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RESUMO

Este trabalho diz respeito a diversidade genética de Myrciaria floribunda
(West ex Willdenow) Berg (cambui), uma espécie arbérea de sub-bosque, em
paisagem fragmentada da Serra da Mantiqueira, MG. A diversidade genética foi
estudada a partir dos dados de analises eletroforéticas de isoenzimas. Foram
coletadas folhas de individuos jovens em duas populacbes dentro de um
fragmento controle (5810,27 ha) e em dois fragmentos menores (18 e 10 ha),
sendo quarenta plantas por fragmento. Através da andalise de sete locos
isoenzimaticos foi avaliada o nimero médio de alelos por loco @), nimero
médio de alelos por loco polimérfico @p), porcentagem de locos polimorficos

(P), heterozigosidade média esperada (H,), heterozigosidade observada (H,)

e freqluéncias alélicas, utilizando-se alelos de baixa frequéncia. A
heterozigosidade observada para os quatro fragmentos foi elevada (entre 0,288
a 0,386). A variagcdo genética intrapopulacional, avaliada pela riqueza alélica foi

menor nos fragmentos menores que nas populagdes contida no fragmento



controle. Alguns alelos encontrados em menor freqiéncia no fragmento controle
tiveram suas frequéncias reduzidas nos fragmentos menores, sendo que um
alelo foi perdido nos fragmentos menores, provavelmente devido a redugdo do
tamanho populacional durante a fragmentacdo, ou a deriva genética apds a
fragmentacdo ou a amostragem realizada. O indice de diversidade génica de
Nei (heterozigosidade esperada) ndo foi muito diferente entre as quatro

populacdes, apesar de mostrar uma tendéncia a diminuicdo nos fragmentos
menores. Os individuos jovens analisados apresentaram valores de f =
0,0864, sugerindo que estas populacdes tem vindo de cruzamentos panmiticos,
provavelmente anteriores ao processo de fragmentacdo. Estas quatro
populacdes apresentaram pequena diferenciacdo genética entre elas (dp:
0,0555), o numero estimado de migrantes foi relativamente alto (N.= 4,25).

Este trabalho desta forma néo foi capaz de detectar o efeito da fragmentacao

na endogamia desta espécie.
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SUMMARY

This research is about effects of forest fragmentation on the genetic
diversity of Myrciaria floribunda (West ex Willdenow) Berg (cambui), a tropical
tree species from the Atlantic Forest (Mantiqueira hills), State of Minas Gerais.
This work is about genetic diversity studies of de Myrciaria floribunda (cambui),
a late successional species from fragmented landscapes of the Mantiqueira hills.
Genetic diversity was assessed using electrophoresis of isozymes. Leaves from
juveniles trees were collected from four populations, two within a control
fragment (5810,27 ha) and from two other small fragments (18 e 10 ha). Forty
plants were sampled per populations. Seven loci were studied regarding the

average number of alleles per locus (A), the average number of alleles per

polymorphic loci @), percentage of polymorphic loci (P), expected (I—L) and
observed heretozigosity (|:|o), and allelic frequency, using alleles of low

frequency. The observed heterozigosity was high for all fragments (from 0,288

to 0,386). Within population genetic diversity, measured by allelic richness was



lower in small fragments compared with the large fragment. Low frequency
alleles found in the large fragment showed an even lower frequencies in the two
small fragments. One allele was lost in the small fragments, probably due to a
reduction in population size because of the fragmentation process, and probably
due to genetic drift or sampling strategy. Nei's diversity index (expected

heterozigosity) did not differ among populations, although lower in the small
fragments. The result for f = 0,0864 indicated that the current populations

probably were originated from panmmitic populations, established before the

fragmentation process. Little genetic differentiation was detected among

populations (dp: 0,0555), however the number of migrants was considerably

high (N,= 4,25). Therefore this work was not able to detect the effects of

endogamy due to the forest fragmentation on the studied species.



1 INTRODUCAO

O processo de substituicdo da cobertura florestal, devido ao
desmatamento, a expanséo das fronteiras agricolas e pecuarias, a exploracdo
de espécies arbdreas nativas e ao crescimento urbano, tém ocasionado na
Mata Atlantica e particularmente no estado de Minas Gerais, a fragmentagéo
dos ecossistemas florestais, limitando-os a pequenas manchas ou fragmentos
isolados. A cobertura florestal natural de Mata Atlantica do Estado de Minas
Gerais ocupa atualmente apenas 4 % de sua area original (Fundacdo SOS
Mata Atlantica et al., 1998).

Apesar da Serra da Mantiqueira ser uma area da Mata Atlantica muito
importante como corredor ecoldgico, com alta biodiversidade e elevado grau de
endemismo, muito pouco se conhece de sua flora ou fauna. Além disso, uma
extensa area de mata ja foi devastada, e hoje, no sul de Minas, os maiores
fragmentos ocupam principalmente altas altitudes da Serra da Mantiqueira
(Franceschinelli, 2001).

De acordo com Varzea (1942), a Mantiqueira estende-se da margem
norte do Tieté, onde se localiza o Pico do Jaragua, Estado de S&o Paulo até o
sul da Bahia, onde se encontra 0 morro do descobrimento. Ja Mendes Junior et
al. (1991), consideram a Serra da Mantiqueira como um conjunto orografico
com extensdo e limites nem sempre bem definidos, que se estende por trés
estados do sudeste brasileiro: Minas Gerais (MG), Sado Paulo (SP) e Rio de
Janeiro (RJ). O termo Mantiqueira teria como provavel significado “local de

precipitacdes abundantes” ou “local em que se originam as aguas”.



Os remanescentes da formacéo florestal caracteristica dessa regido séao
de grande valor ecoldgico e taxonémico, e a diversidade genética existente
nestes remanescentes, representa um banco vivo de informacbes sobre a
estrutura e o funcionamento deste tipo de Floresta Ombrdfila Mista Alti-
Montana. O reconhecimento da importancia deste ecossistema pode ser
medido pelos inimeros trabalhos que vém sendo realizados na area (Amaral,
2001) e por ter sido considerada recentemente como area prioritaria para
protecdo de mananciais e de importancia biolégica especial (Biodiversitas,
1998).

Meirelles (1991) considera que a Serra da Mantiqueira € uma das
maiores cadeias de montanhas do leste sul-americano, conservando-se como
um museu vivo, de alta diversidade de fauna e flora, apesar de estar encravada
no triangulo de maior concentragdo industrial e urbana do pais (SP, MG e RJ).

Com a duplicacédo da rodovia Ferndo Dias, que liga Belo Horizonte a S&o
Paulo, houve a necessidade de disciplinar o uso dos recursos hidricos,
energéticos e naturais, implantando a Area de Protecdo Ambiental (APA)
Ferndo Dias, que abrange toda a bacia do Rio Camanducaia e parte da bacia
do Rio Jaguari. As nascentes do Camanducaia localizam-se no proprio
municipio, sendo este rio um dos afluentes do Rio Jaguari, 0 qual por sua vez,
faz parte da bacia do Rio Piracicaba. O Rio Jaguari, em territério paulista, faz
parte do Sistema Cantareira, que foi projetado para permitir a reversao de agua
a bacia do Alto Tieté, sendo responsavel por 36% (em média) do abastecimento
da Grande Sao Paulo (Aguari, 2001).

Segundo o Consorcio Figueiredo Ferraz (1999), a atuacdo antrépica
limitou a &rea coberta por florestas naturais a apenas 7% da area da Unidade
de Gerenciamento de Recursos Hidricos - Piracicaba/Capivari/Jundiai (UGRHI-
PCJ). E hoje as porcdes de florestas situam-se principalmente junto as
cabeceiras dos maiores rios (Jaguari, Atibaia, Camanducaia, Corumbatai e
Jundiai). As florestas tem importancia na protecdo do solo, dificultando

processos erosivos do solo, na conservacao dos recursos hidricos e na sua



conformacdo enquanto habitats naturais para a fauna, os remanescentes de
cobertura florestal da regido em estudo constituem um indicador fundamental
de qualidade de ambiente. Segundo Poggiani & Oliveira (1999), areas
remanescentes de vegetacao nativa sdo importantes como fonte de propagulos,
habitat para polinizadores e dispersores, para a manutencao da biodiversidade
e para a sustentabilidade das popula¢gdes naturais ao longo do tempo. Portanto
para proteger estas nascentes, 0s rios que cortam a regido, e a sua
biodiversidade € necessario que se protejam os fragmentos das areas
vegetadas que ainda existem, em especial as matas ciliares.

Com o intuito de se ter um estudo da biodiversidade e fornecer subsidios
para um programa de conservagao e recuperagao dos fragmentos florestais da
APA Fernao Dias, foi iniciado um projeto financiado pelo PROBIO (Projeto de
Conservacado e Utilizagdo Sustentavel da Diversidade Bioldgica Brasileira) do
Ministério do Meio Ambiente em 1998, do qual este faz parte como um
subprojeto. Para este estudo foi selecionado fragmentos inseridos na APA
Ferndo Dias e bacia do Rio Camanducaia, 0os quais como ja foi citado acima,
sdo importantes para producdo de servicos ambientais e conservacdo da
biodiversidade. Alguns fragmentos florestais se encontram bem preservados e
outros estdo em estado de degradacdo acelerado e podem desaparecer dentro
de algumas décadas. Para evitar tal situacdo, ndo sO a protecdo destas areas
vegetadas € importante, mas também a recuperacao das mesmas. Deste modo,
o estudo dos fragmentos ainda existente, ajuda definir estratégias de
conservacao e de uso sustentado dos recursos naturais (Meffe & Carroll, 1994).

Apesar do processo de fragmentacao florestal ser bem antigo no Brasil,
os estudos do comportamento das espécies, fluxo génico, migracdo e extincdo
s&o recentes. E recomendavel conhecer como esta a variabilidade genética
existente nas espécies que estdo nos fragmentos, e saber se estdo sofrendo
um processo de erosdo genética que podera levar a um comprometimento de
véarias populagdes. Informagbes moleculares sobre a variabilidade e a estrutura

genética de populacdes florestais podem auxiliar no esclarecimento da



conducdo de programas de conservacdo genética, bem como sobre a avaliacao
de colecdes de germoplasma (Newburry & Ford-Lloyd, 1993).

A fragmentacdo € um processo de ruptura na continuidade de habitats
naturais que muitas vezes ocasiona também ruptura dos fluxos génicos entre
populacbes presentes nesses habitats, levando a perda da variabilidade
genética em muitas espécies, consequentemente uma limitacdo evolutiva
(Barrett & Kohn, 1991), ou seja, perda da capacidade reprodutiva, da
resisténcia a doencas e da plasticidade das populacbes em se adaptarem as
mudancas ambientais, tornando-as suscetiveis a extingdo (Heywood & Stuart,
1994).

A fragmentacdo de continuos florestais expde as populacbes a
problemas ecolégicos e genéticos causados pela endogamia e perda de
variacdo por deriva genética. Estudos de variabilidade genética séo
desenvolvidos para conhecer o nivel de variacdo genética dentro de populacdes
ou espécies, e 0 modo como ela se distribui dentro e entre populacdes
(Hamrick, 1983).

A estrutura genética de plantas apresenta niveis de variacdo genética
entre e dentro de populagbes, os quais sdo mantidos em funcdo de fatores
como o sistema reprodutivo, fluxo génico (depende do modo de dispersao de
pélen e semente), niveis de endogamia, selecdo natural, deriva genética,
distribuicdo geografica, entre outros (Hamrick, 1983 e Nason et al., 1997).

A variagcdo genética intrapopulacional consiste da soma de todas as
variagbes genéticas encontradas entre os individuos dentro da populacdo. A
estrutura genética populacional € definida como a distribuicdo dessa variacao
genética no tempo e no espaco (Hamrick & Loveless, 1989). Esta variacao
geralmente é quantificada em termos de porcentagem de locos polimorficos (P),
nimero médio de alelos por locos (A) e diversidade génica (H,) (Young et al.,
1996).

A variabilidade genética dentro de populacdes naturais pode ser avaliada

a partir de técnicas bioguimicas, como isoenzimas. Apesar do desenvolvimento



de técnicas moleculares oferecerem grande polimorfismo em nivel de DNA, a
eletroforese de isoenzimas ainda possui algumas vantagens na obtencg&o das
estimativas de variabilidade genética e dos parametros que descrevem o
sistema de cruzamento (Parker et al.,, 1998). Esta técnica tem mostrado ser
eficiente para a caracterizacdo da dinamica da movimentacdo de alelos em
populacdes naturais.

Neste trabalho foi abordado o estudo do efeito da fragmentagdo na
variabilidade genética de Myrciaria floribunda (West ex Willdenow) Berg
(cambui), utilizando a eletroforese de isoenzimas, e sua distribuicdo entre e
dentro de quatro populagbes naturais, duas populacdes se encontram dentro de
um fragmento maior, denominado fragmento controle e duas populagbes em

fragmentos menores.

1.1 Hipoteses

a) Considerando os dados de literatura, onde se observa,
geralmente, um alto nivel de diversidade genética para as espécies arboreas
tropicais, espera-se encontrar também alto nivel de diversidade genética para
Myrciaria floribunda (cambui).

b) Como os individuos jovens devem estar sofrendo o efeito da
fragmentacdo, espera-se encontrar nos fragmentos menores, que
provavelmente contém populacdes menores, niveis menores de variabilidade
genética dentro da populacdo, em comparacdo com as populacbes do
fragmento controle, que contém uma populacdo maior.

c) Encontrar baixa divergéncia genética entre as populacbes dentro do
fragmento controle e talvez uma maior divergéncia entre as populacbes dos

fragmentos menores.



1.2 Objetivos

Investigar o efeito da fragmentacao na diversidade genética de Myrciaria
floribunda (cambui), na Serra da Mantiqueira, APA Ferndo Dias. Este estudo foi
realizado em duas areas dentro de um fragmento maior, denominado fragmento
controle (5810.27 ha) e em dois fragmentos menores (18 e 10 ha), visando sua

comparagéo.

Os objetivos especificos sao:
a) Definir metodologia para a obtencéo de marcadores isoenzimaticos.
b) Estimar a diversidade genética de Myrciaria floribunda (cambui), em duas
areas dentro do fragmento controle e em dois fragmentos menores.
C) Verificar a distribuicdo da diversidade entre e dentro destas populagoes.
d) Verificar se ocorre fluxo génico entre as populacbes de diferentes

fragmentos e estimar a divergéncia genética entre estas populacdes em estudo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversidade e estrutura genética de populagfes naturais

Segundo Hamrick & Godt (1990), os estudos realizados com espécies
arboreas tropicais tém demonstrado que a histéria de vida e as caracteristicas
ecoldgicas das espécies refletem na variacdo intra e interpopulacional e na
heterogeneidade de suas popula¢cbes. De modo geral, as espécies arbéreas da
floresta tropical, apresentam alta proporcéo de locos polimérficos e maior nivel
de diversidade genética dentro de populagbes que entre populacbes e o
sistema de cruzamento é predominantemente misto. Hamrick & Godt (1990),
compilaram dados de isoenzimas em 653 trabalhos e demostraram que as
plantas apresentam em média, cerca de 50,5 % dos locos polimorficos, 0,149
de heterozigosidade média esperada, 1,96 alelos por locos e divergéncia média

(G4y) de 20% entre populacoes.

A extensdo geogréafica € considerado o principal fator relacionado a
guantidade de variacdo genética dentro de espécies. E tem sido observado que
espécies de ampla distribuicdo geografica, vida longa, com reproducéo
principalmente por fecundacéo cruzada (al6gama) e dispersao de sementes por
animais apresentam maiores niveis de variacdo genética que espécies com
outras combinagcbes de caracteristicas (Hamrick & Godt, 1989). Em nivel
populacional, a extensdo geografica e o sistema de cruzamento contribuem
com a maior parte da variacdo genética encontrada dentro de populagées.
Espécies predominantemente aldgamas apresentam maior variagdo geneética

dentro de suas populacdes que espécies autdgamas (Hamrick & Godt, 1989).



Espécies de fecundacéo cruzada ou mista, com dispersao de poélen pelo vento,
apresentam em média 10 % da variacdo entre as populagdes, enquanto as
espécies autégamas apresentam em média 51 % da variacdo entre populactes
(Hamrick & Godt, 1989).

A dispersdo de poélen e sementes promovem o fluxo génico nas plantas,
gue € um importante componente na estrutura genética das espécies, pois
reduz a divergéncia genética entre populacdes (Nason et al., 1997). Segundo
Wright (1943), populacdes separadas por longas distancias e com limitado fluxo
génico podem tornar-se diferenciadas geneticamente uma das outras pelo
processo de “isolamento por distancia”. Hamrick & Loveless (1989), dizem que
populacdes de espécies cuja polinizacdo é feita por animais que percorrem
longas distancias, apresentam maior diversidade genética que aquelas
polinizadas pelo vento ou animais que percorrem curtas distancias, onde o fluxo
génico é limitado. Ja a dispersdo de sementes pelo vento ou por animais
apresentam maior diversidade genética dentro das populacdes que a disperséo

por barocoria.

2.1.1 Técnicas para o estudo da diversidade genética

Nei (1973) associou o0 conceito de diversidade a variacdo genética
existente em uma dada espécie, sendo a heterozigosidade esperada a medida
para quantificar esta diversidade.

A quantificacdo da diversidade pode ser feito através de varios
marcadores morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos ou moleculares. Os
primeiros marcadores utilizados foram os morfolégicos, que representam
variacOes fenotipicas de carater mendeliano e um numero reduzido de locos.
No final da década de 60 os estudos de variacdo genética foram facilitados pelo
desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos e na década de 80 foram

desenvolvidos os marcadores moleculares em nivel de DNA.



A eletroforese de isoenzimas, revelou uma nova fonte de marcadores
genéticos capazes de identificar individuos homozigo6ticos e heterozigéticos.
Esta técnica contribuiu para avangos expressivos na area da genética de
populacbes, revelando uma quantidade significativa de variacdo nos mais
diferentes organismos (Pinto et al., 2001).

Isoenzimas sdo 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 varios alelos
situados num mesmo loco, ou em diferentes locos (Alfenas et al., 1991).
Quando as enzimas sdo controladas por alelos de um unico loco, elas sé&o
denominadas de aloenzimas Robinson, 1998). As isoenzimas sdo, em Ultima
andlise, produto da expressao dos genes.

A simplicidade e rapidez da técnica, aliada ao seu baixo custo em
relacdo aos marcadores baseados em polimorfismos de DNA, faz com que esse
marcador continue a ser utilizado para responder as diversas perguntas que a
pesquisa em Genética impoe.

A técnica de isoenzimas consiste de trés etapas: extracdo das enzimas
do tecido vegetativo, separacdo por eletroforese e coloracdo por métodos
histoquimicos. Para a extracdo, as amostras sdo homogeneizadas, de
preferéncia no gelo e na presenca ou nao de nitrogénio liquido, em solugbes
tampbes contendo anti-oxidantes, estabilizadores osméticos e agentes que
atuam sobre fendis, para preservar a atividade das enzimas.

A separacao € feita com base na carga e no tamanho molecular. Apés a
separacdo, a visualizacdo das isoenzimas é feita pela adicdo de um substrato
especifico que revela a atividade das enzimas, no gel, sob a forma de bandas.
O padrao de bandas visualizado no gel constitui o fendtipo eletroforético, que &
interpretado e deduzido seu genoétipo. A populacdo de individuos € entdo
analisada em termos de locos e alelos, para cada sistema isoenzimatico. Para a
interpretacdo € necessario o conhecimento do numero e tipo de cadeia

polipeptidica que compde a enzima (Pinto et al., 2001).
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A leitura dos fenétipos eletroforéticos permite avaliar a estrutura genética
com base nas estimativas das freqtiéncias alélicas e genotipicas, levando a
conclusbes sobre a magnitude e a distribuicdo da variabilidade entre e dentro
das populacdes, consequéncias evolutivas, diferenciacdo geografica de
populacdes dentro de espécies, fluxo génico, deriva genética e taxas de
cruzamento.

A técnica de isoenzimas possui as seguintes vantagens: expressao
codominante; padrdo de heranca mendeliana, auséncia de pleiotropia e
epistasia; facil e rapida execucao; individuos de qualquer estagio fenologico e
em qualquer idade podem ser analisados e influéncia reduzida do meio. Como
desvantagens: a técnica se limita as enzimas sollveis, e somente S&o
detectadas as substituicbes de aminoacidos que resultam em diferencas na
mobilidade da proteina durante a eletroforese; pequena amostragem de locos,
comparando com os marcadores de DNA; alelos nulos, que controlam
aloenzimas que ndo expressam atividade durante o processo de coloragao,
embora sejam raros, podem causar dificuldades na interpretacdo de
zimogramas; custo e toxicidade dos reagentes, comparando com 0s
marcadores morfolégicos. Em espécies polipléides, onde seu genes séo
representados por varias copias, a interpretacdo adequada é dificultada , ja que
seus locos duplicados presentes nos diferentes genomas de uma espécie
polipléide podem apresentar alelos em comum (Alfenas, 1998).

2.2 Processos de fragmentacao

O desmatamento ocasiona a fragmentacéo das florestas, que nada mais
€ que a transformacdo de uma grande extensdo de habitats em numerosas
manchas menores isoladas umas das outras, imersas em uma matriz
circundante (Macedo, 1993; Young., 1996).

A fragmentacdo de habitats tornou-se um sério problema atual pois

grande numero de espécies esta sendo perdido antes de se ter seu
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conhecimento. Para contornar esta situacao sdo necessérias acdes de manejo
do ambiente para evitar a perda da diversidade bioldgica e de seus beneficios.

Viana (1995) diz que este processo de fragmentacdo deu origem a
fragmentos florestais de diferentes areas, formas, graus de isolamento, tipos de
vizinhanga e histérias de perturbacdo. Este autor define fragmento florestal
como qualquer area de vegetacdo natural continua, interrompida por barreiras
antropicas (estradas, culturas agricolas, etc.) ou naturais (lagos, outras
formacdes vegetais, etc.) capazes de diminuir significativamente o fluxo de
animais, poélen e/ou sementes. O tamanho, forma, grau de isolamento, tipo de
vizinhanca e histérico de perturbacdes sao fatores que afetam a diversidade
biolégica e a sustentabilidade dos fragmentos florestais (Viana, 1995).

Como principais consequéncias desta fragmentacdo, Viana (1990)
descreve a diminuicdo da diversidade biologica, o distarbio do regime
hidroldgico das bacias hidrogréaficas, as mudancas climaticas, a degradacéao dos
recursos naturais e a deterioracdo da qualidade de vida das populacdes
tradicionais. Com relacdo a diversidade biologica observa-se a extincdo de
espécies devido a: reducdo na diversidade e tamanho populacional das
espécies animais e vegetais, aumento dos niveis de endogamia nas
populacdes, modificacdes nas interacdes bidticas (polinizacdo, dispersdo de
sementes, predacdo, herbivoria e competicdo) e abidticas (temperatura do ar,
intensidade luminosa e composic¢ao do solo).

E preciso entender a dinamica das popula¢bes nos fragmentos e sua
interacdo com 0s elementos da paisagem para que as praticas de manejo e
conservacdo sejam eficientes. Por enquanto, sabe-se pouco sobre o impacto
causado pela fragmentacdo sobre a genética e o sistema reprodutivo das
espécies arbdreas. Alguns trabalhos tem mostrado que a fragmentacdo de
habitats, provoca uma redugdo no tamanho da populacdo e aumento do
distarbio ambiental podendo afetar o sistema de cruzamento (Coates & Hamley,
1999 e Routley et al., 1999).



2.3 Efeito da fragmentacédo na genética de populacéo de planta

A fragmentacdo de habitat pode causar a perda da variagdo genética
populacional de duas maneiras. Primeiramente, a brusca reducdo do tamanho
populacional (bottlenecks), pode resultar em uma perda de alelos de baixa
frequéncia, devido aos individuos remanescentes conter apenas uma pequena
amostra do “pool” génico original (Frankel & Soulé, 1981). A extensdo no qual
isto ocorrera depende da extensédo da perda de floresta e da estrutura genética
das populagbes naturais presente no momento da fragmentacdo, a imediata
perda na heterozigosidade sera evidente apenas se o tamanho populacional
apresentar uma grande reducdo (White et al., 1999). Apds a perda alélica
inicial, as populagdes remanescentes, que permanecem isoladas e com
reduzido fluxo génico por varias geracdes, continuam a perder alelos devido a
deriva genética e a endogamia, reduzindo a diversidade genética nos
fragmentos (White et al., 1999). A deriva genética refere-se as mudancas
aleatorias nas frequéncias alélicas das populacdes através das geracgoes,
levando a fixacdo e a perda de alelos e provocando uma reducéo da variacédo
genética das populagdes (Falconer, 1996).

Outborg et al. (1991), mostram que um grande numero de populacdes
selvagens apresentaram uma associacao positiva entre o tamanho efetivo da
populacdo e a variacdo genética, com o aumento da porcentagem de locos
polimorficos, do numero de alelos e heterozigosidade em popula¢cdes maiores.
Outros trabalhos tém mostrado que a fragmentacdo provoca a reducao
significativa da riqueza alélica, mas nao detectam uma diminuicdo na
heterozigosidade (Sun, 1996; White et al., 1999). Isso provavelmente deve-se
ao fato de que alelos com frequéncias moderadas contribuem mais na
determinagéo da heterozigosidade que os alelos de baixas frequéncias, sendo
estes 0s mais propicios a serem perdidos em populacdes pequenas (White et
al.,, 1999). Outros estudos revelaram que os efeitos da reducdo na variagéo

genética em funcdo da reducdo no tamanho populacional e isolamento
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populacional, em 3 espécies herbaceas e uma arboérea, devem-se mais ao
efeito “bottlenecks” do que a deriva genética (Young et al, 1996). O efeito
“bottlenecks” contribui para a perda de alelos, especialmente os raros (ou de
baixa frequéncia), e isto € muito mais efetivo que a perda de heterozigosidade
(Barret & Kohn, 1991).

A perda da diversidade genética tem implicacbes quanto a persisténcia
de espécies e populagbes. Com baixos niveis de variacdo genética, elas
tornam-se vulneraveis a extincdo devido a fatores estocasticos e a reducao da
adaptacdo (fitness), que diminui a capacidade das espécies em responder
adaptativamente as mudancas ambientais futuras (Falconer, 1996; Frankham,
1996).

Uma outra consequiéncia da fragmentacdo em relacdo a genética € que
as espécies tém sua sobrevivéncia comprometida devido a alteracdes nos
padrdes de troca de genes. Grant (1980) afirma que a entrada constante e alta
de genes em uma populacdo através do fluxo génico é o fator mais importante
na manutencdo da coesdo genética entre as populagbes de uma espécie. A
reducdo do fluxo génico devido ao aumento do grau de isolamento entre
populacdes pequenas provoca a divergéncia genética entre elas (Harlt & Clark,
1997). Muitas espécies possuem meios efetivos de dispersdo de genes e com
isso mantém altos niveis de variacdo genética dentro de populagbes com pouca
diferenciacdo genética entre populacdes. Entretanto, a diversidade genética e
estrutura podem ser alteradas se a fragmentacao florestal modificar os padroes
de dispersdo de pdélen e sementes (Foré et al., 1992). Em algumas espécies
arbéreas foi observado que a fragmentacdo ndo levou ao aumento da
divergéncia entre as populagbes, nem a reducdo na variacao genética dentro de
populacdes e nem nos niveis de fluxo génico entre os fragmentos (Young et al.,
1993; Gonzalez-Astorga & Nufes-Farfan, 2001).

O isolamento age negativamente na riqueza ao diminuir a taxa ou o

potencial de imigracdo ou de colonizacdo, e depende das distancias e das
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areas de todos os fragmentos vizinhos, do arranjo espacial dos fragmentos de
habitat, assim como das caracteristicas do ambiente entre os fragmentos.

As espécies vegetais sensiveis aos efeitos da fragmentacdo ocorrem
numa densidade populacional mais baixa em fragmentos menores e isto
provavelmente reduz sua taxa de cruzamento e/ou sua fertilidade, levando a
perda de diversidade genética nestes fragmentos menores. Espécies de
fecundacdo cruzada e dependentes da polinizacdo por animais mostram-se
mais sensiveis a fragmentacao, devido a possivel diminuicdo dos polinizadores
(Milligan et al., 1994). A atuacdo de passaros e mamiferos na fragmentacéo &,
geralmente, mais reduzida do que de morcegos e o vento (Saunders et al.,
1991). Alguns trabalhos tém mostrado que a fragmentagdo, provocando a
reducdo no tamanho da populacdo e o aumento do distirbio ambiental, pode
afetar o sistema de cruzamento (Coates & Hamley, 1999; Routley et al., 1999).

Segundo Saunders et al.(1991), populacbes pequenas de espécies
arbdéreas podem persistir por longos periodos de tempo, devido a longevidade
de seu individuos. Plantas adultas de espécies arb6reas mostram-se menos
sensiveis as mudancas de condicbes ambientais do que as juvenis (Ribeiro,
2002). Aldrich et al. (1998) dizem que devido a longevidade das espécies
arbéreas, torna-se dificil a realizacdo de estudos sobre os efeitos da
fragmentacdo na estrutura genética das mesmas. Como muitos individuos
adultos nos fragmentos ja estavam nestas areas quando elas ainda eram
continuas, estudos feitos a partir destes individuos iréo revelar mais sobre a
estrutura genética pré-existente, do que sobre os efeitos da fragmentacéo.

Em programas de conservacdo e manejo de populacdes é importante
conhecer as variacdes de diversidade genética, do fluxo génico e das taxas de
fecundacdo cruzada em populacbes causadas por fatores ecolégicos e

antropicos (Muona, 1990).
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2.4 Myrciaria floribunda (West ex Willdenow) Berg (cambui)

Segundo Sobral (1993), Myrciaria floribunda (West ex Willdenow) Berg
(cambui) possui porte arbustivo a arbéreo. E uma espécie de grande
diversidade de ambientes. No sul da América do Sul floresce de dezembro a
junho e frutifica de julho a outubro.

Na regido onde os fragmentos foram estudados, esta espécie foi no
passado muito utilizada para mata-burro e rabo de tiradeira (usado em cangas

de boi) (A. Silva, comunicagéo pessoal).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

Os fragmentos estudados encontram-se na APA Ferndo Dias, ao redor
do municipio de Camanducaia, MG, que apresentam as seguintes
coordenadas: 22° 45' 30" de latitude sul e 56° 09' de longitude oeste de
Greenwich. E uma regido montanhosa, com aproximadamente 2000 m de
altitude, e temperaturas predominantemente baixas, com chuvas concentradas
entre os meses de outubro a fevereiro. Possui belas paisagens e clima
agradavel que proporciona grande potencial para o ecoturismo, ainda pouco
explorado.

Segundo informacfBes do subprojeto de levantamento floristico, dados
meteoroldgicos especificos ndo existem para a regido de Camanducaia. Dessa
forma, os dados climaticos de Maria da Fé, MG, foram utilizados por estar mais
proxima da area de estudo. Estes dados indicaram um clima Temperado
Chuvoso Cwbl, segundo a classificacdo de Kdepen (Ayoade, 1998), com verao
fresco que se verifica até nas serras elevadas da zona tropical.

Os resultados obtidos das analises de solo do fragmento controle, feito
pelo subprojeto de inventario da flora fanerogamica, demonstraram, em relacao
a sua granulometria, uma alta porcentagem de areia, média de argila e baixa de
silte, caracterizando-o como franco arenoso. A andlise quimica indicou um solo

fortemente acido (pH = 4,4). Foram verificadas altas taxas de Al (3,64), C (8,08)
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e N (0,63), e também elevada quantidade de matéria organica (13,92 dag/Kg),
este solo é do tipo Latossolo Vermelho Amarelo (Franga, 2002).

A regido possui uma vegetacao exuberante, ainda que o uso do solo seja
intenso pela agricultura e pecuaria de leite. O fragmento controle, conhecido na
regido como matdo, apresenta uma cobertura vegetal constituida pela Floresta

Ombrdéfila Mista Alti-Montana.

3.1.1 Historico de fragmentacao

A ocupacdo do sul de Minas tem suas origens do século XVI,
simultaneamente a do interior do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, na ‘esteira”
das “entradas e bandeiras”. Como conseqiiéncia desses movimentos, iniciou-se
um processo de formacdo de pequenos ndcleos, onde era possivel encontrar
abrigo e alimentacao durante as viagens dos bandeirantes (IBITU, 1998).

A regido de Camanducaia € remanescente de um desses nucleos e seu
povoamento deu-se em meados do século XVIII, sendo formada por
aventureiros que andavam em busca de ouro e pedras preciosas. Sabe-se que
as primeiras casas foram construidas pelos bandeirantes paulistas da regidao de
Atibaia, que se fixaram as margens do Rio Camanducaia (SEBRAE, 1997).

Segundo moradores da regido do entorno dos fragmentos que estédo
sendo estudados, a ocupacao desta area se deu ha aproximadamente 90 anos
atras, quando entdo comecou a utilizagdo dos recursos florestais para
sobrevivéncia, formando apenas pequenas regides desmatadas e isoladas
dentro de um continuo florestal. Segundo Gayer (1924), no inicio do século XX,
os cultivos de cereais (milho e feijao), fumo, cana-de-acgucar, cha e café eram
praticados na regido. Havia a criacdo de gado suino, bovino e em pequena
escala, ovinos e caprinos. Mas 0 que se considerava como as maiores riquezas
eram "as quedas d’agua, para a producao de eletricidade, as madeiras de lei
(quantidade apreciavel) e pinho (em enorme quantidade), que comecavam a

serem exploradas”.
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Ao longo do tempo, com o aumento da populacdo e da utilizacdo dos
recursos da floresta, estas pequenas areas desmatadas, antes isoladas se
uniram, formando assim os fragmentos florestais por volta de 1950 (A. Buta,
comunicacao pessoal). Segundo o relatério do Diagnoéstico Rapido Participativo
(DRP) feito pela Organizagao Nao Governamental Aguari (2001), o processo de
desmatamento foi mais intenso 50 anos atras, a partir da extracdo de araucaria
e o0 inicio da monocultura de Pinus pela Companhia Melhoramentos.

Em 1985, houve a estabilizacdo destes fragmentos, alguns hoje se
encontram em bom estado de conservagao, apesar da entrada de gado dentro
destes fragmentos, da exploracdo seletiva de algumas espécies madeireiras e
da passagem de fogo ocasionalmente.

Os moradores desta regido dizem perceber que as matas vem
aumentando, nos ultimos dez anos. Talvez porque ndo tem sido derrubada e
esta sendo usada pelo gado, principalmente durante o inverno, quando o pasto
sofre o efeito das geadas. Esta tem sido uma pratica usual e tradicional utilizada
como técnica de manejo de gado e de conservacdo das matas pelas
comunidades pesquisadas, o uso dos fragmentos florestais como area de
pasto.

Hoje ao redor da maioria dos fragmentos tem-se pasto, cultura agricola

tradicional e orgéanica (Figura 1).
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Figura 1 .Distribui¢éo dos fragmentos estudados na paisagem




3.1.2 Descrigcao dos fragmentos

A APA apresenta uma grande heterogeneidade ambiental, sua altitude
média pode variar de 800m (nas margens do Rio Jaguari em Extrema) até
2.100m (na Serra de Sdo Domingos, Goncalves), a diversidade de
ecossistemas € também muito grande. Na area da APA, pode-se observar a
ocorréncia de diferentes ecossistemas em diferentes estagios de conservacao
ou regeneracado, como as florestas semideciduas, florestas ombrofilas, florestas
de pinhais, florestas riparias, florestas higrofilas (de brejo), e também grandes
extensdes de monoculturas de pinheiro, eucalipto e batata. Apesar do relevo
acentuado, a bataticultura hoje é uma das atividades principais. E o0s
agroecossistemas comegam a surgir.

Ha o predominio de pequenas propriedades, com estradas que passam
préximas aos fragmentos, o que facilita 0o acesso aos pesquisadores e aos
proprietarios que quando precisam utilizam os recursos destes.

O Sertdo do Cantagalo, area onde se encontram o fragmento Loreano,
com aproximadamente 1590 m de altitude (Tabela 1), é constituido, em sua
maior parte, por agricultores, sendo que cerca de 70% destes dedica-se ao
cultivo da batata tradicional. O restante cultiva milho, feijdo, mandioquinha, em
pequena producdo para subsisténcia (Aguari, 2001). Este fragmento com uma
area de aproximadamente 18 ha, apesar de ser bem menor que o fragmento
controle, apresenta-se, visualmente, tdo conservado quanto o fragmento
controle e mais conservado que o fragmento Zé Tostdozinho. Ao seu redor tem-
se pasto e um curso d’agua, sendo considerado portanto uma mata ciliar. Este
se encontra proximo a uma peninsula do fragmento controle (ou matao).

O fragmento Zé Tostdozinho, ndo se encontra no sertdo Cantagalo,
possui uma area de aproximadamente 20 ha contando com a mata primaria,
plantio de pinheiros e capoeira, levando em consideracdo apenas a area de

mata primaria tem-se apenas 10 ha, sendo o menor fragmento estudado e se
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encontra mais distante do fragmento Loreano, Tabela 2. Além do plantio de
pinheiro e capoeira ha também pasto ao seu redor.

Dentro do fragmento controle, foram feitos duas réplicas (pontos Altair e
Zé Maria), conforme tabela 1.

A populacdo do Altair, localizada no fragmento controle, situa-se proximo
a nascente do Rio Camanducaia e se encontra sob condi¢des primitivas, sendo
que ndo se tem noticias de grandes perturbacdes antrépicas no local, ndo se
observam vestigios de exploracdo seletiva de madeira, os maiores danos
observados referem-se a presenca de gado na floresta, formando trilhas e
afetando a vegetacédo de sub-bosque em alguns locais. A borda desta area esta
sujeita ao fogo produzido nas areas de pastagens e culturas circundantes.
Existem registros historicos de queimadas a mais de 60 anos atras (Franca,
2002).

A populacdo Zé Maria se encontra proxima a populacdo do Altair,

conforme tabela 2.

Tabela 1. Coordenadas e tamanho dos fragmentos de amostragem dos

individuos de Myrciaria floribunda (cambui).

Fragmentos East North Altitude (m)  Area (ha)
Matéao (Altair) 404020 7488139 1810 5810,27
Matéo (Zé Maria) 402980 7487699 1868 5810,27
Loreano 407526 7490771 1590 18
Zé Tostaozinho 398666 7488274 1610 10

Fonte: Menon (2001) e Aguari (2001)

Tabela 2. Distancia (em quildmetros) entre os fragmentos estudados

Fragmentos Zé Maria Altair Zé Tostaozinho
Loreano 57 4.43 9,22
Zé Maria - 1,26 4,1
Altair - - 5,27

Fonte: Landau (2002)



3.2 Selecédo da espécie

Foi feito um levantamento rapido nos fragmentos, para saber quais
espécies eles tinham em comum. ApGs este levantamento, detectou-se que a
Cabralea canjerana, Psycotria sesselis, Aspidosperma sp (guatambu) e
Myrciaria floribunda (cambui) eram comuns e estavam presentes na maioria
dos fragmentos. Coletou-se entdo folhas jovens destas quatro espécies para a
confeccao de géis. A espécie Myrciaria floribunda (cambui), foi selecionada por
apresentar melhor atividade enzimatica e resolucdo no padrdo de visualizacédo

das bandas nos géis.

3.3 Coleta, transporte e armazenamento das folhas de cambui

Foram coletadas folhas jovens, de 40 individuos jovens, ao longo de
trilhas ja existentes, de cada fragmento. Como foram analisados dois pontos
dentro de um fragmento controle e dois fragmentos menores, ao todo teve-se
160 individuos, numerados, plagueteados e analisados.

As folhas foram embaladas em papel aluminio, identificadas
internamente e externamente, e guardadas em caixa de isopor com gelo até o
fim da coleta dos 40 individuos da populacdo no fragmento, e logo eram
colocadas em tanques de nitrogénio liquido (-196°C). No Laboratério de
Biologia de Populagbes de Plantas, na Universidade Federal de Minas Gerais,
em Belo Horizonte, foram transferidas para o ultra-freezer (80°C) e mantidas
até a realizacdo da extracdo. Segundo Alfenas (1998), folhas coletadas e
armazenadas da melhor maneira possivel mantém integras suas enzimas.

Considerando a longevidade das espécies arbbéreas, a recente
fragmentacdo da regido analisada, e ao fato do cambui ser uma espécie de
sub-bosque, foram coletadas folhas de individuos jovens ndo-reprodutivos e
pré-reprodutivos, para se ter certeza que estes individuos ja estavam sofrendo

influéncia da fragmentacao.



3.4 Andlises eletroforéticas

As andlises eletroforéticas foram realizadas no Laboratério de Biologia de
Populactes de Plantas/ICB da Universidade Federal de Minas Gerais.

A metodologia utilizada foi a eletroforese de isoenzimas em gel horizontal
de amido a 13 % descrita por Alfenas (1998), conforme em anexo, seguindo

pequenas alteracdes, de forma a adequar o método para a espécie em estudo.

3.4.1 Extracéo

A extragdo das isoenzimas foi feita através da trituracdo em cadinhos de
porcelana, de aproximadamente 0,02g de tecido foliar em nitrogénio liquido e
aproximadamente 1 ml de solugéo de extracdo modificada (conforme tabela 3)

a partir da solucao de extracdo numero 1 de Alfenas et al. (1998).

Tabela 3. Tampao de extracdo (pH 8,5) utilizado para a extracdo de isoenzimas
de Myrciaria floribunda (cambui). Protocolo modificado a partir da

solucdo de extracdo numero 1 de Alfenas et al. (1998).

REAGENTE QUANTIDADE
Fosfato de sédio bibasico 0,69
Sacarose 79
PVP-40 2,569
L-4cido ascorbico 0,19
DIECA 0,19
Metabisulfito de sédio 0,05g
Borato de sddio (Borax) 0,059
B-mercaptoetanol 0,2ml
Polietilenoglicol-6000 19
Agua deionizada ou destilada 100ml|

Apos a extracdo das enzimas, a solucao obtida foi absorvida em pedacos
de papel de filtro (wick), com dimensdes de 5 x 12 mm, os quais foram
guardados em placas de “wick”, contendo 8 repeticbes, no ultrafreezer até o

momento da corrida. Foram colocadas 20 amostras em cada gel, além de dois
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pedacos de papel de filtro contendo solu¢cdo marcadora de azul de bromofenol a

1% nas extremidades, para a marcagéao da linha de frente durante a migracéo.

3.4.2 Tampdes de eletrodo/gel e sistemas enziméaticos

Realizou-se testes preliminares de sistemas de tampao gel/eletrodo
combinados com sistemas enziméaticos.

A partir destes testes foram escolhidos sistemas enzimaticos pela sua
boa resolugéo.

Foram testados 22 sistemas isoenzimaticos, listados em anexo, e trés
sistemas tampao cuba/gel: Citrato morfolina e Litio borato, segundo protocolo
Alfenas (1998), e Histidina, segundo protocolo O’'Malley (1980).

A partir destes testes, foram escolhidos sete sistemas enzimaticos e dois
sistemas tampéo cuba/gel pela sua boa resolucdo e constancia. Os sistemas de
tampdo gelleletrodo utilizados para cada sistema enziméatico podem ser

observados na tabela 4 e seu protocolo em anexo.

Tabela 4. Sistemas de tampé&o gel/eletrodo e sistemas enzimaticos utilizados.

Tampao gel/eletrodo Sistemas enzimaticos Estrutura quaternaria

Citrato morfolina G6PDH Dimérica
IDH Dimérica
UGPP Monomérica
Litio borato TPI Monomeérica
AAT Nao conhecida
LAP Monomérica

3.4.3 Condic¢des de corrida

Os géis eram feitos no dia anterior e no dia seguinte as amostras eram

aplicadas no géis.
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Durante a migracdo os geéis foram mantidos a temperatura de
aproximadamente 5°C (em refrigerador). Apos 1 hora de corrida os papéis de
filtro eram retirados. A corrida em Citrato morfolina levava cerca de 56 horas,
guando o marcador de bromofenol atingia 8 cm de migracdo. Este sistema
iniciava a corrida com 50 mA. Para o sistema Litio borato a corrida durava cerca
de 9 a 10 horas com corrente inicial de 70 mA.

Ao final da corrida os géis eram cortados em 5 fatias e preparados para a
coloracao especifica e revelacao de cada enzima.

As etapas subsequentes sdo o aquecimento em estufa a 35° C, limpeza,
interpretacdo e esquematizacdo dos zimogramas, fixagcdo e secagem dos geéis

para transparentizacao (Alfenas, 1998).

3.4.4 Leitura e interpretacdo dos zimogramas

As leituras dos zimogramas obtidos eram feitas logo apds a revelacéo
das isoenzimas.

As regides de atividade foram numeradas em ordem decrescente de
mobilidade, em relacdo a origem, de modo que a regido com as bandas
eletroforéticas de maior mobilidade para o sistema enzimatico foi identificada
como regido 1 (ex: AAT-1). Para cada loco, o alelo de maior migracao recebeu
a denominacdo de A e os demais B, C, conforme a distancia de migracéo

seguinte.
3.5 Metodologia estatistica
3.5.1 Variabilidade genética
A variabilidade genética foi caracterizada pelo uso dos seguintes indices

de diversidade:

) nimero médio de alelos por loco (A);
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i) nimero médio de alelos por loco polimérfico (Ap);

i) porcentagem de locos polimérficos (P):;

V) heterozigosidade média esperada ( I3|e);

V) heterozigosidade observada (H.);

Vi) freqléncias alélicas, utilizando-se alelos de baixa frequéncia.

O uso de frequiéncias alélicas sdo muito informativas nos estudos sobre a
distribuicdo da diversidade dentro da paisagem, ou entre fragmentos florestais,
e portanto auxiliando na interpretacao dos dados sobre a estrutura genética.

As frequéncias alélicas foram estimadas a partir da interpretacdo dos
zimogramas, possibilitando a definicdo dos genotipos de cada individuo. Esta
estimativa foi realizada contando-se o0 numero de vezes que um alelo é
encontrado em cada populacéo e dividindo esse nimero pelo nimero total de

alelos da populacao, segundo a férmula abaixo:

Py =1y /n.j

onde:
f)ij = estimativa da freqiéncia do alelo i na populagéo j;

ni; = numero de ocorréncias do alelo i na amostra da populagéo j;
n; = numero total de alelos encontrados na amostra da populagéoj .

A porcentagem de locos polimérficos (P) foi calculada dividindo o
ndmero de locos polimérficos pelo ndmero total de locos amostrados.
Considerou-se loco polimorfico aqueles que possuiam alelos com uma
freqUéncia de até 99%.

O nimero médio de alelos por loco (A) foi obtido somando-se todos os

alelos observados e dividindo esse numero pelo numero total de locos
amostrados.

A heterozigosidade esperada (I3|e) foi estimada para cada loco, segundo

Nei (1978):
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onde:

p, = freqiiéncia do aleloi.

A estimativa da heterozigosidade média observada (I:IO), calculada para

cada loco individualmente, foi obtida diretamente da amostra a partir das
frequéncias genotipicas observadas, enquanto a heterozigosidade média

observada foi obtida através da média aritmética de todos os locos analisados:

H, =1-,,
onde:

p;, = frequéncia observada de homozigotos, para o iésimo alelo no loco

analisado.

Estas estimativas foram obtidas utlizando-se o programa BIOSYS-2
(versdo original de Swofford e Selander, 1981; atualizado por Black W.
C.,1997).

A partir das frequéncias alélicas, foram estimadas as frequéncias
genotipicas esperadas para 0s homozigotos e heterozigotos.

A verificacdo dos desvios da panmixia foi feita através de teste do Qui-
guadrado e estatistica f , executado pelo programa BIOSYS-2 (versao original
de Swofford e Selander, 1981; atualizado por Black W. C.,1997).

A adequacdo ao modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi
verificada através do coeficiente de endogamia ou indice de fixagdo (f de
Wright) dentro de cada populacdo (Weir, 1990). O indice de fixa¢do indica a
fracdo de reducdo na heterozigosidade em relacdo aos valores esperados em

uma populacdo de acasalamento aleatério em EHW:
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Uma populagdo estda em EHW caso f = 0, para valores menores que
zero, ha um excesso de heterozigotos, ja valores superiores a zero, indicam um
excesso de homozigotos (Weir, 1990).

Segundo Brown e Weir (1983), um dos fatores que podem levar a ndo
adequacdo das freqUéncias genotipicas ao EHW é o sistema de cruzamento,
isto pode ser testado através do modelo de Equilibrio de Endogamia de Wright
(EEW), que considera o modelo de cruzamento misto, ou seja, acasalamentos
aleatorios e auto-fecundacao. Este modelo leva em consideracao ainda o indice
de fixacdo (f de Wright) para os célculos das frequéncias genotipicas
esperadas.

3.5.2 Estrutura genética

A estrutura genética populacional foi determinada através da estatistica f
de Wright (Wright, 1965, 1978), pelo método de Weir & Cockerham (1984).
As estatisticas f sdo constituidas de 3 indices:

i) f, coeficiente de endogamia dentro de populacées devido aos
acasalamentos nao casuais,

i) q,, coeficiente de endogamia devido a subdivisdo de populagdes,
gue representa a diferenciacdo genética entre populacgées,

i) F, incorpora os efeito de acasalamentos ndo casuais dentro de

populacdes e o efeito de subdivisdo de populacdes.

Estas estimativas foram obtidas utilizando-se o programa TFPGA (Miller,
1997).



3.5.3 Fluxo génico

O fluxo génico foi determinado pelo procedimento de Barton & Slatkin
(1986), atraves de frequiéncias alélicas obtidas de isoenzimas. O log de N, 0
namero médio de migrantes entre populacdes locais por geracdo (onde N =
tamanho da populacdo e m = taxa de fluxo génico) € linearmente relacionado
ao log da frequéncia média de alelos privados, ou seja dos alelos com baixa

frequéncia ou raros. Os valores de N, também foram estimados através da

seguinte formula:

N,=(1—-Fg)/4xFg
onde:
F; = diversidade genética entre populagdes.
Segundo Hamrick & Nason (2000), de modo geral as estimativas de fluxo
génico baseadas em Fst sdo empiricamente mais aceitaveis, pois sdo baseados
em todos os dados de frequéncia génica, e portanto menos sensiveis aos erros

gue as estimativas baseadas em alelos raros.

3.5.4 Tamanho efetivo populacional

O conhecimento do tamanho efetivo populacional (Ne) € fundamental
para a conservacao a longo termo de uma espécie, sendo o fator central para a
determinacdo de uma populacdo minima viavel (PMV). Apesar de ter definicbes
vagas, uma série de incertezas e arbitrariedades, esse € um meio de avaliar e
trabalhar a questdo da conservacdo de populacdes e, por conseqiéncia, de
espécies (Moraes et al., 1999).

O tamanho efetivo de cada populacdo (Ne) foi estimado, segundo

metodologia proposta por (Vencovsky, 1997):



N, = n/(1+f),
onde:
n = ndmero total de individuos amostrados na populacédo e f = coeficiente

de endogamia na populacao.



4 RESULTADOS

Sao apresentados a seguir os resultados das andlises dos sistemas
enzimaticos obtidos neste estudo, bem como as analises estatisticas descritas
na metodologia.

4.1 Interpretacao genética dos sistemas enzimaticos

Considerando a estrutura quaternaria das enzimas, segundo Wendal &
Weeden (1989), a heranca codominante e os padroes de bandas dos
heterozigotos foram analisados seis sistemas enzimaticos (Tabela 5):

Glucose 6-Fosfato desidrogenase (G6PDH)

Este sistema apresentou duas zonas de atividades, sendo a mais
catddica interpretada como um loco polimorfico, dialélico e a enzima formada
por duas subunidades (dimero). A outra regido apresentou resolucao ruim e de

dificil interpretagdo genética, por isso néo foi incluida na analise dos dados.

Isocitrato desidrogenase (IDH)

Neste sistema foi observada uma zona de atividade, um loco

representado por uma enzima dimérica com dois alelos.

Uridina difosfoglucose pirofosforilase (UGPP)
Neste sistema foi observada uma zona de atividade, um loco

representado por uma enzima dimérica com dois alelos.
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Leucina aminopeptidase (LAP)
Este sistema apresentou uma zona de atividade, com um loco

polimérfico, representado por uma enzima monomérica com trés alelos.

Triose-fosfato isomerase (TPI)
Este sistema apresentou uma zona de atividade, com um loco

monomoarfico (um alelo), representado por uma enzima monomerica.

Amino aspartato transferase (AAT)

Este sistema apresentou trés zonas de atividades, sendo a de maior
mobilidade com resolucdo ruim e de dificil interpretacdo genética, por isso ndo
foi incluida na andlise dos dados. Os outros dois locos foram interpretados
como uma enzima monomérica. Os dois locos foram polimérficos, tendo o loco

dois, trés alelos e o loco trés, dois alelos.

Tabela 5. Sistemas enzimaticos utilizados, locos e alelos analisados neste

trabalho.
Sistemas Numero de locos Numero de locos Numero de alelos
enzimaticos encontrados analisados analisados

G6PDH 2 1 2
IDH 1 1 2
UGPP 1 1 2
LAP 1 1 3

TPI 1 1 1
AAT 3 2 3/2
Total 9 7 15

Nos itens 2, 3, e 4 sdo apresentados respectivamente os dados

referentes a diversidade e estrutura genética das quatro popula¢des de cambui.



4.2 Diversidade genética

As estimativas dos parametros de diversidade genética foram obtidas
utilizando as frequéncias dos alelos encontrados em cada populacdo (Tabela
6). A porcentagem de locos polimorficos foi igual para as quatro populagdes. O
numero médio de alelos por loco polimérfico foi igual para os dois fragmentos
menores (2,0) e menor que o valor encontrado para as duas populacdes do
fragmento controle (2,14).

A heterozigosidade média observada apresentou um decréscimo nos
fragmentos menores, reduzindo de 0,386 e 0,347 nas populacdes do fragmento
controle (Altair e Zé Maria, respectivamente), para 0,332 e 0,288 nas

populacbes Zé Tostdozinho e Loreano, respectivamente.

Tabela 6. Estimativas de diversidade genética, para quatro populacbes de
cambui, a partir de seis sistemas enzimaticos, totalizando sete
locos e 15 alelos. Os numeros entre parénteses referem-se aos
desvios padrdes.

Indices de diversidade Zé Tostdozinho Loreano Zé Maria Altair

H, (todos os locos) 0,324 0,350 0,404 0,385
(0.075) (0,072)  (0,071)  (0,076)
H_ (locos polimérficos) 0,328 0,355 0,409 0,391
(0,076) (0,073)  (0,072)  (0,077)
H, (todos os locos) 0,332 0,288 0,347 0,386
) (0,077) (0,074)  (0,061)  (0,075)
A 2,00 2,00 2,14 2,14
X (0,22) (0,22) (0,26) (0,26)
Ap 2,33 2,33 2,5 25
P (critério 0,95 e 0,99) 85,71 85,71 85,71 85,71

4.3 Estrutura genética

As frequéncias alélicas dos seis sistemas enzimaticos, das quatro

populaces de cambui sdo apresentadas na Tabela 7.



Tabela 7. FreqUéncias alélicas de sete locos isoenzimaticos em quatro

populacdes de Myrciaria floribunda (cambui).

Populacéao

Loco Loreano Zé Tostdozinho Matéo (Zé Maria) Matéao (Altair)
UGPP-1

(N) 36 37 39 39
A 0.903 0.838 0.564 0.731
B 0.097 0.162 0.436 0.269
IDH-1

(N) 34 37 37 38
A 0.544 0.486 0.365 0.579
B 0.456 0.514 0.635 0.421
G6PDH-1

(N) 38 39 35 35
A 0.697 0.474 0.257 0.371
B 0.303 0.526 0.743 0.629
LAP-1

(N) 38 38 38 39
A 0.500 0.658 0.382 0.423
B 0.500 0.342 0.513 0.436
C 0.000 0.000 0.105 0.141
TP

(N) 39 40 40 39
A 1.000 1.000 1.000 1.000
AAT-2

(N) 32 40 39 32
A 0.125 0.025 0.128 0.063
B 0.172 0.038 0.128 0.078
C 0.703 0.938 0.744 0.859
AAT-3

(N) 39 40 40 37
A 0.731 0.688 0.538 0.581
B 0.269 0.313 0.463 0.419

N= numero de individuos analisados

Comparando as frequéncias alélicas das quatro populacdes, no loco
UGPP-1, nota-se uma maior freqiiéncia do alelo A, e menor frequéncia do alelo
B nos fragmentos menores (Loreano e Zé Tostdozinho). Isto ocorre também
para o loco AAT-3.



No loco IDH-1, as freqUéncias alélicas nas quatro populacbes
demonstram que suas propor¢des sdo intermediarias.

No loco G6PDH-1, nota-se uma maior frequéncia do alelo B, e menor
frequéncia do alelo A. Esta frequéncia do alelo B diminui nos fragmentos
menores (Loreano e Zé Tostéozinho).

O loco LAP-1, apresenta uma maior frequéncia para o alelo A nas
populacbes dos fragmentos menores, e uma auséncia do alelo C nas
populacdes dos fragmentos menores.

Para o loco AAT-2, os alelos A e B apresentaram baixa frequéncia para

as populacdes dos fragmentos Zé Tostaozinho e Altair.

Nas tabelas 8, 9, 10 e 11 observam-se a verificacdo das estimativas
encontradas ao modelo do EHW para os fragmentos menores e o fragmento

controle, respectivamente.



Tabela 8. Verificagdo das estimativas encontradas ao modelo do EHW, através

2
dos testes do X para a populacao do fragmento Loreano.

Z Z Z
Loco Gendétipos No Ne X P X
UGPP-1
A-A 29 29.296
A-B 7 6.408
B-B 0 0.296
ns
0.353 0.552
IDH-1
A-A 17 9.940
A-B 3 17.119
B-B 14 6.940
23.840 0.000"
G6PDH-1
A-A 19 18.373
A-B 15 16.253
B-B 4 3.373
ns
0.234 0.628
LAP-1
A-A 12 9.373
A-B 14 19.253
B-B 12 9.373
ns
2.906 0.088
AAT-2
A-A 0 0.444
A-B 0 1.397
A-C 8 5714
B-B 1 0.873
B-C 7.857
c-C 14 15.714
ns
3.127 0.372
AAT-3
A-A 20 20.727
A-B 17 15.545
B-B 2 2.727
ns
0.356 0.551

No= frequiéncia observada; Ne= freqiéncia esperada; * P<0.05, ** P<0.01 e ns= nao

significativo.
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Tabela 9. Verificacdo das estimativas encontradas ao modelo do EHW, através

2
dos testes do X para a populagéo do fragmento Zé Tostdozinho.

2
X

2
GL X

Loco Gendétipos No Ne P X
UGPP-1
A-A 25 25.904
A-B 12 10.192
B-B 0 0.904
1.256 1 0.262
IDH-1
A-A 8 8.630
A-B 20 18.740
B-B 9 9.630
0.172 1 0.678
G6PDH-1
A-A 11 8.649
A-B 15 19.701
B-B 13 10.649
ns
2.280 1 0.131
LAP-1
A-A 15 16.333
A-B 20 17.333
B-B 3 4.333
0.929 1 0.335
AAT-2
A-A 0 0.013
A-B 0 0.076
A-C 2 1.899
B-B 0 0.038
B-C 3 2.848
Cc-C 35 35.127
ns
0.141 3 0.987
AAT-3
A-A 19 18.797
A-B 17 17.405
B-B 4 3.797
0.022 1 0.881

No= frequiéncia observada; Ne= frequéncia esperada; * P<0.05, ** P<0.01 e ns= nao

significativo.



Tabela 10. Verificacdo das estimativas encontradas ao modelo do EHW,

2
atraves dos testes do X para a populacdo do fragmento controle (Zé

Maria).
2 2
Loco Gendétipos No Ne X P X
UGPP-1
A-A 13 12.286
A-B 18 19.429
B-B 8 7.286
0.217 0.642
IDH-1
A-A 6 4.808
A-B 15 17.384
B-B 16 14.808
ns
0.718 0.397
G6PDH-1
A-A 1 2.217
A-B 16 13.565
B-B 18 19.217
ns
1.183 0.277
LAP-1
A-A 8 5413
A-B 10 15.080
A-C 3 3.093
B-B 13 9.880
B-C 3 4.160
C-C 1 0.373
ns
5311 0.150
AAT-2
A-A 0 0.584
A-B 8 1.299
A-C 2 7.532
B-B 0 0.584
B-C 2 7.532
C-C 27 21.468
45.300 0.000**
AAT-3
A-A 14 11.430
A-B 15 20.139
B-B 11 8.430
ns
2.672 0.102

No= frequiéncia observada; Ne= freqiéncia esperada; * P<0.05, ** P<0.01 e ns= nao

significativo.



Tabela 11. Verificacdo das estimativas encontradas ao modelo do EHW,

2
atraveés dos testes do X para a populacao do fragmento controle (Altair).

2 2 2
Loco Genotipos No Ne X GL X P X
UGPP-1
A-A 19 20.727
A-B 19 15.545
B-B 1 2.727
ns
2.006 1 0.157
IDH-1
A-A 13 12.613
A-B 18 18.773
B-B 7 6.613
0.066 1 0.797
G6PDH-1
A-A 5 4.710
A-B 16 16.580
B-B 14 13.710
0.044 1 0.833
LAP-1
A-A 12 6.857
A-B 8 14.571
A-C 1 4,714
B-B 10 7.286
B-C 6 4.857
C-C 2 0.714
13.342 3 0.004**
AAT-2
A-A 0 0.095
A-B 0 0.317
A-C 4 3.492
B-B 0 0.159
B-C 5 4.365
Cc-C 23 23.571
0.752 3 0.861
AAT-3
A-A 10 12.370
A-B 23 18.260
B-B 4 6.370
2.566 1 0.109

No= freqiiéncia observada; Ne= freqiéncia esperada; * P<0.05, ** P<0.01 e ns= nao

significativo



Analisando os resultados destas tabelas, observou-se que para o
fragmento Loreano, a hipotese nula de adequacdo ao modelo do EHW foi
rejeitada apenas para o loco IDH-1. Para o fragmento Zé Tostdozinho as
diferencas nas frequiéncias alélicas de todos os locos ndo foram significativas.
Para a populacédo Zé Maria, a hipétese nula de adequacédo ao modelo do EHW
foi rejeitada apenas para o loco AAT-2. Para a populacédo do Altair a hipotese
nula de adequacao ao modelo do EHW foi rejeitada apenas para o loco LAP-1.

Outro fator a ser considerado em relacdo aos efeitos da fragmentacao é

a endogamia. Nas Tabelas 12, 13, 14 e 15, a seguir, podem ser observadas as

estimativas obtidas para o indice de fixagdo de Wright ( f ) dos locos analisados.

Valores positivos de f indicam aumento na frequéncia de homozigotos das

populagdes e valores negativos, diminuicao da frequiéncia de homozigotos.

Tabela 12. Numero de heterozigotos observados e esperados (H, e H,),

indices de fixacdo de Wright (f) e teste X2, para a populacéo do

fragmento Loreano.

Loco H, H, f D X P

UGPP-1 7  6.408 0108 0092 032 05744
DH1 3 17119  0.822 0.825 2382  0.0000
G6PDH-1 15 16253  0.065 0077 023  0.6300
LAP-1 14 19253  0.263 0273 291 00883
AAT-2 17 14968  -0.154  0.136 106 03026
AAT-3 17 15545  -0.108  0.094 035 05539

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 e ns= nao significativo

Os desvios apresentados pelos locos mostraram que em IDH-1 hd um

excesso de homozigotos, enquanto em AAT-2, hd um excesso de
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heterozigotos. O valor de f foi alto e significativo apenas para o loco IDH-1,

para o fragmento Loreano, Tabela 12.

Tabela 13. Numero de heterozigotos observados e esperados (H, e H,),

indices de fixacdo de Wright (f) e teste X2, para a populacéo do

fragmento Zé Tostaozinho.

Loco H, H, f D

UGPP-1 12  10.192 :0.194 0.177 120 02740
IDH-1 20 18740  -0.082 0.067 017 06784
G6PDH-1 15  19.701 0.229 -0.239 228 01311
LAP-1 20 17.333  -0.169 0.154 092  0.3365
AAT-2 5 4823 :0.050 0.037 009  0.7665
AAT-3 17 17405 0011 0.023 002 08815

* P<0.05, ** P<0.01 e ns= ndo significativo

Na Tabela 13 os desvios apresentados pelos locos mostraram que em

G6PDH-1 hd um excesso de homozigotos, enquanto em UGPP-1, ha um

excesso de heterozigotos.
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Tabela 14. Numero de heterozigotos observados e esperados (Ho e He),

indices de fixacdo de Wright (f) e teste XZ, para a populacédo do

fragmento controle (Zé Maria).

Loco H, H, f D X P

ns
UGPP-1 18 19.429 0.061 -0.074 0.22 0.6418

ns
IDH-1 15 17.384 0.125 -0.137 0.71 0.3978

ns
G6PDH-1 16 13.565 -0.197 0.179 1.16 0.2814
LAP-1 16 22.333 0.274 -0.284 4.96 0.0259*
AAT-2 12 16.364 0.257 -0.267 4.97 0.0258*

ns
AAT-3 15 20.139 0.246 -0.255 2.67 0.1022

* P<0.05, ** P<0.01 e ns= ndo significativo

Na Tabela 14 os desvios apresentados pelos locos mostraram que em

LAP-1 ha um excesso de homozigotos, enquanto em G6PDH-1, ha um excesso

de heterozigotos. O valor de f foi significativo para o loco LAP-1 e AAT-2.



Tabela 15. Numero de heterozigotos observados e esperados (Ho e He),

indices de fixacdo de Wright (f) e teste XZ, para a populacédo do

fragmento controle (Altair).

Loco H, H, f D

UGPP-1 19 15545 10.238 0.222 198  0.1598
IDH-1 18 18.773 0.028 -0.041 007 07969
G6PDH-1 16  16.580 0.021 -0.035 004 08338
LAP-1 15 24143 0371 -0.379 9.86 0.0017*
AAT-2 9 8175 0.118 0.101 056  0.4545
AAT-3 23 18.260 0.277 0.260 256 01095

*P<0.05, ** P<0.01 e ns= ndo significativo

Os desvios apresentados pelos locos mostraram que em LAP-1 h4 um

excesso de homozigotos,

enquanto em AAT-3,

ha um excesso de

heterozigotos. O valor de f foi significativo apenas para o loco LAP-1,

conforme Tabela 15.

Na Tabela 16 foram estimados o coeficiente de endogamia total (F),

coeficiente de endogamia médio das subpopulactes (f) e o coeficiente de

coancestralidade (dp) a partir das frequéncias alélicas. A estimativa de dp

neste trabalho € equivalente a estimativa Fst de Wright (1965).



Tabela 16. Estimativas dos parametros f, (ip e F de quatro populagdes de

Myrciaria floribunda (cambui).

~ ~

Loco f ép F
UGPP-1 -0,0924 0,091 0,0060
IDH-1 0,2248 0,0190 0,2395
G6PDH-1 0,0629 0,1238 0,1789
LAP-1 0,2197 0,0311 0,2440
AAT-2 0,0231 0,0429 0,0651
AAT-3 -0,0188 0,0299 0,0116
Média dos locos 0,0864 0,0555 0,1371

f = coeficiente de endogamia intrapopulacional, (ip: coeficiente de

coancestralidade de populacdes; F = coeficiente de endogamia de todas as

plantas nas quatro popula¢des analisadas, ao nivel de espécie.

Na Tabela 17 observa-se que a medida de diferenciacdo genética entre
populacdes, avaliada pela distancia genética de Nei, indica que o fragmento
Loreano apresenta una maior divergéncia genética com as duas populacées
dentro do fragmento controle, sendo esta divergéncia maior com a populacdo
Zé Maria. O fragmento Zé Tostdozinho também apresentou uma maior

divergéncia genética com a populacao Z¢é Maria.

Tabela 17. Coeficientes de Nei (1978) de identidade (diagonal inferior) e de

distancia (diagonal superior) das populacdes de Myrciaria floribunda

(cambui).
Populacéo 1 2 3 4
1. Loriano Fkkkok 0.020 0.085 0.036
2. Zé do Tustaozinho  0.980 Fkkkk 0.047 0.011
3. Zé Maria 0.919 0.954 el 0.016

4. Altair 0965 0989 0984  wwwe




5 DISCUSSAO

5.1 Diversidade genética

Os nove locos identificados (sete utilizados) em Myrciaria floribunda
(cambui) constituem-se os primeiros marcadores genéticos relatados para essa
espécie, possibilitando que outros estudos genéticos possam ser realizados em
populacdes desta espécie, como por exemplo, a determinacdo do sistema de
cruzamento e estimativas de fluxo génico direto.

De forma geral os valores encontrados para heterozigosidade foram
elevados (entre 0,288 a 0,386), quando comparados com o0s resultados
encontrados em outras espécies arboreas tropicais alégamas ja estudadas via
isoenzimas.

Hamrick & Godt (1990), em uma revisdo de 653 estudos de diversidade
genética por isoenzimas, encontraram uma diversidade genética média ao nivel
populacional de 0,149 para espécies arbéreas, 0,159 para espécies de ampla
distribuicdo, 0,109 para espécies tropicais, 0,124 para espécies de polinizacdo
por animais. Mesmo a menor diversidade genética encontrada, no caso do
fragmento Loreano (0,288), foi superior as médias de todos estes casos.

Um outro exemplo de heterozigosidade elevada em populacdes naturais
foi detectado em Bauhinia forficata, 0,451 (Santos, 1994). Este valor é maior
gue a heterozigosidade observada na populacédo do Altair (0,386), que foi a
maior heterozigosidade encontrada das quatro populagdes.

Hamrick & Murawski (1991), compararam as heterozigosidades médias
de 16 espécies arboreas raras com 16 espécies arboreas comuns e

observaram valores significativamente maiores para as comuns. As espécies



raras apresentaram 42% de locos polimérficos e em média 2,14 alelos por loco
polimérfico. As espécies mais comuns apresentaram 61% dos locos
polimérficos e em média 3,17 alelos por loco polimérfico. Neste trabalho
Myrciaria floribunda apresentou valor semelhante quanto nimero médio de
alelos por loco polimorfico aos valores apresentados pelas espécies raras
(2,33), ja quanto a porcentagem de locos polimorficos, este foi superior ao
encontrado para as espécies comuns (85,71).

As heterozigosidades observadas nas quatro populacdes foram bastante
semelhantes. Nas populacdes Zé Tostdozinho e Altair as heterozigosidades
observadas foram maiores que a esperada, indicando néo ter havido problemas
de amostragem. As populacbes dos fragmentos menores (Loreano e Zé
Tostdozinho) apresentaram um declinio na riqueza alélica e na
heterozigosidade observada em relacdo as populagbes utilizadas no fragmento
controle.

A diminuicdo do numero médio de alelos por loco nos fragmentos
menores ocorreu provavelmente pela perda do alelo C para o sistema LAP-1
nos fragmentos Loreano e Zé Tostaozinho.

Esta perda alélica pode ter sido causada pelo efeito de deriva genética,
ou pela propria amostragem utilizada para estes estudos de diversidade, ou
pelo proprio efeito de amostragem de populacdes pequenas, devido a
fragmentacdo, ou seja, a reducdo na riqueza alélica, deve-se possivelmente a
diminuicdo acentuada do tamanho populacional, como efeito imediato da
fragmentacao.

A diminuicdo da rigueza alélica devida a fragmentacdo também foi
observada na espécie arbdérea Swietenia humilis por White et al. (1999), que
analisaram somente individuos adultos em quatro populagbes:do uma
populacéo dentro de uma reserva, duas populacdes em dois fragmentos e uma
populacdo em uma area de pastagem. Estes autores encontraram que os alelos
de baixa freqiéncia na populagédo da reserva (controle) foram perdidos nos

fragmentos. Ribeiro (2002), estudando o efeito da fragmentacdo na estrutura



47

genética de Dalbergia nigra, em trés fragmentos, também obteve resultado
semelhante, encontrando uma diminuicdo na freqiéncia dos alelos, como
também a perda de alguns desses alelos, em quatro dos cinco locos
analisados.

De forma geral ndo foram encontradas diferencas entre populacbes em
relacdo a heterozigosidade observada e esperada. Entretanto, nota-se uma
tendéncia a reducdo nas heterozigosidades dos fragmentos menores em
relacdo as duas populacdes dentro do fragmento controle.

Resumidamente os resultados quanto a diversidade alélica indicam que a
reducdo detectada no numero de alelos ndo refletiu no grau de
heterozigosidade. Isto provavelmente decorre do fato que os alelos de baixa
frequéncia tém pouca influéncia na heterozigosidade e sdo os mais provaveis
de serem perdidos imediatamente apos a fragmentagéo (Taggart et al., 1990).

A situacdo observada no presente trabalho indica que mesmo
apresentando elevadas heterozigosidades, uma perda de alelos pbde ser
detectada, e como consequéncia uma reducdo na heterozigosidade nos
fragmentos menores.

Uma explicacdo para o0s elevados valores de heterozigosidades
encontrados e uma pequena diferenciacdo entre as heterozigosidades do
fragmento controle e dos fragmentos menores pode estar relacionada a histéria
de perturbacéo recente, com desmatamento ocorrido provavelmente ha 50 anos
(A. Silva, comunicacdo pessoal) e devido o efeito da deriva genética na
diminuicdo da heterozigosidade ser cumulativo através das geracbes (Hartl &
Clark, 1997).

No caso dos fragmentos e paisagem estudada, devido ao processo de
historia de perturbacdo e fagmentacédo recente, pode nao ter ocorrido tempo
suficiente apds a fragmentagdo para uma mudancga significativa na diversidade
génica, uma vez que o cambui € uma espécie arbdrea de crescimento lento e
alta longevidade e provavelmente, estes individuos jovens estudados ainda séo

da primeira ou segunda geracao apos ter ocorrido a fragmentacao.



Alguns trabalhos com espécies arboreas, também ndo encontraram
reducédo na heterozigosidade em populacdes fragmentadas (Young et al., 1993;
Coates & Hamley, 1999; White et al., 1999; Colevatti et al., 2001).

Em relacdo ao indice de fixacdo dentro das quatro populagfes, de todos
os locos analisados, apenas quatro locos nédo apresentaram aderéncia ao EHW,
e destes quatro, apenas um loco, da populacédo do Loreano, apresentou um alto
nivel positivo e muito significativo para o f de Wright.

Como ja enfatizado acima, devido a fragmentacdo na regido ser recente
e estes individuos analisados pertencerem a primeira ou segunda geracao apos
a fragmentacado, acredita-se que ndo houve tempo de detectar o efeito dessa
fragmentacdo na endogamia desta espécie. Desta forma somente a partir de
andlises de progénies dos atuais eventos reprodutivos, esta afirmacéo poderia

ser atribuida as consequéncias da fragmentacao.

5.2 Estrutura genética

A maior parte da variabilidade encontra-se dentro das populagées,

havendo pouca divergéncia entre elas, o que pode ser verificado pela estimativa

obtida para dp (0,0555), este resultado de distribuicéo da variabilidade genética

entre e dentro das populacdes foi concordante com alguns trabalhos realizados
com espécies arbdreas tropicais (Eguiarte et al., 1992; Harritt, 1991; Moraes,
1992).

Esperava-se encontrar uma maior divergéncia genética entre as
populacdes dos fragmentos menores por estarem mais distantes (9,22 Km), no
entanto, a maior divergéncia genética encontrada foi entre a populagéo Loreano
e Zé Maria, cuja distancia entre estas duas populacdes é de aproximadamente
de 5,7 Km. Talvez estas diferencas, medidas em individuos jovens, reflita fluxos
génicos e 0 consequente estabelecimento de plantas, a partir de eventos

reprodutivos prévios ao atual estagio de fragmentacédo. Desta forma somente a



partir de analises de progénies dos atuais eventos reprodutivos, esta afirmacéo
poderia ser atribuida as consequéncias da fragmentacéo.

A estimativa indireta do numero de migrantes entre as populacdes dos
individuos jovens foi Nm=4,25. Este resultado foi semelhante ao encontrado por
Hall et al. (1994), para Carapa guianensis (Nm=4,10) e maior que o resultado
encontrado por Ribeiro (2002) (Nm=2,9), a qual sugere que os individuos
jovens de Dalbergia nigra estejam sofrendo uma reducgéo no fluxo génico como
consequéncia da fragmentacdo. Segundo Hartl & Clark (1997), valores de Nm
superiores a 4,0 ndicam que as populagdes se comportam como uma unica
populacdo panmitica, portanto estas quatro populacbes de cambui pode ser
considerada como uma unica populacdo panmitica.

As estimativas indiretas do fluxo génico refletem taxas histéricas de fluxo
génico na distribuicdo da variagdo genética atual ao invés de representarem 0s
padrées de fluxo génico atuante em uma Unica geragdo (Loveless, 1992). No
caso deste trabalho, os individuos estudados podem ter vindo de diferentes
ciclos de reproducdo e de estabelecimento, ou seja a partir das variagoes
supra-anuais de producdo de sementes, com progénies segregando de forma

distinta e plantulas sofrendo diferentes pressdes de selecéo.

5.3 Biologia da espécie e conservacao da diversidade genética

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura dados sobre os
agentes polinizadores e dispersores, através de observacdes no campo
verificou-se que a dispersdo de sementes em cambui deva ser realizada
provavelmente por passaros e a polinizacao por diferentes espécies de abelhas.

O fluxo génico em populacbes fragmentadas de espécies arboreas é
influenciado pelas alteracbes ocasionadas nos agentes dispersores de
sementes e polens. Para espécies que possuem dispersdo de sementes e
polinizacdo realizadas pela gravidade ou vento, o aumento nas distancias

interpopulacionais pode reduzir o fluxo génico diretamente, enquanto as



espécies dispersadas e polinizadas por animais esta reducdo € indireta e esta
associada aos efeitos da fragmentacéo sobre os animais (Young et al., 1996).

Apesar de ser considerada uma Unica populacdo panmitica, como foi
visto acima, levando em consideracdo as pequenas distancias entre o0s
fragmentos, avalia-se que o valor do fluxo génico encontrado para as
populacbes de cambui foi relativamente alto (N,=4,25), deste modo sugere-se
gue o valor deste fluxo génico encontrado deva-se a dependéncia dos
dispersores. Provavelmente estes dispersores podem voar de um fragmento a
outro, as populagbes ndo estédo distantes o suficiente, provavelmente, antes da
fragmentacéo elas faziam parte de uma Unica populacdo, e como a espécie tem
crescimento muito lento e alta longevidade, os individuos jovens analisados séo
filhos de muitas plantas pré-fragmentacao.

A matriz circundante dos fragmentos analisados é composta por areas de
pastagem, culturas agricolas e outros fragmentos de floresta. A matriz pode
influenciar o fluxo génico entre os fragmentos. A populacdo de Carapa
guianensis (Dayanandan et al., 1999) localizadas em fragmentos circundados
por areas de pastagem ou com alto grau de perturbacédo antropica, mostraram
maior diferenciacdo genética do que aquelas areas circundadas por uma matriz
composta por areas menos perturbadas ou por outros fragmentos. As arvores
localizadas em fragmentos e pastagens, podem fornecer fluxo de pdlen e
sementes para as areas vizinhas (Chase et al., 1996). Considerando a
capacidade que alguns agentes dispersores e polinizadores tem de percorrer
longas distancias, essas arvores podem representar um corredor para o fluxo
génico entre os fragmentos, contribuindo para a manutencdo da diversidade
genética nos fragmentos (Chase et al., 1996).

Foi observado a existéncia de individuos de cambui em éareas de
pastagem e em outros fragmentos ao redor dos fragmentos em estudo, no
entanto estudos detalhados sobre a dindmica das populacfes poderiam dar
mais informagdes sobre os efeitos da matriz circundante nos padrdes de fluxo

génico em cambui.
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O tamanho efetivo populacional desta espécie foi igual a 36,81, ou seja,
92% dos individuos amostrados. E importante conhecer a representatividade
genética das amostras, por causa das atividades de coleta de sementes de
plantas alégamas, pois segundo Vencovsky (1987) ndo adianta coletar muitas
sementes de uma Unica planta, que ndo equivalerdo as outras sementes
colhidas de diferentes arvores.

Os resultados deste trabalho mostram que de certa forma a
fragmentacdo pode conduzir a reducao da diversidade genética nas populacées
de cambui. Se ndo houver estratégias de conservacdo e o0 processo de
fragmentacdo realizada pelo homem continuar em grandes proporcées na
regido da Bacia do Rio Camanducaia, é provavel que a diversidade genética
presente nas populacdes fragmentadas de cambui e em outras espécie com
caracteristicas e biologia semelhantes continuem a reduzir com o passar das

geracoes, ameacando a persisténcia em geracoes futuras.



6 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho a partir da analise da diversidade

e estrutura genética utilizando marcadores isoenzimaticos foram:

= As populacdes dos fragmentos menores apresentaram menor variacdo
genética, avaliada pela riqueza alélica, que as populacdes estudadas no
fragmento controle.

= Alguns alelos encontrados em menor frequéncia no fragmento controle
tiveram suas freqiiéncias reduzidas nos fragmentos menores, sendo que um
alelo foi perdido nos fragmentos menores, provavelmente devido a reducdo
do tamanho populacional durante a fragmentacédo e possivelmente devido a
deriva genética apés a fragmentacédo ou a amostragem realizada.

= A diversidade génica de Nei (heterozigosidade esperada) ndo foi diferente
para as quatro populacdes apesar de ter sido encontrado valores menores

para os fragmentos menores.

= Pelo valor de f encontrado (0,0864) conclui-se que estas populacdes estado
tendo cruzamentos panmiticos, provavelmente devido estes individuos
analisados pertencerem a primeira ou segunda geracdo apds a
fragmentacdo, e portanto provavelmente ndo havendo tempo de detectar o
efeito dessa fragmentag&o no sistema de cruzamento desta espécie.

= As quatro populacdes apresentaram pequena diferenciacdo genética entre

elas (c]p: 0,0555) e numero estimado de migrantes relativamente alto (Nm=

4,25).



= Apesar de ter sido intenso o0 processo de fragmentacdo dos ecossistemas
florestais da Serra da Mantiqueira, observa-se que para a espécie estudada,

este processo ainda ndo afetou significativamente a diversidade e estrutura
genética de individuos pré-reprodutivos.



ANEXOS



Anexo A. Composicao, em quantidades para o volume de 1L e preparo dos

sistemas-tampéao gel/eletrodo de morfolina e litio, segundo Alfenas (1998).

Sistema Tampao do gel Tampao do eletrodo Condic¢des de corrida
8 H3CitrlH20O 8,49 o0 mesmo do gel 50mA
pH6,5

Procedimento: Dissolva o acido citrico e titule com N-(3-aminopropil)

morfolina. Dilua para seu uso a 1:20

18 Tris 6,209 LiOH 1M 29 70mA
H3Citr 1,469 H3BO3 11,899

pH8,0 pH8,0

Procedimento: Para seu uso, misture 10 partes do tampédo do gel com uma

parte do tampao do eletrodo




Anexo B. Sistemas isoenzimaticos testados:

Aconitato hidratase (ACO — EC 4.2.1.3)

Alcool desidrogenase (ADH — EC 1.1.1.1)

Aldolase (ALD — EC 4.1.2.13)

Amino aspartato transferase (AAT — EC 2.6.1.1)
Diaforase (DIA—-EC1.8.1.4)

Enzima malica (ME — EC 1.1.1.40)

Fosfatase acida (ACP - EC 3.1.3.2)

Fosfoglucomutase (PGM — EC 2.7.5.1)

Fosfoglucose isomerase (PGI—- EC 5.3.1.9)
6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH — EC 1.1.1.44)
a-Glicerofosfato desidrogenase (a-GPDH - EC 1.1.1.8)
Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — EC 1.1.1.49)
Glutamato desidrogenase (GDH - EC 1.4.1.3)
Hexocinase (HK—-EC 2.7.1.1)

Isocitrato desidrogenase (IDH - EC 1.1.1.42)

Leucina aminopeptidase (LAP —EC 3.4.11.1)

Malato desidrogenase (MDH — EC 1.1.1.37)
Manose-6-fosfato isomerase (MPl — EC 5.3.1.8)

Sorbitol desidrogenase (SDH - EC 1.1.1.14)
Triose-fosfato isomerase (TPl — EC 5.3.1.1)

Uridina difosfoglucose pirofosforilase (UGPP — EC 2.7.7.9)
Xiguimato desidrogenase (SKDH - EC 1.1.1.25)
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Anexo C. Protocolo para revelacéo dos sistemas enziméticos utilizados:

1) Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — EC 1.1.1.49) — modificado a
partir de Soltis et al. (1983):

Glucose-6-fosfato 0.02g
NADP ', Na» 1 ml
MTT 1ml
PMS 1ml
MgCl2 1ml
Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0 50 mi

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampé&o e os geéis imersos nesta

solucéo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.

2) Fosfogluco isomerase (PGl — EC 5.3.1.9) - modificado a partir de Soltis et
al. (1983):

Frutose-6-fosfato, Na2 0.037¢g
NADP ', Na» 1 ml
MTT 1ml
PMS 1ml
MgCl2 1ml
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 50 ml
G6PDH 20 ul

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampé&o e os géis imersos nesta

solucéo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.



Anexo C. Protocolo para revelacéo dos sistemas enziméticos utilizados:

3) Isocitrato desidrogenase (IDH — EC 1.1.1.42) - modificado a partir de
Soltis et al. (1983):

DL-4cido isocitrico, Na3 0.02¢g

NADP™, Na 1 ml

MTT 1mi

PMS 1ml

MgCl2 1ml

Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 50 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampéo e os géis imersos nesta

solucéo e incubados no escuro por 40 minutos a 35°C.

4) Leucina Aminopeptidase (LAP — EC 3.4.11.1) - modificado a partir de
Soltis et al. (1983):
Solugéo A: Tris maleato 0,2 M, pH 3,3:

Tris 24,29
Acido maléico 23,2 ¢
Agua destilada 1000 ml

Solucgéo B: Hidréxido de Sédio 0,2 M
Foi misturado 50 ml de A e 20 ml de B e completado com agua para 200 ml

resultando em pH6,0.

L-leucina-3-naftilamida-HCI 0,005¢g
Fast black K salt 0,01g
Mistura de A+B 70 ml
Agua destilada 30 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampao e os géis imersos nesta

solucéo e incubados no escuro por 1 hora a 35°C.
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Anexo C. Protocolo para revelacéo dos sistemas enziméticos utilizados:

5) Uridina-5-difosfoglucose pirofosforilase (UGPP — EC 2.7.7.9) (agar)
Uridina-5-difosfoglucose 0,025g
Pirofosfato, Na2 0,025g
Glucose-1,6-difosfato 1 ml
NAD 1ml
MTT 1ml
PMS 1ml
MgCl2 1mi
G6PDH 10
Fosfoglucomutase 90 pl
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 25 ml

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo com agar morno e

vertido em cima dos géis, e incubados no escuro por 30 minutos a 35°¢C.

6) Triosefosfato isomerase (TPl — EC5.3.1.1) (4gar) - modificado a partir de
Soltis et al. (1983):

Diidroxiacetona-fosfato (DHAP.Li) 500ul
EDTA 0,019¢
Acido arsénico 2ml
NAD 1ml
MTT 1ml
PMS 1ml
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 25 ml
G3PDH 0,004g

Procedimento: Os reagentes eram diluidos no tampdo com agar morno e

vertido em cima dos géis, e incubados no escuro por 40 minutos a 35°¢C.



Anexo C. Protocolo para revelacéo dos sistemas enziméticos utilizados:

7) Aspartato aminotransferase (AAT - EC 2.6.1.1) - modificado a partir de
Soltis et al. (1983):

Solucao substrato AAT pH7,4 (aferir com NaOH ou HCI) 50 mi
Acido Ketoglutarico 0,018g
Acido L-aspartico 0.067g
PVP-40 0,25¢g
EDTA 0,025¢g
Fosfato de sédio bibasico 0,71g
Fast Blue BB salt 0,05¢g

Procedimento: A solugéo substrato de AAT deve ser sempre fresca.
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