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Abstract

The genetic variability and structure of natural populations of Cryptocarya aschersoniana Mez were investigated
by means of isozymes. Leaf samples of 267 adult individuals were collected from 12 populations native of “Floresta de
Planalto” of the State of S&o Paulo and Southern Minas Gerais State, Brazil. From 39 polymorphic allozymeloci analysed, the
divergence obtained through G, estimates suggests the existence of significant genetic drift and/or natural selection

effects between populations. Thelevel of gene differentiation (G, = 0.340) was extremely high. The within sample gene

diversity (H, = 0.365) account for 66.12% of the overall gene diversity, indicating a greater variability occurring within
populations than among them. Goodness of fit tests for mutation-drift equilibrium showed that none of these populations
was in equilibrium. From coancestry distance of Reynolds, divergences between pair of populations were also relatively
high, which could be associated to bottleneck effects due to present forest fragmentation in analysed popul ations.

Key words: allozymes, Lauraceae, genetic distance, genetic variability, population differentiation, Neotropics, Cryptocarya
aschersoniana, Atlantic Forest, Brazil

Resumo

A variabilidade genéticae estrutura de popul agdes naturai s de Cryptocarya ascher soniana M ez foram investigadas
através de isoenzimas. Amostras de folhas de 267 individuos adultos foram coletadas de 12 popul agcBes procedentes de
“Florestas de Planalto” do estado de S&o Paulo e sul de Minas Gerais, Brasil. A partir de 39 locos a ozimicos polimorficos
anaisados, adivergénciaobtida atraves das estimativas de G, sugerem a existéncia de deriva genetica significativa e/ou
de efeitos de selegfo natural entre populagdes. O nivel de diferenciacio génica (G, = 0,340) foi extremamente alto. A
diversidade génicadentro das popul agdes (H, = 0,365) foi responsavel por 66,12% dadiversidade génicatotal, indicando a
existénciade umamaior variabilidade ocorrendo dentro das popul actes do que entre as mesmas. Os testes de aderénciaao
Equilibrio de M utagdo e Derivaindicaram que nenhumadessas popul agBes encontra-se em equilibrio. A partir dadistancia
de Reynolds, verificou-se que as divergéncias entre os pares de popul agdes foram também rel ativamente altas, sendo que

poderiam estar associadas a efeitos de gargalo populacional devido a fragmentacdo florestal presente nas popul agcbes
analisadas.

Palavras-chave:alozimas, Lauraceae, distancia genética, variabilidade genética, diferenciacdo populacional,
Neotrdpico, Cryptocarya aschersoniana, Mata Atlantica, Brasil
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Introducéo

O uso deisoenzimas em estudos de biologiaevol utiva
de plantas expandiu rapidamente nos Ultimos anos. Estas
sdo ferramentas eficientes para o estudo da variabilidade
genética por exibirem heranca mendeliana, expressao
codominante, completapenetranciae ausénciadeinteractes
pleiotropicas e epistaticas, propriedades que facilitam a
andlise genética (Weeden & Wendel 1990, Clement et al.
1997). O conhecimento atual mente acumulado dos estudos
com isoenzimas sobre a estrutura genética de espécies
arbéreastropicaistem mostrado que as mesmas apresentam
niveis elevados de variabilidade genética e diferenciacdo
inter-populacional (Loveless 1992, Liengsiri et al. 1995,
Moraeset a. 2002).

Dentro do &mbito conservacionista, € concensual que
as reservas florestais e 0s parques das regides tropicais
devem ser estabel ecidos e manejados de maneiraapreservar
amaximavariabilidade genéticadentro das espécies (Soul é
1980, Whitmore 1980, Schierenbeck et al. 1997). Porém, sem
dados sobre a distribuicdo dessa variabilidade dentro ou
entre populacdes, decisdes razoaveis sobre 0s meios mais
efetivos para a sua preservacdo ndo podem ser tomadas
(Marshal & Brown 1975, Ashton 1981, Lovelesset al. 1998).

Adicionalmente, adiversidade genética das espécies
arbéreastropicaisvem sendo ameacada pel 0 desmatamento,
atividade madeireirae avanco do processo de fragmentacéo
florestal. As consequiéncias do desmatamento sobre aperda
dabiodiversidade em nivel especifico s8o relativamente bem
conhecidas (Simberloff 1986, Myers 1988, Chaseet a. 1995).
Contudo, pouco se sabe sobre os efeitos do desmatamento
sobre a perda da diversidade genética dentro das espécies
(Hall etal. 1994, Hall et al. 1996, Young et al. 1996, Seoane et
a. 2000).

Em estudo com as mesmas populacdes aqui
estudadas, Moraes & Derbyshire (2002) encontraram,
através da abordagem de andlise de variancia, que os
individuos destas popul agcBes devem ser panmiticos e que
adiversidade entre popul acesfoi bastante elevada. O fluxo
génico estimado em apenas 0,4 individuos por geracéo
indicou a importancia de efeitos de deriva genética como
provaveis causadores da pronunciada diferenciacéo
populacional.

Complementarmente, desvios significativos do
Equilibrio de Mutacéo e Deriva (p.ex., efeitos de gargal o)
s8o importantes de serem detectados porque a condicéo
deste equilibrio € um dos pressupostos requeridosem varios
modelos genéticos de populacles, tal qual, p.ex., o da
distancia genéticade Nei (Nei 1987). Damesmaforma, os
efeitos de gargalo populacional so importantes de serem
detectados em biologia da conservacdo, porque podem
aumentar o risco de extin¢go. Similarmente, os efeitos de
fundador também s&o importantes, porque podem ser

fundamentais em alguns modos de especiacéo (Piry et al.
1000\

Um dos objetivos do presente trabalho foi o estudo
da diferenciacdo genética de populagdes de Cryptocarya
aschersoniana M ez, através da abordagem introduzida por
Nei (1973) daanalise dadiversidade génicaem popul agdes
subdivididas (estatisticas G de Nei 1977, 1987). Esse autor
mostrou que a diversidade genética da populagdo total
poderia ser partida em seus componentes de diversidade
genética intra e interpopul acional, quando a mesma fosse
definida como a heterozigosidade esperada sob Equilibrio
deHardy-Weinberg (EHW). Nateoriade Nei, adiversidade
genética foi definida pelo uso de frequiéncias génicas da
geracéo atual, ndo tendo nenhuma pressuposicdo acerca
dos pedigrees dos individuos, bem como da selecéo e
migracdo no passado. Isto fez com que esta abordagem
pudesse ser empregada paraqual quer situagdo, com ou sem
selecéo.

Um segundo objetivo foi 0 deanalisar as popul agdes
de C. aschersoniana sob o contexto de distancias genéticas
de coancestralidade de Reynolds, levando-se em
consideracdo o papel daderivagenéticacomo principal pro-
motor dadiferenciagéo populacional.

Material e Métodos

Um ramo foliar portador de folhas maduras foi
coletado de individuos adultos da espécie Cryptocarya
aschersoniana Mez, acondicionados em sacos plésticos,
que por sua vez foram armazenados em caixas de isopor
com gelo para o transporte até o laboratério. Uma vez no
|aboratério, foram mantidos em geladeira ([15°C) até sua
extracdo e andlise e etrof oréticaapds aproximadamente dois
diassemmédia

A identificagdo daespéciefoi feitaapartir dematerial
herborizado e depositado no herbario da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESA). As populacbes
amostradas sdo as mesmas investigadas por Moraes &
Derbyshire (2002), provenientes das seguintes|ocalidades:
Mata do Aleméo (MA), Ibaté (1), Fazenda Séo José (SJ),
Serrade Sao Pedro (SP), Bosque dos Jequitibas (BJ), Bosgue
dosAlemées(BA), Bosquedosltalianos (Bl), Matade Santa
Genebra(SG), FazendaBarreiro Rico (BR), regi&o deMogi
Mirim (MM), FazendaCampininha(FC) esul deMinasGerais,
S80 Sebastido do Paraiso (SSP).

A partir do emprego de marcadores al0zimicos,
revelados pela eletroforese em gel de amido, fez-se a
caracterizagdo genética das populacdes analisadas,
seguindo-se principal mente as recomendactes de Alfenas
et a. (1991). A metodologia empregada para as andises
eletroforéticas encontra-se descrita em Moraes &

Derbyshire(2002).

Foram utilizados 19 sistemas isoenzimaticos que
apresentaram boa resolucéo de bandas e polimorfismo. A
partir doszimogramas gerados, 39 locos polimérficosforam

emgrgados nas analises genéti cas, asaber: Acg—li ACE—Zi
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Acp-3, Alp-1, Alp-2, Cat-1 e Cat-2 (método de Alfenaset al.
1991), Cat-1, Cat-2 e Cat-3 (método de Scandalios 1965),
Dia-1, Dia-2, Dia-3, a-Est-1, B-Est-1, Gdh, Got, Idh, Mdh-1,
Mdh-2, Nadhdh, Nadphdh, 6Pgdh-1, 6Pgdh-2, 6Pgdh-3, Pgi-
1, Pgi-2, Ppo-1, Ppo-2, Prx-1, Prx-2, Prx-3, Prx-4, Prx-5, Skdh-
1, Skdh-2, Sod-1, Sod-2 e Sod-3.

A partir da interpretacdo dos zimogramas e
consequente definicdo dos gendtipos de cada individuo
estudado, para os marcadores empregados, calcularam-se
as frequéncias aélicas para cada populacdo amostrada. A
diferenciacdo genética entre as populacdes foi analisada
através da andlise da diversidade génica em populactes
subdivididas de Nei (1973, 1977, 1987), que permite a
comparacdo dos nivels de heterozigosidade entre e dentro
das populactes, bem como a obtencdo de uma estimativa
de divergéncia, apartir de uma base diferente daquela que
fundamentaasestimativasde F, €8. Estaabordagem deriva-
sedaformulade diversidade génicamédiatotal dadapor H,
=H,+ D, onde H  éadiversidade génicamédiadentro das
populacdes, e D, € a diversidade génica média entre as
populacdes, com a diferenciacdo genética relativa entre
populagbes sendo obtida por G, = D /H,. Os valores
médios de H,. e H sobre todos os locos foram usados para
cacular G (Culley eta. 2002). Osca culosforamrealizados
atravésdo programaFSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995, 2002).

Utilizou-seo programaBOTTLENECK 1.2.02 (Piry et
al. 1999) 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 populacdes que
experimentaram umarecente reducdo de seu tamanho efetivo
populacional exibem umacorrel acionadaredugédo do nimero
de alelos e da diversidade génica (H,, ou heterozigosidade
esperada pel as proporcdes de EHW) noslocos polimoérficos.
No entanto, o nimero de a el os é reduzido maisrapidamente
do que a heterozigosidade (H,), o que faz com que H, se
torne maior do que a heterozigosidade esperada sob
Equilibrio entre Mutacéo e Deriva (Heq) porque H é
calculada a partir do nimero de alelos (e do tamanho
amostral; Cornuet & Luikart 1996, Piry et al. 1999). Ambas
asmedidas, de heterozigosidade (H,) e de heterozigosidade
esperada de equilibrio (Heq) referem-se a heterozigosidade
senso diversidade génicade Nei (1987). A heterozigosidade
nunca se refere a proporcéo de heterozigotos observada
(H,). Com isso, ndo se esta testando para um excesso de
heterozigotos (H, > H) e sim para um excesso de
heterozigosidade (H, > Heq). Estritamente falando, esse
excesso de diversidade génicatem sido demonstrado apenas
para locos que evoluem sob o Modelo de Mutacdo de
Infinitos Alelos (Kimura& Crow 1964), por Maruyama &
Fuerst (1985). Se o loco evoluir sob 0 Modelo de “Passos
de Mutac&o” (stepwise mutation model, Ohta & Kimura
1973), haverd situacbes em que o excesso de
heterozigosidade ndo serd observado (Cornuet & Luikart

1996, Piry et al. 1999). No entanto, poucos |locos seguem o
Modelo de “Passos de Mutagéo”, e téo logo os locos
desviem desse modelo em direcéo ao Modelo de Infinitos
Alelos, elesexibirdo um excesso de heterozigosidade como
consequéncia de gargalo populacional. O programa
BOTTLENECK usaambos os model osindependentemente,
por representarem os dois model os extremos de mutac&o ao
longo de um continuum de model os possiveis (Chakraborty
& Jin 1992). Todos os locos se adequam a um modelo
mutacional em algum lugar entre esses dois modelos
extremos. A significanciado excesso de diversidade génica
(H, > Heq) foi avaliada através do teste signed rank de
Wilcoxon, por ser o mais robusto quando utilizado para
poucoslocos (< 20; Piry et al. 1999), baseando-se em 5.000
replicagOes.

A estrutura genética hierérquica entre as popul agdes
de Cryptocarya aschersoniana foi estimada através da
disténcia proposta por Reynolds et al. (1983), a partir do
método dos componentes da variéncia para a estimativa
dos coeficientes de coancestralidade de Cockerham (1969,
1973). Nesta, para amostras de tamanhos iguais para duas
populacdes, com asfrequénciasdo alelo A dolocol sendo

Py e Py, € assumindo-se F,, = 6, o estimador

~__H - - I
¢=x gzlzuﬁlm_pluzﬁz_ﬂﬁ)%_ SufBitn * Potf)/ S ZuPug Pyl

férmula com correcdo de um erro tipogréfico naexpresséo
deReynoldset al. 1983) envolve explicitamente o tamanho
“n” da amostra (Weir 1996). O coeficiente de
coancestralidade é apropriado para refletir o grau de
disténcia genética entre populacBes apenas nos casos em
que a divergéncia foi devida a deriva, néo exigindo
pressupostos sobre a populacdo ancestral, com amplitude
deOal(Weir 1996, Dias1998).

O dendrograma foi plotado, utilizando-se o método
de agrupamento de médias das distancias (UPGMA), tal
qua descrito por Sneath & Sokal (1973). O programaTFPGA
1.3 (Miller 1997) foi usado paragerar o dendrograma, epara
checar sua confianga e a consisténcia de cada n6 gerado
pelo conjunto original de dados, através de reamostragem
bootstrapping sobre oslocos. O programaNTSY S-Pc 1.70
(Rohlf 1992) foi empregado paragerar amatriz dosvalores
cofenéticos e para testar a adequagéo da andlise de
agrupamento aos dados originais, através de um teste de
Mantel (1967), conformeManly (1985).

Resultados

A tabela 1 apresenta os resultados das estatisticas G
(Nei 1987) dadiversidade em popul agBes subdivididas de
Cryptocarya aschersoniana. Observa-se que adiversidade
génicatotal (H,), que € essencialmente a heterozigosidade
esperada, quando as populacdes sdo agrupadas e de
cruzamentos aleatorios, foi 0,552 e o coeficiente de
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diferenciacdo génica (G,') foi 0,340. Por sua vez, a
diversidade génica dentro das popul agdes (H, = 0,365) foi
responsavel por 66,12% da diversidade génica total,
indicando aexisténciade umamaior variabilidade ocorrendo
dentro das populacfes do que entre as mesmas.

Pel os testes de adequac&o aos model os de Mutagdo
de Infinitos Alelos e de “Passos de Mutagdo” (tabela 2)
(Cornuet & Luikart 1996, Luikart & Cornuet 1998, Piry et al.
1999), arigor nenhumapopul acdo mostrou-se em equilibrio,
indicando ocorréncia de gargalos populacionais (bottle-
necks). No entanto, apartir deumaandlise similar realizada

Tabela 1: Estimativas das estatisticas G (Nei 1987) de 12 popul agdes naturais de Cryptocarya aschersoniana Mez

L ocos
Acp-1
Acp-2
Acp-3
Alp-1
Alp-2
Cat-1
Cat-2
Cat-1
Cat-2
Cat-3
Dia-1
Dia-2
Dia-3
a-Est-1
B-Est-1
Gdh
Got

Idh
Mdh-1
Mdh-2
Nadhdh
Nadphdh
6Pgdh-1
6Pgdh-2
6Pgdh-3
Pgi-1
Pgi-2
Ppo-1
Ppo-2
Prx-1
Prx-2
Prx-3
Prx-4
Prx-5
Skdh-1
Skdh-2
Sod-1
Sod-2
Sod-3
Total

Ho
0,325
0,108
0,197
0,146
0437
0,043
0,650
0071
0510
0179
0,187
0462
0250
0,016
0,019
0,101
0,144
0436
0321
0,186
0475
0414
0,078
0,537
0,000
0870
0,957
0538
0,085
0,106
0,731
0,200
0,108
0,163
0,705
0,101
0,127
0,721
0423
0324

As

0,420
0,323
0,265
0511
0,463
0,193
0,450
0,327
0458
0416
0,397
0,367
0,393
0,195
0,066
0487
0,229
0428
0,545
0,173
0,49
0,325
0,129
0,468
0,180
0,607
0576
0,556
0,136
0,291
0479
0,369
0,520
0,187
0422
0,211
0,235
0,510
0419
0,365

AT

0,491
0,501
0,502
0,625
0,621
0,381
0,657
0,663
0,489
0,550
0,741
0,49
0,588
0467
0,352
0575
0,583
0,608
0,721
0523
0638
0,486
0,409
0,488
0401
0,731
0,743
0,643
0,273
0,443
0,500
0,616
0,637
0,331
0,460
0,320
0,498
0,591
0576
0,536

DsT

0,072
0,177
0,237
0,115
0,158
0,189
0,207
0,336
0,031
0,134
0,344
0,133
0,195
0,273
0,285
0083
0,34
0,180
0,176
0,350
0,144
0,161
0,280
0,021
0,220
0,124
0,167
0,086
0,137
0,152
0,021
0,247
0,117
0,144
0038
0,109
0,263
0,081
0,157
0,172

Dsr' AT’ Gst GsT' Gis

0,078 0,498 0,146 0,157 0,227
0,193 0517 034 0,374 0,666
0,266 0531 0472 0,501 0,256
0125 0,636 0,183 0,197 0,715
0172 0,635 024 0271 0,058
0,206 0,398 0,495 0517 0,778

0,242 0,691 0,316 0,350 -0447
0,367 0694 0,507 0,529 0,782
0034 0491 0,063 0,068 -0113

0,147 0,563 0,243 0,261 0,569
0375 0,772 0465 0486 0,530
0,145 0511 0,265 0,283 -0,259
0213 0,606 0331 0,351 0,364
0,297 0492 0584 0,605 0918
0311 0378 0811 0824 0,718
0,096 0,583 014 0,165 0,793
0,386 0615 0,607 0627 0370

0,197 0625 0,296 0315 -0019
0,192 0,737 0,244 0,260 -0,506
0,382 0,555 0670 0,689 -0079
0,157 0,651 0,226 0,241 0,039
0,176 0,501 0331 0,351 -0273
0,306 0434 0,685 0,704 0,397
0,023 0490 0,042 0,046 -0,148
0,240 0421 0,550 0571 1,000
0,135 0,742 0,169 0,182 -0433
0,182 0,758 0225 0,240 -0,662

004 0,651 0,135 0,145 0,033
0,149 0,285 0,501 0523 0373
0,166 0457 0,343 0,362 0,636
0,023 0,502 0043 0047 -0526
0,296 0,665 0401 0445 0458
0,128 0,648 0,184 0,198 0,793
0,158 0,344 0436 0457 0,129
0,042 0464 0,083 0,090 -0670
0,120 0331 0341 0,363 0521
0,287 0522 0,528 0,550 0458

0,089 0,599 0,138 0,148 -0413
0171 0,590 0272 0,290 -0010

0,188 0,552 0320 0,340 0112

H_ = propor¢&o observada de heterozigotos, H, = diversidade génica dentro das amostras, H, = diversidade génica
total; D, = diversidade génica entre as amostras, dependente do nimero de amostras, D’ = diversidade génica entre
as amostras, independente do nimero de amostras, H,' = diversidade génicatotal, independente do nimero de
amostras, G, = estimador do parametro F_, sendo G’ 0 estimador equivalente, independente do nimero de

amostras; G ¢ = estimador deF.
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Tabela 2: Testes estatisticos ndo-paramétricos gerados pelo programa BOTTLENECK 1.2.02 (Piry et al. 1999), para a determinacéo se populacdes de Cryptocarya aschersoniana Mez exibem nimero
significativo de locos com excesso de heterozigosidade, sob os modelos de Mutagéo de Infinitos Alelos (MIA) e de “ Passos de Mutagdo” (PM).

Testedo Sinal Teste de Diferencas Testede

Padronizadas Wilcoxon*
MIA PM MIA PM MIA PM
Populacgéo N* Déficit Excesso  P* N Déficit Excesso P T2 P T2 P P P
SP 1338 8 21  0,0037 1479 10 19  0,0828 3,43 0,0003 1,83 0,0338 0,0015 0,0459
SG 1420 11 20  0,0275 1625 14 17 04652 3,46 0,0002 1,38 0,0842 0,0007 0,0626
MM 16,97 10 26  0,0019 1885 14 22 0,1873 3,77 0,0000 1,63 0,0512 0,0002 0,0036
I 1299 9 18  0,0383 1399 12 15 04229 2,61 0,0045 0,48 0,3161 0,0107 0,2423
MA 1398 5 25  0,0000 1607 5 25  0,0006 4,59 0,0000 2,67 0,0038 0,0000 0,0087
BR 15,67 1 33  0,0000 17,44 2 32 0,0000 7,38 0,0000 5,51 0,0000 0,0000 0,0000
FC 1528 7 27 0,0000 1760 8 26  0,0026 5,98 0,0000 3,94 0,0000 0,0000 0,0002
SSP 1400 4 26 0,0000 1585 6 24 0,0018 5,95 0,0000 3,96 0,0000 0,0000 0,0001
BA 1421 2 30  0,0000 16,09 6 26 0,0003 5,73 0,0000 3,97 0,0000 0,0000 0,0000
SJ 1458 5 25  0,0000 1571 7 23 0,0053 4,68 0,0000 3,14 0,0008 0,0000 0,0046
BI 1573 2 31  0,0000 1763 3 30  0,0000 6,16 0,0000 4,17 0,0000 0,0000 0,0000
BJ 1310 5 23  0,0001 1530 5 23  0,0022 4,90 0,0000 3,38 0,0003 0,0000 0,0010

* teste unicaudal para excesso de heterozigosidade

N* nimero esperado de locos com excesso de heterozigosidade sob o modelo, seguido pelos respectivos nimeros de locos com déficit e excesso de
heterozigosidade

P* probabilidade
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apenas com os | ocos polimorficos dentro das proporgdes
de EHW, as populacbes SP e SSP mostraram-se em
Equilibrio de Mutagéo e Deriva.

A figural ilustra graficamente a alta divergéncia
encontrada entre as populag@es de C. aschersoniana,
mostrando que as populacdes SG e BR sdo as mais
similares geneticamente. Nesta figura, onde sé&o
apresentados os agrupamentos pelo método UPGMA, a
partir da disténcia de coancestralidade de Reynolds
(Reynolds et a. 1983) (tabela 3), observa-se que apenas
os grupos formados pelas populagdes SG e BR, Bl e BJ
apresentaram proporcdes relativamente altas de
replicagdes similares (91,1% e 58,0%, respectivamente)
paraas 1.000 permutacBes conduzidas pel os bootstraps,

Discussao

O coeficiente de diferenciagdo génica (G, ') encontrado
paraas popul agdes de Cryptocarya ascher soniana foi bastante
superior ao valor médio encontrado para espécies tropicais
com sistema reprodutivo alogamico (11,8%; Loveless &
Hamrick 1987), o que pode ocorrer devido as baixas taxas de
fluxo génico entre as populacdes (Wright 1965), conforme
indicacdofeitapor Moraes& Derbyshire (2002) paraas mesmas
populacdes aqui analisadas. Consequentemente, estas
populacBes podem se enquadrar na situacdo em que a deriva
genéticasobrepujariaos efeitos do fluxo génico (Slatkin 1987,
Batistaet al. 2001). Osvalores encontrados das estatisiticas G
para as populacdes analisadas de C. aschersoniana séo
superiores aos reportados paraamaioriadas espécies arboreas

com nenhum bootstrap produzindo arvores com nés, e
com um e seis locos dando sustentagdo aos grupos,
respectivamente. Os demai s grupos apresentaram-se com
propor¢des de replicagdes similaresrel ativamente baixas,
indicando quefatores al eatdrios devem estar contribuindo
paraaformagéo dos mesmos.

tropicais estudadas, inclusive os reportados por Moraes et al.
(2002) apartir deanalise com quatro popul acbesde C. moschata
Nees atraves de 18 locos isoenzimaticos (H, = 0,332; Hg =
0,297; D, = 0,035; G, = 0,107). No entanto, esses niveis de
diversidade em C. aschersoniana foram similares aos
encontrados para 11 popul agbes de C. moschata, através dos
mesmos|ocosaqui andisados (H,’ = 0,554, H,= 0,382, D’
0,173; G’ = 0,311; PL.R. Moraes, dados ndo publicados).
A diversidade genética mantida dentro e entre
populacdes é funcdo de eventos histéricos e de processos
evolutivos recentes (Lee et al. 2002). Devido ao pouco
conhecimento sobre ahistériaevol utivae ecol 6gicadaespécie
Cryptocarya aschersoniana, as explicagdes para os niveis e
padrdes encontrados da diversidade genética dentro e entre
as populacBes se assentam em inferéncias. Os altos niveis de
diversidade genética para C. aschersoniana podem ser
atribuidos as caracteristicas ecol égicas e de histéria de vida,
taiscomo: ade ser espéciefrequenteem “ Florestasde Planalto”
de S&o Paulo eMinas Gerais, ser longeva, ter ampladistribuicdo
geogréfica, eprovave sstemade cruzamento misto, semel hante
ao encontrado para C. moschata (Moraes & Monteiro 2002).

_ Comrelacdo ao Equilibrio de Mutagéo e Deriva, tem-se
de Coan~cestralldade de Reynolds (Re;_/nolds et al.'1983), para que a populagio deve apresentar um tamanho efetivo que
populagdes de Cryptocarya aschersoniana Mez. NUmeros proximos

aos nés indicam as proporgdes de replicagdes similares a partir de PErManeceu Cona'anteem um passado recente. Ha, destaforma,
1.000 bootstraps. Coeficiente de correlagio cofenética: r = 0,759. umaigual probabilidade de que um loco apresente um excesso

5
BR
MM

0,259
0,276 _| ]
0,124 MA

0,076 FC
0,580 Bl
0,146
| B.

n.zi| 55p

BA

el
I —

0,089

0,344

1.000

|
sP

I + + } |
0,500 0,450 0,300 0,150 0,000
Distancia

Figura 1. Anélise de agrupamento (UPGMA) a partir da Distancia

SP G MM MA BR FC SSP BA SJ Bl BJ
SP
G 0761
MM 0549 0503
I 0,708 0525 0357
MA 0525 0425 0267 0327
BR 0470 0203 043 0519 034
FC 0452 0486 0353 0433 0350 0314
SSP 0401 0570 0336 0539 0359 0360 033%
BA 0508 0563 0352 0526 0434 0376 0383 0359
SJ 0514 0512 0226 0344 0231 0382 0246 0392 0458
BI 0426 0474 0240 0426 0331 0317 029 0339 0278 028
BJ 0457 0584 0381 0607 0517 0413 034 0465 0494 0397 0212

Tabela 3: Matriz de distancias de coancestralidade (Reynolds et al. 1983) para populagdes naturais de Cryptocarya aschersoniana Mez.
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ou um déficit de diversidade génica. No entanto, em
populagdes que sofreram derivarecentemente, amaioriados
locos exibird um excesso de heterozigosidade (Luikart &
Cornuet 1998), situacéo que se apresentou para as
populagbes aqui analisadas de C. aschersoniana. Assim,
em uma populagéo recentemente reduzida, a diversidade
génica observada sera maior do que a diversidade génica
de equilibrio. Para o presente estudo, 0 uso de isoenzimas,
gue é um marcador com taxas de mutacdo relativamente
lentas, conseguientemente detecta os gargalos ou efeitos
de fundador mais remotos, do que poderia ser detectado
por microsatélites, p. ex., que evoluem rapidamente. De
qualquer forma, um excesso de heterozigosidade (com
poucos alelos) poderiaser promovido, também, por selecéo
balanceadora, que causariaeste excesso de heterozigosidade
na auséncia de deriva genética. No entanto, € improvéavel
gue a selecdo balanceadora afete a maioria dos locos
isoenziméticos e, com isto, cause um excesso significativo
de heterozigosidade em uma grande amostragem de locos,
como apontado por Cornuet & Luikart (1996) e Piry et al.
(1999). Alémdisto, oslocoscomatosvaloresdeF_ ([G,)
podem ser gerados por selegdo disruptiva, sendo necessério
ter em mente apossibilidade dasfreqgiiéncias sem informagédo
filogenética (as que resultam de sele¢do) poderem ser
justamente as que mais influem na andlise (Meyer 1996).
Luikart et al. (1998), reiterando 0s pressupostos
apresentados por Cornuet & Luikart (1996), sugeriram quea
inclusdo de locos com desvios do EHW poderiam causar
violagdes. Assim sendo, aandlise aqui feita apenas com 0s
locos em EHW, indicou que as populacBes SP e SSP se
encontram em Equilibrio de M utagéo e Deriva. Isto sugere,
como apontado por Leeet a. (2002), que ainclusdo delocos
em desequilibrio de Hardy-Weinberg possam fazer com que
populacbes sem ocorréncia de gargalos populacionais
parecam té-los experienciado recentemente.

A identificacdo de popul agBes submetidas agargal os
recentes éimportante porgque as mesmas podem néo ter tido
0 tempo necessario de se adaptarem aos problemas
freqlientemente causados pelo tamanho populacional
reduzido e, consequentemente, podem ter um alto risco de
extingdo (Lee et al. 2002). Quanto antes se detectar um
gargalo, maior a probabilidade de que efeitos del etérios do
mesmo possam ser evitados ou minimizados através de
procedimentos mitigadores de manejo, tais quais o
enriquecimento de habitat ou introducéo de imigrantes
(Luikart et a. 1998). Como a presente fragmentacéo das
populacbes de C. aschersoniana encontra-se em estado
praticamenteirreversivel, aintroducdo deimigrantespoderia
ser uma opgao plausivel e exequivel, especialmente nas
populagcBes menores que estariam sujeitas, teoricamente, a
perdas maisrapidas de variabilidade genéticadevido aderiva
(videWright 1969).

Para 0 uso adequado das distancias genéticas, deve-
selevar em consideracéo os model os genéticos subjacentes

asmesmas. Dentre as vérias distancias genéticas propostas,
adistanciagenéticade Nei (1972) foi amais utilizada (Weir
1996). No entanto, a disténcia de Nei é apropriada para
estudos de evolucdo de longo termo, com as popul aces
divergindo devido aderivae mutacdo, sendo maisadequada
paraestudos de separacdo em nivel especifico (onde ocorrem
substitui¢des génicas em sequiéncias codificantes) do que
em nivel populaciona (onde a maior parte da variagéo de
freqiéncias génicas resulta de deriva) (Nel 1987, Meyer
1996). Com isto, para as populacBes de C. aschersoniana,
por ndo se encontrarem em Equilibrio de Mutac&o e Deriva,
0 uso da disténcia de Nei torna-se inapropriado.

Por outro lado, como indicado por Felsenstein (1985,
2002), para a distancia de coancestralidade, 0 modelo
genético ndo assume mutacao, sendo que as mudangas nas
frequéncias génicas ocorrem apenas por deriva.
Adicionalmente, ndo assume que o0s tamanhos
populacionai s permanecem constantes eiguais em todas as
populacBes. Eles se adequariam com as mudancas no
tamanho populacional por ter umaesperancaque aumentaria
linearmente, ndo com o tempo, Mas com a soma sobre o
tempo de 1/N,, onde N, € o tamanho efetivo populacional.
Destaforma, se o tamanho efetivo popul acional dobrasse, a
deriva genética ocorreria mais lentamente e a distancia
genética seria esperada aumentar apenas em metade do
tempo. De maneira distinta da distancia de Nei, distancias
baseadas em coancestralidade n&o estimam o nimero de
mutacoes fixadas em genes desde sua separacéo.

Observa-se nafigura 1, que ndo houve formacdo de
grupos diretamente rel acionados a proximidade geogréfica,
como regra. Isto reitera os resultados apresentados por
Moraes & Derbyshire (2002) que mostraram ainadequacdo
do model o defluxo génico deisolamento peladistanciapara
explicar a divergéncia encontrada entre estas popul acdes.
Pelos testes de associacdo de matrizes, tem-se que 0
coeficientede correlagdo cofenéticafoi r = 0,759, indicando
gue o dendrograma gerado ndo apresentou um bom gjuste
(representacéo simplificadadameatriz de similaridade), o que
de acordo com Bussab et a. (1990) deveria ser superior a
0,8. No entanto, segundo Nei (1987), por essacorrelagcao ser
muito proximade 1,0 namaioriadas arvores obtidas a partir
de dados moleculares, seu poder de discriminacdo ndo é
muito satisfatério.

Como as medidas de coancestralidade (ou F;) sdo
variancias que estimam o nivel de fragmentacéo da
populagéo, quanto maior o tempo de separacéo de pares de
populagdes, maior sera a variacdo das freqiiéncias génicas
entre as populagbes (e consequentemente uma maior
disténcia) (Meyer 1996). Ainda, como o valor deF, (ouda
distanciade Reynolds) é determinado também pelo tamanho
efetivo das populages (N.) em comparagéo, além do tempo
decorrido desde suadivergéncia, asvariagbesem N_levam
a diferencas na taxa de diferenciagcdo por deriva, uma vez
gue esse processo resulta de erros amostrais. As distancias
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baseadas em F_, portanto, estdo relacionadas linearmente
com o tempo e inversamente ao tamanho efetivo
populacional (Reynoldset a. 1983). Comisto, oslocosque
apresentam freqiiéncias semelhantes em diferentes
populages apresentam baixos valoresde F, enquanto que
aqueles com freqliéncias muito distintas entre popul ages
apresentam valores altos (se aproximando de 1 a medida
gue as populacdes se aproximam da fixac8o de alelos
distintos paraum loco; Meyer 1996).

Um elevado valor dedisténciapode seoriginar, p. ex.,
devido a ocorréncia de um gargalo populacional. Isto, de
acordo com Meyer (1996), seria intuitivo, pois tais
afunilamentos aumentariam as taxas de deriva, levando a
uma maior diferenciacdo das frequéncias génicas nas
populagdes. Essealto valor de disténciapode, erroneamente,
ser interpretado como evidéncia para um grande tempo de
separacdo entre populagbes, sendo que se deveria evitar
em estudos evolutivos a amostragem de populacfes cujas
freqiéncias génicas tenham sido alteradas por gargalos
populacionais. A ocorréncia de gargalos populacionais
promove uma grande divergéncia entre a populacdo que o
sofreu e asdemais. Estamaior divergénciaé observadanas
freqUéncias génicas erefletidanas distancias genéticas. Uma
vez que a distncia genética de coancestralidade expressa
conjuntamente tanto o tempo de separacéo entre as
populacées como a variagdo do tamanho efetivo
populacional, esses dois valores ficam indissociaveis.
Conseqlientemente a amostragem de uma populacéo que
tenha experienciado um gargal o populacional pode levar a
uma falsa inferéncia de grande tempo de separacéo entre
esta e as demais (como observado para a populagéo SP, p.
ex.). Uma maneira de se inferir as frequiéncias génicas de
populacdes, de modo a anular o efeito de gargalos, seria
amostrar o maior nimero possivel de sub-popul agdes e entéo
calcular a frequéncia génica para o conjunto total. Esse
procedimento permitiriaainferénciade frequéncias génicas
livres dos efeitos de deriva (Meyer 1996). A justificativa
para essa abordagem se baseia em um aspecto bésico da
teoria da deriva em que a probabilidade de fixacdo de um
alelo é determinadapelasuafreqiéncianapopulacdoinicia
(Hartl & Clark 1989). Conseqiientemente, o nimero dealelos
fixados no conjunto de sub-populacdes reflete a sua
freqUénciainicia quando essas sub-popul agdes constituiam
uma populacdo Unica; (porém, vide Meyer (1996) para as
criticas apresentadas).

Asfreguénciasdediferenteslocosvariam demaneira
distinta, devido a natureza al eatéria do processo de deriva.
Desta forma, mesmo que todos os genes tenham sido
transmitidos através das mesmas popul agdes, as mudancas
de freqliéncia génica (que constituem ainformagéo funda-
mental para os estudos evolutivos) podem variar entre os
locos. Dentre asfrequiéncias géni cas haveraum componente
“ndo filogenético”, ou sgja, variagdo que ndo secorrelaciona
arelagBesevolutivas (p. ex., popul acbes pouco aparentadas

apresentando frequiéncias géni cas mais semel hantesdo que
popul agBes intimamente aparentadas) (Meyer 1996).

A solucéo a ser adotada frente a este problema seria
a utilizacdo de um grande nimero de locos (Meyer 1996).
Supde-se que esta abordagem permite que as variagdes
“idiossincréticas’ sejam diluidas num conjunto maior de
informagBes que inclui frequiéncias génicas que realmente
espelham relagcdes evolutivas. As variacoes
“idiossincréticas’, ndo filogenéticas, podem resultar daagéo
de selegdo natural.

Apesar das restri¢des elucidadas para o adequado
uso de distancias genéticas no estudo de genética de
populagdes, conclui-se que a conservacao de todas as
populagdes analisadas de C. aschersoniana é importante,
dadas as altas divergéncias genéticas encontradas,
reiterando as indicacfes obtidas e apontadas por Moraes
& Derbyshire (2002), a partir dos tamanhos efetivos
populacionais, bem como pelos niveis de variabilidade
detectados poderem estar diretamente relacionados a
adaptacdo (Milligan et al. 1994, David 1998). Ainda, paraa
preservacdo das pequenas populacdes remanescentes do
processo de fragmentacdo florestal, 0 manejo através da
introducéo de individuos geneticamente diferentes,
provenientes de outras popul agles, poderiaser umapratica
a ser adotada para amenizar os efeitos negativos da deriva
genética, aqui detectada paraamaior parte das popul acbes
analisadas.
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