NUMERO DE POPULACOES PARA CONSERVACAO GENETICA IN SITU
DE ESPECIES ARBOREAS*

RESUMO

Este trabalho determina o numero
necessario de populagdes para a conservagdo in
situ de espécies arboreas. As estimativas dos tamanhos
amostrais foram calculadas com base em medidas
probabilisticas, assumindo populagdes em Equilibrio
de Hardy-Weinberg - EHW. Foram consideradas
diferentes freqiiéncias alélicas e suas proporgdes de
ocorréncia nas populagdes de uma especie, como
alelos comuns de ocorréncia ampla, alelos comuns
de ocorréncia localizada, alelos raros de distribui¢io
ampla e alelos raros localizados nas populagdes.

- A amostragem de alelos comuns (¢ > 0,05) de
ocorréncia ampla nas populagdes de uma espécie
(ocorrem em pelo menos 25% das populagoes)
depende, principalmente, da intensidade amostral
adotada dentro das populagdes. Em populagdes em
EHW, se 30 arvores forem mantidas em cada
populagao, alelos comuns (¢ > 0,05) que ocorrem
50% a 75% das populagdes podem ser conservados,

. com 95% de probabilidade, em amostras de cinco a

trés populagdes, respectivamente. A amostragem de
alelos comuns (¢ > 0,05) de ocorréncia localizada

(ocorrem em menos de 25% das populagoes) depende

do numero de populagdes e da intensidade amostral
dentro das populagdes. Em populacdes em EHW, esses
alelos podem ser retidos, com 95% de probabilidade,
com a conservagdo de 14 populagdes, se pelo menos

30 individuos forem amostrados. Para conservar

alelos muito raros ({) = 0,01), de ocorréncia
localizada, por exemplo, que ocorrem em 20% das
populagdes, sao necessarias 32 populagoes.

Palavras-chave: amostragem de populagdes; espécies
arboreas; alelos raros; conservagao
genética; tamanho efetivo.

1 INTRODUCAO

As florestas sdao um reservatorio imenso
de matéria-prima para as industrias madeireira,
quimica e farmacéutica. A devastagio florestal, decorrente
da abertura de campos para a agropecuaria e extragao
de madeira, vem ocasionando a extingdo de espécies
de reconhecido valor comercial (Kageyama & Dias,
1982; Nogueira et al., 1986; Siqueira ef al., 1993).
A importancia econdmica e social dessas florestas
para a humanidade leva a necessidade de desenvolver
estratégias para sua conservagdo. A conservagiao
genética de uma espécie requer a preservagio de

(*) Aceito para publicagdo em junho de 2003.
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ABSTRACT

This work aims to recommend the
population number for genetic conservation of
forest tree species. Admitting populations in
Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE, sampling size
estimations were calculated based on probabilistic
measures. They were considered different allelic
frequencies and their proportion of occurrences in
populations of a species, at common, widespread
alleles; common, local; rare, widespread, and rare,
local. The sampling of the common alleles (¢ > 0.05)
and wide occurrence in populations of species
(occurring at least 25% ofloopulations) depends on
within populations sampling intensity. Five to
three populations sampling in HWE can conserve,
at 95% of probability, common alleles (¢ > 0.05)
that occurring in 50% to 75% of populations of a
species, if 30 individuals were maintained per
population. Sampling of common alleles (¢ > 0.05)
of restrict occurrence in populations (occurring ir:
less 25% of populations) depends on number of
populations sampled and sampling intensity within
populations. Fourteen populations sampled can
conserve these alleles, at 95% of probability, if 30
individuals were maintained per population. To
conserve very rare alleles (p = 0.01), of localized
occurrence, for example, occurring in 20% of
populations, 32 populations are necessary.

Key words: sampling; forest tree species; rare alleles;
genetic conservation; effective size.

amostras de varias populagdes com niveis minimos
de variabilidade genética que garantam sua sobrevivéncia
em casos de mudancas ambientais, ataques de pragas
e poluigdo. As florestas tropicais caracterizam-se pela
alta diversidade de espécies arbdreas, sendo que cada
espécie, em sua area de distribui¢do natural, ¢ formada
pelo conjunto de suas populagdes. Para conservar a
variabilidade genética natural de esséncias florestais
¢ necessario que o processo amostral considere sua
distribui¢iio geografica total. Em espécies de ampla
distribuicdio geografica, o ideal ¢ que a amostragem
seja estratificada por ecorregides, abrangendo
todos os seus diferentes habitats.

(**) Instituto Florestal, Sao Paulo, Caixa Postal 1322, 01059-970, Sao Paulo, SP, Brasil.
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A habilidade para amostrar um alelo
depende de sua presenga ¢ freqiiéncia na populagao
(Marshall & Brown, 1975; Brown & Hardner,
2000). A distribui¢do de um alelo pode ser descrita
por duas variaveis: freqiiéncia ¢ ocorréncia. Em relagao
a freqiiéncia, os alelos podem ser divididos em
comuns (= 0,05) e raros (< 0,05). Potencialmente,
um loco em uma populagao pode manter muitos
alelos. Contudo, o numero de alelos comuns em um
loco, em uma populagdo, ¢ usualmente menor do que
quatro ¢ os alelos remanescentes sdo raros. Em
relagdo a ocorréncia, os alelos podem ser categorizados
como alelos amplamente dispersos ou localizados
em poucas populagdes (Brown & Hardner, 2000).
Adams (1981) definiu que qualquer alelo que
ocorre em pelo menos 25% das populagdes ¢
amplamente disperso e em menos de 25% ¢
localizado. Essas duas classificagdes resultam cm
quatro classes conceituais de alelos: a) comuns,
amplamente dispersos; b) comuns, locais; c) raros,
amplamente dispersos, ¢ d) raros, locais (Marshall
& Brown, 1975; Brown & Hardner, 2000).

Das quatro classes, os alelos comuns
amplamente dispersos sio os mais ficeis de amostrar,
sendo representados em tamanhos amostrais pequenos,
independente da estratégia de coleta adotada. Os alelos
que sdo comuns ¢ localizados sdo mais dificeis de
amostrar do que os da primeira classe porque
dependem da divergéncia genética entre as populagdes
¢ o numero de populagdes passa a ser um fator
importante no tamanho final da amostra. Esta classe
de alelos deveria ser prioridade na amostragem porque,
provavelmente, inclua alelos que conferem adaptagdo
para condigdes especificas. Os alelos da terceira classe,
ou alelos raros amplamente dispersos, ocorrem em
muitas populagdes, portanto sua captura depende
mais do tamanho final da amostra do que do nimero
de populagdes amostradas. A ultima categoria, alelos
raros ¢ localizados, ¢ a mais dificil de amostrar porque
depende, simultaneamente, do numero de individuos
amostrados dentro das populagdes e do nimero de
populagdes avaliadas (Brown & Hardner, 2000).

Essas quatro categorias de alelos
representam diferentes objetivos de conservacgao e,
para cada uma, diferentes numero de populagoes
¢ numero de individuos por populacido podem ser
requeridos.  Assim, objetiva-se  neste trabalho
determinar o numero de populagdes necessarias a
conservacdo genética in situ, com base na
freqiiéncia ¢ proporgio de ocorréncia de um alelo-
alvo nas populagdes de uma espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

O numero de populagdes necessarias para
conservar uma espécie foi determinado assumindo
populagdes em Equilibrio de Hardy-Weinberg - EHW.
Populagdes em EHW caracterizam-se por cruzamentos
aleatorios, tamanho infinito, auséncia de sele¢do,
deriva genética ¢ mutacdo e, por isso, as freqtiéncias
génicas ¢ genotipicas ndo sc¢ alteram com o passar
das geragoes (Falconer, 1987; Caballero, 1994).

A Em populagoes em EHW, a probabilidade
(P) de amostrar um alelo de determinada
freqiiéncia (¢), que ocorre com certa proporgao (p)
nas populagdes de uma espécie, quando S
populagdes e 1 arvores/populagio sdo consideradas &,
segundo Namkoong (1988):

P=[(1-p)+p(l-¢)"T [1]

Assim, isolando-se S, obtém-se a
expressdo que determina o numero de populagdes
necessarias para reter um alelo de freqiiéncia ¢, que

ocorre com freqiiéncia p, nas populagoes,

In P
In[(1-p)+ p(l —q):”]

S =

O - nimero de populagdes para a
conservagdo genética in situ de uma espécie foi
determinado simulando diversas freqiiéncia alélicas
¢ propor¢do de ocorréncia do alelo-alvo nas populacoes
da espécie ¢ assumindo que as populagdes
encontram-s¢ em EHW. A probabilidade () de
95% (o = 0,05) foi adotada arbitrariamente como
referéncia. Foram consideradas trés freqliéncias
alélicas, alelos muito raros (¢ = 0,01), alelos raros
(¢ =0,05) e alelos comuns (¢ > 0,05). quatro tamanhos
amostrais (1) intrapopulacionais, 15,30, 50 ¢ 100 ¢
cinco proporcdes (p) de ocorréncia dos alelos nas
populagdes, 0,2, 0,25, 0.5, 0,75 ¢ 1,0. Assim, para
cada nimero de individuos amostrados dentro das
populagdes estimou-se o numero de populagoes
necessarias  para reter alelos de diferentes
freqiiéncias que ocorrem com diferentes proporgoes
nas populagdes de uma espécie. Por exemplo,
quantas populagdes sdo necessarias conservar para
reter, com 95% de probabilidade, um alelo de
freqiiéncia 0,05, que ocorre em 50% das
populagdes de uma espécie?
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Assumindo populagdes em EHW e a
probabilidade de 95%, sdo apresentadas na
TABELA 1 as estimativas do numero de populagdes

(§ ) necessarias para reter as diferentes classes de
alelos, que ocorrem em diferentes proporgdes nas
populagdes de uma espécie qualquer.

Quanto maior o niumero de individuos ()
amostrados por populagido, menor tende a ser o
numero de populagdes necessdrias para reter as
diferentes classes de alelos. O aumento no esforgo
amostral de 15 para 50 individuos/populagdo
reduz, substancialmente, o numero de populagdes a
amostrar, especialmente no caso de alelos muito
raros (0,01). Por exemplo, se o objetivo for
amostrar alelos de freqiiéncia 0,01, que ocorrem em

25% das populagdes de uma espécie (amostragem
de alelos raros, de ocorréncia comum), se 15
arvores forem mantidas em cada populagdo, sera
necessario conservar 45 populagdes, ou 17
populagdes, caso 50 arvores sejam mantidas por
populagdio, ou ainda, 13 populagdes quando 100
individuos por populagdo sdo amostrados. No caso
de alelos de freqiiéncia 0,05, que ocorrem
igualmente em 25% das populagdes, o aumento no
esfor¢o amostral intrapopulacional de 15 para 30
individuos, reduz em 21,4% o numero de
populagdes a amostrar. Acima desse numero de
individuos, ndo se verifica nenhuma grande
vantagem amostral na reten¢do do alelo. Portanto,
justifica-se aumentar o tamanho amostral dentro
das populagdes, somente em casos nos quais o
objetivo ¢ conservar alelos muito raros (¢ = 0,01).

TABELA | — Numero de populagdes (S ) necessarias para amostrar, com 95% de probabilidade (o = 0,05),
um alelo de freqiiéncia ¢, que ocorre em p populagdes de uma espécie, quando sdo amostrados

n (15,30, 50 ¢ 100) individuos/populagio.

n=15 n=230
p g =00l g=0,05 g>0,05 g=001 ¢=005 ¢>005
0.20 56 18 17 32 15 14
0.25 45 14 13 25 11 11
0,50 22 6 6 12 5 5
0,75 14 4 3 8 3 3
1,00 10 2 2 5 I I
n=>50 n=100
¢ =001 q=0,05 q>0,05 g=001 ¢=005 ¢>005
0,20 23 14 14 16 14 14
0.25 18 11 I 13 11 11
0.50 8 5 6 5 5
0,75 5 3 3 3 3
1.00 3 I I 2 1 1

Para conservar alelos comuns (> 0,05)
de ocorréncia localizada que, por exemplo,
acontecem em 20% das populagdes, se 15
individuos/populagao forem mantidos, serd necessario
amostrar pelo menos 17 populagdes. Se o tamanho
amostral for ampliado para 30 individuos/populagéo,
14 populagdes ja serdo suficientes, ¢ acima
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deste nimero de individuos nenhum ganho na
eficiéncia amostral é observado. Para o caso de
alelos comuns (¢ > 0,05), de ocorréncia ampla nas
populagdes (p > 0,25), se o alelo ocorrer em 75%
das populagdes e 30 individuos/populagdo forem
amostrados, trés populagdes ja serdo suficientes
para a sua conservagao.
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Alelos comuns de ocorréncia localizada
sdo  importantes para a conservagdo de uma
espéciec  porque, = supostamente, garantem a
adaptacdo a ambientes especificos, podendo ter
grande. valor em casos de mudangas ambientais
bruscas ou mesmo como fonte de variabilidade
genética para resisténcia ao ataque de pragas e
doengas. A adogdo dessa classe de alelos. como
referéncia para determinar o nimero de populagoes
para conservar uma espécie, como sugerida por
Brown & Hardner (2000), implica em uma alta
intensidade amostral, podendo garantir também a
reten¢do de outras classes de alelos, como os
alelos raros de ocorréncia comum nas populagdes.
Assim, sugere-se para a conservagdo genctica in
situ de uma espécie arborea a preservagao de pelo
menos 14 populagdes para reter alelos de
freqiiéncia 0,05, que ocorrem localizados nas
populagdes de uma espécie.

Os resultados apresentados na TABELA |
também evidenciam que o ntimero de populagdes
necessarias para a conservagdo genética depende,
primeiro, da propor¢ao de ocorréncia dos alelos
nas populagdes, segundo, da sua freqtiéncia alélica,
¢ terceiro, do tamanho amostral retido em cada
populag¢do. Por exemplo, considerando o caso do
tamanho amostral de 15 individuos por populagio,
o nimero de populagdes necessarias para reter um
alelo de freqiiéncia 0,01, que ocorre em 20% (p = 0,2)
das populagdes, ¢ de 56. Se o alelo ocorrer em
100% das populagdes, ou seja, um aumento em S
vezes na sua propor¢io de ocorréncia, serdo
necessarias 10 populagdes, logo, o tamanho
amostral ¢ 82,1% menor. Considerando ainda, o caso
do tamanho amostral de 15 individuos por populagio,
para alelos que ocorrem em 100% (p = 1,0) das
populagdes (situagdo de maior reducdo no
tamanho amostral), a opg¢do de utilizar como alelo-
alvo um com freqiiéncia de 0,05, em vez de um
alelo com freqiiéncia 0,01, reduz o tamanho amostral
em 80% (10 para 2 populagdes), ou seja, reduz
menos o tamanho amostral do que a freqtiéncia de
ocorréncia do. alelo-alvo. Considerando agora
o caso de um alelo de freqgiiéncia 0,01 que
ocorre em 20% das populagdes, aumentando o
tamanho amostral de 15 para 75 individuos por
populagdo, ou seja, aumentando em 5 vezes o
tamanho amostral (1), o numero de populagdes
necessario para reter o alelo cai de 56 para 27,
portanto, reduz o numero de popula¢des a amostrar
em apenas 51,7%.
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Constatou-se que a conservacdo de 14
populagdes, garante com 95% de probabilidade, a
retencdo de uma simples copia de uma alelo de
freqiiéncia 0,05, que ocorre localizado em 20% das
populagdes de uma espécie. Mas, para que a
espécie seja efetivamente conservada, ¢ importante
que cada populagdo mantenha um certo potencial
evolutivo proprio, que possa fazer frente as
possiveis mudangas ambientais que, por ventura,
venham ocorrer, bem como tenha um tamanho
minimo que garanta sua sobrevivéncia diante de
pressdes sistematicas ¢ perturbagdes estocasticas.
Shaffer (1981) cita quatro origens dc incertezas
pelas quais uma populagdo pode estar sujeita:
i) estocasticidade demografica, que surge de
eventos probabilisticos da sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo de um numero finito de individuos;
ii) estocasticidade ambiental, devido a variacao
temporal de parametros do habitat ¢ a populagdo
de competidores, predadores, parasitas ¢ doengas;
iii) catastrofes naturais, tais como diltvios, fogos,
seca, etc., que podem ocorrer em intervalos aleatorios
de tempo, e iv) estocasticidade genética, resultante
de mudangas nas freqiiéncias alélicas devido ao
efeito fundador, fixagdo aleatdria ou endogamia.
Desses quatro fatores que podem levar uma
populagao a-extingdo, apenas o ultimo sera discutido.

Se o tamanho das populagdes for
muito pequeno (< 100), alelos e heterozigosidade
(variabilidade genética) podem ser perdidos, as
freqiiéncias alélicas podem mudar de geragdo para
geracdo (Frankel & Soulé, 1981; Ericksson, 1996) e a
endogamia ¢ a coancestria podem aumentar por deriva
genética, com o passar das geragdes (Lindgren et
al., 1996), podendo levar as populagdes a extingdo.
O potencial evolutivo intrapopulacional esta
diretamente associado ao tamanho efetivo de cada
populagdo ( NV, ). O tamanho efetivo ¢ definido como
o tamanho de uma popula¢do idealizada (populagao
infinita, de cruzamentos aleatorios, onde a selecao,
deriva genética, mutagdo e migragdo sdo excluidas)
que teria a mesma quantidade de endogamia ou
variancia nas freqiiéncias alélicas que a populagdo
sob consideracio (Kimura & Crow, 1963). Frankel
& Soulé (1981) determinaram que, para uma
populagdo de cruzamentos aleatdrios sem sobreposi¢ao
de gera¢do nao perder alelos e heterozigosidade,
por deriva genética, a curto prazo (at¢ 10 geragdes),
em locos com dois alelos, é necessario manter-se
o tamanho efetivo na ordem de 50, por geragdo.
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Se o objetivo for a conservagao a longo prazo (100
geragdes), segundo os autores, o tamanho das
populagdes deve ser de 500. Esses valores tém sido
criticados na literatura, por sua abordagem simplificada
dos processos genéticos que podem ocorrer nas
populagdes (Shaffer, 1981), e outros tamanhos tém
sido sugeridos (Lande, 1995; Lynch, 1996; Yanchuk,
2001). Espécies arboreas diferenciam da populagdo
ideal hipotetizada por varios aspectos; tais espécies
muitas vezes admitem autofecunda¢do e/ou
reproduzem-se por misturas de cruzamentos aleatorios
e biparentais, podendo as progénies comporem-se
por misturas de irmédos de autofecundagdo, irméaos-
completos e meios-irmaos (El-Kassaby & Jaquish,
1996; Mitton et al., 1997; Ledig et al., 1999;
Burrows, 2000; Millar et al., 2000; Sebbenn ef al.,
2000; Butcher & Williams, 2002). O longo ciclo
de vida dessas espécies permite que suas geragdes
se sobreponham e, aliado aos seus mecanismos de
dispersao de sementes, préximas as matrizes,
geram, algumas vezes, populagdes espacialmente
estruturadas em familias (Coles & Fowler, 1976;
Chung et al., 1999; Chung & Epperson, 2000;
Giudice Neto & Kageyama, 2000; Epperson &
Chung, 2001). Devido a essas caracteristicas,
Nunney & Campbell (1993) tém sugerido
multiplicar os tamanhos efetivos de 50 e 500,
determinado por Frankel & Soulé (1981), por duas
a trés vezes, o que corresponde ao tamanho efetivo
de 100 a 150, para a conservagao no curto prazo, €
de 1.000 a 1.500, para a conservagdo no longo
prazo. Estes ultimos valores agregam-se ao
tamanho efetivo de 1.000 definido por Lynch
(1996) para manter o potencial adaptativo normal
de uma populagdo, para caracteres quantitativos
sob efeito do balango entre deriva genética e
mutagdo, mas ainda sdo menores do que o tamanho
efetivo de 5.000, determinado por Lande (1995),
como necessario para manter por longo prazo uma
alta variagdo genética nas populagdes de uma espécie.

Se as populagdes sob consideragdo
encontram-se nas propor¢des do Equilibrio de
Hardy-Weinberg, o tamanho efetivo ¢ igual ao
numero censo de individuos (N), pois ndo existe
endogamia e nem parentesco; logo, 100, 150, 1.000 e
1.500 arvores adultas reprodutivas ndo endogamicas
e sem parentesco correspondem a igual tamanho
efetivo. Mas, como anteriormente comentado, a
sobreposi¢do de geragdes reduz o tamanho efetivo
e 100, 150, 1.000 e 1.500 arvores podem, na pratica,
deter tamanho efetivo inferior a estes numeros.
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Devido a isso, sugere-se como tamanho amostral
para a conservagdo genética de alelos comuns
(g > 0,05), de ocorréncia localizada, a manutengao
de pelo menos 14 populagdes de uma espécie
arborea, cada uma com pelo menos 150 arvores adultas
reprodutivas, para conservagdo no curto prazo, €
1.500 arvores para conservagdo no longo prazo.

Uma das peculiaridades das espécies
arbdreas € seu longo ciclo de vida que, em geral,
dura de 20 a mais de 100 anos. Se tomarmos
como referéncia uma espécie que vive 100 anos,
e supondo que um individuo leve 20 anos para
entrar em plena fase reprodutiva, portanto, no final
de seu ciclo de vida, cinco geragdes poderiam ter
sido sobrepostas, 10 e 100 geragdes correspondem
a 200 e 2.000 anos, respectivamente.

E importante ressaltar que ndo basta
conservar 14 populagdes localizadas em apenas uma
pequena parte da distribui¢do natural da espécie sob
consideragdo, porque se reduzem as chances de
amostrar alelos adaptados as condigdes especificas de
sua ocorréncia. E necessario que as 14 populagdes
sejam distribuidas de modo a cobrirem toda area
de ocorréncia da espécie, incluindo diferentes
tipos climaticos, altitudinais e edaficos. Também,
atenta-se para o fato de que este tamanho amostral
¢ adequado as condigdes predefinidas nas estimativas,
ou seja, que as populagdes encontram-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ que o alvo da
conservagdo é somente de uma copia de um alelo
raro de freqiiéncia 0,05. Desvios destes principios
devem requerer outros tamanhos amostrais.

4 CONCLUSOES

1. O numero de populagdes para reter alelos raros
localizados depende, em primeiro lugar, da
propor¢do de ocorréncia dos alelos nas
populagdes da espécie alvo da conservagdo, em
segundo, da freqiiéncia do alelo-alvo da
amostragem e, em terceiro, do tamanho amostral
dentro de cada populagdo. ‘

2. Se as populagdes de uma espécie qualquer
forem compostas por, pelo menos, 30 arvores e
as freqiiéncias génicas e genotipicas estiverem
nas proporg¢des do Equilibrio de Hardy-Weinberg,
alelos comuns (g > 0,05) de ocorréncia localizada
(ocorrem em 20% das populagdes) podem
ser retidos em uma amostra de, pelo menos,
14 populagdes.
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