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RESUMO

GONCALVES, Flavio Rodrigues. Estrutura genética em populacdes naturais
de Podocarpus sellowii Klotzsch (Podocarpaceae) na regiao do Alto Rio
Grande, Sul de Minas Gerais. 2008. 72p. Dissertacio (Mestrado em
Engenharia Florestal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

No sul de Minas Gerais, grande parte dos ecossistemas ciliares encontra-
se fragmentados e degradados, conseqiiéncias das atividades humanas. Assim,
estudos genéticos das populagcdes que ndo sofreram estes efeitos sdo
importantes para a conservagdo das espécies. Para caracterizar a variabilidade
genética em populacdes de P. sellowii Klotzch, espécie arbérea tipica de mata de
galeria em campo rupestre, foram estudados trés locais, com altitude oscilando
entre 935 a 1.055m, localizados no municipio de Itumirim, MG (S 21°21°42,8”;
W 044°46°05,2”). Dez locos aloenziméticos polimérficos foram utilizados para
estimar as freqiiéncias alélicas referentes a 232 individuos distribuidos em oito
subpopulagdes divididas naturalmente por afloramentos rochosos. Os resultados
indicaram alta variabilidade genética para a espécie em todas as subpopulacdes,
com FI,, variando de 0,593 a 0,658 e Fle variando de 0,484 a 0,502. Os dados da

estrutura genética indicaram auséncia de endogamia dentro ( f = -0,292) e para o
conjunto das populacdes (F = -0,264). A divergéncia genética para a espécie
entre as subpopulagdes foi de 2,1%. O fluxo génico (Nm) foi baixo entre
subpopulagdes pertencentes a cursos d’dgua distintos e ndo suficiente para
contrapor os efeitos da deriva genética, corroborando a correlagdo positiva
existente entre as matrizes de distdncia genética e geografica (r,=0,496,
P=0,022). A estimativa do coeficiente de coancestria mostrou que apenas a
populacdo A possui uma distribui¢do agrupada dos genétipos até 94 m, sendo os
das demais populacdes distribuidos aleatoriamente. A andlise estatistica Sp nio
apresentou estrutura genética espacial significativa nas populacdes. Em todas as
subpopulagdes os valores dos tamanhos efetivos foram superiores ao niimero de
individuos amostrados. Em nenhuma subpopulagcdo foi constatado equilibrio
entre mutacao e deriva, indicando ocorréncia de gargalos populacionais recentes.
Os dados apresentados sao imprescindiveis para apontar quais sao as estratégias
mais efetivas a serem utilizadas para a conservacdo genética da espécie.

' Comité Orientador: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Orientador); Eduardo van den
Berg - UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

GONCALVES, Flavio Rodrigues. Genetic structures in natural populations
of Podocarpus sellowii Klotzsch (Podocarpaceae) in Alto Rio Grande area
South of Minas Gerais. 2008. 72p. Dissertation (Master's degree in Forest
Engineering) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. !

In the southern part of Minas Gerais State, great part of the ciliary
ecosystems is fragmented and degraded, consequences of the human activities.
Therefore, genetic studies of the populations that didn't suffer these effects are
important for species conservation. To characterize the genetic variability in
populations of P. sellowii Klotzch, typical arboreal species of gallery forest in
rupestrian area (area rupestre), three places were studied, with altitude varying
from 935 to 1.055m, located in Itumirim county, MG (S 21°21'42,8”; W
044°46'05,2”). Ten polymorphic aloenzymatic loci were used to estimate the
allelic frequencies of 232 individuals distributed in eight subpopulations divided
naturally by rocky flooring. The results indicated high genetic variability for the
species in all the subpopulations, with A, varying from 0,593 to 0,658 and H,
varying from 0,484 to 0,502. The data of the genetic structure indicated
endogamy absence both inside (= -0,292) and for the group of the populations (=
-0,264). The genetic divergence for the species among the subpopulation was

2.1%. The genes flow (Nm) was low among subpopulations belonging to
different water streams and not enough to cancel the existing effects of the
genetic drift, corroborating the positive correlation among the matrices of
genetic and geographical distance (rm=0,496, P=0,022). The estimate of the
coancestry coefficient showed that only the population A possesses a contained
distribution of the genotypes up to 94 m, being randomly distributed for the
other populations. The statistical analysis Sp didn't present significant space
genetic structure in the populations. In all the subpopulagdes, the values of the
effective sizes were superior to the number of individuals sampled. In any
subpopulation was verified balance among mutation and their flows, indicating
occurrence of recent population bottleneck. The found data are indispensable to
indicate, which are the most effective strategies to be used for the genetic
species conservation.

: Guiding committee: Dulcinéia of Carvalho - UFLA (Advisor); Eduardo van den Berg -
UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO

A vegetacdo primitiva da regido do Alto Rio Grande, no Sul do Estado
de Minas Gerais, compreende um mosaico composto de manchas de floresta,
cerrado, campo de altitude e campo rupestre (Eiten, 1982). Este tltimo € um tipo
de vegetacdo sobre topos de serras e chapadas de altitudes superiores a 900 m
com afloramentos rochosos antigos, datadas do periodo pré-cambriano, onde
predominam ervas e arbustos, inclusive arvoretas pouco desenvolvidas. A
composi¢do da flora em dreas de campo rupestre pode variar muito em poucos
metros de distdncia e a densidade das espécies depende do substrato, da
profundidade e fertilidade do solo, da disponibilidade de 4gua e da posi¢cdo
topografica. Nesta regido, a topografia é acidentada e possui grandes blocos de
rochas com pouco solo, geralmente raso, dcido e pobre em nutrientes organicos.
Em geral, a disponibilidade de dgua no solo € restrita, pois as dguas pluviais
escoam rapidamente para os rios, devido a pouca profundidade e reduzida
capacidade de retencdo do solo. Ao longo dos cursos d"dgua hd florestas ou
galerias, continuas ou interruptas (Eiten, 1993). Nestas dreas € comum a
presenca de Podocarpus sellowii Klotzsch, sendo esta escolhida como modelo
por se tratar de uma espécie de planta perene, gimnosperma, de distribuicdo
geogrifica descontinua e por apresentar um grande nimero de individuos
dispostos uniformemente ao longo dos cursos d’dgua. Nao existem relatos de
diversidade genética em P. sellowii, sendo necessdrio conhecer os niveis de
variabilidade e estruturacdo genética das populacdes e subpopulacdes em
ambientes naturalmente fragmentados.

O grupo de pesquisa sobre genética de populagdes de espécies arbdreas
da Universidade Federal de Lavras (www.dcf.ufla.br/conservacao) vem ao longo

dos anos estudando algumas espécies arboéreas na regido do Alto Rio Grande.



Nesta mesma darea, a espécie arborea Xylopia emarginata Mart. foi estudada por
Jaeger (2004), apresentando elevada variabilidade genética entre as populagdes e
subpopulagdes. Os afloramentos rochosos impediram o fluxo génico por
atuarem como barreira geografica para a dispersdo desta espécie. O
comportamento ecoldgico e genético da X. emarginata levou ao estudo de P.
sellowii, para entender se os padrdes de diversidade e estrutura genética seriam
semelhantes.

Neste contexto, avaliou-se a divergéncia genética neutra entre
populagdes e subpopulagdes para auxiliar praticas de conservagdo in sifu. As
seguintes questdes foram abordadas nesta dissertacdo: (i) quais os niveis de
variabilidade genética entre populacdes e subpopulagdes localizadas em cursos
d’4gua distintos? (ii)) o fluxo génico é suficiente para que as populacdes e
subpopulacdes se mantenham coesivas? (iii) em populacdes naturalmente
fragmentadas existe um padrdo de isolamento pela distancia? (iv) quais os niveis
de estruturacdo genética entre populagdes ao longo da paisagem e dentro das
populacdes e quais seriam as possiveis implicacdes para a conservagdo genética
in situ?

Para responder a estas questdes, este estudo caracterizou a diversidade
genética de populagdes de Podocarpus sellowii Klotzsch na regido do Alto Rio
Grande, municipio de Itumirim, MG. Esta regido abriga amostras significativas
de gendtipos em condicdes naturais e em alto grau de conservagdo.
Especificamente buscou-se:

i.  caracterizar a estrutura genética de Podocarpus sellowii
Klotzsch em oito subpopulacdes no Alto Rio Grande;
ii.  quantificar a variabilidade genética destas oito subpopulacdes de
Podocarpus sellowii Klotzsch;
iii.  estimar o fluxo génico entre as subpopulagdes;

iv.  estudar a distribui¢@o espacial dos gendtipos;



v.  estimar o tamanho efetivo das populagdes.
O conhecimento de parimetros genéticos desta espécie € importante
para assinalar quais estratégias mais efetivas deverdo ser adotadas em razdo do

acelerado processo de destrui¢do e degradacao das populagdes naturais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ambientes ciliares

As florestas ciliares, matas de galeria e ripdrias, fornecem inimeros
beneficios ao ecossistema, exercendo fungdo protetora dos recursos naturais
bidticos e abidticos. Devido ao seu efeito tamponador, contribuem para a
estabilidade do solo de 4dreas marginais, controlando processos erosivos, regulam
os regimes hidricos, devido a sua influéncia no lencol freético, sustentam a fauna
aqudtica e silvestre, mantendo a interacdo entre solo-dgua-planta-fauna (Lima,
1989; Silva et al., 1992; Pedralli & Teixeira, 1997), funcionam como corredores
ecoldgicos que interligam diferentes unidades fitogeogrificas e viabilizam o
fluxo génico entre populacOes fragmentadas de plantas (Kageyama, & Gandara,
2000). Para a fauna terrestre, os ecossistemas ripdrios servem como local de
abrigo, reproducgdo, alimentacdo e fornecimento de &gua, principalmente em
dreas de campos e cerrados, onde 0s recursos necessdrios para a sobrevivéncia
da fauna sdo escassos (Passos, 1998).

Os termos Mata de Galeria e Mata Ciliar sdo utilizados com base na
largura da faixa de floresta e fisionomia da vegetacdo de entorno. Porém,
Ribeiro & Walter (1998) citam que na maioria das vezes, ambos sdo
diferenciados pela composicdo floristica e deciduidade. Para estes autores o
termo Mata de Galeria é usado para a vegetacdo que corresponde a uma
formagdo mesofitica, com algum grau de caducifolia, que se encontra em um ou
em ambos os lados do curso d’dgua e cuja vegetacdo original ndo seja uma
floresta continua (cerrado, campinas, caatinga, campos, etc.). J4 para Kawaguici
(2001), o termo mata de galeria é designado para a vegetacdo florestal ocorrente
em cursos d’dgua de pequena largura, onde as copas das drvores de ambas as

margens se tocam, formando uma galeria propriamente dita, permitindo um



ambiente caracteristico para a populacdo. Ribeiro & Walter (1998), designam, a
vegetacdo estreita, limitada a beira dos diques marginais dos rios, em geral mais

estreita que a floresta de galeria e, com certa deciduidade, mata ciliar.

2.2 Podocarpus sellowii Klotzsch

O género Podocarpus, representado por mais de 100 espécies, muitas
das quais de grande interesse florestal, enquadra-se como grupo sistematico
cosmopolita, pois apresenta ampla distribui¢do geografica mundial. Podocarpus
sellowii Klotzsch (Figura 1) € uma Gymnospermae, ordem Coniferales e familia
Podocarpaceae (Duarte, 1973; Joly, 1991), conhecido vulgarmente como pinho-
bravo e louro-pinho. As gimnospermas arbdreas, segundo Maixner & Ferreira
(1976), sdo representadas no Brasil por apenas dois géneros: Araucaria, com
uma Unica espécie, a Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze., e Podocarpus,
englobando duas espécies, Podocarpus lambertii Klotzsch. e Podocarpus
sellowii Klotzsch. Além destas duas espécies de Podocarpus endémicas do
Brasil, Mainieri & Pires (1973) citam que hd mais quatro espécies de
Podocarpus geograficamente distribuidas nas fronteiras da Amaz6nia com as
Guianas e a Venezuela. Sao elas: Podocarpus magnifolius Buchh., Podocarpus
roraime Pilg., Podocarpus steyermarkii Buchh. e Podocarpus tepuiensis Buchh.

Apesar da ampla distribuicdo geogréfica no Brasil, o género Podocarpus
apresenta distribuicdo ecoldgica restrita, que o condiciona a ocupar o espago
geogrifico de forma descontinua, sendo portanto, encontrado em dareas cujas
altitudes variam de 400 a 1800 m, com caracteristicas edafocliméiticas especiais,
tais como: solos leves, silicosos, humosos, bem arejados sob condi¢des de baixa
temperatura e umidade ambiental elevada. Dessa forma, considerando a
ocupagao territorial das duas espécies endémicas, o P. lambertii predomina nas
dreas de clima mais frio, restringindo-se, portanto, as dreas serranas das regides

meridionais do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo,



Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais); enquanto P. sellowii apresenta
maior abrangéncia, ocorrendo tanto nas areas frias das regides meridionais como

nas quentes, expandindo-se em regides mais setentrionais do pais, mais

particularmente no Nordeste: Sergipe, Pernambuco, Paraiba e Ceard (Andrade-
Lima, 1966; Duarte, 1973; Mainieri & Pires, 1973; Veloso & Goes-Filho, 1982;
Figueiredo et al., 1990).

FIGURA 1 Podocarpus sellowii Klotzsch

As sindromes de polinizacdo e dispersdo dessa espécie ndo sao bem
conhecidas. A espécie produz grande quantidade de didsporos e apresenta um
pedinculo com porcdo terminal suculenta de cor vindceo-escura e de sabor
adocicado quando maduro. Por apresentar essas caracteristicas, acredita-se que
sdo dispersos por animais (zoocoria), principalmente por aves (ornitocoria), pela
dgua (hidrocoria) e pela gravidade (barocoria).

Apesar de sua madeira ndo se destacar economicamente, P. sellowii

apresenta uma utilizacdo ampla: confec¢des de compensados, brinquedos,



palitos de fésforo, caixotaria, forros, carpintaria, 14pis, entre outros. Entretanto,
Mainieri & Pires (1973) ressaltam que, do ponto de vista econdmico, a madeira
de Podocarpus pouco se sobressai, devido ao pouco conhecimento geral da
espécie Porém, suas caracteristicas e aplicagcdes se assemelham as do pinheiro-
brasileiro, Araucaria angustifolia. Por ser uma espécie ornamental, pode ser
empregada também no paisagismo. Outra possibilidade de utilizacio € a
producdo de mudas destinadas a recuperacdo de dreas degradadas, sobretudo as

que se enquadram como dreas de preservacio permanente.

2.3 Aloenzimas

O termo isoenzima foi proposto por Markert & Moller (1959), e refere-
se a formas diferentes de uma mesma enzima que ocorrem num mesSmo
organismo com afinidade por um mesmo substrato (fungdes idénticas ou
similares). As isoenzimas sdo controladas geneticamente por um ou VArios
genes, situados num mesmo loco ou em locos diferentes, respectivamente
(Scandalios, 1969). Segundo a “Enzime Commission for the International Union
of Biochemistry” (1976), o termo “isoenzima” deveria ser limitado as formas
diferentes que surgissem por modificagGes da estrutura primdria das proteinas e
o termo “formas multiplas” seria mais abrangente, incluindo todas as formas
moleculares de uma proteina com a mesma atividade enzimdtica. Um outro
termo — “aloenzima” — foi criado para designar as protefnas variantes,
produzidas por diferentes alelos de um mesmo loco (Gottlieb, 1971).

De forma mais elucidativa poderemos diferenciar o termo isoenzima de
aloenzima da seguinte maneira: ao colocar um corante especifico em um
substrato onde ocorreu uma corrida eletroforética, observa-se que surge um
nimero “n” de bandas denominadas isoenzimas. Quando algumas destas bandas

sdo identificadas como produtos de diferentes alelos de um mesmo loco, passam



a ser chamadas de aloenzimas. Portanto, este termo seria o mais correto em
estudos de genética de populagdes.

Os marcadores aloenzimdticos complementam os  métodos
tradicionalmente empregados no melhoramento, no manejo e na conservagao de
espécies florestais (Alfenas et al., 1998). Este tipo de marcador tem sido muito
utilizado em estudos que envolvem a caracterizagdo genética de populacdes
naturais de espécies vegetais (Borba et al., 2001; Oliveira et al., 2002; Botrel &
Carvalho, 2004; Melo Junior et al., 2004; Pinto & Carvalho, 2004; Pinto et al.,
2004; Gonzales & Hamrick, 2005; Gusson et al., 2005; Luna et al., 2005; Vieira,
2005; Lambert et al., 2006; Souza, 2006; Pereira et al., 2007; Ribeiro et al.,
2007).

2.4 Variabilidade genética

A variabilidade genética é uma condicdo fundamental para que haja
evolucdo, uma vez que a selecdo natural atua entre as variantes que ocorrem
dentro das populacdes em funcdo da adaptacdo ao ambiente, convergindo para a
variacdo entre populagdes e, finalmente, para a variacdo entre espécies (Torggler
et al., 1995). A manutencdo da variabilidade genética em populacdes é a base da
conservacdo de espécies (Yeeh et al., 1996) e por isso seu conhecimento e
entendimento sdo fundamentais. Segundo Kageyama & Gandara (1993), esse
entendimento € a base para a aplicagdo de técnicas de manejo nas florestas
tropicais, além de contribuir para o estabelecimento da conservagdo in situ de
populagdes naturais. Frankel et al. (1996) relatam que conhecer os padrdes de
distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre populacdes naturais garante
o estabelecimento de préticas conservacionistas efetivas e eficientes.

Entretanto, a distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de
populagdes estd relacionada com alguns fatores intrinsecos a espécie como o

mecanismo de dispersdo de pdlen e sementes, o modo de reprodugio, o sistema



de cruzamento, bem como alguns fatores ambientais que possam influenciar ou
direcionar de forma agregada essa distribui¢do (Kevin et al., 2004; Marquardt &

Epperson, 2004; Luna et al., 2005).

2.5 Estrutura genética

Estrutura genética é a forma pela qual a variabilidade genética é
distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de subdivisdo de uma espécie
(Brown, 1978). Para Hamrick (1982) o desenvolvimento e a manutencdo da
estrutura genética ocorrem devido as interagdes de um conjunto complexo de
fatores evolutivos, com variacdo no conjunto génico, organizacio desta variacao
dentro de gendtipos, distribui¢do espacial dos genétipos, sistema de reproducao
que controla a unido dos gametas para a formacgao das progénies, selecdo, deriva,
mutacdo, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e reposi¢cdo
dos individuos que dardo origem as populacdes futuras.

Os estudos de estrutura genética sdo fundamentados no teorema de
Hardy-Weinberg. Segundo este principio, em uma populacdo de tamanho
infinito, com cruzamentos ao acaso, as freqiiéncias génicas e genotipicas
permanecem constantes de geracdo para geracdo na auséncia de migracgdo,
selecdo e deriva. Este principio permite o célculo tedrico da freqiiéncia de um
determinado genétipo, independente do nimero de alelos existente (Futuyma,
1992).

Para se caracterizar a estrutura genética populacional, a partir de
marcadores codominantes, como no caso aloenzimas, os métodos estatisticos
geralmente empregados sdo as andlises de varidncia de freqiiéncias génicas
(Cockerhan, 1969; Vencovsky, 1992; Weir, 1996), a diversidade genética de Nei
(Nei, 1973) e as estatisticas F' de Wright (1965).



2.6 Fluxo génico

Fatores como o tamanho pequeno de uma populacdo e a endogamia
reduzem a variabilidade genética dentro da populacdo via deriva genética,
contribuindo para o desenvolvimento de uma heterogeneidade genética entre
populagdes. Segundo Hartl & Clark (1997), a importancia do fluxo génico estd
justamente em contrapor os efeitos da deriva genética, permitindo a
homogeneizacao das freqii€ncias alélicas. Para Slatkin (1985), fluxo génico é um
termo coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam no movimento de
alelos de uma populagdo para outra. Neigel (1997) define fluxo génico como o
movimento de genes em populacdes incluindo todos os movimentos de gametas,
propéagulos e individuos que efetivamente trocam genes na distribui¢do espacial.
O fluxo génico € estimado a partir das medidas de divergéncia genética entre as
populagdes.

Quando um ou mais individuos migram por geracdo, os efeitos da
migracdo sdo suficientes para contrapor os efeitos da deriva e, portanto, o
nimero de migrantes por geracdo impede a divergéncia entre populacdes
(Wright, 1951). Diversos sdo os fatores que podem afetar o fluxo de genes nas
populacdes naturais, como o sistema reprodutivo da espécie e as relacdes
ecoldgicas entre as plantas e seus polinizadores e dispersores (Dick et al., 2003;
Rocha & Aguilar, 2001).

Futuyma (1992) descreve quatro modelos para explicar como o fluxo
génico atua em metapopulacdes: i) continente-ilha, ii) ilhas, iii) alpondras
("stepping-stone") e iv) modelo de isolamento por distancia.

a) Modelo continente-ilha, no qual existe um movimento unidirecional de
uma populacdo grande continental para uma populagdo menor isolada
(Wright, 1940).

b) Modelo de ilha, no qual a migracdo ocorre ao acaso entre grupos de

pequenas populacdes (Wright, 1951).
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c¢) Modelo de alpondras (ou stepping-stone), no qual cada populacio
recebe migrantes somente de populagdes vizinhas (Kimura & Weiss,
1964).

d) Modelo de isolamento pela distancia, no qual o fluxo génico ocorre
localmente entre vizinhos, em uma populagdo de distribuicao continua

(Wright, 1943).

Para a quantificagdo do fluxo génico pode-se utilizar medidas diretas e
indiretas. As medidas diretas referem-se ao fluxo génico contemporaneo e siao
baseadas em observac¢des do movimento dos vetores de pélen e sementes (Latta
et al., 1998) e na andlise da paternidade (Jones & Ardren, 2003), enquanto que
as indiretas referem-se ao fluxo génico histérico (ou passado) e sdo baseadas na
distribuicdo da estrutura e diversidade genética entre populacdes (Neigel, 1997;

Sork et al., 1999; Smouse & Sork, 2004).

2.7 Distribuicio espacial dos genétipos

Para Brown (1979), o estudo dos padrdes espaciais dos individuos em
uma populacio natural de plantas ¢ uma das ferramentas mais utilizadas para a
compreensdo do comportamento dos processos evolutivos e ecoldgicos. O
conhecimento dos padrdes espaciais fornece informacdes que intensificam ainda
mais as técnicas de manejo e conservagdo e também auxiliam nos processos de
amostragem, uma vez que consideram as interacdes existentes entre oS
individuos e o ambiente fisico e bioldgico (Anjos, 1998). O conhecimento sobre
a estrutura espacial genética também é importante para populacdes de plantas
que sdo selecionadas para conservagdo ou coletadas para uso em programas de
melhoramento. Isto deve ser considerado a fim de estabelecerem-se estratégias
de amostragem de populacdes naturais, conseguindo-se, assim, maximizar a

diversidade populacional ou da espécie. A aplicagdo deste conhecimento
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também tem o efeito de minimizar o impacto de préiticas de manejo sustentdveis
dos recursos genéticos (Shapcott, 1995; Myamoto et al., 2002; Ng et al., 2004).

O padrio espacial de uma espécie caracteriza a forma como os
individuos estdo distribuidos na area, sendo uma das caracteristicas da estrutura
populacional. Segundo Kevin et al. (2004), diversos processos evolutivos e
ecoldgicos, como a dispersdo de sementes, a competi¢ao inter e intraespecifica e
a heterogeneidade do ambiente podem afetar os padrdes de distribuicao espacial
dos individuos dentro de uma populacdo. Em adi¢@o aos processos ecoldgicos e
evolutivos, a estrutura genética espacial dentro das populacdes também pode
afetar os padrdes de distribuicdo espacial, pela dispersdao limitada de pdlen e
sementes, deriva genética local, endogamia e selec@o, favorecendo o mesmo ou
diferentes gendtipos (Heywood, 1991; Epperson, 1995). Como implicagdes
genéticas, as alteracdes na estrutura espacial dos individuos de uma populacio
podem afetar, por exemplo, a taxa de cruzamento (Epperson & Allard, 1989)
mediante mudancgas na densidade e no comportamento dos polinizadores,
gerando alteracdes nos niveis de cruzamento, como o0 aumento da
autofecundacio e, conseqiientemente, da endogamia (Bawa & Krugman, 1990;
Murawski, 1995; Franceschinelli & Bawa, 2000).

Medidas simples de variacdo como ndmero de alelos por loco e as
freqiiéncias tém sido usadas como pardmetros quantitativos para descrever a
estrutura genética, considerando premissas evolutivas em um contexto espacial
(Weir & Cockerham, 1984; Loiselle et al., 1995; Hardy & Vekemans, 1999;
Epperson, 2000; Vekemans & Hardy, 2004). Para Wright (1965), a similaridade
genética € maior entre vizinhos do que entre individuos geograficamente
distantes. Espera-se que o padrdo de estrutura genética seja resultado do balanco
entre o efeito da deriva genética e da dispersdo génica em uma populacio

continua.
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Estudos realizados com marcadores moleculares codominantes neutros
mostram moderada e elevada estruturagdo genética interpopulacional (Borba et
al., 2001; Jesus et al., 2001; Machado, 2005; Azevedo et al., 2007; Pereira et al.,
2007).

2.8 Tamanho efetivo populacional
A diminui¢cdo do tamanho efetivo da populagdo (]Qe) ¢ um dos

principais fatores responsdveis pela perda de variabilidade em populacdes
ameacadas de extincdo (Solé-Cava, 2001). Essa medida refere-se ao grau de
representatividade genética presente em uma amostra de plantas, sementes ou
propagulos (Sebbenn, 2001). Para Wright (1931), o tamanho ideal de uma
populagdo € aquela na qual cada individuo contribui igualmente para o conjunto
gamético, tendo a mesma variacdo em freqiiéncias alélicas que a populacio
observada. Em outras palavras € o nimero de individuos que efetivamente
participam na reprodu¢do e que contribuem para a geracio seguinte.

O ndmero minimo de individuos que se reproduziram durante um
periodo do estrangulamento demogréfico (bottleneck) 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 imigragdo (Solé-Cava, 2001).

O tamanho efetivo de populacdo influencia diretamente na manuten¢ao

da estrutura genética de uma populacdo ao longo das geracdes. Nesse sentido, o
N . € de grande importdncia para calcular a populacdo minima vidvel,
importante para estratégias de conservagao in situ de uma espécie. Além disso, o
conhecimento do 1\76 pode contemplar também os planos de conservacio ex sifu,

pois a coleta de sementes para colecdoes de germoplasma pode ser feita de

maneira a se capturar o mdximo de representatividade genética, ou seja, o
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A

méximo N,

e, a partir desse parametro, propiciar a manuten¢do das populacdes
por longo tempo nos bancos de germoplasma (Sebbenn, 2001).

Frankel & Soulé (1981) sugerem dois nimeros de referéncia para o

tamanho efetivo. Um 1\76 de 50 seria suficiente para conter os efeitos da

endogamia nas populacdes, considerando 10 geracdes, enquanto que um N, . de

500 considera ainda que a estocasticidade genética possa estar implicada na
perda a longo prazo da flexibilidade evolutiva e, por isso, este nimero seria
suficiente para conter a perda de variacdo genética na mesma. Entretanto, esses
valores tém sido criticados na literatura (Sebbenn, 2003), e outros tamanhos tém
sido sugeridos. Nunney & Campbell (1993) sugerem multiplicar os tamanhos
efetivos de 50 e 500, determinados por Frankel & Soulé (1981), por duas a trés
vezes, o que corresponde ao tamanho efetivo de 100 a 150, para conservagdo em

curto prazo, e de 1.000 a 1.500, para conservagdo em longo prazo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A drea de estudo caracteriza-se por matas de galeria que apresentam
limites bem definidos com uma formacgdo nao florestal (campo rupestre), com
altitude média de 1.000 m. A regido em questdo estd localizada a 14 km da sede
do municipio de Itumirim-MG, sentido Carrancas e, em toda a regido, é
conhecida como Cachoeira das Aranhas, e tem como referéncia as coordenadas
S 21°21°42,8” e W 044°46°05,2” (Figura 2).

Oito subpopulacdes de P. sellowii Klotzsch. foram amostradas em trés
diferentes cursos d’dgua. As subpopulacdes foram caracterizadas devido a
interrupcdo natural das formacdes florestais ao longo do curso d’dgua por
afloramentos rochosos, caracteristicos do local. As subpopulacdes de um mesmo
curso d’4dgua formam uma populagdo, ficando assim definidas: subpopulagcdes
Al, A2, A3 e A4 pertencentes ao Corrego Batatal, populacdo A; subpopulacdes
B1 e B2 pertencentes ao Corrego Farias, populagdo B; e subpopulacdes C1 e C2
pertencentes ao Cérrego Morro da Janela, populacdo C (Figura 2). As distancias
entre subpopulagdes variaram entre 206 e 2228 metros (Tabela 1). E importante
ressaltar que os coOrregos pertencem a microbacias adjacentes, que sdo
delimitadas por divisores de dguas. Estes divisores acentuam-se ao longo das
microbacias, formando barreiras naturais. A declividade dos cérregos diminui a
medida que a altitude se eleva, chegando a ser nula no topo, e nas partes mais

baixas a declividade € tamanha que forma barreiras naturais como cachoeiras.

15



da area

cdo das subpopulagdes

alizacdo e caracteriza

FIGURA 2 Loc

ellowii Klotzsch.

experimental para Podocarpus s

16



TABELA 1  Altitude e distdncia geografica em metros entre as oito
subpopulacgdes de Podocarpus sellowii Klotzsch. analisadas.
Subpopulagdes Altitude Al A2 A3 A4 Bl B2 Cl1 C2

(m)
Al 1030 - 327 634 989 1046 1035 1754 1741
A2 1010 311 695 954 1008 1750 1638
A3 990 . 409 1037 1144 1870 1759
Ad 935 1391 1522 2228 2088
Bl 1015 . 206 837 731
B2 1045 . 742 708
cl 1055 285
c2 1040 :

Figura 3 Imagens dos locais deste estudo. A — Mata de Galeria, subpopulacgio
A2; B — Término da subpopulagdo A3 perante barreira geografica
“cachoeira”; C — Subpopulacdo A4; D — Afloramento rochoso entre as
subpopulagdes A3 e A4.
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3.2 Amostragem

As arvores adultas foram amostradas de forma aleatéria ao longo de toda
a extensao das subpopulagdes. Tanto individuos agrupados como isolados foram
coletados. Os individuos amostrados foram identificados e georeferenciados,
utilizando-se o Sistema de Posicionamento Global (GPS). A estrutura genética
de P. sellowii foi estudada com amostras de 232 individuos no total (Tabela 2),
procurando-se coletar no minimo 30 arvores por subpopulacdo, sendo que nas
subpopulacdes B1 e B2 foi amostrado um niimero menor, devido a baixa

ocorréncia local.

TABELA 2 Tamanho amostral (N) para as subpopulagdes de Podocarpus
sellowii (Klotz.).

Subpopulacdes
Al A2 A3 A4 B1 B2 C1 C2
N 30 33 32 32 21 24 30 30

Amostras foliares de cada individuo foram coletadas, embaladas,
identificadas e acondicionadas em caixa térmica com gelo para o transporte. No
Laboratério de Conservagdo Genética de Espécies Arbdreas (Departamento de
Ciéncias Florestais — Universidade Federal de Lavras), o material vegetal foi

armazenado em freezer -80°C, até o momento da extragao.

3.3 Extracio enzimatica e eletroforese

Para a extracdo das enzimas foram usados 300 mg de tecido foliar, PVP
e 1,5 mL de solugdo tampao n°l de Alfenas et al. (1998). As folhas foram
maceradas manualmente mediante uso de almofariz e pistilo de porcelana
previamente resfriados. Apds a maceracdo, as amostras contendo o extrato
protéico foram transferidas para tubos de 1,5 mL e armazenadas a -80 até o

momento das andlises eletroforéticas.
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A eletroforese foi conduzida em cuba vertical, utilizando-se géis de
poliacrilamida como suporte. As concentracdes dos géis de separacdo e
concentracdo foram respectivamente 10% e 4%. Os extratos protéicos obtidos
foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Apés a centrifugagdo,
30 pL do sobrenadante foram aplicados nas canaletas dos géis para proceder as
corridas eletroforéticas. Para a eletroforese foi utilizada amperagem de 10 mA
por gel, 300 Volts. A corrida eletroforética teve duracdo aproximada de 3 horas
e 30 minutos, sendo realizada a temperatura de 4°C. Os procedimentos de
preparo do gel, a aplica¢do das amostras e a eletroforese seguiram a metodologia
descrita por Alfenas et al. (1998).

Foram testados 15 sistemas enzimaticos (Tabela 3) comumente descritos
na literatura.

TABELA 3 Sistemas enzimaticos testados em Podocarpus sellowii (Klotz.).

Sistema enzimatico Sigla EC*
Alcool desidrogenase ADH 1.01.01.01
o-esterase o-EST 3.01.01.01
Enzima madlica ME 1.01.01.40
Fosfatase acida ACP 3.01.03.02
Fosfosglucomutase PGM 5.04.02.02
Glucose desidrogenase GDH 1.01.01.47
-galactose desidrogenase GLDH 1.01.01.48
Glucose-6-fosfato desidrogenase G6PDH 1.01.01.49
Glutamato desidrogenase GTDH 1.04.01.03
Glutamato oxaloacetato trasaminase GOT 2.06.01.01
Isocitrato desidrogenase IDH 1.01.01.42
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

* Enzyme Commission

As revelacdes dos géis foram baseadas na metodologia descrita por
Alfenas et al. (1998). Detalhes sobre cada uma das enzimas, bem como as

solucdes e metodologia para revelagdo podem ser obtidos em Brune et al.
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(1998). Ap6s o aparecimento das bandas, os géis foram retirados da solugcdo de
revelagdo, lavados em dgua corrente e interpretados. Apds a interpretacdo os
géis foram descartados e alguns foram fotografados. A identificagdo das zonas
codificadoras dos locos e dos alelos foi feita a partir da regido mais anddica para
a mais catdédica. Assim, em um sistema enzimdtico em que duas zonas de
atividade eram claramente identificadas, a de maior migracdo no gel recebeu a
denomina¢do de loco-1 e a outra, loco-2. Da mesma forma procedeu-se em
relacdo aos alelos de cada loco. A interpretacdo de cada sistema enzimadtico foi
realizada seguindo os padrdes descritos por Alfenas et al. (1991), Kephart

(1990) e Soltis & Soltis (1989).

3.4 Anilise estatistica dos dados

Apoés a interpretacdo dos zimogramas as freqiiéncias alélicas em cada
loco foram obtidas. A partir dessas freqiiéncias, estimaram-se os indices de
diversidade, porcentagem de locos polimoérficos, nimero de alelos por loco,
heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada segundo as expectativas

do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

3.4.1 Freqiiéncias alélicas
As freqiiéncias alélicas descrevem a variacdo para um loco e foram
obtidas pela contagem direta do nimero de alelos por loco dividido pelo nimero

total de alelos no loco: p; = ny/n.,; sendo p; a freqi€ncia do alelo i na

populacio j; n; o nimero de ocorréncia do alelo i na populacdo j € n.; 0 nimero

total de alelos amostrados na populagio j.
3.4.2 Diversidade genética intrapopulacional

A partir das freqiiéncias alélicas avaliou-se a natureza da variabilidade

genética. Foram obtidos os indices de diversidade, tais como: porcentagem de
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locos polimérficos (I3 ), nimero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade
média observada (H,) e heterozigosidade média esperada (H,) em Equilibrio de
Hardy-Weinberg. As estimativas foram obtidas a partir do programa BIOSYS 2,
(Swofford & Selander, 1997). O programa estima esses parametros da seguinte

forma:

a) Porcentagem de locos polimérficos (f’)
Um loco foi considerado polimérfico quando a freqiiéncia de seu alelo

mais comum ndo ultrapassou 0,95, conforme sugerido por Nei (1987), para
amostras inferiores a 50 individuos. Desta forma, o P foi obtido pela divisdo do

nimero de locos polimérficos pelo numero total de locos analisados. P =

nimero de locos polimérficos / niimero total de locos analisados.

b) Nimero médio de alelos por loco (A)

O A fornece uma idéia da distribuicio dos alelos nas diferentes
populagdes analisadas. O nimero médio de alelos por loco em cada populagdo
foi obtido pela divisdo do nimero total de alelos pelo nimero de total de locos.

A =1° de alelos na populagdo/ n° total de locos.

c¢) Heterozigosidade média observada (H,);

A heterozigosidade observada para cada loco foi obtida pela expressao:
H,=1-XP;em que P;é a freqiiéncia dos genétipos homozigotos.

Para se obter a heterozigosidade média observada, os valores obtidos

para cada loco foram somados e divididos pelo nimero total de locos.

d) Heterozigosidade média esperada (H.);
A heterozigosidade para cada loco foi obtida a partir das freqiiéncias

alélicas, segundo as expectativas de Equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo
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com Nei (1987): H, = 2n(Z 131-2 )Y(2n - 1) em que: n € o n° de individuos

A

amostrados na populacdo em questdo e Pl-z a freqiiéncia alélica estimada do i-

ésimo alelo.

A heterozigosidade média esperada foi obtida pela média aritmética
entre todos os locos analisados (tanto monomorficos como polimérficos).

O coeficiente F de Wright (1931) foi obtido por loco e pela média dos

locos, a partir das seguintes relacdes:

f=1-A/8, 7 =1-3A/50,
(loco) (média dos locos)
em que:

= estimativa do indice de fixa¢do de Wright;

f
H, = estimativa da heterozigosidade observada;
H.

= estimativa da heterozigosidade esperada;

Para as estimativas obtidas dos indices de fixagdo médios considerando
cada populagdo, foram estabelecidos intervalos de confianca a 95% de
probabilidade utilizando-se o procedimento de bootstrap com 10.000 repeti¢des
(Weir, 1996). As andlises dos indices de fixagdo médios foram realizados com o

auxilio do programa GDA (Genetic Data Analysis) (Lewis & Zaykin, 2000).

3.4.3 Estrutura genética

O estudo de estrutura genética entre e dentro de populagdes foi abordada
a partir dos coeficientes de coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969;
Vencovsky, 1992). Esta metodologia foi empregada porque permite a avaliagdo
da divergéncia em diferentes niveis de hierarquia, além de calcular as

estimativas com correcdo para tamanho populacional finito. Os coeficientes de
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coancestralidade foram obtidos a partir da decomposicdo dos componentes de
variagdo da andlise de varidncia das freqii€ncias alélicas, conforme Cockerham
(1969).

Os pardmetros estimados foram:

A

* 0,,que ¢ adivergéncia genética entre populacdes;

e F,oindicede fixacdo para o conjunto das populacdes e
e /o indice de fixacdo para a média das populagdes.
O intervalo de confianca foi estimado com 95% de probabilidade, pelo
método de reamostragem bootstrap, utilizando-se 10.000 repeti¢des sobre locos,

para verificar se estas estimativas médias eram diferentes de zero. As andlises

de variancias e os bootstrap foram efetuados com o auxilio do programa GDA.
Adicionalmente foi calculada a divergéncia genética (ﬁST) entre os pares de

subpopulagdes, com o auxilio do programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002).

A identidade genética de Nei (1978) foi utilizada como medida de
identidade genética entre os pares de populacdes. Mediante as estimativas de
identidade genética foram construidos dendrogramas, utilizando-se o método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average ou Agrupamento
ndo-ponderado aos pares utilizando médias aritméticas), de acordo com a
metodologia descrita por Sneath & Sokal (1973). As consisténcias dos nds dos
agrupamentos foram avaliadas pelo programa TFPGA 1.3 (Tools for population
genetic analysis) (Miller, 1997). A andlise de identidade genética multivariada
(UPGMA) foi realizada utilizando o pacote NTSYS 1.5 (Numerical taxonomy
and multivariate analysis system) (Rohlf, 1993).

Utilizando-se o teste exato de Fisher, os desvios das freqiiéncias
genotipicas obtidas em relacdo as freqii€ncias esperadas pelas proporcdes de
equilibrio de Hardy-Weinberg foram estimados e testados, com o auxilio do

programa BIOSYS 2 (Swofford & Selander, 1997). Para Weir (1996), os testes
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exatos sdo geralmente usados para tamanhos amostrais pequenos, quando hi
uma maior chance de ter nimeros esperados pequenos no teste qui-quadrado.
Mesmo quando se trabalha com amostras grandes, a existéncia de trés alelos
raros no loco resulta em niimeros esperados pequenos €, nesses casos, 0s testes

exatos sao preferiveis.

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

metodologia proposta por Wright (1951), que considera a quantidade de
migrantes (Nm)ea divergéncia genética entre populagdes (ﬁST ), e vem sendo

comumente utilizado em genética de populacdes. Essas estimativas foram
obtidas segundo a equacdo proposta por Crow & Aoki (1984), para um modelo

de ilhas, segundo a qual:

sendo:
o= (n/(n-1))°
em que:
n = ndmero de populacgdes;

Nm = nimero de migrantes;

Complementarmente, a matriz de distdncia genética (ﬁST) foi

comparada com a matriz de distincia geogréfica pelo teste de Mantel (Manly,

1997). O valor Z de Mantel é dado por:
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Z=n%;;=1 X;Yy
sendo:
X;j e Y; elementos das matrizes X e Y a serem comparadas, no
caso, as matrizes de distdncia geogrifica e genética,

respectivamente;

O teste de Mantel foi realizado com o auxilio do programa PCOrd 4
(McCune & Mefford, 1999), utilizando-se 1.000 permutacdes aleatdrias para

testar a significancia das correlagdes matriciais.

3.4.5 Distribuicio espacial dos genétipos

Para a andlise da estrutura espacial de P. sellowii, utilizou-se a estatistica

Sp (Vekemans & Hardy, 2004), e estimou-se o coeficiente de coancestria (ﬁ @)
com base em Loiselle et al. (1995) entre plantas para cada uma das classes de
distancia, utilizando-se o programa SPAGeDi 1.2 (Hardy & Vekemans, 2002).
Através da reamostragem jackknife o erro padrao da média das estimativas entre
locos foi obtido e, a partir dele, foram construidos intervalos de confianca a 95%
de probabilidade do coeficiente de coancestria médio estimado para cada classe
de distincia. A auséncia de estrutura genética espacial foi testada dentro de cada
classe de distancia, utilizando-se 1.000 permutacdes. A estatistica Sp foi
calculada por:
Sp=bel( F - 1)

sendo:

F ;) = média do coeficiente de coancestralidade (Loiselle et al.,

1995) entre os individuos na primeira classe de distancia;
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br = inclinacdo da curva de regressdo do coeficiente F (, contra
o logaritmo da distancia. Quando br = 0, aceita -se a hipétese

nula de estrutura genética espacial aleatdria;

Segundo Vekemans & Hardy (2004), quando a estrutura genética
espacial € representativa do padrdo de isolamento por distdncia em equilibrio de
dispersdo e deriva, os pardmetros de dispersdao génica podem ser estimados a
partir da estatistica Sp, assumindo que a estrutura genética espacial resulta da

dispersdo isotrdpica limitada de genes e atingiu uma fase estaciondria.

3.4.6 Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo pode ser estimado para vérias situacdes, como para
uma populagdo de plantas adultas, uma populacdo estruturada em progénies,
vérias populagdes, acessos de um banco de germoplasma, entre outras (Sebbenn,
2001). As estimativas de tamanho efetivo foram obtidas com base em
Vencovsky (1997). Para o caso de uma tnica populagdo, com auséncia de

estruturagdo genética, o tamanho efetivo de populacio foi calculado por:

N, =n/(1+ f),
onde:

n = ndmero de plantas adultas;

~

f = coeficiente de endogamia intrapopulacional;
Para o caso de individuos de vérias popula¢des, em um modelo de

infinitas populagdes (sem corre¢do para tamanho finito de populagdes), tem-se

que:
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N, =0,5/0,(1+C)Jp - Un) + 1+ F /2n

onde:

A

0, = coeficiente de coancestralidade relativo a populagdes;

p = ndmero de populacdes avaliadas;

n = ndmero total de individuos avaliados nas populacdes;

C, = quadrado do coeficiente de variagdo do numero de
individuos (#;) entre as populagdes;

F = indice de fixacdo para o conjunto das populacdes;

Adicionalmente, desvios significativos do equilibrio de mutagao e deriva
(efeitos de gargalo, por exemplo) devem ser detectados e t€m sido analisados no
estudo de genética de populacdes (Bacles et al., 2004; van Rossum & Prentice,
2004; Ramakrishnan et al., 2005; Vieira, 2005). Utilizou-se o programa
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996) para testar se as populacdes
estdo em equilibrio entre mutacdo e deriva genética, conforme metodologia
descrita em Cornuet & Luikart (1996). Segundo Luikart et al. (1998),
populagdes que passaram por um recente processo de bottleneck apresentam um
excesso tempordrio de heterozigosidade. Isso faz com que A, se torne maior do
que a heterozigosidade esperada sob equilibrio entre mutagdo e deriva (Fleq), pois
esta € calculada a partir do nimero de alelos (Cornuet & Luikart, 1996; Piry et
al., 1999).

A significincia foi avaliada com o uso do teste signed rank de
Wilcoxon, por ser o mais robusto quando utilizado para menos de 20 locos (Piry

et al., 1999), baseando-se em 5.000 replicagdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sistemas aloenzimaticos

Nove dos 15 sistemas aloenzimaticos testados para P. sellowii foram
selecionados em fungdo da resolucdo do padrdo de bandas dos locos: o-esterase
(a-EST), fosfosglucomutase (PGM), glucose desidrogenase (GDH), 3-galactose
desidrogenase =~ (GLDH), glutamato desidrogenase = (GTDH), malato
desidrogenase (MDH), peroxidase (PO), sorbitol desidrogenase (SDH) e

xiquimato desidrogenase (SKDH). A Figura 4 apresenta o padrdo aloenzimatico

obtido para P. sellowii.

FIGURA 4 Padrao aloenzimatico utilizado para a andlise genética de
Podocarpus  sellowii  (Klotz.). Revelagdo para enzima
fosfosglucomutase (PGM).

Os nove sistemas aloenzimdticos utilizados revelaram 27 zonas de
atividade (locos), sendo 10 passiveis de interpretacdo. As enzimas o.-EST, GDH,
GLDH, GTDH, MDH, PO, SDH e SKDH apresentaram trés zonas de atividade,
sendo dois locos descartados devido a dificil interpretacdo. O loco analisado,
localizado na regido mais catddica, apresentou estrutura monomérica com dois

alelos e bandas acromdticas, com excecdo da PO, que apresentou bandas
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cromdticas. A enzima PGM também apresentou trés zonas de atividade, sendo
apenas uma delas descartada devido a baixa resolucdo das bandas. Dos dois
locos analisados, ambos apresentaram enzima monomérica, com dois alelos,
sendo que o mais catddico apresentou bandas acromadticas e o mais anddico,
bandas cromaticas.

Em estudos de genética de populacdes em espécies arboreas, utilizando
marcadores aloenzimaticos, o nimero de locos polimdrficos utilizados € bastante
varidvel. Para avaliar a estrutura genética de populagdes naturais de
Calophyllum brasiliense Camb., Souza (2006) utilizou 14 locos polimoérficos.
Para estudar a distribuicdo da variabilidade genética em populagdes naturais de
Eremanthus erythropappus MacLeich, Moura (2005) utilizou 21 locos
polimdrficos. Vieira (2005) utilizou 10 locos polimérficos para a caracterizagdo
da diversidade e estrutura genética de populacdes fragmentadas de Protium
spruceanum Benth. Jaeger (2004) realizou a caracterizacdo genética e
demogréfica de populacdes naturais de Mata de Galeria de Xylopia emarginata
Mart., utilizando 11 locos polimoérficos. Ng et al. (2004) e Telles et al. (2003)
consideraram, a partir de quatro locos, um nimero considerdvel para se avaliar a
variabilidade genética. Porém, Berg & Hamrick (1997) sugerem um minimo de
10 locos polimérficos para os estudos de diversidade e estrutura genética por
aloenzimas. Varidvel também é o nimero de individuos amostrados em estudos
de genética de populagdes. Para Berg & Hamrick (1997), amostras constituidas
de 30 individuos por populacio podem ser consideradas suficientes para a
estimativa das freqiiéncias alélicas dentro das populagdes, a partir de marcadores
que apresentam locos com padrdo de heranca codominante. No entanto, Bacles
et al. (2004), que fizeram um estudo de freqiiéncias alélicas por meio de
aloenzimas e amostraram entre dois e€ 27 individuos em oito remanescentes,
citaram que a estratégia de amostragem, além de refletir a situagdo fragmentada

da paisagem, variou em funcdo do tamanho e isolamento das populacdes,
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altitude e acessibilidade aos individuos. Este estudo apresenta suficiéncia na
amostragem, a partir dos 10 locos polimorficos analisados e dos 232 individuos

distribuidos nas subpopula¢des conforme a Tabela 2.

4.2 Freqiiéncias alélicas

Nas Tabelas 4 e 5, respectivamente, sdo apresentadas as estimativas das
freqiiéncias alélicas das populacdes e das subpopulacdes de P. sellowii. A
andlise das freqiiéncias alélicas dos 10 locos polimdrficos mostra que nao
ocorreram alelos exclusivos, ji que todos segregaram dois alelos. Para as
populagdes, as maiores freqiiéncias alélicas foram verificadas em SKDH (alelo 2
= 0,650) populagdo A, PO (alelo 2 = 0,585) populacio B e MDH (alelo 1 =
0,664) populagdo C. Para as subpopulacdes foram: SKDH (alelo 2 = 0,717),
GTDH (alelo 2 = 0,742), MDH (alelo 2 = 0,650), SDH (alelo 2 = 0,672), PO
(alelo 2 = 0,625), SDH (alelo 1 = 0,667), MDH (alelo 1 = 0,648) e MDH (alelo 1
=0,679) para Al, A2, A3, A4, B1, B2, C1 e C2, respectivamente.

A equidade genética indica que uma menor variabilidade das
freqiiéncias alélicas em uma populacdo resulta em uma maior diversidade
(Frankel et al., 1996). Considerando que os locos que estdo em eqiiidade génica
(baixa amplitude de variacdo) apresentam freqiiéncias alélicas entre 0,350 e
0,650 (Frankel et al., 1996), verifica-se que, para o conjunto das populacdes e
para as populagdes A e B, 100% dos locos apresentam eqiiidade génica,
enquanto, na populacdo C 90% dos locos apresentam equidade génica (Tabela
4). Para as subpopulagdes, essa propor¢do € de 100% nas subpopulagdes A3, Bl
e C1, 90% na subpopulacido B2, 80% nas subpopulagdes Al, A4 e C2, por fim,
60% na subpopulagdo A2 (Tabela 5).
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TABELA 4 Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (N) em 10 locos
aloenziméticos analisados em Podocarpus sellowii (Klotz.) para o
conjunto da populagdo e para as trés populagdes.

Populacdes

Loco Alelo Conjunto A B C

1 0,507 0,492 0,522 0,526

a-EST 2 0,493 0,508 0,478 0,474
N 220 118 45 57

1 0,421 0,399 0,477 0,424

GDH 2 0,579 0,601 0,523 0,576
N 221 119 43 59

1 0,444 0,423 0,537 0,422

GLDH 2 0,556 0,577 0,463 0,578
N 216 117 41 58

1 0,421 0,372 0,500 0,474

GTDH 2 0,579 0,628 0,500 0,526
N 222 125 40 57

1 0,465 0,364 0,448 0,664

MDH 2 0,535 0,636 0,512 0,336
N 213 118 40 55

1 0,465 0,468 0,478 0,450

PGM-1 2 0,535 0,532 0,522 0,550
N 231 126 45 60

1 0,474 0,508 0,533 0,358

PGM-2 2 0,526 0,492 0,467 0,642
N 229 124 45 60

1 0,500 0,529 0,415 0,500

PO 2 0,500 0,471 0,585 0,500
N 216 119 41 56

1 0,451 0,390 0,537 0,518

SDH 2 0,549 0,610 0,463 0,482
N 216 118 41 57

1 0,424 0,350 0,549 0,491

SKDH 2 0,576 0,650 0,451 0,509
N 218 120 41 57
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TABELA 5 Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (N) em 10 locos
aloenzimdticos analisados em Podocarpus sellowii (Klotz.) para o
conjunto das subpopulacdes e para as oito subpopulagdes.

Subpopulacdes
Loco Alelo Al A2 A3 A4 Bl B2 Cl C2

0,571 0,450 0,550 0,400 0,524 0,521 0,481 0,567
0,429 0,550 0450 0,600 0476 0,479 0,519 0,433
28 30 30 30 21 24 27 30

o-EST

0,393 0,300 0,516 0,383 0,429 0,523 0,517 0,328
0,607 0,700 0484 0,617 0,571 0477 0,483 0,672
28 30 31 30 21 22 30 29

GDH

0,482 0,355 0433 0,429 0,444 0,609 0,448 0,397
0,518 0,645 0,567 0,571 0,556 0,391 0,552 0,603
28 31 30 28 18 23 29 29

GLDH

0,450 0,258 0,383 0406 0472 0,523 0,517 0,429
0,550 0,742 0,617 0,594 0,528 0,477 0,483 0,571
30 33 30 32 18 22 29 28

GTDH

0,308 0,391 0,350 0,400 0,421 0,548 0,648 0,679
0,692 0,609 0,650 0,600 0,579 0,542 0,352 0,321
26 32 30 30 19 21 27 28

MDH

0,483 0,439 0453 0,500 0,429 0,521 0,433 0,467
0,517 0,561 0,547 0,500 0,571 0,479 0,567 0,533
29 33 32 32 21 24 30 30

PGM-

0,483 0,530 0,533 0484 0,571 0,500 0,367 0,350
0,517 0470 0467 0,516 0,429 0,500 0,633 0,650
30 33 30 31 21 24 30 30

PGM-

0,643 0,469 0,483 0,533 0,375 0,452 0,603 0,389
0,357 0,531 0,517 0467 0,625 0,548 0,397 0,611
28 32 29 30 20 21 29 27

PO

0,483 0,333 0417 0,328 0,400 0,667 0,552 0,482
0,517 0,667 0,583 0,672 0,600 0,333 0,448 0,518
29 30 30 29 20 21 29 28

SDH

0,283 0,333 0450 0,333 0475 0,619 0,500 0,481
0,717 0,667 0,550 0,667 0,525 0,381 0,500 0,519
30 30 30 30 20 21 30 27

SKDH

Os valores semelhantes das freqii€ncias alélicas e a alta porcentagem de
locos em eqiiidade génica para as subpopulacdes A3, B1, B2 e Cl1, sugere uma

baixa divergéncia entre estas subpopulacdes. Porém, uma vez que a eqiiidade
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génica ndo é uma estimativa de estruturagdo espacial e nem de fluxo génico, é
preciso ter cautela em tais suposi¢cdes. Esta estimativa apenas gera indicios de
diversidade genética intrapopulacional e da baixa amplitude de variacdo nas

freqii€ncias alélicas entre locais.

4.3 Indices de variabilidade genética

Os locos analisados em P. sellowii apresentaram polimorfismo (P) de
100% (Tabela 6). O nimero de alelos por loco (A) foi de 2,0 para o conjunto das
populacdes e para as subpopulagcdes, valor este proximo aos encontrados em
estudos de outras espécies arboéreas utilizando marcadores aloenziméticos
(Botrel & Carvalho, 2004; Casiva et al., 2004; Gonzidles & Hamrick, 2005;
Gusson et al., 2005; Vieira, 2005; Souza, 2006).

As heterozigosidades médias observadas (H) e esperadas (H,)

apresentaram valores altos tanto para o grupo das populagdes quanto para as

subpopulagdes e a relacdo entre a H, e a H, forneceu indices de fixacdo ( f )

negativos em todas as subpopulagdes analisadas, evidenciando maior propor¢do
de heterozigotos (Tabela 6). Os valores encontrados se diferenciaram
estatisticamente de zero, ndo estando, portanto, aderidos ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg e indicam que hd excesso de heterozigotos.

A maioria das subpopulagdes mostrou semelhangas em relacdo aos
indices de heterozigosidade observada segundo o desvio padrido, com destaque
para a subpopulacdo C2, tnica a ndo apresentar diferenca para as demais
subpopulagdes, também segundo o desvio padrio (Figura 5). As
heterozigosidades esperadas (H,) foram de 0,485 para populagio A, 0,503 para a
populagao B e 0,492 para a populacio C (Tabela 6). As heterozigosidades
esperadas foram muito préximas entre as subpopulacdes. Os valores de
heterozigosidade observada e esperada e seus respectivos desvios padrio para as

subpopulagdes de P. sellowii podem ser visualizados na Figura 5.
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TABELA 6 Diversidade genética em Podocarpus sellowii (Klotz.) nas trés
populagdes e nas oito subpopulacdes estudadas. A: nimero médio

de alelos por loco, P: porcentagem de locos polimérficos, H,:
heterozigosidade média observada, H,: heterozigosidade média

esperada e f : indice de fixacdo.

A

A H, H. f
A 20 100,0 0,620(0,012) 0,485 (0,005) -0,282*[-0,323 a-0,236]
B 2,0 100,0 0,629 (0,023) 0,503 (0,001) -0,255*[-0,342 a-0,170]
C 2,0 100,0 0,643(0,034) 0,492 (0,006) -0,311*[-0,429 a-0,180]
Al 2,0 100,0 0,658 (0,033) 0,484 (0,011) -0,370* [-0,461 a-0,261]
A2 2,0 100,0 0,608 (0,016) 0,468 (0,012) -0,305* [-0,357 a-0,266]
A3 2,0 100,0 0,610(0,023) 0,497 (0,005) -0,232%*[-0,323 a-0,137]
A4 2,0 100,0 0,608 (0,024) 0,487 (0,007) -0,255%* [-0,335 a-0,174]
B1 2,0 100,0 0,670 (0,036) 0,502 (0,003) -0,347*[-0,477 a-0,218]
B2 2,0 100,0 0,593 (0,020) 0,499 (0,006) -0,192*[-0,283 a-0,113]
Cl1 2,0 1000 0,679 (0,024) 0,496 (0,005) -0,377*[-0,457 a-0,289]
Cc2 2,0 100,0 0,607 (0,047) 0,485 (0,008) -0,257*[-0,437 a-0,076]

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

As heterozigosidades (H, e H,) observadas para P. sellowii foram
elevadas, ressaltando a alta diversidade genética das populagdes estudadas. Os
valores obtidos foram superiores aos descritos para outras espécies arbdreas
como Eschweilera ovata por Gusson (2003), em que H, variou de 0,332 a 0,371
e H, variou de 0,354 a 0,431; Cedrela fissilis por Pévoa (2002), H, (0,420 a
0,483) e I:[e (0,366 a 0,435); Calophyllum brasiliense em dreas de mata ciliar por
Souza (2006), I:[,, (0,327 2 0,493) e Fle (0,443 a 0,482); Protium spruceanum por
Vieira (2003), H, (0,333 a 0,630) e H, (0,332 a 0,507). Vale ressaltar que um
estudo realizado por Jaeger (2004) com Xylopia emarginata, na mesma regido
deste trabalho, também apresentou, em média, valores um pouco inferiores. I:IU
variou de 0,377 a 0,764 e I:[e de 0,342 a 0,432. Valores superiores de I:[e foram
descritos por Melo Junior (2003) para Caryocar brasiliense, variando de 0,450 a

0,530 ¢ I:[,, variando de 0,583 a 0,817.
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Quando comparado a outros estudos, os resultados das
heterozigosidades obtidos de gimnospermas P. sellowii apresentam uma maior
diversidade genética, ja que a heterozigosidade obtida para P. sellowii foi maior
do que as estimativas médias encontradas nos géneros Abies (0,130), Picea
(0,218), Pinus (0,136) e Pseudotsuga (0,163) (Hamrick et al., 1992). Em outros
estudos, também com gimnospermas arbdreas, Mantovani et al. (2006),
encontraram para Araucaria angustifolia (H, = 0,389). Ji Souza (2000) para a
mesma espécie na regido de Campos do Jordao-SP (H, = 0,263), Irati-PR (H, =
0,110), e Cagador-SC (H, = 0,124). Estas diferencas podem ser associadas a
histéria natural de cada uma das populacdes ou ao registro da exploracdo de
cada drea. Em estudos com Pinus as heterozigosidades esperadas foram
estimadas em 0,179 para Pinus halepensis (Loukas et al., 1983), 0,127 em P.
ponderosa (O"Malley et al., 1979) e 0,146 em P. rigida (Guries & Ledig, 1982).
Os dados supracitados mostram que os valores de heterozigosidade podem ser
diferentes para vdrias espécies arboreas, ndo existindo um padrio para espécies
que possuem caracteristicas ecoldgicas semelhantes. Segundo Sebbenn et al.
(2000), o conhecimento dos dados sobre heterozigosidade sdo de extrema
importincia, pois, altos niveis de variabilidade genética possibilitam a
ocorréncia de um grande ndmero de novas combinacdes genotipicas,
aumentando o potencial evolutivo das espécies, pela maior capacidade de
adaptacdo as possiveis mudangas ambientais. Para Reis (1996) este fator deve,

obrigatoriamente, ser contemplado em atividades de coleta de sementes.

O indice de fixacdo ( f ) foi significativamente diferente de zero em

todas as subpopulacbes, a julgar pelo intervalo de confianca a 95% de
probabilidade, indicando o excesso de heterozigotos em relacdo aos pressupostos
de EHW. Os valores mais acentuados de fixacdo ocorreram nas subpopulacdes
C1 (-0,377) e A1 (-0,370) e o menor foi observado na subpopulacido B2 (-0,192),

(Tabela 6). Desvios do EHW em locos supostamente neutros como aloenzimas,
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implicam que a populacdo estd subdividida, reprodutivamente, em grupos com
certo grau de parentesco, cruzamentos ndo aleatérios (autofecundacido e
cruzamentos biparentais) ou deriva genética e que, possivelmente, a subdivisao
estd associada a existéncia de estruturas de familias dentro da populacio
(Sebbenn et al., 2003). Para analisar se ocorre ou niao a manutengdo de
heterozigotos em P. sellowii, torna-se necessdrio o estudo das prdéximas

geracoes.
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FIGURA 5 Grifico dos indices de heterozigosidade observada e esperada e seus
desvios para as subpopulacdes de Podocarpus sellowii (Klotz.).

4.4 Estrutura genética

Os findices de estrutura genética, no caso, os coeficientes de
coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969; Vencovsky, 1992) para o
total das subpopulagdes sio apresentadas na Tabela 7.

As estimativas médias obtidas foram negativas, indicando auséncia de
endogamia dentro ( f = -0,292) e também no conjunto das populacdes (F =

0,264). Os coeficientes médios de endogamia foram significativamente

diferentes de zero, de acordo com o intervalo de confianca a 95% de
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probabilidade, demonstrando excesso de heterozigotos em relagdo ao esperado
pelas propor¢des de EHW. Mantovani et al. (2006) também detectaram auséncia
de endogamia para Araucaria angustifolia em um trabalho realizado em Campos

do Jordao-SP.

TABELA 7 Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populacgdes ( f ), do conjunto das populagdes (ﬁ ) e da
divergéncia genética entre populacdes (ép) nas subpopulacdes

estudadas para Podocarpus sellowii (Klotz.).

Loco ]? F ép
o-EST -0,097 -0,098 0,001
GDH -0,380 -0,350 0,022
GLDH -0,301 -0,290 0,008
GTDH -0,439 -0,408 0,022
MDH -0,384 -0,289 0,069
PGM-1 -0,179 -0,191 0,010
PGM-2 -0,246 -0,231 0,012
PO -0,243 -0,217 0,021
SDH -0,420 -0,366 0,038
SKDH -0,246 -0,204 0,034
% ES %
Média -0,292 -0,264 0,021

[-0,357 a-0,226] [-0,319a-0,208]  [0,009 a 0,035]

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

A divergéncia genética entre as oito subpopulagdes de P. sellowii obtida

pela estimativa do ép foi baixa (ép = 0,021). Isso indica que 2,1% da

variabilidade genética encontram-se entre as subpopulacdes e que 97,9% desta
variabilidade ocorrem dentro das subpopula¢des. Jaeger (2004) observou que, na
mesma area deste trabalho, 8,7% da variabilidade genética encontra-se entre e
91,7% dentro das populacdes para Xylopia emarginata. Para Loveless &

Hamrick (1984), as espécies tipicamente alégamas apresentam variabilidade
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genética alta dentro de populacdes. A divergéncia entre populacdes é reduzida
com o aumento do fluxo génico entre as mesmas. A estimativa de divergéncia
genética encontrada para P. sellowii (2,1%) esta de acordo com o observado em
outras espécies arboreas tropicais, ou seja, a maior propor¢do da variabilidade
genética encontra-se dentro das populagdes, dando como exemplo, 6,1% para
Machaerium villosum (Botrel & Carvalho, 2004), 8,3% para Xylopia emarginata
(Jaeger, 2004), trabalho realizado no mesmo local deste estudo, 2% para
Caryocar brasiliense (Melo Janior et al., 2004), 3,5% para Eremanthus
erythropappus (Moura, 2005), 3% para Protium spruceanum (Vieira, 2005).

As oito subpopulacdes estudadas foram submetidas a verificacdo da
aderéncia ao EHW (Tabela 8). O teste exato de Fisher apresentou para P.
sellowii locos aderidos ao EHW em 70%, 90%, 90%, 80%, 80%, 90%, 50% e
50% dos locos nas subpopulacdes Al, A2, A3, A4, Bl, B2, Cl e C2,
respectivamente. Apenas os locos a-EST, PGM-1 e PGM-2 mostraram-se em
EHW em todas as subpopulagdes. Os desvios significativos foram resultantes do
excesso de heterozigotos verificado nestes locos. O EHW tem como
pressupostos cruzamentos aleatdrios, auséncia de mutacdo, migracdo, deriva
genética, selecdo e tamanho infinito das populagdes (Metter & Greg, 1973;
Futuyma, 1992). Assim, devido as pressuposi¢cdes de cruzamentos aleatorios, é
esperado que uma populacdo panmitica mantenha inalteradas as freqiiéncias de
seus alelos a cada geracdo e apenas a redistribui¢do dos alelos dentro dos
gendtipos da nova geracdo poderd alterar a composi¢do genética da populacio
(Futuyma, 1992).

As estimativas de distancia geografica e divergéncia genética (Fsr) sao
mostradas na Tabela 9. As divergéncias genéticas observadas mostraram-se
significantes apds a correcio de Bonferroni em oito ocasides. A maior
divergéncia estd entre as subpopulagdes A2-B2 (6,8%), seguida pelas
subpopulagdes A2-C1 (5,1%), A4-B2 (4,5%), A1-C2 (4,3%), A1-B2 (4,2%),
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Al1-C1 (3,2%), A2-C2 (3,2%) e A4-C2 (2,7%). As subpopulacdes da mesma
populacdo nio apresentaram valores significativos de divergéncia genética.
Divergéncias genéticas significativas foram detectadas apenas entre
subpopulagdes de locais distintos. Isso indica que pode estar havendo algum
fator limitante do fluxo alélico entre as populacdes, como por exemplo, o divisor
de 4guas entre as populacdes que forma uma barreira natural. O mesmo
possivelmente niao estd ocorrendo com as subpopulagdes de uma mesma
populagdo, ji que ndo apresentaram valores significativos de divergéncia
genética.

Um dendrograma foi construido pelo método UPGMA, baseado na
matriz de identidade genética de Nei (1978), onde se evidencia os grupos de
similaridade, mostrando coeréncia com as divergéncias genéticas significativas
observadas (Figura 6). A existéncia de um padrdo hierdrquico de semelhanca
genética sugere a forma [(Al, A4, A3, B1),A2],[(B2,C1),C2]. Estes dois
agrupamentos com os valores de consisténcia de 63% e 55%, respectivamente,
demonstra uma divergéncia genética entre as populagcdes A e C e uma
similaridade  entre  subpopulacdes da populacio B  (intermedidria
geograficamente) com as das populacdes A e C. Entdo sugere-se que a
populacdo B poderia funcionar como intercambio genético entre A e C, e a sua

extin¢do poderd, num futuro, aumentar a divergéncia entre estas populagdes.
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FIGURA 6 Andlise de agrupamento das identidades genéticas de Nei
(UPGMA) entre as oito subpopulagdes para Podocarpus
sellowii (Klotz.).
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TABELA 8 Probabilidades do teste exato de Fisher para a hipétese do Equilibrio de Hardy-Weinberg,
para os individuos de Podocarpus sellowii (Klotz.) nas subpopula¢des estudas.

P (Fisher)
Loco Subpopulacdes
Al A2 A3 A4 Bl B2 Cl C2
a-EST 0,469 0,265 0,265 0,711 0,675 1,0 0,456 0,132
GDH 0,001* 0,217 1,0 0,122 0,001* 0,668  0,009% 0,013*
GLDH 0,021%* 0,242 1,0 0,469 0,335 1,0 0,063 0,000%*
GTDH 0,061 0,076 0,122  0,029* 0,015 0,196  0,010%* 0,002%*
MDH 0,057 0,063 0,052 0,060 0,356 0,394  0,009%* 0,025%
PGM-1 0,069 0,160 0,473 0,723 0,663 1,0 0,293 1,0
PGM-2 0,270 0,170 0,139 0,160 0,633 0,218 0,234 0,708
PO 0,093 0,284 0,069  0,025%* 0,647 1,0 0,435 1,0
SDH 0,010%* 0,102  0,028* 0,671 0,076 0,048*  0,008* 0,021*
SKDH 1,0 0,011%* 1,0 0,423 0,068 0,642  0,026* 0,456

* = significativo a 5% de probabilidade

TABELA 9 Distancia geografica (acima da diagonal em metros) e divergéncia genética — Fsr (abaixo
da diagonal) de Podocarpus sellowii (Klotz.) entre as subpopula¢des analisadas.

Subpopulacdes Al A2 A3 A4 Bl B2 Cl C2
Al - 327 634 989 1046 1035 1754 1741
A2 0,019 - 311 695 954 1008 1750 1638
A3 0,006 0,009 - 409 1037 1144 1870 1759
A4 0,005 0,002 0,002 - 1391 1522 2228 2088
B1 0,016 0,010 0,008 0,003 - 206 837 731
B2 0,042%  0,068* 0,022 0,045* 0,016 - 742 708
Cl 0,032%  0,051* 0,023 0,029 0,023 0,009 - 285
C2 0,043*  0,032* 0,026 0,027* 0,014 0,024 0,010 -

* significativo apds correcio de Bonferroni (o = 0,05).
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4.5 Fluxo génico

A Tabela 10 apresenta as estimativas de fluxo génico para cada par
de subpopulagdes. O valor do fluxo génico estimado a partir da divergéncia
genética reflete o fluxo génico que ocorreu durante um longo periodo. A
estimativa nio indica se estd havendo fluxo génico em determinado evento
reprodutivo, mas calcula os niveis que devem ter ocorrido para produzir os
padroes observados de estrutura genética (Smouse & Sork, 2004). A
amostragem de progénies das subpopulacdes pode auxiliar no
esclarecimento do comportamento das heterozigosidades e do fluxo génico
atual.

Segundo Wright (1931), a deriva genética ird resultar em
diferenciac@o populacional substancial se o nimero de migrantes for inferior
a 1,0. Quando os valores estimados para fluxo gé€nico sdo superiores a 1,0,
entdo o mesmo serd alto o suficiente para prevenir diferenciacdo devido a
deriva genética. Neste caso apenas A2 x B2 (0,9) encontra-se abaixo de 1,0 e
pode antecipar os efeitos de deriva. Segundo Hartl & Clark (1997), quando o
fluxo génico entre populacdes excede a quatro migrantes por geracdo, ocorre
a homogeneizacdo dos alelos entre estas, que funcionam como populacdes
panmiticas. Logo, de acordo com os resultados (Tabela 10), o nimero de
migrantes entre as subpopulacdes Al x A3, Al x A4, A2 x A3, A2 x A4, A2
x B1, A3 x A4, A3 x B1, A4 x B1, B2 x C1 e C1 x C2 maior que quatro
migrantes por geracdo € suficiente para contrapor os efeitos da deriva

genética (Wright, 1951; Hartl & Clark, 1997).
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TABELA 10 Fluxo génico (]\A/m) obtido a partir das estimativas de
divergéncia genética (ﬁ 7 ) entre as oito subpopulagdes para
Podocarpus sellowii (Klotz.). N: nimero de individuos
analisados; nf: nimero de subpopula¢des analisadas.

Subpopulagdes N nf ﬁST Nm
Al-A2 63 2 0,019 33
Al-A3 62 2 0,006 11,2
Al-A4 62 2 0,005 12,0
Al-B1 51 2 0,016 39
Al1-B2 54 2 0,042* 1.4
Al-C1 60 2 0,032* 1.9
Al1-C2 60 2 0,043* 1.4
A2-A3 65 2 0,009 6,8
A2-A4 65 2 0,002 344
A2-B1 54 2 0,009 6,5
A2-B2 57 2 0,067* 0,9
A2-C1 63 2 0,051* 1,2
A2-C2 63 2 0,032* 1.9
A3-A4 64 2 0,002 29,1
A3-B1 53 2 0,008 7.9
A3-B2 56 2 0,022 2,8
A3-C1 62 2 0,023 2,6
A3-C2 62 2 0,026 2,3
A4-B1 53 2 0,003 23,2
A4-B2 56 2 0,045* 1,3
A4-C1 62 2 0,028 2,1
A4-C2 62 2 0,027* 2,2
B1-B2 45 2 0,016 39
B1-C1 51 2 0,023 2,7
BI1-C2 51 2 0,014 4,5
B2-C1 54 2 0,009 7,0
B2-C2 54 2 0,024 2,6
C1-C2 60 2 0,010 6,2

Todas as subpopulagdes 232 8 0,021 8,8

* significativo apds corre¢do de Bonferroni (a = 0,05).

A alta divergéncia genética observada entre as subpopulacdes A2 x
B2, A2 x C1, A4 x B2, A1 x C2, A1 x B2, A1 x C1, A2xC2e A4 x C2
reforcada ainda pela baixa similaridade observada a partir da matriz de
identidade de Nei (1978), pode estar sendo influenciada pelos baixos valores

estimados de fluxo génico entre as mesmas subpopulacdes. Os baixos
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valores de nimero de migrantes observados entre as subpopulacdes citadas
sdo compreensiveis pela presenca acentuada do divisor d’dguas, que evita
um fluxo direto entre essas subpopulacdes de cursos d’dgua (populagdes)
diferentes. Logo, a presenca do divisor d’dguas entre as populagdes pode
estar funcionando como uma barreira geografica. Quando as populagdes sdao
analisadas individualmente, evidencia-se consideravel fluxo génico entre as
suas subpopulacdes, o que deixa claro que os afloramentos rochosos que
causam as interrupcdes naturais das formacdes florestais ao longo dos cursos

d’4dgua nao funciona como uma barreira geografica para o fluxo génico.

No geral, valores de Nm = 88 estimados para o conjunto de
subpopulagdes podem decorrer, entre outros fatores, do grande tamanho
populacional da espécie na drea estudada e dos mecanismos eficientes de
dispersdo de sementes e pdlen, resultando na alta variagdo genética dentro
das subpopulacdes e baixa entre elas (Hamrick & Loveless, 1986; Loveless
& Hamrick, 1984). Logo, estudos de biologia reprodutiva tornam-se
necessdrios para a melhor compreensdo das sindromes de dispersdo e
polinizacdo de P. sellowii, e adicionalmente, melhor caracteriza¢do do fluxo
génico, uma vez que a taxa de cruzamento das populagdes ¢ influenciada por
varios fatores ecoldgicos, como densidade de plantas (Calvo & Horvitz,
1990; van Treuren, 1993; Burd, 1994; Hall et al., 1994; Corbet, 1998;
Obayashi, et al., 2002), nimero de flores por planta (Feinsinger et al., 1986;
Franceschinelli & Bawa, 2005), comportamento do polinizador (Ghazoul et
al., 1998), sincronia no florescimento e padrdes fenolégicos (Hall et al.,
1994; Hall et al., 1996), além de fatores genéticos, como a variacao na auto-
incompatibilidade. A taxa de cruzamento € aumentada com a densidade de
plantas (Calvo & Horvitz, 1990; Murawski & Hamrick, 1991; van Treuren,
1993; Burd, 1994; Hall et al., 1994; Murawski et al., 1994; Corbet, 1998;
Obayashi, et al., 2002).

O teste de Mantel (Manly, 1997) mostrou que existe uma correlagdo
significativa entre as distancias geograficas e as distancias genéticas

estimadas (r, = 0,496) (Figura 7). Um mesmo caso de correlagdo
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significativa foi descrito por Zucchi et al. (2003) para Eugenia dysenterica
DC. O coeficiente de correlacdo entre as matrizes genéticas e geograficas
entre as subpopulacdes de P. sellowii sugere que esta estrutura
provavelmente originou-se de um processo estocdstico como fluxo génico
alto entre subpopulacdes préximas e baixo entre subpopulacdes distantes,
caracterizando o isolamento pela distancia. Sabe-se que o divisor d’agua
pode estar atuando como barreira geogrifica e como as sindromes de
polinizacdo e dispersdo dessa espécie ndo sdo bem conhecidas, estudos sobre
a biologia reprodutiva auxiliardo evidenciar o isolamento pela distancia
detectado. Portanto, o estudo da biologia reprodutiva é necessdrio para o

conhecimento dos mecanismos atuantes do fluxo génico.
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FIGURA 7 Comparacdo entre a matriz de distdncia genética (ﬁST) e de

distancia geografica (metros) entre as subpopulacdes para
Podocarpus sellowii (Klotz.) utilizando o teste de Mantel.

4.6 Distribuicao espacial dos genétipos
A maior parte da diversidade gé€nica para espécies arboéreas é
constituida pela variacdo genética dentro das populac¢des (Hamrick & Godt,

1990), sendo o mesmo observado para P. sellowii, com os dados de estrutura
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genética. Complementarmente, observou-se a correlacdo entre a posigdo
geografica e a distancia genética das populagcdes, caracterizando isolamento
pela distincia. Mediante isso, torna-se necessdrio investigar como se
organiza espacialmente a variabilidade genética das populacdes.

A estrutura espacial de P.sellowii foi obtida por meio da estatistica

Sp (Vekemans & Hardy, 2004) e do coeficiente de coancestria (ﬁ @)» com
base em Loiselle et al. (1995), entre plantas para cada uma das classes de
distancia (Figura 8). Com base nos correlogramas dos coeficientes de
coancestria para P. sellowii, todas as populacdes apresentaram distribuicao
aleatdria, exceto a populacdo A, onde nota-se um valor de coancestria
significativo e positivo na primeira classe de distdncia, portanto uma
distribuicdo agrupada até 94 m, ou seja, os individuos que estdo préximos
até 94 m apresentam algum grau de parentesco, estio mais proximos
geneticamente. A distancia representada por esta classe, além de ser uma
informacdo importante para o manejo, € um distanciamento minimo entre os
individuos a serem amostrados, visando a coleta de sementes para programas
de melhoramento genético e recuperacio de areas degradadas, maximizando
a amostragem para obten¢do de maior variabilidade genética. Em trabalho
realizado por Mantovani et al. (2006) com Araucaria Angustifélia, valores
positivos e significativos de coancestria foram encontrados nas primeiras 4
classes de distancia, indicando uma estruturagdo genética de até 70 m.
Portanto, uma distribui¢cdo agrupada dos gendtipos a uma menor distidncia do
que a encontrada para P. sellowii (94 m). Estes resultados indicam uma
baixa estruturacdo dos gendtipos dentro das populacdes. Niveis de
estruturacdo similares foram encontrados para outras espécies como, Pinus

ponderosa (Linhart et al., 1981) e Pinus contorta (Epperson & Allard 1989).

46



Populagdo A

Sp:0,0013
0.02 P: 0,1389
.8
=]
§ 0,01
S -0,01
QO
-0,02 + ‘ ‘
94 239 389 543 707 1.000
Classe de Distancia (m)
Populacio B
Sp :0,0006
0,04 P: 0,8422
= 003 ]
5 0’02 -------------------------
g 0,01
g 0,00
< -0,01 .
U _0’02 -------------------------
-0,03 T T T T T 1
34 69 108 157 204 260 358
Classe de Distancia (m)
Populagio C Sp:0,0019
P: 0,5365
0,02
E 00l 4 """ smmem s s e e e m e
§ 0,00
g -0,01
o
O -0,02 4 e e e e maae e
-0,03 T T T T T

45 93 138 188 252 332 514

Classe de Distancia (m)

FIGURA 8 Estatistica Sp, probabilidade (P) e estrutura genética espacial
com coeficiente de coancestralidade (ﬁ @) (Loiselle et al.,

1995). Linha cheia representa a regressdo do coeficiente F
contra o logaritmo e, linhas pontilhadas, o intervalo de
confianca de 95%.
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A andlise estatistica Sp ndo apresentou estrutura genética espacial
significativa em todas as populacdes (Figura 8). Isto pode ser corroborado
pela alta taxa de fluxo gé€nico observada entre as subpopulacdes de uma
mesma populacdo. O estudo da estrutura genética espacial, em micro escala
em andamento no local, poderd auxiliar na deteccdo de informacdes da
estrutura das populagdes. Os métodos empregados na estatistica Sp fornecem
boa resolucdo para este nivel de abordagem, sendo que em poucos metros €
possivel identificar familias genéticas estruturadas significativamente
(Fenster et al., 2003; Vekemans & Hardy 2004).

Segundo Hamrick et al. (1993), em 4reas com alta densidade de
individuos, as sementes provenientes de diferentes arvores se sobrepdem,
originando uma mistura de diferentes progénies e, nesses casos, € esperada

uma fraca estruturag@o genética espacial.

4.7 Tamanho efetivo populacional

Em todas as subpopulacdes os valores dos tamanhos efetivos foram
superiores ao nimero de individuos amostrados, os valores variaram de 30
até 48 (Tabela 11). Isto se deve ao grande ndmero de individuos
heterozigotos, indicado pelos indices de fixacdo negativos observado nas
subpopulacgdes. Este fato € esperado, pois a equagdo utilizada, proposta por
Vencovsky (1997), relaciona o tamanho da amostra e o indice de fixacdo da

populagcdo, o que resulta em maior representatividade para condigdes de
heterozigose (Sebbenn et al., 2003). Logo, os valores de IVE observados
reafirmam a existéncia de baixa endogamia para P. sellowii nas
subpopulacgdes estudadas.

O tamanho efetivo populacional (1(76) ¢ um parametro fundamental
quando se pensa em conservagdes 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,
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Moraes (1997) ressalta que alguns fatores dinamicos que afetam a
distribuicdo das freqiiéncias dos alelos devem ser considerados. Frankel et
al. (1996) atentam para as flutuagdes do tamanho populacional entre
geracdes, variagdo na fertilidade entre individuos e sobreposicdo de

geracgdes.

TABELA 11 Tamanho efetivo (Ne) e nimero de individuos amostrados (n)

para as subpopulacdes de Podocarpus sellowii (Klotz.).

Subpopulagdes N, n ](/e In
Al 48 30 1,59
A2 47 33 1,44
A3 42 32 1,30
A4 43 32 1,34
B1 32 21 1,53
B2 30 24 1,24
Cl 48 30 1,61
C2 40 30 1,35

Conjunto 41 - -

Vencovsky (1987) relata que as informacdes a respeito da
representatividade genética das matrizes da populacio (]\Afe) sdo importantes

para a maximizagdo das atividades de coleta de sementes, permitindo, entdo,
calcular o nimero de matrizes a serem amostradas. Considera, ainda, que,
para a coleta de sementes e conservagao de germoplasma, é fundamental que
se faca o controle gamético feminino, coletando sementes do maior nimero
possivel de plantas genitoras (matrizes) e, de preferéncia, em nimero igual
de cada uma. Com essa pratica, reduz-se a varidncia do nimero de gametas
contribuidos pelas plantas genitoras e aumenta-se o tamanho efetivo.
Portanto, as plantas genitoras devem ser tomadas ao acaso e ndo suas
sementes. Em estratégias de enriquecimento da vegetacdo ou recuperagdo de
areas, a coleta de sementes a partir deste principio resultard em indmeras
novas recombinacdes genotipicas na populagdo, elevando o potencial

evolutivo. As relagdes entre o tamanho efetivo populacional e o tamanho de

individuos amostrados (]\Afe/n) t€ém sido utilizadas nas aplicacdes para
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aconservacdo (Frankham, 1995). Logo, segundo a relacdo (1\76 /n) observada

para as subpopulacdes, recomenda-se a coleta de maior nimero de sementes
naquela populacdo em que a relacio € menor, assegurando, assim, a
manutencdo da variabilidade genética nas sementes.

Adicionalmente, desvios significativos do equilibrio de mutacdo e
deriva (por exemplo: efeitos de gargalo) foram testados por meio da
adequag@o ao modelo de mutacdo de infinitos alelos (Cornuet & Luikart,
1996; Luikart & Cornuet, 1998; Piry et al., 1999). Em nenhuma
subpopulagdo foi constatado equilibrio, indicando ocorréncia de gargalos
populacionais (bottlenecks) recentes (entre 12 geracdes, segundo van
Rossum & Prentice, 2004) (Tabela 12). Para Luikart et al. (1998),
populagdes que passaram por um recente processo de bottlenecks apresentam
um excesso temporario de heterozigosidade (H, > Heq). Isso foi observado
em todas as subpopulacdes, ji que, todas as subpopulacdes apresentam
nimero significativo de locos em excesso de heterozigosidade, ou seja, a
heterozigosidade esperada (H,) pelos pressupostos de EHW nos locos
polimérficos € maior do que a heterozigosidade esperada sob equilibrio entre
mutacdo e deriva (Fleq). Em decorréncia de nao se conhecer o histérico da
area de estudo, regido preservada e ndo antropizada, a causa da ocorréncia de
gargalos populacionais € desconhecida.

Van Rossum & Prentice (2004) avaliaram desvios significativos do
equilibrio de mutacdo e deriva de populacdes de Silene nutans
(Caryophyllaceae) na Suécia e norte da Finlandia e encontraram gargalos
genéticos recentes em varias populagdes, sendo interpretados como
conseqiiéncia da fragmentacdio das populagdes como resultado de
perturbacdo humana. Ao contrdrio, Bacles et al. (2004) para Sorbus
aucuparia (Rosaceae) no sul da Escécia ndo observaram gargalos genéticos
recentes. Os autores citam que hé evidéncias de que a destrui¢do de habitat

na 4rea de estudo € antiga, por volta de 6.000 anos.
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TABELA 12 Testes de equilibrio entre mutagdo e deriva genética para as
populagdes de Podocarpus sellowii (Klotz.) nas oito
subpopulacgdes, sob 0 modelo de mutacdo de infinitos alelos.

Subpopulacdes N*  Déficit' Excesso” P Teste de Wilcoxon
Al 4,56 0 10 0,00038 0,00098
A2 4,28 0 10 0,00020 0,00098
A3 4,38 0 10 0,00025 0,00098
A4 4,37 0 10 0,00025 0,00098
B1 4,58 0 10 0,00039 0,00098
B2 4,34 0 10 0,00024 0,00098
C1 4,40 0 10 0,00027 0,00098
C2 4,44 0 10 0,00029 0,00098
Conjunto 3,80 0 10 0,00006 0,00098

* niimero esperado de locos com excesso de heterozigosidade sob o modelo,
seguido por: ' locos com déficit de heterozigosidade e > locos com excesso
de heterozigosidade. P = probabilidade.

Luikart et al. (1998) sugerem que, apds detectar um gargalo, a
probabilidade de que efeitos deletérios do evento possam ser evitados, ou
minimizados, ¢ maior, j4 que procedimentos mitigadores de manejo, ou
introducdo de imigrantes, podem ser realizados. Adicionalmente, tais
praticas podem ser efetivas se associadas ao conhecimento de fatores
ecoldgicos e demogrificos das espécies. Confirmando mais uma vez a
necessidade do estudo de fatores ecoldgicos para P. sellowii como, por
exemplo, biologia reprodutiva. A deteccio de populagdes que
experimentaram  gargalos  populacionais recentes €  importante,

principalmente, por permitir a andlise dos riscos de extincdo local, em

conseqiiéncia do tamanho populacional reduzido (Lee et al., 2002).
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5 CONCLUSOES

Todas as subpopulagdes de P. sellowii apresentaram alta quantidade
de heterozigotos em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando
auséncia de endogamia.

Os niveis de diversidade genética para P. sellowii demonstraram ser
altos dentro e baixos entre as populacdes estudadas, o que é condizente com
as outras espécies arbdreas tropicais. Os niveis de diversidade genética
dentro das populacdes sdo superiores aos relatados para a média das espécies
arboreas tropicais.

Foram observados baixos niveis de fluxo gé€nico, confirmados pela
alta divergéncia genética, somente nas combinagdes entre subpopulacdes
pertencentes a populacdes diferentes, indicando um fator limitante de fluxo
génico entre as populacoes.

O fluxo gé€nico mostrou ser suficiente para contrapor os efeitos de
deriva genética entre as subpopula¢des de uma mesma populacdo. Portanto,
os afloramentos rochosos ao longo dos cursos d” 4gua ndo funcionam como
barreira geogréfica para o fluxo génico.

Foi detectada correlagdo positiva entre as matrizes genéticas e
geograficas entre as subpopulacdes, sugerindo o isolamento pela distancia.

A estimativa do coeficiente de coancestria para P. sellowii mostrou
que todas as populacdes apresentaram distribuicdo aleatdria, exceto a
populagdo A, em que os individuos que estdo préximos, até 94 m, sdo
semelhantes geneticamente e, provavelmente apresentam algum grau de
parentesco.

A andlise estatistica Sp ndo apresentou estrutura genética espacial
significativa em todas as populacdes.

Através dos testes de adequacdo ao modelo de mutag@o de infinitos
alelos, em nenhuma subpopulag¢ao, foi constatada equilibrio entre mutacio e

deriva, indicando a ocorréncia de gargalos populacionais recentes.
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Estudos de biologia reprodutiva sdo necessdrios para melhor
compreensdo das sindromes de dispersdo e polinizacdo, na busca de

conclusdes mais concretas a respeito do fluxo génico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A alta diversidade genética observada para as populacdes de P.
sellowii, demonstra que hd potencial para serem utilizadas em programas de
conservacdo genética. Processos mitigadores, como a introducdo de
imigrantes, pode ser realizada em 4areas que, como essa, sofreu gargalos
genéticos, ou quando o fluxo génico ndo € suficiente para contrapor os
efeitos de deriva. Para a producdo de mudas o niimero de arvores para a
coleta de sementes em cada subpopulagdo deve-se ser préximo ao tamanho
efetivo. No caso da populacdo A, deve-se respeitar um limite de 94 m entre
as matrizes para a coleta, ja que foi observado uma distribuicdo agrupada a
essa distdncia. Em especial para a drea estudada, o manejo e o respeito da
legislacdo que protegem essas dreas devem ser requisitados, a fim de que a
alta diversidade genética encontrada seja mantida. A extincdo da populagdo
B pode aumentar a divergé€ncia genética entre as populacdes A e C. A
presencga de macicos rochosos, atuando como barreiras para o fluxo génico,
pode influenciar a estrutura genética de P. sellowii. Dessa forma, a variagao
nas estimativas de variabilidade genética pode ser influenciada pelas

caracteristicas peculiares de cada habitat.
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