esperado segundo o EHW. Assim, o
indice de fixacdo (f) foi positivo e diferente zero. De acordo com as

estimativas de H, e H, das progénies, a heterozigosidade observada diminuiu,

enquanto que a esperada ¢ o indice de fixagdo aumentaram consideravelmente

em relacdo aos valores observados nas arvores reprodutivas. Valores de f

menores ou negativos nos adultos em relacdo as progé€nies podem ser um

indicativo de selecdo em favor de heterozigotos nessa fase de desenvolvimento
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da planta. A selegd@o para heterozigotos entre a fase de plantulas e a fase adulta
parece ser comum a varias espécies: Euterpe edulis (Reis, 1996), Chorisia
speciosa (Souza, 1997), Cryptocaria moschata (Moraes, 1997), Cariniana
legalis (Sebbennn et al., 2000a) e Copaifera langsdorffii (Oliveira, 2000).

Os resultados mostram que as arvores de C. brasiliense amostradas em
Carrancas possuem maior numero de heterozigotos em relagdo as da cachoeira
das Aranhas. Em Carrancas, a proximidade das microbacias estudadas com
outras, possivelmente, favorece a troca de alelos entre as arvores adultas e,
conseqlientemente, aumenta a variabilidade genética. Outro fato a ser
considerado é o relevo no qual estdo localizadas as populagdes de Mata de
Galeria. Na cachoeira da Aranhas, o relevo ¢ mais acentuado e, assim, a
presenca de macicos rochosos age como uma barreira fisica a dispersdo e

polinizagdo, o que pode estar influenciando o fluxo génico nesta populagao.

4.4.3 Estrutura genética

Os coeficientes de coancestralidade de Cockerham para as arvores
reprodutivas e para as progénies sdo apresentados na Tabela 26.

As estimativas médias obtidas das arvores reprodutivas de C. brasiliense
em areas de Mata de Galeria resultaram em auséncia de endogamia para o
conjunto das populacdes (13' = -0,063) e também dentro das populacdes ( f =-
0,078), mostrando que essas populagdes ndo sdo endogamicas. Trabalhos como
o de Botrel & Carvalho (2004), estudando populagdes de Machaerium vilosum,
também nao evidenciaram a ocorréncia de endogamia. A auséncia de endogamia

também foi detectada por Moura (2005), em populagdes naturais de Eremanthus

erythropappus e por Vieira (2005), em populacdes de Protium spruceanum.
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TABELA 26. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populagdes ( f ), do conjunto das populacdes (I:“ ), da divergéncia
genética entre populacdes (ép ), da divergéncia genética entre
individuos dentro de progénies (ép) e diferenciagdo genética de
Gregorius (156) de Calophyllum brasiliense Camb. amostradas
em Matas de Galeria.

Adultos / F (91, Dg

Mata de Galeria -0,078* -0,063 0,014 0,07
[0,071;0,216] [-0,21;0,092]  [-0,001;0,034]

Cachoeira das -0,046 -0,017 0,027 0,09
Aranhas [-0,224;0,136] [-0,204;0,167] [-0,004;0,076]

Carrancas -0,127 -0,124 0,002 0,07
[-0,269;0,018] [-0,260;0,015] [-0,008;0,013]

Progénies f r Or Ds

Cachoeira das 0,094* 0,108* 0,016 0,11
Aranhas [0,016;0,171] [0,028;0,190] [-0,000;0,033]

[ ]= intervalo de confianca (nivel de probabilidade de 5%)
* =significativo, a 5% de probabilidade

A divergéncia genética (ép) para as amostras de C. brasiliense de Mata

de Galeria e para as populagdes da cachoeira das Aranhas e de Carrancas foi
baixa (1,4%). Portanto, a maior parte da variabilidade genética encontra-se
dentro das populagdes e ndo entre essas. Quando analisadas separadamente, a
variabilidade genética dentro da populacido amostrada na cachoeira das Aranhas
foi de 97,3% e, na amostrada em Carrancas, de 99,8%. Entretanto, os dados da
diferenciagdo genética de Gregorius sdo mais altos, tendo, na cachoeira das
Aranhas, a diversidade genética dentro sido de 91% e, na populagdo amostrada
em Carrancas, de 93%.

Esses valores estdo coerentes com os obtidos para a eqiliidade génica,
confirmando que as arvores amostradas em Carrancas, que possuem mais locos

em eqiiidade génica, apresentam também maior variabilidade genética. Os
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valores encontrados estdo proximos aos encontrados para Xylopia emarginata,
91,7% (Jaeger, 2004) e para Copaifera langsdorffii, 86,9% (Oliveira, 2000), que
sdo espécies de ocorréncia abundante nesse tipo de habitat.

As estimativas dos coeficientes de endogamia das progénies da

cachoeira das Aranhas mostram a ocorréncia de endogamia dentro das familias e
de familias dentro da populagao, ja que os valores do f edo F foram positivos,
diferentes de zero e significativos. A estimativa da divergéncia genética entre
individuos dentro das progénies foi baixa entre as familias (éF =1,6%). Ja a

estimativa da diversidade genética de Gregorius mostrou uma divergéncia de

11% entres as familias.

4.4.4 Fluxo génico
O fluxo génico estimado para as populacdes de C. brasiliense

amostradas em Mata de Galeria foi de 0,83 migrantes por geragdo (Tabela 27).
Esse baixo numero indica que o fluxo génico (Nm) ndo ¢ suficiente para

contrapor os possiveis efeitos causados pela deriva genética. No entanto, o Nm
calculado a partir da divergéncia genética reflete o fluxo de genes ocorrido
durante um longo periodo. Ele ndo indica, necessariamente, se estd havendo
troca génica em determinado evento reprodutivo, mas estima os niveis de fluxo
génico que devem ter ocorrido no passado para produzir os padrdes observados
de estrutura genética.

Na populagdo de C. brasiliense, amostrada na cachoeira das Aranhas,
embora as microbacias estejam localizadas préximas uma da outra (950 m), o
numero de migrantes foi baixo (Nm = 0,63). Devido as caracteristicas do relevo
desta area, o fluxo génico pode estar sendo dificultado por alguma barreira

fisica, visto que as microbacias sdo separadas por grandes maci¢os rochosos.

Isso pode estar dificultando a dispersdo de polen e sementes, prejudicando a
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movimentagdo de alelos entre as arvores. Em Carrancas, embora mais distantes
(1.300 m), as microbacias estdo localizadas numa &rea de relevo menos
acentuado.

Assim, a formacdo de ambientes propicios ao desenvolvimento de C.
brasiliense & maior, o que favorece a acdo dos agentes polinizadores e
dispersores e, como conseqiiéncia, aumenta a chance de troca de alelos entre as
arvores. Outro fato importante a ser considerado em Carrancas é a matriz
vegetacional, na qual estdo inseridas as arvores de C. brasiliense, que permite a
inser¢do de novos genotipos, fazendo com que o fluxo seja maior entre as suas
microbacias e a diversidade genética entre elas maior do que na populagido da

cachoeira das Aranhas. Jaeger (2004), estudando populagdes naturais de Xylopia

emarginata amostradas em Matas de Galeria encontrou valores de Nm variando
de 0,24 a 20,77. Para este autor, a presenca de agentes dispersores,
principalmente da fauna, é de extrema importancia para o fluxo génico ¢ a
ocorréncia de barreiras geograficas, como divisores d’agua, diminui a

movimentagao de alelos entre as populagdes.

TABELA 27. Fluxo génico (1\7m ) e tamanho de vizinhanga ( N ») de populagdes
naturais de Mata de Galeria de Calophyllum brasiliense Camb.

Populagdes de estudo N Nm N,
Mata de Galeria 120 0,83 5,21
Cachoeira das Aranhas 60 0,63 3,95
Carrancas 60 0,83 5,21

N = numero de individuos amostrados

A estimativa do nimero de genitores que trocam alelos ao acaso foi de 5
individuos para o habitat Mata de Galeria, 4 entre as arvores localizadas na
populagdo amostrada na cachoeira das Aranhas ¢ 5 para a populagdo amostrada
em Carrancas. Estes valores mostram que, na populagdo de C. brasiliense da

cachoeira das Aranhas, o menor tamanho de vizinhanga pode resultar em deriva
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genética mais acentuada e, como conseqiiéncia, queda de heterozigosidade e

menores niveis de variabilidade genética.

4.4.5 Distribuicao espacial dos gendtipos

A distribuicao espacial das arvores de C. brasiliense na cachoeira das
Aranhas mostra que a espécie ocorre em todo curso d’agua (Figura 6), apesar de
serem observadas pequenas interrupgdes em alguns locais, devido a existéncia
de afloramentos rochosos. Assim, nestes locais ndo ha a ocorréncia de
vegetagdo. Em Carrancas, as 4arvores ndo se encontram distribuidas
uniformemente nas duas microbacias.

Devido a predominancia de macigos rochosos em uma das microbacias,
a ocorréncia de C. brasiliense, neste curso d’agua, ¢ restrita a determinados
locais. Na area onde ha auséncia de afloramentos rochosos, as arvores estdo
distribuidas em toda a bacia e observa-se a presenca de outras espécies arboreas

tipicas de Mata de Galeria.

Cachoeira das Aranhas Carrancas
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FIGURA 6. Posi¢do e distribuicdo espacial de arvores de Calophyllum
brasiliense Camb. amostradas em areas de Mata de Galeria.
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Os correlogramas ilustrando a distribuicdo espacial dos gendtipos de C.

brasiliense amostrados na Mata de Galeria sdo apresentados na Figura 7.

Cachoeira das Aranhas Carrancas
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FIGURA 7. Correlograma para o coeficiente de coancestria para classes de
distancia de arvores de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em fragmentos de Mata de Galeria.

A estimativa do coeficiente de coancestria mostra que existe uma
tendéncia das arvores mais proximas apresentarem maior valor de coancestria do
que as mais distantes. Na cachoeira das Aranhas, foram detectados valores
positivos e significativos de coancestria entre pares de arvores até¢ uma distancia
de, aproximadamente, 80 m e, em Carrancas, até 34 m. Assim, para garantir a
perpetuacdo da variabilidade genética de C. brasiliense neste ambiente, é
necessario que se mantenha uma distancia minima, ao se realizar a coleta de
material genético, seja para futuros trabalhos de recuperagdo ou para o plantio

em novas areas.
4.4.6 Tamanho efetivo

As estimativas de tamanho efetivo obtidas para as populagdes de C.

brasiliense amostradas em Mata de Galeria encontram-se na Tabela 28.
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TABELA 28. Tamanho efetivo (Ne ), nimero de individuos amostrados (n) e
populacdo minima viavel (PMV) para popula¢des naturais de
Calophyllum brasiliense Camb. amostradas em Mata de Galeria

150* 1.500*
Populagdes N, n N, /n PMV PMV
Cachoeira das 63 60 1,05 143 1.428
Aranhas
Carrancas 69 60 1,15 130 1.304
Mata de Galeria 130 120 1,08 139 1.389

* Tamanho efetivo de referéncia (Ne(refe,,éncia ) ) 150 (conservagdo a curto

prazo), 1.500 (conservacdo a longo prazo) (Nunney & Campbell, 1993).

O tamanho efetivo estimado para as duas populagdes foi de 130 arvores,

sendo maior que o numero de arvores amostradas (120). Na populagdo
amostrada na cachoeira das Aranhas, a estimativa de N, foi 63 e, na amostrada

em Carrancas, 69. Estes valores sdo maiores que o numero de arvores
amostradas, que foi de 60, em cada populacdo. O excesso de heterozigotos
encontrado nas duas populagdes amostradas na Mata de Galeria, indicado pelos
indices de fixa¢do negativos, mostra que as arvores amostradas representam,

geneticamente, mais arvores da populagdo, o que ¢ evidenciado pelos valores de
Ne. De acordo com Sebbenn et al. (2003), em condigdes de heterozigose, a

representatividade dos individuos amostrados € maior.

Para a manutencdo da variabilidade genética da populacdo de C.
brasiliense a curto e longo prazo, na cachoeira das Aranhas, sdo necessarias 143
e 1.428 arvores, respectivamente. Na populacdo amostrada em Carrancas, esses
valores sdo 130 e 1.304 arvores. Quando analisam-se as populagdes em
conjunto, para a Mata de Galeria, o nimero de arvores ¢ de 139 e 1.389, para a

manutencdo a curto e a longo prazos.
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4.4.7 Sistema reprodutivo

4.4.7.1 Padrdes de segregacao

Nao foram detectados indicios de heterogeneidade de segregacdo entre
as progénies de arvores heterozigotas de mesmo genotipo materno, para os locos
de C. brasiliense avaliados na cachoeira das Aranhas. O teste Gromogencidade NAO
detectou diferengas significativas para nenhum dos locos analisados, indicando
que a segregagdo ¢ homogénea em progénies de diferentes arvores de mesmo
gendtipo materno (Tabela 29). O loco B-EST1 apresentou desvio significativo da

hipotese de segregacdo 1:1, no teste Gugupador:1, devido ao excesso de

homozigotos, evidenciado pela relagdo N, : N, + N ;. No entanto, quando a

progénie de arvore heterozigdtica, apresentando desvio significativo da razdo de
segregacdo 1:1 (Tabela 30), foi excluida da analise, o loco ajustou-se a hipotese
de segregacdo 1:1. Desvios de segregacdo tém sido observados em diversos
estudos da heranca isoenzimatica de espécies arboreas tropicais e temperadas
(Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel, 1985; Konnert et al., 2001; Sousa et al.,
2002).

Diversas podem ser as causas dos desvios de segregagdo observados no
loco B-EST1. Dentre elas, a de as isoenzimas poderem estar sob controle de
mais de um loco, selecdo, distor¢des meidticas, interagdes interalélicas, ligagdo
com locos, possuindo alelos deletérios, erro amostral e erros de interpretagdo dos
zimogramas nos géis (Cheliak & Pitel, 1985; Strauss & Conkle, 1986). A
auséncia de indicios de heterogencidade de segregagdo entre as progénies de
arvores heterozigotas de mesmo genotipo materno em C. brasiliense, na
cachoeira das Aranhas, confirma a heranga mendeliana simples para todos os

locos.
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TABELA 29. Teste para a hipotese de segregacao regular de marcadores isoenzimaticos em progénies de Calophyllum

brasiliense Camb. provenientes da cachoeira das Aranhas.

Loco  enotipo ’Nﬁmero N.:N.+N. ZGHl‘potesel:l G tomogencidade Agrupadoll Aljvores com
materno arvores(n) Y " u GL =n GL=n-1 GL =n desvio segregacao

ADHI1 A4, a 5 26:24 3,69 3,61 0,08 -
o-EST1 AjA; a 8 35:43 6,54 5,72 0,82 -
B-ESTI A4, a 11 44:66 10,40 5,97 4,43* 1
b 10 42:58 6,55 3,98 2,57 -
ACP1 AjA; a 11 49:61 16,12 14,81 1,31 -
GLDHI A4, a 4 16:24 5,90 4,29 1,61 -
GDHI A4, a 3 13:17 5,90 5,37 0,53 -
GTDH1 AjA; a 3 11:19 3,29 1,13 2,16 -
MDHI A4, a 2 9:10 0,53 0,47 0,05 -
SDH1 A4, a 2 8:12 2,36 1,55 0,81 -

)

a: inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.
b: exclui as arvores com distor¢ao de segregacao em um dado loco.
(*)P<0,05 (**)P<0,01.
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TABELA 30. Arvore de Calophyllum brasiliense Camb. que apresentou desvio
significativo no teste G para a segregaciao meidtica 1:1.

Cachoeira das Aranhas L G
Genot t N, N,+N,
Loco/ntimero da arvore enotipo materno v 7 GL=1
B-EST1
39 A4, 2 8 3,85%

N, e N;+ N, sio os nimeros observados dos genotipos heterozigotos e

homozigotos, respectivamente.
(*) P<0,050. (**) P < 0,010.

4.4.7.2 Desequilibrio de ligacéo

Os dados do teste de desequilibrio gamético baseado na medida
composta de Burrows mostraram que, das 45 combinagdes possiveis de pares de
locos das progénies da cachoeira das Aranhas, 21 apresentaram desequilibrio de
ligacdo (Tabela 31). Os resultados mostram que os alelos dos pares de locos em
desequilibrio de ligacdo estdo associados e ndo segregam de maneira
independente, de modo que um dos locos deve ser removido de andlises que
requeiram locos em equilibrio gamético. J& os demais pares de locos, em que
nido foram detectados indicios de ligagdo gamética, podem ser usados em
estudos de sistema de reprodug@o, estrutura e diversidade genética.

Grande parte das combinagdes possiveis de locos das progénies da
cachoeira das Aranhas, ou seja, 80%, indicou a ocorréncia de desequilibrio
genotipico com locos ligados em acoplamento. Apenas em 20% das
combinagdes o desequilibrio mostrou estar ocorrendo em locos em repulsdo, nas
seguintes combinacdes: a-EST1/B-EST1, B-EST1/GDHI1, ACP1/MDHI1 e
ACP1/SKDHI.
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TABELA 31. Valores da medida composta de desequilibrio de ligagdo de
Burrows (Aij) , com respectivos testes de qui-quadrado (x?) e

probabilidades associadas (P ), para pares de locos
isoenzimaticos que apresentaram desvios significativos da
hipétese de desequilibrio de ligacdo de uma populagdo de
Calophyllum brasiliense Camb. amostrada em Mata de Galeria.

Cachoeira das

Aranhas Aij XZ P
Locos
ADHI1/GLDHI1 0.1127 16.00 0.0001
ADH1/GDHI1 0.2162 4,32 0,0377
o-EST1/B-EST1 -0.2039 4,37 0,0366
B-EST1/GDH1 -0.2055 4,16 0,0412
B-EST1/MDH1 0.2315 5.90 0.0151
ACP1/GTDHI1 0,2089 4,93 0,0263
ACP1/MDH1 -0,1985 4,12 0,0422
ACP1/SDH1 0.2500 4,10 0,0428
ACPI1/SKDH1 -0.1945 5.00 0.0253
GLDHI1/GTDHI1 0.2039 5.06 0,0245
GLDH1/MDH1 0,1506 18.00 0,0000
GLDH1/SDH1 0.1948 4,67 0.0306
GLDH1/SKDHI1 0.2096 7.159 0,0075
GDH1/GTDHI1 0,2039 6.55 0,0104
GDHI1/MDH1 0,1902 8.00 0,0047
GDH1/SDH1 0,1901 10,51 0,0012
GDH1/SKDH1 0.1924 5.50 0.0190
GTDHI1/MDH1 0.1892 4,31 0,0377
GTDH1/SKDHI1 0.1876 5.86 0.0155
MDH1/SKDHI1 0,2189 6.87 0,0087
SDHI1/SKDH1 0.1924 5.50 0.0190

4.4.7.3 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

A avaliagdo da existéncia do EHW na populacdo de C. brasiliense da
cachoeira das Aranhas foi verificada nas arvores reprodutivas e nas progénies.
Estas foram submetidas ao teste exato de Fisher, com o objetivo de avaliar se
suas proporcdes genotipicas se ajustam ao modelo de EHW. O modelo de
equilibrio tem como pressupostos cruzamentos aleatorios, auséncia de mutagao,
migracdo, selecdo, deriva genética e tamanho infinito das populagdes (Futuyma,

1992; Mettler & Gregg, 1973) e prediz que, em equilibrio, ha a auséncia de
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alteragdes nas freqiiéncias alélicas de uma geracdo para outra, evidenciando
apenas uma possivel redistribuicdo dos alelos dentro dos gendtipos da nova
geragdo (Futuyma, 1992).

A porcentagem de locos em EHW foi de 42% nos adultos e 60% nas
progénies (Tabela 32), indicando desvios de cruzamentos aleatorios e ou atuacao
de forgas evolucionarias. Os locos ADH1 e SDH1 demonstraram estar em EHW,
tanto nos adultos como nas progénies; ja os locos GTDH1, MDH1 ¢ SKDH1
mostraram desvios significativos do modelo, tanto nos adultos como nas
progénies. Varios sdo os fatores que podem causar desvios do EHW; tanto o
sistema reprodutivo da espécie como fatores evolutivos (migracdo, mutacio e

deriva genética) podem contribuir significativamente para tal efeito.

TABELA 32. Probabilidades do teste exato de Fisher para a hipotese do
equilibrio de Hardy-Weinberg, para as arvores reprodutivas e
progénies de Calophyllum brasiliense Camb. amostradas na
cachoeira das Aranhas.

Locos P (Fisher)
polimorficos Adultos Progénies
ADH1 0,580™ 0,053™
a-EST1 0,014° 0,881™
a-EST2 0,117™ -
B-ESTI 0,319 0,028
B-EST2 0,201™ -
ACP1 0,000 0,336™
ACP2 0,092™ -
ACP3 0,000 -
GLDHI 0,037" 0,372™
GDHI1 0,004™ 0,498"
GTDH1 0,010" 0,000
MDH1 0,000 0,000
SDHI 0,622™ 0,829™
SKDHI 0,002 0,007

"P<0,05 “P<0,01; ™ = ndo significativo
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4.4.7.4 Homogeneidade das frequiéncias de pdlen e évulos

O teste de qui-quadrado (x°) para a divergéncia genética entre as
freqiiéncias alélicas dos 6vulos e poélen foi significativo para 100% dos locos
analisados nas progénies da populacdo de C. brasiliense amostrada na cachoeira
das Aranhas (Tabela 33). Estes valores sugerem que a distribui¢do do poélen nao
foi homogénea para os cruzamentos individuais, indicando a ocorréncia de
cruzamentos biparentais, ou seja, foram gerados pelo mesmo parental materno e
paterno.

De acordo com Mitton (1992), a contribui¢do de polen e ovulos entre
arvores adultas dentro de uma populag@o pode ter origem na varia¢ao espacial e
temporal entre as arvores, na fenologia e também na fecundidade. J4& Murawski
& Hamrick (1991) atribuiram esta mesma desigualdade também a proporgao de
arvores adultas que se reproduzem. Para outras espécies arbdreas tropicais,
como Eremanthus erytropappus (Moura, 2005) e Cariniana legalis (Sebbennn
et al,, 2000a), a ocorréncia de distribuicdo de polen ndo homogénea para

cruzamentos individuais também ja foi evidenciada.
A divergéncia genética ( F; ) nas freqiiéncias alélicas dos adultos vs.

progénies foi detectada em 70% dos locos analisados na cachoeira das Aranhas
(Tabela 34), sugerindo a ocorréncia de alteracdes nas freqiiéncias alélicas entre
as duas geragdes. Como os marcadores isoenzimdticos possuem natureza
supostamente neutra, excluindo, assim, fatores evolutivos, como sele¢do e
mutacdo, os desvios detectados podem ser atribuidos a fatores como a deriva
genética e ou ao sistema de reprodugdo. Nesta populagdo, tanto o sistema
reprodutivo como a deriva genética podem ser os responsaveis pela ocorréncia
dos desvios detectados. Por outro lado, o aumento no valor do indice de fixacdo
das progénies em relagdo aos adultos mostra a ocorréncia de alteracdes
ocorrendo também nas freqiiéncias genotipicas, o que ¢ tipico de desvio causado

pelo sistema reprodutivo.
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TABELA 33. Divergéncia genética (ﬁ s7) entre as freqiiéncias alélicas de polen
e ovulos de progénies de Calophyllum brasiliense Camb.
amostradas em area de Mata de Galeria.

Cachoeira das Aranhas

Loco Alelo Polen  Ovulos F - n x’ GL
ADHI1 1 0,506 0,350
2 0,494 0,650  0,0282 199 11,227 1
a-EST1 1 0,625 0,525
2 0,375 0475  0,0791 193 30,53 1
B-EST1 1 0,546 0,500
2 0,454 0,500  0,0723 199 28,77 1
ACP1 1 0,613 0,525
2 0,387 0,475  0,0487 199 19,38™ 1
GLDH1 1 0,433 0,475
2 0,567 0,525 00333 200  13,32" 1
GDHI 1 0,493 0,450
2 0,507 0,550  0,0483 200 19,327 1
GTDHI 1 0,590 0,500
2 0,410 0,500 0,1079 199 42,94 1
MDHI1 1 0,454 0,450
2 0,546 0,550  0,0756 198  29,93" 1
SDH1 1 0,444 0,525
2 0,521 0475 0,1105 199 43,977 1
SKDH1 1 0,479 0,500
2 0,521 0,500  0,0661 195 2577 1

n = tamanho amostral; (*): P<0,05, (**):P<0,01.

A comparacao entre as freqiiéncias alélicas das arvores adultas vs. polen
revelou divergéncias genéticas baixas para a maioria dos locos, com excecao dos

locos GTDH1 e SDH1. Ja para arvores adultas vs. 6vulos, apenas o loco SDH1
apresentou alto valor de ﬁST (0,1888). Esses resultados mostram que as 20

arvores amostradas na cachoeira das Aranhas ndo foram suficientes para
representar as arvores adultas, em termos de freqiiéncias alélicas.
A heterogeneidade detectada nas freqiiéncias alélicas dos adultos vs.

polen foi de 90%, indicando que as freqiiéncias alélicas do pdlen efetivamente
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cruzado e das matrizes que deram origem as progénies ndo eram perfeitamente
representativas da populagdo. Portanto, supde-se que a diferenca observada
possa ter sido gerada por cruzamento entre parentes, cruzamentos biparentais e
ou pélen de outras populacdes e amostragem ndo representativa das arvores

maternas nas populagdes.

TABELA 34. Divergéncia genética (FST) entre as freqiiéncias alélicas dos

adultos vs. progénies, adultos vs. polen e adultos vs. 6vulos da
populagdo de Calophyllum brasiliense Camb. amostrada em Mata

de Galeria.
Fgr
Cachoeira das Aranhas
Adultos vs  Adultos vs Adultos vs

Loco progénies pblen 6vulos
ADH-1 0,0059 0,0307* 0,0003
o-EST-1 0,0045 0,0159* 0,0006
B-EST-1 0,0719** 0,083 ** 0,0595%*
ACP1 0,0422%* 0,0600** 0,0249*
GLDH-1 0,0173* 0,0131* 0,0244%*
GDH-1 0,0046 0,0091 0,0028
GTDH-1 0,1147%* 0,1347** 0,0793%*
MDH-1 0,0426* 0,0475* 0,0459*
SDH-1 0,1517** 0,1370** 0,1888%**
SKDH-1 0,0272%* 0,0247* 0,0316*

*P<0,05 **:P<0,01

4.4.7.5 Taxas de cruzamento multilocos e uniloco

Para a populacdo da cachoeira das Aranhas, as estimativas das taxas de
cruzamento mostram que 97,4% das plantas foram provenientes de cruzamento,
sendo 93,4% entre ndo aparentados ¢ 4% entre aparentados (Tabela 35).

As altas taxas de cruzamento encontradas reforgam a hipdtese de que os
desvios a0 EHW encontrados sdo provenientes de fatores evolutivos, como

deriva genética e migracdo. O valor encontrado para a taxa de cruzamentos

multilocos (fm) ndo foi estatisticamente diferente de 1,0 (0,974+0,035),
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mostrando que a espécie nesta populacao se reproduz por cruzamento misto com
predomindncia de alogamia. Outras espécies arbdreas tropicais também
apresentaram valores elevados nas estimativas da taxa de cruzamento, como
Chorisia speciosa St. Hil (Souza et al., 2003), Eremanthus erythropappus
MacLeish (Moura, 2005), Copaifera langsdorffii (Oliveira et al., 2002) e

Esenbeckia elicocarpa (Seoane et al., 2001).
A taxa de cruzamento unilocos (tAS) foi alta e significativamente

diferente da unidade (0,934+0,008), mas inferior a estimativa da taxa de
cruzamentos multilocos, confirmando que a espécie C. brasiliense ¢ de sistema
misto predominantemente de cruzamento e sugerindo a possibilidade de terem

ocorrido cruzamentos entre individuos aparentados na populagdo.

A correlagdo na estimativa de ¢ (7,), ou seja, a probabilidade de se

encontrar um individuo gerado por autofecundagdo em uma progé€nie em que
existe outro também gerado por autofecundacdo, foi baixa (0,094+0,009),

revelando a presenca de individuos advindos de autofecundagdo, dentro das
progénies. A correlagdo da estimativa de p (fp) ou a probabilidade de se
encontrar individuos irmaos-completos, ou de individuos de cruzamentos que
foram gerados por cruzamentos biparentais, foi baixa (0,278+0,051), mas ndo
significativa, sugerindo a presenga de cruzamentos preferenciais, portanto,

também de meios-irmaos e autofecundacéo.
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TABELA 35. Estimativa dos parametros do sistema de reproducdo de uma
populacdo natural de Calophyllum brasiliense Camb. amostrada

em area de Mata de Galeria.

Parametros

Populagio

Cachoeira das Aranhas

Taxa de cruzamento multilocos (fm )

Taxa de cruzamento unilocos ( fs )

Taxa de cruzamento entre aparentados (tAm - fs )
Correlagdo de autofecundagdo (7,)

Correlacéo de paternidade (fp)

N médio de arvores doadoras de polen (1/ fp)
Proporgao de irmdos de autofecundacao (131 )
Proporcao de irmdos completos (ls,c)
Proporgao de meios-irmaos (lsM, )

Indice de fixagdo nas arvores maternas (ﬁ'm)
Indice de fixacdo nas arvores adultas (Is'a )
Indice de fixagdo nas progénies (ﬁ' » )
Coancestria dentro de progénies (éxy )
Tamanho efetivo de variancia (]\7 )

Tamanho efetivo de variancia total (N (vt )

Ly

Nuamero de matrizes para reter N .= 150 (m)

Numero total de arvores matrizes (m)
Numero total de progénies (n)

0,974 (0,035)
0,934 (0,008)
0,040 (0,032)
0,094 (0,009)
0,278 (0,051)
3,59
2,6%
27%
70,3%
0,000

-0,031
[-0,215;0,151]
0,108*
[0,028:0,189]
0,177

2,32
46,5
65

20
200

[ ] Intervalo de confianga a 95% de probabilidade, obtido por 10.000 reamostragens

(bootstrap) sobre locos.

() Erro padraio da média, obtido por 1.000 reamostragens (bootstrap).
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O valor da correlagdo de paternidade encontrado para esta populacdo
esta proximo aos encontrados por Sebbenn et al. (2000) que, estudando

populacdes naturais de Cariniana legalis (Mart.), encontraram variagao para esta
estimativa de 0,212 a 0,324. A relagédo l/fp, que indica o numero médio de
arvores doadoras de polen no evento de reproducdo de uma arvore-mae, foi de

quatro individuos, préximo ao encontrado para Grevillea iaspicula (Hoebee &

Young, 2001) e Eucalyptus rameliana (Sampson, 1998).

Combinando-se a taxa de cruzamentos multilocos (£, ) com a correlagdo
. p : < 0 A
de paternidade (7,), verifica-se, para esta populagdo, que 2,6% das progénies

analisadas foram originadas de autofecundagdo, sendo (1 - fm) a relacdo de
parentesco de autofecundagdo; 27% foram originadas por cruzamentos

biparentais (fm X fp ), sendo aparentadas no grau de irmaos-completos e 70,3%

por cruzamentos aleatdrios [f,n a1 - fp )], portanto, aparentadas no grau de

meios-irmaos. Estes valores mostram que as progénies de C. Brasiliense,
amostradas na cachoeira das Aranhas, sdo, em sua maioria, compostas de meios-
irmaos.

O coeficiente de coancestria dentro das progénies (ny ), que € utilizado

nos programas de melhoramento, conservagdo genética e na estimativa do
coeficiente de parentesco dentro das progénies, foi de 0,177 para a populagdo
amostrada na cachoeira das Aranhas, superior em 41,6% ao esperado para

progénies de meios-irmaos (0,125). Em espécies de cruzamentos, o coeficiente

de correlagdo € o dobro do coeficiente de coancestria (7, =26, ), de forma

que alteragdes na coancestria geram, simultaneamente, alteracdes no coeficiente
de correlagdo de parentesco. Em progénies perfeitamente de meios-irmaos o

coeficiente de parentesco estima 25% de variagdo genética aditiva. Assim, a
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correlagdo de parentesco estimada do coeficiente de coancestria para a
populacao da cachoeira das Aranhas corresponde a 0,354, o que, em termos de
melhoramento, indica que assumir progénies de meios-irmaos para a estimativa
de parametros genéticos ira gerar uma superestimativa na variancia genética

aditiva.
O tamanho efetivo de variancia (N ,,,), que mede a representatividade

genética de uma populacdo em funcdo de alteragdes nas freqiiéncias alélicas
entre as geracdes devido aos efeitos da deriva genética, foi de 2,32, ou seja, a
metade do valor tedrico maximo esperado (4) em uma simples progénie de uma
populacdo idealizada (tamanho infinito, praticando cruzamentos aleatdrios, sem
sele¢do, mutacdo e migracao).

A taxa de cruzamento individual por arvore materna (¢) foi baixa para
grande parte dos cruzamentos, ndo variando dentro das populacdes, exceto para
a familia de nimero 12, que apresentou uma taxa de cruzamento de 0,74 (Tabela

36).

TABELA 36. Taxa de cruzamento por progénie (f), taxa de cruzamentos
multilocos (fm ), unilocos (t:, ), correlacdo de autofecundagdo

(7.) e correla¢do de paternidade (fp) da cachoeira das Aranhas

~

Progénies t ; r f -t F r,
01 0,10(0,00)
02 0,11(0,00)

03 0,11(0,00)
04 0,10(0,00)
05 0,12(0,00)

06 0,09(0,00)
07 0,10(0,00)
08 0,12(0,00)
09 0,11(0,00)
10 0,11(0,00)
11 0,10(0,00)

“...continua...”
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“Tabela 36 Cont.”
12 0,74(0,19)
13 0,12(0,00)
14 0,12(0,00)
15 0,13(0,00)
16 0,11(0,00)
17 0,12(0,00)
18 0,11(0,00)
19 0,12(0,00)
20 0,11(0,00)

Média 0,974 0,934 0,040 0,094 0,278
(0,035) (0,008) 0,032) (0,009 (0,051

( ): erro padrdo da média

4.5 Variabilidade genética de C. brasiliense em habitats distintos

A distribuicao das freqiiéncias alélicas das arvores de C. brasiliense foi
variavel entre os habitats Mata Ciliar, Floresta Paludosa ¢ Mata de Galeria. A
porcentagem de locos em eqiiidade génica foi diferente entre as populagdes que
ocorrem no mesmo habitat e entre as populacdes de habitats diferentes (Tabela

37).

TABELA 37. Porcentagem de locos em eqiiidade génica de populagdes naturais
de Calophyllum brasiliense Camb.

Hébitat Populagdes naturais Porcentagem de locos em
eqiiidade génica
Adultos Progénies
Mata Ciliar Rio das Mortes 57% 75%
Rio Grande 50% 67%
Floresta Paludosa  Lavras 28% -
Itumirim 22% -
Mata de Galeria Cachoeira das 21% 100%
Aranhas
Carrancas 35% -

As populagdes de C. brasiliense, amostradas em areas de Mata Ciliar ¢ a

de Mata de Galeria, amostrada em Carrancas, apresentaram uma maior
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porcentagem de locos em eqiiidade génica, indicando que estas se encontram
menos susceptiveis a perda ou a fixacao de alelos. Pelo fato de essas populagdes
possuirem locos em eqiiidade génica, a manutengdo da sua diversidade genética
pode ser assegurada, caso ndo ocorram distirbios nestas areas. As populagdes
amostradas na Floresta Paludosa e a de Mata de Galeria, amostrada na cachoeira
das Aranhas, apresentaram uma menor propor¢do de locos em eqilidade génica,
aumentando a probabilidade de perda ou de fixacdo de alelos. As areas de
Floresta Paludosa sdo caracterizadas por pequenos remanescentes € as
populacdes de C. brasiliense, nestes locais, apresentam tamanho reduzido,
sendo, portanto, mais susceptiveis a antropizagdo, pelo desmatamento, pela
pecuaria ou pela retirada da vegetacdo. Assim, além de garantir a preservagdo e
a manutencdo desses remanescentes, sdo necessarias medidas que garantam a
conectividade dos mesmos, de forma que toda a matriz vegetacional de inser¢do
possa exercer o seu papel de vetor, contribuindo para a ac¢do dos agentes
dispersores e polinizadores que sdo fundamentais para a manutengdo da
variabilidade genética.

As maiores propor¢des de locos em eqiiidade génica refletiram nas
estimativas de heterozigosidade (Tabela 38). As estimativas de heterozigosidade
das arvores reprodutivas mostraram que houve uma rela¢do entre locos em
eqiidade génica e numero de heterozigotos. As arvores de C. brasiliense
presentes na Mata Ciliar e Mata de Galeria apresentaram os maiores valores de
locos em eqiiidade génica e também maior nimero de heterozigotos, 0,409 e
0,468, respectivamente. Na Floresta Paludosa, as arvores tiveram menor valor de
H, (0,355), refletindo um menor nimero de heterozigotos nestas populagdes.
Somente na Mata de Galeria, o valor de H, foi superior ao valor de H, (0,468 e
0,437), demonstrando que o nimero de heterozigotos ¢ superior ao esperado
pelo EWH. As estimativas de heterozigosidade nas progénies mantiveram-se

proximas as dos adultos, na Mata Ciliar e na Mata de Galeria.
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TABELA 38. Variabilidade genética de arvores reprodutivas e progénies de
Calophyllum brasiliense Camb.

Habitat Indices
Heterozigosidade Heterozigosidade Indice de
observada (H,) esperada (H,) fixagdo ( /} )
Mata Adultos 0,409 0,484 0,155%*
Ciliar (0,015) (0,006) [0,088;0,218]
Progénies 0,493 0,488 -0,009
(0,025) (0,003) [-0,095;0,095]
Floresta  Adultos 0,355 0,457 0,302%*
Paludosa (0,019) (0,015) [0,205;0,382]
Progénies - - -
Matade  Adultos 0,468 0,437 -0,071
Galeria (0,046) (0,015) [-0,213;0,089]
Progénies 0,441 0,495 0,108*
(0,020) (0,002) [0,028;0,189]

() = desvio padrdo; [ | = intervalo de confianga; * = significativo ao nivel de 5%
de probabilidade

Nas arvores reprodutivas, o indice de fixagdo (f ) foi positivo e

significativo nas populagdes amostradas na Mata Ciliar e na Floresta Paludosa,
indicando que o nimero de homozigotos foi superior ao esperado pelo EHW.
Como C. brasiliense ¢ uma espécie que possui preferéncia por solos com alta
umidade e satura¢do hidrica, as areas favoraveis ao seu estabelecimento e
desenvolvimento sdo ambientes menos antropizados, o que, geralmente, nao
ocorre nestes locais. Apenas o indice de fixagdo, detectado nas areas de Mata de
Galeria, demonstra uma possivel sele¢do a favor de heterozigotos. Como estas
areas encontram-se menos antropizadas, principalmente por serem de dificil
acesso ¢ se localizarem em regides com solo e relevo ndo favoraveis a
agricultura e pecudria, suas populagdes naturais estdo mais conservadas
geneticamente.

Nas progénies, o indice de fixagdo foi positivo e diferente de zero

somente na Mata de Galeria, evidenciando que o numero de homozigotos ¢
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superior ao esperado pelo EHW. Como a populagdo da cachoeira das Aranhas, a
qual representa as progénies, esta localizada em uma area de relevo bastante
acentuado e por ser freqiliente a presenca de macigos rochosos em alguns locais,
agentes responsaveis pela manutencdo da variabilidade da espécie, como os
polinizadores, podem estar encontrando barreiras naturais e isso estaria
contribuindo para o fluxo de polen entre arvores mais proximas, caracterizando
uma maior propor¢do de homozigotos nas progénies.

Os coeficientes de coancestralidade (Tabela 39) mostraram a ocorréncia
de endogamia para as arvores de C. brasiliense na Mata Ciliar e Floresta
Paludosa. As taxas mais altas de endogamia foram encontradas na Mata Ciliar,
sendo a estimativa de endogamia dentro das populagdes de 0,014 e, para o
conjunto de populagdes, 0,191, ambas significativas. Para as arvores da Mata de
Galeria foi detectada auséncia de endogamia dentro das populagdes e para o
conjunto das populacdes. Nos trés habitats, a maior parte da diversidade genética
encontra-se distribuida dentro das populagdes. A Floresta Paludosa foi a que
apresentou a maior propor¢do da diversidade genética entre suas populagdes,
13,3%. A menor propor¢do de diversidade genética entre populagdes foi
detectada na de Mata de Galeria (1,4%), indicando que 98,6% da variabilidade
genética encontra-se dentro das suas populagoes.

O fluxo génico estimado entre as populagdes de cada habitat ndo ¢é
suficiente para contrapor os possiveis efeitos causados pela deriva genética
(Tabela 40). Isso reforca a necessidade de implantagao de medidas que garantam
a conservagdo, a restauracdo ¢ a manuten¢do de Matas Ciliares, Florestas
Paludosas e Matas de Galeria.

A falta de conectividade entre as populagdes de C. brasiliense, a retirada
de arvores e a auséncia de regeneragdo refletiram nas estimativas de fluxo

génico. Sem davida, o comprometimento da troca de alelos pelo fluxo de polen
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ou sementes faz com que o movimento destes seja restrito a poucas populacdes,

aumentando, assim, a diversidade genética entre as mesmas.

TABELA 39. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populacdes ( f ), do conjunto das populacdes (I:" ), da
divergéncia genética entre populagdes (ép) e diferenciagdo

genética de Gregorius (156) de Calophyllum brasiliense Camb.

A A A A

Adultos J F Qp Ds
Mata Ciliar 0,114* 0,191%* 0,086* 0,174
[0,024;0,191] [0,131;0,248] [0,030;0,151]
Floresta 0,060 0,185% 0,133* 0,192
Paludosa [-0,032;0,157] [0,064;0,296] [0,073;0,213]
Mata de Galeria -0,078* -0,063 0,014 0,07

[0,071;0.216]  [-0,21;0,092]  [-0,001;0,034]

[ ]= intervalo de confiancga (nivel de probabilidade de 5%)
* = significativo, a 5% de probabilidade

TABELA 40. Fluxo génico (Nm ) e tamanho de vizinhanga (](7 ») de populagdes
naturais de Mata de Galeria de Calophyllum brasiliense Camb.

Populagdes de estudo N Nm N,
Mata Ciliar 120 0,296 4,17
Floresta Paludosa 120 0,263 3
Mata de Galeria 120 0,83 11

N = numero de individuos amostrados

As estimativas de identidade genética, baseadas na identidade genética
de Nei (1972) para as seis populacdes de C. brasiliense (Tabela 41), mostram
uma variagdo de 84,1% a 100%, demonstrando alta identidade genética entre as
arvores.

De acordo com a analise de agrupamento, ndo foi possivel detectar uma

relagdo entre habitat de ocorréncia e identidade genética, como, por exemplo, a
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populagdo do rio Grande e a populacdo de Lavras, que apresentam 100% de
identidade genética, embora sejam de habitats diferentes (Figura 8).

O teste de Mantel (Manly, 1997), aplicado para as populagdes de C.
brasiliense, ndo evidenciou a existéncia de uma correlagdo entre as distancias

geograficas e a identidade genética (7,= 0,063) (Figura 9).

TABELA 41. Identidade de Nei (1972) e identidade de coancestria de
populagdes naturais de trés condigdes de ocorréncia de
Calophyllum brasiliense Camb.

Populagdes naturais

RM RG LV IT ARA CA

RM - 0,911 0,911 0,929 0,954 0,953
RG 0,086 - 1,000 0,841 0,856 0,850
LV 0,086 0,010 - 0,841 0,856 0,850
IT 0,077 0,172 0,172 - 0,897 0,886
ARA 0,045 0,150 0,150 0,119 - 0,983
CA 0,045 0,153 0,153 0,130 0,014 -

RM - rio das Mortes, RG — rio Grande; LV — Lavras; IT — Itumirim; ARA — cachoeira
das Aranhas e CA - Carrancas

acima da diagonal — Identidade de Nei (1972)

abaixo da diagonal — Identidade de coancestria

Nos trés habitats, as arvores de C. brasiliense mostraram que a sua
distribuigdo espacial esta diretamente relacionada a sua preferéncia em colonizar
solos com alta umidade e saturagdo hidrica. Assim, nas areas de maior umidade,
sua distribuicdo ¢ aleatoria. Como o estado de conservacdo da matriz
vegetacional no qual estdo inseridas as populagdes e as caracteristicas de cada
habitat favorecem a formagdo de areas de sua preferéncia, sua distribuicdo
mostrou-se varidvel entre as populacdes de mesmo habitat e de habitats

diferentes, com conseqiiéncias na distribuicdo da variabilidade genética.
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FIGURA 8. Analise de agrupamento das distancias genéticas de populagdes naturais de trés condigdes de ocorréncia de
Calophyllum brasiliense Camb
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Para as populagdes de Mata Ciliar, a auséncia da vegetacdo em
determinadas 4reas das margens do rio das Mortes e do rio Grande parece ser um
dos fatores precursores na distribui¢do de C. brasiliense. Tendo em vista que
esta auséncia de vegetacdo diminui a capacidade de ocorréncia de areas
propicias ao seu desenvolvimento, a distribuicdo das arvores ¢ influenciada

significativamente pelos fatores extrinsecos a espécie.

1,05
’ r, = 0,063
p=0,596
a1 & RG-LV
2 ¢ ARA-CA
5
% 095 * RM-ARA « RM-CA
g 0
8  RM-IT
g + RM-RG & RM-LV
%091 « IT-ARA
2 o IT-CA
z
5 ¢ RG-ARA ¢ LV-ARA
1 RG-CA LV-CA
= 08 & RG-IT & LV-IT * *
0.8 T T T T ‘ ‘ . . )
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
Distéancia geografica (m)

RM - rio das Mortes, RG — rio Grande; LV — Lavras; IT — Itumirim; ARA — cachoeira
das Aranhas e CA — Carrancas

FIGURA 9 — Correlagdo entre a distancia geografica e a identidade genética de

Nei (1972) de populagdes naturais de Calophyllum brasiliense
Camb.

Na populagdo amostrada no rio das Mortes, a distribuicdo de C.
brasiliense € caracterizada por pequenos grupos de arvores em toda a margem,
tendo em vista que a vegetacdo ciliar remanescente concentra-se apenas em
alguns locais. Na populacdo amostrada no rio Grande, a distribuigdo é agregada,
concentrando-se mais acima do reservatorio, visto que, nestas areas, a vegetacao

ciliar mantém-se mais preservada. Nas populagdes amostradas na Floresta
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Paludosa, a distribuicdo de C. brasiliense ¢ mais aleatéria nos locais onde a
umidade e a satura¢do hidrica se distribuem de forma mais homogénea. A
presenca da alta umidade, a saturacdo hidrica e os diferentes mecanismos de
dispersdo (hidrocoria, barocoria e zoocoria) favorecem a propagacdo, a
germinagdo e o estabelecimento desta espécie nestes locais. Nas populacdes
amostradas na Mata de Galeria, a presenga de macicos rochosos atua como uma
barreira fisica a dispersdo, o que pode influenciar a distribuicdo de C. brasiliense
neste ambiente. Outro fato importante € que estes maci¢os impedem o
estabelecimento e o desenvolvimento de C. brasiliense, restringindo o nimero
de individuos e aumentando, consideravelmente, a distancia entre os mesmos.
Portanto, nestas areas, a distribuicdo agregada ¢ comum nos locais onde ha
maior umidade e saturacao hidrica.

A probabilidade de se amostrarem dois alelos em dois individuos e eles
serem idénticos por descendéncia (coeficiente de coancestria) foi verificada nos
trés habitats, evidenciando uma tendéncia de as arvores mais proximas
apresentarem maior valor de coancestria do que as mais distantes. As populagdes
amostradas em Mata Ciliar apresentaram valores positivos e significativos de
coancestria a uma distidncia de até 440 m no rio das Mortes ¢ 180 m no rio
Grande. Nas de Floresta Paludosa, em Lavras, isso ocorreu até uma distancia de
16 m e, em Itumirim, até 24 m. Nas populagdes amostradas na Mata de Galeria,
foram detectados valores positivos e significativos de coancestria até a uma
distancia de, aproximadamente, 80 m na cachoeira das Aranhas e de 34 m em
Carrancas.

Ao se escolher areas para a coleta de sementes, seja para o plantio ou
para a recuperagao de areas, ¢ de fundamental importancia o conhecimento dos
niveis de variabilidade genética das populagdes estabelecidas nestes locais.
Assim, durante a coleta, é necessario que a variabilidade genética da espécie seja

ampla e bem representada. Porém, é importante manter uma distancia minima de
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coleta entre as arvores que, nos trés habitats, foi de 440 m para o habitat Mata
Ciliar, 39 m para Floresta Paludosa e 80 m para Mata de Galeria. Assim, se a
coleta, nestes locais, for realizada com este critério, as progénies estariam

assegurando a variabilidade genética da espécie.
As estimativas do tamanho efetivo (N,) confirmam a ocorréncia de

endogamia nos ambientes de Mata Ciliar e Floresta Paludosa, pois os valores
foram inferiores ao nimero de individuos amostrados (Tabela 42). Na Mata de

Galeria, o maior nimero de heterozigotos nas arvores adultas, indicado pelo
indice de fixagdo negativo, gerou um valor maior de N, .

O numero minimo de arvores para assegurar a manutengao dos niveis de
variabilidade genética a curto prazo foi de 168 arvores para a Mata Ciliar, 159
para a Floresta Paludosa e 139 para a Mata de Galeria. Para a conservagéo a
longo prazo foi de 1.685 para o primeiro hébitat, 1.594 para o segundo e 1.389
para o terceiro. De acordo com estes resultados, nota-se que a variabilidade
genética das populagdes de C. brasiliense, amostradas em Floresta Paludosa,
pode estar comprometida, uma vez ndo ser possivel encontrar o nimero
suficiente de arvores reprodutivas dentro dos fragmentos. Para os demais
habitats, principalmente de Mata Ciliar, para que a variabilidade genética seja
mantida, ¢ necessario a manutencdo ou, também, a recomposicdo de alguns
trechos da area ciliar, ja que as arvores tendem a ficar restritas a certos locais
especificos da margem. Uma vez estabelecidas medidas que garantam a
conservacdo a curto-prazo das populacdes naturais de C. brasiliense, a
probabilidade de essa espécie garantir sua variabilidade genética a longo prazo,

provavelmente, torna-se-a efetiva.
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TABELA 42. Tamanho efetivo (]\76 ), nimero de individuos amostrados (n) e a

populacdo minima viavel (PMV) para habitats naturais de
Calophyllum brasiliense Camb.

150* 1.500*
Habitats N, n N,/n PMV PMV
Mata Ciliar 107 120 0,89 168 1.685
Floresta 113 120 0,941 159 1.594
Paludosa
Mata de Galeria 130 120 1,08 139 1.389

* Tamanho efetivo de referéncia (Ne(refe,,éncia ) ) 150 (conservagdo a curto

prazo), 1.500 (conservacdo a longo prazo) (Nunney & Campbell, 1993).

O sistema reprodutivo das populagdes estudadas mostrou que C.
brasiliense apresenta cruzamento misto, com predominancia de alogamia. Na
populacdo amostrada no rio das Mortes e no rio Grande, a probabilidade de as
plantas deixarem descendentes por autofecundagdo foi baixa, indicando que
individuos de autofecundag@o sdo distribuidos aleatoriamente entre as progénies.
Na populagdo amostrada na cachoeira das Aranhas, também apesar de baixa, os
dados revelaram a presenga de individuos advindos de autofecundagdo dentro
das progénies. Os resultados mostraram a ocorréncia de cruzamentos
preferenciais (autofecundagdo, meios-irmaos e irmaos-completos), nos locais
supracitados. Na populacdo amostrada no rio das Mortes, a porcentagem de
progénies oriundas de autofecundagdo foi 0,7% e na amostrada na cachoeira das
Aranhas, 2,6%. Na populacdo amostrada no rio Grande ndo foi detectado o
surgimento de progénies por autofecundacdo. A taxa de cruzamentos aleatorios
(meio-irmaos) foi detectada nas duas populagdes de Mata Ciliar, 48,9% no rio
das Mortes e 40,6% no rio Grande. Na cachoeira das Aranhas, esta taxa foi de
70,3%. A proporcdo de progénies originadas de cruzamentos biparentais

(irmaos-completos) foi de 50,3% na populagdo amostrada no rio das Mortes e
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59,4% na amostrada no rio Grande. Na cachoeira das Aranhas, esta propor¢ao

foi de 27%.

4.6 Implicacdes para a conservacao genética da espécie

A variabilidade genética de C. brasiliense mostrou ser fortemente
influenciada por fatores extrinsecos a espécie, nos habitats estudados. Nas
populagdes amostradas em Mata Ciliar, o grau de preservacdo da matriz
vegetacional de insercdo, a conectividade e os fatores associados a antropizagao,
como a retirada da vegetacdo, podem ser precursores de uma variagdo na
distribui¢do das arvores e, por conseqiiéncia, na variabilidade genética. Nas
areas de Floresta Paludosa, as populagdes estdo restritas a poucos
remanescentes, o que faz com que a variabilidade genética detectada seja
conseqliéncia, provavelmente, da antropizacdo, da falta de conectividade e da
presenca de umidade e saturacdo hidrica no interior dos mesmos. Nas
populagdes amostradas em Mata de Galeria, a variabilidade genética demonstra
que ndo so os efeitos ligados a antropizagdo, mas também outros fatores, como a
declividade e a presenga de macicos rochosos, atuando como barreira ao fluxo
génico, podem influenciar a estrutura genética de C. brasiliense. Dessa forma, a
varia¢do nas estimativas de variabilidade genética, além de estar relacionada a
antropizagdo, pode também ser influenciada pelas caracteristicas peculiares de
cada habitat. Nos habitats Mata Ciliar ¢ Floresta Paludosa, a ocorréncia de
endogamia dentro e entre as populagdes, as taxas de diversidade genética
detectadas entre elas e as estimativas de fluxo gé€nico e tamanho efetivo refletem
a fragilidade da espécie aos fatores que pdem em risco a sua variabilidade
genética. Como estes habitats demonstram-se mais degradados, pode-se supor
que este estado esteja influenciando mais negativamente a variabilidade

genética.
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Assim, independente do tipo de habitat, para garantir a conservacdo in
situ das populagdes de C. brasiliense, intervengdes a curto-prazo devem ser
realizadas, como revegetacdo da area ciliar; cumprimento da legislagdo
pertinente, incorporacdo de esquemas de incentivo, quanto a preservacio e
manutencdo dos ecossistemas naturais e o estabelecimento de indices que
possam estabelecer relagdes entre a conservagdo da vegetacdo e a valoracdo da

bacia hidrografica.
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5 CONCLUSOES

Nos trés habitats analisados, C. brasiliense apresentou valores de
variabilidade genética condizentes com as de outras espécies arboreas tropicais €
mostrou que sua preferéncia por solo com alta umidade e saturagdo hidrica influi
diretamente na sua distribuicdo espacial e, conseqiientemente, na sua
variabilidade genética e fluxo génico.

Os ambientes de Mata Ciliar e Floresta Paludosa apresentam menor
variabilidade genética e, por conseqiiéncia, ha ocorréncia de endogamia dentro e
também para o conjunto das suas populagdes.

Em todas as populagdes, a diversidade genética mostrou ser maior
dentro das populagdes.

Nas populagdes estudadas, ndo foi detectada correlagdo entre identidade
genética e distancia geografica e nem entre identidade genética e area de
ocorréncia.

O fluxo génico mostrou ndo ser suficiente para se contrapor os efeitos de
deriva genética.

A estimativa do coeficiente de coancestria, para todas as condi¢des de
ocorréncia, mostra que quanto mais proéximas as arvores nas populac¢des, mais
proximas elas sdo geneticamente.

O sistema reprodutivo indicou que o C. brasiliense se reproduz por
cruzamento misto predominantemente por alogamia e que, no ambiente de Mata
Ciliar, a maior parte das progénies ¢ originada de cruzamentos biparentais
(irmaos-completos) ¢ no ambiente de Mata de Galeria grande parte por

cruzamentos aleatorios (meios-irmaos).
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