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Abstract —[Genetic structure of natural populations of Cryptocarya ascher soniana Mez (L auraceae) through isozyme
markers]. Through the analysisof 39 polymorphic allozymeloci, allelefrequencieswere estimated from 267 individual s of 12

natural populations of Cryptocarya aschersoniana native to “Planalto forests’ of the state of S&o Paulo and south of
Minas Gerais, Brazil. Estimates of Wright's F statistics were computed through the analysis of variance for obtaining

unbiased estimation of corresponding parameters F=F _, 6p =F_ and f=F .. Average valuesof F were 0.552 < 0.415 <

0.275; those of §p were 0.395 < 0.335 < 0.279; and those of f were 0.292 < 0.119 < -0.039. These resultsindicated that
individual swithin popul ations might be panmitic, and that the diversity among popul ationswasfairly high, being superior
to what would be expected for groups of plants having a full-sib family structure. From estimates of ép obtained for

populations taken two at atime, the model of isolation by distance was employed and it has shown to be inadequate for
explaining the divergence found among populations. The estimated gene flow of 0.4 migrants per generation corroborated

the pronounced populational differentiation. Dueto negligible f @ F,s valuesfound, the variance effective size for each

population was equivalent to its sampling number. Under a metapopul ation context, considering the 12 popul ations sampled
for the species, the effective population sizewas 15.4 individuals (5.77%) for the total sampled, indicating that sampling of
different populations should be an important strategy for their management.

Key words : allozymes, Lauraceae, genetic structure, Neotropics, Cryptocarya aschersoniana, Planalto forest,
Brazl

Resumo — [Estrutura genética de popul agdes naturais de Cryptocarya aschersoniana Mez (Lauraceae) através de
marcadores isoenzimaticos]. Pela andlise de 39 locos isoenzimaéticos polimdrficos, estimaram-se as fregiiéncias aélicas
referentesa 267 individuos de 12 popul agdes naturai s de Cryptocarya ascher soniana provenientes de Florestasde Planalto
do estado de S&o Paulo e sul de Minas Gerais, Brasil. Foram obtidas estimativas das estatisticas F de Wright pelo método

da andlise da variancia para estimag&o néo viesada dos parametros correspondentes F= F ., 6p = F, ef= F .. Osvalores

médiosobtidosde g resultaramem 0,552 < 0,415< 0,275; osde ép foram 0,395 < 0,335< 0,279; eosde f sendo 0,292 <
0,119 <-0,039. Essesresultadosindicaram que osindividuos dentro das popul agdes devem ser panmiticos e que adiversidade
entre populagdes foi bastante alta, sendo superior & que poderia se esperar para familias com estruturagdo de irméos-

germanos. Calculando-se g, com as populagdes tomadas duas a duas, testou-se 0 modelo de isolamento pela disténcia

gue se mostrou inadequado para explicar a divergéncia encontrada entre as populagdes. O fluxo génico estimado de 0,4
individuos por geracao corroborou apronunciadadiferenciagéo popul acional . Devido aosval oresinsignificantes encontrados

de f @ F,s 0 tamanho efetivo de varianciade cada popul agéo foi equivalente ao nimero de individuos amostrados. Sob

um contexto metapopulacional, consi derando-se as 12 popul agdes amostradas paraaespécie, o tamanho efetivo populacional
foi de 15,4 individuos (5,77%) para o total amostrado, indicando que aamostragem de diferentes popul agdes deve ser uma
estratégiaimportante para seu manejo.

Palavras-chave:alozimas, Lauraceae, estrutura genética, Neotropico, Cryptocarya aschersoniana, Mata de
Planalto, Brasil
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1. Introducéo

A variabilidade al ozimicaem popul aces naturaisde
plantas tem sido intensivamente estudada (Gottlieb 1977,
Nevo 1978, Brown 1979, Hamrick et d. 1979, Hamrick & Godt
1990, Rocha& Lobo 1998, Sousa2001). Em espéciesarbdress,
adtavariabilidade al ozimicaestarel acionadaalongevidade,
ampla distribuicdo geografica, e potencial para um
pronunciado fluxo génico. Essas caracteristicas combinadas
podem contribuir para um aumento do tamanho efetivo
populaciona (Sousa2001).

O conhecimento da estrutura populacional é
importante para se evitar perdas adicionais de diversidade
genética em popul agBes que sdo ameagadas por atividades
madeireiras, desmatamento e fragmentacdo de habitat (Hall
et a. 1994, Nason et a. 1997, Rocha & Lobo 1998). A
fragmentacao de areas defloresta, pelo avanco daagricultura
e de outras atividades antropicas, leva ao isolamento de
subpopulagdes e, conseqlientemente, a deriva genéticae a
endogamia (Robinson 1998).

As informagBes sobre a variabilidade genética em
populagdes naturais sdo fundamentais para o progresso de
duas éreasde grandeinteresse atual: especiacdo em florestas
tropicais e conservagdo de recursos genéticos (Buckley et
al. 1988). Moraeset al. (1999), em estudo de 214 individuos
de quatro populagdes naturais de Cryptocarya moschata
Nees, através de 18 locos isoenziméticos polimorficos,
apontaram para o fato de que as estratégias de mangjo e
conservagdo, necessarias para a preservacdo da alta
variabilidade genéticaintrapopul acional encontradaparaC.
moschata, implicariam na manutencéo de populactes com
nimero alto deindividuos. Além disso, paraa preservacao
da espécie como um todo, a manutencdo de muitas
populaces deveria ser provavel mente necessaria. Nao ob-
stante, o atual conhecimento sobre aMata Atlantica (sensu
lato; ver Joly et al. 1999) é ainda bastante incipiente,
principal mente quanto aestruturagéo genética popul acional
de suas espécies, e procedimentos adequados de
amostragem para fins conservacionistas e de manejo.

O presente trabalho objetivou a caracterizagdo da
estrutura genética de populacdes de Cryptocarya
aschersoniana Mez, através de estimativas das estatisticas
F de Wright, pelo método da andlise de variancia. A partir
da estimativa ndo viesada de F, testou-se 0 modelo de
isolamento pela distancia. Adicionalmente, foram obtidas
estimativasindiretas do fluxo génico entre popul agdes, bem
como seus tamanhos efetivos intrapopulacionais e
metapopulacional e o tamanho de vizinhanga.

2. Material e Métodos
2.1. Cryptocarya aschersoniana Mez

A espécie Cryptocarya ascher soniana M ez pertence
a0 género Cryptocarya R. Brown, subtribo Cryptocaryineae
Kosterm., tribo Cryptocaryeae Meissn., subfamilia
Lauroideae Kosterm., conforme a classificacdo de
Kostermans (1957) para a familia Lauraceae Lindl. Os
individuos reprodutivos de C. aschersoniana séo arvores
de10-35 mdealturapor 20-199 cmde DAP (PL.R. Moraes,
dados nado publicados). As flores séo hermafroditas,
trimeras, com duas séries de tépalas (3 + 3), 6 estames
introrsos e 3 extrorsos, com anteras biloceladas, 3
estaminddios, ovario quase séssil e estigma inconspicuo.
Os frutos s@o nucoides, tipo nacula, com 1,78-3,47 cm de
comprimento (X = 2,50 + 0,28 cm; N = 1.487 frutos de 37
arvores), 1,10-3,20cmdedidmetro (X =2,37+£0,22cm; N =
1.487 frutos de 37 &rvores). Os didsporos apresentam 1,38-
3,00 cm de comprimento (X =2,15+ 0,24 cm; N = 1.283
diasporosde 36 arvores), 1,00-2,16 cmdediametro (X = 1,50
+ 0,15 cm; N = 1.283 diésporos de 36 arvores;, Moraes &
Alves2002). A distribui¢éo geogréficade C. aschersoniana
ocorredo Rio Grandedo Sul ao Espirito Santo, com presenca
também em Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goiés.

A identificag@o daespéciefoi feitaapartir dematerial
herborizado e depositado no herbario da Escola Superior de
Agricultura“Luiz de Queiroz” (ESA), cujos vouchers séo
enumerados na tabela 1. Para C. aschersoniana Mez,
segundo revisdo feitapor Kostermans (1937, 1938), existem
pelo menos trés diferentes morfoespécies cujo status
taxonémico permanece duvidoso quanto a se realmente
representam umaunicaespécie biolégica(Moraes & Alves
2002). Desta forma, tem-se que os individuos amostrados
no presente trabalho pertencem todos ao mesmo padréo
morfol 6gico encontrado nas popul agbes do Planalto de S&o
Paulo e sul de Minas Gerais.
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2.2. Material vegetal e amostragem

Um ramo foliar portador de folhas maduras foi
coletado de individuos adultos da espécie Cryptocarya
aschersoniana Mez, acondicionados em sacos plésticos,
gue por sua vez foram armazenados em caixas de isopor
com gelo para o transporte até o laboratério. Uma vez no
laboratério, foram mantidos em geladeira ([0 5°C) até sua
extracdo e andlise el etrof oréti ca apos aproximadamente dois
diasemmédia

Nastabela l efigura 1 apresentam-se as localidades
cujas populacdes foram amostradas. Procurou-se coletar
no minimo 20 individuos por populagéo, sempre que
possivel. Porém, em determinadas populactes, quer pela
inexisténcia desse nimero de individuos, quer pela baixa
freqliéncia dos mesmos nas areas estudadas, os tamanhos
das amostras foram menores.

Asamostrasforam coletadas em diferentesfragmentos
florestais com diferentes graus de conservacdo e tamanho.
Comisto, tem-se desde: (i) fragmentos peguenos, bastante
impactados e dentro de &reas urbanas, tais como 0s
encontrados nos Bosgue dos Alemaes (com &rea de 2,07
ha, perimetro de571,8 metaxadecircularidadede 1,12 [D.A.
Santin, dados ndo publicados]), Bosque dos Italianos (1,4
ha, com perimetro de 545,8 m etaxadecircularidade de 1,15,
distante cercade 500 m do precedente [D.A. Santin, dados
ndo publicados]), Bosque dos Jequitibés (&reatotal de 10,34
ha e apenas 2,0 ha de vegetacéo nativa muito perturbada,
com perimetro de 1.707,5 m etaxade circularidade de 1,49
[D.A. Santin, dados ndo publicados]), e Mata do Aleméao
(cerca de 1 ha); (ii) fragmentos pequenos, bastante
impactados e circundados por areas agricolas de cana-de-
acUcar, pastagens ou café, tais como osde | baté (cercade 1
ha), Serra de S&o Pedro (cercade 2 ha), e Sdo Sebastido do
Paraiso (cerca de 4 ha); (iii) fragmento pequeno,
moderadamente impactado e circundado por areas de
Reserva Biol6gica e Estacdo Experimental, tal qual aarea
amostrada ao longo da mata ciliar do Cérrego Mariana da
Fazenda Campininha (cerca de 20 ha); (iv) fragmentos
médios, moderadamenteimpactados e circundados por &reas
agricolas de pastagens e cana-de-agUcar, tais como os da
Fazenda S&o José (cercade 230 ha, &real referidapor Pagano
& LetdoFilho 1987), edaregido deMogi Mirim (cercade 50
ha[D.B. Zabeu, comunicacéo pessod]); (v) fragmento médio,
moderadamente impactado (por¢do amostrada) e dentro de
area urbana, tal qual o da Mata de Santa Genebra (&rea de
251,77 ha, com perimetro de8.509,87 m etaxadecircularidede
de 1,51 [D.A. Santin, dados no publicados]); e (vi)
fragmento grande, relativamente bem conservado e
circundado por éreas de pastagens e de cana-de-agUcar,
como o da Fazenda Barreiro Rico (cerca de 2.200 ha,
Assumpcéo et al. 1982, Cesar & Leitdo Filho 1990).

2.3. Isoenzimas

A partir do emprego de marcadores a 0zimicos,
revelados pela eletroforese em gel de amido, fez-se a
caracterizacdo genética das populacdes analisadas,
seguindo-se principa mente as recomendagdes de Alfenas
etal. (1991).

A escolha dos sistemas enzimaticos para a andlise
genética do material em laboratério foi precedida por uma
série detestes, realizados no Laboratério de Melhoramento
de Plantas do CENA/USP, sendo que foram empregados
géis de penetrose a 13% e tampéo de extragcdo Namkoong
(solucéo n° 1 descritaem Alfenas et al. [1991; pg.41]). Na
extracdo das amostras, um pedago da [&mina foliar era
cortado em cercade 1,2x1,2 cm, naregido danervuracentral,
com o respectivo peso sendo multiplicado por 4, resultando
nos equiva entesem pl daquantidade de tampao de extracdo
aser utilizado namaceracéo daamostra.

Foram testados 31 sistemas, dos quais 19 foram
selecionados (tabela 2) para as andlises populacionais por
apresentarem boa resolucdo de bandas e polimorfismo. A
partir dos zimogramas gerados, obtiveram-se 39 locos
polimérficos que foram empregados nas andlises genéticas,
asaber: Acp-1, Acp-2, Acp-3, Alp-1, Alp-2, Cat-1 e Cat-2
(método deAlfenaset d. 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.
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Enzima

Cadigo

LEtodo de coloragio

o-Ederace
fi- Esterase
Catalce

Disf arase
Focfatace Acida
Focfatace Adcaling

G-Fodoghic aato D esidrogenace

Fosfoghicose Ieoprerace
Chitanato Deddrogenace

Grhatarmato- Oxaloacetato Trancaninace

Leocirato Desidrogeriase
Malato Desidrogerase

Hicotinamida Adening Dioacleotideo Desidrogenase
Hicotihardda Sdenina Divoacle atides Fosfato

Ay-EST-ECZ2311.1
EBeta-EST- E.C3.1.11
CAT-ECLLILLG

DIA-EC.12.14
ACP-ECE131
ALP-ECZ131
GPGDH - EC.11.1.44
PGI-EC531.0
GDH-EC14.13
FOT-EC26.11
IH-E.C.1.1142 (HADP)
MDH-E.C1.11.37
HADHDH- EC. 146903
HADPFHDH- EC.1.6580.1

Stuber et 2l (19551
Soaber et ol (1988
Scandalios (19657%
AFenacetal (19915
A¥erasetal (1991)°
AFeracetal (19910
Eoyer (1061)"
A¥emacetal (1991%°
A¥emacetal (19919°
AFemacetal (19919
Erewhakier ot a1, ( 19687
A¥emasetal (1991%°
A¥emasetal (19917°
A¥enasetal (19910"
A¥erasetal (19917°

Drecidrogeriase

Perozddace PO-ELC.111.17 Erewbaker etal. (19687
Poliferolortidass PRO-EC1.103.1 OL¥eracetal (19915
Smerdido D igratase S0l-EC.115.1.1 A¥erasetal (1991)°
2oquithato Desidrogerace SEDH-EC.11.1.35 A¥emacetal (1991%°

atampao L itio-Borato (L B): tamp&o do eletrodo: Tamp&o A (Litio-Borato 0,24 M, Scandalios 1969): &c. bérico 0,19 M,
titulado com Hidréxido de L itio 0,05 M até pH 8,3; tamp&o do gel: Tamp&o B (Tris-citrico 0,059 M, Scandalios 1969): &c. citrico
0,008 M, titulado com Tris0,051 M até pH 8,3. Misturadostampdes A e B naproporcao 1:9. Corrida el etroforéticaestabel ecida
em voltagem constante fixadaem 300 V, por 18 horas; ® tamp&o Tris-Citrato (TC): tamp&o do eletrodo: Tris0,223 M + Ac.
Citrico 0,086 M, pH 7,5; tamp&o do gel: diluic&o a 7% do tampao do el etrodo (Soltiset a . 1983). Voltagem constante fixadaem
130V, por 19 horas; ¢ tampé&o Citrato-Morfolina(CM): tamp&o do eletrodo: Ac. citrico 0,04 M, titulado com N-(3-aminopropil)
morfolinaparao pH 6,1; tamp&o do gel: dilui¢éo a1:20 do tampdo do eletrodo (Clayton & Tretiak 1972). Corrente constante

fixadaem 18 mA, por 21 horas.

Tabela 2: Sistemas isoenzimaticos utilizados para as anéalises populacionais de Cryptocarya aschersoniana Mez, com indicagéo dos

sistemas-tampéo gel/eletrodo.
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2.4. Andlise de Dados

A partir da interpretacdo dos zimogramas e
consequente definicdo dos gendtipos de cada individuo
estudado, para os marcadores empregados, calcularam-se
asfrequiéncias a éli cas para cada popul agdo amostrada, bem
como as principais medidas de variabilidade genética,
caracterizadas por: A = nimero médio de alelos por loco,
obtido a partir da média aritmética do nimero de alelos de
cadaloco, em cada popul agdo, paracadaloco, fazendo-sea
médiaaritmeticaentrelocos; A= nimero efetivo dealelos,
calculado de acordo com Crow & Kimura (1970); P =
proporcao de locos polimérficos por popul agéo, obtidapela
divisdo do nimero de locos polimérficos (freqliéncia do
alelo mais comum <0,95) pelo nimero total de locos
andisados. A heterozigosidade media observada (H ) foi
obtida pelamédia aritmética das proporcdes do nimero to-
tal deheterozigotos em relacdo ao nimerototal deindividuos
entre oslocos analisados. A heterozigosidade esperada (H,)

néo viesada foi calculada por [, = 2n(1— 5 §<i2)/(2n -1)

(Nei 1978), com n=ndmero deindividuosamostrados, X; =

a frequéncia populacional do i-ésimo aelo de um loco,
fazendo-se a média aritmética entre os locos estudados.

Com base nas estimativas das frequiénci as observadas
(H,) e esperadas (H.) de heterozigotos, calculou-se o
indice defixacéo ou coeficiente de endogamia F de Wright
(Fas)) para a populagio, F(is)=(He~Ho)/He, que é
definido como ototal de heterozigose observadaem relacéo

a heterozigose esperada em cruzamentos ao acaso (Wright
1978).

Testes exatos para verificagdo da hipétese nula de
aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram
conduzidos através do método Monte Carlo, conforme
apresentado por Guo & Thompson (1992), através do
programaTFPGA 1.3 (Miller 1997).

Para cada alelo identificado, foram computados os
valores das estatisticas F de Wright, a partir de seus
estimadores nédo viesados (F= F, 6= F, e f=F
Cockerham & Weir 1993), com 0s respectivos testes de
permutago para verificar suas significancias, através do
programaFSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995, 2002). Osintervalos
de confianca foram calculados através de procedimentos
de reamostragem do tipo bootstrap sobre os locos, para a
média dos mesmos, e através de jackknifing sobre as
amostras, para cadaloco.

Testou-se 0 modelo de isolamento pela distancia,
conforme Slatkin (1993), com arealizagdo de um teste de
Mantel (1967), conforme Manly (1985; ver também Sokal
1979, e Sokal & Rohlf 1995), através do coeficiente de
correlagdo de Pearson, empregando-se 0s programas
GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset 1995), FSTAT 2.9.3.2

(Goudet 1995, 2002) e GENETIX 4.02 (Belkhir et al. 1996-

2001), quecaculam ép €0 numero de migrantes por geragéo
(Nm) entre pares de popul actes.

Para a estimativa indireta de Nm, a quantidade de
migrantes por geragéo, empregou-se o método de Crow &
Aoki (1984), paraum modelo deilhas, com: F = 1/(4aNm+
1), onde a = [n/(n - 1)]? e n € o nimero de subpopul acles.

Utilizou-se o estimador ép no lugar de st » conforme
demonstracéo de Cockerham & Weir (1993), por ser este
menosviesado. A partir daestimativade Nm, calculou-seo
valor do tamanho de vizinhanca, Nb, conforme formula
propostapor Slatkin & Barton (1989), asaber: Np = 21(Nm
(Eguiarteet al. 1993).

O tamanho efetivo populacional foi obtido através
dos componentes da variancia, de acordo com a
metodol ogiaapresentada por Vencovsky (1997), resumidaa
seguir. Para o caso de uma nica populagdo, com auséncia
de estruturacdo genética, o tamanho efetivo de populagéo

foi calculado através de N, =N/(1+ f) , com N sendo o

ndmero de plantas adultase f ocoeficientede endogamia
intrapopulacional. Para o caso de individuos de vérias
populagBes, em um modelo de infinitas populagdes (sem
correcao paratamanho finito de populagdes), o cdlculo foi
feito através de

Ne=05/@pl(L+Cp)/P—(1/N)]+(L+F)/2N} , onde

gp € O coeficiente de coancestralidade relativo a

populacdes, E é coeficiente médio de endogamiade todas
as plantas nas populagdes analisadas, N é o nimero de
individuos amostrados nas P populagdes;, N = ZN; i =1,
2..P eC éoquadrado do coeficiente devariagdo do nimero
de individuos (N,) entre as popul agdes.
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3. Resultados

Osprincipaisindicesdedivers dade génica, bem como
as heterozigosidades observadas e esperadas sédo
apresentados na tabela 3. As populacdes de C.
ascher soniana apresentaram indices de diversidade génica
elevados, similares aos encontrados para outras espécies
arbéreastropicais. A populacéo SPfoi aque apresentou um
maior excesso significativo de heterozigotos parao conjunto
de locos polimérficos. Por outro lado, as populagdes BR,
Bl, FC, MA, MM e SSP, apresentaram endogamias
intrapopul acionai s altamente significativas. As popul agdes
BA, BJ, |, SG e SJ, por sua vez, mostraram-se dentro das
propor¢des de EHW. O indice de fixag&o total para as 12
populacgdes agrupadas e consideradas como uma unica
populagcdo mostrou-se atamente significativo, indicando
déficit de heterozigotos.

Umaoutraformadeseavaliar evisudizar aaderéncia
dos locos as proporcdes esperadas de EHW pode ser
observada pelo exame dafigura2, em que sdo apresentadas
asestimativas médias def (F ) por locosisoenzimaticos, a
partir das 12 populac¢des naturais de Cryptocarya
aschersoniana. Apreende-se que 20 locos (51,28%)
apresentaram desvios positivos significativos (déficit de
heterozigotos, endogamia) em relacdo as proporcdes de
EHW, enquanto que oito (20,51%) apresentaram desvios
negativos significativos (excesso de heterozigotos,
impedimento sistematico de cruzamentos endogamicos) e
11 locos (28,21%) apresentaram-se em equilibrio
(cruzamentos aleatorios).

Nafigura 3, com as estimativas médias de 6p (F,)
para as 12 populages de C. aschersoniana, observa-se
que a totalidade dos locos (39) apresentou-se
significativamente positiva.

Pelaandlisedafigura4, dosvaloresmédiosdeF (F,,)
para as populacfes de C. aschersoniana, observa-se que
28 locos (71,8%) apresentaram valores de F .
significativamente positivos, indicando subdivisdo
sistemética ou em grupos autofecundados, enquanto que
cinco (12,8%) apresentaram valores significativamente
negativos, indicando pouca ou nenhuma subdiviséo
sistemética eimpedimento de cruzamentos endogamicos, e
seis locos (15,4%) com valores ndo significativamente
diferentes de zero.

Os valores de ép calculados entre os pares de
populacbes encontram-se na tabela 4, todos
significativamente diferentes de zero. Apreende-se que
muitosvaloresde gp mostraram-se discrepantesem relagéo
ao que poderia ser esperado a partir das distancias
geogréficas entre os pares de popul agdes.

Para setestar o model o de isolamento peladistancia,
fez-se o teste ndo paramétrico de comparacéo de duas

matrizes de distancias. Para as populagfes de C.
aschersoniana, o valor abtido para o Coeficiente de Mantel
(Z) entre as matrizes dos logaritmos das distancias
geogréficas e do nimero de migrantes por geragao (Nm) foi
-76,23 com uma probabilidade P = 0,8248, apartir de 10.000
permutagdes. Entéo, ndo foi verificado o isolamento pela
distancia entre as populagfes analisadas de C.
aschersoniana. Damesmamaneira, pelo grafico tambémem

escala logaritmica de Nm Vversus a distancia geogréfica
(figurab), esperar-se-iaumaregressdo aproximadamentelin-
ear em umapopulacdo em equilibrio e com dispersdo restrita.
No entanto, o coeficiente de regressdo foi de-0,051, com o
coeficiente de determinacdo explicando apenas 2,24% da

varianciatotal delog( Nm), pelaregressio.

A estimativa do nimero de migrantes por geracao,
calculado pelo método de Crow & Aoki (1984), por ser
indicado para o caso de poucas subpopulagdes, resultou

num Nmde 0,42, com um tamanho de vizinhanca ( Np) de

2,6 individuos, a partir da formula para um modelo de
apondras (Slatkin & Barton 1989).

Na tabela 5, apreende-se que sob um contexto
intrapopulacional, paraaamostragem dosindividuos de C.
aschersoniana de Sao Pedro, os 17 individuos amostrados
corresponderam a Ne de 21,09 individuos. De forma
semelhante, os tamanhos efetivos encontrados para as
amostragens das demais popul agdes indicaram que houve
uma adequada representatividade genética das amostras
obtidas, a partir das frequéncias alélicas dos locos
analisados.

No entanto, sob um contexto metapopulacional,
considerando-se as 12 populacdes amostradas para a
espéci e (popul agbes como unidades amostrais), assumindo
gque a mesma fosse composta por infinitas populagdes, o
tamanho efetivo populacional resultante foi de 15,4
individuos, paraos 267 amostrados. Parao limite, comC_=
OeN suficientementegrande, N, - (0,5P)/8, sendoigual a
17,91 individuos.
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MG 1 5T & Bl E& EBI o3 ERE MM FC G
0281 D200 0410 0395 0356 0296 0347 0304 0232 0286 0253
0 4 0285 DAD0 0445 0304 0351 0410 0395 0203 0350 0392
094 043 0409 0345 0369 0246 0400 0312 0197 0208 0317
D36 025 036 0402 0392 0354 0529 0375 0420 0362 0337
038 031 047 037 D404 0,133 0423 0323 0324 0263 0370
D45 035 043 030 037 D246 0429 0323 0295 0337 0321
DF2 046 077 046 162 077 0364 0298 0202 0242 03280
D47 036 038 022 034 033 044 0,175 0391 0386 0430
D57 038 055 042 052 052 059 118 0347 0260 0296
DF3 040 102 034 052 00 098 039 047 0208 0275
DF2 045 054 044 070 051 078 040 0OF1 059 0377
ssp|ogn 039 054 051 043 053 0464 033 059 0F6  DAS

HE%EEEE%EHﬁ

Tabela 4: Matriz das estimativas de 6, (diagonal superior) e de N (diagonal inferior) para 12 populagGes de Cryptocarya aschersoniana
Mez

Pop ulacio N F=Fx 0t
Ihta do Alerdo 26 0,072 24325
[baté 25 0011 24773
Fazenda 580 José 12 0,082 11,09
Serra de 5d0 Pedro 17 -0,194 21,09
Bosoue dos Jeguibbas 110 0,0E2 524
Bosoue dos Llemdes 30 0,002 30,06
Bosoue dos [talianos 20 0,145 17,47
oanta Cerebra 20 -0,074 21,60
Barrero Fico 20 0,265 2292
Ivb g1 Tvlirir 16 0,120 1429
Fazenda Carmparanta £ 0,324 2417
580 Sebastido do Parako 30 0,267 23 68
TOTAL 267 0,119 15,40

2 para uma popul agéo sem estruturagenetica: N, = N/@+ f) ; P paramuitas popul agdes em um modelo de
infinitas populagdes. N = 054gpla+c )/ P-@/NI+a+Hi2n, (Vencovsky 1997)

Tabela 5: Tamanhos amostrais com respectivas estimativas dos tamanhos efetivos populacionais (N)
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4, Discussao

Os resultados dos indices de diversidade génica e
das heterozigosidades, apresentados natabela 3, sugeriram
a existéncia de diferencas entre as popul agbes em relacéo
as frequéncias aélicas e niveis de diversidade, indicando
uma divergéncia entre as mesmas. Adicionalmente, esses
valoresforam similares aos encontrados paraoutras espécies
de Angiospermas arboreas tropicais.

Os resultados das estimativas médias de 0p (figura

3) indicaram, também, haver uma divergéncia altamente
significativa entre as populagdes analisadas, que poderia
ser decorrente do efeito de Wahlund. As diferencas
significativas das frequiéncias alélicas entre as
subpopul agbes podem dar a“ aparéncia estatistica’ de uma
deficiénciade heterozigotos paraapopul acdo inteira (Hartl
& Clark 1989). O efeito de Wahlund poderiaser, nesse caso,
um erro de amostragem causado quando as subpopul agbes
fossem estabel ecidasapartir de fundadores com freqiiéncias
alélicas diferentes das outras subpopulacgdes ou da
populagdo como um todo. A diferenciagdo populacional
encontrada para C. ascher soniana mostrou-se superior aos
valores encontrados paraoutras espécies arbéreastropicais.
A auséncia de valores negativos encontrados para 0s
coeficientes de coancestralidade indicou que,
provavelmente, as frequiéncias aélicas dos individuos se
adequaram ao model o aleatdrio de Cockerham, sugerindo
gue as isoenzimas utilizadas como marcadores no presente
trabalho seriam totalmente neutras. 1sso ocorre porque o
modelo de Cockerham assume que as divergéncias nas
freqliénciasaélicas sfo resultantesexclusivamente de deriva
genética, ndo pressupondo aexisténcia de qual quer selecdo
(Weir 1996).

Deacordo com Nei (1987), vérios sdo osfatores que
podem levar aum valor de F diferente de zero, sendo que a
endogamia, cruzamentos preferenciais, subdivisdo
populacional e selecdo seriam os maisimportantes. Quando
aendogamia € o Unico fator responsavel pelo aumento da
frequéncia de homozigotos, F € igual ao coeficiente de
endogamiade Wright (1969), com um val or sempre positivo.
Para os organismos com sistema misto de cruzamento,
guando a probabilidade de exocruzamento é t, o valor de
equilibriodeF é(1-t)/(1 +t). Um outro tipo de reproducéo
ndo al eatdriaé o dos cruzamentos preferenciais, que ocorrem
entre individuos que compartilham caracteres fenotipicos
similares. Essetipo de cruzamento tem um efeito semelhante
a0 da endogamia por também promover um aumento na
freqliéncia de homozigotos. Porém, esse efeito serestringe
apenas aos | ocos rel acionados com o carater para o qual 0s
cruzamentos preferenciais ocorrem (Wright 1969). Para o
caso de subdivisdo populacional, existe umadificuldade em
se conhecer a estrutura reprodutiva de uma popul agdo, que
podeincluir varias unidades reprodutivas ou subpopul agdes.

Nesse caso, mesmo que cada subpopulagdo apresente-se
em EHW, as fregquiéncias genotipicas da populagdo inteira
podem desviar das propor¢des esperadas. Essapropriedade
foi notadainicialmente por Wahlund (1928) e é denominada
por efeito ou principio de Wahlund. Por suavez, a selecdo
pode aumentar ou diminuir o valor de F, dependendo do
tipo de selecdo. Comisto, a predominanciade cruzamentos
ndo aleatérios para a maioria dos locos, no presente
trabalho, poderia ser explicada pela existéncia de
cruzamentos preferenciais.

Segundo Cockerham (1973), dentre osvériosfatores
que podem afetar essas correlacBes intraclasses, 0s
principaisseriam aendogamia, selecdo, migracao, fertilidade
diferencial, cruzamentos preferenciais, diferencas nas
freqUéncias génicas de gametas masculinos e femininos e
misturas de subdivisdes. Para uma discussdo sobre os
efeitos desses fatores, seria necesséria umadistingéo entre
aqueles que levam a uma diferenciacao entre as
subpopulacgbes, daqueles que se relacionam com 0s
processos ocorridos dentro das mesmas. Dessa forma, se
0s genes estiverem distribuidos aleatoriamente dentro das

subpopulagdes, entdo as diferengas entre 0s mesmos
contribuiriam igualmente para F e g_e néo paraf. Desta

forma, f seriaquase que exclusivamente umaconsegiiéncia
dos efeitos dentro das subpopul agBes, estando relacionado
a0 sistemareprodutivo das mesmas. De maneirasemel hante,
os efeitos de selecdo sobre os aelos de um loco também
podem ter consequiéncias sobre f, pois, a menos que a
viabilidade dos heterozigotos seja menor ou igual a média
geométrica das viabilidades dos homozigotos, levariam a
um f negativo (Wallace 1958; Lewontin & Cockerham 1959;
Workman 1969). As freqiiéncias génicas diferenciais para
gametas masculinos e femininos podem produzir uma
diminuicéo dehomozigotos e um aumento de heterozigotos.
Se houver unides aleatérias de gametas, estas séo
independentes, porém, haveraum excesso de heterozigotos
em relagdo as freqliiéncias esperadas sob EHW (também
independentes), quando as duas freqiiéncias diferirem.
Ainda, cruzamentos preferenciais teriam uma contribui¢cdo
positiva sobre f, a0 passo que o0s ndo preferenciais teriam
umacontribuic¢&o negativa (Cockerham 1973).

Ainda, com relagcdo a origem das discrepancias
encontradas nos resultados das estatisticas F entre os
diferentes locos, tem-se que o conhecimento do controle
genético e do modo de heranca dos padrbes i soenzimaticos
seria um pré-requisito para seu uso nas analises genéticas,
umavez que poderiam existir padrdes de bandas queimitam
a segregacdo Mendeliana dos genes, especiamente nas
fosfatases, esterases e peroxidases (Sousa 2001). Comisto,
deacordo com Chagala(1996), afatadeinformagéo sobrea
herancapoderialevar aestimativasviesadasdasfreqiiéncias
alélicas e a uma hiperestimativa dos niveis de
heterozigosidade. No presente trabalho, néo foi possivel a
andlise das progénies das populagdes amostradas, devido
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a baixa taxa de germinag&o dos diasporos coletados, mas
houve, porém, a confrontagdo dos padrées de bandas
obtidos para C. aschersoniana com aqueles encontrados
por Moraes & Monteiro (2002), em que se verificou a
segregacdo dos locos isoenzimaticos através de progénies
de C. moschata com suas respectivas arvores-mae, para 0s
sistemas ACPR, ALP, CAT, GOT, PPO e PRX. A basegenética
para os demais sistemas foi interpretada a partir de
homologias e analogias com outras plantas reportadas na
literatura, aliadas ao conhecimento da estruturaquaternéria
existente paramuitas delas. No entanto, em sistemas como
DIA, MDH, PGI e SOD, em que se utilizou o procedimento
mai s parcimonioso ao se considerar 0 nimero total delocos
monomorficos pelainterpretacdo de cadabandafixadacomo
um loco separado, tem-se que o nimero de locos
monomadrficos atribuidos a tais sistemas isoenziméticos
poderia também afetar fortemente os célculos de
variabilidade genéticarelativa, taisquais osde porcentagem
delocos polimérficosedeheterozigosidade (Hall et a. 1994).
Comisto, ndo se descartaa possibilidade de que paraa guns
dos locos avaliados tenha havido vieses nas estimativas
dasfreqiiénciasaélicas, devido ainterpretacdo equivocada
dos padrdes de bandas apresentados.

Com relacdo ao model o defluxo génico avaliado, pelo
modelo de alpondras bidimensional (dispersdo entre os
vizinhos mai s préximos), esperar-se-iaque populagdes que
nuncatrocam migrantes ndo deveriam exibir valores muito

maiores do que as que trocam (Rousset 1997), como o
encontrado paraas populacdesBA eBI (g,=0,246) eBA e
SG (g, =0,429), por exemplo. Deformasemel hante, apartir
de um modelo cléssico de isolamento pela disténcia, seria
esperado um aumento de g, com o aumento da distancia
entre os pares (Raybould et al. 1995).

Os resultados do presente trabalho mostraram que o
padréo obtido ndo indicou que a espécie apresente
isolamento pela distancia, estando em equilibrio com
migracéo e deriva. No entanto, umaausénciade um padréo
deisolamento peladistanciapoderiatambém ocorrer devido
aumaamostragem agrandes distancias, umavez que poderia
haver dependénciadaamplitude dos (logaritmos dos) valores
dasdistanciasinvestigadas, e davarianciados estimadores,
gue seriam provavelmente menores a curtas distancias
(Rousset 1997). Contudo, seriaimprovavel a suposicéo de
gue com o atual estado de fragmentacédo das populactes
aqui investigadas, que j& se encontram relativamente
isoladas h& algumas geragdes, pudessem ainda apresentar
fluxo génico significativo através de polinizadores de voo
curto e dispersdo de diasporos por grandes primatas e
cracideos, que seriam 0s principais vetores dessa
movimentacdo (vide Moraeset al. 1999). Osvaloresde g,
encontrados para os pares de popul agbes indicariam, dessa
forma, que fatores como deriva e efeitos de fundador
poderiam estar provavelmente relacionados a alta
divergéncia encontrada entre essas populacdes. Nesse

sentido, os testes realizados para aderéncia ao Equilibrio
entre Mutagdo e Derivagenética(PL.R. Moraes& M.T.V.C.
Derbyshire, dados ndo publicados), conforme metodologia
descritaem Cornuet & Luikart (1996), Luikart & Cornuet
(1998), e Piry et a. (1999), mostraram que nenhuma das
populacbes de C. aschersoniana encontrou-se em
equilibrio, indicando ocorréncia de bottlenecks.

Adicionalmente, osvaloresdeNmeNb determinaram
seaderivagenética, por si O, poderiaproduzir variabilidade
genética substancial entre locais. Se Nm fosse maior que
1,0, o fluxo génico seriaalto o suficiente paraprevenir uma
diferenciacéo devidaaderiva(Slatkin & Barton 1989). Neste
trabalho, 0 nimero médio de migrantes por geracdo ( Nm)
foi pronunciadamente inferior a 1,0, indicando que o fluxo
génico ndo seria suficiente para evitar uma diferenciacéo
populacional devido a deriva genética, e podendo ser
considerado relativamente baixo quando comparado aos
valores obtidos de outras espécies de Angiospermas
arbdreas tropicais. O nimero de genitores que trocariam
genes a0 acaso resultou em torno de 3 individuos, sendo
gueum niimero menor deindividuosem umamesmaunidade
de &reaimplicaria em um aumento da divergéncia entre as
vizinhangas. A partir dosvalores estimados de Nb, as areas
de vizinhanca para cada uma das popul agdes poderiam ser
também estimadas caso houvessem informagdes sobre as
respectivas densidades populacionais, obtendo-se
posteriormente uma média para a espécie, a partir das
mesmas (videMoraeset al. 1999).

A avaliacdo da representatividade genética das
amostrasfoi feitaatravés do tamanho efetivo populacional,
Ne, que seria um parametro crucial para o julgamento do
impacto daderivasobre aestruturagenéticade popul agdes.
O entendimento da relacdo entre o tamanho efetivo e o
tamanho real de uma populacdo de plantas seriafundamen-
tal paraum plangjamento de conservagéo porque umagrande
diferenca entre N e Ne poderia iludir os pesquisadores
guanto ao status de uma espécie. Em esséncia, essarelacdo
dependeriabasi camente davariabilidade entre osindividuos
a0 longo do tempo de seu sucesso reprodutivo, combinando
tanto varidveis populacionais ecol6gicas quanto as
genéticas (Moraes et al. 1999). Para o presente trabalho,

observou-se a partir daformulagio =N/ f) quea

endogamia reduziu o tamanho efetivo populacional, e os
valoresinsignificantesencontradosde f fizeram com que
os de N, fossem praticamente iguais aos numeros de
individuos amostrados. Por sua vez, apreendeu-se que a
amostragem realizada paraaespécie correspondeu a85,98%
do tamanho efetivo méximo obtido apartir de 12 popul agdes
comum g, de0,335, correspondendo aapenas 5,77% dos
individuos amostrados. Ficou evidente que o tamanho
efetivo obtido para a espécie foi bastante pequeno, visto
gue a divergéncia entre as populagdes foi relativamente
elevada, indicando que a amostragem de diferentes
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popul agbes seriaumaestratégiaimportante, mesmo quando
a divergéncia entre elas fosse relativamente pequena,
conforme apontado por Vencovsky (1997) e analisado para
populacdes de C. moschata por Moraes et al. (1999).

Pelo exposto, caberiaressaltar que as populactes de
C. aschersoniana de fragmentos florestais pequenos e
perturbados como os dos Bosque dos Alemées e Bosque
dos Italianos apresentaram uma diversidade genética téo
altacomo ade fragmentos maiores como da Mata de Santa
Genebra e da Fazenda Barreiro Rico. Adicional mente,
considerando-se também que a divergéncia genética foi
relativamente alta entre as popul agdes estudadas, os dados
obtidos poderiam ser Uteis no suporte a preservacdo de
pequenos fragmentos, mesmo que urbanos e muito
perturbados.
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