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RESUMO

GONCALVES, Ana Cecilia. ¥ ESTRUTURA  (

POPULACOES NATURAIS DE Dimorphandra mollis  Benth.
(FABACEAE) 2006. 83 p. (Dissertacdo — Mestrado em Engenharia Florestal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

Este trabalho procura mostrar a importancia de uma espécie nativa do Cerrado
Dimorphandra mollis Benth. conhecida popularmente como fava d’anta e que
apresenta grande potencial econdmico principalmente pela retirada de um
principio ativo, conhecido como rutina, de seus frutos. Devido a sua importancia
comercial, a espécie tem sido alvo de intensa exploracdo. Para minimizar os
efeitos da exploracdo t€m surgido diversas propostas para uma coleta mais
ordenada, mas existem poucas informag¢des com relagdo a biologia e genética da
espécie. Para que programas de conservacgdo sejam delineados, é necessario que
se conheca os niveis de variacdo genética existentes em suas populagdes
naturais. Assim, realizou-se o estudo da estrutura genética e da distribuicao
espacial por meio de marcadores moleculares (isoenzimas) em populagdes
naturais de D. mollis. A partir dos dados de 180 individuos, distribuidos em trés
populagdes naturais localizadas no norte de Minas Gerais, Brasil, foi feita a
caracterizacdo genética da espécie. Os resultados obtidos por marcadores

isoenzimaticos indicam alta variabilidade genética para a espécie (H, = 0,464 ¢

A

H,= 0,4715). A andlise da estrutura genética indicou que a maior parte da
variabilidade genética da espécie encontra-se dentro de suas populagdes 6 p=

0,025). Verificou-se a auséncia de endogamia dentro das populagdes (Jf = -
0,018) e para o conjunto das populagdes (ﬁ = 0,007). O fluxo génico estimado

para o conjunto das populagdes foi alto, com Nm igual a 4,0. O tamanho efetivo
para o conjunto das populagdes foi igual a 43, que é o niimero minimo de
matrizes indicado para a coleta de sementes. A andlise da estrutura genética
espacial mostrou estruturacdo dos gendtipos nas populagdes Campina Verde e
Vargem Grande. A populacdo Pau de Fruta ndo apresentou estruturagdo espacial
dos genétipos. A estimativa da correlacdio de Mantel entre as matrizes de
distancias genética e geografica foi positiva e significativa (r = 0,81), sugerindo
que as populacdes Pau de Fruta e Campina Verde podem estar se diferenciando
por um processo estocdstico, com fluxo génico dependente da distancia.

' Comité Orientador: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Orientadora)



ABSTRACT

GONCALVES, Ana Cecilia. Genetic variability of Dimorphandra
mollis Benth (Fabaceae) in nature population. 2006. 83 p. (Paper —

Forest Engineering Master's) — Universidade Federal de Lavras, UFLA -
MG”.

D. mollis, is an native species of Cerrado, know as fava d'anta and has an
important economic value due its active principle as Rutin. This species has
been terget of intense exploration due mainly to its commercial importance.
Many proposes to minimize the exploration effects have been proposed, but little
is a know about this species. To delineate conservation programs, it is necessary
to know the genetic variation levels in the natural population. Then, the study of
the genetic variation and the genotypes special distribuition was carried through
using molecular markers. The genetic characterization of the species was done
from the data of 180 individuals, distributed in three natural populations located
in the north of Minas Gerais, Brasil. The results indicates high genetic

variability for especie (H, = 0464 ¢ H, = 0,4715). The analysis of the
genetic structure indicated that most of the genetic variability of the species is

within of its natural populations (0,, = 0,025). It was verified absense of

endogamia within the populations (/ = -0,018) and for the set of the

populations (ﬁ = 0,007). The gene flow was high, with Nm = 4,0. The effect
size for the set of the populations was 43 that it is the minimum number of
matrices used to the collection of seeds. The analysis of the genetic structure
showed that there is space structuration in one population. The other two
populations, Campina Verde and Pau de Fruta didn't show genotypes
structuration. The estimate of the correlation of Mantel between the matrices of
genetic and geographic distances was positive and significant (r = 0,81),
suggesting that the Pau de Fruta e Campina Verde populations can be
differentiating by a a random process, with deppending on the distance.

* Supervising Commitee:Dulcinéia de Carvalho — UFLA (Main Supervisor)
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1. INTRODUCAO

O Cerrado, ou Savana Brasileira constitui uma grande fonte de recursos
bioldgicos de fauna e flora, ocupando aproximadamente 22% do territério
nacional, dos quais 90% estdo situados nos estados de Mato Grosso, Minas
Gerais, Goias e Bahia (Fonseca, 2000). Em Minas Gerais 53% da cobertura
vegetal é representada por este bioma. E um bioma com grande disponibilidade
de recursos e componentes naturais renovaveis, que podem gerar ocupagio
permanente para um nimero determinado de pessoas e, demanda estudo de seus
elementos arbdreos e arbustivos, que detém substincias aromdticas, tintoriais,
oleaginosas e medicinais, entre outras de grande interesse econdmico.

A exploracdo dos recursos naturais, nesse bioma, normalmente &
caracterizada pelo uso inadequado e insustentivel da flora e fauna nativa,
associada a falta de politicas publicas eficientes e operacionais para a
conservacdo da natureza, o que vem aumentando o risco de extincdo de um
grande nuimero de populagGes naturais de espécies arbdreas. Tal fato
compromete evolutivamente as espécies, em fun¢do da diminuicdo da
variabilidade genética de populagdes naturais e pela interrup¢do do fluxo génico,
ou seja, pela diminuicio do intercimbio de alelos entre populacdes.
Conseqiientemente, podera haver reducdo da capacidade dessas populagdes
naturais em se adaptarem as mudangas adversas.

O processo fragmentagdo ocorre em vdrios biomas brasileiros e, segundo
estudos do comportamento das espécies, do fluxo génico, da migracdo e de
extin¢do, indmeros individuos e popula¢des de espécies ja foram perdidos. Em
virtude desta realidade, existe uma necessidade urgente de que estudos genéticos
em populacdes naturais sejam realizados, para que sejam estabelecidas

estratégias apropriadas de conservacdo da diversidade genética, de uso e de



manejo adequado. Porém, torna-se necessdria a conjugacdo de esforgos in situ e

ex situ para que essa rica flora se conserve.

Dentro deste contexto, a espécie Dimorphandra mollis Benth.,
conhecida vulgarmente como favela, faveira ou fava d’anta, apresenta-se
potencialmente adequada para esses estudos. Esta espécie € muito explorada no
Cerrado pela sua capacidade de sintetizar, em suas favas, principios ativos como
a Rutina, que sdo amplamente procurados pela inddstria farmacéutica e

cosmética, tanto no mercado nacional como internacional.

Contudo, a falta de manejo da D. mollis pode levar a uma perda
consideravel no nimero de individuos em fun¢do da ma conducio e nio adogao
de critérios para a colheita das favas, ocasionando mutilacio das plantas. A
coleta de frutos sem um plano de conservacdo genética e de manejo adequado,
pode resultar no estreitamento da variabilidade devido as restricoes na
disseminacdo de sementes e, conseqiientemente, com reflexos nos niveis de

propagacdo e regeneragdo natural da espécie.

Assim, considerando que o conhecimento da estrutura e da diversidade
genética de uma espécie, bem como a compreensdo de outros fatores
relacionados, é um ponto chave para a ado¢do de estratégias de manejo mais
adequadas para a sua conservagdo genética, objetivamos com este trabalho gerar
informacdes que possam ser utilizadas para a manutencdo e conservagdo de D.
mollis. De maneira especifica, este trabalho teve como finalidade:

i. descrever os niveis de variabilidade genética intrapopulacional
em trés populacdes naturais de D. mollis, utilizando-se técnicas
de isoenzimas como marcador molecular;

il. estudar a distribuicio da variabilidade entre e dentro das

populagdes naturais, de modo a fornecer informagdes para



iii.

1v.

programas de conservagdo e posterior melhoramento genético da
espécie;

estimar o fluxo gé€nico e o tamanho efetivo das populagdes;
verificar a existéncia de estruturagdo genética espacial nessas
populagdes;

gerar subsidios para o manejo da espécie.



1. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fragmentacao de florestas tropicais e perda de biodiversidade

A expansdo da populagdo humana e suas atividades t€m resultado na
degradacdo, fragmentacio e destruicdo dos hdbitats a tal ponto, que se torna a
maior causa da perda de biodiversidade do planeta. A fragmentacdo do hébitat
resulta na quebra da continuidade da distribuicdo da vegetacdo original,
reduzindo a quantidade de nichos disponiveis a flora e fauna, e acrescenta
bordas a uma paisagem originalmente continua (Fonseca, 2000).

A avaliagdo das conseqiiéncias da reducido e isolamento de populagdes é
fundamental para predizer o destino de espécies em fragmentos florestais e para
o planejamento efetivo de programas de manejo em pequenas dreas de floresta.
Essa avaliacdo €é uma tarefa complexa, porque o efeito da fragmentacio pode se
estender indiretamente por meio de uma rede de interacdes interespecificas e a
mais critica dessas interagdes talvez seja aquela que afeta diretamente o sucesso
reprodutivo (Bacles et al., 2004; Dick et al., 2003; Dutech et al., 2005; Ward et
al., 2005). O processo de polinizag@o, por exemplo, pode ser interrompido pela
fragmentacdo florestal, mediante efeitos diretos e indiretos nas plantas e
polinizadores, resultando em prejuizos para as espécies vegetais, tais como
reducgdo e isolamento de populagdes de plantas e perda da variabilidade (Murcia,
1996).

Tanto fatores naturais como antrépicos tém influenciado e
modificado padrdes de vegetacdo, tendo como conseqiiéncia a
fragmentacdo, levando a diminuicdo da diversidade biolégica, e

estabelecendo distirbios entre as  interacdes dos fatores fisicos



(topografia, pluviometria, geologia), biolégicos e sociais, (Cunningham

2001).

2.2 Efeitos da fragmentacdo e do manejo na estrutura genética de

populacgoes naturais de espécies arboreas

Uma espécie é formada por populagdes espalhadas por sua édrea de
distribuicdo geogréfica. Essas populacdes naturais sdo fontes de germoplasma
para programas de melhoramento genético e também sdo as unidades sobre as
quais incide o manejo para a produgdo ou conservacdo dos recursos naturais
(Robinson, 1998).

No entanto, os ecossistemas, nos quais as populacdes naturais estido
inseridas, vém sofrendo diversas alteragdes, principalmente devido as atividades
humanas. Tais mudangas resultam em ecossistemas fragmentados, formando
mosaicos de vegetacdo remanescentes, mergulhados numa matriz antropizada.
Nesse processo, grandes populacdes sdo reduzidas e subdivididas, o que pode
acarretar alteracdes em processos ecoldgicos e genéticos, como na riqueza e
composi¢do de espécies (Murcia, 1995), no comportamento de polinizadores e
dispersores, no sistema de reproducao e no fluxo génico.

Com relacdo a diversidade bioldgica, observa-se a extingdo de
populagdes de espécies devido a redugdo na diversidade e tamanho populacional
da flora e fauna, aumento dos niveis de endogamia nas populacdes,
modificagdes nas interagdes bidticas (polinizagdo, dispersdo de sementes,
predacgdo, herbivoria e competicdo) e abidticas (temperatura do ar, intensidade
luminosa e composicao do solo).

As respostas das espécies vegetais ao processo de fragmentacdo sdo
altamente varidveis, dependendo das caracteristicas das mesmas e das alteragdes

ambientais ocorridas (Lowe et al., 2005). Em algumas espécies de plantas, por



exemplo, foi observado que a fragmentacdo ndo levou ao aumento da
divergéncia entre as populacdes, nem a redugcdo na variacdo genética e
heterozigosidade dentro de populacdes e nem nos niveis de fluxo génico entre os
fragmentos (Dick et al., 2003; Gonzalez-Astorga & Nuiies-Farfan, 2001; Sun,
1996; White et al., 2002; Young et al., 1993). Foré et al. (1992) discutem que a
diversidade genética e estrutura podem ser alteradas se a fragmentacdo florestal
modificar os padrdes de dispersdo de pdlen e sementes.

Dois pontos principais devem ser considerados quando se avalia a
capacidade de uma espécie nativa sobreviver em determinada reserva. Em
primeiro lugar, cada espécie tem um tamanho de populagdo minimo vidvel que é
necessdrio para cruzamentos, producdo de descendéncias geneticamente
varidveis (para espécies de reproducdo cruzada), sobrevivéncia a flutuacdes
aleatdrias no tamanho e, produzir novas populagdes colonizadoras a longo prazo.
Populagdes isoladas, abaixo do tamanho minimo, provavelmente nio persistirdo
(Boecklen e Simberleff, 1986). Em segundo lugar, populacdes pequenas e
isoladas tendem a possuir niveis mais baixos de heterozigose observada que
populacdes grandes e extensas (Soulé, 1983; Ellstrand e Elam, 1993).
Populagbes que sofreram estrangulamentos genéticos tém maiores
probabilidades de sofrer reducdo na heterozigose, o que pode diminuir sua
capacidade de adaptar-se as mudancas de condi¢des ambientais (Barrett e Kohn,
1991). Conseqiientemente, as estimativas do tamanho minimo da drea,
necessdria para a persisténcia em longo prazo das espécies, devem incluir
suficiente espago fisico para minimizar a probabilidade de ocorrerem
estrangulamentos genéticos. Esta drea minima dependerd da densidade
populacional da espécie-alvo, de forma que o tamanho minimo necessario da
reserva para a persisténcia da espécie provavelmente diferira entre faxa.

Muitas espécies podem ter populagdes muito pequenas para serem

vidveis em longo prazo e numerosas espécies, ainda presentes nos fragmentos,



podem estar fadadas a extin¢do (Magsalay, Dutrson e Timmis, 1995). Individuos
de arvores vivem por séculos, e o0 que se observa atualmente pode simplesmente
ser um efeito de retardamento antes da extin¢do. Entretanto, a sobrevivéncia
destas, depende grandemente da erosdo da diversidade genética que ocorre
quando o tamanho populacional decai, o que evidencia que este deve ser o
principal foco de ateng@o para a conservagdao (Heywood et al., 1994). De fato,
estima-se que nas florestas tropicais a taxa de extin¢do de populagdes € trés a
oito vezes maior que a de extin¢do de espécies global (Hughes, Daily e Ehrlich,
1997). Diante de tal realidade, tornam-se imprescindiveis os estudos de estrutura
genética de espécies em populacdes de ambientes fragmentados, para que sejam
estabelecidas populacdes-base para conservagdo genética in situ.

Ap6és o processo de fragmentacdo, populacdes remanescentes

apresentam um ndmero de individuos menor e se esse for abaixo do nimero

minimo adequado (N e minimo) pode ocorrer, em curto prazo, deriva genética, o
que significa ter as freqii€ncias de seus alelos afastadas daquelas da populacdo
original, podendo ocorrer a perda de alelos. Em longo prazo, pode haver um
aumento da endogamia, decorrente da maior probabilidade de autofecundagao e
cruzamentos entre individuos aparentados (Kageyama et al., 1998; Keller &
Waller, 2002).

Além do processo de fragmentagdo, o manejo florestal também pode ser
responsdvel pelas alteracdes nas populagdes naturais. Segundo Ratnam & Boyle
(2000), as atividades humanas modificam o tamanho e a estrutura da populacio,
tanto da espécie manejada como das outras espécies associadas a ela, alterando
sua estrutura genética e seus niveis de diversidade. Jennings et al. (2001)
consideram que o manejo pode resultar diretamente na perda de diversidade
genética, podendo levar a perda de alelos (especialmente alelos raros) e
promovendo um efeito conhecido como gargalo genético, que é o afunilamento

da base genética da populacdo. Resultados publicados por Sebbenn et al. (2000)



mostram que o manejo florestal levou a uma perda de alelos raros, reducdo na
diversidade génica e aumento na taxa de autofecundacdo em Tabebuia

cassinoides.

Uma populagdo sob manejo estd sujeita a alteragdes no seu tamanho e
nos padrdes de distribuicdo espacial dos seus individuos (Bawa & Krugman,
1990) acarretando mudangas na densidade e comportamento dos polinizadores,
alterando os niveis de cruzamento (Murawski et al., 1994; Jennings et al., 2001),
com o aumento da autofecundacio e conseqiientemente da endogamia (Bawa &
Krugman, 1990). Nesse caso, a populagdo natural pode estar sujeita a depressao
genética por endogamia (Keller & Waller, 2002), caracterizada pela reducio na
produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, adaptacdo e vigor (Mettler

& Gregg, 1973; Falconer & Mackay, 1996).

Além desses efeitos, o corte seletivo pode promover uma selecdo
disgénica (Jennings et al., 2001; Lemes et al., 2003), resultante da continua
exploracdo de individuos superiores, fazendo com que uma grande parte da

populagdo remanescente seja constituida por individuos de qualidade inferior.

2. 3 Cerrado — A savana brasileira

As savanas sdo encontradas nos quatro continentes com faixas tropicais.
No Brasil, chamadas de Cerrado, as savanas chegaram a ocupar uma darea
heterogénea descontinua de aproximadamente 2 milhdes de km” de extensdo em
mais de dez estados, o que representa cerca de 23% da drea do territério
brasileiro. O Cerrado é reconhecido como a savana mais rica do mundo em

biodiversidade com a presenca de diversos ecossistemas (Yong et al., 1993;

Fonseca, 2000).



Até a década de 1950, os Cerrados mantiveram-se praticamente
inalterados. A partir da década de 1960, com a interiorizacdo da capital e a
abertura de uma nova rede rodovidria, largos ecossistemas deram lugar a
pecudria e a agricultura extensiva, como a soja, arroz e ao trigo. Tais mudancas
se apoiaram, sobretudo, na implantacio de novas infra-estruturas vidrias e
energéticas, bem como na descoberta de novas vocagdes desses solos regionais,
permitindo novas atividades agririas rentdveis, em detrimento de uma
biodiversidade até entdo pouco alterada. Durante as décadas de 1970 e 1980
houve um rdpido deslocamento da fronteira agricola, com base em
desmatamentos, queimadas, uso de fertilizantes quimicos e agrotdxicos, que
resultou em 67% de areas do Cerrado “altamente modificadas”. Restam apenas
cerca de 20% de area em estado conservado (Gomes, 1998).

O cerrado ocupa a maior parte do Brasil Central (sul do Mato Grosso,
Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, oeste da Bahia, oeste de Minas Gerais e
o Distrito Federal). Nesta vasta e heterogénea regido encontra-se uma grande
variedade de sistemas ecoldgicos, inclusive manchas de floresta, variados tipos
de solos, clima, relevo e altitude, prevalecendo em quase toda sua extensdao uma
combinacdo peculiar de condicdes edéficas e climdticas, que deu origem a
vegetacdo que a caracteriza (Gomes, 1998).

Coutinho (1992) descreve que a flora nativa dos cerrados estd adaptada
a esses solos, pois suas plantas ndo apresentam, tanto quanto se perceba, sinais
de deficiéncias nutricionais. Algumas andlises do teor mineral de seus 6rgdos
ndo indicaram valores muito abaixo do normal nas plantas em geral. As espécies
de cerrado certamente dispdem de mecanismos eficientes que lhe permitam
sobrepujar as dificuldades nutricionais do solo e absorver o que € essencial a sua
sobrevivéncia. Algumas espécies nativas do cerrado sdo capazes de acumular
aluminio nas folhas em quantidades até 700 vezes a mais que a maioria das

plantas.



Mittermeier (1995), estima sobre a vegetacdo natural remanescente
indica que o Cerrado sofreu um grande impacto. Cerca de 78,7% de sua area
estdo sob alguma forma de uso pelo homem, o que significa que apenas 21,3%,
ou 432.814 km?, dos 2.031.990 km?” ainda se conservam intactos.

Do Cerrado, extrai-se diferentes tipos de produtos animais e vegetais,
sendo que mais de 200 espécies de plantas potencialmente uteis ainda nao foram
devidamente exploradas e cerca de 50 sdo pouco exploradas, e apenas algumas
dezenas destas sdo exploradas comercialmente (Gomes e Amancio, 1995).

A ag¢do do fogo como agente natural ou antropico € bastante comum no
cerrado, fazendo com o que o ambiente seja constantemente transformado, pois
atua diretamente sobre diversos aspectos ecoldgicos deste ecossistema. Apesar
de bastante citado por diversos autores, o estudo do fogo no cerrado necessita
ainda de um maior embasamento cientifico para comprovar sua atuacdo
(Coutinho, 1992).

Estes fatores em conjunto mostram que o cerrado é um bioma
enormemente heterogéneo, apresentando um gradiente variado de hdbitats
naturais que abrigam intimeras comunidades de flora e fauna em diversidade de
espécies e abundancia de individuos, os quais vivem em estreita associacio
pluriespecifica no espaco. Esta complexa associacdo chamada de comunidade
ecoldgica € dindmica em funcdo do tempo. Assim, a histéria evolutiva do
cerrado influencia a presente distribuicdo da fauna e seus hébitats (Alho, 1993).

Embora ja comprovada a sua importancia em termos de biodiversidade,
a protecdo legal deste ecossistema resume-se ao disposto no Cddigo Florestal e
as areas designadas como UC’s que equivalem a 1% da extensao territorial do

pais (Feldmann, 1997).



2.4 Descricao, ocorréncia e potencialidades da D. mollis

O género Dimorphandra, pertence a familia Fabaceae, consiste de
aproximadamente 11 espécies distribuidas desde a regido norte da América do
Sul atingindo a regido sudeste do Brasil Central (Silva, 1986). Entre estas
espécies, a Dimorphandra mollis Benth. possui ampla distribuicdo, caracteristica
esta apresentada por poucas espécies deste género.

A espécie D. mollis, ocorre nos estados de Mato Grosso, Goids, Distrito
Federal, Minas Gerais e Sao Paulo. Tipicamente de habito xerofitico, ocorre no
Cerrado e suas variagdes (campo cerrado e cerraddo) e nas matas de encosta,
proximo a elevagdes, sdo encontradas em solos argilosos ou arenosos e em
altitudes que variam entre 500 e 1700m. Esta espécie é conhecida por vérios
nomes vulgares como faveira, favela, fava-d’anta.

Trata-se de uma espécie hermafrodita cujas flores sdo polinizadas por
pequenos insetos. A dispersdo dos propdgulos é feita por mamiferos nao
voadores sendo chamada de mastocoria (Oliveira et al. 1998, 2001). Bizerril et
al. (2005) analisaram mostras de fezes de anta (Tapirus terrestris) no Cerrado do
Brasil Central e mostram que esta é um importante consumidor de frutos e
potencial dispersor de sementes. Contudo, esse consumo foi reduzido em funcao
da baixa densidade destes frugivoros, os autores também discutem a
possibilidade de os dispersores originais pertencerem a megafauna extinta de
mamiferos da América do Sul.

Segundo Lorenzi (2002) a planta é decidua, helidfita, caracteristica do
cerrado e campo cerrado. Sua madeira é empregada para tabuado, confeccio de
compensados, forros, painéis, brinquedos e para lenha e carvdo. A casca € rica
em tanino e outrora muito utilizada para curtir couro. Suas vagens (favas) sdo

téxicas para o gado bovino. A 4rvore apresenta qualidades ornamentais que a



recomendam para o paisagismo. Pela ampla adaptacdo a terrenos secos e pobres
¢ adequada para o plantio em dreas degradadas.

A D. mollis possui diversos usos entre eles, destacam-se 0s usos
madeireiros, forrageiros, paisagistico, curtume, recuperacio de areas degradadas
€ 0 uso que possui o maior valor econdmico € o medicinal, através da

bioprospecc¢ao de rutina.

A principal importancia da espécie estd em seu fruto, pois o pericarpo e
a polpa do mesmo contém glicosideos flavonicos, especialmente a rutina
(quercetina - 3 - rutinosidio), além de hesperidina e eriodictina, incluidos no
grupo dos bioflavondides. Os principais produtos extraidos do fruto sdo a rutina,
a ramnose e aquercetina. A rutina foi descoberta em 1936, pelo bioquimico
hingaro Albert Szent — Gyorgyi, se apresenta sob a forma de um pé sem sabor e
de cor amarelo - esverdeado, composto por cristais microscopicos em forma de
agulhas. A mesma se desponta como uma das substancias mais promissoras na
producdo de medicamentos que atuam no combate ao envelhecimento e as
doengas degenerativas. Adeodato (1998) cita que a rutina atua especialmente
contra males causados pela senilidade, apontando com isso a tendéncia de
aumento do consumo do produto em conseqiiéncia do continuo aumento da
populacdo idosa.

Os frutos contém entre 6 e 10% de rutina, sendo utilizados pela industria
em estadio de pré-maturacio para extragdo de composto, um bioflavondide que
ocorre naturalmente no reino vegetal e estdo comumente contidas na dieta
humana (Martins, 2004). Estes flavondides como a rutina tém atividade
vitaminica P: normalizam a resisténcia e a permeabilidade dos vasos capilares,
em combina¢do com vitamina C. Além disso, a rutina diminui a permeabilidade
dos glébulos vermelhos e protege a vitamina C contra oxidacdo, podendo

também ser empregada como anti-hemorrigica, atuam inibindo o crescimento de



tumores em vdrios cancros celulares, possui poderosa a¢do antioxidante, além de

ser utilizada em cosméticos, uma vez que protege a pele contra os radicais livres.

No entanto, segundo Almeida (2004), como a espécie ainda ndo &
cultivada, toda esta matéria prima é extraida do Cerrado de forma desordenada,
nao havendo o cuidado com a reprodugdo da espécie, com isso a mesma poderd
ser dizimada. Segundo Gomes (1998), ha falta de informagdes estatisticas, nem
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) dispde de informagdes
sobre a espécie, prejudicando uma andlise mais aprofundada sobre o
extrativismo da D. mollis.

A rutina é explorada por grandes empresas nacionais e estrangeiras,
como a Botica Comércio, Importacdo e Exportacdo, Botica Veado D’Ouro Ltda;
FITOL S.A. Indistria e Comércio, Merck Industrias Quimicas S.A.; Merck
Maranhdo Produtos Vegetais S.A., PVP Sociedade An6nima, Sanrisil S.A.em
Sdo Paulo mediante o pagamento de um prego irrisrio pela matéria - prima,
depois de refinada a substincia volta ao mercado sob a forma de medicamentos,
vitaminas e complementos alimentares a precos altos. O total do faturamento
anual das empresas, apresentado por Gomes(1998), com a exportagdo de rutina,
nos tltimos anos tem mantido um faturamento médio anual em torno de US$
12.039.876,00.

Além da rutina, extrai-se da D. mollis a ramnose, um aditivo alimentar
que participa da sintese de furaniol e € utilizado pela inddstria alimenticia como
aromatizante (Gomes, 1998).

Gomes e Améancio (1995) descrevem a partir de diagndstico feito no
norte de Minas Gerais, que vdrias espécies sdo intensamente utilizadas pelas
comunidades e que, algumas extracdes de ervas parecem manter um equilibrio
entre a exploracdo e a regeneracdo. Outras sdo depredadoras, como a extragao de

madeiras para carvao e posterior formagdo de pastagem ou culturas, ou ainda a



extracdo de frutos, que merece um estudo mais aprofundado sobre possiveis
efeitos predatorios.

Gomes (1998) menciona que € necessdrio haver maior integracio entre
organismos de pesquisas e industrias, objetivando ndo s6 estudos dos
componentes quimicos da matéria-prima, mas também o levantamento de
problemas relacionados a garantia da manutencgdo da espécie.

Por outro lado, Rantam & Boyle (2000) e Bawa & Krugman (1994)
argumentam que a exploracdo sustentada de florestas nativas necessita de
estimativas confidveis de pardmetros demograficos e genéticos que permitam a

manutencao no espago e no tempo das espécies exploradas.

2.5 Diversidade genética

O sucesso de programas de conservagdo e melhoramento genético
depende diretamente dos niveis de variabilidade genética das populagcdes de
interesse, pois somente a partir da variabilidade é possivel que se selecione os
genGtipos de interesse.

Uma populacio pode ser definida, de um ponto de vista genético, por
um grupo de individuos da mesma espécie, que se cruzam, possuindo, por isso,
propriedades comuns, ocupando o mesmo espaco, bem como tendo continuidade
no tempo. A troca de alelos que ocorre entre os seus membros e a transmissao
deles de uma geracdo para outra sdo os aspectos mais importantes na defini¢ao
de “populacdo”. Portanto, um reservatdrio ou conjunto génico (‘“pool génico”) se
constitui de toda informacao contida num grupo de individuos que se cruzam e é
reconstituido a cada geracdo (Mettler e Gregg, 1973).

Segundo Dias & Kageyama (1991), em nivel molecular, a variabilidade

genética natural manifesta-se em individuos dentro de populagdo, em populagdes



dentro de espécie, a nivel de espécie e a nivel de ecossistema. A estrutura
genética das populagdes envolve o conhecimento dos niveis de variabilidade
genética e de sua distribuicdo entre e dentro de populacdes, sendo este
conhecimento muito importante por permitir a ado¢do de estratégias de manejo
mais adequadas para a conservacdo genética e também na exploragdo desta
variabilidade em melhoramento vegetal.

Segundo Hamrick & Murawski (1991), a magnitude da variabilidade
isoenzimatica dentro de populacdes de plantas € influenciada por fatores
ecoldgicos e da histdria vital das espécies, assim como pela histdria recente das
populagdes (Brown, 1979; Loveless e Hamrick, 1984; Hamrick e Godt, 1989;
Oliveira, 2000). Por exemplo, as popula¢des que t€m sido pequenas por varias
geragdes, ou que atravessaram uma série de gargalos genéticos, podem ter uma
menor variabilidade genética do que aquelas populacdes que sdo grandes e
estdveis por vdrias geragcoes (Nei et al., 1975; Karron, 1987 et al., 1988). Nei, et
al., (1975) apontam que, com a deriva genética, o nimero médio de alelos por
loco diminui, porque a probabilidade de um alelo raro ocorrer em uma
populacdo fundadora diminui com o tamanho da populagao.

Um fator que deve ser levado em consideracio nos estudos
populacionais refere-se ao procedimento de amostragem a ser adotado. Ha
discussdes na literatura sobre o nimero minimo de locos necessérios para se
gerar estimativas aceitdveis quanto a variacdo genética. Lewontin (1974) € da
opinido de que estudos com menos de 18 locos sdo de valor questiondvel.
Segundo Powell (1975), outros autores nio tém incluido estudos em que menos
de 10 locos tenham sido utilizados. Outros critérios que sdo freqiientemente
aplicados relacionam-se ao nimero de populagdes por espécie e ao nimero de
individuos por populagdo (Hamrick, 1979).

Uma vez que individuos, e ndo gendtipos de um tnico loco sdo

produzidos por eventos de cruzamentos e, ou endogamia, torna-se mais intuitivo



0 uso de vdrios locos polimérficos simultdneos para o exame do sistema
reprodutivo.

Dado que o esfor¢o experimental total, ou o custo, é limitado, existe
uma escolha, entfo, entre amostrar um grande nimero de locos para um niimero
restrito de individuos e amostrar um grande nimero de individuos para poucos
locos. A méxima eficiéncia para estimar a taxa de cruzamento em plantas
predominantemente endogamicas, nas quais o equilibrio é comum (Brown,
1979), déa-se a partir de grandes amostras com poucos locos polimérficos. Em
contraste, em plantas predominantemente alogdmicas, mais locos devem ser
amostrados em detrimento do tamanho de amostras de individuos, para aumentar
a eficiéncia estatistica. O primeiro procedimento aumentard a precisdo da
estimativa de cruzamento em uma populagdo pelo registro de mais zigotos,
enquanto o segundo aumenta a precisdo pelo aumento da probabilidade de
detectar geneticamente cada evento de alocruzamento (Shaw e Brown, 1982).

Aumentar o nimero de enzimas freqiientemente exige o uso de sistemas
tampdes adicionais para se obter uma resolucdo adequada, e isso envolvem
tempo adicional, trabalho e despesas. E, contrapartida, uma vez que os sistemas
tampdes para certas enzimas ji tenham sido determinados para um grupo de
plantas, é relativamente simples o exame de um grande nimero delas. Como
conseqiiéncia, a maioria dos estudos sistemdticos utilizando eletroforese &
provavelmente deficiente no nimero de enzimas, ao invés de ser em nimero de
plantas examinadas (Crawford, 1983,1990).

Para a realizacdo do estudo da variabilidade genética em populacdes
naturais, sdo necessdrias duas etapas fundamentais: a primeira é descrever os
niveis de variabilidade genética mantida dentro das populacdes de espécies; a
segunda € descrever o caminho pela qual a variabilidade genética € distribuida

entre e dentro de populagdes (Loveless e Hamrick, 1987; Kageyama, 1987).



A caracterizacdo da variabilidade genética dentro de populagdes ¢é

efetuada a partir de medidas de diversidade intrapopulacionais, como: a

porcentagem de locos polimoérficos (f’ ); o nimero médio de alelos observados
(A); a heterozigose média esperada (H,) por loco e a heterozigose média

observada (I‘AI o).

2.6 Técnicas para estudo da diversidade genética

O conceito de diversidade segundo Nei (1973), € associado a
variabilidade genética existente em uma dada espécie, sendo a heterozigosidade
esperada a medida para quantificar esta diversidade. A quantificacio da
diversidade pode ser feita utilizando véarios marcadores morfoldgicos,
fisiol6gicos, bioquimicos ou moleculares.

Isoenzimas s@o as diferentes formas bioquimicas de uma enzima, com
uma mesma especificidade de substrato, que podem ser identificadas por
migracdo e coloracdo em gel. Podem ser controlados por um ou vdérios alelos
situados em um mesmo loco, ou em diferentes locos (Alfenas et al., 1991).

A eletroforese de isoenzimas revelou uma nova fonte de marcadores
genéticos capazes de identificar individuos homozigéticos e heterozigdticos.
Esta técnica contribuiu para avancos expressivos na drea da genética de
populacdes, revelando uma quantidade significativa de variacdo nos mais
diferentes organismos (Pinto et al., 2001). A rapidez e simplicidade da técnica
aliada ao seu baixo custo em relacido aos marcadores baseados em polimorfismo
de DNA fazem com que esse marcador continue a ser utilizado para responder

as diversas perguntas que a genética impoe.



A estrutura genética de populagdes, a partir de dados enziméticos, pode
ser caracterizada utilizando trés metodologias distintas: andlise de variincia de
freqiiéncias alélicas (Vencovsky, 1992; Weir, 1996), estimativas da diversidade
genética de Nei (1973, 1978) e estatistica F' de Wright (Wright, 1965). A anélise
da varidncia fornece a distribui¢do da variabilidade genética em diversos niveis
hierdrquicos. A diversidade genética de Nei fornece a propor¢do da variabilidade
genética contida entre e dentro das populagdes, e a estatistica F fornece os
indices de fixagcdo alélicas do total de populacdes, média dentro e entre
populagdes, ou seja, fornece a probabilidade de dois genes tirados ao acaso, de
diferentes niveis populacionais, serem idénticos por descendéncia.

A estatistica F tem sido utilizada para quantificar a estrutura genética de
populacdes por fornecer os niveis de fixacdo alélica dentro das populacdes ( £7s )

entre populagdes (ﬁST) e total das populagdes (ﬁlT ). Além disso, esta
estatistica também infere sobre a aderéncia das populagdes ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). Valores de F iguais a zero indicam que os genotipos
da populagdo se encontram em EHW. Valores de F maiores que zero indicam
excesso de homozigotos, e valores menores que zero indicam excesso de

heterozigotos.

2.7 Fluxo génico

Fluxo génico, por defini¢do, inclui o movimento dos gametas, sementes,
individuos ou grupos de individuos e a recolonizacdo de populagdes inteiras
(Slatkin, 1981). Pode-se dizer que é a entrada ou saida recorrente de genes de
uma populagdo por migracdo. O fluxo génico tem o efeito de homogeneizar a
composi¢cdo genética, de modo que se ele for o Unico fator operante, todas as

populagdes irdo convergir para uma mesma freqiiéncia alélica (Futuyma, 1992).



A movimentacio de alelos entre e dentro populacdes naturais € resultado
de dispersdao dos propdgulos, bem como dos efeitos da selecdo natural,
associados a dinamica demografica (Reis, 1996). Neste contexto, Kageyama
(1986) ressalta que a dispersdo de pdlen e de sementes determina o fluxo génico
entre e dentro de populagdes, influenciando diretamente a estrutura genética das
populagdes.

O fluxo génico estd entre os eventos que melhor caracterizam a
dindmica da movimentacdo de alelos em populacdes naturais, pois implica na
quantificacdo deste movimento entre populacdes, bem como na caracterizagio
dos mecanismos envolvidos (Reis, 1996). De acordo com Martins (1987), o
fluxo génico € importante entre os diversos mecanismos microevolutivos, por
suas implicacdes na estrutura genética de populacdes, tanto entre como dentro,
pois condiciona a natureza e o nivel de variabilidade dessas populacdes e precisa
ser considerado no estabelecimento e manejo de reservas genéticas. Slatkin
(1981) sugere que as espécies com alto fluxo génico desenvolvem-se como uma
unidade panmitica, enquanto que a selecdo e a deriva podem ser bastante
importantes em espécies que apresentem baixo fluxo génico.

Entretanto, Wright (1931) ressalta que o fluxo génico deve exceder um

determinado nivel para evitar substancial diferenciacdo genética devida a deriva.

Na teoria, populagdes locais irdo divergir por deriva se o fluxo génico (Nm) a
partir de uma populacio fonte ou unidade panmitica for menor que 1 migrante
por geragdo.

Futuyma (1992) descreve quatro modelos para explicar como o fluxo
génico atua em metapopulacdes: i) continente-ilha que € representacdo mais
simples do processo de colonizacdo. Ele baseia-se no modelo de migracdo de
ilhas de Wright (1940) e assume migracdo unidirecional de uma fonte
relativamente grande, com uma freqiiéncia alélica fixada para coldnias pequenas

isoladas ou ilhas. Pode ser aplicado para populacdes de plantas que envolvem



dispersdo a longas distancias e sdo particularmente relevantes para a distribui¢io
de plantas colonizadoras (Barrett & Husband, 1989); ii) no modelo de ilhas a
migracdo ocorre entre subpopulacdes. Ao contrario do modelo “continente-ilha”,
a migragdo é multidirecional porque as subpopulagdes sdo consideradas com o
mesmo tamanho efetivo, iii) alpondras ("stepping-stone") no qual cada
populagdo recebe migrantes somente de popula¢des vizinhas. No modelo de
“alpondras” (Kimura & Weiss, 1964), ha a predicao de que quando a migragdo é
restrita dessa forma, as populacdes divergirdo e a correlacdo entre populagdes
diminuird com as distdncias que as separam (Barrett & Husband, 1989) e iv)
modelo de isolamento por distincia, no qual o fluxo génico ocorre localmente
entre vizinhos, em uma populagdo de distribuicdo continua. Na maioria dos
casos, os imigrantes, em grande parte, vém de grupos vizinhos, havendo um

maior ou menor grau de isolamento pela distancia (Wright, 1969).

2.8 Distribuicio espacial dos genétipos

O conhecimento e entendimento da estrutura genética espacial ao nivel
populacional s@o cruciais para o manejo e conservacdo dos recursos genéticos
(Kevin et al., 2004), pois a presenca de estruturagdo genética pode influenciar
padrdes reprodutivos e evolutivos. Além disso, tal conhecimento ¢é de
fundamental importancia para o estabelecimento de estratégias de amostragem
em populacdes naturais, seja para fins de conservagdo ou melhoramento
genético (Miyamoto et al., 2002).

Diversos processos evolutivos e ecoldgicos, como a dispersdo de
sementes, a competi¢do inter e intraespecifica e a heterogeneidade do ambiente
podem afetar os padrdes de distribuicdo espacial dos individuos dentro de uma

populagao (Kevin et al., 2004). Em adi¢do aos processos ecoldgicos e



evolutivos, a estrutura genética espacial dentro das populagdes também pode
afetar os padrdes de distribuicdo espacial, pela dispersdo limitada de pdlen e
sementes, deriva genética local, endogamia e selecdo favorecendo o mesmo ou
diferentes genétipos (Heywood, 1991; Epperson, 1995). Epperson & Allard
(1989) consideram que a estrutura espacial dos gendtipos em populagdes € parte
integrante dos processos genéticos populacionais. De acordo com Sokal &
Menozzi (1982), a estruturagdo espacial dos gendtipos pode servir como
indicativo de processos como migracgdo, fluxo génico, deriva genética e sele¢ao
e ainda, influenciar a dinadmica da endogamia biparental e depressdo endogamica
(Setsuko et al., 2004). A existéncia de estrutura genética espacial positiva, ou
seja, de individuos aparentados localizados préximos dentro das populagdes,
pode indicar ainda a ocorréncia de cruzamentos endogdmicos (Sebbenn, 1997).
A estrutura genética espacial, ou seja, a maneira como o0s genotipos
estdo distribuidos espacialmente numa populagcdo pode ser investigada utilizando
a andlise de autocorrelagdo espacial. Os métodos de autocorrelacdo foram
desenvolvidos no inicio dos anos 50 (Moran, 1950 citado por Robinson, 1998) e
estendidos para a biologia por Sokal & Oden (1978), podendo ser aplicados a
genética como um procedimento exploratério (Robinson, 1998), procurando
explicar padrdoes de heterogeneidade genética. Legendre (1993) define a
autocorrelacio espacial como a propriedade de varidveis assumirem valores, em
pares de localidades separadas por certa distdncia, mais similares
(autocorrelacdo positiva) ou menos similares (autocorrelacdo negativa) do que
seria esperado pela associacdo aleatdria dos pares observados. A andlise de
autocorrelagdo espacial compreende um conjunto de procedimentos estatisticos
delineados para detectar e quantificar a dependéncia em uma varidvel baseada
em valores amostrados de localidades multiplas mapeadas em um espago

geografico (Heywood, 1991).



Em estudos de genética populacional, utilizando-se as freqiiéncias
alélicas, a autocorrelacdo espacial é usualmente mensurada pelo indice 1 de
Moran (Epperson & Chung, 2001; Lacerda & Kageyama, 2003; Kevin et al.,
2004). Os valores da varidvel devem ser correlacionados com pares de pontos
em um plano; no entanto, nem todos os pares de pontos serdo relacionados, mas
apenas aqueles considerados vizinhos (Sokal & Oden, 1978). Entre os métodos
mais freqiientemente utilizados para conectar os pares de localidades amostrais
vizinhas, estdo o algoritmo do vizinho mais préximo e a conexdo de Gabriel
(Sokal & Oden, 1978; Heywood, 1991).

A estrutura espacial dos gendtipos também pode ser analisada a partir de
estimativas de coeficientes de parentesco ou coeficientes de coancestralidade,
baseados na probabilidade de identidade dos alelos em dois genes homdlogos
amostrados da mesma maneira. As estimativas de coancestria sdo definidas
como probabilidade de identidade por descendéncia entre alelos (Ritland, 1996).

A partir de dados de marcadores genéticos estima-se uma ‘“‘coancestria
relativa” que pode ser definida como a razdo de diferencas de probabilidades de
identidade por estado (Rousset, 2002). O indice I de Moran tem sido utilizado
amplamente no estudo da distribuicdo espacial dos gendtipos, mas,
recentemente, muitos autores t€ém empregado os coeficientes de coancestralidade
para analisar as estrutura genética espacial de espécies arboreas (Loiselle et al.,
1995; Miyamoto et al., 2002; Ruggiero et al., 2005).

Em uma populacio existem limita¢des fisicas que podem dificultar os
cruzamentos aleatdrios, devendo haver maior probabilidade de cruzamentos
entre individuos mais préximos, o que por sua vez pode levar a formacdo de
grupos, estruturando a populacdo (Futuyma, 1992). Estudos sobre a estrutura
intrapopulacional de espécies arbéreas t€ém demonstrado que a distribuicao de
alelos e gendtipos ndo € aleatéria dentro das populacdes. A existéncia de

estruturagdo genética espacial foi observada em populagdes de Ocotea odorifera



(Kageyama et al., 2003b), de Eschweilera ovata (Gusson, 2003), de Shorea
leprosula e Shorea ovalis (Kevin et al., 2004) e de Cryptocarya moschata
(Moraes et al., 2004). Por outro lado, ha trabalhos envolvendo espécies arbdreas
tropicais que constataram a auséncia de estruturacdo genética espacial, como em
Platypodium elegans (Hamrick et al., 1993), Genipa americana (Sebbenn,
1997), Chorisia speciosa (Souza, 1997), Cedrela fissilis (Pévoa, 2002),
Caryocar brasiliense (Melo Junior, 2003) e Myracrodruon urundeuva (Lacerda

& Kageyama, 2003).

2.9 Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo da populacio (1\7 ) representa o tamanho de uma
populacdo, ou vizinhanga que sofre 0 mesmo declinio de variincia genética por
endogamia ou deriva, como aquele de uma referencial idealizada, panmitica, de
tamanho N (Crow e Kimura, 1970; Lande, 1988). O conceito e a teoria
matematica do tamanho efetivo foram desenvolvidos por Wright (1931) e Fisher
(1941), a partir de estudos do efeito de deriva genética ao acaso sobre as
freqiiéncias de genes atribuidos a pequenas populagdes.

O tamanho efetivo é tomado como medida de representatividade
genética da amostra de individuos e € um importante parametro em genética
quantitativa e de populagdes, porque as taxas de deriva genética e de endogamia
sdo mensuradas (Vencovsky, 1987). Este parametro depende principalmente dos
niveis de endogamia e parentesco existentes na amostra, sendo que quanto
maiores estes niveis, menor serd a representatividade genética da amostra
(Vencovsky, 1987). O tamanho efetivo populacional incorpora um fator
histérico: uma populacdo com um nimero grande de individuos originados hd

poucas geragdes de um nimero pequeno de ancestrais, terd um tamanho efetivo



populacional menor do que populagdes que permaneceram demograficamente
estdveis hd muito tempo. A diminui¢do do tamanho efetivo populacional é um
dos principais responsdveis pela perda de variabilidade em populagdes
ameacadas de extingdo. O nimero minimo de individuos que se reproduziram
durante um periodo do estrangulamento demografico define a probabilidade de
perda de alelos por deriva genética. Os alelos perdidos sé podem ser recuperados
por mutacdo ou, a partir de outras populagdes, por imigragcdo (Solé-Cava, 2001).

O tamanho efetivo pode ser estimado para vdrias situagcdes, como por
exemplo, para uma populacio de plantas adultas, uma populagdo estruturada em

progénies, vdrias populacdes, populagdes em vdrias regides, acessos de um

banco de germoplasma etc. O importante na estimativa de V. é que a populagio
de referéncia esteja bem definida (Sebbenn, 2001).
O tamanho efetivo de populacdo influencia diretamente na manutengdo

da estrutura genética de uma populacio ao longo das geragdes. Neste sentido, o

A

N.é de grande importancia para delimitar a 4rea minima vidvel para

conservagdo in situ de uma espécie (Sebben, 1997). Além disso, o conhecimento

A

do N, pode contemplar também os planos de conservagio ex-situ, pois a coleta

de sementes para colecdes de germoplasma pode ser feita de maneira a se

A

capturar o maximo de representatividade genética, ou seja, o maximo N, e a
partir deste pardmetro propiciar a manutencdo das populagdes por longo tempo

nos bancos de germoplasma.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao dos locais de estudo

O material para estudo foi obtido a partir da coleta em trés populacgdes
naturais de D. mollis, localizadas no municipio de Jequitai, norte do estado de
Minas Gerais (Figura 1). As populagdes apresentam um distanciamento entre si
variando de 5 a 16 km.

O primeiro local de estudo, estd localizado na Fazenda Vargem da Cruz,
aqui denominada popula¢do Vargem da Cruz, com altitude média de 541 m, nas
coordenadas UTM 23 K 553 301 e 810 1009 e corresponde a uma area de
extrativismo da D. mollis. Este local encontra-se as margens do Rio Jequitai,
afluente do Sdo Francisco. Segundo a descricdo de antigos moradores e
catadores de fava, a 4rea era coberta por vegetacdo de cerrado sensu stricto
(IBGE, 1993). Atualmente apresenta-se altamente antropizada e, devido a
expansdo das dreas de pastagens, os individuos remanescentes de D. mollis ainda
se encontram na drea devido ao grande interesse pela coleta de seu fruto. A
coleta € realizada pelo proprietério e pelos moradores meeiros e outros catadores
da regido. Segundo andlise de solos realizadas pelo Laboratério de Andlise
Quimica de Solos da UFLA, os solos possuem classe de textura média,
apresentando maior concentracdo de areia e média concentracdo de matéria
organica.

A segunda populacdo encontra-se na Fazenda Campina Verde, inserida
nas coordenadas 23 K 563 196 e 809 7172 e com 530 m de altitude. Essa area
sofre forte exploracdo da vegetacdo, principalmente para a producdo do carvao
vegetal. Os moradores, assim como na populacio Vargem da Cruz, fazem o
corte seletivo, deixando individuos de fava para a coleta. Apesar do corte ser

seletivo para a carvoaria, percebeu-se no campo varios individuos de D. mollis



cortados. Segundo os carvoeiros, eles ndo sdo orientados pelos 6rgdos locais
competentes para manejar o cerrado para a fabricacdo de carvao. Assim como na
populagao Vargem da Cruz, os solos possuem classe de textura média,
apresentando maior concentracdo de areia e média concentracdo de matéria
organica.

A terceira populagdo denomina-se Pau de Fruta, estd inserida na
coordenada geografica UTM 23 K 567 723 e 809 5746, localiza-se em uma
chapada e alcanga altitude de cerca de 760 m. A 4rea € de dificil acesso, com
elevadas altitudes, é uma regiao divisora de dguas, permanece com vegetacio
remanescente de Cerrado, em sua formacao original sensu strictu (IBGE, 1993),
ainda pouco explorada. Isto permite que as populagdes naturais de D. mollis se
mantenham mais protegidas na regido pelo extrativismo local. Os solos possuem
classe de textura média, apresentando maior concentracdo de aréia, porém,
difere-se as outras duas populacdes devido a baixa concentracdo de matéria
organica.

As populagdes analisadas encontram-se em altitudes variando entre
530m a 760m. As distancias geogréficas entre as trés populagdes, variam entre

S5km a 16km, conforme a Tabela 1.

TABELA 1. Altitude e distancia geografica em kilometros entre as populacdes de
Dimorphandra mollis Benth analisadas, localizadas no municipio

de Jequitai, Minas Gerais.

Populagdes ~ Vargem da Cruz Campina Verde Pau de Fruta Altitude (m)

Vargem da Cruz - 541
Campina Verde 11,33 - 530
Pau de Fruta 16,20 5,42 - 760




Municipio de Jequitai:
W%;M

curvas de nivel

Vargem da Cruz
23 K 553301
8101009

ampina Verde
23 K 563196
8097172

“\_  Curvas de Nivel
™ —" S— ] //\// Estradas Principais

FIGURA 1. Localizacdo das populagcdes de Dimorphandra mollis Benth. no

Municipio de Jequitai - Minas Gerais.



3.2 Caracterizacao genética dos individuos

Em cada uma das popula¢des foram amostrados, ao acaso, 60 individuos
por populacdo com uma distdncia minima de 50m entre cada um. Todas as
arvores foram plaqueteadas, identificadas no caule com nimero correspondente.
Além disso, todos os individuos foram georeferenciados com aparelho de GPS,
para posterior andlise de autocorrelagio espacial.

Para andlise da estrutura genética e indices de diversidade, coletaram-se
amostras foliares de plantas adultas. As amostras foram colocadas em saco
plastico, identificadas e acondicionadas em caixa térmica com gelo para
transporte até o laboratdrio, onde foi armazenado a -75 °C.

A coleta foi realizada em duas épocas, a primeira em maio e a segunda
em agosto, no ano de 2004. A extracdo das enzimas foi realizada no Laborat6rio
de Melhoramento Florestal e Recursos Genéticos do Departamento de Ciéncias

Florestais da UFLA.

3.3 Extracao das enzimas

Para propor¢do de material vegetal e solugcdo extratora, Alfenas (1998)
sugere a proporcdo de 1 g de tecido para cada 2 a 3 mL de solucdo. Entretanto,
devido aos resultados satisfatérios alcancados na resolucdo da maioria das
enzimas testadas, utilizou-se a propor¢ao de 0,35g de material vegetal para 1,75
mL de solugdo extratora. Apds a maceracio, o produto foi centrifugado a 12.000
rpm a 4°C por 15 minutos, 40 pL do sobrenadante foi aplicado nas canaletas dos
géis, composto pelo gel de concentracio (4,5%) e de separacdo (12,5%).

A eletroforese foi conduzida em cuba vertical, utilizando-se géis de
poliacrilamida como suporte, procedeu-se, entdo, a aplicacdo de corrente elétrica

proporcionando a migragdo das isoenzimas. A corrente elétrica aplicada era



constante (10 mA em cada gel) e o tempo médio de corrida foi de trés horas e
meia. Apds a corrida eletroforética, foram feitas revelagdes de acordo com o
sistema enzimdtico, segundo metodologia de Brune et al. (1998). A identifica¢ao
dos locos e dos alelos foi feita a partir da regido mais catédica para a mais
anddica. Assim, em um sistema enzimitico em que dois fragmentos sdo
identificados, aquele com maior migracao recebeu a denominacdo de alelo-1 e o
outro de alelo-2. Da mesma forma, foram identificados os locos presentes em
cada sistema enzimtico.

A interpretacdo de cada sistema enzimatico foi realizada seguindo os
padrdes descritos em trabalhos do género (Alfenas, 1998; Kephart, 1990; Soltis
& Soltis, 1989). Foram testados 15 sistemas enzimdaticos, os quais estdo listados
na Tabela 2, e dentre estes, foram selecionados aqueles que apresentaram

melhores padrdes enzimadticos para interpretagao.

TABELA 2. Sistemas enzimadticos testados em Dimorphandra mollis Benth.

Sistema Enzimdtico Sigla EC*
0, esterase o-EST 3.01.01.01
B esterase B-EST 3.01.01.01
B-galactose desidrogenase GLDH 1.01.01.48
Alcool desidrogenase ADH 1.01.01.01
Enzima madlica ME 1.01.01.40
Fosfatase 4cida ACP 3.01.03.02
Glucose desidrogenase GDH 1.01.01.47
Glutamato oxaloacetato trasaminase GOT 2.06.01.01
Glutamato desidrogenase GTDH 1.04.01.03
Isocitrato desidrogenase IDH 1.01.01.42
Leucina aminopeptidase LAP 3.04.11.01
Malato desidrogenase MDH 1.01.01.37
Peroxidase PO 1.11.01.07
Sorbitol desidrogenase SDH 1.01.01.14
Xiquimato desidrogenase SKDH 1.01.01.25

*EC - Enzyme Comission.



3.4 Analise dos dados isoenzimaticos

A interpretacdo dos zimogramas permitiu a determinagdo dos gendtipos

de cada individuo, possibilitando a estimativa de véarios parametros genéticos.

3.4.1 Variacio genética intrapopulacional

A variagdo genética de cada populagdo foi caracterizada pela estimativa
das freqiiéncias alélicas e dos indices de diversidade. As freqii€ncias alélicas
descrevem a variagdo para cada loco e suas estimativas foram obtidas pelo

software BIOSYS 2 (Swofford & Selander, 1997), por meio da contagem direta
do ndmero de alelos por loco, dividido pelo nimero de alelos no loco: f’u =

ng/n.;, sendo Pyj a freqiiéncia do alelo i na populagdo j, n; o nimero de
ocorréncia do alelo i na populacdo j e n.; o nimero total de alelos amostrados na
populagao j.

Para a determinacdo da similaridade entre freqii€ncias alélicas dentro de
um mesmo loco (ou equidade génica), consideraram-se como similares dois

alelos que apresentam freqiiéncia entre 0,350 e 0,650 (Frankel et al., 1995).

3.4.2 Indices de diversidade genética

A partir das freqii€ncias alélicas foram obtidos os seguintes indices de
diversidade genética: heterozigose média observada (F,), heterozigose média

esperada (H,) de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, niimero médio de

alelos por loco (A) e porcentagem de locos polimdrficos (16 ). Esses indices
foram obtidos utilizando o software BIOSYS 2 (Swofford & Selander, 1997),
com exce¢do do indice de fixacdo de Wright, obtido com o auxilio do software

Genetic Data Analysis - GDA (Lewis & Zaykin, 2000).



A heterozigose média observada (H,) para cada loco foi obtida pela
razdo entre o nimero total de heterozigotos e o niimero de individuos. Para se
obter a heterozigose média observada (H,), as propor¢des obtidas para cada loco
foram somadas e divididas pelo nimero total de locos polimérficos: H, = 1 -
XP;, em que P; € a freqiiéncia dos gendtipos homozigotos.

A heterozigose média esperada (H,) para cada loco em uma dada
populagdo, foi obtida a partir das freqiiéncias alélicas, segundo freqii€ncias
genotipicas esperadas conforme equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com

Nei (1987). A heterozigose média esperada foi obtida pela média aritmética

entre todos os locos polimérficos analisados: H,=2nZ ﬁiZ )Y(2n -1),emquen é

p T ~ ~ D2 A
o niimero de individuos amostrados na populagio em questdo e 5 a fregiiéncia

alélica estimada do 1-ésimo alelo.

Dessa forma, a porcentagem de locos polimérficos (13) foi obtida pela
média aritmética do nimero de locos polimérficos pelo nimero total de locos.
Um loco é considerado polimérfico quando a freqiiéncia de seu alelo mais
comum ndo ultrapassar 0,99. O critério utilizado para locos polimérficos foi o
sugerido por Nei (1987) para amostras superiores a 50 individuos, utilizou-se

0,95.

O nimero médio de alelos por loco (121) em cada populacao foi obtido
pela divisao do nimero total de alelos pelo ntimero total de locos.

O parametro utilizado para medir o grau de fixagao génica resultante da
endogamia € o coeficiente F de Wright (1931), definido como a correlacio entre

os alelos nos gametas que formam um zigoto. Estes foram obtidos dos locos e da

média entre locos a partir das seguintes relagdes: ]Af =1-H/H, (locos) e f =1

A

- YH,/XH, (média entre locos), sendo [ a estimativa do indice de fixacdo de



Wright; H, a estimativa da heterozigosidade observada e H, a estimativa da

heterozigosidade esperada.

3.4.3 Estrutura genética das populacoes

A estrutura genética foi abordada a partir dos coeficientes de
coancestralidade de Cockerham. Esta metodologia permite a avaliagdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquia, além de calcular as estimativas
com correcdo para tamanho populacional finito. Os coeficientes de
coancestralidade sdo obtidos a partir da decomposicio dos componentes de
variacdo da andlise de variancia das freqii€ncias alélicas. Como este modelo
considera o processo amostral nas estimativas dos parametros, a andlise de
variancia apresenta uma precisdo maior (Reis, 1996; Sebbenn, 1997).

A analise de variincia, considerando os individuos adultos, baseou-se no
seguinte modelo hierdrquico de dois niveis: Yii = 1L + py + aj(k) + gi(jk), em que:
Yii« € afreqiiéncia (0 ou 1) do alelo i do individuo j da populag@o k; 1 € a média
geral; px é o efeito da populagdo k; aj(k) o efeito do individuo j dentro da
populacgdo k; gi(jk) o efeito do alelo i dentro do individuo j dentro da populacao
k.

As estimativas dos componentes de variincia foram obtidas conforme a
metodologia apresentada por Weir (1996), a partir das esperancas dos quadrados

médios, demonstradas na Tabela 3, da seguinte maneira:



TABELA 3. Esquema de andlise de variincia das freqiiéncias alélicas, com as
esperancas dos quadrados médios, E(QM) para os individuos de
Dimorphandra mollis Benth.

Graus de Quadrados

Fontes de variacao liberdade médios (QM) Esperancas (QM)

Entre populacdes P-1 QMp o0’ +26% + chzp
2 2

Individuos/populagdes I-P QM G +200

Alelos /Individuos/ ’

populacdes G QMo Ca

Total

n-1

Assim, os componentes de variancia foram obtidos da seguinte maneira:

N OM , - OM _OM,-OM
oL=0M, O'f=# 0'1—4 PKI - em que: K; corresponde

ao coeficiente das variancias entre populacdes.

O significado desses componentes, estimados a partir de cada alelo pode
ser definido em termos de correlacdes intraclasse, ou coeficientes de
coancestralidade, nos diferentes niveis de hierarquia. Assim, baseado em

Cockerham (1969) e Weir (1990), tem-se que:

& :,;(1_,3)(1_1%) 5 =,;(1_,;j(1_épj 5 :ﬁ(l—ﬁjéfv

+65 = pA(l_ pA) em que: P € a freqiiéncia alélica em um
determinado loco; F € o coeficiente médio de endogamia de todas as plantas

A
nas populagdes analisadas; @, a correlacdo entre as freqiiéncias alélicas de

diferentes individuos da mesma populagao;



Dessa forma, a estimativa do coeficiente de coancestralidade foi obtida a

A2

A

partir dos componentes de variancia: 0, =

)
~

A2
o

~

O coeficiente médio de endogamia de todas as plantas nas populagdes

A2 A2
e . . . . - 0 T B 0 G
( F ) foi estimado por meio da seguinte expressio: F = -
o
T

3.4.4 Aderéncia das freqiiéncias genotipicas ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW)

Com a finalidade de verificar se as freqiiéncias genotipicas observadas
em cada loco polimérfico de cada populagdo sofria desvios em relagdo as
freqiiéncias esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg, aplicou-se um teste
de Fisher utilizando-se o programa BIOSYS 2 (Swofford e Selander, 1997).

Em fun¢do do ndmero amostral utilizado, a verificacio das
significancias foi feita por meio do teste exato de Fisher, por ser este menos
restritivo em relacdo as freqiiéncias alélicas (Siegel, 1956). Os testes exatos sdo
geralmente usados para tamanhos amostrais pequenos, quando hd uma maior
chance de ter nimeros esperados pequenos no teste qui-quadrado (Weir, 1996).
Mesmo em amostras moderadamente grandes, a existéncia de trés alelos raros no
loco resulta em niimeros esperados pequenos e, nesses casos, 0s teste exatos sao

preferiveis.



3.5 Estimativa do fluxo génico populacional

A movimentacdo de alelos de uma populagdo para a outra tem sido
caracterizada pelo fluxo génico (Slatkin, 1985). Em plantas, o fluxo génico
ocorre através do movimento dos graos de pdlen e/ou sementes. Sendo que
quando realizado via pdlen, o fluxo génico depende do movimento do grio até o
estigma receptivo (fluxo génico potencial) e eventos pds-polinizacdo que afetam
a fertilizacao (Levin e Kerster, 1974).

As estimativas de fluxo génico entre as populacdes basearam-se na

metodologia proposta por Wright (1951), que considera a quantidade de
migrantes (Nm) e a divergéncia genética entre populagdes (ﬁsr ). Utilizou-se a

equacdo proposta por Crow & Aoki (1984): Nm = 1/4a 1/ ﬁsr - 1), sendo
o=(n/(n-1))* e n o niimero de populagdes.

No entanto, Cockerham & Weir (1993) consideram que o emprego do
0, como estimador da divergéncia entre populacdes é mais adequado e por isso

ele foi utilizado, ao invés do Fsr .

No caso do modelo de ilhas o Nm mede o nimero de gametas que se

movem, enquanto que nos modelos continuos, como o isolamento por distancia,
utiliza-se o N » que representa o tamanho de vizinhanga ou a drea onde ocorre
panmixia. A partir da estimativa de Nm , calculou-se o valor de N b, conforme
férmula proposta por Slatkin & Barton (1989), a saber: Nh =2n.Nm. O Nh

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

caracteristicas da populagdo (Eguiarte et al., 1993; Slatkin & Barton, 1989).

Adicionalmente, a matriz de distdncia genética (‘9 p) foi comparada com
a matriz de distancia geogrifica pelo teste de Mantel (Manly, 1997). O valor Z

de Mantel € dado por: Z = nX;;-;X;;Y;;, sendo que X;; e Y;; sdo 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 aleatdrias para testar a significancia das

correlagdes matriciais.

3.6 Estimativa do tamanho efetivo populacional

Para o célculo do estimador do tamanho efetivo das populacdes, foram
utilizados métodos baseados em varidncia das freqiiéncias alélicas, para

individuos adultos de uma simples populacio, conforme Vencovsky (1992):

A

Estimativa do N, para individuos adultos de uma simples populagio:

A N ~

N, =n/1 + f, sendo n o nimero de plantas adultas e / o coeficiente de

endogamia intrapopulacional.

A

Estimativa do N, para vérias populagdes: N e =059, (1+C,p - 1/n) +

A

1+F /2n, sendo 0 p o coeficiente de coancestralidade relativo a populagdes, p o

nimero de populacdes avaliadas, n o niimero total de individuos avaliados nas

populacdes, C, o quadrado do coeficiente de variagdo do nimero de individuos
(n;) entre as populacdes e F o indice de fixagd@o para o conjunto das populacdes.

A distancia genética entre cada populacdo foi calculada conforme
proposto por Nei (1978), com auxilio do programa BIOSYS-2 (Swofford &
Selander, 1997), obtendo-se a estimativa ndo viesada e aplicando-a ao método

UPGMA de agrupamento, para a constru¢io do dendrograma.
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D=-Inl m em que: }XY - (Z:ZX[Y,)/r
PO ) 30 3B o ) | S

I,Z: (2"y ZY, _1)/ (Zny —I)J/ I, sendo: } - identidade genética ndo viesada,

X, - freqiiéncia do alelo i na populacdo X, Y, . freqiiéncia do alelo i na
populacdo Y, r - nimero de locos.

A populacdo minima vidvel (PMV) calculada corresponde ao nimero de
individuos necessdrios para a manutencio da integridade genética da populacio.

A diferenca (13) entre o tamanho populacional estimado para cada

populagio (N)eaPMV foi calculada por: D =DAA - (Ne( referéncia) - /( N, n)),
sendo que DA ¢ a densidade absoluta (ind.ha™") (Vieira, 2005). A é érea da

Ne( referencia) é o tamanho efetivo de referéncia, 150 ou 1.500,

populacdo (ha),
para a conservacdo a curto e longo prazo, respectivamente (Nunney &

Campbell, 1993), N ¢ € tamanho efetivo populacional e N € o tamanho amostral

de cada populagio.

3.7 Distribuicio espacial dos genétipos

A andlise da estrutura espacial dos genétipos foi realizada dentro de

cada uma das populacdes de D. mollis.

Estimou-se o coeficiente de coancestria ?xy entre pares de individuos

para 10 classes de distdncia, usando o coeficiente de coancestria proposto por

Ritland (1996). Para a estimativa 0 empregou-se o programa SPAGeDi versdao



1.1 (Hardy & Vekemans, 2003). O erro padrdo da média das estimativas foi
obtido por reamostragem jackknife entre locos e, a partir dele, foram construidos
intervalos de confianca 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 distincia utilizando-se 1.000
permutacoes.

A caracterizagdo da estrutura espacial também foi efetuada pelo Indice
de Moran, de acordo com Sokal & Oden (1978), o qual pode assumir valores
entre —1 e +1 sendo que -1 significa que os individuos pareados sdo
completamente diferentes, e o valor +1 significa que os individuos pareados sdao
idénticos. O valor zero significa auséncia de autocorrelagdo, isto &, os individuos

estdo distribuidos no espaco de forma aleatéria. O indice de Moran € calculado

A

para uma dada classe de distincia ¥4. Para cada alelo, o indice 1 ¢ € calculado
da seguinte forma: I = [nXy wia; - a)(a; - @)l/[WXda; - d)z], para dados
categorizados e para um determinado alelo, sendo n o nimero de individuos
utilizados na andlise, w;; os pesos utilizados na comparagdo dos pontos, a; 0
valor dado ao individuo i (a; =1; 0,5 ou 0), g; o valor dado ao individuo j (a; = 1;
0,5 ou 0), @ o valor médio obtido dos individuos analisados e w = X;w;; a soma
das entradas da matriz dos pesos.

Os valores estimados do indice I de Moran foram usados para testar a

significancia dos desvios dos valores esperados, E(I)=-1/ (”_1), sobre a
hipétese de nulidade de distribuicdo aleatéria (Cliff & Ord, 1981). Para andlise
de autocorrelacdo espacial utilizou-se o software SGS (Degen, 2001), obtendo-
se o correlograma da média entre locos e seus respectivos intervalos de

confianca a 95% de probabilidade.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistemas enzimaticos

Nove sistemas enzimdticos foram selecionados por apresentarem locos e
alelos passiveis de interpretacdo, sendo -Galactose desidrogenase (GLDH),
Alcool desidrogenase (ADH), Fosfatase dcida (ACP), Glucose desidrogenase
(GDH), Glutamato desidrogenase (GTDH), Malato desidrogenase (MDH),
Peroxidase (PO), Sorbitol desidrogenase (SDH) e Xiquimato Desidrogenase
(SKDH) (Tabela 4).

Para D.mollis, a partir dos sistemas enzimdticos que apresentaram
melhor resolugdo para a interpretacdo, obteve-se 10 locos polimorficos,
demonstrando que a amostragem € suficiente. Todos os locos obtidos
apresentaram estrutura monomérica da enzima. Os sistemas a-Est, B-EST e
GOT, apresentaram zona de atividade, entretanto ndo apresentaram estabilidade
para interpretagdo. Os sistemas IDH, LAP e ME, ndo apresentaram zona de
atividade. O sistema PO apresentou trés alelos, porém, descartou-se um destes

devido a qualidade visual do alelo mais anddico.

TABELA 4 — Sistemas enzimdticos interpretados para Dimorphandra mollis Benth.

com seus respectivos nimeros de locos e alelos.

Sistema Enzimadtico Sigla No. Locos No. Alelos
B-Galactose desidrogenase GLDH 1 2
Alcool desidrogenase ADH 1 2
Fosfatase dcida ACP 2 4
Glucose desidrogenase GDH 1 2
Glutamato desidrogenase GTDH 1 2
Malato desidrogenase MDH 1 2
Peroxidase PO 1 2
Sorbitol desidrogenase SDH 1 2
Xiquimato desidrogenase SKDH 1 2

Total 10 20




Para a andlise da variabilidade genética de populagdes naturais de
espécies arbdreas, o nimero de locos é importante, sendo este, varidvel em
diferentes espécies. Vieira (2005) analisou 10 locos em Protium spruceanum,
Moura (2005) 21 locos em Eremanthus erythropappus, Melo Janior (2003) 10
locos polimérficos em Caryocar brasiliense, oito locos em populagdes naturais
de Eugenia desinterica (Telles, 2003) e cinco locos para Annona crassiflora,
(Telles et al., 2003). Alguns estudos com espécies florestais, utilizando
isoenzimas como marcadores moleculares, t€ém usado a partir de quatro locos
polimérficos (Telles et al., 2003; Ng et al. 2004). Entretanto, Berg & Hamrick
(1997) sugerem a utilizagdo de, no minimo, 10 locos polimérficos nas andlises.
Considerou-se que para a espécie D. mollis 10 locos foram o suficiente para

captar e demonstrar a variabilidade genética nas populacdes analisadas.

4.2 Freqiiéncias alélicas

As freqiiéncias de 20 alelos distribuidos em dez locos aloenzimaticos
foram obtidas para trés populacdes naturais de D. mollis. Esses dados de
freqiiéncias alélicas sdo base para as estimativas dos indices de diversidade
genética, bem como dos paradmetros quantificadores da estrutura genética, e
estdo dispostos na Tabela 5.

Na populacdo Campina Verde, as maiores freqiiéncias alélicas foram
verificadas em ACP-1 (Alelo 2 = 0,678), ACP-2 (Alelo 1 = 0,744), GLDH
(Alelo 2 = 0,745), na populacdo de Vargem da Cruz os locos ACP-1 (Alelo 1 =
0,750), ACP-2 (Alelo 1 = 0,774) e ADH (Alelo 2 = 0,706) e, na populacdo Pau
de Fruta as maiores freqiiéncias foram nos locos ADH (Alelo 2 = 0,646), SDH
(Alelo 2 =0,628) e SKDH (Alelo 2 = 0,627).



TABELA 5. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (N) em 10 locos

aloenzimadticos para populagdes de Dimorphandra mollis Benth.

Populagdes
Loco Alelo Campina Verde = Vargem da Cruz Pau de Fruta
1 0,322 0,75 0,385
2 0,678 0,25 0,615
ACP-1 N 45 42 48
1 0,744 0,774 0,781
2 0,256 0,226 0,219
ACP-2 N 45 42 48
1 0,359 0,294 0,354
2 0,641 0,706 0,646
ADH N 46 51 48
1 0,412 0,458 0,4
2 0,588 0,542 0,6
GDH N 51 59 50
1 0,255 0,387 0,408
2 0,745 0,613 0,592
GLDH N 47 53 49
1 0,419 0,417 0,448
2 0,581 0,583 0,552
GTDH N 43 60 48
1 0,34 0,474 0,451
2 0,66 0,526 0,549
MDH N 50 57 51
1 0,472 0,602 0,42
2 0,528 0,398 0,58
PO N 53 59 56
1 0,394 0,407 0,372
2 0,606 0,593 0,628
SDH N 47 59 43
1 0,561 0,5 0,373
2 0,439 0,5 0,627
SKDH N 49 58 51

Nas populacdes de D. mollis, alelos com alta freqii€éncia (acima de

0,650) foram presentes em poucos locos. A populagio Campina Verde



apresentou o maior nimero de alelos com alta freqiiéncia, sendo quatro alelos,
entre eles ACP-1 (Alelo 2 =0,678), ACP-2 (Alelo 1 =0,744), GLDH (Alelo 2 =
0,745) e MDH (Alelo 2 = 0,660). A populagdo Vargem da Cruz apresentou trés
alelos com alta freqiiéncia, ACP-1 (Alelol = 0,750), ACP-2 (Alelol = 0,774) e
ADH (Alelo2 = 0,706) e a populacdo Pau de Fruta apresentou apenas um alelo
com alta freqiiéncia ACP-2 (Alelo 2 = 0,781) (Tabela 5). Nas populagdes
Vargem da Cruz e Campina Verde, a espécie D. mollis é mais explorada e,
apresentaram uma maior freqiiéncia de alelos acima de 0,70. Na popula¢do Pau
de Fruta nao foram detectados alelos com freqii€éncia acima de 0,70.
Provavelmente, se a coleta dos frutos das arvores de D. mollis nas populacdes
Campina Verde a Vargem da Cruz continuar de forma desordenada, a
variabilidade genética destas populacdes poderd diminuir pelo efeito de
endogamia e de deriva genética.

Segundo as freqiiéncias alélicas (Figura 2) e, considerando similares
dois alelos que apresentam freqiiéncias entre 0,350 e 0,650, observou-se que na
populagdo Campina Verde 60% dos locos apresentam equidade génica (ou baixa
amplitude de variacdo), enquanto que, essa propor¢do € de 70% na populacio
Vargem da Cruz e de 80% na populagdo Pau de Fruta. A populacio menos

explorada, Pau de Fruta, apresenta maior amplitude de variagao.



ACP-1

mAw2
LYY

:

V Cruz Cverde Paufruta

ACP-2

! A2
0.5 O A1

B Alelo2
O Alelot

>
o
I

VCruz CVerde PauFruta
GLDH
1.5
0,5
0
VCruz CVerde PauFruta

|
o
E3

Veruz CVerde PauFruta

@
o
I

VGruz CVerde PauFruta

Ve Cverds Paufrula
GDH
15
! W Alelo2
05 O Alelot
0
VCruz CVerde  PauFruta
GTDH
1.5
1 B Alelo2
05 O Alelot
4
VCruz CVerde  PauFruta
PO
1.5
1 W Alelo2
05 O Alelot
4
VCruz CVerde  PauFruta
SKDH
1.5
1 W Alelo2
05 O Alelot
4
VCruz CVerde  PauFruta

FIGURA 2 — Grifico das freqiiéncias alélica encontradas nos 10 locos

das populagdes de Dimorphandra mollis Benth.

(eixo x: populacdes; eixo y: freqii€ncias alélicas).




Segundo Frankel et al. (1996), que conceituam a equidade génica como
aquela na qual a menor variabilidade das freqiiéncias alélicas numa espécie ¢ um
indicador de maior diversidade e, pode manter as populacdes menos susceptiveis
a fixacdo e perda de alelos quando submetidas a perturbacdes e gargalos
genéticos. Portanto, a populagdo que apresenta maior diversidade estaria mais
protegida dos efeitos de deriva do que as que tém alelos menos freqiientes e,
estariam mais susceptiveis de serem perdidos. A semelhanca nas freqiiéncias
alélicas das populagdes Campina Verde e Vargem da Cruz, juntamente com as
propor¢des similares de equidade génica, sugerem uma baixa divergéncia entre
estas populacdes e podem ser provenientes de deriva genética devido a

exploracgdo destas em relagdo a populacao Pau de Fruta.

4.3 Indices de diversidade genética

As estimativas dos indices de diversidade genética geradas pelo
programa BIOSYS-2 (1989) foram obtidas a partir das estimativas de

freqii€ncias alélicas e sdo apresentadas na Tabela 6.

O percentual de locos polimorficos (P), utilizando como critério uma
freqiiéncia de 99% para o alelo mais comum, foi de 100% nos locos detectados,
isso se deve a exclusividade dada para os locos polimérficos nas andlises. O
nimero de alelos por loco (A) foi de 2,0 em cada uma das populacdes. Esses
valores sdo préximos aos encontrados para vdrias espécies arboreas em estudos
utilizando marcadores isoenzimaticos (Bacles et al., 2004; Botrel & Carvalho,

2004; Casiva et al., 2004; Gusson et al., 2005; Vieira, 2005).
A heterozigosidade média esperada (£, ) nas populacdes de D. mollis

variou de 0,459 a 0,470 e a observada (H o) variou de 0,449 a 0,494. A baixa

ocorréncia de alelos raros e as frequéncias alélicas equitariamente distribuidas,



provavelmente contribuiram para essa alta variabilidade. Os valores de
heterozigosidade encontrados para D. mollis sdo proximos aos relatados na

literatura para espécies arbdéreas de Cerrado, como o Stryphnodendron

A A

adstringens cuja H, variou de 0,492 a 0,550 e H, variou de 0,413 a 0,440

(Souza et al., 2005), para a Annona crassiflora, a heterozigosidade observada
variou entre 0,189 e 0,460 (Telles et al., 2003). Valores superiores foram
relatados em Caryocar brasiliense, a heterozigosidade observada variou de
0,583 a 0,817 e a esperada de 0,45 a 0,530 (Melo Junior, 2003).

Em trabalhos com espécies arbéreas que ocorrem em diferentes biomas,

outros valores de heterozigosidade foram descritos como em populacdes naturais

A A

de Escweilera ovata na Amazonia, H, entre 0,332 a 0,371 e H, entre 0,354 a

0,431 (Gusson, 2003). Para Eremanthus erythropappus, em 4reas de altas

A

altitudes de Mata Atlantica, encontrou-se H , variando de 0,517 a 0,553 ¢ H,

de 0,472 a 0,488 (Moura, 2005). Em Protium sprucenum, em fragmentos em

dreas de transi¢do entre Cerrado e Mata Atlantica encontrou-se 1, de 0,333 a

A

0,630 e H, de 0,332 a 0,507 (Vieira, 2005).

Valores elevados de heterozigosidade s@o comuns em espécie com alta
densidade populacional, pois a maior densidade de individuos pode permitir
maior nimero de recombinacdes resultando em altos niveis de diversidade
genética.

Os altos valores de heterozigosidade detectados nas populagdes de D.
molli sugerem a existéncia de mecanismos seletivos atuando em favor de
heterozigotos. De modo geral, os valores de heterozigosidade, aqui obtidos, sdo
préximos aos relatados em outros trabalhos para espécies arbdreas tropicais e de
Cerrado como relatados por Sebbenn (2000), Gusson (2003), Souza et al.
(2005), Cavallari (2004) e Barreira (2005).



Os valores de heterozigosidade encontrados para D. mollis sdo
considerados altos e possibilitam a ocorréncia de um grande ndimero de novas
combinacdes genotipicas, aumentando o potencial evolutivo das espécies, pela
maior capacidade de adaptacdo as possiveis mudangas ambientais (Sebbenn et
al., 2000). Deste modo, se a exploragdao desordenada dos frutos for progressiva,
principalmente nas populagdes Campina Verde e Vargem da Cruz, esses indices
poderdo ser diminuidos comprometendo a variabilidade genética detectada nas

areas analisadas.

TABELA 6. Indices de diversidade genética em populagdes de Dimorphandra
mollis Benth., baseados em 10 locos e 20 alelos, em que A = nimero
médio de alelos por loco génico, H, = estimativa de heterozigosidade
média esperada, H, = estimativa de heterozigosidade média observada,

A

f = estimativa do indice de fixagdo de Wright.

Populagdes
Campina Verde Vargem da Cruz Pau de Fruta (3)
A 2,0 2,0 2,0
Py s 100,0 100,0 100,0
1, 0,449 (0,071) 0,494 (0,058) 0,462 (0,018)
H, 0,459 (0,014) 0,460 (0,017) 0,470 (0,014)
A 0,023 ™ -0,075™ 0,017™
f [-0,253 2 0,267] [-0,262 a 0,134] [-0,074 a 0,109]
N 60 60 60
N = Nuamero de individuos da populacdo; ( ) = erro padrdo; [ ] = intervalo de
confianca (nivel de probabilidade de 5%); Pyos = Porcentagem dos locos
polimérficos

A relacdo entre as heterozigosidades médias observadas e as esperadas

forneceu o indice de fixagdo ( f ) ndo significativo para as populagdes. Para os
individuos amostrados na populagdao Campina Verde obteve-se f de 0,023, para

Vargem da Cruz fA de -0,075, que apesar de ndo significativo, demonstra que



esta populacdo tem certa tendéncia a endogamia a longo prazo, esse indicio pode

ser influenciado por deriva genética. Para a populacdo Pau de Fruta, obteve-se

f de 0,017. Seria importante que estudos fossem feitos com proximas geragdes

para que se averiguasse se ocorre ou nido a manutencido de heterozigotos nas

populagdes e se apurasse os efeitos de deriva genética para a espécie D. mollis.

4.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O EHW tem como premissas cruzamentos aleatérios, auséncia de
mutacdo, migracdo, deriva genética, selecdo e tamanho infinito das populagdes
(Metter e Creg, 1973; Futuyma, 1992; P6voa, 2002; Melo Junior, 2003; Moura,
2005). Sob estas premissas € esperado que uma populacdo panmitica mantenha
inalteradas as frequéncias alélicas a cada gera¢do. Como nesse trabalho ndo
foram estudadas as progénies, os resultados e andlises obtidas t€ém por base os
individuos adultos. Dessa forma, foram realizadas verificagdes sobre o ajuste das
propor¢des genotipicas ao modelo EHW.

As populacdes estudadas foram submetidas a verificagdo da aderéncia
de EHW (Tabela 7). Para essa andlise, utilizou-se o teste exato de Fisher. Os
testes exatos sdo utilizados quando se t€ém tamanhos amostrais pequenos, para os
quais hd maior chance de haver nimeros esperados reduzidos, podendo ser
aplicados a amostras maiores, quando a existéncia de alelos raros leva também a
nimeros esperados pequenos (Weir, 1996). Gomes (1990) citado por Melo
Janior (2003), considera que o teste y° ndo deve ser utilizado quando a
frequéncia esperada minima for menor que 1 e quando ndo mais de 20% das
frequéncias esperadas forem menores que 5, pois o valor y* resultante serd
viesado e ndo poderd ser legitmamente comparado com os valores da

distribui¢do (Zar, 1984).



De forma geral, os locos GLDH e MDH apresentaram-se aderidos ao
EHW para as populacdes da espécie D. mollis analisadas. Na populacdo Pau de
Fruta, apenas 10 % dos locos tiveram valores significativos, percebe-se que 90%
dos locos estdo aderidos ao EHW. Provavelmente isto deve-se ao fato de que
esta populacdo € mais conservada em relacdo ao extrativismo de seus frutos.

Uma outra possibilidade € a localizacio desta populagdo que se encontra
em uma drea pouco acessivel, dificultando a presenca do extrativismo, que
diferencia o equilibrio das outras duas populacdes. As populagdes Campina
Verde e Vargem da Cruz localizam-se em dreas onde o extrativismo ¢ alto, e
possivelmente isto contribui para que a ndo aderéncia destas populacdes ao
EHW seja elevada.

A populagdo Campina Verde, apresentou 50% dos locos com valores
significativos, destes 30% com P < 0,01 e 20% com P < 0,05, ou seja, os outros
50% dos locos dessa populacdo estio em EHW. Na populagdo Vargem da Cruz,
os resultados foram os mesmos, sendo 50% dos locos mostraram valores nao
significativos, o que corresponde a locos aderidos ao EHW. Estes resultados
podem ser provenientes de deriva genética em funcdo do tamanho destas
populagdes.

Para o loco PO, foram detectados desvios significativos ao modelo de
EHW nas trés populacdes e, o loco ADH apresentou desvio nas populacdes
Campina Verde e Vargem da Cruz (Tabela 7). Tais desvios significativos foram
resultantes do excesso de heterozigotos, verificado nestes locos. Segundo
Futuyma (1992), a freqiiéncia relativa dos alelos em locos aderidos ao EHW
deve permanecer a mesma de uma gerag@o para outra e apenas a redistribui¢io
dos alelos dentro dos genétipos da nova geragdo poderd alterar a composi¢io

genética da populagdo.



TABELA 7. Probabilidades do teste exato de Fisher para a hipdtese do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, para as populacdes de Dimorphandra

mollis (Benth).
P (Fisher)
Locos Populacdes
Campina Verde  Vargem da Cruz Pau de Fruta

ACP1 0,0231* 0,0506™ 0,2546™
ACP2 0,0001** 0,1027™ 0,0524™
ADH 0,0016** 0,0214* 0,2022™
GDH 0,4341™ 0,0001** 1,0000™
GLDH 0,4144™ 0,2639™ 0,9231™
GTDH 0,1224™ 0,0190%* 0,8291™
MDH 0,1618™ 0,1383™ 0,7227™
PO 0,0000%* 0,0003%* 0,0232*
SDH 0,4334™ 0,0019* 0,5337™
SKDH 0,0081%* 0,1892™ 0,9625™

*P<0,05; ** P<0,01; ™ndo significativo.

4.5 Estrutura genética

Os coeficientes de coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969;
Vencovsky, 1992) para os individuos de D. mollis encontram-se na Tabela 8. As

estimativas médias obtidas mostraram que existe endogamia entre 0 conjunto
das populacdes (ﬁ = 0,007), embora seja nao significativa com um intervalo de
confiancga a 95% de probabilidade.

As andlises das populagdes revelam, em média, um maior nimero de

heterozigotos (f = -0,018), sugerindo que as populagdes ndo tendem a
endogamia. Os coeficientes médios de endogamia foram ndo significativos,

demonstrando o esperado pelas propor¢des de EHW.



TABELA 8. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populacdes ( fA ), do conjunto das populacdes (F)eda divergéncia

genética entre populacdes (0p) para as populacdes de
Dimorphandra mollis (Benth.).

Loco fA a 9p
ACP1 0,270 0,402 0,180
ACP2 0,202 0,193 -0,011
ADH -0,312 -0,314 -0,001
GDH -0,144 -0,149 -0,004
GLDH -0,084 -0,063 0,019
GTDH -0,032 -0,041 -0,008
MDH 0,011 0,021 0,011
PO -0,015 0,011 0,027
SDH -0,215 -0,223 -0,006
SKDH 0,190 0,210 0,024
.y -0,018™ 0,007 ™ 0,025™
Média

[ -0,12620,000 ] [-0,118a20,139] [-0,0004 a 0,065 ]

[ ]=intervalo de confianga
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade

A divergéncia genética entre populacdes foi baixa (ép = 0,025). Isto
significa que aproximadamente 2,5% da variabilidade genética encontra-se entre
as populacdes e que 97,5% desta variabilidade ocorre dentro das populagdes. A
divergéncia encontrada neste trabalho (2,5%) estd de acordo com o observado
em outras espécies arbdreas tropicais, ou seja, a maior propor¢do da
variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes (Botrel & Carvalho,
2004; Dayanandan et al., 1999; Melo Judnior et al., 2004; Moraes et al., 1999;
Moura, 2005; Pinto & Carvalho, 2004; Pinto et al., 2004; White et al., 1999;
Vieira, 2005).

Segundo Loveless & Hamrick (1984), as espécies tipicamente alégamas
apresentam variabilidade genética alta dentro de populacgdes. A divergéncia entre

populagdes € reduzida com o aumento do fluxo génico (pdlen e/ou sementes).



Considerando que D. mollis é uma espécie alégama, a baixa divergéncia
genética observada entre as popualcdes era esperada. Adicionalmente, as
freqii€ncias alélicas, em geral, equilitariamente distribuidas nas populacdes é um
indicio de fluxo génico atuando como homogeneizador destas freqiiéncias,
contribuindo com a menor variabilidade genética observada entre o conjunto de

populagdes.
A distancia genética expressa a diferenca entre as populagdes estudadas,

baseada no indice de diversidade (9 p). Com esses dados € posivel visualizar, a

partir de um dendrograma, as relacdes mantidas entre as populacdes, agrupando-
as de acordo com sua proximidade genética. As estimativas de distdncia e

identidade genéticas sdo mostradas na Tabela 9.

TABELA 9. Distancia (abaixo da diagonal) e identidade genéticas (acima da
diagonal) entre as populacdes de Dimorphandra mollis (Benth).

Populagdes Campina Verde =~ Vargem da Cruz Pau de Fruta
Campina Verde - 0,9616 0,9943
Vargem da Cruz 0,0498 - 0,9389

Pau de Fruta 0,0073 0,0786 -

Observa-se que a menor identidade genética entre os individuos de D.
mollis encontra-se entre os individuos das populacdes Campina Verde e Pau de
Fruta, seguida por Campina Verde e Vargem da Cruz e entre as populacdes Pau
de Fruta e Vargem da Cruz (Tabela 9). Existe coeréncia entre as estimativas de
heterozigosidade e equidade génica presente nas populagdes. Percebe-se que, as
populagdes Campina Verde e Pau de Fruta sdo mais proximas em relacdo a sua
identidade genética (0,994). Essas populacdes estdo geograficamente mais
proximas entre si, seguidas pelas populacdes Campina Verde e Vargem da Cruz

(0,9612). A maior distancia genética detectada foi entre as populacdes Pau de



Fruta e Vargem da Cruz (0,9389), vale ressaltar que estas populacdes estdo
distantes entre si, 11 km. Assim, considerando as estimativas de divergéncia
entre cada populagdo, a posicdo geogrifica pode estar favorecendo o fluxo entre
as populacdes mais proximas e possivelemente diminuindo a atuagdo do fluxo

génico entre as populacdes mais distantes.
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nn4 nnz ooz ool ono
Distinia zenética

FIGURA 3. Andlise de agrupamento da divergéncia genética (UPGMA) entre as
populagdes de Dimorphandra mollis Benth.

A matriz de divergéncia genética foi utilizada como base para a
constru¢do de um dendrograma pelo método UPGMA, que sugere a existéncia
de um padrdo hierdrquico de semelhanca genética da forma [(Campina Verde,
Pau de Fruta],[(Vargem da Cruz)]. Vargem da Cruz foi a populagdo mais
distante geneticamente das outras, porém, pelas identidades genéticas estes
valores se mostram pouco significativos (Figura 3). A maior semelhanca

genética entre os individuos de D. mollis das populagdes Pau de Fruta e



Campina Verde, possivelmente é devido a maior proximidade geografica entre
estas. O coeficiente de correlacdo cofenética, que avalia a existéncia dos
agrupamentos obtidos foi de rc = 0,81, pode-se considerar que ha correlagao

entre a distincia e a divergéncia genética nas populagdes.

4.6 Fluxo génico aparente

O fluxo génico é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que
resultam no movimento de alelos de uma populacdo para outra (Slatkin, 1985).
A partir das medidas de divergéncia genética entre as popula¢des pode-se inferir
sobre o fluxo de genes entre estas. Em grande parte dos casos, as estimativas de
fluxo génico consideram o modelo de migracdo de ilhas, no qual pequenas
populagdes trocam alelos aleatoriamente entre si, independente de sua posicdo
geogrifica. No entanto, Slatkin & Barton (1989) consideram que os modelos
continuos, como o isolamento por distincia, sdo mais realistas para a maioria das

espécies de plantas. Desta forma, o conceito de tamanho efetivo populacional

ou tamanho de vizinhanca, N b, proposto por Wright (1943) torna-se mais
adequado para estes casos.

Neste trabalho, as estimativas de fluxo génico foram realizadas a partir
da relacdo entre a divergéncia genética entre as populacdes e a quantidade de

migrantes, esta estimativa ¢ uma medida aparente ndo real, pois € uma medida

indireta (Tabela 10). As estimativas de fluxo génico Nm  encontradas para o
conjunto das populacdes foi de 4 migrantes por geracdo, indicando considerdvel
fluxo génico aparente.

Utilizando a abordagem proposta por Slatkin & Barton (1989) foi

possivel estabelecer o tamanho de vizinhanga para D. mollis. A estimativa do

niimero de genitores que trocam alelos ao acaso ou vizinhanga N, foi de 25



individuos. Segundo Slatkin & Barton (1989), os valores de Nm e N b
determinam se a deriva genética, por si s6, pode produzir variabilidade genética
substancial entre locais. Se estes valores forem superiores a 1,0, entdo o fluxo
génico serd alto o suficiente para prevenir diferenciacio devido a deriva
genética.

Entre as populacdes Campina Verde e Vargem da Cruz o fluxo génico

Nm foi de 1,4, entre Campina Verde e Pau de Fruta foi de 8,8 migrantes por
geracdo e entre Vargem da Cruz e Pau de Fruta foi de 1,9. Entre as trés
populagdes, pode-se verificar que, entre Campina Verde e Pau de Fruta, os
valores estimados de fluxo génico indicam maior similaridade entre as
populagdes, tendendo a ocorrer a homogeneizagao dos alelos. Possivelmente ha
relacdo entre fluxo génico e distancia geogréfica entre essas populagdes, pois

elas localizam-se em uma menor distdncia (5,24km). Essas duas populagdes

apresentaram maior tamanho de vizinhanga N »=56. Estes valores sdo coerentes,
tendo em vista a menor divergéncia entre estas duas populagdes (0,007). De
acordo com as estimativas obtidas para os outros dois conjuntos de populagdes
de D. mollis, Campina Verde e Vargem da Cruz e, Vargem da Cruz e Pau de
Fruta, os valores, foram suficientes para contrapor os efeitos da deriva genética.
Segundo Hartl & Clark (1997), quando o fluxo génico entre populacdes excede
4 migrantes por geragcdo, ocorre homogeneizagdo dos alelos entre estas, que
funcionam como populacdes panmiticas. Altos niveis de fluxo génico diminuem
a perda de diversidade genética e mantém a viabilidade das populagdes a longo

prazo (White et al, 2002).

Em geral, os altos valores de Nm e N; estimados podem decorrer,
entre outros fatores, pelo grande tamanho populacional da espécie na area

estudada e pelos mecanismos eficientes de dispersdo de sementes e pdlen,



resultando na alta variacdo genética entre populacdes geograficamente mais
distantes entre si (Hamrick & Loveless, 1986; Loveless & Hamrick, 1984).

A baixa divergéncia genética encontrada para o conjunto de populacdes
naturais de D. mollis ndo se deve somente ao fluxo genético atual e, a espécie
dentro de suas populacdes deve possuir algum mecanismo para ndo se manter
geneticamente similar, ou seja, favorecer mecanismos de sele¢cdo a favor de
heterozigotos.

Estimativas de fluxo génico encontradas na literatura, como para
Cariniana legalis (Sebbenn, 2001), Caryocar brasiliense (Melo Junior, 2003),
Eremanthus erytropappus (Moura, 2005), indicam que a movimentacdo dos
alelos ocorrem a longas distdncias em espécies tropicais e, portanto, os
processos microevolutivos envolvem vdrias populacdes ou grupos mais
distanciados. Segundo Reis (1996), numa concepg¢do envolvendo o fator tempo,
o conjunto de alelos deve estar sendo compartilhado por grupos grandes de

individuos, formando metapopulacdes.

TABELA 10. Fluxo génico (Nm ), estimativas indiretas das vizinhancas (N b)

obtido a partir de estimativas de divergéncias genética (0,) das
populagdes de Dimorphandra mollis Benth. N: nimero de individuos
analisados; np: nimero de popula¢des analisadas

A A

Populagoes N Np ép Nm N,
Vagemda s © 2 Logotsaony M40
Chmdeun  © 2 ooesaoe 50
Cderma % 2 ooieoosy 10 12
Todas as populacdes 130 3 0,025 4.0 25

[-0,004 a 0,072]

[ ]=intervalo de confianga (nivel de probabilidade de 5%)



Existe relacdo entre as distincias geogréficas e as distdncias genéticas
estimadas (rc = 0,81), verificada pelo Teste de Mantel (Manly, 1997),
evidenciando a baixa divergéncia genética e o consideravel fluxo génico de D.
mollis entre as populacdes espacialmente muito préximas (Figura 4). A fim de
proceder a investigacdes mais apuradas para a andlise espacial da variabilidade
genética interpopulacional, em futuros estudos seria interessante que se
amostrassem maior nimero de populacdes e que estas fossem em mais
localidades (Gonzales & Hamrick, 2005; Slatkin & Barton, 1989; van Rossum &
Prentice, 2004; Wright, 1943, Vieira, 2005). Essas informagdes iriam contribuir
ainda na elabora¢do de um programa efetivo de conservacio in situ e de coleta,

conservacdo e exploracdo do germoplasma (Telles et al., 2003).

4.7 Distribuicio espacial dos genétipos

A distribuicdo espacial dos genétipos de D. mollis dentro de cada

populagao foi obtida por meio de estimativas do coeficiente de coancestria de

Ritland (1996) (., ) entre plantas, e para a populacdo Vargem da Cruz utilizou-

se o indice / de Moran, para cada uma das dez classes de distancia.

Gusson et al. (2005) consideram que estimativas acuradas de coancestria
e parentesco sdo dificeis de serem obtidas, quando ndo hé informagdes sobre o
pedigree do material, requerendo um grande nimero de locos polimoérficos e
com um nimero relativamente alto de alelos.

Para a espécie D. mollis, as figuras 5, 6 e 7 é o demonstrativo gréfico do
coeficiente de coancestria dos individuos para as populagdes Campina Verde,
Vargem da Cruz e Pau de Fruta respectivamente. As figuras 8 e 9 demonstram a
estimativa / de Moran para as populagdes Campina Verde e Vargem da Cruz,

respectivamente. Dentre as populacdes estudadas, os coeficientes de



coanscestralidade se mostraram nio significativos para a populacdo Pau de

Fruta. Nao foi detectada estruturacdo espacial dos genétipos, pelo indice / de

Moran, nos gendtipos da populagdo Pau de Fruta. Entretanto, para as populag¢des

Campina Verde e Vargem da Cruz observa-se uma tendéncia a estruturagdo

espacial na primeira classe de distancia e, utilizando-se o indice / de Moran,

detectou-se essa estruturacdo espacial dos genétipos. Isso demonstra que os

individuos mais proximos espacialmente, nessa populacdo, podem ser

aparentados. A partir desses resultados, torna-se necessdrio investigar como se

organiza espacialmente a variabilidade genética nas populacdes de D. mollis. E,

se possivel desenvolver estudos relacionados as progénies para essa verificagdo.
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FIGURA 5. Correlograma para coeficiente de coancestria estimado por classes de
distancias na populacdo Campina Verde da espécie Dimorphandra
mollis Benth. (coeficiente de coancestria; --- intervalo de confianca a
95% de probabilidade)



Vargem da Cruz
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FIGURA 6. Cetrelograma para coeficiente de coancestria estimado por classes de
distancias na populacdo Vargem da Cruz da espécie Dimorphandra
mollis Benth. (coeficiente de coancestria; --- intervalo de confianca a
95% de probabilidade).
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FIGURA 7. Cerrelograma para coeficiente de coancestria estimado por classes
de distincias na populacio Pau de Fruta da espécie Dimorphandra
mollis Benth. (coeficiente de coancestria; --- intervalo de confianca
a 95% de probabilidade).
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FIGURA 8. Correlograma do indice I de Moran para dez classes de distancias na
populacdo Campina Verde da espécie Dimorphandra mollis Benth.
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FIGURA 9. Correlograma do indice I de Moran para dez classes de distancias na
populacao Vargem da Cruz da espécie Dimorphandra mollis Benth.



A populagdo Campina Verde, assim como a popula¢do Vargem da Cruz
apresentaram estruturacdo espacial nas suas primeiras classe de distancia (145 e
136 m respectivamente). A presenca de estruturacdo espacial dos individuos em
populagdes naturais de espécies arbdreas tem sido verificada em diversos
estudos (Moraes et al., 2004; Silva et al., 2004; Barreira, 2005; Gusson et al.,
2005; Moura, 2005). Considerando a hipdtese que condigdes ecoldgicas
semelhantes como clima, solo e altitude podem levar a similaridade genética
entre individuos (Graudal et al., 1997) e que, a dispersdo do pdlen e sementes
dentro das populacdes muitas vezes podem ser limitadas as vizinhancas da
matriz, supde-se que arvores mais proximas apresentam maior proximidade
genética do que drvores mais distantes espacialmente (Sokal & Menozzi, 1982;
Graudal et al., 1997). Futuyma (1992) considera que em uma populagdo existem
limitagdes fisicas que podem dificultar os cruzamentos aleatérios, devendo haver
maior probabilidade de cruzamentos entre individuos mais préximos, o que por
sua vez pode levar a formacgdo de grupos, estruturando a populacao.

Pode-se verificar auséncia de estruturacdo espacial na populagdo natural
da espécie D. mollis, Pau de Fruta (Figura 7). Este resultado é coincidente com
os detectados em Caryocar brasiliense (Melo Junior, 2003), Psycotria nervosa
(Dewey & Heywood, 1988), Plattypodium elegans (Hamrick et al., 1993),
Cedrela fissilis (Gandara, 1996; Pdvoa, 2002), Chorisia especiosa (Souza,
1997). A auséncia de estruturacido sugere que os genétipos estdo distribuidos
aleatoriamente nas dreas.

O padrao aleatério de variacdo genética espacial da espécie pode ser
atribuido ao intenso fluxo génico encontrado, este fator pode previnir a formagao
de estrutura, evitando divergéncias locais. No caso da D. mollis, o alto fluxo
pode ocorrer em fungdo de suas sementes serem dispersas por mamiferos. As
populagdes mais proximas geograficamente contam com os polinizadores que

apesar de pequenos insetos, promovem troca genética.



4.8 Tamanho efetivo

O tamanho efetivo populacional (]\7 ¢) € um pardmetro fundamental
quando se pensa em conservacdes ex situ e in situ, pois ele trata da
representatividade genética das amostras de plantas, sementes ou propagulos.
Como as estimativas dos tamanhos efetivos indicam a representatividade
genética das amostras a partir das freqiiéncias alélicas, alguns autores (Moura,
2005; Moraes, 1997) ressaltam que certos fatores dindmicos afetando a
distribuicdo das freqiiéncias dos alelos devem ser consideradas. Frankel et al.
(1995) atentam também que as flutuagdes do tamanho populacional entre
geragdes, a variacdo na fertilidade entre individuos e a sobreposi¢cdo de geragdes,

podem influenciar o tamanho efetivo populacional.

A partir dos coeficientes de divergéncia genética entre populacdes (&),

coeficientes de endogamia das populagdes ( f) e coeficientes de endogamia

para o conjunto de populagcdes (ﬁ ) foram obtidas as estimativas de tamanho
efetivo (Tabela 11). Os resultados mostram que os tamanhos efetivos estimados

para cada populacdo foram préximos do nimero de individuos amostrados. A

A

estimativa do N, é feita em fungdo dos indices de fixacao (f ) (Vencovsky,
1992). Como esse indice apresentou variacdo nas populagdes, porém ndo
significativos, pode-se considerar que todas as populagdes estio em EHW. Se o
excesso de heterozigotos, indicado pelos indices de fixagdo negativos, tivesse

sido mais expressivo, os individuos amostrados estariam representando

A

geneticamente mais individuos da populacdo, com valores de V., bem mais
elevados, pois em condigdes de heterozigose, a representatividade dos

individuos amostrados € maior (Sebbenn et al., 2003).



De acordo com o resultado obtido para o conjunto das populagdes de D.
mollis, a coleta de sementes para conservacdo ex sifu deverd contemplar, pelo
menos, 43 drvores matrizes coletadas de forma aleatéria nas trés populacdes,
respeitando-se no minimo 150m entre os individuos garantindo assim, a
manutencao da variabilidade genética. Vencovsky (1987) considera que para a
coleta de sementes e conservagdo de germoplasma, é fundamental que se faga o
controle gamético feminino, coletando-se sementes de um maior nimero
possivel de plantas genitoras (matrizes) e, de preferéncia, em nimero igual de
cada uma. Com esta prdtica, reduz-se a varidncia do ndmero de gametas
contribuidos pelas plantas genitoras e aumentando o tamanho efetivo. Portanto,
as plantas genitoras devem ser tomadas ao acaso e ndo suas sementes.

O conhecimento do tamanho efetivo populacional é também de grande

importincia para o planejamento da conservagdo in situ, pois a relagdo entre e

tamanho efetivo e o tamanho da amostra (N, /N) permite a estimativa da

populagao minima vidvel (PMV), correspondendo ao niimero de individuos

necessdrios a populacio para a manutencdo de sua integridade genética.

A

Tomando-se como base os valores de NV, (referéncia) 1gUA1S @ 150 e 1.500 para cada
populagao (Nunney & Campbell, 1993), a PMV para o conjunto das popula¢cdes
¢ de 600 e 6000 individuos, para a conservacdo a curto e a longo prazo
respectivamente (Tabela 11). Estes valores referem-se ao nimero minimo de
arvores que deverdo ser mantidas, assegurando a manuten¢do dos niveis de

variabilidade genética, para as populacdes aqui avaliadas.



TABELA 11. Tamanho efetivo (N, ), nimero de individuos amostrados (N) das

populagdes, a diferenca D entre o tamanho populacional estimado e a
populacdo minima vidvel (PMV) requerida para as populacdes naturais e,
A a 4drea amostrada para cada populacdo de Dimorphandra mollis
Benth.

N, N NN 150 1500* A

Populagdes PMV D PMV D (ha)

Campina Verde 59 60 0,98 153 1.312 1.531 - 66 134
Vargemda Cruz 65 60 1,08 139 2.025 1.389 775 198
Pau de Fruta 59 60 0,98 153 1.104 1531 -274 115

Conjunto 43 180 0,25 600 - - 6000 -

* Tamanho efetivo de referéncia (Ve ): 150 (conservagio a curto prazo), 1.500
(conservagdo a longo prazo)

Segundo Vieira (2005), a diferenca (b) entre o tamanho populacional

estimado para cada populagdo (N ) e a PMV ¢ calculada por: D = DAA -

A

(Nf( referéncia) - /( Ne /n)), sendo que DA é a densidade absoluta (ind.ha™), A é

drea da populacdo (ha). Para D. mollis, a densidade utilizada foi DA = 10,93
(ind.ha™") conforme citado por Barreira et al. (2002).

As estimativas de tamanho efetivo encontradas para as populacdes
estudadas afirmam uma tendéncia destas a endogamia. A populacdo Vargem da
Cruz possui a longo prazo, 775 individuos; ja as populagdes Campina Verde e
Pau de Fruta, possuem um déficit de 66 e 274 individuos respectivamente, para
se manterem conservadas a longo prazo, podendo prejudicar a integridade
génica das mesmas populagdes. Estes resultados podem ser explicados pelos
indices de diversidade genética, tais como o coeficente médio de endogamia
encontrado para esta populagcdo. Assim, estratégias de conservagdo para esta

espécie deve ser implementada, considerando que para as populacdes que ja



sofrem intervencdo da exploracdo hd menor variabilidade genética, individuos
devem ser preservados tanto na Campina Verde como na Vargem da Cruz como
arvores matrizes. Para a coleta dos frutos de D. mollis seria de grande
importancia que, a partir do tamanho efetivo dessas populagdes, fossem deixadas
cotas para que os frutos amadurecessem e houvesse a dispersao destes nas areas,
por sementes visando a propagac¢do natural, uma vez que uma grande quantidade
de frutos € coletada, sem critérios que visem a conservacdo. Para a D. Mollis,
isto seria muito importante, tendo em vista a relevincia que a espécie tem para

as populacdes tradicionais.

4.9 Subsidios ao manejo e a conservacio genética de populacoes
naturais de D. mollis

Com base no conhecimento genético e ecoldgico da espécie D. mollis, a
proposi¢do de recomendacdes gerais a pratica do manejo dessa espécie em dreas
naturais € possivel, orientando a exploragdo adequada de seus frutos pelas
populagdes locais e para se determinar o uso de estratégias de conservacao
genética da espécie.

A visitacdo nas dreas pelos coletores, sendo que alguns possuem
conhecimento sobre a dindmica da espécie D. mollis, faz com haja boas
perspectivas a conservacio genética da espécie. Entretanto, devem-se considerar
estratégias em curto, em médio prazo e em longo prazo, que sejam vidveis com a
realidade dos coletores.

A atividade de extracdo dos frutos deve ser reconhecida como
tradicional e, portanto, deve-se elaborar um método de extracdo respeitando-se a
necessidade de se estabelecer no minimo 43 drvores porta-sementes distribuidas
entre as trés dreas estudadas, visto que a coleta dos frutos de D. mollis ocorre

quando estes estdo verdes.



Gentry (1978) aponta que diferentes formas de distirbios provocados
por acdes antrépicas podem determinar influéncias diferenciadas sobre
populagdes de plantas, muitas vezes favorecendo o aumento da densidade de
certas espécies. Em populagdes naturais de Escweilera ovata, na Amazonia,
observou-se uma expressiva regeneracdo assexuada nas 4dreas sob extracdo
intensiva (Gusson, 2003). Cavallari Neto (2004) avaliou os efeitos do manejo
em Tabebuia cassinoides e relatou que esta pratica afetou principalmente o
nimero médio de alelos por locos e os niveis de heterozigosidade. Sebbenn et al.
(2001) compararam para populacdes manejada e ndo manejada de 7. cassinoides
e detectaram menor variabilidade genética e uma maior taxa de autofecundacao
na populag¢do manejada em relacdo a ndo manejada.

Para a D. mollis, em estudo em area de cerrado sensu stricto, Mello
(1999), aponta a espécie entre outras, com facilidade de regeneracdo natural,
altos valores de 4rea basal e boa distribuicdo no estrato vertical, Mendonga
(2000), aponta a vantagem desta se regenerar a partir da rebrota de cepa, que
caracterizou a estrutura e a distribuicao espacial de diversas espécies em planos
de manejo avaliados na Cerrado do Norte e Noroeste de MG, e aponta esta,
como uma das espécies que apresentam maior freqiiéncia total relativa (FR =
3,15) no Norte e Noroeste de MG, mostrando-se como promissora para manejo
nessa regiao.

Para a espécie D. mollis, a populacdo conservada (Pau de Fruta)
apresenta maior amplitude de variacdo nas frequéncias alélicas em relacdo as
populagdes exploradas (Campina Verde e Vargem da Cruz). Isso indica que, se
as populacdes fossem submetidas a pertubacdes ou gargalos genéticos, como é o
caso da exploracdo pela coleta de seus frutos, os individuos na populacido Pau de
Fruta estariam mais protegidos dos efeitos de deriva. Deve-se observar que a
coleta dos frutos, pode ser prejudicial impedindo a dispersao de novo material

genético nas populacdes, que apresentam fluxo génico entre elas provavelmente



através da polinizacdo e dispersdo, mas se a coleta dos os frutos se d4 de forma
predatéria inviabiliza a dispersdo desse material genético. J4 as populacOes
Vargem da Cruz e Campina Verde esse fator ja ndo seria tdo provavel.

Essa espécie, por apresentar alta densidade populacional (Mendonga,

2000; Mello, 1999) permite maior nimero de recombinacgdes, resultando em
altos indices de diversidade (fA de 0,023 para a populagdo Campina Verde, f de

-0,075 para a populacido Vargem da Cruz e f de 0,017 para a populacio Pau de
Fruta) dentro de suas populagdes, porém, deve-se avaliar com critérios a coleta
dos frutos uma vez que este se di com as vagens ainda verdes, prejudica a
disseminacdo do material genético.

Assim, apontaremos alguns critérios que devem ser considerados para o
manejo de espécies arboreas: 1) para ado¢do de medidas para o manejo, deve-se
considerar ndo somente o histérico de perturbacdo da drea, mas também seus
niveis de variabilidade genética, estabelecidos para populagdes regionais, numa
amplitude ndo muito grande, pois esses valores sdo obtidos a partir de
populacdes definidas geograficamente e representam localmente a variacio;
2) ndo deve-se considerar somente as freqii€ncias relativas e os indices de valor
de importancia, mas também o indice de fixacdo de Wright, calculado para cada
regido em questdo, e demonstra a tendéncia das populagdes a endogamia, para a
D. mollis os gendtipos ndo sdo efetivamente eliminados das populagdes pelo
extrativismo mas, diminui-se a possibilidade de dispersdo destes nas &reas
prejudicando posteriores eventos reprodutivos; 3) deve-se considerar a
distribuicdo espacial dos genétipos, pois para muitas espécies arbdreas, esse
resultado se apresenta de forma similar. Pode-se verificar pela distribuicao
espacial que os individuos das populagdes Campina Verde e Vargem da Cruz
tendem a uma estruturagdo espacial na menor classe de distancia. Para o manejo,

deve-se considerar essa estruturagdo, para proporcionar maior variabilidade nas



populacdes em longo prazo, as populacdes mais exploradas, demonstraram que
os individuos mais préximos se cruzam e sdo aparentados, uma contribuicdo do
manejo € que dependendo da estruturacdo das populagdes se manejem 0s
individuos muito préximos respeitando a adocio de drvores matrizes; 4) deve-
se avaliar a matriz dessas populacdes uma vez que esta ird interferir no fluxo
génico diretamente, dificultando ou contribuindo com a polinizagdo, a populagao
Vargem da Cruz por estar mais isolada geograficamente e ser frequentemente
explorada, a longo prazo pode ter sua base genética comprometida; 5) O
conhecimento do tamanho efetivo populacional torna-se de grande importancia
ndo s6 para o planejamento da conservacgdo in situ mas também para o manejo,
pois a relacdo permite a estimativa da populacdo minima vidvel (PMV),
correspondendo  ao nimero de individuos necessdrios a populacdo para a
manuten¢do de sua integridade genética, calculaos para curto e longo prazo. A
manutencdo de um tamanho efetivo populacional adequado diminui a
probabilidade de ocorréncia das oscilagbes genéticas e da endogamia em
populacdes naturais, pois estes parametros estdo diretamente relacionados ao
tamanho efetivo populacional.

De forma geral, para o manejo de populacdes naturais de espécies
arbdreas, deve-se considerar a constituicdo genética dos individuos e das
populacdes de espécies de interesse para a exploracdo. Essa constituicdo é
responsdvel por parte das diferencas de produtividade, adaptacdo e reproducdo
entre individuos de uma espécie. Assim, recomenda-se para que o manejo seja
considerado vidvel e adequado, um nimero efetivo de individuos na populacio e

sua distribuicao espacial na 4rea.



5. CONCLUSOES

O estudo das populagdes naturais de Dimorphandra mollis Benth, por

meio de dados isoenzimadticos possibilitou chegar as seguintes conclusoes:

A espécie apresenta altos niveis de variabilidade genética detectada, a partir
dos dados de frequéncia alélica. Porém, a populagdao Pau de Fruta possui
maior amplitude de variacdo, evidenciando o potencial de se ter dreas de
conservacgdo neste local, o que vai proporcionar a manutengao genética;

As populagdes Campina Verde e Vargem da Cruz nio estio em EHW,
possivelmente em decorréncia do excesso de heterozigotos, a populagdo Pau
de Fruta est4 aderida ao EHW, provavelmente por ser mais conservada;

Os altos indices de diversidade encontrados sugerem a existéncia de
mecanismos seletivos atuando a favor dos heterozigotos, nas populagdes
Campina Verde e Pau de Fruta. Na populacdo Vargem da Cruz, que sofre
pressdo do extrativismo, observou-se baixo indice de diversidade, sugerindo
tendéncia a endogamia;

A maior parte da variabilidade genética da espécie encontra-se dentro de
suas populacdes naturais;

O fluxo génico encontrado entre as populacdes Campina Verde e Pau de
Fruta foi elevado, caracterizando baixa divergéncia genética entre elas. Nas
populagdes Pau de Fruta e Vargem da Cruz o fluxo génico foi menor,
evidenciando a maior divergéncia genética entre elas;

A estimativa de tamanho efetivo populacional sugere um valor minimo de
matrizes para a coleta de germoplasma de pelo menos 43 individuos para
que se garanta a manutengdo da variabilidade genética nas sementes

A PMV para a manutencio da espécie em curto e em longo prazo € 600 e

6000, respectivamente;



Na populacdo Vargem da Cruz, os individuos de D. mollis apresentam
tendéncia a estruturacdo familiar em menores distancias. Nas outras duas
populagdes Campina Verde e Pau de Fruta, os individuos se encontram
distribuidos espacialmente de maneira aleatéria;

Para o manejo de populagdes naturais de espécies arbdreas, deve-se
considerar a constitui¢do genética dos individuos, levantados a partir de
estudos das populacdes de espécies de interesse para a exploragdo. Essa
constituicdo é responsdvel por parte das diferencas de produtividade,
adaptacio e reproducdo entre individuos de uma espécie;

Recomenda-se para que o manejo seja considerado vidvel e adequado, um
nimero efetivo de individuos na populagdo deve respeitar a PMV que para a
espécie foi de 600 individuos para conserva¢do a curto prazo e 6000
individuos para a conservacdo a longo prazo e, o tamanho efetivo das
populacdes em questao e a sua distribuicdo espacial na drea;

Recomenda-se que seja implementado no Inventdrio Florestal de Minas
Gerais, realizado pela UFLA, o levantamento de indices de diversidade
genética das populagdes naturais arbdreas, visando primeiramente o
conhecimento da real situacdo da biodiversidade destas e aplicacdo destes
para as posteriores propostas de manejo, pelo menos para as espécies mais
exploradas;

Como ha uma forte dependéncia entre a produgdo familiar e o uso dos
recursos naturais, ainda pouco conhecidos, no Norte de MG. A adogdo de
critérios para viabilizar o manejo da espécie favorecerd tanto a conservagio
do Cerrado em MG como o desenvolvimento local dos moradores e

coletores de D. mollis.
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