ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE JEQUITIBA-ROSA
(Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze.) POR CARACTERES QUANTITATIVOS E ISOENZIMAS*

RESUMO

Este trabalho analisa a estrutura genética
de populagdes de jequitiba-rosa (Cariniana legalis
(Mart.) O. Ktze.), a partir dc quatro caractercs
quantitativos ¢ 14 locos isocnzimaticos, avaliado
aos 17 anos de idade. O ensaio foi implantado em
dois locais do Estado de¢ Sio Paulo utilizando o
delineamento de blocos de familias compactas, com
o objctivo da conservagio genética ex sifu. A
analise da estrutura das populagdes mostrou, tanto
para os caracteres quantitativos como para as
1soenzimas, baixa divergéncia entre as populagdes e
que a maior parte da variabilidade genética se
encontra dentro das populagdes, em especial entre
individuos  dentro  dec  progénies.  Contudo,
comparando por isoenzimas as populagdes do
Estado d¢ Sao Paulo com duas populagdes do
Estado do Espirito Santo, observou-sc¢ alta
divergéncia genética (9,3%), sugerindo a hipétese
de 1solamento por distancia. A analise de varidncia
revelou moderados niveis de variabilidade genética
entre progénics/populagio, para as trés populagdes
mostrando a possibilidade de ganhos com a selegio.
As heterozigosidades foram altas e similares entre
as populagdes (f variou de 0,263 a 0,283 ¢ /7 de
0,348 a 0,366). “Apesar disso, foram detectddos
excessos de homozigotos nas progénies, em relagdo
ao esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHV\P) (7 variando de 0,220 a 0,249). Finalmente,
a relagdo entre o tamanho cfctivo e o tamanho
amostral (N, /n) foi 36% (0,16) menor do que
esperado em uma populagio idcal (0,25), portanto,
a variabilidade genética retida no banco ex sifu ¢
menor do que a esperada em populagdes grandes ¢
panmiticas.
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ABSTRACT

This work analyses the genetic structure
of 17-year-old jequitiba-rosa (Cariniana legalis
(Mart.) O. Ktze.) populations in two locations in
Sdo Paulo State, with the purpose of evaluating this
ex situ conservation genetic method. The material in
a compact family block design was evaluated for 4
uantitative  traits and 14  isocnzyme loci.
&mntitative trait and isoenzymes analysis indicated
only a few differences among populations. There
was a larger proportion of genetic variability within
populations, especially among individuals within of
families. However, comparing isoenzyme patterns
in Sdo Paulo State and Espirito Santo State
populations, larger genetic divergences were
observed (9.3%), suggesting isolation by distance.
Analysis of variance revealed moderate levels of
genetic variability among families/population, for
three populations. Even so, isoenzymes showed
high ‘and similar heterozygosity = for three
populations (A : 0.263 to 0.283; 7 : of 0.348 to
0.366). Excess "homozygosity within’ families was
detected, in relation to expected Hardy-Weinberg
Equilibrium (EHW) (7: 0.220 to 0.249). Finally,
the - relation between “number cffective size and
sample size (N, /n) was 36% (0.16) smaller than
expected in an ideal population (0.25), therefore,
the genetic variability retain in ex sifu bank is small
than expected from large panmitic populations.

Key words: Cariniana legalis; genetic structure;
tree genctics, population genetic
divergence; isoenzymes electrophoresis;
ex sifu genetic conservation.
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1 INTRODUCAO

Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze. ou
jequitiba-rosa ¢ uma das maiores arvores da
floresta tropical umida da América do Sul,
chegando a atingir didmetros superiores a 3 metros
"¢ alturas superiores a 40 metros. A espécie ocorre
somente no Brasil, tendo distribuicdo ampla, indo
do Estado de Sdo Paulo ao Estado de Pernambuco.
Costuma ocorrer em pequenos grupos isolados,
possivelmente se constituindo de unidades panmiticas
ou demes, estruturadas em familias. Apesar de ser
possivel detectar varios exemplares de C. legalis
em seus locais de ocorréncia natural, quando se
considera sua area total de distribuigdo, verifica-se
que a espécie € do tipo rara, com menos de um
individuo por hectare. No entanto, a intensa
devastagdo das florestas brasileiras, principalmente
durante o século XX, reduziram a espécie a algumas
populagdes ¢ individuos isolados em areas de
preservagdo permanente, estagdes ecologicas €
parques publicos, levando C. legalis, ja na década
de 80, a entrar para a lista das espécies em extingio
da FAO (Siqueira et al., 1986). Apesar disso, muito
pouco tem sido feito para salvar a espécie da extingo.

O entendimento da estrutura genética ou
da distribuicdo da variabilidade genética entre ¢
dentro de populagdes de uma espécic ¢ de
fundamental importincia quando se pretende sua
manipulagdo genética. Esta estrutura pode ser
manifestada entre distintas populagdes geograficas,
dentro de um grupo local de plantas ou mesmo em
grupos de progénies (Loveless & Hamrick, 1984).
A estrutura genética pode ser definida como a
distribui¢do ndo aleatoria de alelos e gendtipos
(Hamrick, 1987). O desenvolvimento ¢ a
manutengdo da estrutura genética ocorrem devido
as interagdes de um conjunto complexo de fatores
evolucionarios, tais como distribui¢do espacial dos
genotipos, sistema de reprodugdo, selegdo, deriva
genética, mutagdo, migragio e processos de
crescimento, mortalidade e reposigdo dos individuos
nas populagdes (Clegg et al., 1978; Hamrick, 1983;
Loveless & Hamrick, 1984). De importincia
primaria ¢ a selegdo, o tamanho efetivo
populacional ¢ a habilidade da espécie de dispersar
polen e sementes (Hamrick, 1983).

Estudos com isoenzimas tém mostrado
que, em média, espécies arborcas alogamas apresentam
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baixa divergéncia genética entre populagdes (< 5%).
Por outro lado, estudos com caracteres
quantitativos tém evidenciado maior diferenciagdo
genética entre populagdes do que as isoenzimas
(Hamrick, 1983). Também se observam grandes
variagdes nos resultados de um carater para outro
(Hamrick, 1983; Sebbenn et al., 1999), indicando
que alguns caracteres morfoldgicos divergem mais
entre populagdes do que outros e que a pressdo de
selecdo ¢ diferente para os caracteres. Existem
evidéncias de que tais caracteres sdo os
responsaveis pela adaptagdo das espécies as
condigbes ambientais locais (Hamrick, 1983).

A comparagdo da divergéncia genética
medida por caracteres quantitativos (9P ") com a

medida por locos isoenzimaticos (6@,) permite
testar a hipdtese de divergéncia seletiva ou, em
outros termos, se a divergéncia genctica entre as
populagdes foi causada por sele¢do e/ou deriva
genética (Wright, 1951; Lande, 1992). A selegio
divergente pode estar envolvida na divergéncia

observada quando &' ¢ significativamente maior
ue @,. Se 6,' ¢ de mesma magnitude a @, ou
q P P P

significativamente menor do que @, a hipotese de
que a variancia entre populagdes ¢ causada pela
deriva genética, ndo pode ser rejeitada ou a selegdo
convergente pode estar envolvida como uma causa
da redugdo da diferenciagdo (Yang et al., 1996).

Este estudo objetiva comparar a
distribuicdo da variabilidade genética entre ¢ dentro
de populagdes de Cariniana legalis sob conservagio
genética ex situ, no Instituto Florestal de Sdo Paulo
por caracteres quantitativos ¢ isoenzimas.

2 MATERIAL E METODQOS

2.1 Locais de Estudo e Delineamento Experimental

No ano de 1981 foram colctadas sementes
de polinizagdo aberta de C. legalis, em trés
populagdes naturais do Estado de Sio Paulo: Campinas
(Bosque dos Jequitibas - 22°55°S, 47°03°W, alt.
652 m a 681 m, area = 10 ha), Piracicaba (Estagio
Ecologica de Ibicatu - 22°47°S, 47°49°W, alt.
500 m, arca = 76 ha) ¢ Santa Rita do Passa Quatro
(Parque Estadual de Vassununga - 21°41°S,
47°39°W, alt. de 520 m a 700 m, area = 191,0 ha),
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sendo tais populagdes denominadas Campinas, Ibicatu
¢ Vassununga, respectivamente. Na  populagdo
Campinas foram coletadas sementes de 17 matrizes,
na Ibicatu de 16 matrizes ¢ na Vassununga de
22 matrizes. Em 1982 as progénics foram
plantadas na Estagdo Experimental de Pederneiras
(22°22°S, 48°44°W, alt. 500 m, precipitagdo média
anual de 1.112 mm, solo do tipo Latossolo
Amarelo, fasc arcnosa ¢ clima do tipo Cwa) e
Estagdo Experimental de Luiz Antonio (21°40°S,
47°49°W, alt. 550 m, precipita¢io média anual de
1.280 mm, solo do tipo Latossolo Roxo ¢ clima
do tipo Cwa).

O delineamento adotado foi o de blocos de
familias compactas, com 6 rcpetigdes, subparcelas
lincares com 5 plantas ¢ uma bordadura externa de
duas linhas. Contudo, devido ao pequeno nimero de
mudas produzidas em 5 progénics da populagdo
Vassununga, em Pedernciras, esta populacio foi
representada por 22 progénics ¢ em Luiz Antonio
por 17. O espagamento utilizado nos dois ensaios
foi 3,0 x 2,0 m e em Luiz Antonio foi realizada uma
desrama, na idade de 8 anos (1990).

2.2 Amostragem

Os cnsaios foram avaliados aos 17 anos
de idade (1999) para quatro caracteres
quantitativos ¢ quatorze locos isocnzimaticos. Os
caracteres avaliados foram: forma do fustc (FF),
altura total (ALT), didmctro a altura do peito
(DAP) ¢ volume cilindrico (VC). As isocnzimas
foram avaliadas no ano de 1999 em tecidos
foliares de 1.232 arvores (39.1%). no total dos dois
ensaios. Em cada ensaio foram sclecionadas as 30
arvores superiores ¢ as 30 infcriores de cada
populagdo, para DAP, utilizando-se¢ o indice de
sclegdo multiefeito (Resende &  Higa, 1994),
totalizando 360 arvores (180 superiores + 180
inferiores). O restante das plantas (872) foi
amostrado aleatoriamente dentro dos  cnsaios,
procurando-se genotipar uma média de 20 plantas
por progénic. A analisc dc cletroforcse de
isoenzimas foi realizada no Laboratério de
Reprodugio ¢ Genética dc Espécics  Arborcas
(LARGEA) do Departamento de Ciéncias Florestais
da ESALQ/USP. A cletroforcse foi a horizontal,
conduzida em meio suportc dc gel de 2/3 de
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amido de milho (penetrose 30) a 13%, combinado
com 1/3 de amido de batata (Sigma). As isoenzimas
reveladas foram: Fosfatase Acida (ACP-E.C. 3.1.3.2)).
Alfa-Estcrasc (a-EST-E.C. 3.1.1.1), 6-Fosfogluconato
Desidrogenase (6PGDH-E.C. 1.1.1.44), Fosfogluco
Isomerasc (PGI-E.C. 53.1.9), Isocitrato
Desidrogenase  (IDH-E.C.  1.1.1.42). Malato
Desidrogenase (MDH-E.C. 1.1.1.37), Peroxidase
(PRX-E.C. 1.11.1.7), Xiquimato Desidrogenase
(SKDH-E.C. 1.1.1.25) ¢ Glucose 6 Fosfato
Desidrogenase (G6PDH-E.C. 1.1.1.49). As receitas
de revelagio das isoenzimas encontram-se em
Alfenas (1998).

2.3 Analise Estatistica

2.3.1 Analise de variancia

A analise da varidncia conjunta para
locais foi realizada considerando-se apcnas as
progénics comuns aos dois locais de ensaio (50
progénics). O modelo estatistico utilizado
considerando locais como efeito fixo ¢ populagdes e
progénics como efeito aleatorio foi:

Yig=m +1; + 1l + by + () + (10)ay + Uy + (D + ey

em que, Yy = valor da progénic £, no bloco j, na
populagio i, no local /; m = média geral do carater
nas populagdes; #; = cfeito aleatério da populagiio
i (G =1,2,..,D. 1, = efeito fixo de locais
[({=1,2,..,L); b= efcito aleatoério do blocoj
(G=1,2,..J),dentro do local /. (1]); = efeito da
interagiio da populagdo 7 no local /; (1h);u) = erro
experimental em nivel de parcelas: 75 = efcito
alcatorio da progénic k (k =1, 2, ..., K;), dentro da
populagio 7. (t'N); = cfeito da interagio de
progénices/populagdo por locais; e = cfeito do erro
em nivel de subparcela. A varidncia fenotipica
dentro das subparcelas (O 3 ) foi obtida pela média

ponderada dos quadrados médios dentro de
subparccla, para cada populagio separadamentc ¢
em conjunto. Para a analise da varidncia individual
¢ conjunta as notas dadas ao caractere FF foram

transformadas em nivel de plantas para {/x, +0,5,
sendo x a nota dada a arvore .
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A divergéncia genética entre ¢ dentro de
populagdes foi obtida em dois niveis de correlagdes
intraclasse:

A2 . A -
0. = Op .0 __Ggip
= FIP ~2 +Az’
OppT0,4

em que, 6 p = divergéncia genética entre populagdes;
A '

6 F/p = divergéncia genética entre progénies dentro

de populagdes; OA'f, varidncia genética entre

populagdes; 5'12; 95 varincia  genética  entre

progénies/populagio; c ‘2, = variancia fenotipica dentro

de progénies/populagdes. O tamanho efetivo populacional
foi estimado de acordo com Vencovsky (1997).

2.3.2 Dados de isoenzimas

A estrutura genética das populagdes de C.
legalis foi caracterizada para as isoenzimas pela
analise de variancia de freqiiéncias génicas, com base
em Weir (1996). Assim, de acordo com este autor, a
varidvel x; corresponde ao alelo *5” na amostra da
populagdo “7”, sendo que, quando x; estava
presente, recebeu o valor 1,0 e quando ausente recebeu
o valor zero. O modelo estatistico para a analise

hierarquica de individuos dentro de progénies foi:
Yie =m + fi + by + Graps

em que, Yy = freqii€ncia do alelo &, para o individuo J,
da progeénie 7; m = média geral das freqiiéncias alélicas;
Ji = efeito da progénie i, com i = 1, 2, ..., a; by = efeito
do individuo j, da progénic i, comj=1, 2, .., b;
Zrap = efeito do alelo %, do individuo j, da progénie 7,
comk =1, 2, ..., ny. Ainda, a = nimero de progénies;
b; =numero de individuos por progénies; #7; = numero
de alelos em cada individuo dentro de cada progénie.
Os parametros genéticos foram estimados dos
componentes da variancia da seguinte forma:

A2 N ~Z A A
9, =%, [F=1-Z¢; p_F-6;
F A2 ~2 = P

a; or 1 0,

em que, o # = divergéncia genética entre progénies
ou coeficiente de coancestralidade entre plantas

dentro de progénies; F = correlagio entre
alelos, dentro de individuos de diferentes progénies;
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J = indice de fixagdo ou correlagdo entre alelos

dentro de individuos de mesma progénie.

Para andlise de vanancia das freqiiéncias
génicas de individuos dentro de progénies e progénies
dentro de populages, utilizou-se 0 modelo estatistico:

Y =m+pi+ fiy + beay + iy

em que, Yy = freqii€éncia do alelo /, dentro do
individuo &, dentro da progénic j, dentro da
populacdo 7i; m = média geral das freqii€ncias al€licas;
pi = efeito da populagdo 7, comi=1,2, .., q,
S = efeito da progénie j, dentro da populagdo i,
comj=1,2, .. b; by = efeito do individuo £,
dentro da progeme J, dentro da populagdo 7, com
k=1,2, .., ¢y guw=cfeito do alelo /, dentro
do individuo &, dentro da progénie j, dentro
da populagio i, com /=1, 2, .., nu Ainda,
a = numero de populagdes; b; = numero de
progénies por populagio; ¢; = numero de individuos
dentro de cada progénie; ny = numero de alelos
em cada individuo, dentro de cada progénie,
dentro de cada populagdo. As estimativas dos
componentes da varidncia para a hierarquia de
genes/individuos/progénies/populagdes também
foram obtidas segundo Weir (1996). Os coeficientes
de coancestralidade e endogamia foram estimados
dos componentes da variancia da seguinte forma:

22
a o ~ o.+0O
HP = —P" 9}7 - £ ~ 3
Oy Or
& (og -~ F-6,
F . 1 — g > f - A £ 5
o 1-6
T P
em que, @ , = divergéncia genética entre populagdes;

0 » = coeficiente de parentesco ou coancestralidade
das plantas dentro das progénies; /' = correlagdo
entre alelos dentro de individuos de diferentes
populagdes; f = correlagdo entre alelos dentro de
individuos dentro de populaq:oes Para verificar se
as estimativas médias de 6 ! BF, F.e f eram
diferentes de zero, estimou-s¢ o intervalo de
confianga a 95% de probabilidade pelo método de
reamostragem bootstrap. Utilizaram-se 10.000
repetigdes sobre os locos. As analises de varidncias,

descritas acima e os bootstraps foram obtidos através
do programa GDA de Lewis & Zaykin (1999).
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A diversidade genética intrapopulacional
foi analisada pelos indices de diversidade genética,
estimados a partir do programa BIOSYS-1
(Swofford & Sclander, 1989). A heterozigosidade

observada (ﬁ ,) para cada loco foi obtida por
A , = 1= Z P, , onde: P; = frequéncia dos
gendtipos homozigotos. A diversidade génica
esperada ([:I .) para cada loco foi obtida
segundo Nei (1977) por: ﬁe =1- Z pf 5
onde: p; = freqiiéncia alélica estimada do i—éfimo
alelo. A estimativa média sobre os locos de H | ¢

H, foi obtida pela média aritmética entre todos os
locos analisados (monomorficos mais polimorficos).

A porcentagem de locos polimérficos (P) foi
estimada pela média aritmética do numero total de
alelos pelo numero de locos, sendo que um loco foi
considerado polimérfico quando a freqiiéncia do
alelo mais comum ndo ultrapassava 95%. O
numero médio de alelos por locos (A ) foi obtido
pela divisdo do nimero total de alelos pelo nimero
total de locos. O indice de fixagdo ndo viesado ( /)

foi estimado de acordo com Weir (1996):
j-_ (I-}e_ﬁo)_}_’linﬁo
H,-LH

e

o

Para verificar se os valores médios de f

eram diferentes de zero, estimou-se o intervalo de
confianga a 95% de probabilidade pelo método de
reamostragem bootstrap, utilizando-se 10.000
reamostragens sobre os locos, através do programa
GDA de Lewis & Zaykin (1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracteres Quantitativos

A magnitude da divergéncia genética entre
populagbes variou entre os caracteres (TABELA 1).

’

As maiores divergéncias entre populagdes (é 5 1)
foram observadas para os caracteres FF e VC,
evidenciando que 6,0% ¢ 12,8% da variagdo genética
se encontram entre populagdes, respectivamente. Apesar
da magnitude da divergéncia genética entre
populagdes, o teste F da analise de varidncia conjunta
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para locais nio revelou diferengas genéticas significativas
entre populagdes para os caracteres. Estudos da
estrutura genética de populagdes em esséncias
florestais a partir de caracteres quantitativos tém
revelado resultados similares. Hamrick (1976)
estudando a distribuicdo da variabilidade genética em
quatro populagdes naturais -de Abies concolor
encontrou, em 13 caracteres quantitativos, diferencas
entre populagdes variando de 0,0 a 49,8%, com média
de 20%. Moraes (1993) estudando a estrutura genética
de duas populagdes de Myracrodruon urundeuva,
para 14 caracteres quantitativos, detectou no maximo
2,6% de divergéncia genética entre populagdes, sendo
que na média, os caracteres ndo apresentaram divergéncia
entre populagdes. Sebbenn ef al. (1999), estudando a
estrutura genética de sete procedéncias de Grevillea
robusta para os caracteres DAP e altura, detectaram
divergéncias entre populagdes, variando de 1,0% a
20%. Siqueira et al. (2000), estudando populagdes de
Balfourodendron riedelianum detectaram no maximo
3,2% de divergéncia genética entre populagGes para os
caracteres DAP e altura. Como visto, todos estes
trabalhos mostraram que maior proporg¢do da variagdo
genética se encontra dentro de populagdes, porém a
magnitude da divergéncia genctica entre populagdes
parece depender do tipo de carater usado para estudar a
estrutura genética populacional.

Entretanto, o numero de populagdes
amostradas, também pode influenciar a magnitude da
divergéncia genética. Por exemplo, Kehlet & Roulund
(1998) estudando 14 populagSes de Picea stchansis e
Khalil (1985) estudando 9 populages de Picea
mariana, observaram que mais de 50% da variagdo
genética estava entre populagles. Possivelmente, a
amostragem ampla das populagdes das espécies tenha
permitido detectar maior divergéncia genética entre as
populagdes. A auséncia de diferencas genéticas
significativas entre as populagdes de C. legalis, para
os caracteres, mostra que a estratégia de amostragem
para a conservagio ex sifu ndo foi eficiente para
representar a variagdo existente entre populagdes. A
espécie tem ampla distribuigdo geografica e ocupa
diferentes habitats (Carvalho, 1994) ¢ a amostragem
de apenas trés populagdes do Estado de Sio Paulo
ndo ¢ suficiente para representar as reais diferengas
genéticas entre populagdes. Portanto, para a efetiva
conservagdo genética da espécie C. legalis, sera
necessaria a reamostragem de populagdes em toda a
sua area de distribuigdo natural.
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. 5 2 A A o
TABELA 1 - Distribuigdo da variagdo genética entre (O p) e dentro (O 2 ip F O f: ) de populagdes de
C. legalis em Luiz Antonio (LA), Pederneiras (PE) e para analise conjunta.

FF DAP ALT VC
G2 0,007  5,.8% 0,0035  0,1% 0,0034  0,1% 0,0041  12,7%
G2, 00019% 23%  0,6903**  34% 0,1778*  2.6% 0,0005%*  15%
62, 00034*  42% 0,1985  1,0% 0,1636*  2,4% 0,0004*  12%
62 0,0707  87,7% 193628  95,5% 6,5316  94,9% 0,0273  84,6%
2% 00807  100% 20,2551 100% 68764  100% 0,0323  100%

ANAVA Conjunta: Campinas, Ibicatu e Vassununga = 17, 16 e 17 progénies, respectivamente.

22

+ 52 B o

A . 3 ~2 a2
(a) Varidncia total: 07 = o, i

2.2
FIP

interagdo progénies/populagdes x locais;
(*) P<0,05.
(**)P < 0,01,

A

(e

A auséncia de divergéncia genética entre
populagdes demonstra que ndo existem vantagens
na selegdo de uma ou outra populagdo para servir
de base para um programa de melhoramento com a
espécie. Portanto, pode-se tratar as trés populagSes
como uma so, igualmente nos dois locais de ensaio,
com a vantagem de ampliar a base genctica da
populagio base, pela baixa probabilidade de existéncia
de parentesco entre progénies de diferentes populagdes.

Como os testes de progénies, entre outras
coisas, avaliam os parentais a partir de seus
descendentes, os resultados apresentados na TABELA 1,
também permitem inferir sobre as populagdes naturais de
origem das progénies. A baixa diferenciagio genética
entre populagdes sugere que estas populagdes sdo
semelhantes do ponto de vista genético. A semelhanca
pode ser explicada por duas hipdteses: primeiro,
devido a uma origem comum, ou seja, as trés
populagdes poderiam ter sido fundadas de uma
mesma populagiio ancestral; segundo, devido ao
intenso fluxo génico ocorrido no passado, quando
as florestas no Estado de Sdo Paulo eram
continuas, o que levou a homogeneidade na
variabilidade genética destas populagdes. Como se
trata de uma espécie longeva (vive mais de 500
anos Carvalho, 1994) e o processo de
fragmentagdo ¢ recente (menos de 100 anos), pode
ndo ter transcorrido tempo suficiente para que
ocorressc  grande divergéncia genética entre
populagdes por deriva genética e/ou selegdo natural.
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/PxL

= variagdo genética entre progénies dentro de populagdes;

*g G 2 = varidncia genética entre populagdes;

b l S )
o variagdo genética da

2 = variago fenotipica dentro de progénies.

A
progénies/populagio (& i, ,p ) foi baixa (< 6,2%),

variabilidade genética entre

mas significativa pelo teste F (1%), sugerindo a
possibilidade de ganhos na selegdo. Ja a variabilidade
fenotipica dentro de progénies (& fl ) foi alta para

todos os caracteres, com valores, em muitos casos,
acima de 90,0%. A maioria dos estudos da
estrutura populacional com caracteres quantitativos
tem mostrado maior variagdo dentro de progénies
(Hamrick, 1976; Sorensen & White, 1988; Morags,
1993; Sebbenn et al., 1999; Siqueira ef al., 2000).

3.2 Dados de Isoenzimas

As freqiiéncias génicas dos 6vulos foram
eleitas para representar as freqii€ncias génicas dos
individuos adultos nas populagdes naturais. As
freqiiéncias génicas das progénies ndo representam
obrigatoriamente as freqiiéncias dos individuos
adultos das populagdes naturais de origem. Quando
sementes de polinizagdo aberta sdo coletadas de
uma arvore, a arvore materna contribui com a
metade dos alelos para os filhos e, hipoteticamente,
diferentes pais com a outra metade e, logo a mie
tem a maior contribui¢do, devido a todos os filhos
receberem pelo menos um alelo de origem materna
e cada filho, teoricamente, alelos de diferentes pais.
Assim, o numero de alelos idénticos de origem
materna € maior do que o de origem paterna e as
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freqiiéncias alélicas da progénie, sdo determinadas,
principalmente pelos alelos vindos da mde. Entio,
quando os parentais ndo sdo avaliados via
marcadores  gencticos, pode-se estimar  suas
freqiiéncias alélicas, separando as freqiiéncias de
origem materna (6vulos) das de origem paterna
(polen). Isto pode ser feito pelas estimativas de
maxima verossimilhanga das freqiiéncias génicas
dos ovulos e do polen, com base no modelo misto
de Ritland & Jain (1981) e auxilio do programa
MLTR de Ritland (1997)*.

As estimativas da divergéncia genética
entre populagdes para adultos e progénies sdo
apresentadas na TABELA 2. A divergéncia
genética entre populagdes foi baixa para adultos
(2,3%) e progénies (0,9%) indicando similaridade
genética entre populagdes, em concordancia aos
resultados obtidos para os caracteres quantitativos.
O alto fluxo génico aparente estimado entre
populagdes confirma esta hipdtese (TABELA 2).
Porém, a baixa diferenciagido entre populagSes
provavelmente ndo ocorreu pelo fluxo génico atual,
dado que € pouco provavel que ele exista ou que

seja intenso o suficiente para manter estas
populagdes coesas do ponto de vista genético. A
grande distdncia ¢ o isolamento dos fragmentos
(minimo de 100 km, entre a populagdo Ibicatu e
Campinas), possivelmente impeca o fluxo génico.
Logo, as estimativas obtidas de fluxo génico
representam um acontecimento passado, antes do
processo de fragmentagdo e a baixa diferenciagio
genética reflete a divergéncia genética que existia
antes do processo de exploragdo, ou seja, baixa
diferenciagdo. Este resultado esta de acordo com a
maioria dos estudos de estrutura genética de
populagdes de espécies arbéreas aldogamas,
realizados a partir de dados de isoenzimas, que tem
revelado baixa divergéncia entre populagdes
(Hamrick ef al., 1979; Hamrick & Godt, 1990).
Harritt (1991), estudando duas populagdes de C.
legalis no Estado do Espirito Santo, também
encontrou baixa divergéncia genética entre
populagdes (0,052). A alogamia combinada com a
alta habilidade para dispersar pdlen e sementes
impediria grandes divergéncias genéticas entre
populagdes por deriva genética e/ou selegdo.

TABELA 2 - indices de fixagio médio dentro de populagdes (. f ) para o conjunto das populagGes (ﬁ );

divergéncia genética entre populagdes (4 ) ) e fluxo génico entre populagdes de C. legalis.

Populagdes Distincia média 7 E 6 , Nm
aproximada
Progénies - SP 180 km 0,119 0,249 0,009 13,8

[0,050 2 0,186] [0,146 a 0,339]

Adultos - SP 180 km —
SP x ES > 800 km s
(Adultos?)°

[-0,004 a 0,028]

0,023 2,6
[0,015a 0,031]®

0,093 1,6

[-0,217 a 0,403]™

(a) Estimativa FST (Nei, 1977) realizada apenas utilizando os locos aEst-1, aEst-2, Mdh-1 ¢ Pgi-1.

(b) Intervalo de confianga a 95% de probabilidade, estimado a partir de reamostragem Jeckknife sobre locos.
(c) Trés populagdes de Sio Paulo e duas do Espirito Santo.

(d) Harritt (1991).

[ ] Intervalo de confianca a 95% de probabilidade, estimado a partir de 10.000 reamostragens bootstrap sobre locos.

(*) RITLAND, K. Multilocus mating system program MLTR: version 1.1. Canada: University of Toronto, 1997. (Nao publicado).
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Comparando-se as arvores adultas das
populagdes do Estado de Sdo Paulo com as do
Espirito Santo (TABELA 2), observa-se que a
divergéncia genética aumenta consideravelmente
conforme aumenta a distancia entre as populages
(9,3%), sugerindo a hipétese de isolamento por
distincia. Neste caso, a divergéncia pode ser
atribuida a deriva genética, considerando a natureza
supostamente neutra das isoenzimas, caso
contrario, a selegdo também pode ter atuado
para o fendmeno. Todavia, como as populagdes
em estudo se encontram isoladas, pode-se prever
um aumento na divergéncia genética com o
passar das geragdes. Sdo esperados menos
problemas de deriva ¢ endogamia na populagdo
Vassununga, devidlo ao maior tamanho
populacional (~300 arvores) ¢ area disponivel para
regeneragdo (area = 191,0 ha). No caso das
populagdes Campinas ¢ Ibicatu serda necessario
aumentar o numero de individuos nas populagdes,
caso contrario, elas desaparecerdo. O numero de
individuos nestas populagdes é baixo (N < 20) e
como existem evidéncias de parentesco dentro
destas populagdes (Sebbenn er al, 2000), o
tamanho efetivo deve ser ainda menor (N, < N),

portanto, esta muito abaixo do tamanho efetivo
minimo (50) requerido para que ndo ocorra a
perda de alelos raros e variagdo genética por
deriva em poucas geragdes (Frankel & Soulé,
1981). A reintrodugdo de aproximadamente 100
individuos ndo aparentados ¢ endogamicos pode
garantir a perpetuagdo das populagdes. A origem
destes individuos pode ser a populagio
Vassununga, visto quase ndo existir divergéncia
entre esta e as populagdes Campinas e Ibicatu,
reduzindo o risco de depressdo por cruzamento. A
probabilidade de existir parentesco entre arvores de
diferentes populagdes também ¢ baixa, logo ¢
possivel aumentar o tamanho efetivo das
populagdes pequenas.

As medidas de divergéncia genética entre
populagdes ( ﬁST € 0,,) dio uma idéia do

parentesco existente dentro das populagdes
naturais. Considerando-se que estas estatisticas
medem o grau de divergéncia genética entre
populagdes a partir da correlagdo ou covaridncia
genética entre individuos dentro de populagdes e,
portanto, a partir da probabilidade de que dois
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alelos tomados em dois individuos de uma mesma
populagdo sejam idénticos por descendéncia, tem-se

o parentesco médio dentro das populagdes. O Fi,
da o parentesco médio entre arvores maternas €
7 , O parentesco médio entre todos os genitores

que deram origem as progénies, logo, mede o
parentesco das arvores maternas ¢ paternas,
simultancamente. Nota-se assim, que o parentesco
entre as arvores maternas ¢ de 2,3% e entre arvores
maternas ¢ paternas de 0,9%. A redugio no grau de
parentesco, quando genitores masculinos ¢
femininos sdo considerados na estimativa, parece
coerente, dado que o numero de plantas das
populagdes incluidas na analise aumenta, ¢ na
média, o parentesco pode diminuir. Este resultado
esta de acordo com aqueles observados por
Sebbenn ef al. (2000), que também detectaram a
presenca de cruzamentos entre parentes dentro das
populagdes (minimo 5,9%). A presenca de
parentesco na geragdo parental tem implicagdes na
estimativa de pardmetros genéticos via caracteres
quantitativos, podendo levar a subestimativas nas

~herdabilidades ¢ ganhos na selegio (Squillace, 1974).

Os niveis de fixagdo de alelos para o

conjunto das progénies dentro das populages (£ )
foi alto e similar para as trés populagdes (média de
0,249; TABELA 2). O intervalo de confianga da
estimativa de F mostra que a endogamia foi
significativamente diferente de zero, mas ndo
diferente entre as populagdes, reforgando a hipotese
de baixas diferengas entre as populagdes. Contudo,

comparando as estimativas de /' entre progénies
(0,249) ¢ adultos ( f , = 0), observa-se indicios de

selegdo a favor de heterozigotos ¢ o excesso de
endogamia nas progénies, em relagdo ao Equilibrio
de Hardy-Weinberg, parece ser eliminada pela
selecdo natural durante a fase de crescimento das
plantas. Harritt (1991) estudando arvores adultas
de C. legalis em condigdes naturais observou
excesso de heterozigotos dentro das populagdes
( f o= -0,113), corroborando com a hipdtese de

selegdo para heterozigotos entre a fase de plantula e
a fase adulta. Sebbenn e al. (2001) estudando os
efeitos da depressdo por endogamia em caracteres
de crescimento de C. legalis, detectaram fortes
efeitos detrimentais da endogamia nos caracteres.
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Provavelmente, a cada evento reprodutivo, as populagdes A divergéncia genética entre
de C. legalis liberam sementes com diferentes graus de %
endogamia, sendo que a selegio natural atua a favor dos :
heterozigotos, eliminando parte dos homozigotos. A 12,5% (TABELA 3), sugerindo que as progénies
selegdo para heterozigotos em populagSes naturais de nio sdo exclusivamente meios-irmdos. Em
espécies arboreas ja foi documentada na literatura, sendo progénies de meios-irmios, o valor minimo
que existem fortes evidéncias para o fenémeno (Mitton & N

Grant, 1980; Ledig ef al., 1983; Strauss, 1987, Murawski
& Hamrick, 1992; Murawski & Bawa, 1994; Murawski, progénies compostas por misturas de meios-irmaos,

progénies/populacdes (6 g ) foi maior do que

esperado para % 7 ¢ 0,125, contudo, em

1995; Sebbenn ef al., 1998, 2001; entre outros). irmios-completos e irmdos de autofecundagdo, seu

Considerando a natureza supostamente valor sobe em direcdo a 0,5, sendo tanto mais
neutra das isoenzimas, pode-se atribuir a detecgdo proximo  deste quanto maior for o parentesco
de selegdo para heterozigotos ao desequilibrio de dentro das progénies (irmdos de autofecundagio).
ligagdo entre locos isoenzimaticos a locos de efeitos Este resultado ja foi reportado por Sebbenn ef
adaptativos. Este aspecto também tem sido muito al. (2000), estudando o sistema de reprodugdo
discutido na literatura, permanecendo ainda hoje, de C. legalis. Segundo os autores as progénies aqui
muitas teorias ¢ discordancia entre diferentes grupos em estudo sdo compostas por misturas de meios-
de pesquisadores (Nei, 1977). Contudo, as irméos, irmdos-completos € irmdos  de
evidéncias parecem favorecer a hipotese de que autofecundacio, sendo os meios-irmios em
algumas isoenzimas sofrem selegdo. maior proporgio.

TABELA 3 - Componentes de variancia para analise individual ¢ conjunta das populagdes de C. legalis.

Populagdes
Campinas Ibicatu Vassununga Conjunto
G2 0,0407 0,9%"
G 0,6088 13,1%" 0,5559 14,8%" 0,7601 15,5%"° 0,6490 13,9%"

2
F

o ? 0,6065 13,1% 0,4822 12,8% 0,3834 7,8% 0,4718 10,1%
“ 3,4292 73,8% 2,7263 72,4% 3,7467 76,6% 3,5008 75,1%

Ve g 4,6445  100,0 % 3,7644 100,0% 4,8902 100,0% 4,6623 100,0%

(a) Coeficiente de coancestralidade entre populagdes.
(b) Coeficiente de coancestralidade entre progénies/populagdes.

Sendo: & 2 = variabilidade genética entre populacdes; & > = variabilidade genética entre progénies dentro
o pop g prog

FEiP
de populagdes; g 2, = variabilidade genética entre individuos dentro de progénies; & 2 ,, = variabilidade
entre genes dentro de individuos; g 2 = variabilidade genética total.
Os indices de diversidade foram altos e

similares entre as populagdes (TABELA 4). fixagdo (f ) mostrou excesso significativo de
As  médias das heterozigosidades observada homozigotos dentro das populagdes, sugerindo
(0,273) e esperada  (0,368) foram muito desvios das proporgdes do EHW. Os desvios podem
superiores a média apresentada pelas espécies ser atribuidos ao sistema de reprodugdo, como
arboreas (0,142) e espécies arboreas tropicais ressaltado por Sebbenn ef al. (2000), pela ocorréncia de
(0,211) (Hamrick et al., 1979). Apesar da alta autofecundagdes, cruzamentos entre aparentados e
variabilidade genética observada, o indice de cruzamentos preferenciais nas populagoes.
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TABELA 4 - Numero de alelos (#4), tamanho médio da amostra (n), porcentagem de locos polimoérficos (P ),
numero médio de alelos por locos (A) heterozigosidade observada (H ), heterozigosidade

esperada (H . ), indice de fixacdo ( f ), tamanho efetivo (N ,) e relagdo Ne /n para populagdes

de C. legalis.

P ~ A A A A A A A /
opulagédo nA n P A Ho He f 1 N g N,/n
(95%)

Campinas 38 412 100 2,7 0,263 0,348 0,249 64,4 0,16
(0,028) (0,037) [0,089]

Ibicatu 39 386 100 2.8 0,267 0,350 0,242 66,7 0,17
(0,026) (0,032) [0,054]

Vassununga 42 434 100 3.0 0,287 0,366 0,220 68.8 0,16
(0,032) (0,035) [0,100]

Conjunta 42 1.232 100 3,0 0,273 0,358 0,239 1999 0,16
(0,028) (0,035) [0,084]

() Erro padrio da média.

[ ] Intervalo de confianga a 95% de probabilidade, estimado a partir de 10.000 reamostragens boofstraps.

O tamanho efetivo (]Ve) também apresentou

valores similares entre as populagdes, sendo que a
populagdo  Vassununga teve uma pequena
superioridade, devido ao maior numero de
progénies amostradas e ao menor coeficiente de

endogamia. A relagdo ]V;/n, foi baixa para as
populagdes (média 0,16), revelando que a
representatividade genética dos individuos € baixa.
Em progénies de polinizagio aberta de uma populagdo
grande, panmitica, sem parentesco € endogamia na
geragdo parental € com igual fertilidade masculina e
feminina, a relagio N /n ¢ de 0,25 e, seu valor maximo
populacional € estimado por 4nF, (nF' = numero de
progénies amostradas). A relagio IV, /n foi 36% inferior
ao valor esperado em progénies de meios-irm3os,

confirmando que as progénies ndo sdo meios-
irmdos. A redundancia nos alelos de origem matermna

ou paterna, idénticos por descendéncia reduz o ]Ve
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Esta identidade aumenta, a medida que
aumentam as autofecundag¢des, os cruzamentos
entre aparentados, os cruzamentos preferenciais, a
endogamia na geragdo parental ¢ as diferengas
na fertilidade masculina ¢ feminina dos
genitores.  Assim, pode-se atribuir a menor
representatividade  genética observada nas
populagdes de C. legalis aos efeitos do sistema de
reprodugdo. Isto implica que a variabilidade
genética retida no ensaio € menor que a esperada
na amostragem para a conservagdo da espécie.
Para contornar este  problema, comum em
progénies de polinizagio aberta, deve-se aumentar o
numero de matrizes amostradas nas populagdes
naturais, tomando-se o cuidado de coletar as
sementes de frutos diferentes de uma mesma
planta materna. Isto pode reduzir o grau de
parentesco dentro das progénies, para valores
préximos aos apresentados por meios-irmaos,
aumentando o tamanho efetivo do  banco de
conservagao ex sifu.
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3.3 Caracteres Quantitativos e Isoenzimas

Os resultados (TABELAS 1 ¢ 2) obtidos
para a divergéncia genética entre populagdes por

& ’
caracteres quantitativos (& 7 ) € por isoenzimas

@ p) levam para a mesma conclusio, que a

divergéncia genética entre as populagdes € baixa e
ndo significativa e que a maior parte da
variabilidade genética se encontra dentro das

R ’
populagGes. A magnitude de & ) foi maior que a
apresentada por 0 , » bara os caracteres FF ¢ VC,

sugerindo que a selegio estava envolvida na
divergéncia genética entre as populagdes. Para os
caracteres DAP ¢ altura o comportamento foi o
oposto, indicando que a divergéncia genética foi
causada apenas por deriva genética. Yang ef al.
(1996) observaram que a selegdo era a responsavel
pela divergéncia genética entre populagdes, para os
caracteres densidade especifica, DAP, altura,
didmetro dos ramos ¢ comprimento dos ramos, em
Pinus contorta ssp latifolia. Apenas o carater
angulo dos ramos foi encontrado pelos autores por
estar somente sob o efeito da deriva genética.

A variabilidade genética entre progénies
dentro de populagGes (&ZF ,p) bara as isoenzimas

(TABELA 2) foi no minimo o dobro da variabilidade
encontrada para os caracteres quantitativos (TABELA
1), mostrando pouca congruéncia. Os baixos valores

~ 2 . .
de o 7 p Para os caracteres quantitativos

possivelmente decorreram do fato de que as progénies
sdo de polinizagdo aberta e constituidas por
misturas de meios-irmdos, irmdos-completos ¢
irmdos de autofecundagdo. A mistura de progénies
pode estar inflando a variagio fenotipica dentro das
progénies (& f, ), originando correlagdes intraclasses

¢ mascarando a variancia genética entre progénies.
Assim, como as varidncias . sio medidas sobre
caracteres fenotipicos, controlados simultaneamente
por efeitos genéticos ¢ ambientais, torna-se dificil
determinar grandezas que caracterizem classes de

parentesco. Por exemplo, progénics de meios-irmios
2
FIP

progénies resultantes de uma geragdo de autofecundagio
(S1). Por sua vez, as isoenzimas sdo na maioria das
vezes neutras € apresentam heranga mendeliana simples,

podem apresentar valores similarcs para a o as
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permitindo a determinagdo de  parentescos

especificos, em fungdo do tipo de esquema de
2
Fip

isoenzimas ou outro marcador co-dominante,
dependente do tipo de parentesco entre as plantas
dentro das progénies ¢ assume valores de 0,125 em
meios-irmdos, 0,25 em irmdos-completos, 0,5 em
irmdos de uma geragdo de autofecundagdo e valores
intermediarios em misturas de progénics. Por
exemplo, misturas de progénies de meios-irmios ¢
irmdos de autofecundagdo podem apresentar

cruzamento utilizado. Assim, a & estimada por

A2 : s ’
valores de O, , variando entre 0,125 a 0,5, sendo

a tendéncia para um ou outro sentido, dada pela
proporgcio dos diferentes tipos de progénies. Desta

' ~2
forma, as medidas de O i

podem ser previstas e utilizadas para aferir o grau
de parentesco entre progénies ¢ estimar parimetros
genéticos com maior precisiio, o que ndo ¢ possivel
por meio de caracteres quantitativos.

A variancia fenotipica dentro de progénies
(o f, ) obtida para caracteres quantitativos
(TABELA 1), ¢ comparavel a variabilidade
genética entre genes dentro de individuos somada a
variabilidade genética entre individuos dentro de

progénies (6‘?_7 iy E &f,F ), obtida de dados de

isoenzimas - (TABELA 3). Os resultados foram
consistentes entre os dois métodos, mostrando que
no minimo 85% da variabilidade genctica se encontra
entre individuos dentro das progénies.

Os resultados da estrutura genética de
populagdes, encontrados para caracteres quantitativos

obtidas por isoenzimas,

¢ dados de isoenzimas mostram, de modo geral,

consisténcia e complementaridade entre si. Portanto, a
escolha do método a ser utilizado, se torna uma
fungdo dos objetivos do trabalho. A caracterizagio
da estrutura de popula¢les para a conservagio in
situ, pode ser rapida, eficiente ¢ facilmente
realizada pela eletroforese de isoenzimas ¢ a
caracterizagio de populagdes para a conservagio
genética ex sifu ou para o melhoramento, pode ser
mais eficientemente realizada em ensaios de campo,
permitindo a avaliagdo da adaptagdo do material a
ambientes especificos. Contudo, mesmo neste caso,
a avaliagdo do sistema de reprodugio, do parentesco e
da endogamia da geragdo parental, a partir de um
marcador co-dominante, ¢ vantajosa, podendo levar
a maior precisio na estimativa de pardmetros genéticos.
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por caracteres quantitativos e isoenzimas.

4 CONCLUSOES

a) A magnitude da divergénecia genética detectada
entre populagdes por caracteres quantitativos ¢ por
isocnzimas foi baixa ¢ niio significativa, evidenciando
consisténcia nos resultados entre os dois métodos.

b) Detectaram-se indicios de que a divergéncia
genética entre populagdes para os caracteres
forma do fuste ¢.volume cilindrico foi causada
por selecdo.

c) As heterozigosidades observada  ( ]:[o) ¢

esperada (ﬁe) detectadas em C. legalis foram

altas, mostrando que apesar das populagdes
estarem fragmentadas, elas ainda mantém niveis
altos de variabilidade genética.

d) A comparagdo do indice de fixagdo entre adultos
e suas progénies, sugere a existéncia de selegio
contra excesso de homozigotos, em relagio ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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