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ABSTRACTRESUMO

Estudou-se a estrutura genética de duas
subpopulações naturais de Genipa americana L.,
situadas na mata ciliar do Rio Moji-Guaçu, SP,
denominada "Mata da Figueira", de propriedade do
Instituto Florestal do Estado de São Paulo, a partir
da eletroforese de isoenzimas, discorrendo-se sobre
as possíveis estratégias de conservação genética in
situo A partir da análise de isoenzimas, obtiveram-se
13 alelos distribuídos entre 8 locos, sendo 4 mono-
mórficos e 4 polimórficos. p coeficiente de coan-
cestralidade de Cockerham (O p) revelou que 99,4%
da variabilidade genética dos indivíduos adultos
encontra-se dentro das subpopulações e 100% nas
plântulas. Os índices de fixação de Wright, foram, em
média, negativos para os adultos (I = -0,064;
F

A
= -0,058) Ae positivos para as plântulas

(I = 0,300; F = 0,283), mostrando ausência de
endogamia nos adultos e acentuada endogamia nas
plântulas, Dada à proximidade, na magnitude das
estimativas médias de 1 e F, para ambos os
adultos e plântulas, conclui-se que a cndogamia
total da população é explicada pelos níveis de
endogamia contida dentro das subpopulações ..
Verifica-se através dos resultados que as
subpopulações constituem uma única população,
tendo propriedades genéticas comuns, compar-
tilhando o mesmo conjunto gênico. Os índices de
diversidade estimados para a população revelaram
um baixo número de alelos por locos (A = 1,63) c
uma média porcentagem de locos polimórficos
(P = 50%), para adultos e plântulas. A heterozigo-
sidade média esperada foi alta para adultos e plântulas
(H = 0,182; n.: 0,149, respectivamente), rc-
vel~ndo a população como potencial para a con-
servação in si/li. O índice de fixação para a
população foi negativo para os .adultos (I = -0,071)
e positivo para as plântulas (I = 0,302), indicando
equilíbrio de Hardy-Wcinbcrg para os adultos,
desvios de suas expectativas para as plântulas e
seleção para heterozigotos entre a fase juvenil e
adulta. Indícios de cruzamentos endogâmicos foram
detectados pelos índices de fixação de Wright e
coeficientes de coanccstralidadc entre plantas,
dentro de famílias OF" sugerindo estruturação
espacial na população.

Palavras-chave: estrutura genética; Genipa americana;
coeficiente de coanccstralidadc de
Cockerham; índices de diversidade.

The genetic structure of two natural
subpopulations of the tropical forest tree Genipa
americana L. was studied using isoenzymes
electrophorethic technics. The study site was
located at a Moji-Guaçu river riparian forest, São
Paulo State, Brazil, owned by the São Paulo
Forestry Institute. The objectives of the research
were to suggest possible strategies for in situ
genetic conservation. Thirtecn alleles distributed in
eight locus were obtained on the research. Four of
these locus were monomorphic and four were
polymorphic. The genetic structure analised
Cockerham coancestry coefficient (O p) revealed
that 99.4% of the variability is distributed within
the subpopulations. The Weir F's, for the adult
plants, revealed negative values for the average
allelc fixation within subpopulations, (I = -0.064)
and for the population as a whole (F = -0.058). ln
thç progenies Aana1yses, the valpes werc positives
(I = 0.300; F= 0.283). The 0F' cstimative was
0.190, indicating the cxistence of endogamic
mating. The results: revealed that both
subpopulations constitute a single population. The
average allele number per locus was 1.63 and the
polimorphic locus percentage was 50% (99%
probability) for both adults and AProgenies. The
average estimated heterozigosity (He) was high for
adults (0.182) and for progçnies (0.149). The
Wright allelic fixation index (I) was negative for
adults (-0.071) and positive for the progenies
(0.302), suggesting deviation of heterozygote
proportions from Hardy-Wcinberg expectation for
the progenies, with probable endogamic mating and
sclection favoring the heterozygotes between the
plantule and adult phasc. The existence of
endogamic mating is coherent with the Wright I,
suggesting gcnctic structuration within the
subpopulations.

Key words: genetic structure; Genipa americana;
Cockcrham coancestry coefficient;
diversity index.
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1 INTRODUÇÃO

A eficiência de qualquer programa de con-
servação e melhoramento genético depende direta-
mente dos níveis de variabilidade genética d.:1.S
espécies. Para a implantação desses programas é fun-
damental conhecer a estrutura genética das popu-
lações da espécie de interesse, ou seja, como a varia-
bilidade genética se distribui entre e dentro das popu-
lações. O conhecimento dessas informações permi-
tirá o delineamento correto das estratégias de conser-
vação da espécie ou até mesmo de um ecossistema.

As florestas ciliares ou de galeria são
ecossistemas estratégicos para a conservação da
biodiversidade, preservação da qualidade da água e
formação de corredores genéticos entre as florestas
primárias existentes nas margens dos rios.
Entretanto, devido ao estado degradado das
florestas naturais no Estado de São Paulo e
conseqüentemente das florestas ciliares, há
necessidade imediata de estudos genéticos
populacionais das espécies que compõem tais
ecossistemas para fins de conservação in situ, antes
que sejam extintas. As populações das espécies que
estiverem aptas e conservadas poderão, no futuro,
ser utilizadas como "áreas para coletas de
sementes" para fins de recuperação de áreas
degradadas. Todavia, em face da impossibilidade
prática e econômica da avaliação genética de todas
as espécies arbórcas que compõem um determinado
ecossistema, devem ser priorizadas as pesquisas nas
espécies que os representam, ou em outras palavras,
que sirvam de modelo para essas comunidades.

Entre as espécies arbóreas tropicais adap-
tadas às matas ciliares, tem-se Genipa americana
L., cuja estrutura genética pode, possivelmente, ser
adequada para representar espécies de dispersão
hidrocórica e polinização cntomofilica. Assim,
estudou-se a estrutura genética intrapopulacional de
uma populações natural de G. americana, dividida
em duas subpopulaçõcs, a partir da clctroforcsc de
isocnzimas. Este estudo procurou testar as
seguintes hipóteses: i) que as subpopulações de G.
americana foram formadas a partir de poucos
migrantcs, vindos de populações à montante do rio
através da hidrocoria e que, após se estabelecerem,
se expandiram com indivíduos altamente aparentados;
ii) que, devido à pequena distância entre as
subpopulaçõcs, ao deito fundador e à localização
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dentro de um mesmo fragmento de mata ciliar,
ambas caracterizam subunidades de uma mesma
população.

Considerando-se estas hipóteses, objetivou-se
mais especificamente: a) caracterizar a distribuição
da variabilidade genética entre e dentro das subpo-
pulações; b) quantificar a variabilidade genética na
população, e c) estimar os níveis de endogamia nas
subpopulações e na população.

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 A Espécie Genlpa americana L.

G. americana é uma espécie arbórea
tropical que se distribui naturalmente entre as
latitudes 20~ (México) a 200S (Brasil em São
Paulo). No estágio sucessional a espécie é classi-
ficada como secundária tardia, o sistema repro-
dutivo é dióico, a polinização é entomofilica, efe-
tivada principalmente por mamangavas Bombus
morio e Epicharis rustica fiava e a dispersão é
zoocórica e hidrocórica. A árvore apresenta uma
altura média de 8 a 14 metros, DAP de 49 a 60
centímetros, podendo atingir até 25 metros de altura
e 90 centímetros de DAP. O tronco é reto e
cilíndrico, normalmente com fuste curto. A planta é
hcliófita, seletiva, higrófila, característica de flo-
restas pluviais e semidecíduas situadas em várzeas
úmidas e brejosas. A espécie pode ocorrer em
outras formações florestais, todavia, sempre em
terrenos muito úmidos. É encontrada tanto no
interior da mata primária como nas formações
secundárias e produz, anualmente, grande quan-
tidade de sementes viáveis (CRESTANA, 1993;
CARVALHO, 1994).

G. americana está classificada na
Colômbia como espécie em perigo de extinção. A
Smurfit Carton dei Colombia vem conservando a
espécie na forma ex situ (WRIGHT, 1993). O
Instituto Florestal de São Paulo, igualmente, está
conservando G. americana em forma de teste de
progcrues com 20 famílias, na Estação
Experimental de Jaú, SP. Entretanto, ainda não
existem resultados genéticos desse ensaio.
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2.2 Eletroforese de Isoenzimas

o desenvolvimento da técnica de eletro-
forese de isoenzimas, através da detecção de dife-
rentes cargas, na variação entre proteínas solúveis,
causou um grande impacto no estudos de genética
de populações (WEIR, 1990). Nas duas últimas
décadas, esta ferramenta tem sido a mais utilizada
para a análise da estrutura genética de populações.
Até o final da década de 80 mais de 700 espécies de
plantas foram estudadas do ponto de vista popula-
cional, através da eletroforese (HAMRICK &
GODT, 1990). A habilidade para observar variação
em locos isoenzimáticos tem também revolucionado
as pesquisas no campo da genética bioquímica e
evolutiva (HAMRICK, 1989; WEEDEN &
WENDEL, 1990; KEPHART, 1990). Além da
estrutura genética das populações, tanto o sistema
de acasalamento, quanto o fluxo gênico e os efeitos
da seleção também foram extensivamente inves-
tigados em populações naturais de espécies arbó-
reas, usando-se métodos bioquímicos (ROBERDS &
BROTSCHOL, 1985; HAMRICK, 1989).

Seu grande potencial, para estudos de
genética de populações, advém da necessidade de
apenas uma pequena amostra de material de cada
indivíduo e da possibilidade de analisar-se um
grande número de indivíduos de cada população,
com uma técnica relativamente simples, contudo
precisa (HARRIS & HOPKINSON, 1976).

A eletroforese de isoenzimas consiste no
movimento de enzirnas em um gel submetido à
influência de uma corrente elétrica. A taxa de
migração é determinada pelo tamanho, forma e
carga elétrica da proteína (HARRIS &
HOPKINSON, 1976; CONKLE et aI., 1982;
ALFENAS et al. 1991; WEIR, 1990).

HAMRICK et aI. (1979) e HAMRICK
(1989) descreveram as vantagens da técnica sobre
os métodos clássicos quantitativos, na análise da
estrutura genética de populações. CHELIAK &
PITEL (J 984) acrescentaram outras vantagens da
técnica nesses estudos, ressaltando, principalmente,
o caráter neutro desses marcadores, portanto,
teoricamente não sofrem seleção. Por sua vez,
BROWN et aI. (1989) apresentaram as vantagens
dos estudos dos sistemas de reprodução em plantas,
a partir da eletroforese, comparativamente aos
marcadores morfológicos.
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Vários são os artigos que descrevem deta-
lhadamente a técnica de eletroforese de isoenzimas,
destacando-se os trabalhos de HARRIS &
HOPKINSON (1976), CONKLE et al. (1982),
YAMADA & GURIES (1989) e ALFENAS et al.
(1991).

2.3 Estrutura e Variabilidade Genética

É comum acordo, entre geneticistas, que o
sucesso de um programa de conservação genética
depende diretamente dos níveis de variabilidade
genética das populações de interesse. A estimativa
da variabilidade genética em populações naturais é
de .fundamental importância para resolução de
numerosos problemas no,' campo da biologia de
populações (BAWA & O'MALLEY, 1987). Esta
variabilidade manifesta-se ao nível molecular de

. indivíduos dentro de população, de população
dentro de espécie, ao nível de espécie e ao nível de
ecossistema. O conhecimento dos níveis de varia-
bilidade genética e de sua distribuição entre e dentro
de populações (estrutura genética), assume impor-
tância porque indica os caminhos a serem adotados,
para o sucesso nas estratégias de manejo e con-
servação genética (KAGEY AMA, 1987).

O estudo da variabilidade genética em
populações naturais envolve duas questões básicas:
a primeira, é descrever os níveis de variação
genética mantida dentro das populações de espécies;
a segunda, é de particular importância para a
conservação genética, visto ser conhecida como o
caminho pelo qual a variação genética é distribuída
entre e dentro de populações (HAMRICK, 1983;
LOVELESS & HAMRICK, 1987; KAGEYAMA,
1987). Esta estrutura genética resulta da ação
combinada de mutação, migração, seleção e deriva
genética, que em muitos tennos, operam dentro de
um contexto histórico e ecológico em cada espécie
de planta (LOVELESS & HAMRICK, 1984;
ALVAREZ-BUYLLA & GARAY, 1994). A dis-
tribuição dessa variabilidade em populações naturais
é influenciada, principalmente, pelo sistema repro-
dutivo, modo de reprodução, tamanho efetivo da
população, distribuição geográfica e fluxo gênico
(HAMRICK, 1983).

O desenvolvimento e a manutenção da
estrutura genética ocorrem devido às interações
de um conjunto complexo de fatores evolucionários,
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como variação no conjunto gênico; organização
desta variação dentro de genótipos; distribuição
espacial dos gcnótipos; sistema reprodutivo que
controla a união dos gametas para a formação das
progênies; dispersão das progênies; eventos casuais,
e processos de crescimento, mortalidade e reposição
dos indivíduos que darão origem às populações
futuras (CLEGG et al., 1978).

A estrutura genética de populações, a partir
de isoenzimas, pode ser caracterizada através de três
metodologias estatísticas distintas: análise de va-
riância de freqüências alélicas (COCKERHAM, 1969;
WEIR, 1990; VENCOVSKY, 1992), estimativas da
diversidade genética de NEI (NEI, 1973) e estatística
F de Wright (WRIGHT, 1965). Ressalta-se que me-
lhores estimativas da estrutura populacional são
obtidas pela análise de variância, dado que seu modelo
considera o processo amostral (níveis hierárquicos)
rios cálculos. Contudo, este método tem sido pouco
usado, devido à complexidade de suas estimativas.

Finalmente, a conservação genética de
populações de plantas que apresentem pouco
interesse na atualidade e cuja estrutura genética é
conhecida, deve pautar-se por um procedimento
amostral tão amplo quanto possível (DIAS &
KAGEYAMA, 1991). A persistência de populações
viáveis, do ponto de vista evolutivo das florestas
tropicais.. é crucial para a preservação dos
ecossistemas tropicais e da diversidade biológica
global (LIENGSIRI et al., 1995).

3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Local de Estudo

o trabalho foi realizado em floresta
mesófila scmidecídua de planalto, em duas sub-
populações (SPop's) naturais de G. americana,

localizadas na mata ciliar do Rio Moji-Guaçu,
pertencente à Estação Ecológica de Moji-Guaçu,
Fazenda "Campininha", da Estação Experimental de
Moji-Guaçu, do Instituto Florestal de São Paulo. A
mata situa-se nas coordenadas 22°16' S. e 47° 11'
W., em altitude média de 600 m. Os solos estão
classificados nos tipos LVa e LE. Esses solos de
planície de inundações (hidromórficos) estão
sujeitos a alagamentos periódicos nas épocas de
cheias do rio (MANTOVANI et al., 1989). O clima
é do tipo Cwa, caracterizado como úmido e
mcsotérmico, com variação na temperatura média
mensal de 14,30°C a 24,65°C, segundo classi-
ficação de KOPPEN (1948). A estação seca
prolonga-se de maio a agosto, com 86,18% da preci-
pitação (1314 rnrn anuais) concentrados nos meses
chuvosos (setembro a abril) (CRESTANA, 1993).

A floresta ocupa cerca de 7,2 ha da
Estação Ecológica, sendo mata ciliar remanescente
da Bacia Hidrográfica Mojiana, na qual o rio de
mesmo nome percorre aproximadamente 660
metros (CRESTANA, 1993). GIBBS & LEITÃO
FILHO (1978), GIBBS et ai. (1980) e
MANTOV ANI et ai. (1989) dão informações sobre
a composição florística e fitossociológica da mata
ciliar em questão e CREST ANA (1993) define a
área como de ocorrência natural de G. americana.

3.2 Amostragem

A intensidade amostral encontra-se na
TABELA I. Uma vez que um dos objetivos deste
estudo foi a caracterização da estrutura genética
das SPop's, a amostragem dos indivíduos adultos
foi totalmente aleatória, procurando-se apenas
abranger toda a área de ocorrência natural da
espécie na mata, dentro das SPop's. A distância
entre as subpopulações era de aproximadamente
130 metros.

TABELA I - Área aproximada das SPop's, densidade de amostragem dos índivíduos adultos, número de
famílias e tamanho da prole em SPop's e população (Pop) de G. americana.

Área Adultos Famílias Tamanho
Unidade (ha) Masculinas (M) Femininas (F) M+F da prole por

família
SPopl 2,7 8 7 15 5 30
SPop2 4,5 7 20 27 10 30
Pop 7,2 15 27 42 15 30
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A cletroforese de isoenzimas foi realizada
no Laboratório de Reprodução e Genética de
Espécies Arbóreas (LARGEA), do Departamento
de Ciências Florestais da ESALQ/USP, segundo a
metodologia proposta por KEPHART (1990) e
ALFENAS et al. (1991). Para essa caracterização
utilizaram-se tecidos foliares de plântulas com 8
a 10 meses de idade e de indivíduos adultos. A
eletroforcsc foi a horizontal, conduzida em meio
suporte de gel de amido de milho (penetrose 30) a
13%. A extração das enzimas empregava aproxima-
damente 20 mg de tecido de limbo foliar, macerado
com adição de aproximadamente 10 mg de areia
lavada, 7 mg de Polyvinyl Pirrolidone (PVP 40),
7 mg de Polyvinyl Pirrolidone (PVP-360) e 200
microlitros de solução de extração número I de
ALFENAS et ai. (1991), modificada pela ausência
de 2-Mercaptoetanol. O tampão de cuba e gel foi o
Tris-Citrato pH 7.5 (ALFENAS et ai., 1991).
As enzirnas usadas são descritas em SEBBENN
(1997). Os cinco sistemas cnzimáticos foram:
Fosfoglucomutasc (PGM - E.C. 2.7.5.1.), 6-Fos-
fogluconato Dcsidrogcnase (6PGDH E.C.
1.1.1.29), Fosfoglueose Isomerase (PGI - E.C.
5.3.1.9), Malato Desidrogenase (MDH - E.C.
1.1.1.37) e Pcroxidase (PRX - E.C. 1.1.1.17). Cada
gel acondieionava amostras de 20 indivíduos,
sendo, nas duas extremidades, adicionados papéis
de filtro (dimensões de I x 5 mm) embebidos em
solução de azul de bromofcnol a O, 1%, objetivando
marcar a distância máxima possível de migração
das isoenzimas durante a "corrida". A distinção dos
locos aparentes foi a mesma definida por REIS
(1996): cada região do zimograma que apresentasse
um comportamento aparentemente independente dos
demais e que pudesse ser interpretado genetica-
mente ou que ostentasse uma segregação mendeliana
aparente, definiu-se como loco. Afirma o autor que
a coerência entre gcnitor feminino (receptor de
pólen) e progênie proporciona a devida consistência
a essa forma de interpretação.

3.3 Análise dos Dados

A estrutura genética das subpopulações foi
caracterizada a partir do coeficiente de coanccstrali-

dade de Cokcrham (B p) obtido da análise de va-
riância de freqüências alélicas (COCKERHAN, 1969;
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WEIR, 1990; VENCOVSKY, 1992). Essas aná-
lises foram obtidas através do procedimento
VARCOMP, do programa estatístico SAS (S.A.S.
INSTITUTE, 1985).

A variabilidade genética da população
(conjunto de subpopulações) foi caracterizada pelos
índices de diversidade como: heterozigosidade média
observada (Ho), heterozigosidade média esperada
(fI~) segundo expectativas do equilíbrio de Hardy-
Weinberg, número médio de alelos por loco (A),
porcentagem de locos polimórficos (P) ao nível de
99% de probabilidade e índices de fixação de
Wright (j). Estas estimativas foram obtidas a
partir do programa BIOSYS-I (SWOFFORD &
SELANDER, 1989).

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Sistemas Isoenzimáticos

Testaram-se 23 sistemas de coloração in
vitro em três sistemas de tampão eletrodo/gel, porém,
visando agilizar e otimizar as rotinas de laboratório,
escolheram-se aleatoriamente oito. sistemas de
coloração, no sistema tampão eletrodo/gel Tris
Citrato, que revelou o maior número de sistemas
isoenzimáticos. Os sistemas de coloração escolhidos
foram SKDH, ACP, I3-EST, 6PGDH, PGI, PGM,
MDH e PRX, contudo, dos oito sistemas utilizados,
só os cinco últimos foram passíveis de interpretação.
A interpretação dos zimogramas é coerente com os
padrões encontrados em trabalhos similares, sendo
que as cinco enzimas interpretadas apresentaram os
seguintes padrões: 1. Fosfoglucomutose (PGM):
revelou apenas uma região com, atividade
enzimática, formada por um loco monomórfico,
com um alelo fixado; 2. 6-fosfogluconato
Desidrogenase (6PGDH): apresentou duas zonas de
atividade, sendo a mais catódica, variável e
inconstante, por isso, desprezada da interpretação, e
a mais anódica formada por um loco polimórfico
e rnultialélico (3 alelos), constituída por uma
enzima monomérica; 3. Fosfoglucose Isomerase
(PGI): esta enzima também revelou duas zonas dis-
tintas de atividades (locos), sendo a mais catódica
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interpretada como um loco monomórfico com
apenas um alelo (fixado) e a mais anódica por um
loco polimórfico, contendo duas subunidades
(dímera); 4. Malato Desidrogenase (MDH): o
sistema revelou três zonas de atividades, sendo a
mais catódica e a intermediária interpretadas como
dois locos polimórficos formados por enzimas
monômeras, contendo 2 alelos, e a mais anódica
interpretada como um loco monomórfico, apresen-
tando apenas um aleio, fixado; 5. Peroxidase
(PRX): revelou três zonas de atividade, duas posi-
tivas e uma negativa, porém, devido à inconstância
da revelação, só foi possível considerar uma zona
de atividade, a mais catódica sendo interpretada
como um loco monomórfico.

4.2 Estrutura Genética

A hipótese de que ambas as subpopulações
(SPop's) constituem uma única população, foi tes-
tada através da análise das freqüências alélicas e da
distribuição da variabilidade genética entre e dentro
das SPop's. As estimativas dos índices de diversi-
dade genética, bem como dos parâmetros quantifi-
cadores da estrutura genética das SPop's de G.
americana, forrou obtidas a partir das freqüências
alélicas de 13 alelos distribuídos em 8 locos isoenzi-
máticos (TABELA 2). As freqüências alélicas foram
obtidas para SPop's e para a população de adultos
e plântulas, procurando-se facilitar algumas compa-
rações e interpretações genéticas.

"-
TABELA 2 - Freqüências alélicas, tamanho da amostra (n) e número total de alelos (TA), em duas SPop's e

na população (Pop) de adultos e plântulas de G. americana, para 8 locos isoenzimáticos.

Adultos Plântulas
Loco Alelo SPopl I SPop2 I Pop SPopl I SPop2 I Pop
Pgm-l I 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

n 15 27 42 99 195 294

6Pgdh-1 I 0,233 0,385 0,329 0,473 0,423 0,441
2 0,567 0,500 0,524 0,505 0,494 0,489
3 0,200 0,115 0,146 0,022 0,083 0,061
n 15 26 41 92 163 255

Pgi-l I I 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
n 15 27 42 100 180 280

Pgi-2 1 0,533 0,426 0,464 0,490 0,515 0,507
2 0,467 0,574 0,536 0,510 0,485 0,493
n 15 27 42 99 199 298

Mdh-I I 0,833 0,944 0,905 0,955 0,983 0,973
2 0,167 0,056 0,095 0,045 0,017 0,023

'. n 15 27 42 99 176 275

Mdh-2 1 0,933 0,870 0,893 0,955 0,961 0,958
2 -'f 0,067 0,130 0,107 0,045 0,039 0,042
n 15 27 42 99 19O 289

Mdh-3 I 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
11 15 26 41 97 159 256

Prx-2 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
11 15 27 42 80 193 273

TA 13 13 13 13 13 13

Rev. Inst. Flor., São Paulo, IO( I):95- \08, 1998.
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As freqüências alélicas vanaram nas
Sl'op's de uma completa fixação, como no caso do
alclo I, dos locas Pgm-l , Pgi-I, Mdh-3 e Prx-Z,
igualmente nos adultos e nas plântulas, até
freqüências muito baixas, como no caso dos alclos
3, no loco 6Pgclh-1, na SPop I das plântulas
(0,022), e alclo 2 nos locos Mdh-I c Mdh-2 nas
SPop's c população das plântulas (0,045, 0,017,
0,023, 0,045, 0,039 c 0,042, respectivamente). As
diferenças nas freqüências alélicas, entre adultos c
plântulas, ocorreram, em parte, devido aos
indivíduos adultos n50 estarem diretamente
relacionadas às plânrulas, visto que na amostragcm
dos adultos foram incluídos 27 indivíduos a mais do
que as 15 matrizes que deram origem às plântulas.
Por outro lado, estas diferenças podem ser devido
a outros fatores como seleção entre a fase de plân-
tula e a fase adulta, e/ou deriva, advinda da amos-
tragcm não representativa do evento rcprodutivo
que deu origem as plântulas nas Sl'ops. Apesar
dessa variação, n50 se detectou a ausência de nenhum
alclo nas SPop's de adultos e plântulas, mostrando
que ambas compartilham o mesmo conjunto gênico,
ou seja, contêm os mesmos alclos. Obtiveram-se,
assim, quatro locos monomórficos (Pgm-l ,
Pgi-l , Mdh-3 e Prx-Z) e quatro locos polimórficos

(6Pgdh-l, Pgi-Z, Mdh-I e Mdh-Z), para as esti-
mativas dos parâmetros genéticos quantificadorcs
da estrutura das subpopulaçõcs e variabilidade
intrapopulacioual.

As estimativas dos coeficientes de coan-
ccstralidadc (TABELA 3) permitem obter a dis-
tribuição da variabilidade genética nos vários níveis
hierárquicos da análise de variância para os adul!os
e plântulas. O coeficiente de coanccstralidadc () I'

corrcspondc à estimativa ~ST de NEI (1973) e !!>7
de WRIG~HT (1965); l~~ corr~sponde à ~T'

enquanto f corrospondc a l~~s'O B /' 0 uma medida
de divergência genética entre freqüências alélicas de
diferentes SPop's, B F corrcspondc ao coeficiente
de coanccstralidadc entre plantas, dentro de famílias,~ -

dentro de SPop's, (),,' tem a mesma definição do
parâmctro anteriormente definido, porém, 0 um
método que não considera o nível SPop's na sua
estimativa, sendo assim, mais precisa para a
definição deste parâmctro, f fornecem os níveis de
fixação alélica para a média das SPop's e F para
o total das SPop's, portanto, corrcspondc ao índice
de fixação estimado para a população.

TABELA 3 - Coeficientes de coanccstralidadc entre duas SPop's de adultos e plântulas de G. americana.

Loco tJ /, ()F B" '
j'; f

6Pgdh-1 0,000 0,079 0,079
Pgi-2 0,004 -0,278 -0,284

Adultos Mdh-I 0,047 -0,066 -0,119
Mdh-2 -0,003 -0,110 -0,107
Múlia 0,006 -0,058 -0,064
6Pgdh-1 -0,125 0,156 0,250 0,401 0,467
Pgi-2 -0,018 0,083 0,99 0,207 0,221

Plântulas Mdh-I -0,010 0,134 0,142 -0,024 -0,012
Mclh-2 -0,003 -0,003 0,001 -0,043 -0,040
Média -0,024 0,160 0,190 0,283 0,300

Os coeficientes de coanccstralidadc

(TABELA 3), entre SPop's «()I')' foram baixos
para os adultos, em todos os locas, com média de
0,006. Para as plântulas, todos os Ô r foram
negativos, inclusive para a média, estatisticamente

não diferentes de zero. Valores negativos de ê I'

Rev.Lnst.Flor., Sã" I'aul". f{j(I):95-IOX. 19n.

s50 decorrentes de correlações intraclasscs maiores
do que cntrcclasscs, ou mais especific~mente, as
plântulas dentro das SPop's são geneticamente mais
diferentes entre si do que entre SPop's. Estes
valores negativos também sugerem que as freqüências
alélicas das plântulas não se adequaram ao
modelo aleatório de Cockcrham, o qual assume que
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as variações nas freqüências gênicas devem-se
exclusivamente à deriva genética. É possível que as
isoenzimas aqui avaliadas estivessem ligadas a
locos seletivamente ativos, vindo assim, a expressar-se
de forma igualmente seletiva, o que por sua vez,
levou à inadequação do marcador ao modelo.

Devido aos baixos valores de divergência
observados entre as SPop's, para adultos e
plântulas, as diferenças entre as SPop's podem ser
consideradas irrelcvantcs, e portanto, ambas são
semelhantes do ponto de vista genético. Tal resul-
tado era esperado, tendo em vista que 130 metros,
entre Sl'op's, é uma distância muito curta para
causar divergências genéticas por deriva, em uma
espécie de dispersão hidrocórica e zoocórica e
polinização cntomofilica (LOVELESS & HAMRICK,
J 984; HAMRICK" 1989). É esperado 'que o fluxo
gênico entre as SPop's seja intenso, homoge-
neizando a variabilidade genética e reduzindo os
efeitos aleatórios da deriva genética. Concordan-
temente, HAMRICK (1989) afirma que populações

.arbóreas tropicais, de cruzamento, dióicas, de
polinização entomofilica e de dispersão de sementes
a longas distâncias (hidrocoria e zoocoria), apresentam
pouca divergência entre suas populações, mantendo
a maior diversidade dentro das populações. Nesse
contexto, HAMRICK & GODT (1990), em revisão
de literatura sobre diversidade isocnzimática em
espécies de plantas, observaram que as preferen-
cialmente .. alógamas, em média, mantêm' mais de
78% de sua variabilidade dentro das populações.

~ ~
O f e F, para o loco 6Pgdh-l, dos indi-

víduos adultos, apresentaram um pequeno excesso
de homozigotos (0,079 para ambos os índices),
contudo, estes índices foram em torno de 5 vezes
menores do que a homozigosidadc obtida para as
plântulas no mesmo loco (0,467 e 0,401, respecti-
vamente). O loco Pgi-2 apresentou excesso de ho-
mozigotos para as plântulas e de hctcrozigotos para
os adultos. 'Já, os .Iocos Mdh-l e Mdh-2,
apresentaram valores negativos muito próximos a
zero, para as plântulas, e um expressivo excesso de
hctcrozigotos para os adultos. Este comportamento
sugere para todos os locos e para a média, a
existência de seleção entre a fase de plântula e a
fase adulta, pois os adultos sempre apresentam a
tendência de conter mais hctcrozigosc, mesmo
considerando-se que o loco 6Pgdh-1 tenha apresen-
tado excesso de homozigosc em ambas as gerações.

ReI'. Inst. Flor .. São Paulo, lO( 1):95-1 01(, 199!C

As médias de f e F, para adultos, foram muito
próximas a zero, indicando o equilíbrio de Hardy-
Wcinberg (EHW) nas SPop's. Para plântulas, estes
valores foram positivos e altos, apontando desvios
do EHW e acentuada endogamia na população, que
no caso de G. americana, que é dióica, só pode ser
fruto de cruzamentos entre aparentados. Desvios do
EHW e cruzamentos cndogâmicos já eram previstos
pelas hipóteses iniciais do trabalho, dado que a
população ocupa uma área restrita (7,2 ha), a
espécie é perene, de vida longa, dióica, com
evidências de apomixia e o tamanho da população
não é infinito (125 indivíduos).

Finalizando, a magnitude de f e F, em
todos os locos e na média, foi muito próxima,
levando a entender que a -endogamia na população

( F ) é muito bem cxplicada pela endogamia contida
dentro das SPop's (f ), ou seja, os níveis de fixação
alélica são semelhantes, para os mesmos locos, nas
duas SPop's, apontando que ambas são similares
do ponto de vista genético. Este resultado reforça a
hipótese de que as SPop's são homogêneas, portanto,
subunidades de uma mesma população.

O coeficiente de coancestralidade entre

plantas, dentro de famílias, dentro de SPop's (e F)'
foi em média alto (0,160), revelando a existência de
cruzamentos entre aparentados. Em plântulas de
meio irmãos, originadas de pais sem nenhum grau
de parentesco, o valor máximo assumido por e F é
de 0,125 (118); valores acima indicam a existência
de cruzamentos entre aparentados. Segundo REIS
(1996), o grau de parentesco, entre as famílias

~ ~
maternais (e F)' pode ser melhor estimado por eF "

por retirar os efeitos de divergência dos níveis
hierárquicos superiores que, neste caso,
corresponde ao efeito das SPop's. Desse modo, a
estimativa média de eF' foi de 0,190, reforçando o

resultado observado para ()F' ou seja, algumas
plântulas foram geradas por cruzamentos entre
aparentados.

A análise da estrutura genética das SPop's
de G. americana permite afirmar que ambas compar-
tilham o mesmo conjunto gênico e constituem uma
só população, assim, rejeita-se a segunda hipótese,
pois: a) não existem alclos exclusivos nas SPop's;
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A

b) a divergência genética entre SPop's «(}p) é
insignificante « I %); c) a variabilidade genética
está distribuída dentro das Sl'op's e, d) a
endogamia dentro das SPop's (f) é grandcmcntc
cxplicada pela cndogamia total da população (fi').
A partir desse resultado, procedeu-se à análise
conjunta das duas SPop's como sendo uma única
população, através dos índices de diversidades
intrapopulacionais.

4.3 Variabilidade Genética dentro da População

A caracterização da variabilidade genética
dentro da população foi realizada pelo número
médio de alclos por locos (A), porcentagem de locos
polimórficos (P), heterozigosidade média observada

(H.,) e a heterozigosidade média esperada (f(e)
segundo expectativas do EHW (TABELA 4). Na
referida tabela é apresentado também o tamanho
médio da amostra (N).

TABELA 4 - Índices de diversidade intrapopulacionais em população de adultos e plântulas de G. americana.

Adultos Plântulas
A

P (0,99)
N
Ho

H"

1,63 (0,260) *
50,0%

41,8 (0,200)
0,195 (0,068)
0,182 (0,054)

1,63 (0,260)
50,0%..

277,5 (5,700)
0;'lO5 (0,055)
0,149 (0,083)

(*) Intervalo de confiança.

o número médio de alclos por locas (A),
corrcspondc a uma medida de variabilidade dentro
de locos, ou seja, é uma medida de riqueza alélica,
já a porcentagem de locos polimórficos é uma
medida de variabilidade entre locos dentro de
indivíduos. As estimativas de A apresentaram-se
baixas e não variaram entre adultos e plântulas
(1,63 ± 0,260). Ressalta-se que para a estimativa de
A consideraram-se todos. os locos, monomórficos e
polimórficos, e como 50% dos locas eram mono-
mórficos, o valor estimado apresentou-se baixo.
Caso esta estimativa seja feita apenas com os locos
polimórficos, A sobe para 2,25 (0,25), o que pode
ser considerado um número relativamente alto de
alei os por locas. Segundo N EI (1987), esta esta-
tística é muito influenciada pelo tamanho da amos-
tragcm genética (número de locos), por isso não é
uma boa medida de variabilidade genética para
comparação entre amostras de tamanhos diferentes.

A porcentagem de locos polimórficos (P)
foi de 50% e igualmente à estimativa de A também
não variou entre adultos e plântulas. Comparando-se
a magnitude desse índice ao encontrado para
espécies vegetais, 36,8% (HAMRICK et al., 1979)
e 50% (HAMRICK & GODT, 1990), pode-se
considerar que a população de G. americana
apresenta um polimorfismo relativamente alto.
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Entretanto, comparando-se as estimativas de P
encontradas em G. americana com duas espécies
arbóreas tropicais comuns, também da família
Rubiaccae, A/seis blackiana (89,3%) e Psychotria
horizontalis (49,5%), estudadas por HAMRICK &
LOVELESS (1986), observam-se valores bem infe-
riores à primeira espécie, mas muito próximos à
segunda. A análise das estimativas de P mostram
que G. americana apresenta um grau de polimo r-
fismo médio, isto é, a variação entre locos é
relativamente boa, tornando a população favorável
à conservação genética.

A hctcrozigosidadc observada (Ho) foi
alta para os adultos (0,195) e baixa para as plân-
tU~lS (O, I 05). Já a hctcrozigosidade média esperada
( H,,) foi alta para ambos os adultos e as plântulas
(0,182; 0,149, reseectivamente). A estimativa de a,
foi superior a H", nos adultos, e inferior nas
plântulas, revelando excesso de heterozigotos para
os primeiros e de homozigotos para os segundos,
isto é, significa que a heterozigosidade observada
nos adultos foi maior que a esperada se a população
estivesse em equilíbrio de Hardy-Weinberg,
contrariamente ao que ocorreu com as plântulas.
Observa-se pelos resultados, indícios de seleção em
favor dos hctcrozigotos entre a fase de plântula e a
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fase adulta, reforçando o observado pela estatística
A A

F, obtidos da análise de variância (f e F,
TABELA 3).

Comparando-se H e' obtido para adultos
e plântulas de G. americana, com os encontrados
em espécies vegetais, 0,141 (HAMRICK et al.,
1979), ao nível de populações de espécies arbórcas,
0,149, e de espécies arbóreas tropicais, O, I09
(HAMRICK & GODT, 1990), observa-se grande
superioridade nos valores aqui encontrados.

Todavia, quando se compara He' com espécies
arbóreas tropicais de alta densidade, da família
Rubiaceae, 0,374 (Alseis blackianai e 0,152
(Psychotria horizontalis) e na média de 16 espécies
arbóreas tropicais comuns, 0,211 (HAMRICK &
LOVELESS, I~89), fica claro que a hcterozigo-
sidade de G. americana foi bem inferior à
encontrada para a primeira espécie, superior à
segunda e próxima à terceira. MORAES (1993),
estudando plântulas de Miracrodruon urundeuva,
espécie também dióica, em duas populações, obteve
heterozigosidadcs (0,140 e 0,160) próximas às
encontradas aqui. Tais resultados mostram que G.
americana apresenta uma hctcrozigosidade média,
possibilitando assim, um grande número de novas
recombinações genotípicas, pelos cruzamentos,
favorecendo a conservação in situ da população.

No entanto, comparando-se H; dos adultos,
relativamente à encontrada por HILL et ai. (1978),
para três espécies arbóreas ribeirinhas amazônicas,

O, I 00 a 0,425 para Aeschynomene sensitiva Sw.
var. amazonica Rudd., 0,184 a 0,364 para
Aeschynomene sensitiva Sw. var. sensitiva Rudde
0,333 a 0,460 para Mimosa pigra L.; observam-se
valores médios muito superiores aos encontrados
para G. americana. HILL et ai. (1978) também
observaram que as populações localizadas à jusante
do rio quase sempre apresentavam níveis mais altos
de heterozigosidade do que as localizadas à
montante, atribuindo essa característica à dispersão
hidrocórica. No caso de G. americana, que é típica
de ecossistemas ciliares e a dispersão também é
hidrocórica, seria interessante complementar seu
estudo através da avaliação de outras populações
ao longo do rio Moji-Guaçu, objctivando detectar a
extensão do fluxo gênico pela água. A

O índice de fixação 1:ieWright (f), obtido
para Aadultose plântulas (TABELA 5), correspondc
ao F obtido da análise de variância. Este índice
mede a redução da hetcrozigosidadc, relativamente
ao e~perado em uma população panmitica. Valores
de f iguais a zero indicam que a população está em
equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW), ou seja, que
os acasalamentos estão ocorrendo de forma
aleatória, e não há endogamia na população.
Contudo, valores significativamente maiores do que
zero indicam excesso de homozigotos e deficiência
de· hcterozigotos, e os significativamente menores
do que zero, excesso de hetcrozigotos e deficiência
de homozigotos, portanto, desvios do EHW.

TABELA 5 - Índices de fixação de Wright (j) para plantas adultas e
plântulas em 4 locos polimórficos em G. americana.

Plantas Adultas Plântulas

6Pgdh-1 0,139 ns 0,447 **
Pgi-2 -0,292 ns 0,208 **.
Mdh-l -0,105ns -0,028 ns

Mdh-2 -0,120 ns -0,043 ns

Média -0,071 (0,077) ns 0,302 (0,092) **
* P S 0,05; ** P s 0,0 I. O j, ao nível de loco, foi testado a partir de LI
& HORVITZ (1953), e a' média pelo teste Z (entre parênteses é
apresentado o erro padrão da média).

Rev. Inst. Flor., São Paulo, 10(1):95-108, 1998.
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Nas plântulas, o j foi baixo, negativo e,
estatisticamente n50 diferente de zero para os locos
Mdh-l e Mdh-2, porém, para os locos 6Pgdh-l,
Pgi-Z- e para a média, foi alto, positivo e,
significativamente, diferente de zero, mostrando
excesso de homozigotos e que as freqüências
alélicas observadas se desviam das esperadas,
segundo os pressupostos de Hardy-Wcinbcrg.
Desvios do EHW, implicam que a população está
subdividida, rcprodutivamcntc, em grupos com
certo grau de parentesco (FUTUYMA, 1992).
Possivelmente a subdivisão esteja associada à
existência de cstruturação familiar dentro da
população, ou a acasalamcntos preferenciais
decorrendo do assincronismo na antcsc das flores
masculinas e femininas, ou, ainda, ao comporta-
mento dos polinizadorcs, visitando sempre as
mesmas plantas (CRESTANA, 199~).

Comparando a média de f ,entre adultos
e plântulas, observa-se cndogamia acentuada nas
plântulas e um pequeno excesso de hctcrozigotos
nos adultos, apontando, concordantcmcntc aos resul-
tados já observados, a existência de seleção em
favor de hctcrozigotos, entre a fase de plântula e a
adulta. A seleção dá a entender que os cruzamentos,
na população, geram uma grande quantidade de
sementes cndogâmicas a cada ciclo rcprodutivo,
mesmo considerando-se que as plantas. adultas
contenham alta hctcrozigosidadc e estejam em
EHW (REIS, 1996). Os dados mostram que a
seleção natural elimina as sementes cndogâmicas,
permitindo que só sementes hctcrozigóticas desen-
volvam indivíduos adultos. Concordantcmcntc,
CRESTANA (1993), observou altas taxas de mortali-
dade entre plâutulas de G americana. Provavelmente,
trata-se de uma estratégia adaptativa da espécie,
liberando uma grande quantidade de sementes cndo-
gâmicas à disposição da seleção natural, porém,
permitindo apenas que descendentes hctcrozigóticos
se estabeleçam na população e venham a se
reproduzir, garantindo a manutenção dos níveis de
variabilidade da população. Em concordância com
os resultados aqui encontrados, MURAWSKI (I (N:i),

comparou o J entre adultos e plântulas em várias
espécies arbórcas tropicais e observou que os níveis
de fixação alclica eram quase sempre superiores
nas plântulas, comparativamente às plantas adultas.
No entanto, LEPSCH-CUNHA (1996), estudando
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Couratari multiflora. na Amazônia, e
MURAWSKI et alo (1994), estudando Shorea
congestiflora, no Sri Lanka, encontraram valores

de J maiores na fase adulta, relativamente à fase
de plântula, indicando a necessidade de mais
estudos neste campo, a fim de se conhecer melhor a
ação da seleção entre a fase juvenil e adu~ta.

A cndogamia expressa pelo f, para as
plântulas, provavelmente está associada à existência
de cstruturação genética espacial, dado que G.
americana é dióica, e portanto, o acasalamcnto
entre aparentados é a única forma de gerar cndogamia.
MORAES (1993), estudando plântulas de uma
espécie dióica - M urundeuva, ~m duas populações,

encontrou valores altos de f (0,606 - Bauru;
O 342 - Sclvíria) atribuindo esses resultados à
e~istência de parel~tesco entre indivíduos dentro das
populações. O autor observou que a população de
Bauru era muito mais cndogâmica que a de
Sclvíria, pressupondo para a primeira, maior grau
de cstruturação familiar.

Finalmente, considerando os altos valores
de fI a aderência das freqüências gcuotípicas ao

e '
A

EHW, abordada a partir do f, para os adultos, e as
evidências de seleção em favor de heterozigotos,
pode-se considerar a população de G. americana
como potencialmente apta para a conservação in
situ. Estes resultados indicam a possibilidade da
espécie ampliar sua variabilidade genética através
de novas rccombinaçõcs gcnotípicas, o que se refle-
tirá em um aumento no seu potencial adaptativo,
portanto, cvolutivo. O potencial evolutivo da popu-
lação permitirá a adaptação às mudanças ambicntais
futuras, que por ventura poderão advir, dado o
grande número de novas rccombinaçõcs gcnotípicas,
possíveis de ocorrer, para manutenção da variabi-
lidade genética detectada. Assim, fica claro o potencial
da população para a conservação in si tu e utili-
zação para a coleta de sementes, visando à
recuperação de matas ciliarcs degradadas.

5 CONCLUSÕES

O estudo das subpopulaçõcs de G.
americana, a partir de dados de isocnzimas,
possibilitou as seguintes conclusões:
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- a análise da estrutura genética das subpo-
pulações revelou que a variabilidade genética se
encontra quase toda distribuída dentro das
subpopulaçõcs e apenas pequena parte dela é
distribuída entre as subpopulações, e a análise
das freqüências alélicas mostrou que ambas as
subpopulações compartilham os mesmos genes,
conseqüentemente, ambas constituem subuni-
dades de uma mesma população;

- a análise da variabilidade genética dentro da popu-
lação a partir das plantas adultas evidenciou
níveis relativamente altos de hctcrozigosidadc
(He ), se comparados à média de outras espécies
arbóreas tropicais estudadas. Entretanto, as aná-
lises das plântulas mostraram níveis baixos de
variabilidade genética. A alta heterozigosidadc
observada para os adultos é de valor relevante,
visto que permite novas rccombinaçõcs geno-
típicas, portanto, ampliação da plasticidadc adap-
tativa da espécie às futuras mudanças ambicntais
e à colonização de novas áreas. Já, a baixa hctcro-
zigosidadc nas plântulas, evidencia a existência
de cruzamentos endogâmicos, refletidos 110S altos

~ ~
índices de fixação (f e F);

- os altos níveis de hetcrozigosidadc nos adultos,
combinados com a aderência ao equilíbrio de
Hardy-Wcinbcrg, porém, gerando plântulas fora
do equilíbrio e com altos níveis de endogamia,
sugerem a existência de seleção em favor dos
heterozigotos da fase de plântula para a fase
adulta, e

verifica-se, pela análise dos resultados gerais,
que a população de G. americana pode ser
usada para a conservação genética in si til e
para a recuperação de áreas degradadas.
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