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RESUMO

VIEIRA, Fabio de Almeida. Diversidade e estrutura genética de Protium
spruceanum (Benth.) Engler em remanescentes e corredores de vegetacao
na regiao do Alto Rio Grande-MG. 2005. 100p. Dissertagdo (Mestrado em
Engenharia Florestal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Os corredores, como estruturas lineares de vegetacdo, sdo uma
alternativa importante na conexao dos remanescentes isolados, minimizando os
efeitos negativos da fragmentacdo. Na paisagem regional sdo comuns os
corredores de vegetacdo que interligam os pequenos remanescentes de vegetacao
primitiva. Eles sdo estreitos, aproximadamente 4 m, e sdo o resultado da
colonizag@o por espécies nativas de drvores nos valos, usados para a divisdo de
glebas de terras. A espécie arbdrea Protium spruceanum (Benth.) Engler,
Burseraceae, conhecida como breu, é abundante na area de estudo. Sendo assim,
objetivou-se caracterizar a variabilidade genética das populacdes de P.
spruceanum nos fragmentos e corredores de vegetacdo, na regido de Lavras. Dez
locos isoenzimdticos polimoérficos foram utilizados para estimar as freqiiéncias
alélicas referentes a 150 individuos distribuidos em cinco remanescentes e de 80
individuos no corredor de vegetacdo. Os resultados indicaram alta variabilidade
genética para a espécie nos fragmentos (H, = 0,510 e H, = 0,445) e nos
corredores (H, = 0,418 e H, = 0,413). Verificou-se a auséncia de endogamia
dentro (f= -0,098) e para o conjunto das populacdes (F= -0,065). A
divergéncia genética para a espécie entre os fragmentos foi de 3,7%. O fluxo

génico estimado para o conjunto dos fragmentos foi alto, com Nm =42 A
correlacdo entre as matrizes de distancia genética e geogréfica ndo explicou o
fluxo génico dependente da distdncia (r, = -0,079), corroborando a baixa
diferenciacdo genética da espécie entre os fragmentos. Apenas o fragmento F4a
apresentou baixo fluxo génico com o fragmento F1, de maior densidade de
individuos de P. spruceanum. O fragmento F4a apresentou maior fluxo génico
com fragmentos e corredores vizinhos. Em geral, todos os fragmentos
apresentaram elevado fluxo génico com os corredores vizinhos. Os gendétipos de
P. spruceanum nos fragmentos F1, F2, F4b e F5 e nos corredores de vegetagdo
estdo distribuidos de maneira aleatéria. O fragmento F4a apresentou
autocorrelacdo espacial positiva na menor classe de distancia, indicando
agrupamentos de individuos de P. spruceanum provavelmente aparentados.
Evidéncias de gargalos populacionais recentes foram detectadas nos fragmentos,
provavelmente decorrentes da fragmentagao florestal.

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



ABSTRACT

VIEIRA, Fabio de Almeida. Diversity and genetic structure of Protium
spruceanum (Benth.) Engler in forest remnants and vegetation corridors in
Alto Rio Grande region, Minas Gerais State. Lavras: Federal University of
Lavras, 2005. 100p. (Dissertation - Masters Degree in Forest Engineering).

Corridors of vegetation are an important alternative in the connection of
the isolated forest remnants, minimizing the negative effects of the
fragmentation. In the regional landscape, it is common the presence of
vegetation corridors that connect the small remnants of primitive vegetation.
They are narrow (more or less 4 m) and resulted from the native tree species
colonization of ditches, built for land division purposes. One of the most
abundant tree species in the remnants and vegetation corridors is Protium
spruceanum (Benth.) Engler, Burseraceae. Therefore, this study had as
objectives to characterize the genetic variability of the populations of P.
spruceanum in the fragments and vegetation corridors. Isozymes data of 10
polymorphic loci were collected from 150 trees sampled from five natural
populations and 80 trees sampled from vegetation corridors. The results
indicated high genetic variability for the species in the fragments (H, = 0.510
and H, = 0.445) and in the corridors (H, = 0.418 and H, = 0.413). It was verified

the absence of endogamy within (= -0.098) and for the population group
(F = -0.065). The populations presented genetic divergence of 3.7%. The gene

flow was high (Nm = 4.2). The model of isolation by distance was employed
and showed to be inadequate for explaining the divergence found among
populations (r,, = -0.079), corroborating the low populational differentiation.
Only the fragment F4b presented low genetic flow with the fragment F1, of
larger density of individuals of P. spruceanum. The fragment F4a presented high
gene flow with the neighboring fragments and corridors. In general, all the
fragments presented high gene flow with the neighboring corridors. The analysis
of the spatial genetic structure showed that in populations F1, F2, F4b and F5,
the genotypes were distributed randomly. Positive spatial autocorrelation was
detected in the population F4a, suggesting that clusters of P. spruceanum trees,
which were no more than 30 m apart, were constituted of individuals with
greater genetic similarity and were probably related. Evidence of recent
bottlenecks was detected in populations and can be interpreted in terms of
population fragmentation as a result of anthropogenic disturbance.

? Advising Committee: Dulcinéia de Carvalho - UFLA (Advisor); Eduardo van den Berg
- UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo dos recursos naturais de forma indiscriminada vem
prejudicando os ecossistemas brasileiros, devido, principalmente, a destruicao de
habitats e a conseqiiente fragmentacdo das populagdes naturais. Tais danos
podem acarretar uma limitacdo evolutiva para as espécies que os compdem,
devido a perda de variabilidade genética e a redugdo na capacidade de adaptacao
a mudancas ambientais. A fragmentagdo florestal, além de isolar
reprodutivamente individuos que contém apenas uma pequena amostra do
conjunto génico da populagdo original (gargalo genético), pode causar continua
perda de alelos devido a deriva genética, caso a populagdo remanescente
permaneca isolada por vdrias geracoes.

No sentido de minimizar os efeitos da fragmentacdo de hdbitats em
populacdes, tem sido proposta a criacdo ou preservacdo de estruturas de
paisagens, tais como os corredores de vegetacdo, que revelam-se uma alternativa
importante na conservacdo destes ambientes. Desta forma, a interligacdo dos
fragmentos por meio dos corredores de vegetacdo pode contribuir para o
aumento das taxas de migracdo e a manutengdo das rotas de movimento das
espécies entre os remanescentes isolados, a diminui¢do da endogamia e a
reducdo da estocasticidade demogréfica. Portanto, a importancia dos corredores,
em termos de ecologia e conservag¢do de populagdes, aponta para a necessidade
de sua preservacio e restauragdo (Brooker et al., 1999; Castro, 2004).

Os corredores de vegetacdo que interligam fragmentos na regido do Alto
Rio Grande, Sul de Minas Gerais, sdo extremamente comuns na paisagem
regional e, segundo Castro (2004), podem ser considerados essenciais para a
conservacdo, no contexto regional, devido & sua diversidade floristica
considerdvel e a ocorréncia de espécies exclusivas neste ambiente. Nesse

sentido, o conhecimento da quantidade e distribuicdo da variabilidade genética



nas populacdes naturais fragmentadas e nos corredores de vegetacdo também &
uma investigacdo importante e pré-requisito fundamental para o estabelecimento
de estratégias eficazes de conservagcdo genética. Nestes estudos, podem ser
estimados vdrios pardmetros populacionais como as freqiiéncias genotipicas e
alélicas, o grau de endogamia, o tamanho efetivo populacional e o fluxo génico,
entre outros, que sdo de grande importincia quando se torna necessdria a
definicdo de estratégias de conservagao dessa variabilidade genética.

A espécie Protium spruceanum (Benth.) Engler revelou-se adequada
para os estudos genéticos do presente trabalho, por ser abundante (Castro, 2004)
na drea de estudo.

Sendo assim, este estudo teve por objetivo geral a caracterizacdo da
diversidade genética entre o ambiente de corredor e o ambiente de fragmento em
populagdes de P. spruceanum, na regidao do Alto Rio Grande, municipio de
Lavras, MG, visando a geracdo de subsidios para a adocdo de estratégias de
conservagdo genética. Mais especificamente, buscou-se:

1) caracterizar a estrutura genética de P. spruceanum;

ii) quantificar a variabilidade genética das populacdes nos ambientes de
corredor e de fragmento;

i) estimar o fluxo génico das populacdes entre os fragmentos e entre
corredores e fragmentos;

iv) estudar a distribuicao espacial dos genétipos;

V) estimar o tamanho efetivo das populacdes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fragmentacao

A fragmentacdo das florestas é a transformagdo de uma grande extensao
de habitats em numerosas manchas menores, incluindo fragmentos de diferentes
tamanhos, formas, graus de isolamento, tipos de vizinhanca e histéricos de
perturbacdes, o que compromete a conservacdo de sua diversidade bioldgica
(Viana & Tabanez, 1996). A fragmentag¢do afeta, de forma complexa, a biota
nativa, o ciclo hidrolégico local e regional e as condi¢des econdmica e social da
populacgao local (Bierregaard & Dale, 1996).

A avaliagdo das conseqiiéncias da reducdo e isolamento de populagdes é
fundamental para predizer o destino de espécies em fragmentos florestais e para
o planejamento efetivo de programas de manejo em pequenas dreas de floresta.
Essa avaliacdo € uma tarefa complexa, porque o efeito da fragmentagdo pode se
estender indiretamente por meio de uma rede de interagdes interespecificas e a
mais critica dessas interacdes talvez seja aquela que afeta diretamente o sucesso
reprodutivo (Bacles et al., 2004; Dick et al., 2003; Dutech et al., 2005; Ward et
al., 2005). O processo de polinizagdo, por exemplo, pode ser interrompido pela
fragmentacdo florestal, mediante efeitos diretos e indiretos nas plantas e
polinizadores, resultando em prejuizos para as espécies vegetais, tais como
reducido e isolamento de populagdes de plantas e perda da variabilidade (Murcia,
1996).

Dessa forma, a destrui¢do de habitats e a conseqiiente fragmentagao de
populagdes naturais podem acarretar uma limitacdo evolutiva para as espécies
que os compdem, devido a perda de variabilidade genética e a reducdo na
capacidade de adaptagdo as mudancas ambientais (Young et al., 1996). Tém-se

observado muitas mudangas na composi¢do de espécies de comunidades



florestais, resultantes da constante fragmentacdo dos continuos florestais
(Murcia, 1995). Percebe-se que, com a fragmentacdo, ocorre imediata reducdo
no ndmero de individuos de cada espécie e do tamanho médio de suas
populagdes. Como os individuos podem se tornar restritos a pequenos
fragmentos, pode ocorrer isolamento espacial entre as populacdes remanescentes
(Young et al., 1996). Tais alteracdes refletem nos processos de deriva genética,
fluxo génico, selecdo e no sistema de cruzamentos (Couvet, 2002). Sendo esses
processos determinantes do grau de diversidade genética na espécie, bem como
sua distribuicdo entre individuos e populacdes, os principais efeitos genéticos da
fragmentacao florestal sdao a diminui¢do da diversidade genética nas populagdes
e espécies (Dayanandan et al., 1999; White et al., 1999), a mudanga na estrutura
genética populacional e o aumento da endogamia (Fuchs et al., 2003), que
acarretam fortes prejuizos as populacdes de espécies florestais (Young et al.,
1996).

Entretanto, as respostas das espécies vegetais ao processo de
fragmentacdo sdo altamente varidveis, dependendo das caracteristicas das
mesmas € das alteragdes ambientais ocorridas (Lowe et al., 2005). Em algumas
espécies de plantas, por exemplo, foi observado que a fragmentacido nio levou
ao aumento da divergéncia entre as populacdes, nem a reducdo na variacdo
genética e heterozigosidade dentro de populagdes e nem nos niveis de fluxo
génico entre os fragmentos (Dick et al., 2003; Gonzélez-Astorga & Nuiies-
Farfan, 2001; Sun, 1996; White et al., 2002; Young et al., 1993). Foré et al.
(1992) discutem que a diversidade genética e a estrutura podem ser alteradas se
a fragmentacao florestal modificar os padrdes de dispersdo de pdlen e sementes.

Sendo assim, € preciso entender a dindmica das populagdes nos
fragmentos e sua interagdo com os elementos da paisagem para que as praticas
de manejo e conservacdo sejam eficientes. Em programas de conservagdo e

manejo de populagdes, ¢ importante conhecer as variacdes de diversidade



genética e do fluxo gé€nico em populacdes, causadas por fatores ecoldgicos e

antropicos.

2.2 Corredores de vegetacao

Os corredores de vegetacdo sdo instrumento constantemente
mencionado em planos de manejo como importante fator para a conservagio
bioldgica em paisagens fragmentadas e t€ém sido o principal foco dos estudos em
ecologia da paisagem, na América do Norte e Austrdlia. A manutencio e a
criagio dos mesmos sdo usadas para a conservacdo de ecossistemas
fragmentados (Haddad, 2000). Debinski & Holt (2000) sugerem um incremento
em estudos avaliando a importancia de corredores, especialmente na regido
Neotropical.

Segundo Castro (2004), as definicdes de corredores de vegetacdo sdo
varias e contraditérias, devido ao uso ambiguo do termo “corredor”,
freqiientemente usado para descrever os componentes da paisagem com
divergentes funcdes. A autora define os corredores da regido do Sul de Minas
Gerais como sendo estruturas lineares de vegetacdo, de vérias origens, de largura
reduzida (entre 3 e 6 m), podendo estar conectados a fragmentos de d4reas
variadas. Na drea do presente estudo, os corredores de vegetacdo sdo o resultado
da colonizag@o por espécies nativas de drvores nos valos, usados para a divisao
de glebas de terras. Informagdes sobre variacdes fisiondmicas e funcdes dos
corredores de vegetacdo e do histérico dos valos na regidao podem ser obtidas em
Castro (2004).

Diversos trabalhos salientam a importancia de corredores de vegetacao
natural interligando fragmentos florestais isolados, no entanto, a maioria aborda
apenas a importancia dos corredores para a conservagdo da fauna (Haas, 1995;

Hill, 1995; Mech & Hallett, 2001).



Sdo varios os fatores que podem influenciar nas fun¢des dos corredores,
como a biologia, a ecologia e a histéria de vida das espécies, a estrutura, a
conectividade e a sua localizacdo em relagdo ao fragmento, a sua largura e
extensdo, a pressdo antrdpica sobre eles e a necessidade do corredor para a
espécie (Forman, 1997; Lindenmayer, 1994; Nohlgren & Gustafsson, 1995).
Debinski & Holt (2000) fizeram uma intensa revisdo em estudos sobre
fragmentacao florestal publicados entre 1984 e 1998, com o objetivo de verificar
se corredores sdo realmente importantes para a conservacdo em paisagens
fragmentadas. Apesar da enorme quantidade de trabalhos publicados, apenas 20
fornecem informagdes consistentes e conclusivas sobre os efeitos da
fragmentacao de habitats. Dentre os estudos selecionados, os autores verificaram
que apenas seis deles demonstram que corredores sdo importantes elos de
ligacdo entre remanescentes florestais e comentam, ainda, que nenhum estudo
confirma, de maneira categérica, efeitos negativos dos corredores. Alguns
estudos, no entanto, apontam os corredores como propagadores de pragas, fogo e
de espécies exoticas, além de induzirem o aumento da caca predatéria devido a
maior visualizacdo dos animais nestes ambientes (Simberloff & Cox, 1987;
Simberloff et al., 1992).

O estudo de Castro (2004) foi a base fundamental no estudo de
corredores de valos na regido. A autora ressalta o sucesso da colonizacdo dos
valos escavados no passado, a alta diversidade floristica destes ambientes, seu
papel no estabelecimento de conexdes entre fragmentos e sua conseqiiente
importincia para a conservagdo bioldgica regional. Nesse sentido, alternativas
de manejo de corredores, tais como a implantacio de faixas de drvores as
margens de estradas e cercas, o aumento da largura e o estabelecimento de matas
riparias, podem ser usadas como formas de promover os avangos na conservagao

da biodiversidade génica e de espécies (Castro, 2004; Forman, 1997).



2.3 Caracterizacio da espécie

A familia Burseraceae compreende 16 géneros e mais de 800 espécies
tropicais e subtropicais. Alguns géneros desta familia (Elaphrium, Icica,
Canarium e Protium) sdo produtores de uma seiva oleosa e aromadtica rica em
6leo essencial e triterpenos das séries oleano, ursano e eufano. A utilizagdo desta
resina é amplamente difundida, como a do género Protium, usada na medicina
popular, como analgésico, cicatrizante e expectorante, na industria de verniz, na
calafetagem de embarcacdes e como perfume (Bandeira et al., 2002). A
composi¢do quimica dos 6leos essenciais das folhas, caule, frutos e da resina de
Protium spruceanum (Benth.) Engler é descrita por Machado et al. (2003) e
Zoghbi et al. (2002).

A espécie P. spruceanum, conhecida popularmente como breu,
almecegueira, almecegueira-do-brejo, amescla e almecega-de-casca-lisa, ¢ uma
espécie arbérea semidecidua de ampla distribuicdo, ocorrendo nas florestas
umidas Atlanticas sensu lato e AmazOnicas, mas atravessa a regido dos cerrados
exclusivamente no interior das matas ciliares (Oliveira-Filho & Ratter, 1995)

(Figura 1).



Protium spruceanum
(Benth.) Engler

FIGURA 1 Distribuicdo geografica de Protium spruceanum (Benth.) Engler
(Oliveira-Filho, A. T. & Ratter, J. A. 1995).

Na regido do Alto Rio Grande, MG, a espécie tem sido registrada entre
aquelas com alto valor de importincia (IVI), como as margens do Rio Grande,
no municipio de Madre de Deus de Minas (Vilela et al., 2000), no Parque
Florestal Quedas do Rio Bonito (Oliveira-Filho & Fluminhan-Filho, 1999), na
floresta ripdria em Itutinga (van den Berg & Oliveira-Filho, 2000) e no ambiente
de fragmento na regido de Lavras (Castro, 2004), onde apresenta preferéncia por
ambientes dmidos.

Nunes et al. (2003) estudaram o estddio regenerativo e o efeito borda das
espécies arbdreas da Reserva Florestal da UFLA, Lavras, MG e classificaram a
espécie como sendo climax tolerante a sombra, de estrato superior ( > 17,5 m de
altura) e dispersdo zoocdrica.

Marques et al. (2003) estudaram o componente arbustivo-arbdreo de

uma floresta higréfila da bacia do rio Jacaré-Pepira, SP, verificando que a



espécie estd incluida no estrato superior, em torno de 20 m e apresenta altos
valores de freqiiéncia, densidade e dominincia. Estes autores classificaram
ainda, quanto ao grau de saturagdo hidrica do solo, a preferéncia da espécie pelo
solo tipo encharcado. Experimentos demonstraram que plantas de P.
spruceanum crescem normalmente em solo inundado (Lobo-Faria, 1998).

Na drea do presente estudo, a floragdao de P. spruceanum ocorre com
maior intensidade entre os meses de setembro e outubro (comunicacdo pessoal).
As flores estdo dispostas em inflorescéncias do tipo paniculas ramosas axilares
e, conforme estudo em andamento sobre a biologia reprodutiva de P.
spruceanum, as flores sdo funcionalmente unissexuais, geralmente. As flores
estaminadas fornecem grande quantidade de pdlen vidvel (coloragdo por carmim
acético), coincidindo com o periodo de receptividade do estigma das flores
pistiladas (método de atividade peroxidésica), que se manifesta imediatamente
apds a antese e estende-se durante todo o dia. Os dois tipos florais produzem
néctar relativamente abundante, aproximadamente 4 uL., e com média superior a
30% de concentracdo em equivalentes de sacarose, para medidas feitas durante a
manhd. Os visitantes mais freqlientes sdo Apis mellifera e Trigona sp.
(Hymenoptera, Apidae) e em menor freqii€ncia, sdo observadas vespas e
moscas. A frutificacdio ocorre a partir do més de setembro (comunicacdo
pessoal).

O fruto é uma baga subglobosa, de superficie lisa e brilhante, de cor
vermelha, contendo de 1 a 2 sementes envoltas por um arilo fino e adocicado,
largamente apreciado pela avifauna (Lorenzi, 1998), no entanto, a dispersao de
sementes em P. spruceanum ainda nao foi detalhadamente estudada. Estudos dos
vetores de dispersdo de sementes em P. heptaphyllum, espécie que também
ocorre na 4drea do presente estudo, indicam que ela costuma ocorrer
principalmente por sanhago-cinza (Thraupis sayaca) e sabid-de-cabega-cinza

(Turdus leucomelas), que foram os visitantes mais freqiientes, em termos de



nimero e taxa de visitas, em uma paisagem agricola altamente fragmentada na

Mata Atlantica do sudeste do Brasil (Pizo, 2004).

2.4 Diversidade e estrutura genética em espécies arboreas

As florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies
arboreas com diferentes sistemas reprodutivos, associados as complexas
interacdes com agentes polinizadores e dispersores de sementes (Gross, 2005;
Machado & Lopes, 2004; Oliveira & Gibbs, 2000). A diversidade genética
existente em populacdes naturais deve ser quantificada e avaliada quanto a sua
distribuicdo entre e dentro de populagdes, pelo fato de sua distribui¢ao
apresentar grande variacdo por ser influenciada pelo tamanho efetivo
populacional, ocorréncia geografica das espécies, modo de reproducio, sistema
de cruzamento e pelos mecanismos de dispersdo de sementes (Bawa, 1992).

De modo geral, as espécies arbéreas da floresta tropical apresentam alta
propor¢do de locos polimérficos e maior nivel de diversidade genética dentro de
populagdes que entre populacdes e o sistema de cruzamento é misto (Berg &
Hamrick, 1997), com predominancia de alogamia (Ward et al., 2005). Espécies
que apresentam sistema misto de reproducdo, mecanismos eficientes de
dispersdo de sementes e pélen, deverdo apresentar alta variacdo genética dentro
das populagdes e baixa entre estas. J4 espécies com populagdes pequenas, de
autofecundacio e ou reproducdo vegetativa, com limitada dispersdo de pdlen e
sementes, deverdo mostrar baixa variabilidade dentro e alta entre as populagdes
(Loveless & Hamrick, 1984).

A estrutura genética refere-se a distribuicdo dos alelos e gendtipos no
espaco e no tempo. O desenvolvimento e a manutengio da estrutura genética
ocorrem devido as interagdes de um conjunto complexo de fatores evolutivos,

com variagdo no conjunto génico, organiza¢do desta variagdo dentro de

10



genétipos, distribuicdo espacial dos gendtipos, sistema de reproducdo que
controla a unido dos gametas para a formacdo das progénies, selecdo, deriva,
mutacdo, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e reposicao
dos individuos que dardo origem as populacdes futuras (Hamrick, 1982). Os
estudos de estrutura genética sdo fundamentados no teorema de Hardy-
Weinberg. De acordo com este principio, em uma populacio de tamanho
infinito, praticando cruzamentos ao acaso, as freqii€ncias génicas e genotipicas
permanecem constantes de geracdo para geragdo na auséncia de migragdo,
selecdo e deriva. Este principio permite o célculo teérico da freqiiéncia de um
determinado gendtipo, independente do nimero de alelos existente (Futuyma,
1992).

Nesse sentido, o estudo da diversidade e da estrutura genética em
populacdes arbéreas € importante para que se entenda como esta diversidade é
distribuida e quais as caracteristicas do ambiente ou da espécie que influenciam
essa distribuicdo. A deriva genética e o restrito fluxo génico, por exemplo,
provocam um acréscimo na endogamia promovendo um aumento da divergéncia
genética entre populagdes (Hall et al., 1996). A endogamia pode levar a fixacdo
de alelos recessivos deletérios, colocando em risco de extincdo determinadas
populagdes presentes em certos hébitats (Young et al., 1996). Assim, tais
estudos permitem auxiliar no manejo dos recursos genéticos, pois a manutencao
da variabilidade genética em populagdes € a base da conservacdo de espécies
(Yeeh et al., 1996) e, portanto, a sua descricao e distribui¢do € fundamental para
o estabelecimento de préticas conservacionistas realmente efetivas.

A caracterizagdo da variabilidade genética dentro de populacdes é

efetuada a partir de medicdbes ou quantificacdes de diversidade
intrapopulacionais, como porcentagem de locos polimoérficos (13), nimero

médio de alelos por loco (A), heterozigosidade média observada (H,),

heterozigosidade média esperada (H,) e indice de fixacdo ( f) (Berg &
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Hamrick, 1997). A caracteriza¢do da estrutura genética entre populacdes por
marcadores codominantes pode ser abordada de trés maneiras diferentes: a)

estatisticas F de Wright (Wright, 1965), que permitem a caracterizacdo da

distribuicdo da variabilidade genética entre as populacdes (ﬁST ), assim como

dos niveis de endogamia ao nivel populacional (ﬁls) e total (ﬁ,,) (Moraes et

al., 1999; Yeeh et al., 1996), b) andlise da diversidade génica em populacdes
subdivididas (Nei, 1977), que fornece a proporcdo de variabilidade genética
contida dentro e entre as populacdes e os niveis de heterozigosidade esperados
para o total e média das populagdes (Gonzales & Hamrick, 2005; Lee et al.,
2002) e c¢) coeficientes de coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969;
Weir, 1996), que possibilitam a avaliacdo da divergéncia em diferentes niveis de
hierarquia, além de possibilitar a obtencao de estimativas de endogamia, a partir
de uma base ndo viesada (Botrel & Carvalho, 2004; Pinto & Carvalho, 2004).
Segundo Reis (1996), as trés abordagens apresentam bases genéticas similares,
porém, sdo complementares em relacio ao significado bioldgico das estimativas

obtidas.
2.5 Fluxo génico

Fluxo génico € definido como o movimento de genes em populacdes e,
portanto, inclui todos os movimentos de gametas, propagulos e individuos que
efetivamente trocam genes na distribui¢do espacial (Neigel, 1997). Diversos sdo
os fatores que podem afetar o fluxo de genes nas populacdes naturais, como o
sistema reprodutivo da espécie e as relacdes ecoldgicas entre as plantas e seus
polinizadores e dispersores (Dick et al., 2003; Rocha & Aguilar, 2001).

O fluxo génico tem sido amplamente discutido em relacdo a sua
magnitude e influéncia na estrutura genética das populacdes. Kageyama &

Lepsch-Cunha (2001) discutem que o fluxo génico via pdlen e sementes estd
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associado a estrutura genética das populacdes de espécies arbéreas tropicais,
onde o alcance dos polinizadores e dispersores pode predizer a variacdo genética
dessas espécies. Assim, espécies com intenso movimento de pdlen e sementes,
em geral, t€m menor diferencia¢io interpopulacional do que espécies com fluxo
génico restrito. Desse modo, a importancia do fluxo gé€nico estd justamente em
contrapor os efeitos da deriva genética, permitindo a homogeneizacdo das
freqiiéncias alélicas (Hartl & Clark, 1997). Segundo Wright (1951), quando um
ou mais individuos migram por geragdo, os efeitos da migracdo sdo suficientes
para contrapor os efeitos da deriva e, portanto, o nimero de migrantes por
geracdo impede a divergéncia entre populagdes.

Existem diversos modelos de fluxo génico: a) modelo continente-ilha,
no qual existe um movimento unidirecional de uma populacdo grande
continental para uma populacdo menor isolada (Wright, 1940), b) modelo de
ilha, no qual a migragdo ocorre ao acaso entre grupos de pequenas populacdes
(Wright, 1951), c) modelo de alpondras (ou stepping-stone), no qual cada
populagdo recebe migrantes somente de populacdes vizinhas (Kimura & Weiss,
1964) e d) modelo de isolamento pela distincia, no qual o fluxo génico ocorre
localmente entre vizinhos, em uma populacdo de distribui¢do continua (Wright,
1943).

Outras abordagens tém sido usadas também para estudar o fluxo génico,
como o modelo de metapopulacdo (Fenster et al., 2003; Harrison & Hastings,
1996) e o de paisagens (Sork et al., 1999). O modelo de metapopulacio pode ser
definido como um conjunto de populagdes (ou subpopulacdes locais) dindmicas,
interagindo mediante o fluxo génico. Assume um conjunto de populagdes
conectadas por fluxo génico, porém, controlada por extingdes e novas
colonizagdes (Hanski, 1999). Manel et al. (2003) comentam que os estudos de

genética de populacdes que abordam o modelo de metapopulacio tém estimado
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o fluxo génico, comumente, pelo modelo de ilhas (Wright, 1951) ou pelo
modelo de alpondras (stepping-stone) (Kimura & Weiss, 1964).

O modelo de ilhas proposto por Wright (1951) é o modelo convencional
de genética de populacdes de troca de genes entre populacdes (Zucchi, 2002).
Neste modelo, o nimero efetivo de migrantes € estimado a partir da estatistica F
para um conjunto n de populagdes, assumindo equilibrio entre migracdo e deriva
genética entre todas elas. Ha igual troca de genes entre populagdes. De acordo
com o modelo, todas as populacdes sao iguais fontes de migrantes e ele produz
estimativas que ndo refletem a variacdo contemporinea na troca de genes entre
populagdes ou mudangas atuais no processo dispersivo.

O fluxo génico pode ser quantificado a partir de medidas diretas e
indiretas. As medidas diretas referem-se ao fluxo génico contemporaneo e sdo
baseadas em observacdes no movimento dos vetores de pdlen e sementes (Latta
et al., 1998) e na andlise da paternidade (Jones & Ardren, 2003), enquanto que
as indiretas referem-se ao fluxo génico histérico (ou passado) e sdo baseadas na
distribuicdo da estrutura e diversidade genética entre populacdes (Neigel, 1997;
Sork et al., 1999; Smouse & Sork, 2004).

Outro método indireto baseia-se na autocorrelacdo espacial e tem sido
utilizado para detectar o padrdo espacial da variabilidade genética e inferir sobre
os processos microevolutivos na diferenciagdo de populagdes (Dutech et al.,

2005; van Rossum & Prentice, 2004).
2.6 Distribuicio espacial dos genétipos

A distribuicdo espacial dos genétipos pode ser utilizada tanto para
estimar o grau de isolamento de populacdes a partir das freqiiéncias génicas ou

fenotipicas em cada populagdao (Gonzales & Hamrick, 2005; van Rossum &

Prentice, 2004), como no ambito intrapopulacional, para auxiliar na detec¢do de
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agrupamentos de individuos aparentados (Doligez & Joly, 1997; Ng et al.,
2004). Os estudos dos padrdes espaciais de variabilidade genética dentro de
populagdes t€ém mostrado, ainda, o poder da andlise de autocorrelacdo espacial
para descrever a estrutura genética e para detectar selecdo natural (Shea &
Furnier, 2002).

Enquanto os padrdes espaciais freqiientemente t€m implicacoes
genéticas, os padrdes genéticos nao aleatdrios podem existir sem uma
distribuicdo espacial agregada dos individuos (Loveless & Hamrick, 1984; Ng et
al., 2004). De forma contraria, uma populagdo pode ter uma distribui¢do espacial
agregada sem qualquer acompanhamento de estrutura genética (Loveless &
Hamrick, 1984). Isso porque os padrdes espaciais e genéticos resultam,
geralmente, da heterogeneidade ambiental e pressdes seletivas diferenciais
(Heywood, 1991). Como implicacdes genéticas, as alteracdes na estrutura
espacial dos individuos de uma populagdo podem afetar, por exemplo, a taxa de
cruzamento (Epperson & Allard, 1989), mediante mudangas na densidade e no
comportamento dos polinizadores, gerando alteragdes nos niveis de cruzamento,
como o aumento da autofecundacio e, conseqiientemente, da endogamia (Bawa
& Krugman, 1990; Franceschinelli & Bawa, 2000; Murawski, 1995).

Assim, a distribuicdo espacial da variabilidade genética dentro de
populacdes naturais de plantas pode influenciar significativamente os processos
evolutivos e ecoldgicos das espécies, resultando em agregados de genotipos
especificos (Shapcott, 1995). Tal estrutura pode ser determinada, ainda, pela
dispersao de pdlen e sementes (Loiselle et al., 1995; Ng et al., 2004), porque a
freqiiéncia alélica na préxima geracdo serd influenciada pelo ndmero de
individuos que efetivamente trocardo alelos entre si. Especialmente em
populagdes de tamanho reduzido, a taxa de homozigotos tendera a crescer com a
autofecundacdo, assim como os cruzamentos de individuos aparentados que

ficaram préximos em decorréncia da dispersdo de sementes a curta distincia.
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Estes cruzamentos, segundo Wright (1978), proporcionam a formacao de demes
panmiticos e reduzem a propor¢do de heterozigotos na populagdo, a qual pode
ser quantificada pelo indice de fixagdo, a partir do teorema de Hardy-Weinberg.

O conhecimento sobre a estrutura espacial genética é importante para
populagdes de plantas que sdo selecionadas para conservagao ou coletadas para
uso em programas de melhoramento. Isto deve ser considerado a fim de
estabelecerem-se estratégias de amostragem de populacdes naturais,
conseguindo-se, assim, maximizar a diversidade populacional ou da espécie. A
aplicagdo deste conhecimento também tem o efeito de minimizar o impacto de
praticas de manejo sustentdveis dos recursos genéticos (Myamoto et al., 2002;
Ng et al., 2004; Shapcott, 1995).

A autocorrelacdo espacial em caracteres genéticos tem sido usualmente
mensurada com o uso do coeficiente / de Moran (Luna et al., 2005; Marquardt &
Epperson et al., 2004; Ng et al., 2004; Setsuko et al., 2004). O valor desse
coeficiente varia entre -1,0 e +1,0, os quais sdo o mdximo para autocorrelagdes
negativas e positivas, respectivamente. Assim, sua interpretacdo € andloga a de
um coeficiente de correlacdo, como o r de Pearson (Legendre, 1993). Cabe
ressaltar, entdo, que o coeficiente / ndo é um parametro populacional e, sim, uma
estatistica de amostragem (Heywood, 1991). Além do coeficiente / de Moran, a
estrutura espacial dos genétipos também tem sido analisada a partir de

estimativas de coeficientes de parentesco ou coeficientes de coancestralidade

(éxy) (Erickson & Hamrick, 2003; Loiselle et al., 1995; Myamoto et al., 2002;

Ng et al.,, 2004; Ruggiero et al., 2005), que mede a probabilidade de
amostrarem-se aleatoriamente dois alelos em dois individuos e eles serem

idénticos por descendéncia (Cockerham, 1969; Ritland, 1996).
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2.7 Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo populacional (N . ) se refere ao tamanho genético de

uma populacdo reprodutiva € ndo ao ndmero de individuos que a compde.
Assim, diz respeito a representatividade genética de amostras, que pode ser
analisada a partir da estimativa do tamanho efetivo populacional, que é um
pardmetro crucial para o julgamento do impacto da deriva sobre a estrutura
genética de populacdes. Wright (1931) define o tamanho efetivo da populacio
como sendo o nimero de individuos que participam na reprodugdo da préxima
geracdo. Assim, no contexto de fragmentacdo de continuos florestais, a reducao
do tamanho populacional em populagdes de drvores representa uma diminui¢ao
no nimero de individuos reprodutivos e na quantidade de pdlen depositado,
podendo também refletir na abundincia de agentes polinizadores (Aizen &
Feinsinger, 1994) e, com isso, reduzir, em determinada escala temporal, o
tamanho efetivo populacional.

Nesse sentido, o tamanho efetivo populacional incorpora um fator
histérico: uma populacdo com um nimero grande de individuos originados hd
poucas geracdes de um nimero pequeno de ancestrais, terd um tamanho efetivo
populacional menor do que populagbes que permaneceram demograficamente
estdveis hd muito tempo. A diminui¢do do tamanho efetivo populacional é,
portanto, um dos principais responsdveis pela perda de variabilidade em
populagdes ameacadas de extingdo. O nimero minimo de individuos que se
reproduziram durante um periodo do estrangulamento demogréfico define a
probabilidade de perda de alelos por deriva genética. Os alelos perdidos s6
podem ser recuperados por mutacdo ou, a partir de outras populacdes, por
imigracao (Solé-Cava, 2001).

O conhecimento do tamanho efetivo populacional é fundamental para a

conservacdo de longo termo de uma espécie, sendo o fator central para a
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determinacdo de uma “populagdo minima vidvel” (PMV). Segundo Moraes et al.
(1999), esse é um meio de avaliar e trabalhar a questdo da conservacdo de
populagdes e, por conseqiiéncia, de espécies. Essa estimativa refere-se a um
periodo especifico e a uma probabilidade mdxima tolerdvel de extingdao, uma vez
que uma populagdo estd sujeita a incerteza e a probabilidade de sua
sobrevivéncia decresce com o tempo. Os valores adequados de tamanho efetivo
populacional a serem adotados para conservag¢do genética sao determinados em
funcido, principalmente, de dois critérios: prevencdo de depressdo endogamica e
manutencdo do potencial evolutivo. Entretanto, ainda vem sendo bastante
discutido um nimero ideal para a conservacdo de uma espécie. Nunney &
Campbell (1993) sugerem um tamanho efetivo de 100 a 150, para conservagao
em curto prazo e de 1.000 a 1.500, para conservacdo em longo prazo. Lande
(1995) sugere que um tamanho efetivo populacional de 5.000 é necessdrio para
reter o potencial evolutivo para o cariter adaptacio reprodutiva apds ajustar a
taxa total de mutacdo, omitindo as mutacdes severamente deletérias.

A manuten¢do de um tamanho efetivo populacional adequado diminui a
probabilidade de ocorréncia das oscilacdes genéticas e da endogamia. Ainda,
tendo em vista que a variabilidade e a endogamia estdo diretamente relacionadas
ao tamanho efetivo populacional, conhecé-lo torna-se também importante para
espécies recomendadas e utilizadas na recuperacdo de 4reas degradadas
(Sebbenn et al., 2003). Esta estimativa € importante na determina¢do do nimero
de arvores matrizes para a coleta de sementes, para que estas sejam colhidas de
um numero de Aarvores que mantenham niveis razodveis de variabilidade

genética e minimo de endogamia.
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2.8 Marcadores isoenzimaticos

Os marcadores genéticos sdo caracteres com mecanismo de heranca
simples que podem ser empregados para avaliar diferencas genéticas entre dois
ou mais individuos. O termo isoenzima define um grupo de multiplas formas
moleculares da mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da
presenca de mais de um gene codificando cada uma das enzimas (Moss, 1992).
O principio bdsico da técnica reside no uso de eletroforese em gel de
poliacrilamida e na visualizagdo do produto enzimdtico por métodos
histoquimicos. A premissa basica adotada ao se utilizar dados isoenzimadticos € a
de que diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sdo
resultantes de diferencas em nivel de seqiiéncias de DNA de alelos que
codificam tais enzimas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Assim, se os padrdes de
bandas de dois individuos diferem, assume-se que essas diferencas possuam
base genética e sejam herddveis (Murphy et al., 1990). O controle genético das
isoenzimas ocorre mediante vdrios genes, que podem ser alelos de um mesmo
loco ou estarem situados em diferentes locos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores isoenzimdticos permitem a obtencdo de um grande
nimero de informagdes com um esforco relativamente pequeno (Alfenas et al.,
1998; Ferreira & Grattapaglia, 1998). Esta técnica apresenta as vantagens de
permitir a andlise de varios locos simultaneamente e identificar os heterozigotos,
a um custo relativamente mais baixo e acessivel que o dos marcadores de DNA.
Uma caracteristica importante destes estudos é o fato de que estes marcadores
sdo considerados neutros, do ponto de vista evolutivo (Sunnucks, 2000), sendo
este um pressuposto bdsico em algumas andlises de divergéncia entre
populagdes, apesar da controvérsia existente sobre a neutralidade de alguns

sistemas enzimaticos (Gray, 1996).

19



Os marcadores isoenzimdticos complementam os  métodos
tradicionalmente empregados no melhoramento, no manejo e na conservagdo de
espécies florestais (Alfenas et al., 1998). Indmeras investigagdes t€m utilizado
esta técnica para estimar os niveis de variabilidade genética de populagdes
naturais e estudar o fluxo génico entre populagdes, o tamanho efetivo da
populagdo e as taxas de cruzamento. Atualmente, este tipo de marcador tem sido
muito utilizado no estudo de genética de populacdes (Botrel & Carvalho, 2004;
Gonzales & Hamrick, 2005; Gusson et al., 2005; Luna et al., 2005; Melo Junior
et al., 2004; Oliveira et al., 2002; Pinto & Carvalho, 2004; Pinto et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

O sistema corredor-fragmento estudado estd localizado na cidade de
Lavras, regido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais (Figura 2), entre as

coordenadas 21°17°33,6”S e 44°59°15,1”W, 21°18°11,9”S e 44°59°18,8”W.
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FIGURA 2. Sistema corredor-fragmento analisado, Lavras, Minas Gerais. As
coordenadas estdo em UTM e as cotas altimétricas em metros (m).
F1 a F5 = (fragmentos florestais) e Eixo F1-F2 a F4-F5 (corredores
de vegetacdo). [ = Fragmentos amostrados. === = Corredor de
vegetacdo amostrado (adaptado de Castro, 2004).

A drea de estudo encontra-se a aproximadamente 6 km do municipio de
Lavras, na encosta da Serra do Carrapato. A vegetacdo ocorrente pode ser

definida como uma disjuncdo do bioma cerrado inserida dentro da drea de
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distribuicdo das florestas estacionais semideciduais do Sudeste brasileiro
(Castro, 2004; IBGE, 1993). Os solos dominantes sdo Latossolos Vermelho-
Amarelos e Vermelhos distréficos e Cambissolo Haplicos Tb distréficos (Castro,
2004). O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo Cwa,
com precipitacdo média anual de 1.529,7 mm e temperatura média anual de
19,4°C (Brasil, 1992, citado por Castro, 2004).

Na paisagem atual da 4rea percebem-se: a) um nimero reduzido de
pequenos remanescentes florestais, b) uma &4rea matricial (circundante das
manchas de vegetacdo), de baixa biomassa, composta por lavoura de café e
pastagens plantadas (Brachiaria spp.) para criacdo de gado e c) corredores de
vegetacdo. Os fragmentos apresentam evidéncias de impactos localizados,
causados pela constante penetracdo do gado na floresta, formando trilhas e
prejudicando a regenera¢do em varios trechos. No interior dos fragmentos nao
sdo observados sinais evidentes de exploracio seletiva de madeira.

Foram analisados cinco fragmentos interligados a um corredor de
vegetacdo. Os demais fragmentos (hachurados na Figura 2) e eixos do corredor
de vegetacdo (linha pontilhada) serdo amostrados e fardo parte da continuidade
do trabalho. Todos os fragmentos apresentam curso d’dgua em seu interior e 0s
fragmentos F4a e F4b pertencem a uma microbacia diferente da dos fragmentos
F1, F2 e F5. A ocorréncia de P. spruceanum nos fragmentos F2 e F4b coincide
com a presenca dos cursos d’dgua. Nos fragmentos F1 e F5, a ocorréncia da
espécie abrange grande parte do fragmento, podendo ser determinada pelo solo
encharcado observado quase em cariter permanente. Diferentemente do
fragmento F4b, onde os individuos de P. spruceanum ocorrem principalmente ao
longo do curso d’dgua, no fragmento F4a eles ocorrem com maior freqii€ncia
préximos a borda, em local menos timido e similar ao dos corredores de valo. A

vegetacdo entre os fragmentos F4a e F4b est4, atualmente, interrompida por uma
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estrada. A drea total dos fragmentos amostrados é de 23,4 ha, variando de 1,0 ha

a 7,8 ha (Tabela 1).

TABELA 1. Area dos fragmentos analisados e densidade absoluta (DA) de
individuos de Protium spruceanum (Benth.) Engler amostrados em
Lavras, Minas Gerais.

Fragmentos F1 F2 F4a F4b F5
Area (ha) 1,0 7,2 3,1 4,3 7.8
DA (ind.ha™)* 850,0 50,0 175,0 175,0 175,0

* Castro (2004)

Os fragmentos estudados encontram-se em altitudes variando entre
969,8 m e 986,0 m. A distancia geografica entre os cinco fragmentos varia entre

333,0 me 1.833,0 m (Tabela 2).

TABELA 2. Altitude e distancia geografica em metros entre os cinco fragmentos
analisados, Lavras, Minas Gerais.

Fragmentos Altitude (m) F1 F2 F4a F4b F5
F1 973,0 - 722,0  1.055,5 1.222,0 611,0
F2 969.,8 - 1.500,0 1.833,0 1.333,0
F4a 984,3 - 333,0 944.0
F4b 985,0 - 1.000,0
F5 986,0 -

Os corredores de vegetagdo entre os fragmentos sdo estreitos
(aproximadamente 4 m) e sdo o resultado da colonizacdo por espécies nativas de
arvores nos valos, usados para a divisdo de glebas de terras (Castro, 2004). A
densidade absoluta de P. spruceanum nos corredores de vegetacdo & de

135,19 ind.ha™' (Castro, 2004).
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A espécie P. spruceanum é a mais abundante nos fragmentos (Castro,
2004). Ela apresenta preferéncia pelo ambiente de fragmento, em relagdo ao
ambiente de corredor, devido, provavelmente, as melhores condi¢des de
umidade dos fragmentos, j4 que é encontrada em ambientes ripario (Castro,
2004). No corredor de vegetagdo, a espécie estd entre as mais abundantes. Castro
(2004) verificou que, entre os setores borda, parede e fundo do valo do corredor
de vegetacdo, ela tem preferéncia pelo setor fundo do valo do corredor o que,
segundo a autora, deve-se a maior umidade e teores de fésforo encontrado neste
setor. Nos fragmentos, a espécie P. spruceanum se comporta como sendo climax
tolerante a sombra, com regeneracdo abundante em ambiente sombreado e de

estrato superior, em torno de 18 m de altura.

3.2 Amostragem

A amostragem das arvores adultas de P. spruceanum nos fragmentos foi
aleatéria, abrangendo individuos tanto agrupados como isolados, ao longo da
drea de ocorréncia da espécie em cada fragmento. Consideraram-se adultas as
arvores incluidas no estrato superior, em torno de 12 a 18 m. A amostragem dos
individuos no corredor de vegetacdo foi realizada ao longo de cada eixo do
corredor que interliga os fragmentos. O georeferenciamento espacial dos
individuos nos fragmentos foi obtido com o auxilio de trena e buissola, obtendo-
se as coordenadas x e y, e dos individuos do corredor de vegetacdo utilizando-se
o sistema de posicionamento global (GPS). A estrutura genética de P.
spruceanum foi estudada com amostras de 150 individuos nos fragmentos e de

80 no corredor de vegetacdo (Tabela 3).
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TABELA 3. Tamanho amostral (n) para as populacdes de Protium spruceanum
(Benth.) Engler em cada fragmento e nos eixos do corredor que
interligam os fragmentos.

Fragmentos Eixos do corredor
Cédigos F1 F2 F4a F4b F5 FI-F2  F2-F3 F3-F4 F4-F5
n 30 30 30 30 30 20 20 20 20

Amostras constituidas de 30 individuos por populacio podem ser
consideradas suficientes para a estimativa das freqiiéncias alélicas dentro das
populacdes, a partir de marcadores que apresentam locos com padrdo de heranga
codominante (Berg & Hamrick, 1997). Entretanto, a amostragem em cada
corredor de vegetacdo interligando os fragmentos foi determinada em funcdo da
ocorréncia dos individuos, conseguindo-se amostrar no méximo 20 individuos
em cada eixo, totalizando os 80 individuos amostrados no sistema de corredor de
vegetacdo. Bacles et al. (2004) estudaram as freqiiéncias alélicas de Sorbus
aucuparia (Rosaceae) por meio de isoenzimas e amostraram entre dois e 27
individuos em oito remanescentes. Segundo os autores, a estratégia de
amostragem, além de refletir a situagdo fragmentada da paisagem, variou em
funcdo do tamanho e isolamento das populagdes, altitude e acessibilidade aos
individuos.

As amostras foliares de cada individuo foram acondicionadas em sacos
plasticos identificados, colocadas em caixa de isopor com gelo, transportadas
para o Laboratério de Melhoramento Florestal e Recursos Genéticos (DCF-

UFLA) e armazenadas em freezer a -80°C, até o momento de extracdo.

3.3 Extracao das enzimas e eletroforese

Para a extragc@o das enzimas utilizaram-se 200 mg de tecido foliar para

1 mL da solugdo tampdo de extracdo (tampdo n°l de Alfenas et al., 1991). A
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extracdo de enzimas foi realizada manualmente mediante o uso de almofariz e
pistilos de porcelana mantidos resfriados durante o processo. Apds a maceragao,
as amostras foram transferidas para “eppendorfs” de 1 mL e armazenadas a
-80°C, até o momento das analises eletroforéticas.

Foi utilizada eletroforese de isoenzimas vertical, conduzida em meio
suporte de gel de poliacrilamida (concentragdo - 4%, separagdo - 10,0%). Os
extratos obtidos foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, 20 pL do sobrenadante foram aplicados nas canaletas dos géis
para proceder as corridas eletroforéticas. Para a eletroforese foi utilizada
amperagem de 10 mA por gel, 300 Volts, tendo a corrida eletroforética duragao
aproximada de trés horas, sendo realizada a temperatura de 4°C. Os
procedimentos de preparo do gel, a aplicacio das amostras e a eletroforese
seguiram a metodologia descrita por Alfenas et al. (1998).

As revelacdes dos géis foram baseadas na metodologia descrita por
Alfenas et al. (1998). Foram testados 14 sistemas enzimdticos e selecionados
aqueles que apresentaram melhores padrdes isoenzimdticos para interpretacio
(Tabela 4). Detalhes sobre cada uma das enzimas, bem como as solucdes e

metodologia para revelagdo podem ser obtidos em Brune et al. (1998).
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TABELA 4. Sistemas enzimadticos testados em Protium spruceanum (Benth.)

Engler.
Sistema enzimatico Sigla EC*
Alcool desidrogenase ADH 1.01.01.01
o-esterase o-EST 3.01.01.01
B-esterase B-EST 3.01.01.01
Fosfatase 4cida ACP 3.01.03.02
Fosfatase alcalina AKP 3.01.03.01
[-galactose desidrogenase GLDH 1.01.01.48
Glucose desidrogenase GDH 1.01.01.47
Glutamato desidrogenase GTDH 1.04.01.03
Glutamato oxaloacetato trasaminase GOT 2.06.01.01
Leucina aminopeptidase LAP 3.04.11.01
Malato desidrogenase MDH 1.01.01.37
Peroxidase PO 1.11.01.07
Sorbitol desidrogenase SDH 1.01.01.14
Xiquimato desidrogenase SKDH 1.01.01.25

* Enzyme Comission

Ap6s o surgimento das bandas, os géis foram retirados da solucdo de
revelacdo, lavados em dgua corrente e interpretados. Posteriormente, os géis
eram fixados em solucdo aquosa de glicerol a 10%, por cerca de 24 horas, a 4°C.
Ap6s este periodo, a glicerina foi substituida por uma solug@o a 65% de dlcool
etilico, 30% de dgua e 5% de glicerina, durante 5 minutos. A secagem dos géis
foi efetuada no secador de gel (modelo 583, BioRad). A leitura das bandas nos
géis foi feita sobre a superficie de um diafanoscépio.

A identificacdo das zonas codificadoras dos locos e dos alelos foi feita a
partir da regido mais anddica para a mais catédica. Assim, em um sistema
enzimatico em que duas zonas de atividade eram claramente identificadas, a de
maior migragdao no gel recebeu a denominagdo de loco-1 e a outra, loco-2. Da
mesma forma, procedeu-se em relag@o aos alelos de cada loco.

A identificacdo e a interpretacio dos zimogramas foram realizadas
seguindo a mesma defini¢do dos padrdes de enzimas disponiveis na literatura

(Alfenas et al., 1991).
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3.4 Analise estatistica
3.4.1 Diversidade genética intrapopulacional

A magnitude da variabilidade genética foi avaliada pela porcentagem de
locos polimérficos ( P), nimero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade
média observada (H,) e heterozigosidade média esperada (H,) (Berg & Hamrick,
1997). Estas estimativas foram obtidas a partir das freqiiéncias alélicas, que

descrevem a variagdo para cada loco: p; = n;/n.j, sendo p;; a freqiiéncia do

alelo i na populag@o j, n;; 0 nimero de ocorréncia do alelo i na populacio j e n.;
o ndmero total de alelos amostrados na populagao j.

A partir das freqiiéncias alélicas foram obtidos os seguintes indices de
diversidade genética:

a) porcentagem de locos polimérficos (P): foi obtida pela média
aritmética do nimero de locos polimérficos pelo niimero total de locos. Os locos
foram considerados polimérficos quando a freqii€ncia do alelo mais comum ndo
excedesse a 0,95, conforme sugerido por Nei (1987), para amostras inferiores a
50 individuos;

b) nimero médio de alelos por loco (A): obtido pela divisdo do nimero
total de alelos pelo nimero total de locos. Esta estimativa fornece uma idéia da
distribuicdo dos alelos nas diferentes populacdes estudadas;

¢) heterozigosidade média observada (H,): foi obtida pela razdo entre o
nimero total de heterozigotos e o nimero de individuos. Para se obter H,, as
proporg¢des obtidas para cada loco foram somadas e divididas pelo nimero total
de locos polimérficos: H, = 1 - XP;;, em que P;; é a freqiiéncia dos genétipos

homozigotos;
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d) heterozigosidade média esperada (H,): foi obtida segundo as
freqii€ncias genotipicas esperadas, conforme equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW), pela média aritmética entre todos os locos polimérficos analisados (Nei,

1987): H,=2n(Z 131'2 )/(2n - 1), em que n é o nimero de individuos amostrados na

populacdo em questio e PiZ a freqiliéncia alélica estimada do i-ésimo alelo.

O coeficiente F de Wright (1931), que mede a correlag@o entre os alelos

nos gametas que formam um zigoto, foi obtido por loco e pela média dos locos,
a partir das seguintes relacdes: f = 1 - H,/H, (locos) e f =1 - SH/SH,
(média entre locos), sendo f a estimativa do fndice de fixacdo de Wright; H, a

estimativa da heterozigosidade observada e H, a estimativa da heterozigosidade
esperada.

Esses indices foram obtidos utilizando-se o programa BIOSYS 2
(Swofford & Selander, 1997), com excecdo do indice de fixagdo de Wright,
obtido com o auxilio do programa GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 2004). Para
as estimativas obtidas dos indices de fixagdo médios considerando cada
populagao, foram estabelecidos intervalos de confianca a 95% de probabilidade,

utilizando-se o procedimento de bootstrap com 10.000 repeticdes (Weir, 1996).

3.4.2 Estrutura genética

A estrutura genética foi abordada a partir dos coeficientes de
coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969; Vencovsky, 1992), obtidos a
partir da decomposicdo dos componentes de variacdo da andlise de varidncia das
freqiiéncias alélicas inter e intrapopulacionais, conforme Cockerham (1969). O
coeficiente de coancestralidade permite a avaliacdo da divergéncia em diferentes
niveis de hierarquia, além de calcular as estimativas com corre¢do do tamanho

populacional finito.
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Os parametros estimados foram: 6,,, que € a divergéncia genética entre

populacdes; F, o indice de fixacdo para o conjunto das populacdes e f,o0
indice de fixacdo para a média das populagdes. Para verificar se estas
estimativas médias eram diferentes de zero, estimou-se o intervalo de confianga
com 95% de probabilidade, pelo método de reamostragem bootstrap, utilizando-
se 10.000 repeticdes sobre locos. As andlises de variancias e os bootstraps foram
efetuados com o auxilio dos programas GDA (Genetic data analysis) (Lewis &
Zaykin, 2000) e FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002).

Como medida de identidade genética entre os pares de populagdes, foi
utilizada a identidade genética de Nei (1978). A partir das estimativas de
identidade genética foram, entdo, construidos dendrogramas, utilizando-se o
método UPGMA (Unweighted pair group method arithmetic average ou
Agrupamento nao-ponderado aos pares utilizando médias aritméticas), conforme
metodologia descrita em Sneath & Sokal (1973). A existéncia dos agrupamentos
obtidos foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo cofenética, originado pela
comparacdo da matriz de similaridade de identidade com a da similaridade
cofenética. A andlise de identidade genética multivariada (UPGMA) e a
correlacdo cofenética foram realizadas utilizando o pacote NTSYS 1.5
(Numerical taxonomy and multivariate analysis system) (Rohlf, 1993).

Os desvios das freqiiéncias genotipicas obtidas em relacdo as
freqiiéncias esperadas pelas proporc¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg foram
estimados e testados utilizando-se o teste exato de Fisher, com o auxilio do
programa BIOSYS 2 (Swofford & Selander, 1997). Os testes exatos sdo
geralmente usados para tamanhos amostrais pequenos, quando hd uma maior
chance de ter nimeros esperados pequenos no teste qui-quadrado (Weir, 1996).
Mesmo em amostras grandes, a existéncia de trés alelos raros no loco resulta em

nimeros esperados pequenos e, nesses casos, os testes exatos sdo preferiveis.
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3.4.3 Fluxo génico

Um dos métodos mais robustos e confidveis para a estimativa indireta de
fluxo génico € a partir da obtengdo do nimero de migrantes (Nm) por geragao
utilizando F. sr» que € a medida de diferenciagdo populacional usando
freqiiéncias alélicas (Wright, 1951) e que tem sido comumente utilizado em
genética de populacdes (Manel et al., 2003). Utilizou-se a equagdo proposta por
Crow & Aoki (1984), para um modelo de ilhas: Nm = /40 (I/I:"ST - 1), sendo

(;L:(n/(n—l))2 e n o nimero de populagdes. No entanto, Cockerham & Weir

A

(1993) consideram que o emprego do #, como estimador da divergéncia

p
genética entre populagdes € mais adequado por ser menos viesado e, por isso, ele

foi utilizado, em vez do Fgp .
O tamanho efetivo de vizinhanga, N,, foi utilizado para estimar o
nimero médio de individuos numa drea vizinha ou 4drea onde ocorre panmixia. A

partir da estimativa de Nm, calculou-se o valor de N »» conforme férmula
proposta por Slatkin & Barton (1989), a saber: Nb =2n.Nm. O 1\7b pode ser

da mesma ordem de magnitude que Nm, dependendo das caracteristicas da

populagao (Eguiarte et al., 1993; Slatkin & Barton, 1989).

Adicionalmente, a matriz de distancia genética (ép) foi comparada com
a matriz de distancia geogrifica pelo teste de Mantel (Manly, 1997). O valor Z
de Mantel € dado por: Z = nX;;-;X;;Y;;, sendo X;; e Y;; elementos das matrizes X
e Y a serem comparadas (no caso, as matrizes de distancia geogréifica e genética,

respectivamente). O teste de Mantel foi realizado com o auxilio do programa

TFPGA 1.3 (Tools for population genetic analysis) (Miller, 1997), utilizando-se
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1.000 permutacdes aleatorias para testar a significincia das correlagdes

matriciais.

3.4.4 Distribuicao espacial dos genétipos

A estrutura espacial da variag@o isoenzimatica dentro das populacdes foi
quantificada pelo coeficiente / de Moran (Moran, 1950). Este coeficiente
quantifica a similaridade genética de pares de individuos adjacentes em relagdo a
amostra da populacdo como um todo. O coeficiente pode assumir valores entre
-1 e +1, sendo que -1 significa que os individuos pareados sdo completamente
diferentes e o valor +1 significa que os individuos pareados s@o idénticos. O
coeficiente / € calculado pela formula: I = [nX;z wii(a; - a)(a; - @)|/[WZi(a; - d)z],
para dados categorizados e para um determinado alelo, sendo n o nimero de
individuos utilizados na andlise, w;; os pesos utilizados na comparag¢do dos
pontos, a; o valor dado ao individuo i (a; =1; 0,5 ou 0), a; o valor dado ao
individuo j (a; = 1; 0,5 ou 0), @ o valor médio obtido dos individuos analisados e
w = X;w;; a soma das entradas da matriz dos pesos.

Os valores estimados do coeficiente / de Moran foram usados para testar
a significancia dos desvios esperados, E(I) = -1/(n-1), sobre a hipétese de
nulidade de distribuicdo aleatéria (Cliff & Ord, 1981). As andlises de
autocorrelacdo espacial, a partir dos coeficientes / de Moran, foram feitas
utilizando-se o programa SGS (Spatial genetic software) (Degen, 2003). O
intervalo de confianga de 95% para os coeficientes / de Moran de cada classe foi
gerado por 1.000 bootstraps.

As classes de distancia foram especificadas, a fim de que cada uma
apresentasse um nimero minimo de conexdes, quando possivel, ndo inferior a
30, tornando assim os coeficientes / de Moran que compdem o correlograma

compardveis e com erros de estimativa semelhantes (Doligez & Joly, 1997).
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Adicionalmente, estimou-se o coeficiente de coancestria (Qxy) com base

em Ritland (1996) entre plantas para cada uma das classes de distancia
preestabelecidas, utilizando-se o programa SPAGeDi (Hardy & Vekemans,
2002). O erro padrio da média das estimativas foi obtido por reamostragem
Jjackknife entre locos e, a partir dele, foram construidos intervalos de confianga a
95% de probabilidade do coeficiente de coancestria médio estimado para cada
classe de distincia. A auséncia de estrutura genética espacial foi testada dentro

de cada classe de distancia, utilizando-se 1.000 permutacdes.

3.4.5 Tamanho efetivo populacional

O tamanho efetivo populacional, N,, foi obtido utilizando os

e’
componentes da varidncia, por ser o mais comumente utilizado para fins
conservacionistas, de acordo com a metodologia apresentada por Vencovsky

(1997). Para o caso de uma unica populacdo, com auséncia de estruturacdo

genética, o tamanho efetivo de populacdo foi calculado por: N, . =n/l + 7,

sendo n o nimero de plantas adultas e f o coeficiente de endogamia
intrapopulacional.
Para o caso de individuos de vérias populagdes, em um modelo de

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

que: N, = 0,5/0,(1+Cplp - Un) + 1+F /2n, sendo 6, o coeficiente de

e
coancestralidade relativo a populagdes, p o nimero de populagdes avaliadas, n o

nimero total de individuos avaliados nas populagdes, C, o quadrado do

A

coeficiente de variacdo do nimero de individuos (n;) entre as populacdes e F' o

indice de fixacdo para o conjunto das populacdes.
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A populacdo minima vidvel (PMV) calculada corresponde ao nimero de

individuos necessdrios para a manutencao da integridade genética da populagao.
A diferencga (D) entre o tamanho populacional estimado para cada fragmento

(N)eaPMV foi calculada por: D =DA.A - (N, yeerincia) (N, /1)), sendo DA

a densidade absoluta (ind.ha™) (Castro, 2004), A é drea do fragmento (ha),

A

No( referencia) € © tamanho efetivo de referéncia, 150 ou 1.500, para a

conservagcdo a curto e longo prazo, respectivamente (Nunney & Campbell,
1993), 1\7@ ¢ tamanho efetivo populacional e n € o tamanho amostral de cada

fragmento.

Adicionalmente, desvios significativos do equilibrio de mutacdo e deriva
(efeitos de gargalo, por exemplo) sdo importantes de serem detectados e tém
sido analisados no estudo de genética de populacdes (Bacles et al., 2004; van
Rossum & Prentice, 2004; Ramakrishnan et al., 2005). Para isso, utilizou-se o
programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996) para testar se as
populagdes encontram-se em equilibrio entre mutagdo e deriva genética,
conforme metodologia descrita em Cornuet & Luikart (1996). Estes testes
baseiam-se no principio de que populagdes que experimentaram uma recente
reducdo de seu tamanho efetivo populacional (entre 12 geragdes, segundo van
Rossum & Prentice, 2004) exibem uma redug@o mais rapida do nimero de alelos
do que da heterozigosidade esperada (H,) pelas propor¢des de EHW nos locos
polimdrficos. Assim, segundo Luikart et al. (1998), populacdes que passaram
por um recente processo de bottleneck apresentam um excesso tempordrio de
heterozigosidade. Isso faz com que H, se torne maior do que a heterozigosidade
esperada sob equilibrio entre mutacdo e deriva (F]eq), pois esta € calculada a

partir do ndmero de alelos (Cornuet & Luikart, 1996; Piry et al., 1999).
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Conseqiientemente, em uma populagdo que sofreu um recente processo de
bottleneck, H, serd mais alta que Fleq (H, > Fleq).

A andlise foi realizada apenas com os locos em EHW, conforme
sugerido por Lee et al. (2002), assumindo que todos os locos isoenzimaticos
analisados se ajustam ao modelo de mutacdo de infinitos alelos (Kimura &
Crow, 1964). A significincia foi avaliada com o uso do teste signed rank de
Wilcoxon, por ser o mais robusto quando utilizado para menos de 20 locos (Piry

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

4.1 Sistemas enzimaticos

Dos 14 sistemas enzimdticos testados para P. spruceanum, oito foram
selecionados em funcdo da resolu¢do do padrdo de bandas dos locos: dlcool
desidrogenase (ADH), glucose desidrogenase (GDH), B-galactose desidrogenase
(GLDH), glutamato desidrogenase (GTDH), malato desidrogenase (MDH),
peroxidase (PO), sorbitol desidrogenase (SDH) e xiquimato desidrogenase
(SKDH). Alguns padrdes isoenzimdticos obtidos para P. spruceanum estao

representados na Figura 3.
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FIGURA 3. Padrdes isoenzimdticos utilizados para a andlise genética de
Protium spruceanum (Benth.) Engler. A: revelagdo para enzima
peroxidase. B: revelacdo para enzima glutamato desidrogenase.

Os oito sistemas isoenzimdticos utilizados revelaram 24 zonas de
atividade (locos), sendo 10 passiveis de interpretacdo e 20 alelos. Alguns
estudos com espécies florestais, utilizando dados de marcadores isoenzimaticos,
tém usado a partir de quatro locos polimoérficos (veja Telles, 2003; Ng et al.,
2004). Entretanto, Berg & Hamrick (1997) sugerem um minimo de 10 locos

polimérficos nas andlises. Portanto, o presente estudo apresenta suficiéncia na
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amostragem das freqiiéncias alélicas a partir dos 10 locos polimérficos
analisados.

Todas as enzimas apresentaram trés zonas de atividade, tendo as
enzimas ADH, GDH, GLDH, GTDH, SDH e SKDH apresentado uma zona
interpretdvel, na regido mais catddica. As enzimas MDH e PO apresentaram
duas zonas interpretiveis, uma na regido mais catédica e a outra na mais
anddica. Apenas a enzima PO apresentou bandas cromadticas. Todas as enzimas
apresentaram locos de expressdo compativeis com o das enzimas monoméricas e

segregando dois alelos nos locos.

4.2 Freqiiéncias alélicas

As estimativas das freqiiéncias alélicas das populagbes de P.
spruceanum nos cinco fragmentos e no corredor de vegetacdo sdo apresentadas
nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Pela andlise das freqiiéncias alélicas dos 10
locos polimérficos nos cinco fragmentos estudados e no corredor de vegetacao,
verifica-se que ndo ocorreram alelos exclusivos, ja que todos segregaram dois
alelos (Figuras 4 e 5).

Nota-se que, para os fragmentos F1, F2 e F5, ndo houve grande
diferenca nas freqii€ncias dos dois alelos (Figura 4). Considerando que os locos
que estdo em eqiiidade génica (baixa amplitude de variacdo) apresentam
freqiiéncias alélicas entre 0,350 e 0,650 (Frankel et al., 1995), observa-se que,
para o conjunto da populacdo, 50% dos locos apresentam eqiiidade génica ou
freqii€ncias alélicas similares (Tabela 5). Essa proporc¢ao é de 90% no fragmento
F1, 80% no fragmento F2, 10% no fragmento F4a, 30% no fragmento F4b e
100% no fragmento F5. J4 no corredor de vegetacdo, 20% dos locos apresentam
eqiiidade génica, enquanto que, nos eixos FI1-F2, F2-F3, F3-F4 e F4-F5, a
eqiiidade génica foi de, respectivamente, 60%, 30%, 20% e 70% (Tabela 6).
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TABELA 5. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (N) em 10 locos
isoenzimaticos analisados em Protium spruceanum (Benth.)
Engler para o conjunto da populagdo e para os cinco fragmentos.

Fragmentos

Loco Alelo  Conjunto F1 F2 F4a F4b F5

1 0,640 0,617 0,667 0,733 0,700 0,482

ADH 2 0,360 0,383 0,333 0,267 0,300 0,518
N 148 30 30 30 30 28

1 0,671 0,603 0,650 0,850 0,717 0,533

GDH 2 0,329 0,397 0,350 0,150 0,283 0,467
N 149 29 30 30 30 30

1 0,656 0,603 0,643 0,852 0,683 0,500

GLDH 2 0,344 0,397 0,357 0,148 0,317 0,500
N 143 29 28 27 30 29

1 0,657 0,617 0,650 0,850 0,650 0,517

GTDH 2 0,343 0,383 0,350 0,150 0,350 0,483
N 150 30 30 30 30 30

1 0,653 0,600 0,667 0,800 0,733 0,466

SDH 2 0,347 0,400 0,333 0,200 0,267 0,534
N 149 30 30 30 30 29

1 0,645 0,583 0,621 0,828 0,655 0,536

SKDH 2 0,355 0,417 0,379 0,172 0,345 0,464
N 145 30 29 29 29 28

1 0,613 0,650 0,567 0,717 0,600 0,533

MDH-1 2 0,387 0,350 0433 0,283 0,400 0,467
N 150 30 30 30 30 30

1 0,643 0,586 0,650 0,796 0,717 0,467

MDH-2 2 0,357 0,414 0,350 0,204 0,283 0,533
N 146 29 30 27 30 30

1 0,610 0,683 0,600 0,533 0,683 0,550

PO-1 2 0,390 0,317 0,400 0467 0317 0,450
N 150 30 30 30 30 30

1 0,657 0,617 0,650 0,833 0,650 0,533

PO-2 2 0,343 0,383 0,350 0,167 0,350 0,467
N 150 30 30 30 30 30
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Demonstrativo gréafico das freqiiéncias alélicas em 10 locos
isoenzimaticos analisados em Protium spruceanum (Benth.)
Engler nos cinco fragmentos (eixo x: fragmentos F1, F2, F4a, F4b
e F5; eixo y: freqiiéncias alélicas).
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TABELA 6. Freqiiéncias alélicas e tamanho da amostra (N) em 10 locos
isoenzimaticos do conjunto de individuos de Protium spruceanum
(Benth.) Engler ocorrentes no corredor de vegetagao e em cada
eixo separado.

Eixos

Loco Alelo Corredor F1-F2 F2-F3 F3-F4 F4-F5

1 0,744 0,725 0,825 0,825 0,600

ADH 2 0,256 0,275 0,175 0,175 0,400
N 80 20 20 20 20

1 0,714 0,684 0,775 0,816 0,579

GDH 2 0,286 0,316 0,225 0,184 0,421
N 77 19 20 19 19

1 0,706 0,650 0,775 0,825 0,575

GLDH 2 0,294 0,350 0,225 0,175 0,425
N 80 20 20 20 20

1 0,744 0,725 0,800 0,850 0,600

GTDH 2 0,256 0,275 0,200 0,150 0,400
N 80 20 20 20 20

1 0,712 0,650 0,800 0,800 0,600

SDH 2 0,287 0,350 0,200 0,200 0,400
N 80 20 20 20 20

1 0,714 0,625 0,789 0,861 0,600

SKDH 2 0,286 0,375 0,211 0,139 0,400
N 77 20 19 18 20

1 0,606 0,500 0,625 0,550 0,750

MDH-1 2 0,394 0,500 0,375 0,450 0,250
N 80 20 20 20 20

1 0,744 0,778 0,750 0,825 0,625

MDH-2 2 0,256 0,222 0,250 0,175 0,375
N 78 18 20 20 20

1 0,690 0,625 0,650 0,816 0,675

PO-1 2 0,310 0,375 0,350 0,184 0,325
N 79 20 20 19 20

1 0,600 0,525 0,600 0,550 0,725

PO-2 2 0,400 0,475 0,400 0,450 0,275
N 80 20 20 20 20
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FIGURA 5. Demonstrativo grafico das freqiiéncias alélicas em 10 locos
isoenzimaticos de individuos de Protium spruceanum (Benth.)
Engler ocorrentes no corredor de vegetacdo e em cada eixo
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Frankel et al. (1995) conceituam eqiiidade génica como sendo a menor
variacdo das freqiiéncias alélicas numa espécie, sendo, entdo, um indicativo de
maior diversidade genética. Dessa forma, espécies que apresentam menor
variacdo das freqiiéncias alélicas ou maior eqiiidade génica podem manter as
populagdes menos susceptiveis a fixacdo e perda de alelos quando submetidas a
perturbacdes e gargalos genéticos. Assim, populacdes com maior diversidade
genética estariam mais protegidas dos efeitos de deriva do que as que t€m alelos
em baixa freqiiéncia (baixa eqilidade génica), estando estes mais susceptiveis de
serem perdidos.

A semelhanga nas freqiiéncias alélicas de P. spruceanum nos fragmentos
F1, F2 e F5, juntamente com as proporcdes similares de eqiiidade génica, sugere
uma baixa divergéncia entre estes fragmentos. J4 os fragmentos F4a e F4b
apresentam baixa eqiiidade génica, indicando que nestes a espécie estd mais
sujeita aos efeitos de deriva genética. Os resultados sugerem ainda que, em
geral, a diversidade genética de P. spruceanum €é maior nos fragmentos
(eqiiidade génica = 50%) quando comparada ao corredor de vegetagdo (eqiiidade
génica = 20%).

A principio, a eqiiidade génica encontrada parece ser distribuida no
espaco, com os valores menores encontrados no fragmento F4a (10%) e no eixo
do corredor de vegetacdo F3-F4 (20%), ambos localizados entre o eixo do
corredor F2-F3 (30%) e o fragmento F4b (30%), que também apresentaram
reduzida eqiiidade génica. Por outro lado, a eqiiidade gé€nica foi maior nos
fragmentos F1 (90%), F2 (80%) e F5 (100%), estando os eixos do corredor que
apresentam maiores eqiiidades génicas (F1-F2 = 60% e F4-F5 = 70%)
conectados a um dos trés fragmentos que também apresentaram elevada
eqiiidade génica.

Os eixos de corredor conectados em fragmentos com maior densidade de

individuos apresentam maior eqiiidade génica (r de Pearson = 0,422, R’= 0,178).
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Observou-se, ainda, que os eixos de corredor que possuem maior eqiiidade
génica estdo conectados a fragmentos que também apresentam maior eqiiidade
génica (r de Pearson = 0,608, R’ = 0,370). Contudo, tais suposi¢des devem ser
analisadas com cautela, ji que a eqiiidade génica ndo € uma estimativa de
estruturagdo espacial dos gendtipos e nem de fluxo génico. Entretanto, tal
estimativa gera indicios da diversidade genética intrapopulacional e da
divergéncia entre elas e da baixa amplitude de variacdo das freqii€ncias alélicas
entre locais (corredores e fragmentos) vizinhos. Finalmente, foi observada
correlacdo positiva entre tamanho dos fragmentos e heterozigosidade

(r de Pearson = 0,462, R* = 0,213).
4.3 Indices de variabilidade genética

A partir da andlise das freqiiéncias alélicas dos 10 locos isoenzimaticos
foram estimados os indices de diversidade genética dos individuos de P.
spruceanum ocorrentes nos fragmentos e no corredor de vegetacio (Tabelas 7 e
8).

Todos os locos detectados em P. spruceanum apresentaram
polimorfismo (f’) de 100%. O ndmero de alelos por loco (A) foi de 2,0 para os
fragmentos e corredores de vegetacdo, proximos aos encontrados para vdrias
espécies arboreas em estudos utilizando marcadores isoenzimaticos (Bacles et

al., 2004; Botrel & Carvalho, 2004; Casiva et al., 2004; Gusson et al., 2005).

A relagio entre as heterozigosidades médias observadas (H,) e as

esperadas (H,) forneceu indices de fixacdo ( f ) negativos em todos os

fragmentos analisados, evidenciando maior proporcao de heterozigotos (Tabela
7). Entretanto, os valores obtidos nao se diferenciaram estatisticamente de zero,
estando, portanto, em equilibrio de Hardy-Weinberg e indicam, a priori,

auséncia de endogamia para estes fragmentos. No corredor de vegetacdo, apenas

43



A

o eixo FI-F2 apresentou f positivo, entretanto, esta menor propor¢cao de

individuos heterozigotos nao € estatisticamente diferente de zero, a julgar pelo

intervalo de confianca a 95% de probabilidade (Tabela 8).

TABELA 7. Diversidade genética em Protium spruceanum (Benth.) Engler nos
cinco fragmentos estudados. A: nimero médio de alelos por loco,

P : porcentagem de locos polimérficos, H,: heterozigosidade média

observada, H,: heterozigosidade média esperada e f : indice de

fixacao.
A P H, H, f
F1 2,0 1000 0,559 (0,070) 0,480 (0,016) -0,170[-0,414 a 0,068]
F2 2,0 1000 0,552 (0,069) 0,469 (0,015) -0,182[-0,427 a 0,057]
F4a 2,0 100,0 0,333 (0,122) 0,332 (0,083) -0,003 [-0,200 a 0,213]
F4b 2,0 100,0 0,477 (0,038) 0,437 (0,027)  -0,093 [-0,329 a 0,143]
F5 2,0 1000 0,630(0,072) 0,507 (0,002) -0,248* [-0,501 a -0,017]

( ) = desvio padrdo; [ ] = intervalo de confianga; *

probabilidade

= significativo a 5% de

TABELA 8. Diversidade genética dos individuos de Protium spruceanum
(Benth.) Engler ocorrentes em cada eixo corredor de vegetagdo. A:

nimero médio de alelos por loco, P: porcentagem de locos

polimérficos,

H,:

heterozigosidade

média observada, H.:

heterozigosidade média esperada e f : indice de fixag@o.

A

A P H, H, f
F1-F2 2,0 100,0 0,419 (0,106) 0,454 (0,050) 0,078 [-0,254 a 0,342]
F2-F3 2,0 1000 0,392 (0,100) 0,383 (0,071) -0,023 [-0,328 a 0,250]
F3-F4 2,0 1000 0,376 (0,103) 0,336 (0,094) -0,123 [-0,274 a 0,012]
F4-F5 20 1000 0,483(0,044) 0,470(0,041) -0,029[-0,383 a 0,253]

() = desvio padrio; [ ] = intervalo de confianca

Os valores médios estimados de H, sobre os locos de P. spruceanum

para os fragmentos F1 e F2 e para os fragmentos F1 e F5 ndo foram diferentes,

de acordo com seus desvios padrdes. Por outro lado, todas as outras
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comparacdes entre os fragmentos apresentaram diferengas. Os valores de H,
para os fragmentos F1 (0,559), F2 (0,552) e F5 (0,630) sao condizentes com os
valores observados de eqiiidade génica (F1 = 90%, F2 = 80% e F5 = 100%)
(r de Pearson = 0,947, R® = 0,897), corroborando a maior diversidade genética
encontrada nestes fragmentos. Por outro lado, os fragmentos F4a e F4b, que
apresentaram freqiiéncias alélicas eqiiilitariamente menos distribuidas, também
apresentaram menor heterozigosidade para a espécie.

A correlacdo entre eqiiidade génica e heterozigosidade € também
observada no sistema de corredor, onde os eixos que apresentaram maior
eqiiidade das freqiiéncias alélicas (F1-F2 = 60% e F4-F5 = 70%) também
apresentaram maior heterozigosidade (F1-F2 = 0,419 e F4-F5 = 0,483)
(r de Pearson = 0,915, R? = 0,837). A menor heterozigosidade encontrada nos
eixos F2-F3 e F3-F4, apesar de ndo diferente estatisticamente das demais, se
deve a menor eqiiidade génica ou diversidade genética observada nestes eixos,
em funcdo da maior variacdo das freqiiéncias alélicas. Apenas o eixo do corredor
F4-F5 diferiu estatisticamente dos outros, apresentando valor significativamente
maior de H,.

A heterozigosidade esperada (F,) detectada para P. spruceanum nos
fragmentos e corredores de vegetacdo € bem superior ao valor estimado por
Hamrick & Godt (1989) para espécies arbdreas (0,177). A alta diversidade
genética encontrada pode ser explicada pela auséncia de alelos raros, freqiiéncias
alélicas em eqiiidade, flores funcionalmente unissexuais e alta densidade
populacional apresentada pela espécie nos fragmentos. Alguns estudos tém
mostrado a tendéncia de espécies de plantas comuns apresentarem maiores
niveis de diversidade relativamente as espécies raras (Hamrick & Murawski,
1991; Gitzendanner & Soltis, 2000; Cole, 2003).

O sistema de reproducdo interfere na estrutura genética, podendo as

taxas de cruzamento nas espécies arbdreas tropicais variar entre populacdes,
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entre individuos dentro das populacdes e em diferentes eventos reprodutivos
(Murawski & Hamrick, 1991; Nason & Hamrick, 1997). Estas variagdes podem
ser o resultado, entre outros fatores ecolégicos, do tamanho e da densidade da
populacdao (Franceschinelli & Bawa, 2000; Murawski & Hamrick, 1991).
Estudos tém mostrado que a variagcdo na densidade de flores (plant’s floral
neighborhood, senso Feinsinger et al., 1986) em um local tem um grande efeito
no sucesso reprodutivo de plantas (Agren, 1996), ja que individuos em
agregacdes maiores poderiam atrair mais polinizadores ou polinizadores de
melhor qualidade (Burd, 1994; Calvo & Horvitz, 1990; Corbet, 1998). Em
contraste, € observada, com freqii€ncia, baixa produ¢do de frutos e sementes em
locais com menor quantidade de individuos reprodutivos, pois atraem poucas
visitas (Feinsinger et al., 1986; Jennersten & Nilsson, 1993; Kunin, 1997). Neste
contexto, os fragmentos estudados apresentam alta densidade demogréifica
(> 50 ind.ha) de P. spruceanum e apresentam altos niveis de diversidade
genética. Assim, considerando que estes fragmentos possuem também maior
nimero de individuos reprodutivos, tal condicio, provavelmente, permite maior
nimero de recombinacdes e multiplas paternidades nas progénies. Este fato
favorece o aumento dos niveis de diversidade genética em funcdo do aumento
das taxas de cruzamento, conforme discutido por van Treuren et al. (1993) e

Franceschinelli & Bawa (2000).

O indice de fixagdo ( f ) foi significativamente diferente de zero apenas

no fragmento F5, a julgar pelo intervalo de confianga a 95% de probabilidade,
demonstrando excesso de heterozigotos em relacdo ao esperado pelas
propor¢des de EHW (Tabela 7). Este resultado sugere a existéncia de
mecanismos seletivos atuando em favor dos heterozigotos que, segundo Reis
(1996), se fundamenta na diferenca da quantidade de heterozigotos entre

progénies e adultos. Portanto, apenas o estudo com as préximas geracdes
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permitirdo averiguar se ocorre ou ndo a manutengdo dos heterozigotos em P.

spruceanum no fragmento F5.
4.4 Estrutura genética

Os coeficientes de coancestralidade de Cockerham (Cockerham, 1969;
Vencovsky, 1992) para os individuos de P. spruceanum nos fragmentos e
corredores de vegetacdo encontram-se na Tabela 9. As estimativas médias

obtidas mostraram a auséncia de endogamia para o conjunto das populagdes
(F = -0,065) e tendéncia a apresentar maior nimero de heterozigotos nas
populagdes ( f = -0,098), sugerindo que, em média, as populacdes nos
fragmentos ndo sdo endogamicas. Os coeficientes médios de endogamia foram
significativamente diferentes de zero, de acordo com o intervalo de confianca a

95% de probabilidade, demonstrando excesso de heterozigotos em relacdo ao

esperado pelas propor¢oes de EHW.
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TABELA 9. Estimativas dos coeficientes médios de endogamia dentro das
populagdes ( f ), do conjunto das populagdes (F) e da
divergéncia genética entre populacdes (ép) no sistema fragmento-

corredor de vegetacdo estudado para Protium spruceanum

(Benth.) Engler.
Loco ]? F ép
ADH -0,139 -0,105 0,030
GDH -0,075 -0,038 0,034
GLDH -0,090 -0,048 0,038
GTDH -0,065 -0,020 0,042
SDH -0,119 -0,073 0,041
SKDH -0,092 -0,059 0,030
MDH-1 -0,181 -0,177 0,003
MDH-2 -0,110 -0,056 0,048
PO-1 -0,001 0,009 0,010
PO-2 -0,105 -0,075 0,028
-0,098* -0,065* 0,030*

Média [-0.1252-0,069] [-0,095a-0,037]  [0.022 2 0,038]

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

A divergéncia genética entre fragmentos foi baixa (ép = 0,030). Isso

significa que aproximadamente 3% da variabilidade genética encontra-se entre
as populacdes e que 97% desta variabilidade ocorre dentro das populacdes. A
divergéncia encontrada neste trabalho (3%) estd de acordo com o observado em
outras espécies arbdreas tropicais, ou seja, a maior propor¢cdo da variabilidade
genética encontra-se dentro das populacdes (Botrel & Carvalho, 2004;
Dayanandan et al., 1999; Melo Junior et al., 2004; Moraes et al., 1999; Pinto &
Carvalho, 2004; Pinto et al., 2004; White et al., 1999).

Segundo Loveless & Hamrick (1984), as espécies tipicamente alégamas
apresentam variabilidade genética alta dentro de populagdes. A divergéncia entre
populagdes € reduzida com o aumento do fluxo génico (pdlen e ou sementes).

Considerando que P. spruceanum € alégama, com sindromes de entomofilia e
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ornitocoria e os fragmentos estudados sdo proximos, a baixa divergéncia
genética observada entre os fragmentos era esperada e ela pode ser também
efeito do corredor de vegetacdo, permitindo maior troca de alelos entre as
populagdes dos fragmentos, o que poderia ser testado examinando-se fragmentos
semelhantes ndo conectados por corredores. Adicionalmente, as freqiiéncias
alélicas, em geral, equilitariamente distribuidas nos fragmentos, sdo um indicio
de fluxo génico atuando como homogeneizador destas freqii€ncias, contribuindo
para a menor variabilidade genética observada entre os fragmentos.

Os resultados do teste exato de Fischer para verificar se as proporc¢oes
genotipicas se ajustam ao modelo de EHW para cada loco encontram-se na
Tabela 10. O modelo de equilibrio tem como pressupostos cruzamentos
aleatérios, auséncia de mutagdo, migracdo, selecdo, deriva genética e tamanho
infinito das populagdes (Futuyma, 1992). Em geral, a espécie apresenta locos
aderidos ao EHW em todos os fragmentos. Foram detectados desvios
significativos do modelo de equilibrio apenas no loco MDH-1 do fragmento F2 e
nos locos ADH e MDH-2 do fragmento F5. Tais desvios significativos foram
resultantes do excesso de heterozigotos verificado nestes locos. Segundo
Futuyma (1992), a freqiiéncia relativa dos alelos em locos aderidos ao EHW
deve permanecer a mesma de uma geracdo para outra e apenas a redistribuicao
dos alelos dentro dos genétipos da nova geracdo poderd alterar a composicao

genética da populagdo.
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TABELA 10 Probabilidades do teste exato de Fisher para a hipétese do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, para os individuos de Protium
spruceanum (Benth.) Engler nos fragmentos e corredor de

vegetacao.
P (Fisher)
Loco Fragmentos
F1 F2 F4a F4b F5 Co

ADH 0,444 0,423 0,638 0,687 0,021%* 0,768
GDH 0,435 0,708 0,504 1,000 0,461 1,000
GLDH 0,435 0,407 0,454 0,674 0,472 1,000
GTDH 0,444 0,708 0,504 0,708 0,714 1,000
SDH 0,264 0,423 0,307 0,075 0,144 0,790
SKDH 0,147 0,457 1,000 1,000 0,703 1,000
MDH-1 1,000 0,012%* 0,065 1,000 0,139 0,350
MDH-2 0,250 0,708 1,000 0,378 0,025% 0,248
PO-1 1,000 0,711 0,724 1,000 0,265 0,440
PO-2 0,444 0,255 1,000 0,679 1,000 0,489

* = significativo a 5% de probabilidade

As estimativas de distdncia e identidade genética sdo mostradas na
Tabela 11. As andlises de identidade entre os fragmentos foram baseadas na

identidade genética de Nei (1978).

TABELA 11 Distancia (abaixo da diagonal) e identidade genética (acima da
diagonal) de Protium spruceanum (Benth.) Engler entre os
fragmentos analisados.

Fragmentos F1 F2 F4a F4b F5
F1 - 0,994 0,939* 0,987 0,978
F2 0,007 - 0,961 0,995 0,965
F4a 0,079* 0,050 - 0,973 0,868*
F4b 0,002 0,008 0,032 - 0,940
F5 0,010 0,024 0,155* 0,053 -

* = significativo a 5% de probabilidade

A menor identidade genética observada estd entre os individuos de P.
spruceanum amostrados no fragmento F4a e aqueles dos fragmentos F1 e F5,

com valores significativos. Dessa forma, hd coeréncia entre as estimativas de
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heterozigosidade e eqilidade génica detectadas nos fragmentos, que se
mostraram maiores justamente nos fragmentos que apresentam maior identidade
genética para a espécie. Assim, a maior semelhanca nas freqii€ncias alélicas
entre os fragmentos F1, F2, e F5, juntamente com as proporcdes similares de
eqiiidade génica, conduziu a uma menor divergéncia entre estes fragmentos.

A matriz de identidade genética de Nei (1978) foi utilizada como base
para a constru¢do de um dendrograma pelo método UPGMA, que sugere a
existéncia de um padrdo hierdrquico de semelhanca genética da forma
[(2,4b,1),5],[(4a)] (Figura 6). O coeficiente de correlagdo cofenética, que avalia
a existéncia dos agrupamentos obtidos, foi de rc = 0,65. O padrao encontrado de
identidade genética entre os fragmentos &, possivelmente, associado ao fluxo

génico entre estes.

— Frag.2

— Frag.4b

— Frag.1

Frag.5

Frag.4a

0,935 0,951 0,968 0,984 1,000
Identidade genética

FIGURA 6. Andlise de agrupamento das identidades genéticas de Nei
(UPGMA) entre os cinco fragmentos para Protium spruceanum
(Benth.) Engler.
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4.5 Fluxo génico entre fragmentos e corredores

O fluxo génico estimado para o conjunto dos fragmentos foi de 4,2
migrantes por geracdo, indicando considerdvel fluxo gé€nico aparente. A

estimativa do nimero de genitores que trocam alelos ao acaso ou vizinhanga

(N ) foi de 26 individuos (Tabela 12). Segundo Slatkin & Barton (1989), os

valores de Nm e N, determinam se a deriva genética, por si s6, pode produzir

variabilidade genética substancial entre locais. Se estes valores forem superiores
a 1,0, entdo o fluxo génico serd alto o suficiente para prevenir diferenciacio
devido a deriva genética. Apenas o fluxo entre os fragmentos F1 x F4a e F4a x

F5 encontra-se baixo e pode antecipar os efeitos de deriva.
Em geral, os altos valores de Nm e N , estimados podem decorrer,

entre outros fatores, do grande tamanho populacional da espécie na drea
estudada e dos mecanismos eficientes de dispersdo de sementes (aves) e pdlen
(abelhas), resultando na alta variacdo genética dentro dos fragmentos e baixa

entre eles (Hamrick & Loveless, 1986; Loveless & Hamrick, 1984).
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TABELA 12. Fluxo génico (1\7m) e tamanho da vizinhanca (1\7 ,) obtidos a

partir das estimativas de divergéncia genética (6,) dos cinco

fragmentos para Protium spruceanum (Benth.) Engler. N:
nimero de individuos analisados; nf: nimero de fragmentos

analisados.

Fragmentos N nf ép Nm 1\7})
FleF2 60 2 0,010 8,9 56
F1 e F4a 60 2 0,077* 0,7 5
F1 e F4b 60 2 0,001 31,2 196
F1eF5 60 2 0,007 6,2 39
F2 e Fd4a 60 2 0,048 1,2 7
F2 e F4b 60 2 0,010 7,8 49
F2 e F5 60 2 0,020 2,5 16
F4a e F4b 60 2 0,031 1,9 12
FdaeF5 60 2 0,153* 0,3 2
F4b e F5 60 2 0,051 1,1 7

Todos os fragmentos 150 5 0,037 4,2 26

* = significativo a 5% de probabilidade

Cabe ressaltar que o valor do fluxo génico calculado a partir da
divergéncia genética reflete o fluxo que ocorreu durante um longo periodo. A
estimativa ndo indica se estd havendo fluxo génico em determinado evento
reprodutivo, mas calcula os niveis que devem ter ocorrido para produzir os
padroes observados de estrutura genética (Smouse & Sork, 2004).
Adicionalmente, os resultados obtidos ndo refletem uma estrutura genética de P.
spruceanum em funcdo da fragmentacdo florestal, pois apenas o fragmento F4a
apresentou baixo fluxo génico (Tabela 12). Entretanto, considerando a situagio

praticamente irreversivel da fragmentacdo das populacdes de P. spruceanum, o
menor fluxo génico estimado entre F4a e os outros fragmentos ( Nm paa x ;i< 1,9)
pode acarretar, no futuro, aumento nos niveis de diferenciacdo genética, por

deriva (Wright, 1951), entre o fragmento F4a e os demais, de acordo com os

valores estimados, entre 0,3 e 1,9 migrante. A amostragem de progénies dos
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fragmentos pode auxiliar o entendimento do comportamento das
heterozigosidades e do fluxo génico em fun¢do do processo de fragmentacao.

Com excecao do fragmento F4a, todos estdo fortemente relacionados ao
fragmento F1, seja pela baixa divergéncia genética ou pelo alto fluxo génico
observado para P. spruceanum entre tais fragmentos (Tabela 12). Desse modo,
hd, possivelmente, movimento de pélen e sementes suficientemente atuando na
menor diferenciacdo da espécie entre os fragmentos F1, F2, F4b e F5 e
permitindo a homogeneizacdo das freqii€ncias alélicas. Segundo Hartl & Clark
(1997), quando o fluxo génico entre populacdes excede a quatro migrantes por
geracdo, ocorre a homogeneizagdo dos alelos entre estas, que funcionam como
populagdes panmiticas. Conforme os resultados, o nimero de migrantes dos
fragmentos F2, F4b e F5 com o fragmento F1 &, respectivamente, de 8,9, 31,2 e
6,2. Portanto, o nimero de migrantes por geracio (> 4) entre estes fragmentos é
suficiente para contrapor os efeitos da deriva genética (Hartl & Clark, 1997,
Wright, 1951).

Na drea de estudo, sdo observados como visitantes mais freqiientes Apis
mellifera e Trigona sp. (Apidae), sendo o comportamento oportunista desta
familia relatado em diversos habitats (Carvalho & Marchini, 1999; Ramalho,
1990). Lorenzon et al. (2003) observaram essa estratégia pela dominincia das
operérias na exploracdo de algumas espécies de plantas, que se encontravam
agrupadas e em alta densidade nos locais estudados. Segundo Agren (1996), o
sucesso reprodutivo das plantas pode estar associado com a agregacdo dos
individuos reprodutivos, sendo que individuos em agregacdes maiores poderiam
atrair mais e eficientes polinizadores e, assim, resultar em maior producio de
frutos (Corbet, 1998).

Nesse contexto, considerando que € alta a densidade de individuos de P.
spruceanum no fragmento F1 (850,0 ind.ha™) e que os frutos da espécie sdo

dispersos por aves, € provdvel que tais dispersores estejam definindo sua rota
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visitando o fragmento F1, em busca de recursos. Esse argumento pode ser
sustentado, principalmente, pelo fato de o fragmento F1 (1 ha) estar localizado
entre os fragmentos F2, F4b e F5 e, provavelmente, atua como um stepping-
stone (Kimura & Weiss, 1964), facilitando a troca de alelos entre eles. Pequenos
remanescentes florestais tém sido relatados na literatura como hdbitats ou
stepping-stone para aves, contribuindo para a conexdo entre remanescentes
florestais (Estrada et al., 2000; Fischer & Lindenmayer, 2002).

Altos niveis de fluxo génico diminuem a perda de diversidade genética e
manté€m a viabilidade das populacdes a longo prazo (White et al., 1999, 2002).
Com isso, pequenos fragmentos florestais (fragmento F1) podem atuar como
stepping-stone importantes para o fluxo génico entre fragmentos, promovendo a
conectividade e aumentando a variabilidade genética das populacdes (Chase et
al., 1996; White et al., 1999, 2002). O fragmento F1 é importante também para a
espécie P. spruceanum devido a maior densidade de individuos da espécie
(850,0 ind.ha™) e alta diversidade genética (H, = 0,480).

A hipétese de homogeneizacdo das freqiiéncias alélicas decorrente do
maior fluxo génico estimado dos fragmentos F2, F4b e F5 com o fragmento F1 é

reforcada, ainda, pela baixa divergéncia genética e alto fluxo génico observado
para P. spruceanum entre os fragmentos F2 e F4b (Nm = 7,8) e entre os

fragmentos F2 e F5 (Nm = 2,5), mesmo sendo, entre os fragmentos estudados,
os mais distantes (> 1.300 m).
Supondo ainda a homogeneizacdo dos alelos entre os fragmentos F1, F2,

F4b e F5, apenas os individuos de P. spruceanum nos fragmentos F4b e F5
foram menos similares geneticamente (ép = 5,1%). Entretanto esta divergéncia

nido foi estatisticamente significativa, a 95% de probabilidade. Além de o
fragmento F4b se localizar em microbacia diferente do fragmento FS5,

possivelmente, os padrdes genéticos destas populacdes nos fragmentos resultam
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da heterogeneidade ambiental e de pressdes seletivas diferenciais (Heywood,
1991; Loveless & Hamrick, 1984). Segundo Dutech et al. (2005) e van Rossum
& Prentice (2004), processos microevolutivos podem atuar no padrdo espacial

da variabilidade genética e conduzir a diferenciagdo das populagdes.
A andlise da divergéncia genética (ép) de P. spruceanum em cada par
de fragmento se mostrou, em geral, baixa (Tabela 12). Valores significativos

foram encontrados nas comparagdes F1 x F4a (ép = 7,7%) e Fd4a x F5

(ép = 15,3%), quando comparados aos demais pares (ép < 5,1%), mostrando

que a divergéncia ndo ocorreu por acaso. Provavelmente, a divergéncia genética
significativa dos individuos de P. spruceanum do fragmento F4a com os dos
fragmentos F1 e F5 pode ser em funcdo de sele¢do local para micro-habitat.
Enquanto os individuos de P. spruceanum, no fragmento F4a, ocorrem com
maior freqiiéncia, préximo a borda, em local menos Umido e similar ao dos
corredores de valo, os individuos da espécie nos fragmentos F1 e F5 ocorrem
abrangendo grande parte do fragmento, que pode ser determinada pelo solo
encharcado quase que em cardter permanente. Entretanto, para verificar se a
divergéncia genética encontrada entre esses fragmentos ocorre devido ao efeito
de selecdo local, devido as diferencas de umidade no solo, estudos
complementares deverdo ser realizados. A divergéncia genética detectada pode
estar associada, ainda, ao fato de que os fragmentos F1 e F5 estdo em uma
microbacia diferente da do fragmento F4a.

Os resultados indicam que os individuos de P. spruceanum que ocorrem

no fragmento F4a apresentam menor divergéncia genética com aqueles do
fragmento F4b (ép = 3,1%). Provavelmente, este resultado se deve a

proximidade destes fragmentos (333 m) e a localizacdo das duas populag¢des na

mesma microbacia, facilitando o fluxo de alelos (Nm Fda x F4b = 1,9) e
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contribuindo para a menor divergéncia genética da espécie detectada entre eles.

Os individuos de P. spruceanum do fragmento F4a apresentam menor
divergéncia genética também com aqueles do fragmento F2 (ép = 4,8%).

Provavelmente, o corredor de vegetacdo atua como fonte de fluxo génico para o

fragmento F4a e pode ser corroborada pelo fluxo deste com o fragmento F2

(Nm B2 x F4a = 1,2), ambos localizados entre os corredores F2-F3 e F3-F4.
Assim, o corredor de vegetacdao (eixos F2-F3 e F3-F4) pode ser responsivel
pelas trocas de alelos de P. spruceanum entre os fragmentos F2 e F4a,
implicando numa contribui¢do imprescindivel para a manuten¢do da dindmica
demogréfica e do fluxo génico da espécie entre estes fragmentos. Dessa forma,
observa-se que os individuos da espécie no fragmento F4a apresentam maior
fluxo génico com aqueles do fragmento vizinho F4b e a menor divergéncia entre
os fragmentos F2 e F4a pode ser efeito do corredor de vegetacdo (eixos F2-F3 e
F3-F4).

A hipétese de que o corredor de vegetacdo (eixo F2-F3 e eixo F3-F4)
contribui para as trocas de alelos entre os fragmentos F2 e F4a é corroborada
pelos resultados de divergéncia genética e de fluxo génico de P. spruceanum
entre os fragmentos e corredores (Tabela 13). Observa-se que o fragmento F4a

apresenta maior fluxo génico justamente com os eixos F2-F3 e F3-F4.
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TABELA 13. Fluxo génico (1\7m) e tamanho da vizinhanca (1\7 ,) obtidos a

partir das estimativas de divergéncia genética (6,) entre os

fragmentos e corredores de vegetacdo para individuos de
Protium spruceanum (Benth.) Engler. N: nimero de individuos
analisados; np: niimero de populacdes analisadas.

Fragmentos/corredores N Np ép Nm ]{;b
Fl e F1-F2 50 2 0,003 18,3 115
F1 e F2-F3 50 2 0,036 1,7 10
F1 e F3-F4 50 2 0,071 0.8 5
F1 e F4-F5 50 2 0,013 4,6 29
F2 e F1-F2 50 2 0,009 6,7 42
F2 e F2-F3 50 2 0,015 4,1 26
F2 e F3-F4 50 2 0,049 1,2 8
F2 e F4-F5 50 2 0,004 14,8 93
F4a e F1-F2 50 2 0,053 1,1 7
F4a e F2-F3 50 2 0,008 7,7 48
F4a e F3-F4 50 2 0,038 1,6 10
F4a e F4-F5 50 2 0,073 0,8 5
F4b e F1-F2 50 2 0,007 9,6 60
F4b e F2-F3 50 2 0,001 78,1 490
F4b e F3-F4 50 2 0,026 24 15
F4b e F4-F5 50 2 0,002 34,7 218
F5e F1-F2 50 2 0,040 L5 9
F5 e F2-F3 50 2 0,105% 0,5 3
F5 e F3-F4 50 2 0,148%* 04 2
F5 e F4-F5 50 2 0,018 3.4 22

Todas as populacdes 230 9 0,030 6,4 40

* = significativo a 5% de probabilidade

Em geral, todos os fragmentos apresentaram maior fluxo génico com os
corredores aos quais se conectam. Mais uma vez, a hipétese de homogeneizacao
das freqiiéncias alélicas, decorrente do maior fluxo génico entre os fragmentos
F1, F2, F4b e F5, é corroborada, pois estes fragmentos apresentaram menor
divergéncia genética e maior fluxo génico com os corredores F1-F2 e F4-F5,

espacialmente localizados entre estes fragmentos.
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Os individuos de P. spruceanum do fragmento F4b foram os que
apresentaram maior fluxo génico com os corredores de vegetacdo, com média de
31 migrantes. O alto fluxo génico estimado de 78,1 migrantes da espécie entre o
fragmento F4b e o eixo de corredor F2-F3 se deve, provavelmente, pela maior
similaridade genética, talvez ao acaso.

Considerando ainda que a hipétese de homogeneizacdo das freqiiéncias
alélicas decorre do maior fluxo génico da espécie entre os fragmentos F1, F2,
F4b e F5 e com os corredores F1-F2 e F4-F5, espacialmente localizados entre
estes fragmentos, acredita-se que, entre os eixos F2-F3 e F3-F4, o eixo F2-F3 é o
que mais retém a diversidade genética oriunda do fluxo génico homogeneizador.
Esta evidéncia pode ser comprovada pelo fato de que a espécie, independente do
fragmento, apresentou maior fluxo génico com o eixo F2-F3, em comparacio

com o F3-F4 e, finalmente, explica a maior divergéncia genética observada para
a espécie, entre o fragmento F5 e o eixo F3-F4 (ép = 14,8%), significativa a

95% de probabilidade.

A unidade panmitica ou vizinhanga (N » ) estimada para o conjunto dos
fragmentos estudados e entre os fragmentos com o corredor de vegetacdo é,
respectivamente, de 26 e 40 individuos de P. spruceanum, ou seja, estes
compdem, em média, os grupos parentais que trocam alelos ao acaso (Slatkin &
Barton, 1989) (Tabelas 12 e 13). As estimativas indiretas da vizinhanga também
foram da mesma ordem de magnitude do Nm , conforme relatado por Eguiarte
et al. (1993). Menores valores de N , foram observados nas comparacdes do

fragmento F4a com os demais, entre 2 e 12 individuos (Tabela 12). Estes valores
indicam que a variabilidade genética da espécie neste fragmento estéd distribuida
entre poucos grupos. Um nimero menor de individuos em uma mesma unidade
de area, segundo Reis (1996), implica em aumento da divergéncia entre as

vizinhancas, em decorréncia do aumento interno dos niveis de endogamia,
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alterando a estrutura genética da populagdo a médio prazo. Assim, para o
fragmento F4a, uma reducdo da vizinhanga poderd conduzir ao aumento da
endogamia (Wright, 1969), inviabilizando o remanescente populacional
(Ellstrand & Ellan, 1993; Hall et al., 1996). Dessa forma, a manutencio e a

conservacdo dos corredores F2-F3 e F3-F4 seriam medidas plausiveis para
assegurar a maior vizinhanga (N , =48 ¢ N , = 10, respectivamente) que a

espécie possui neste fragmento, minimizando os efeitos da baixa vizinhanca
reprodutiva (Feinsinger et al., 1986; Jennersten & Nilsson, 1993; Kunin, 1997)
com os outros fragmentos.

O teste de Mantel (Manly, 1997) mostrou que nio existe uma relacao
entre as distancias geogréficas e as distancias genéticas estimadas (r,, = -0,079)
(Figura 7), evidenciando a baixa divergéncia genética e o considerdvel fluxo
génico de P. spruceanum entre os fragmentos. Em futuros estudos, a fim de
proceder a investigagdes mais refinadas de andlise espacial da variabilidade
genética interpopulacional de P. spruceanum, seria interessante que se
amostrassem maior nimero de populagdes e em mais localidades (Gonzales &
Hamrick, 2005; Slatkin & Barton, 1989; van Rossum & Prentice, 2004; Wright,
1943). Essas informagdes iriam contribuir, ainda, para a elaboracdo de um
programa efetivo de conservagdo in situ e de coleta, conservacdo e exploragdo

do germoplasma.
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FIGURA 7. Comparacdo entre a matriz de distancia genética (é ») e de distancia

geogrifica (metros) entre fragmentos para Protium spruceanum
(Benth.) Engler utilizando o teste de Mantel.

4.6 Distribuicio espacial dos genétipos dentro dos fragmentos

Para a maioria das espécies arbéreas, a maior parte da diversidade
génica € constituida pela variagdo genética dentro das populacdes (Hamrick &
Godt, 1989), ocorrendo o mesmo para P. spruceanum, conforme resultados de
estrutura genética. Adicionalmente, observou-se auséncia de correlacdo entre a
posicdo geogréfica e a distancia genética das populagdes. Dessa forma, torna-se
necessario investigar como se organiza espacialmente a variabilidade genética
intrapopulacional nos fragmentos.

As coordenadas x e y, obtidas no campo, de cada individuo amostrado,
foram utilizadas para obter os graficos (Figura 8) de posi¢do espacial dos
individuos com o uso do programa SGS (Degen, 2003), assim como as
distdncias minimas, maximas e médias entre os individuos amostrados de P.

spruceanum nos fragmentos e no corredor de vegetacdo (Tabela 14). A
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ocorréncia de P. spruceanum nos fragmentos coincide com a presengca dos
cursos d’4dgua, apesar deste ndo estar indicado na Figura 8. Especialmente nos
fragmentos F1 e F5, a ocorréncia da espécie abrange grande parte do fragmento,
podendo ser determinada pelo solo encharcado quase em cardter permanente.
Castro (2004) observou a presenga de Gleissolo Haplico Tb distréfico no

fragmento F1, caracterizando um local de maior umidade.
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amostradas nos cinco fragmentos.
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TABELA 14. Distancias minimas, mdximas e médias, em metros, do préximo
individuo amostrado de Protium spruceanum (Benth.) Engler em
cada fragmento, no corredor de vegetacdo (Co) e nos eixos do Co
que interligam os fragmentos. n: tamanho amostral.

Cédigos n Minima Maiéxima Média

Fragmentos F1 30 1,24 57,37 4,83

F2 30 2,83 153,39 9,61

F4a 30 1,41 154,50 5,79

F4b 30 3,61 255,95 8,42

F5 30 15,81 323,54 19,67

Corredor Co 80 6,40 1.926,18 19,46

Eixos do Co

Fragl - Frag2 F1-F2 20 8,00 374,35 16,51
Frag? - Frag3 F2-F3 20 8,06 448,48 16,21
Frag3 - Fragd F3-F4 20 7,28 506,50 23,08
Frag4 - Frag5 F4-F5 20 6,40 590,27 24,90

A distribui¢@o espacial dos genétipos de P. spruceanum, dentro de cada
fragmento e nos corredores de vegetacdo, foi obtida por meio do coeficiente I de
Moran e pelo coeficiente de coancestria de Ritland (1996) entre plantas, para
cada classe de distincia. Os valores para a autocorrelacdo espacial por meio da
estatistica I de Moran, para os fragmentos e para o corredor de vegetacao,

respectivamente, encontram-se nas Tabelas 15 e 16.
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Tabela 15. Coeficientes de autocorrelacdo espacial dos genétipos (I de Moran) de Protium spruceanum (Benth.) Engler
nos cinco fragmentos. Lc = Limite das classes de distancias (m) e Nc = nimero de pares de comparagdes por classe.

Fragmento F1 Fragmento F2 Fragmento F4a Fragmento F4b Fragmento F5

Lc  Nc 1 Lc  Nc 1 Lc Nc 1 Lc  Nc 1 Lc Nc 1
7 29 0,15 13 29 0,03 10 37 0,04 16 80 -0,07 28 32 -0,16
14 83 -0,14 26 69 0,02 20 50 0,17% 32 74  -0,18 56 71 0,02
21 87 0,03 39 75 -0,05 30 50 0,07 48 65 0,02 & 79 -0,07
28 74 -0,08 52 60 -0,12 40 45 -0,11 64 34 -0,04 112 63 -0,04
35 68 0,02 65 48  -0,02 50 42 -0,05 80 54 0,04 140 52 0,02
42 60 -0,09 78 37 0,05 60 39 -0,17 9% 48 -0,15 168 45 -0,05
91 35  -0,01 70 33 -0,12 196 32 -0,03
104 31 -0,13 80 31 -0,22% 224 27 -0,12

* significativo a 5% de probabilidade

Tabela 16. Coeficientes de autocorrelacdo espacial dos genétipos (I de Moran) de Protium spruceanum (Benth.) Engler
nos corredores de vegetacdo. Lc = Limite das classes de distdncias (m) e Nc = n°® de pares de comparagdes por classe.

Corredor F1-F2 F2-F3 F3-F4 F4-F5
Lc Nc 1 Lc Nc 1 Lc Nc 1 Lc Nc 1 Lc Nc 1
128 365 0,00 80 70 -0,06 112 74 -0,03 127 88 -0,02 145 58 -0,11
256 363 -0,01 160 43 -0,08 224 61 -0,17* 254 51 -0,16 290 39 -0,08
384 288  -0,02 240 42  -0,07 336 38 0,10* 381 38 0,01 435 30 -0,03
512 246  -0,03 320 29 0,03 448 16 -0,08 508 13 -0,03 580 61 0,00
640 206  -0,02
768 69 0,01
896 73 -0,01
1.024 93 -0,02

* significativo a 5% de probabilidade
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A Figura 9 é o demonstrativo gréfico dos coeficientes / de Moran e de

coancestria dos individuos de P. spruceanum nos fragmentos e no corredor de

vegetacdo. Observa-se que a estimativa do coeficiente de coancestria apresentou

comportamento, em geral, semelhante ao obtido pelo coeficiente / de Moran, em

todos os fragmentos e corredores.
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FIGURA 9. Correlogramas para o coeficiente / de Moran e coeficiente de
coancestria por classes de distincia para individuos de Protium
spruceanum (Benth.) Engler; --- intervalo de confianca a 95% de

probabilidade) (continua)
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(FIGURA 9, continuagao)
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(FIGURA 9, continuagao)
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A média do coeficiente I de Moran, representada pela reta paralela ao
eixo x nos graficos (Figura 9), significa auséncia de estrutura genética espacial
dos individuos nos fragmentos e corredores, pois apresenta valores negativos e
ndo significativos. A auséncia de estruturacdo genética ndo significativa nos

7

fragmentos e corredores é observada em todas as classes, exceto para o
fragmento F4a e para o eixo do corredor F2-F3. Especialmente no fragmento
F4a, em que o coeficiente / de Moran € positivo e significativo na classe de
distancia até 20 m, nota-se que os valores / de Moran em um correlograma nao
sdo independentes entre si. Segundo Diniz-Filho (1998), é possivel encontrar um
ou mais valores significativos, o que ndo significa que o correlograma como um

todo também o seja. Entretanto, a estimativa do coeficiente de coancestria
(éxy = 0,09; P = 0,01) até 20 m de distancia, no fragmento F4a, significa que

existe 9% de probabilidade, aproximadamente, de amostrarem-se dois alelos em
dois individuos e eles serem idénticos por descendéncia. Assim, as estimativas
de coancestria obtidas confirmam os resultados obtidos pelo coeficiente / de
Moran, ou seja, as arvores de P. spruceanum espacialmente préximas, no
fragmento F4a, s@o significativamente mais aparentadas entre si do que arvores
localizadas espacialmente mais distantes.

No eixo de corredor F2-F3, o coeficiente I de Moran (Tabela 16) e
-0,09; P =

coancestria (0 = 0,01) apresentaram valores negativos e
xy
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significativos na classe de distincia até 224 m e positivos e significativos na
classe de distancia de 336 m (éxy =0,07; P =0,01). Entretanto, estes resultados

ndo confirmam se hd tendéncia de estruturagdo espacial dos genétipos em
individuos mais distantes. Este resultado pode ser efeito da amostragem, menos
que 30 pares de comparacdes nas ultimas classes (Tabela 16), tornando os
coeficientes que compdem o correlograma menos comparaveis (Doligez & Joly,
1997). Adicionalmente, foi observada distribui¢do aleatéria dos gendtipos ao
analisar os coeficientes I de Moran e de coancestria para o conjunto dos
individuos do corredor de vegetacdo (Co), em que o nimero de pares de
comparacdes (> 69) permite confirmar tal distribuigdo.

Nos fragmentos F1, F2, F4b e F5 e no corredor de vegetacio, os valores
estimados para o coeficiente / de Moran e de coancestria foram bem préximos a
zero ou negativos, ndo significativos a 95% de probabilidade. Estes resultados
sugerem a ocorréncia de distribuicdo aleatéria dos genétipos de P. spruceanum
nestes fragmentos e no corredor de vegetagdo que se deve, possivelmente, ao
fato de o fluxo génico estar ocorrendo em quantidade suficiente para evitar a
divergéncia aleatdria das freqiiéncias génicas locais (Dewey & Heywood, 1988;
Doligez & Joly, 1997).

A taxa de cruzamento dentro das populacdes € influenciada por vérios
fatores ecoldgicos, como densidade de plantas (Burd, 1994; Calvo & Horvitz,
1990; Corbet, 1998; Hall et al., 1994; Obayashi, et al., 2002; van Treuren, 1993),
nimero de flores por planta (Feinsinger et al., 1986; Franceschinelli & Bawa,
2005), comportamento do polinizador (Ghazoul et al., 1998), sincronia no
florescimento e padrdes fenoldgicos (Hall et al., 1994; Hall et al., 1996), além de
fatores genéticos, como a variagdo na auto-incompatibilidade. A taxa de
cruzamento é aumentada com a densidade de plantas (Burd, 1994; Calvo &
Horvitz, 1990; Corbet, 1998; Hall et al., 1994; Murawski & Hamrick, 1991;
Murawski et al., 1994; Obayashi, et al., 2002; van Treuren, 1993).
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Na 4rea do presente trabalho, um estudo em andamento sobre a biologia
reprodutiva de P. spruceanum tem revelado que a floragdo da espécie apresenta
picos ou pulsos de floragdo rapidos e altamente sincronicos. Individuos
florescendo sincronicamente em uma populagdo atraem maior nimero de
visitantes florais, aumentam as taxas de visitas as flores e o transporte de pdlen
entre plantas (Primack, 1980) e, conseqiientemente, elevam os niveis de
polinizacdo (Augspurger, 1981). Adicionalmente, as densas inflorescéncias de P.
spruceanum podem funcionar como unidades de atragdo para os visitantes
florais. Sendo assim, a alta densidade de individuos de P. spruceanum
(> 50,0 ind.ha'), associada ao sistema reprodutivo da espécie (flores
funcionalmente unissexuais) deve favorecer o aumento dos niveis de diversidade
genética (H, > 0,477) em fungio do aumento das taxas de cruzamento, evitando
a divergéncia aleatdria das freqiiéncias génicas nos fragmentos F1, F2, F4b e F5
e no corredor de vegetacdo. A avaliacdo do sistema de reproducdo nas
populagdes de P. spruceanum pode melhor esclarecer esta hipdtese. Ward et al.
(2005), em uma revisao, nao encontraram nenhum estudo do sistema reprodutivo
de espécies arbdreas neotropicais pertencentes a familia Burseraceae.

Segundo Hamrick et al. (1993), em dreas com alta densidade de
individuos, as sementes provenientes de diferentes arvores se sobrepdem,
originando uma mistura de diferentes progénies e, nesses casos, & esperada uma
fraca estruturagdo genética espacial.

Por outro lado, a estrutura genética espacial de P. spruceanum observada
no fragmento F4a pode ser decorrente da dispersdo limitada de pdlen e
sementes, que tem sido reportada como a maior causa da estrutura genética
espacial dentro das popula¢des (Wright, 1943; Latta et al., 1998). Possivelmente,

ocorrem cruzamentos restritos aos individuos deste fragmento, ja que é baixo o

fluxo génico observado com os demais fragmentos (Nm < 1,9). Ainda, a

existéncia de estrutura genética espacial, na presenca de fluxo de pdlen
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homogeneizador dentro das populacdes, pode ser conseqiiéncia de dispersdao
restrita de sementes (Smouse & Peakall, 1999), o que se aplicaria a P.
spruceanum no fragmento F4a, de acordo com a estruturagdo genética espacial
significativa detectada na classe de distincia até 20 m. Provavelmente, os
vetores de dispersdo de sementes, neste fragmento, ndo sdo suficientemente
eficientes e, com isso, muitas das sementes podem ser dispersas nas vizinhancas
das drvores maternas, dando origem a estrutura genética espacial, na qual
individuos préximos tendem a serem mais semelhantes entre si do que
individuos espacialmente distantes. Para confirmar, seria necessario inferir sobre
o sucesso de estabelecimento das plantulas no local e avaliar a estrutura genética
destes regenerantes.

Segundo Franceschinelli & Kesseli (1999), os polinizadores podem ser
induzidos a visitarem maior nimero de flores por planta em algumas
populagdes, o que pode restringir o fluxo de pélen. Assim, considerando que os
vetores de polinizacdo favorecessem a reproducdo entre os individuos
aparentados espacialmente proximos, tal situacdo poderia causar endogamia na
descendéncia, conforme relatado para diversas espécies arbéreas tropicais que
apresentaram estrutura genética espacial (Murawski & Hamrick, 1991; Hall et
al., 1996; Boshier et al., 1995; Sebbenn et al., 2000; Souza et al., 2003). Isso
pode conduzir ao aumento da endogamia para niveis superiores aos esperados
em populacdes em EHW. A curto prazo, a perda de variabilidade genética pode
reduzir a aptidio individual da espécie, inviabilizando o remanescente
populacional (Ellstrand & Ellan, 1993).

A distribuicdo ndo aleatdria dos genétipos de P. spruceanum no
fragmento F4a pode ser em funcdo ainda de sele¢do local para micro-habitat
(Loveless & Hamrick, 1984). Entretanto, para verificar se a estrutura genética
espacial encontrada no fragmento F4a ocorre devido ao efeito de selecdo local,

vérias geragdes deveriam ser estudadas, conforme sugerem Tokunaga & Ohnishi
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(1992). Assim, com a possivel variagdo do padrdo nas geracdes seguintes, a
hipétese de selecdo para micro-hdbitats especificos, como geradora da agregacdo
de alelos, poderia ser rejeitada.

Com base nos correlogramas dos coeficientes de coancestria para P.
spruceanum nos fragmentos F1, F2 e F4a, foram observados valores positivos
nas primeiras classes de distancias, indicando algum grau de parentesco entre os
individuos. As distincias representadas por estas classes, além de informacao
importante para o manejo, seriam uma indicacdo do distanciamento minimo
entre os individuos a serem amostrados, visando a coleta de sementes para
programas de melhoramento genético e recuperacdo de &dreas degradadas,
maximizando a amostragem a para obtencdo de variabilidade genética.

Especialmente no fragmento F4a, observa-se que, a partir de 40 m,
houve uma acentuada queda na curva do correlograma, culminando na maior
autocorrelacdo negativa e significativa (I = -0,22; P = 0,02) na classe de 80 m
(Figura 9). Isso sugere que drvores de P. spruceanum, localizadas até 40 m
distantes entre si, possam apresentar algum grau de parentesco e, a partir dessa
distancia, as 4rvores passam a apresentar um padrdo aleatério e divergente em
termos de freqiiéncias alélicas. Com isso, para o fragmento em questdo, uma
amostragem de individuos distanciados a partir de 40 m entre si promoveria uma

maior probabilidade de aquisicdo de sementes com maior variabilidade genética.
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4.7 Tamanho efetivo populacional

Os valores de tamanho efetivo (1\7@) observados tratam da

representatividade genética das amostras e indicam o quanto os individuos

amostrados nos fragmentos corresponderiam em uma popula¢do panmitica ideal.
Nos fragmentos F4a e F4b, o N, foi préximo ao nimero de individuos

amostrados (Tabela 17). O maior nimero de individuos heterozigotos, indicado

pelos indices de fixacdo negativos observado nos demais fragmentos, gerou
valores maiores de N, , visto que os heterozigotos, por carregarem sempre dois

alelos distintos, representam um maior nimero de individuos na populagdo.
Assim, a representatividade genética dos individuos em uma populagdo estd

associada com as condi¢des de heterozigose (Sebbenn et al., 2003). Nesse
sentido, os valores de N, observados reafirmam a existéncia de baixa

endogamia para a espécie nos fragmentos estudados, j4 que os tamanhos efetivos
calculados para cada um dos fragmentos, com excecdo do fragmento F4a, foi
superior ao ndmero de individuos amostrados.

As estimativas dos tamanhos efetivos populacionais sdo indicadores
instantdneos da representatividade genética das amostras obtidas. Com isso,
vérios fatores dinamicos da distribuicdo de freqii€ncias alélicas ndo estdo sendo
levados em consideracdo, tais como flutua¢des do tamanho populacional entre
geracdes, variagdo de fertilidade entre os individuos, estrutura de idades e
sobreposicdo de geragdes e tamanho de vizinhanga, como apontado por Frankel

et al. (1995).
Contudo, o 1\7@ ¢ um parametro muito importante nas atividades de

preservacdo de germoplasma, coleta de sementes e conservagdo genética in sifu,
auxiliando projetos de manejo e conservacdo genética das espécies. Segundo

Vencovsky (1987), informacdes a respeito da representatividade genética das
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matrizes da populagcdo (N . ) sdo importantes para a maximizagao das atividades
de coleta de sementes, permitindo, entdo, calcular o niimero de matrizes a serem
amostradas. Conforme o Ne obtido para o conjunto das populacdes dos

fragmentos, recomenda-se, para a coleta de sementes de P. spruceanum, uma
amostragem em pelo menos 35 d4rvores matrizes, garantindo, assim, a
manutenc¢do da variabilidade genética nas sementes.

Vencovsky (1987) sugere, ainda, que, para a coleta de sementes e
conservacdo de germoplasma, a amostragem deve ser aleatéria, ndo nas
sementes e sim nas matrizes, tomando-se o cuidado de amostrar igual nimero de
sementes do maior nimero possivel de plantas genitoras. Com essa prética,
reduz-se a variincia do nimero de gametas contribuidos pelas plantas genitoras
e aumenta-se o tamanho efetivo. No enriquecimento da vegetacdo ou
recuperacgdo de dreas, a coleta de sementes a partir deste principio proporcionara
infinitas novas recombinacdes genotipicas na populacdo, elevando o potencial

evolutivo.

TABELA 17. Tamanho efetivo (1\7 . ), nimero de individuos amostrados (n) € a
diferenca (D) entre o tamanho populacional estimado e a
populacdo minima vidvel (PMV) requerida para as populacdes de
Protium spruceanum (Benth.) Engler.

150* 1.500*
Fragmentos N n N,/n  PMV D PMV D
F1 36 30 1,20 125 726 1.245 -395
F2 37 30 1,22 123 237 1.227 -867
Fda 30 30 1,00 150 393 1.496 -953
F4b 33 30 1,10 136 616 1.361 -608
F5 40 30 1,33 113 1.252  1.128 237

Conjunto 35 - - - - - -

* Tamanho efetivo de referéncia (1\76( referencia) )¢ 150 (conservagdo a curto

prazo), 1.500 (conservacgdo a longo prazo) (Nunney & Campbell, 1993).
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Visando o planejamento da conservacdo in situ de P. spruceanum, a

relagdo 1\76( referéncia) 1( Ne /n) permite a estimativa da populagdo minima vidvel

(PMV), correspondendo ao nimero minimo de drvores necessdrias que deverdao
ser mantidas ou que seriam necessdrias para assegurar a manutencao dos niveis
de variabilidade genética nos fragmentos. Geralmente, este calculo € realizado
sem prévia definicdo de quando a conservacdo da populacdo em estudo serd
realmente utilizada. Por isso, o tamanho efetivo de referéncia de 150 e 1.500,
proposto por Nunney & Campbell (1993), para a conservacio a curto e longo
prazo, respectivamente, foi utilizado como referencial (Tabela 17).

Conforme os resultados, em todos os fragmentos, a espécie apresenta

possibilidades de manuten¢do de sua integridade genética a curto prazo, ja que a

diferenca (D) entre o tamanho populacional estimado e a populacdo minima
vidvel (PMV) é positiva. Por exemplo, considerando a PMV calculada para o

fragmento F4a de 150 individuos para a conservacdo a curto prazo e a estimativa

de 543 individuos no fragmento [(3,1 ha)(175,0 ind.ha™)], a diferenca D =237
individuos. Apenas no fragmento F5, devido a maior heterozigosidade da
espécie, ndo apresenta déficit de individuos tanto para a PMV para conservacao
a curto quanto para a longo prazo.

Pelos testes de adequacdo ao modelo de mutacdo de infinitos alelos
(Tabela 18) (Cornuet & Luikart, 1996; Luikart & Cornuet, 1998; Piry et al.,
1999), nenhuma populagdo nos fragmentos mostrou-se em equilibrio, indicando
ocorréncia de gargalos populacionais (bottlenecks) recentes (entre 12 geracdes,
segundo van Rossum & Prentice, 2004). Em todos os fragmentos, as populagdes
exibem nimero significativo de locos com excesso de heterozigosidade, ou seja,
a heterozigosidade esperada (H,) pelas proporcdes de EHW nos locos
polimérficos é maior do que a heterozigosidade esperada sob equilibrio entre

mutagdo e deriva (Fleq). Segundo Luikart et al. (1998), populacdes que passaram

76



por um recente processo de bottleneck apresentam um excesso tempordrio de

heterozigosidade (H, > Fleq).

TABELA 18. Testes de equilibrio entre mutacdo e deriva genética para as
populacdes de Protium spruceanum (Benth.) Engler nos cinco
fragmentos, sob o modelo de mutagdo de infinitos alelos.

Fragmentos N* Déficit' Excesso’ P Teste de Wilcoxon
Fl1 4,1 0 10 0,0001 0,0005
F2 3.8 0 9 0,0004 0,0010
F4a 4,3 0 10 0,0002 0,0005
F4b 4.4 0 10 0,0003 0,0005
F5 35 0 8 0,0013 0,0020
Conjunto 3,9 0 10 0,0001 0,0005

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

Populagdes em equilibrio de mutacdo e deriva apresentam igual
probabilidade de que um loco apresente um excesso ou um déficit de
heterozigosidade, considerando um tamanho efetivo populacional que se
manteve constante em um passado recente. J4 em populacdes que sofreram
deriva recentemente, a maioria dos locos exibira um excesso de
heterozigosidade (Luikart & Cornuet, 1998), situacdo que se apresentou para as
populagdes de P. spruceanum nos fragmentos aqui analisados. Assim, em uma
populagdao recentemente reduzida no tamanho populacional, a diversidade
genética observada serd maior do que a diversidade genética de equilibrio.
Conforme Luikart et al. (1998) e Lee et al. (2002), a inclusdo de locos com
desvios do EHW podem causar violagdes, por isso a andlise para as populagdes
de P. spruceanum foi realizada apenas com os locos em EHW.

Lee et al. (2002) discutem que a deteccio de populacdes que
experimentaram gargalos populacionais recentes € importante, principalmente

por permitir inferir sobre os riscos de extingdo local, em conseqiiéncia do
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tamanho populacional reduzido. Luikart et al. (1998) sugerem que, apds detectar
um gargalo, a probabilidade de que efeitos deletérios do evento possam ser
evitados ou minimizados € maior, ji que procedimentos mitigadores de manejo
ou introdugdo de imigrantes podem ser realizados. Adicionalmente, tais praticas
podem ser efetivas se associadas ao conhecimento de fatores ecoldgicos e
demograficos das espécies.

Assim, considerando o gargalo genético recente detectado, o baixo fluxo
génico da espécie entre o fragmento F4a e os demais e a situagdo praticamente
irreversivel da fragmentacdo das populagdes de P. spruceanum, a conservagao
dos corredores de vegetacdo, principalmente dos eixos F2-F3 e F3-F4, € uma
opc¢do plausivel, visando a manutencio do nimero de migrantes.

Bacles et al. (2004) analisaram 15 alelos de seis locos polimérficos
1soenzimadticos em populacdes fragmentadas de Sorbus aucuparia (Rosaceae) no
sul da Escocia e ndo observaram gargalos genéticos recentes. Os autores
discutem que h4 evidéncias de que a fragmentacao de hébitat na drea de estudo é
antiga, por volta de 6.000 anos. van Rossum & Prentice (2004) avaliaram um
total de quatro a 13 locos polimérficos e 59 alelos pertencentes as populacdes de
Silene nutans (Caryophyllaceae) na Suécia e norte da Finlndia e encontraram
gargalos genéticos recentes em vérias populacdes, sendo interpretados como
conseqiiéncia da fragmentacdo das populagdes como resultado de perturbagdo de

humana.
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5 CONCLUSOES

A espécie P. spruceanum apresenta altos niveis de diversidade genética
dentro e baixos entre as populacdes estudadas. Os niveis de diversidade genética
dentro das populacdes sdo superiores aos relatados para a média das espécies
arboreas tropicais.

As populacdes nos fragmentos e corredores de vegetacdo apresentam,
em geral, alta quantidade de heterozigotos em relagdo ao equilibrio de Hardy-
Weinberg, indicando auséncia de endogamia. Sendo assim, os fragmentos e
corredores estudados mostraram-se potenciais para a conservacido genética in
situ e para a coleta de sementes de P. spruceanum destinadas a restauracio de
dreas degradadas.

A auséncia de correlacdo entre as matrizes de distdncia genética e
geogréfica confirmou a baixa diferenciagdo genética entre os fragmentos, devido
aos altos valores de fluxo génico de P. spruceanum entre os fragmentos.

Com excecdo do fragmento F4a, todos os outros apresentaram elevado
fluxo génico com o fragmento F1, de maior densidade de individuos de P.
spruceanum e de menor area. Dessa forma, fragmentos pequenos podem ser
importantes na paisagem fragmentada, podendo desempenhar papel fundamental
na conexdo entre fragmentos maiores, contribuindo para o fluxo génico entre
populagdes.

O fragmento F4a apresentou maior fluxo génico com o fragmento
vizinho F4b e corredores vizinhos. Além disso, todos os fragmentos
apresentaram, em geral, elevado fluxo génico com os corredores ligados na
vizinhanca. Com isso, a conservagdo dos corredores de vegetacdo pode ser uma
opcdo plausivel visando a manutencdo do nimero de migrantes.

A andlise da estrutura genética espacial mostrou que, nos fragmentos F1,

F2, F4b e F5 e nos corredores de vegetagdo, os genétipos de P. spruceanum
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estavam distribuidos de maneira aleatéria. O fragmento F4b apresentou
autocorrelacdo espacial positiva na classe de distincia até 30 m, indicando que
os agrupamentos de drvores de P. spruceanum que se encontram separadas a
distdncias menores que 30 m sdo constituidos por individuos semelhantes
geneticamente e provavelmente aparentados.

Os niveis de diversidade genética e a distribuicdo espacial dos gendtipos
observados devem decorrer, entre outros fatores, em funcdo da densidade de
individuos e alteracdes nos padrdes de fluxo de pdlen e sementes dentro e entre
os fragmentos.

Pelos testes de adequacdo ao modelo de mutagdo de infinitos alelos,
nenhuma populagdo mostrou-se em equilibrio entre mutagdo e deriva genética,
indicando ocorréncia de gargalos populacionais recentes, provavelmente

decorrentes da fragmentacdo florestal.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A importancia da estrutura genética na promocdo e direcionamento de
modificacdes evolutivas € claramente evidenciada mediante os esforcos, nas
ultimas décadas, destinados a conservacao genética (Gonzales & Hamrick, 2005;
Newton et al., 1999; White et al., 1999). Conforme sugerem Kageyama et al.
(1998), torna-se importante uma visdo de paisagem, no sentido de minimizar os
efeitos genéticos e aumentar a probabilidade de manutencdo das populagdes das
espécies nos fragmentos. Dessa forma, o mosaico de fragmentos, o corredor de
fluxo génico e a distincia minima entre fragmentos pequenos, assim como o0s
efeitos estocdsticos de muitas geragdes em vdrias populacdes, sdo conceitos
importantes.

Nesse contexto, a no¢do de conectividade é de suma importancia,
quando se considera que os corredores, como estruturas lineares de vegetacao,
sdo capazes de conectar os remanescentes isolados e diminuir os efeitos
negativos da fragmentacdo, aumentando a capacidade de uma paisagem de
facilitar os fluxos de organismos, sementes e graos de pdlen. Adicionalmente, o
aspecto funcional dessa abordagem refere-se a resposta bioldgica especifica de
cada espécie a estrutura da paisagem e, por isso, novas abordagens e a
investigacdo em outras espécies constituem parte de um projeto ji em
andamento na 4rea. Assim, as relacdes de conectividade entre fragmentos e
corredores e as implicacdes na estrutura genética das populagdes arbéreas fardo
parte da continuidade do trabalho. Somente o acimulo de informagdes sobre
diferentes grupos de espécies pode apontar diregdes mais sustentdveis para o
manejo dos fragmentos, em que as escalas de espago e de tempo sdo fatores

bastante relevantes que nunca devem ser desconsiderados.
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