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RESUMO
O conhecimento da diversidade genética entre ealdetpopulacdes naturais € de suma

importancia para a elaboracdo de estratégias dee@taon situ e ex situ, devido a
fragmentacdo florestal que altera processos eamggessenciais a manutencdo desta
diversidade. Assim, este trabalho foi realizado apmwbjetivo de avaliar a variabilidade
genética dentro e entre populacde<Zdgphus joazeiro Mart. e Cassia grandis L.f., por
meio de marcadores moleculares, visando definiatégfias de coleta de sementes para a
producdo de mudas destinadas a recuperacdo dedégrasladas. O estudo foi realizado
em diferentes municipios localizados na regido @xd Sdo Francisco sergipano. As
populacdes d&. joazeiro foram amostradas em Santana do Sao Franciscoolaareh
Canindé do Séo Francisco, enquanto as popula¢cd€s giandis foram amostradas em
Santana do Sdo Francisco, Canhoba e Nossa Senhdrauddes. Para a avaliacdo da
estrutura genética das populacdes foram utilizamksnarcadores isoenzimaticos e o
marcador de DNA-RAPD. A partir dos resultados obms@os pode-se inferir que devido
ao processo de fragmentacéao florestal, causadeigaimente pela ocupa¢do humana na
regido do Baixo Sao Francisco, as populacfes estfigturadas. No entanto, as espécies
apresentam elevada diversidade genética intrapopuokd, auséncia de endogamia e alelos
raros e exclusivos. Estes resultados devem egéatds, além do processo de fragmentacgéo
florestal, as caracteristicas do agente polinizatisr espécies estudadas (insetos), pois,
como percorre pequenas distancias, o fluxo gérimoéamplo, o que pode ocasionar a
estruturacdo genética das populagbes. Assim, d@giiat para a conservacdo da
variabilidade existente, como coleta de materiahégeo em todas as populacbes

estudadas, devem ser adotadas.

Palavras Chave:Estrutura genétic& APD; Isoenzimas.
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ABSTRACT
The genetic diversity within and among natural papons is critical to developing

strategies for conservation situ andex situ, due to forest fragmentation alters ecological
processes that are essential to maintaining thisrslty. This study was conducted to
evaluate the genetic variability within and betwesopulations ofZizyphus joazeiro
Mart. andCassia grandis L.f. by molecular markers, to define strategiesdollect of the
seed to produce seedlings for the rehabilitatiodegfraded areas. The study was realized
in different municipalities in the Baixo Sao Frast sergipano. Populations ffjoazeiro
were sampled in Santana do S&o Francisco, CanhQlzamiedé do Sao Francisco, while
populations ofC. grandis were sampled in Santana do Sdo Franciso, Canhdtaessa
Senhora de Lourdes. To evaluate the genetic steucfupopulations were used isozymes
and RAPD-DNA marker. From the observed results lbaninferred that due to forest
fragmentation, mainly caused by human occupatiorthen Baixo Séo Francisco, the
populations are structured. However, the speciesvett high genetic diversity within
populations, inbreeding and lack of rare alleled anique. These results should be linked,
in addition to forest fragmentation, pollination acacteristics of the studied species
(insects), for as short distances, gene flow is lamje, which can lead to the genetic
structure of populations. Thus, strategies for eoration of variability, such as the
collection of genetic material in all populationnadied, should be adopted.

Key words: Genetic structure; RAPD; Isozymes.
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Capitulo 1

Introducao



INTRODUCAO GERAL

Os ecossistemas naturais apresentam elevada dadgsibiologica, o que
influencia diretamente na sua sustentabilidade. mfegas ciliares contribuem para a
conservacdo desta biodiversidade uma vez que,cftguiti como corredores ecolégicos,
como fonte de alimentacdo para a fauna, contrilmmn @ melhoria das condi¢des
ambientais favorecendo o desenvolvimento de digsegspécies, entre outras causas. No
entanto, devido as propriedades fisico-quimicasseles solos e da elevada umidade
observada, estas tém sido degradadas principaln@arg o uso agricola da terra,
promovendo uma significativa supresséo e fragméotda vegetacao.

A fragmentacdo florestal € um processo pelo quah tdvisdo das populacbes
naturais em pequenas populagcdes isoladas. No EsladBergipe observa-se que as
principais causas da fragmentacdo da vegetacdr e#io: 0 uso agricola da terra, a
ocupacdo humana e a exploracdo das espécies gegetasado utilizadas como lenha e
carvao ou aquelas que apresentam potencial madeirei

O isolamento entre as populacbes das espéciesrvalle apds o processo de
fragmentacdo, influencia na estrutura genéticaadegtois interfere no fluxo génico,
podendo causar processos genéticos como endogameidva genética. Assim, torna-se
importante a recuperagdo das areas fragmentadagjparos processos ecoldgicos sejam
retomados.

O processo de recuperacdo de areas degradadasledaveem consideracéo
algumas premissas basicas para garantir o sucassptintacdo. Deve-se dar preferéncia
as espécies nativas da regido e realizar um pregdenproducao e coleta de sementes para
a producdo de mudas baseado na caracterizacddcgedas populacdes das espécies
selecionadas. Esta fornece as informacdes necesgdra o estabelecimento de planos de
conservacam situ, ex situ e para a recuperacao de areas.

A escolha dos individuos de cada espécie que d#iZzada em programas de
recuperacdo deve contemplar varias populacbesetegée destes deve ser realizada de
forma que abranja a maior diversidade genéticaiypelssEstes procedimentos devem ser
realizados para que ndo ocorra a perda de aledws, o1 cruzamento entre individuos
aparentados na area onde serdo empregadas as esnoentmudas das espécies

selecionadas, tornando o processo mais sustet@ypeinto de vista ecoldgico.



A caracterizacdo da diversidade genética em popesagaturais pode ser realizada
por meio de marcadores moleculares e/ou bioquimi©ss marcadores isoenzimaticos
(bioquimicos) e os marcadores RAPD (PolimorfismoDdé¢A Amplificado ao Acaso -
molecular) tém sido utilizados em estudo de didaide e estrutura genética de populacdes
naturais em diversas espécies arboreas, devidessibitidade, facil execugdo e baixo
custo. Por meio dos parametros ecoldgicos e gesétabtidos, utilizando estes
marcadores, pode-se ainda definir o tamanho efdaggpopulacfes e a populacdo minima
viavel, valores que dao subsidios as estratégiasmervacado das espécies, como também
aos planos de recuperacao de areas degradadas.

Para a realizacdo deste estudo foram selecionadasp&cieZizyphus joazeiro
Mart. e Cassia grandis L. f., espécies arbéreas economicamente e ecalogiate
importantes da regido do Baixo Sao Francisco samgigue apresentam alta plasticidade

ecoldgica, permitindo-lhes ocupar diversos tipoambientes e formagdes vegetais.

A fragmentacdo da vegetacdo observada na regia®aiboo Sao Francisco
sergipano tem sido ocasionada principalmente pelgpagdo humana. Devido a isto,
observa-se a existéncia de pequenas populacéeslasplao longo desta regido, das
espécies selecionadas para o estudo. Este isolanpexie ocasionar o aumento da
diversidade genética entre as populagfes, devals@ncia de fluxo génico, uma vez que
0s agentes polinizadores destas espécies percqgregmenas distancias (insetos), e
consequentemente a estruturacdo genética das poeslailém disto, processos como a

deriva genética e a endogamia podem estar ocorrendo



OBJETIVOS

Geral

Avaliar a variabilidade genética dentro e entre utagbes deZizyphus joazeiro
Mart. e Cassia grandis L.f., por meio de marcadores moleculares e bioguais
localizadas em diferentes municipios do Baixo Sa@and¢isco, no Estado de Sergipe.

Especificos

a) Caracterizar geneticamente trés populacdesamtieZizyphus joazeiro Mart. eCassia
grandis L.f., por meio de marcadores isoenzimaticos e RAPD

b) Estimar parametros de estrutura e diversidadétga,;

c) Definir estratégias para producdo e coleta deestes, visando a producdo de mudas

destinadas a recuperacado de areas degradadas.



REVISAO DE LITERATURA

1. Zizyphus joazeiro Mart. e CassiagrandisL. f.

Zizyphus joazeiro Mart. (joazeiro), pertencente a familia Rhamnaceaaima
espécie mondica (SALOMAO e ALLEM, 2001), que apngége como agentes
polinizadores essencialmente abelhas e diversesompequenos (CARVALHO, 2007).
Na regido da Caatinga apresenta suma importancéagsies insetos, uma vez que, na
época mais seca do ano quando a maior parte déagégeencontra-se sem flores, suas
flores sdo usadas como fonte de néctar e polen Y@ARO et al., 2006). E uma planta
climax exigente em luz, perenifélia, heliofita eletiga higréfita e € encontrada no
Nordeste do Pais (Piaui até o Norte de Minas Qeraspecialmente nas Caatingas e
campos abertos do poligono da seca (LORENZI, 1982Yegido do Baixo S&o Francisco
sergipano, ocorre desde o municipio de CanindéaddoFBancisco (Alto Sertdo) até a Foz
do rio, no municipio de Brejo Grande (Litoral). Apécie é utilizada nas construcdes
rurais, na producédo de lenha e carvéo, na arb@oczaghbana e por ser uma das poucas
espécies de Caatinga que se conservam sempre vasdethas d&. joazeiro podem ser
utilizadas na alimentagcdo de caprinos e ovinos camorecurso alternativo durante a
época seca. Seus frutos sdo comestiveis e ricagtamna C (BRAGA, 1976; BARROS
et al., 1991; LORENZI, 1992; CARVALHO, 2007). Na digna popular, é muito
empregada em tratamento de gastrites, gripes, siisgue ferimentos, fabricacdo de
cosméticos, xampus anticaspa e creme dental (MATZDB0). Santos et al. (2009)
realizaram um estudo etnobotanico sobre a indicag@oplantas medicinais para
tratamentos de patologias bucais na cidade de Be&soa (PB), e constataram que o
juazeiro é utilizado na regido contra o sangramgatwival. Apesar da grande utilidade, a
exploracdo daZ. joazeiro limita-se ao extrativismo, sendo a realizacao stedos que
contribuam com a sua conservacao de suma impaat@hcVES et al., 2008).

Cassia grandis L.f. (canafistula), pertencente a familia Fabac&aama espécie
arborea decidua, caracteristica de mata secunel&@& floresta priméria aberta de terra
firme. Pertence ao grupo ecoldgico climax exigemeluz e é hermafrodita, apresentando
como agente polinizador principalmente as abell@sSIMEIRA FILHO et al., 1995;

CARVALHO, 2006). E utilizada para fins paisagisio® sua madeira na construc&o civil



(LORENZI, 1992). Na medicina popular esta espéailizada no tratamento de doencas
da pele, sendo suas folhas utilizadas na produgdach@ ou banho (MACEDO e
FERREIRA, 2004). As folhas e aos frutos s&o atdasiias propriedades anti-anémica,
anti-micotica, anti-séptica, adstringente, depuaatdiurética, estimulante, expectorante,
febrifuga, galactogogue, laxante, purgante e to(RBRRA e SARDINAS, 2000). Na
regido do Baixo Sao Francisco, no Estado de Sergipeorréncia desta espécie vai desde
0 municipio de Nossa Senhora de Lourdes (Alto 8gef a Foz do rio, no municipio de
Brejo Grande (Litoral). As populagfes ribeirinhasstd regido utilizam seus frutos na

medicina popular e também cortam a sua madeirausaracomo lenha e carvao.

2. Variabilidade genética em populacdes naturais

O Brasil € um dos poucos paises de ‘mega-biodolexs!, ou seja, possui um
grande numero de ecossistemas, de espécies qregartedentro destes ecossistemas, e
de alelos que diferenciam os individuos em cadalpgfo de cada espécie (CLEMENT
2001). Porém esta mega-biodiversidade esta sendbdpedevido a exploracdo dos
recursos naturais.

A exploragéo inadequada dos recursos naturais wasianando a extingdo de um
grande numero de espécies nos diferentes biomagsatheta, especialmente naqueles
situados nos tropicos, e entre as causas dessagdest as mais comuns sdo a perda e a
fragmentacdo de habitats. Verifica-se que em pgpakde baixa densidade de individuos
a ocorréncia de fenbmenos genéticos como a deevettiga (reduz a variabilidade
genética rapidamente em pequenas populacdes) ed@amia (auto-fecundacdes e
cruzamentos entre individuos aparentados) ocasiangr@rda da heterozigosidade. Em
virtude de tal realidade, existe a necessidadeal&Zzacdo de estudos genéticos em nivel
populacional das espécies que compdem tais e@nsist(BOTREL e CARVALHO,
2004; BARREIRA, 2005), pois, a variabilidade gec&te um componente fundamental
para a estabilidade destes (SIVA e KRISHNAMURTHUWY0Z).

S&o raros 0s casos de espécies estudadas do powistal genético, sendo estes
indispensaveis para que nao ocorra a perda dasilade genética natural, permitindo que
as populacbes mantenham-se vivas e reprodutivasctm evolutivo da selecdo natural
(KAWAGUICI e KAGEYAMA, 2001). Portanto, a variacagenética presente em uma



espécie € a base para programas de conservacdcgéBRIBEL, 2001). Assim, estudos
genéticos em nivel populacional das espécies, wsmlorem areas perturbadas, devem ser
realizados para reunir subsidios que contribuam paconservacam situ, 0 manejo
sustentavel e a formacao de areas de coletas dmtEnvisando a recuperacdo de areas
degradadas, principalmente para as espécies st pimssado antropica (PINTO et al.,
2004; CIAMPI et al, 2007).

A caracterizacdo da variabilidade genética dergrpapulaces pode ser efetuada a
partir de medidas de diversidade genética intrapopnal, que poderdo ser estimadas a
partir de dados de marcadores genéticos (MOURALRQAs principais medidas de
diversidade genética utilizadas para caracterizarniveis de variagcdo genética em
populacdes sado: porcentagem de locos polimorfioasjero médio de alelos por loco;

heterozigosidade média esperada e observadadece e fixacdo de Wright.

3. Estrutura genética em populac¢des naturais

A conservacao da biodiversidade das florestasdagpise torna mais importante
quando se busca compreender as interacées biddgiasacterizando a reproducao, a
sucessdo ecoldgica e a estrutura das populacée® medo, € possivel fornecer subsidios
para o delineamento de estratégias de conservagghpramento e manejo sustentavel
(definicdo de tamanho de reservas, manejo adeqdedespécies, recuperacdo de areas
degradadas e coleta de sementes para plantio g@uies nativas) (KAGEYAMA et al.,
2003; BARREIRA, 2005).

A estrutura populacional de uma espécie € defimdao o conjunto de
caracteristicas genéticas e demograficas resudtatdeacdo e das interacdes de varios
mecanismos evolutivos e ecoldgicos. Do ponto vstaldégico, a estrutura genética €
caracterizada pela densidade populacional, nattagaelacdes entre os individuos e o
ambiente e as interacfes entre individuos e pofesa¢ocais. Ja do ponto de vista
genético-evolutivo, a estrutura genética € caraetéa pela variabilidade morfologica e
guantitativa existentes entre individuos, sisteef@adutivo, padrées de fluxo génico e
estratégias adaptativas aos ambientes locais (MNRTL987). Assim, 0s conceitos da

ecologia de populacdes e da genética de populagesundamentais para a analise da



estrutura de populacdes de espécies florestaisaeapadefinicdo de parametros adequados
para o monitoramento das mesmas (KAGEYAMA et &98).

A formacdo da estrutura € resultante de fatoresocsistema de acasalamento,
niveis de endogamia, selecdo natural ou artififiako génico e deriva genética entre e
dentro das populacfes (FERREIRA, 2003). Estudosspeito da estrutura genética de
populacdes e distribuicdo da variabilidade genétleauma espécie possuem grande
importancia para a sua conservacao e exploracdnehcalém de contribuirem para a
compreensao dos mecanismos evolutivos de maneab(GAVALLARI, 2008). Um dos
objetivos dos estudos de estrutura genética pdpuakdcé tentar explicar, de maneira
integrada, os papéis relativos dos mecanismos aviotativos como selec¢éo, fluxo génico
e deriva genética, na diferenciacdo de populacGes aenbientes heterogéneos,
relacionando-os a distribuicdo dos individuos tanto tempo como no espaco. Esta
abordagem € de particular interesse para a arélisterpretacdo de aspectos bioldgicos
fundamentais relacionados a conservapaitu de recursos genéticos (MARTINS, 1987).

Acredita-se que as espécies arbdreas de difergnipes sucessionais apresentam
padrbes caracteristicos de estrutura genética.clesparboreas pioneiras, devido as suas
caracteristicas de ciclo de vida curto (~20 anal$3, densidade populacional, ocorréncia
agregada e dispersdo de sementes a curta dist@moisgvelmente apresentam fluxo
génico de curta distancia, causando alta diversidgahética entre populacoes= 15-
25%). Espécies secundarias, por suas caractesiddieaciclo de vida longo e menor
densidade populacional, possivelmente apresentamo figénico intermediario, com
moderada divergéncia genética entre as populagdes F-10%). Finalmente, espécies
climaxicas, por suas caracteristicas de vida lobgixa densidade populacional e altos
niveis de cruzamento, provavelmente apresentaro fiéxico a longa distancia com baixa
diversidade genética entre as populacbesg%) (KAGEYAMA et al., 2003).

A caracterizacdo da estrutura genética entre popesa por marcadores
codominantes pode ser abordada de trés maneiexerdids: a) estatisticas F de Wright
(WRIGHT, 1965); b) analise da diversidade génica mopulacdes subdivididas (NEI,
1977); e c) coeficientes de coancestralidade d&&bam (1969).

As trés abordagens apresentam bases genéticasarseanil porém, sao
complementares em relacdo ao significado biolédaestimativas obtidas. Desta forma,
as estatisticas F permitem a caracterizacdo dabdigsgio da variabilidade genética entre

populacdes (FST), assim como dos niveis médiosndegamia ao nivel populacional



(FIS) e total (FIT); os coeficientes de coancestaale §) possibilitam a avaliagdo da
divergéncia em diferentes niveis de hierarquiamalge possibilitar a obtencdo de
estimativas de endogamia, a partir de uma basevie8ada; e a analise da divergéncia
génica em populacdes subdivididas permite a com@ardos niveis de heterozigosidade
entre e dentro das populagbes, bem como a obtelecdma estimativa de divergéncia, a
partir de uma base diferente daquela que fundamastaestimativas de FST @
(MOREIRA, 2006).

4. Fluxo génico em populagdes naturais

O tamanho pequeno de uma populacdo e a endogaaas reduzem a variagao
genética dentro da populagdo via deriva genéticadem contribuir para o
desenvolvimento de uma heterogeneidade genétioe eaipulacdes. No entanto, a
presenca de fluxo génico promove uma homogeneizesgjdacial da variacdo genética, de
modo que, se for o Unico fator operante, todasopslpcdes irdo convergir para a mesma
freqUéncia alélica (FUTUYMA, 1992; MOURA, 2005).

O fluxo génico se refere a todos 0s mecanismogean movimentos de genes de
uma populagéo para outra (EGUIARTE et al., 200%).@®pulacdes naturais de plantas o
fluxo génico ocorre durante as geracbes gametf@iesporofitica, portanto, através da
dispersao do pdlen e de semente (MARTINS, 1987).

A estrutura reprodutiva é um dos fatores que limitduxo de genes tanto dentro
como entre populacbes, estando praticamente impamdcaso de populacdes que se
reproduzem assexuadamente e ocorrendo em diferemel®s e graus no caso de
populacdes com reproducédo sexuada (MARTINS, 198 Padrdo e a quantidade de polen
e de semente dispersos afetam o arranjo espasigjetmtipos. Um fluxo génico limitado
e selecdo intrapopulacional em micro habitats podmmmover a formacédo de
agrupamentos familiares, entre os quais as fredggeatelicas podem diferir (MORAES et
al., 2004).

Existem diversos modelos de fluxo génico que cpoedem a diferencas na
estrutura da populacdo, dentre os quais se incloemodelo “continente-ilha”, no qual
efetivamente existe um movimento unidirecional aeaupopulacdo grande, para uma

populacdo menor e isolada; o modelo de “ilha”, nal@ migracéo ocorre ao acaso entre



um grupo de pequenas populacdes; o modelo de ‘@ash no qual cada populacéo
recebe imigrantes somente de populacdes vizinhas;neodelo do “isolamento pela

distancia”, no qual o fluxo génico ocorre localngeahtre os vizinhos, em uma populacéo
de distribuicdo continua (FUTUYMA, 1992).

A mensuracdo do fluxo génico pode ser realizadéodea direta ou indireta. O
método mais comum para se medir o fluxo géniccodmd direta em plantas é o baseado
na observacao da dispersao dos graos de pélers@engentes, o que permite a estimativa
do fluxo génico potencial ou da dispersdo génicatrd@ métodos diretos utilizam
marcadores genéticos, e, nesse caso, pode-se restifiaxo génico real. Os métodos
indiretos utilizam a distribuicdo da variancia gig@para se inferir a intensidade de fluxo
génico. Os dados mais informativos dessas an&&eaqueles sobre a freqiéncia alélica
para um ou mais locos discretos (BOREM, 2002). @rvde fluxo génico mensurado
determina se a deriva genética, por si sO, poddugiovariabilidade genética substancial
entre locais. Se o fluxo génico for maior que e era alto o suficiente para prevenir
uma diferenciacao devido a deriva (MORAES e DERBY&H 2002).

5. Efeitos da fragmentacao florestal na diversidadgenética de populagbes naturais

A destruicdo, fragmentacdo, degradacdo de hal{itatkiindo poluicédo), super-
exploracdo das espécies para uso humano, introdigc@spécies exoticas e aumento de
ocorréncia de doencas séo as principais ameagasraidiade biologica, causadas pelo uso
crescente dos recursos naturais por uma populagéarta em crescimento exponencial
(PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

As florestas tropicais Umidas tém mais de 50% dmera total de espécies
mundiais em somente 7% da area do planeta e, agesswa importancia biolégica, a
diversidade genética das espécies vem sendo ampnaneacada (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001; WILSON, 2001). Assim, torna-se @ss@ria a conservacdo da
biodiversidade em funcdo do elevado nivel de peattdes antropicas nos ecossistemas
naturais, e uma das principais consequéncias dessagbacdes é a fragmentacdo de
ecossistemas naturais (VIANA e PINHEIRO, 1998)

Em todo o mundo, grandes extensdes de florestasarsmtfforam devastadas em

decorréncia do avanco das fronteiras agricolasiatéosificado processo de urbanizacgéao.

10



Portanto, com a fragmentacdo e a reducdo de &eakabitats tornam-se expostos a
condi¢bes externas adversas, anteriormente inet@steo que resulta, em ultima analise,
numa deterioracdo da diversidade biolégica compremie a sobrevivéncia das espécies
(TILMAN et al., 1994). No Brasil, os sucessivoslagecondémicos: a producdo da cana-
de-agucar, a busca por ouro, o cultivo do caf@ecaaria foram os principais responsaveis
pela supressdo das florestas nativas (SANTOS gt2@08). Como conseqiiéncia, a
formacdo de mosaicos de vegetacdo remanescerda #eamais evidenciada, reduzindo-
se assim o tamanho de grandes populacbes e prodwmsenalteracdes nos processos
ecoldgicos e genéticos das espécies naturais igpeoalem (ESTOPA et al., 2006).

Este tipo de exploracdo, aliado ao desconhecim@asoexigéncias culturais, da
biologia reprodutiva, da regeneracdo natural e adrgm de distribuicdo genética das
diferentes espécies florestais nativas, tem ocadmrdeterioracdo da base genética,
comprometendo o patriménio genético dos ecossisteen@ potencial evolutivo das
espécies reduzindo assim, a capacidade das poesila@ adaptarem as mudancas
ambientais (MELO JUNIOR et al., 2004; PINTO et 2004).

A reducdo no numero de individuos, o declinio moataho populacional médio e a
separacdo de remanescentes florestais por areasfloréstadas, afetam processos
genéticos fundamentais ocorrentes nas populacoe®) a deriva genética, o fluxo génico
e a reproducao (SEOANE et al., 2005). Com o fludwigp das espécies comprometido, 0s
fragmentos apresentardo dificuldade de constituinestapopulacdes, reduzindo-se, na
imensa maioria dos casos, o tamanho efetivo pojpulaic(Ne), o que interfere na sua
normal continuidade e evolucédo. Nas populacdesgreupode ocorrer, em curto prazo,
deriva genética, o que significa ter as frequéndmsseus genes afastadas daquelas da
populacdo original e, em longo prazo, ainda podeetham aumento da endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundac@sasalamento entre individuos
aparentados (KAGEYAMA et al., 1998; ROGALSKI et &003). Somado a isto, ha ainda
uma perda de genes adaptados aos ambientes egfmedé ocorréncia das espécies
arbéreas e, devido a auséncia de conectividaderédugdo da chegada de propagulos, o
que compromete a formacéo do banco de sementemmaaa e, principalmente, para dar
continuidade ao processo sucessional (ROGALSKIL,e2@03; VIEGAS, 2009).

Jump e Pefuelas (2006) comprovaram o0 impacto genétiegativo da
fragmentacdo florestal estudando a espéEmgus sylvatica L. Observaram o

estrangulamento genético e a perturbacdo do sistepradutivo da espécie, sendo
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observados elevados niveis de consangulinidadeadgediversidade genética entre
populacdes e a reducao da diversidade genéticeodtad populacdes.

6. Recuperacgdo de areas degradadas

A fragmentacdo de habitats tornou-se um sério pnedlno campo da conservacao
da biodiversidade, pois existe um grande numeresgécies ameacadas, antes mesmo de
serem conhecidas. E, portanto, imprescindivel tepéio e a recuperacio dessas areas, na
tentativa de evitar tal situagéo (LAGE, 2008).

A recuperacdo de areas degradadas consiste riai¢éstide um ecossistema ou de
uma populacéo silvestre degradada a uma condigidegiadada, que pode ser diferente
de sua condicao original (BRASIL, 2000). As esgig para a recuperacao destas areas
podem ser em longo, médio ou curto prazo. A esfiatde recuperacdo em longo prazo
consiste no abandono da éarea (pousio); a pringygtdatégia em médio prazo é a
introducéo de sistemas agroflorestais; e em cuietoopé a adocao de tecnologias visando a
pronta recuperacdo da &rea (uso de corretivo o foites organicas, adubacdo mineral,
dentre outras.) (WEDT et al., 2003).

Existem varios modelos de recuperacdo de areasdiatas e estes, devem levar
em consideracdo as caracteristicas ecologicas spgxies (fazer um levantamento da
vegetacdo regional e de suas espécies caractesjsta relacao flora-fauna, como por
exemplo, as formas de dispersdo de sementes, id&zpoio e das caracteristicas do banco
de sementes; as técnicas de manejo do solo; o ondaeggeneracao; e 0s tratos culturais
(KOBIYAMA et al., 2001). Identificadas as espécigge devem ser utilizadas como
fornecedoras de sementes em programas de recupesagsélecdo de matrizes dentro da
populacdo € de suma importancia.

Na selecdo de matrizes para os sistemas de prodacgg@amentes florestais visando
a recuperacéo de areas degradadas deve-se considetanero de matrizes coletadas, a
distancia entre estas, o nimero de ocasifes erasgae/ores produzem sementes em seu
ciclo vital, os intervalos entre os eventos de podd, a quantidade de sementes
produzidas por arvore, a duragdo do periodo deugémj o grupo ecoldgico a que a

espécie pertence e a classificacdo da arvore restto(DAVIDE et al., 2000).
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E importante salientar que, os estudos de vari@oié genética entre as matrizes
fornecedoras de sementes sdo imprescindiveis. Ueza que, o conhecimento da
variabilidade genética em populacbes naturais éoltapte para se estabelecerem
estratégias de conservacdo das espécies e equssiselém de subsidiar programas de
coleta de material para banco de germoplasma,acdetsementes e producdo de mudas
para os programas de reflorestamento (BOTREL et 2006). Como objetiva-se
reconstituir a area degradada o mais préoximo pelsd@/sua condicdo original, o material
genético utilizado na recuperacdo deve tambémseptar geneticamente o ambiente em
gue a area esté inclusa (ROGALSKI et al., 2003).

7. Uso de marcadores moleculares para estudos develisidade genética em

populacdes naturais

No papel de reconstrucao de florestas € importgnée se mantenha o nivel de
variabilidade genética encontrado nas populacoasais, entdo, tornam-se necessarios,
estudos dos padrdes de distribuicdo da variab#idgshética que ocorrem nos fragmentos
florestais. O conhecimento desta distribuicdo eetrdentro das populagBes naturais é
imprescindivel para que seus tamanhos ndo caiaixoatha minimo viavel e permite um
melhor entendimento de como a selecdo esta atuamdimncdo da adaptabilidade, pois
quanto maior a variabilidade genética existentepopulacdo, maior € a chance de
perpetuacdo da espécie. Sendo assim, uma maneita utilizada para detectar essa
variabilidade é por meio de estudos da estrutunétgm de populagbes naturais (BOTREL
e CARVALHO, 2004; ESTOPA et al., 2006).

A maioria das espécies arboreas tropicais apresemtaclo vegetativo longo e nao
existe tecnologia silvicultural que permita o audtiadequado de arvores para constituir 0s
testes genéticos classicos. Por estas razfes;demecessario desenvolver estudos na area
de genética molecular para conhecer, de formagarexirapida, a estrutura genética das
populacdes (JAEGER, 2004).

Neste ramo da genética, os marcadores molecul@mes sido empregados
frequentemente em espécies florestais (FERREIRA3R0E considerado marcador
molecular qualquer fenotipo molecular oriundo de geme expresso, como no caso de

isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNAcquesponde a regibes expressas
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ou ndao do genoma. Um marcador molecular é consideramo marcador genético, ao ser
comprovado que seu comportamento estd de acordoasoteis bésicas da heranca
Mendeliana (FERREIRA e GRATTAPLAGIA, 1995).

As técnicas para a deteccdo de marcadores molesunaais utilizadas, atualmente,
sdo as isoenzimas, RFLRetriction Fragment Length Polymorphisnvy Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RARdhdom Amplification of Polymorphic
DNA/ Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), AFLRTplified Fragment Length
Polymorphism/  Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos Amgdifios),
Minisatélites e Microsatélites. Estes marcadoredepo ser aplicados com diversos fins,
como, por exemplo, para estudar a estrutura genélic populagbes; para andlise de
filogenias; deteccdo de ligacdo génica com carxt@ono e poligénicos; identificacao de
variedades; avaliacdo de germoplasma; introgresgé@oica; selecdo indireta de
caracteristicas agrondmicas, dentre outros. As uiEss| realizadas na genética de
populacdes e quantitativa e no melhoramento degdatom o emprego das técnicas de

marcadores moleculares comprovam a eficiéncia slest¢odos (FERREIRA, 2003).

7.1. Uso de marcadores RAPD no estudo de genéticambpulacbes

Uma forma muito eficaz de detectar a variabilidgdeética € por meio do uso de
marcadores moleculares, sendo o RAPD (Polimorfidlen®@NA Amplificado ao Acaso)
um dos mais utilizados (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,9B).

O desenvolvimento do principio de reacdes de poiragdo em cadeia (PCR —
Polymerase Chain Reaction/ Reacdo de Polimerase em Cadeia) permitiu o apaato
de novas metodologias de marcador molecular, com&A®D, que identifica o
polimorfismo baseado na amplificacdo de fragmed®PHNA com tamanhos diferentes.
Os marcadores moleculares RAPD baseiam-se no éatpud os “primers” sado curtos o
suficiente para que as sequUéncias complementatetaaas de oligonucleotideos
encontrem sequéncias complementares no genomal tarha que pares de “primers”
estejam localizados proximos e com os respectiwasf 3’ direcionados uns para 0s
outros (SAWAZAKI et al., 1998). A técnica foi deseivida independentemente por
Williams et al. (1990), que patentearam a tecnaloghm 0 nome mais comumente

utiizado (RAPD) e descreveram a técnica no cobotegh analise Mendeliana,
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demonstrando a identificagdo de marcadores gesépaa mapeamento; e por Welsh e
McClelland (1990), que propuseram a denominaca®B®d>CR Arbitrarily Primed -
Polymerase Chain Reaction/ Primers arbitrarios — Reacao de Polimerase enei@ppara a
técnica, sendo esta mais adequada, pogio®rs possuem sequéncias arbitrarias, mas a
amplificacdo n&o ocorre ao acaso e sim em lugascédicos no genoma (FERREIRA,
2003).

Entre as vantagens freqientemente citadas paranicdéde RAPD, pode-se
destacar: simplicidade, rapidez, baixo custo, delmade quantidades minimas de DNA
para realizacdo das analises, possibilidade dde@siel espécies sobre as quais ndo se tem
nenhum tipo de informagé@o genética e espécies aaroopou nenhum polimorfismo em
locos isoenzimaticos. Por utilizgrimers de sequéncia arbitraria, a técnica de RAPD
permite a realizacédo de andlises genéticas diretana® nivel de DNA sem a necessidade
de nenhum conhecimento prévio sobre a genéticapirie a ser estudada (LACERDA et
al., 2002).

Entretanto, os marcadores RAPD também apresentaita¢bes destacando-se o
baixo contetdo de informacé&o genética por loco.napaum alelo é detectado, 0 segmento
que € amplificado, enquanto que as demais variagiékcas sdo classificadas
conjuntamente como alelo nulo (FERREIRA e GRATTARAL 1998). Os marcadores
RAPD possuem carater dominante, limitando seu usoestimacdo de parédmetros
genéticos, além de apresentar problemas de repritidade (KARP et al., 1996). A
dominancia neste caso nado se refere a interaca@icgerntre alelos de um mesmo loco e
sim & interpretacao relativa entre fenétipo e gpodCIAMPI et al., 2007).

Desde o surgimento da técnica em 1990, muitos estedo realizados com
diferentes finalidades em diversos grupos taxon@siade plantas, animais e
microrganismos, visando ndo apenas a caracterizagamo também a conservacdo das
espécies (LACERDA et al., 2002).

Lima et al. (2003) utilizaram a técnica de isoeragne RAPD para caracterizar
cultivares de pessegueiro e nectaridPraufus persica (L.) Batsch) e observaram que por
meio da técnica de isoenzimas nao foi possiveizegah caracterizacdo de todas as
cultivares devido ao baixo polimorfismo, ja os naaleres RAPD, associados ou ndo a
eletroforese de isoenzimas, foram eficientes.

Na genética e conservacdo de plantas para a det&xdoi da diversidade e da

estrutura genética em populacdes naturais diversdmlhos tém utilizado a técnica.
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Trindade e Chaves (2005) a utilizaram com o objetig analisar a estrutura genética de
treze populacdes deugenia dysenterica DC localizadas no estado de Goias e observaram
que a estrutura genética foi significativa entre pmpulacbes, apesar de a maior
variabilidade genética ter sido observada dentrstade Estopa et al. (2006), para
caracterizar a variabilidade genética intra e puapulacional em populages naturais de
Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish observaram que a maior parte da variabilidade
encontra-se em nivel intrapopulacional, indicandoossibilidade das populacées serem
utilizadas em programas de conservacdo genéticagjmae melhoramento florestal,
comprovando a eficiéncia deste marcador. Freiral.e2007) estimaram o padrdo de
distribuicdo da variacdo genética entre e dentraideo populacBes d&chizolobium
parahyba (Vell.) Blake e observaram que estas possuem giatepara a conservacao
genética.

Visando contribuir para a definicdo de estratégias coleta de sementes de
individuos remanescentes denterolobium contortisiliguum, Santana et al. (2008)
avaliaram, por meio de marcadores RAPD, a divedsidgenética existente na populagéo e
observaram que, mesmo com um numero reduzido deidods (8), a populacdo

apresenta individuos geneticamente divergentes.

7.2. Uso de marcadores isoenzimaticos no estudoginética de populacoes

A efetiva conservagdo genética de uma espécie regpevio conhecimento de
seu sistema de reproducéo, estrutura e diversigltetica. Estes conhecimentos permitem
o delineamento de estratégias para a recombinagé@stragem e uso do material genético
remanescente. Tais informacdes podem ser obtidasmed do uso de marcadores
genéticos como as isoenzimas, que vém sendo mtiiradas para o estudo de
diversidade genética de espécies nos ecossistamiam também para se conhecer a
variacdo genética entre e dentro de populacdesamtik AWAGUICI e KAGEYAMA,
2001; BOTREL et al., 2004); e por serem tecnicameatessiveis e apresentarem baixo
custo em relagdo aos outros marcadores, tém germilmacdes praticas na identificacao
de espécies, hibridos, populagbes naturais e ad#ds/ de diversos organismos Vvivos
(LIMA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2004).
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Isoenzimas sao formas diferentes de uma mesma @mpimapresentam afinidade
por um mesmo substrato, ou seja, desempenham aanastidade catalitica, mas podem
ter diferentes propriedades cinéticas e ser sepsrgmbr processos bioquimicos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A analise das mlatades eletroforéticas das
enzimas produzidas permite a caracterizacdo geceptile cada individuo, bem como as
distribuicdes génicas em populagdes e espécies (ROR002).

As analises da variacéo isoenziméatica tém se eig@man pesquisas de genética
florestal. As principais aplicacdes destas técniéassido na investigacado dos padrdes de
variabilidade genética (BOTREL e CARVALHO, 2004; RXALHO e OLIVEIRA,
2004; MORAES et al., 2004; PINTO et al., 2004; G@8Eet al., 2005; GOIS et al.,
2009) e dos sistemas de cruzamentos (RIBAS, 2003SS®N et al., 2006). Estas
aplicacbes aumentam o conhecimento da estruturatiggnem povoamentos naturais,
aumentando a eficiéncia do melhoramento e dos gesfale conservacdo de genes de
espécies ameacadas de extingdo (OLIVEIRA et a0220

Gois et al. (2009) determinaram a diversidade gemékistente em uma populacao
de Spondias lutea L. localizada na Regido do Baixo Sao Franciscgigano, por meio de
marcadores isoenzimaticos e observaram que, des@olimorfismo detectado, a
populacado estudada ainda apresenta elevado pdteacaa conservacan situ.

Como o conhecimento sobre o sistema reprodutiveagaade cruzamento de uma
populacdo € um instrumento de grande valor parelmedmento de programas de
conservacao genética e manejo de uma espéciejr@lateal. (2002) utilizaram a técnica
de eletroforese de isoenzimas em uma populac&@p&fera langsdorffii Desf. e com a
andlise dos perfis isoenzimaticos foi possivelfican que a espécie apresenta reprodugao
mista, predominantemente alégama.

Devido a gama de informacg0es obtidas por meio daksas isoenzimaticas, estas
continuam sendo uma classe muito Util de marcadenesandlises genéticas que nao
requeiram amostragem ampla do genoma, mesmo comcdaéc moleculares mais
modernas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
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VARIABILIDADE GENETICA EM
POPULACOES NATURAIS DE Zizyphus
joazeiro MART. ECassiagrandisL. f., POR

MEIO DE MARCADORES
MOLECULARES RAPD
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CAPITULO 2. VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES NA TURAIS DE
Zizyphus joazeiro MART. E Cassia grandis L. f., POR MEIO DE MARCADORES
MOLECULARES RAPD

RESUMO

Os estudos de diversidade genética em populac@esaisade espécies florestais sédo
imprescindiveis para a elaboracdo de estratégrasapeonservacan situ e ex situ. Estes
dao subsidios aos planos de coleta de sementesdecgo de mudas para fins de
recuperacdo de areas degradadas ou ainda, pasb@agfio de planos de manejo de
espécies economicamente importantes. Assim, ediallio foi realizado com o objetivo
de caracterizar geneticamente, por meio de mareade@APD, populacdes naturais de
Zizyphus joazeiro Mart. e Cassia grandis L.f. As populacbes de&. joazeiro foram
amostradas nos municipios de Santana do Sdo Fan€@snhoba e Canindé do Séao
Francisco, enquanto as @ grandis em Santana do Sao Francisco, Canhoba e Nossa
Senhora de Lourdes. Foram efetuadas as seguingdiacées dendrologicas de cada
individuo: altura total (m), altura da 12 ramifid@ag(m), circunferéncia a altura do peito —
CAP (cm), numero de fustes e area da copa. Pandlise RAPD foram empregados 20
oligonucleotideos e a partir do polimorfismo obs€ky foram calculadas a porcentagem de

polimorfismo e a estimativa de similaridade ger@{(€g; ), por meio do coeficiente de

Jaccard. O teste de Mantel foi realizado para avaicorrelagcdo entre a similaridade
genética e a distancia geografica entre os indbddanalisados. Para a caracterizagéo da
variabilidade genética foram utilizados os segsimarametros: diversidade genética de
Nei (H,), porcentagem de locos polimorficos (P%), indiee Shannon, diversidade
genética total (i), diversidade genética dentro das populacdesdHiversidade genética
entre populagbes (. O fluxo génico também foi estimado. Nas poputscdle Z.
joazeiro os parametros CAP, area de copa e altura da Ificagéo apresentaram
diferenca estatistica significativa, sendo que @soras medias foram observadas nas
populacdes de Canhoba e Canindé do Sao Franciasqadypulacbes de. grandis apenas

a altura da 12 ramificacdo apresentou diferengatistita significativa, sendo observada
maior média na populacdo de Santana do S&o Fran€kspolimorfismo observado nas
populacdes d&. joazeiro variou de 58,1 a 66,5% e a similaridade genélecd4 a 54%,
enquanto nas populagdes @e grandis, o polimorfismo variou de 44,1 a 58,9% e a
similaridade genética de 51,5 a 69,87%. A simitd@ genética observada ndo esta
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correlacionada a distancia geogréfica entre osvidadlds. Os valores observados para o
indice de diversidade genética de Nei, indice den8bn e para os parametrog, Hr e

Gst foram considerados altos e semelhantes aos eadostem outras espécies arboreas
para ambas as espécies. A porcentagem de lodosdopatos foi considerada baixa, com
excecdo da populagcdo de Canhoba da espgcjeazeiro, provavelmente devido ao
isolamento das populagbes. ParZ.qoazeiro maior identidade genética foi encontrada
entre as populacdes de Canindé do Sao Francisantanda do Sdo Francisco (0,7599) e a
maior distancia genética entre as populacdes dédbane Canindé do Séao Francisco
(0,3540); enquanto par@. grandis, maior identidade genética foi observada entre as
populacdes de Canhoba e Nossa Senhora de Lour@8484Pe a maior distancia genética
entre as populacdes de Santana do Sao Francisanh®léa (0,4449). O fluxo génico foi
maior que 1 para ambas as espécies. Com base sudwdes pode-se afirmar que as
populacdes estudadas de ambas as espécies apreattataariabilidade genética entre as
populacdes e que devido ao processo de fragmenthuy@stal pode estar ocorrendo
estruturacdo destas. Assim, estratégias de cogdervdevem ser adotadas para que a

variabilidade genética presente nas populacdesejaperdida.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, boa parte da biodiversidade encontreeseentrada em fragmentos
isolados de ambientes naturais (VIANA & PINHEIRM98), devido ao processo de
fragmentacao florestal.

A fragmentacdo florestal € uma ameaga presente aglos tos ecossistemas
florestais do planeta, que vem ocorrendo principak® em decorréncia do crescimento
populacional humano e da expanséao da fronteira@griComo consequéncia, a formacao
de mosaicos de vegetacdo remanescente é cada igeewviagnciada, reduzindo assim o
tamanho de grandes populacdes naturais e acawetiechcdes nos processos ecoldgicos
e genéticos das espécies que ali ocorrem tais eoderiva genética, o fluxo génico e a
reproducéo (ESTOPA et al., 2006).

Devido a reducdo do tamanho populacional, garggéwsiticos Ifottlenecks) séo
criados, pois os individuos que restam contém apena pequena amostra do conjunto
génico original (SEOANE et al., 2005). Além disss alteracbes podem refletir nos
padrées de distribuicdo espacial e no comportamaatespécies relacionadas, como 0s
polinizadores, por exemplo, afetando de forma resyat sua estrutura genética. Dentre os
resultados dessas alteracdes, pode-se menciorada ghe alelos, reduzindo os niveis de
variabilidade genética da espécie (MOURA, 2005).

Diante de tal realidade, s&do imprescindiveis estudenéticos em nivel
populacional das espécies que compdem tais e@Bsist para que sejam estabelecidas
estratégias de conservacdo genética, sobretudoream perturbadas, procurando reunir
subsidios que contribuam para a conservatéidu, 0 manejo sustentavel e a formacao de
areas de coletas de sementes visando a recupedac@meas degradadas (PINTO e
CARVALHO, 2004). Saber como essa variabilidade gméilhada dentro e entre as
populacdes é de suma importancia para que seushasmado caiam abaixo do minimo
viavel, comprometendo a perpetuacdo da espéciedoSassim, uma maneira muito
utilizada para se conseguir detectar essa vadaldii € por meio de estudos da diversidade
genética de populacdes naturais (BOTREL & CARVALI2004).

Na caracterizacdo da diversidade genética, basitarse utilizam quatro tipos de
marcadores: morfolégicos, bioquimicos, moleculaeescitolégicos. Os marcadores
moleculares apresentam a particularidade de podsszmutilizados para a anéalise em

qualquer estagio de desenvolvimento da planta (KBMAet al., 2009). Além disso, os
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marcadores moleculares de DNA s&o recursos muitcergies para a determinacao da
variabilidade genética, por analisarem diretamenteaterial genético (YANAKA et al.,
2005).

Algumas propriedades de tais marcadores que oantomiais adequados do que 0s
marcadores fenotipicos sdo: a) tanto as regidesntesl como ndo codantes de caracteres
sdo analisadas; b) o nimero de marcadores analigadie ser da ordem das centenas,
enquanto para as variaveis fenotipicas, normalmeftela ordem das dezenas; c)
possibilidade de obter dados em qualquer fase dengelvimento da espécie vegetal; e,
principalmente, d) independéncia das influéncias biantais (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995).

O marcador molecular RAPD (Polimorfismo de DNA Aifiphdo ao Acaso) tem
sido utilizado para detectar a variabilidade geaégm populacdes naturais de forma
eficiente. Entre as vantagens citadas para a #cmiode-se destacar: simplicidade,
rapidez, baixo custo, demanda de quantidades ngnil@dNA e, por utilizaprimers de
sequéncia arbitraria, € possivel a realizacdo désas genéticas diretamente ao nivel de
DNA, sem a necessidade de conhecimento prévio sabgenética da espécie a ser
estudada (LACERDA et al., 2002).

Desde o surgimento da técnica em 1990, muitos estiéan utilizado o RAPD na
realizagdo de andlises genéticas com diferentealidades em diversos grupos
taxondmicos de plantas, animais e microorganiswisando ndo apenas a caracterizacao,
como também a conservacdo das espécies (LACERDBA, &002). Para a determinacéo
da diversidade e da estrutura genética em popagéturais de espécies florestais
diversos autores tém utilizado a técnica. Trindadeghaves (2005) e Freire et al. (2007)
comprovaram a eficiéncia desta estudando a esdrgemética d&ugenia dysenterica e
Schizolobium parahyba, respectivamente.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetieccdracterizar geneticamente, por
meio de marcadores RAPD, popula¢des naturaif. deazeiro Mart. e C. grandis L.f.,
localizadas em diferentes municipios da regido dixdSao Francisco sergipano, com a
finalidade de elaborar estratégias de coleta deesE® e producdo de mudas para a
recuperacdo de &reas degradadas. As espécievnsatis apresentam alta plasticidade
ecoldgica, permitindo-lhes ocupar diversos tipoambientes e formagdes vegetais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacao das areas de estudo

O estudo foi realizado em quatro municipios loeals na regido do Baixo S&o
Francisco sergipano (Figura 1). Como ndo ha umermasna ecologia para o conceito de

populacdo, neste trabalho uma populacdo é condamlevaconjunto de individuos da

mesma espécie amostrados no mesmo municipio.

Agrustn Certral Sengpanc
ARG Sorko Sergeang
[ Basas Sho Francisco Serppana
Bl oo S5ut Sergoans

B Grance Acacap

Lettn Sergpanc

Mhidey Sarido Sergpang

Sul Sergpanc

Figura 1. Localizag&o das populacdesZgaphus joazeiro Mart. eCassiagrandis L.f. em
diferentes municipios do Baixo S&o Francisco sargip(Area 1: Santana do

S&o Francisco; Area 2: Canhoba; Area 3: Nossa $@rdw Lourdes; Area 4:
Canindé do Sao Francisco). Universidade Federgbeatgipe, Sdo Cristdvao,

2010. Fonte: CODISE, 2007.
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e Area 1: esta localizada no municipio de Santana do SauwcE@, que apresenta
clima do tipo megatérmico seco a sub-Uumido com &saipra média anual de 26°C,
precipitacdo pluviométrica média anual de 1.200 mrperiodo chuvoso de margco a
agosto. O relevo € caracterizado por feicbes disecnas formas de colinas, cristas e
superficies tabulares com bordas erosivas. O sdtgpo Podzélico Vermelho Amarelo,
com uma vegetacdo de Mata, Capoeira, Cerrado e adeast (SERGIPE.
SEPLANTEC/SUPES, 1997/2000).

e Area 2: esta localizada no municipio de Canhoba, que ias&tido na area do
poligono das secas, com clima do tipo megatérnmeaa-arido, temperatura média anual
de 26°C, precipitacdo pluviométrica média anuaB@@ mm e periodo chuvoso de marco a
agosto. O relevo é dissecado, tendo como formampi@antes Colinas e Tabuleiros, com
aprofundamento de drenagem muito fraca a fracasdss sdo Litolicos Eutroficos,
cobertos por uma vegetacdo de Campos Limpos e,Slgpoeira e Caatinga (SERGIPE.
SEPLANTEC/SUPES, 1997/2000).

e Area 3: esta localizada no municipio de Nossa Senhora dedes, que possui
clima do tipo megatérmico semi-arido, com tempeeatnédia anual de 26°C, precipitacdo
pluviométrica média no ano de 800 mm e periodo @bonde margco a agosto. O relevo
apresenta feicdes dissecadas dos tipos colinauatalds solos séo Litolicos Eutroficos,
com vegetacdo de campos limpos, campos sujos, icapee caatinga (SERGIPE.
SEPLANTEC/SUPES, 1997/2000).

e Area 4: esta localizada no municipio de Canindé do S&ocigem que esta
inserido na area do Poligono das Secas, tem uma diim tipo megatérmico arido,
temperatura média no ano de 25,8°C, precipitagiddgrhétrica média anual de 485,5mm
e periodo chuvoso de marco a julho. A forma deveele de superficie Pediplanada e
Dissecada, com Colinas e aprofundamento de drenagéta fraco. Os solos sdo Bruno
ndo Calcico, Planosol, Rego Sol Distréfico e L@6s Eutroficos, cobertos por uma
vegetacdo de Capoeira e Caatinga (SERGIPE. SEPLENSEPES, 1997/2000).

A reducado de diversidade como consequéncia da &awao, ocorre por dois
processos distintos: a perda imediata das espgaedasolamento dos fragmentos gerados.
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No Estado de Sergipe observa-se o isolamento deggdies naturais de varias espécies,
entre elas, as espéci€assia grandis L.f. (Figura 2) eZizyphus joazeiro Mart. (Figura 3).
Assim, o numero reduzido de individuos estudadafese principalmente ao processo de
fragmentacdo que ocorreu nas vegetacoes ciliarestddo de Sergipe.

As populacdes dg. joazeiro foram amostradas nos municipios de Santana do S&o
Francisco (20 individuos); Canhoba (19 individuas)Canindé do S&o Francisco (15
individuos).

I.-
| ¥}

i
2

Figura 2. Individuo d@yzphus joazeiro Mart. localizado no municipio de Santana do S&o
Francisco. Universidade Federal de Sergipe, S&idwéo, 2010.

As populacdes d€. grandis foram amostradas nos municipios de Santana do Sao
Francisco (18 individuos); Canhoba (13 individuas)Nossa Senhora de Lourdes (oito
individuos).
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Figura 3. Individuo deCassia grandis L.f. localizado no municipio de Canhoba.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

2.2. Coleta do Material Vegetal

Para a realizagdo dos estudos de diversidade wgueatgenética foram coletadas
folhas tenras de individuos dejoazeiro Mart. eC. grandis L.f. , com o auxilio de podao.
Todo o material foliar coletado foi envolvido enzgae acondicionado em saco plastico
devidamente lacrado, identificado, mantido em cdeasopor com gelo e transportado ao
Laboratorio de Cultura de Tecidos e Melhoramentogef@, do Departamento de
Engenharia Agronémica, da Universidade Federal aegige (DEA/UFS), sendo
armazenado erfineezer a -20°C, até o momento da extragao.

A amostragem dos individuos de cada populacao dotigb aleatoria simples,
tentando-se respeitar uma distancia minima de 5@ne eles, uma vez que 0 espaco
minimo recomendado entre &rvores-matriz € de Sarl (KAGEYAMA e GANDARA,
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1999). Com o auxilio de um GP®&lfbal Position System) modelo Garmin 12 foram
marcadas as coordenadas geograficas dos indivilducsda populacdo para a visualizacéo
da distribuicio geogréfica, e por meio do programeck Macker (FERREIRA JUNIOR,
2008) foi elaborado o mapa de localizacdo dessgantefetuadas as seguintes avaliacbes
dendrolégicas de cada individuo: altura total (afjura da primeira ramificagdo (m),
circunferéncia a altura do peito — CAP (cm), numeeofustes e area da copa. A altura
total e a altura da primeira ramificacdo foram reatlas utilizando-se o método de
superposicado de angulos; e a area da copa e a @AR bbtidas com o auxilio de um
diastimetro de 50m.

Os valores obtidos para as caracteristicas demjica® avaliadas foram
submetidos a analise de variancia, segundo o festeas meédias foram comparadas por
meio do teste de Scott e Knott (1974), a 5% deghitidade. O programa utilizado para as
analises estatisticas foi o0 SISVAR (FERREIRA, 2000)

2.3. Andlise DNA-RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA - Polimorfismo de

DNA amplificado ao acaso)

2.3.1. Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com dqmolo descrito por Nienhuis
et al. (1995), com modificagbes. Em um almofarz,dé folhas tenras foi macerado com
5mL de tampé&o de extragdo CTAB 2% (Cetil TrimetibBeto de Amoénio) e 20uL de
mercaptoetanol para retardar a oxidacdo de metab&kcundarios. O tampao de extracédo
é constituido de 2% de CTAB, 100mM de Tris (pH 82®mM de EDTA (pH 8,0), 1,4M
de NaCl e 1% de Polivinil pirrolidone (PVP). O nreaemacerado foi colocado em tubos
de ensaio e levado ao banho-maria a 65°C por 60tasn

Apoés esse periodo, 1.000pL de cada amostra fordotaons em tubos tipo
eppendorf contendo 1.000uL de cloroformio: alcemamilico (24:1). Os tubos foram
agitados lentamente 50 vezes, para a obtencdo de amulsdo e, posteriormente
centrifugados a 7.000rpm por 30 minutos. O sobramiad foi pipetado, vertido em
1.000pL de alcool: acetato de aménio e condiciomaxfoeezer (-20°C) por no minimo 1

hora para a precipitacdo dos acidos nucléicos. Appecipitacdo do DNA, as amostras
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foram centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos epm@eipitado foram adicionados
100pL de etanol, deixando-se 10 minutos em tenmy@rahmbiente, e uma nova
centrifugacdo foi realizada por 10 minutos a 4.p6Qrsendo assim possivel retirar o
sobrenadante e secar o precipitado (DNA). Apésnioadicionados 100uL de TE (ImM
de Tris e 0,1mM de EDTA) para a solubilizacdo doADN

2.3.2. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada eml de agarose 1% em TBE
0,5X (0,045M Tris-borato e 0,001M de EDTA). Aligastdo DNA foram aplicadas nas
canaletas do gel ao lado de uma série de concéasrapnhecidas de DNA (20-200ng),
sendo a concentragdo das amostras estimada poa@gép. Os géis foram submetidos a
eletroforese e visualizados sob luz ultravioletasap coloragdo com brometo de etidio.

Posteriormente, o DNA foi diluido para a realizadae reacdes de RAPD.

2.3.3. Condicdes de Amplificacdo do DNA gendmico

As reacOes de RAPD foram baseadas no método aegoriWVillians et al. (1990),
usando oligonucleotideos de dez bases com sequUéngiaria, sendo as reacdes
otimizadas para a obtencdo de produtos de ampghiftccale melhor qualidade. Foram
empregados 20 oligonucleotideos para a geracdo ofiemopfismo da marca IDT
(Integrated DNA Technologies) (Tabela 1). As reacde amplificacdo foram conduzidas
em termociclador Uniscience Biometra Tpersonal, wm volume de 13uL contendo
2,92uL de agua ultra-pura; 1,30uL de tampao PCR; QX de cloreto de magnésio
50mM; 1,04pL de ANTP 2,5mM; 1,04uL de BSA (Soro witbna Bovina); 0,2uL da
enzima Taq DNA polimerase; 2,5uL do oligonucleatidniciador e 3uL do DNA
gendmico.

As reacdes foram submetidas a 45 ciclos de angj#ic apoés a desnaturacao
inicial a 94°C por 2 minutos. Cada ciclo foi constio de trés temperaturas: 15 segundos

para desnaturacao a 94°C, 30 segundos para anéaduealigonucleotideo a 42°C, e 30
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segundos para a extensao da fita de DNA a 72°GinAbdos 45 ciclos foi realizada uma
extensao final de 2 minutos a 72°C.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos quenfatdizadas nas reagfes de RAPD em
individuos deZyziphus joazeiro Mart. e Cassia grandis L.f. procedentes de
diferentes municipios do Baixo S&o Francisco sargip Universidade Federal
de Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

Oligonucleotideos Sequéncias (5" — 3))
IDT 01 CAGGCCCTTC
IDT 02 TGC CGAGCT G
IDT 03 GTTTCG CTCC
IDT 04 TGATCC CTG G
IDT 05 TTC GAG CCAG
IDT 06 GTG AGG CGTC
IDT 07 ACC GCG AAG G
IDT 08 GGA CCCAACC
IDT 09 CCC AAG GTCC
IDT 10 GGT GCG GGA A
IDT 11 ACG GATCCTG
IDT 12 GAG GATCCCT
IDT 13 CTACGG AGG A
IDT 14 GGC ACT GAG G
IDT 15 GGT CGG AGA A
IDT 16 TCG GAC GTG A
IDT 17 ACCTGGACAC
IDT 18 GGA GGA GAG G
IDT 19 CCC GGC ATAA
IDT 20 AAA GTT GGG A

Os produtos da amplificacdo foram separados ptnoédeese em cuba horizontal,
utilizando-se gel de agarose 1% em tampdo TBE 0&b400V por 90 minutos. Em
seguida, o gel foi corado com brometo de etidid(@mL) por 10 a 15 minutos e 0s

produtos da amplificacédo visualizados e fotogradastub luz ultravioleta.

2.3.4. Analise dos dados RAPD

Nas avaliacdes visuais dos géis, a presenca (lawséncia de bandas (0) foram

usadas para a construgdo de uma matriz binaridaAdas com coloragéo fraca e baixa
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definicho foram descartadas. Com a matriz binaoia chlculada a porcentagem de

polimorfismo obtida com cada oligonucleotideo métio, por meio da expressao:

p—"0P 100
nbt

(Equacéo 1)

Onde:
P =Porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfism

nbp =NUmero de bandas polimorficas;

nbt = NUmero de bandas total.

A estimativa de similaridade genétic&g(), entre cada par de individuos de

joazeiro Mart. e C. grandis L.f., foi calculada por meio do coeficiente de ckd
empregando-se o programa NTSYS pc2.1. (ROHLF, 2086)similaridades obtidas

foram calculadas empregando-se a seguinte expressao

3 a
a+b+c

Sgij

(Equacéo 2)

Onde:
a= Numero de casos em que ocorre a presenca da bandanmdos os

individuos, simultaneamente;
b= NUmero de casos em que ocorre a presenca da bamdate no individuo i;

¢ = NUumero de casos em que ocorre a presenca da vamaate no individuo j;

Foi realizado o teste de Mantel (MANLY, 1997) cofi0Q permutacbes para
avaliar a correlacdo entre a similaridade gendéi@adistancia geografica nas diferentes
populacdes analisadas, utilizando o programa NTE2SL. (ROHLF, 2000). O valor Z de

Mantel € dado por:
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Z= Z XY,

L.J=1

(Equacéo 3)

Onde,¥;; e ¥;; sdo elementos das matrizes X e Y a serem comgafadaaso, as

matrizes de distancia geogréfica e similaridadeties).

Os erros associados a cada distancia genétic;(Lforam estimados segundo

Skroch et al. (1992), por meio da seguinte expoessa

V- nd(l-d)
(n-1)

(Equacéo 4)

Onde:
V =Variancia da distancia genética entre cada pandaieiduos;
n = Numero total de bandas utilizadas na estimativdistancia genética;

d = Distancia genética entre cada par de individuos.

\VAVP)
O erro padrao estimado Z(Fj :

(Equacéo 5)

A representacao simplificada das similaridades dbiida pela construcdo de
dendrogramas pelo método de agrupamento UPGMA (lgiwesl Pair-Group Method
Arithmetic Average) (SNEATH e SOKAL, 1973), utilizdo-se o programa NTSYS pc2.1
(ROHLF, 2000). Com o objetivo de verificar a cot&neia de cada agrupamento foi
realizada a analidaotstrap por meio do aplicativo BOOD (COELHO, 2000).

Os individuos geneticamente diferentes foram ifieatios a partir da estimativa
do valor minimo de similaridadeS§m), acima do qual os individuos sdo considerados
semelhantes. Ggm sera estimado por meio do teste t de Student (@glpsobabilidade),

utilizando-se a seguinte expressdo (CASTANHEIRA1J0
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Sgm=1- (t.Ss0)
(Equacéo 6)

Onde:
t = valor tabelado d& com n-2 graus de liberdade; e

5., = erro médio das comparacoes consideradas noatgadra.

Para a caracterizacdo da variabilidade genéticatif@ado o programa POPGENE
(Population Genetic Analysis) versao 1.32 (YEH let ¥999), utilizando-se parametros
para dados dipldides dominantes. Tendo em vistat&eza dominante dos dados, esse
programa pressupde, para os calculos das estimakhsfreqiéncias alélicas, que os locos
estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi estimadaiversidade genética de Nei
(1973) @.), a porcentagem de locos polimérficos (P%) e iacénde Shannon, para cada
populacao e para o conjunto de populacées. Tambiraediizada a analise de diversidade
genética entre populacdes pelo método de Nei (1@88mando a heterozigosidade total
(H;), a diversidade génica média dentro de popula@g@gsa divergéncia genética média

entre populacdest;) e o fluxo génicoX,,).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Distribuicdo geografica e analise dos dadosrd#oldgicos.

A distribuicdo geografica das populacbes estudattaZ. joazeiro Mart., esti
representada na Figura 4. A populacdo 1 estd tackdino municipio de Santana do Sao
Francisco, a populacdo 2 no municipio de Canholbapepulacdo 3 no municipio de
Canindé do Séo Francisco.

_Pop. 3 - Canindé do Sao

"Fran'(u@ """"
[

Pop. 2 - Canhoba

Pop. 1 — Santana do Séao
ncisco |

Figura 4. Distribuicdo geografica das populacOewirags deZizyphus joazeiro Mart.

localizadas em diferentes municipios do Baixo Saandisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovad).201

As populacdes estudadas da esp€cgrandis L.f. estdo representadas na Figura 5.
A populacéo 1 esta situada no municipio de Sardan@ao Francisco, a populacdo 2 no

municipio de Canhoba e a populagcdo 3 no municipiNassa Senhora de Lourdes.
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5. Distribuicdo geografica das populacOeturas de Cassia grandis L. f.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&anéisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovad).201

Figura

As distancias em quildmetro (Km) entre as populagistudadas dé. joazeiro e

C. grandis estao apresentadas nas tabelas 2 e 3, respectieame

Tabela 2 Distancia geografica (Km) entre as populacdesZidgphus joazeiro Mart.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&anéisco sergipano.

Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Santana do Sao Canhoba
Francisco
Santana do Sao Francisco -
Canhoba 36,472 -
Canindé do Sao Francisco 148,029 109,190
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Analisando-se a distancia geogréfica entre as pgpak d&. joazeiro observa-se
que a menor distancia é observada entre as popslagSantana do Sdo Francisco e de
Canhoba, e a maior entre as de Santana do SaademedCanindé do Sao Francisco. Para
C. grandis, a maior distancia geografica é observada entygopsalacfes de Santana do

Sao Francisco e Canhoba, e a menor entre as delzaaliNossa Senhora de Lourdes.

Tabela 3 Distancia geografica (Km) entre as populacdes Gdssia grandis L. f.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&andisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovad).201

Santana do Sao Canhoba
Francisco
Santana do Sao Francisco -
Canhoba 37,938 -
N. S. de Lourdes 44,432 6,668

As diferencas fitogeograficas e as distancias eagremunicipios, onde foram
amostradas as populacdesZdgoazeiro e C. grandis, podem influenciar nos parametros
dendroldgicos avaliados, uma vez que, em ambidr@gyogéneos as plantas tendem a
apresentar uma maior plasticidade fenotipica erposta as adversidades ambientais
(PEREIRA et al., 2004).

Os parametros dendrolégicos avaliados para a espécijoazeiro estédo
apresentados na Tabela 4. Os dados referenteara altao nimero de bifurcagées néo
apresentaram diferenca estatistica significatiase®va-se, no entanto, que as maiores
médias foram observadas nas populacfes de SamaBda Francisco e Canhoba. Os
parametros CAP, area de copa e altura da 12 ragaficforam diferentes estatisticamente
entre as populacdes. As maiores médias para omemcd CAP e area de copa foram
observados na populacdo de Canhoba e a maior rpatiao parametro altura da 12
ramificacdo nas popula¢des de Canhoba e Canindgidd-rancisco. Constata-se entéo,
que a variacao entre populacdes existe também esoada geografica maior. Geralmente,
qguanto mais distanciadas estdo as populacdes, difieisntes elas sdo em frequéncias
alélicas e nas caracteristicas fenotipicas dedmsética, embora ndo haja freqiientemente,
uma correlagao estrita (FUTUYMA, 1992).
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Tabela 4. Parametros dendrolégicos avaliados npslggmbes deizyphus joazeiro Mart.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&anéisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Altura CAP N°B  Areadecopa  Alturada 12

(m) (cm)* (m?)* ramificacdo (cm)*
Santana do Sao 7,00 38,90al 5,00 70,54 al 3,25 al
Francisco
Canhoba 6,98 69,94 a2 6,00 118,45 a2 27,63 a2
Canindé do Sdo 6,09 48,82 a1 4,53 82,81 al 20,60 a2
Francisco

* Resultados estatisticamente significativos, zaitido o teste Scott Knott. CAP —
circunferéncia a altura do peito; N°B - numero ilerbacoes.

Os parametros dendroldogicos avaliados para as qpgjes deC. grandis estédo
apresentados na Tabela 5. Com excecao da altutd gamificagdo, nenhum parametro
apresentou diferenca estatistica significativa.dwes médias para os pardmetros altura,
CAP, numero de bifurcacdes e altura da 12 ram#éiedgram observadas na populacéo de
Santana do Sao Francisco, enquanto para o paradareode copa a maior meédia foi

observada na populacdo de Canhoba.

Tabela 5. Parametros dendrolégicos avaliados naslgmbes deCassia grandis L.f.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&andisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Altura CAP N° B Area de Altura da 12
(m) (cm) copa ()  ramificacéo (cm)*
Santana do 11,95 167,06 1,84 248,19 279,25 a2
Sao Francisco
Canhoba 11,12 156,38 1,75 276,99 149,92 al
Nossa Senhora 9,78 141,37 1,11 253,47 131,25 al
de Lourdes

* Resultados estatisticamente significativos, zaitido o teste Scott Knott. CAP —
circunferéncia a altura do peito; N°B - numero ilerbacoes.

As diferencas dendrologicas observadas entre adauiies das espécies estudadas,
provavelmente, sdo advindas das praticas extri@svigisos) realizadas pelas populacdes
locais sobre as espécies e da adaptacdo das nesmeso Z. joazeiro em regides secas €
utilizada como fonte de alimento e sombra paramsias (LORENZI, 2000), situacao
que foi constatada nos municipios de Canhoba en@ardo Sédo Francisco. Assim, 0s
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produtores evitam o corte dos individuos desta aésp&m C. grandis, as diferencas
podem estar relacionadas as condi¢des climaticassigalmente & disponibilidade de

agua, que podem favorecer um maior desenvolvinuegta espécie.
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3.2. Andlise da diversidade genética em populacdesturais de Zizyphus joazeiro
Mart.

Com a utilizac&do de 20 oligonucleotideos, paratwdesda divergéncia genética em
populacdes naturais d& joazeiro, foram gerados pelo menos dois fragmentos de DNA
polimdrficos entre os individuos (Tabela 6). Noatpfforam gerados 177 produtos de
amplificacdo para a populacdo de Santana do Sawista; 203 para a populacdo de
Canhoba; e 160 para a populacéo de Canindé dorgaciseo. Com uma meédia de 8,85;
10,15 e 8 fragmentos por oligonucleotideo, respaatente. O numero de fragmentos
polimorficos variou de 93 a 135. Assim, a populagho Santana do S&o Francisco
apresentou 63,3% de polimorfismo, a de Canhob&6@,5 de Canindé do Sdo Francisco
58,1%.

Tabela 6 Relacdo do niumero de produtos amplificados para chglonucleotideo (NTB),
com suas respectivas porcentagens de polimorfigti),(em analise de RAPD,
em populacdes naturais d&zyphus joazeiro Mart. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidede Federal de Sergipe,
Séo Cristovao, 2010.

Oligonu- Santana do Sao Canhoba Canindé do Sao
cleotideos Francisco Francisco
NTB NBP %P NTB NBP %P NTB NBP %P

IDT 1 10 5 50,0 12 7 58,3 7 3 42,8
IDT 2 7 4 57,1 10 5 50,0 7 4 57,1
IDT 3 6 3 50,0 8 5 62,5 9 7 77,8
IDT 4 9 7 77,8 7 7 100,0 11 9 81,8
IDT 5 7 5 71,4 6 4 66,7 5 2 40,0
IDT 6 7 5 71,4 11 8 72,7 7 3 42,8
IDT 7 10 7 70,0 11 8 72,7 9 6 66,7
IDT 8 7 5 71,4 6 4 66,7 6 4 66,7
IDT 9 9 5 55,5 13 7 53,8 7 4 57,1
IDT 10 12 7 58,3 11 6 54,5 7 4 57,1
IDT 11 12 9 75,0 14 9 64,3 13 7 53,8
IDT 12 8 6 75,0 12 9 75,0 8 4 50,0
IDT 13 12 8 66,6 9 5 55,5 9 7 77,8
IDT 14 8 4 50,0 10 5 50,0 9 4 44.4
IDT 15 9 5 55,5 10 7 70,0 7 4 57,1
IDT 16 9 8 88,9 10 7 70,0 5 3 60,0
IDT 17 12 4 33,3 13 9 69,2 10 5 50,0
IDT 18 5 3 60,0 7 4 57,1 5 2 40,0
IDT 19 10 8 80,0 12 12 100,0 11 6 54,5
IDT 20 8 4 50,0 11 7 63,6 8 5 62,5

TOTAL 177 112 63,3 203 135 66,5 160 93 58,1
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Os polimorfismos observados nas popula¢cdes saadesados baixos, indicando
gue estas apresentam baixa heterozigosidade erquoespos ecolégicos como o fluxo
génico ndo estdo ocorrendo entre as populacdesrégaproximos ao observado neste
estudo foram encontrados por Bertoni et al. (2@3T)dando oito populacdes deyheria
montana Mart. (média de 60%). Por outro lado, Freire et (aD07) observaram um
polimorfismo de 96,9%, estudando popula¢des natwatabchizol obium parahyba (Vell.)
Blake distantes entre si 64 a 350 Km.

Os oligonucleotideos que apresentaram maior nuoefoagmentos polimorficos
para a populacdo de Santana do S&o Francisco DiToll (9 fragmentos), para a
populacdo de Canhoba o IDT 19 (12 fragmentos),ra @pgopulacdo de Canindé do Sao
Francisco o IDT 4 (9 fragmentos). Os oligonuclestisl que apresentaram menor namero
de fragmentos polimérficos foram: IDT 3 e IDT 18 ffagmentos), na populacdo de
Santana do S&o Francisco; IDT 5, IDT8 e IDT 18 r@grinentos) na populacdo de
Canhoba; e IDT5 e IDT 18 (2 fragmentos) na popuaiCanindé do S&o Francisco.

O numero de fragmentos polimérficos utilizados maliacdo da variabilidade
genética em plantas é bastante variavel. Estoph €006) utilizaram 56 fragmentos de
DNA para a caracterizacdo da diversidade genétitgp@pulacdes naturais de candeia
(Eremanthus erythropappus DC. MacLeish. Freire et al. (2007) utilizaram @raimers e
identificaram 31 fragmentos polimérficos para oudst de estrutura genética de
populacdes deschizolobium parahyba (Vell.) Blake. Bessega et al. (2000) utilizaram
quatro oligonucleotideos e obtiveram 46 fragmemgmorficos, que foram suficientes
para determinar a diversidade genética entre idddd deProsopis glandulosa (Torr.)
Standl. eP. velutina Wood. Observa-se entédo, que como as espéciesiodtomesticadas
encontra-se elevado polimorfismo em um nimero idduze oligonucleotideos.

A partir dos 112 fragmentos polimérficos obtidospugpulacdo de Santana do Séo
Francisco, foi estimada uma matriz de similaridgéaética, pelo método de Jaccard,
relacionando todos os pares de individuos (Anex@ Bimilaridade genética média entre
os individuos foi de 54,0%, o erro padrdo média®id% e a amplitude das similaridades
variou de 38 a 72%. Os individuos que se apresantarais semelhantes foram o J5 e J6
(72% + 0,04) e os mais divergentes J3 e J16 (38%04).

Para as 1.000 permutac¢des conduzidas pelastraps (Figura 6), observou-se que
apenas os grupos formados pelos individuos J56J83%); J17 e J18 (51,96%); e J10 e
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J11 (53,11%) apresentaram proporgOes relativamedtdas de replicagbes similares, os
demais grupos apresentaram-se com proporc¢oes li@eées similares baixas.
O valor minimo de similaridade foi igual a 0,9a de corte), indicando que nao

h& individuos semelhantes geneticamente na poputic&antana do Sao Francisco.

26,4 J1
25,40 H J2
31,59 J3

J4
16,26 7

76,83 J5
15,58 6

26,97 J12
solar -1 114
5,39 J13
J7

4,46 J9

51,96 17
17,12 |78 = J18

| J19
' J20

13]23 jio
53,11

~100,0 | J11

J15

J16
f T T T T T T

0.40 055 070 085 | 100
Coeficiente de Jaccard 0,9(

20,63

1S

44,63

Figura 6.Dendrograma da similaridade genética entre 20 iddos deZizyphus joazeiro
Mart., localizados no municipio de Santana do Sé&mdisco, definido pelo
critério de agrupamento UPGMA, com base no indedatcard, por meio de
marcadores RAPD. Universidade Federal de Sergge C8istovao, 2010.

A similaridade genética média entre os individueZ djoazeiro da populacdo de
Canhoba foi estimada utilizando 135 fragmentosnp@tiicos. A similaridade média foi
igual a 55,0%, o erro padrédo médio foi de 4 % mplidgude das similaridades variou de 32
a 68%. Os individuos que se apresentaram mais lsentes foram o J4 e J5 (68% + 0,04)
e 0s mais divergentes J3 e J19 (32% + 0,04) (A@¢xo

Observa-se que apenas o0s grupos formados pelogdinas J2 e J3 (75,15%); e J4,
J5, J6, J7, J9, J10, J11, J12, J13, J14, J15,J116,e J18 (68,78%) apresentaram

proporgdes relativamente altas de replicagOes amiesl para as 1.000 permutagdes
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conduzidas pelosootstraps (Figura 7). Os demais grupos apresentaram propsrde
replicagbes similares relativamente baixas.

O valor minimo de similaridade foi igual a 0,9a de corte), indicando que nao
houve individuos semelhantes na populacdo de Carnwdior similaridade genética entre

os individuos 68%)

J1

75,15 | J2
' J3

i' J4
J5
J6
J9
J8
J10
Ji11
J12
J13
J16
J17
J18
J7
J14
J15
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0.40 055 070 08 | 100
Coeficiente de Jaccard 0.9C

100.0

34,74 |
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Figura 7.Dendrograma da similaridade genética entre 19 iddos deZizyphus joazeiro
Mart., localizados no municipio de Canhoba, debnigelo critério de
agrupamento UPGMA, com base no indice de Jaccardnpio de marcadores
RAPD. Universidade Federal de Sergipe, Sao Crista2@10.

A similaridade genética média entre os individue&.djoazeiro da populacéo de
Canindé do Sao Francisco foi estimada utilizando fi@ymentos polimorficos. A
similaridade média foi igual a 44,0%, o erro padrémio foi de 4,8 % e a amplitude das
similaridades variou de 26 a 70%. Os individuos sgi@apresentaram mais semelhantes
foram 0 J2 e J4 (70% £ 0,04) e os mais divergelesJ13 (26% = 0,05) (Anexo 3).

Observa-se que apenas 0s grupos formados pelo$dwmas J2 e J4 (64,01%); J2,
J4 e J5 (85,46%); e J6 e J7 (57,69%), apresentpraporcdes relativamente altas de
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replicacées similares para as 1.000 permutacdesuzaias pelodootstraps (Figura 8).
Os demais grupos apresentaram-se com propor¢cdepldmcdes similares relativamente
baixas.

O valor minimo de similaridade foi igual a 0,8%(a de corte), indicando que nao
h& individuos semelhantes na populacdo de Canimd&&d Francisco (CASTANHEIRA,
2001).
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Figura 8. Dendrograma de similaridade genéticaeettrindividuos d&izyphus joazeiro
Mart., localizados no municipio de Caninde, definigelo critério de
agrupamento UPGMA, com base no indice de Jaccardnpio de marcadores
RAPD. Universidade Federal de Sergipe, Sao Crista2@10.

A alta variabilidade observada entre as populaggssdadas de&. joazeiro
confirma a eficacia dos marcadores moleculares RAREa detectar a variabilidade
genética em populacdes naturais, o0 que pode seprovado pelo numero de bandas
polimorficas. As similaridades genéticas médiaseolalas nas populacdes Zgoazeiro
variaram de 44 a 54 %, indicando que ha considedivergéncia genética entre 0s
individuos e estes podem ser utilizados na coletsethentes e producdo de mudas para a
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recuperacdo de areas degradadas. Portanto, asagi@gsil devem ser incluidas em
programas de conservacdo genética da espécie,odavidxisténcia de consideravel
variabilidade genética intrapopulacional e a preaate alelos exclusivos.

Segundo Nienhuis et al. (1995), a partir X bandas, praticamente ocorre
uma estabilizacdo do coeficiente de variac@s dlistancias genéticas entre o0s
gendtipos. Entretanto, ndo foi observada a estab#io de alguns agrupamentos na anélise
de bootstrap realizada para as populagcdes. Esta analise € tamp@mpara a discriminacao
dos erros das estimativas dos parametros. E reteganhecer a magnitude dos erros, pois
se ela for elevada, a precisdo das estimativasx@,bm que pode ser prejudicial para as
estratégias de conservacao da diversidade gem@scpopulaces naturais. Uma vez que,
a preservacdo destas é baseada nas medidas dsiddigerintra e interpopulacionais,
quantificadas pelas estimativas dos parametrosladpnoais. Se eles forem estimados
com baixa precisdo, decisbes errdbneas podem sad&snguanto a manuteng¢do ou ndo de
populacdes na natureza, o que pode levar a persariddilidade genética, ou ter outras
consequéncias (CARLINI-GARCIA et al., 2001).

A avaliacdo da linha de corte realizada por meiaedte t de Student a 1% de
probabilidade, denominado valor minimo de similadiel, acima do qual os individuos séo
considerados geneticamente semelhantes (CASTANHE2RA1), permite inferir que os
individuos analisados sao divergentes, confirmarsddados de similaridade genética.

Em geral, a variacdo genética entre populacbes pedeesultado da distancia
geogréfica e das zonas ecologicas (MILANKOV et 2007). O teste de Mantel revelou
uma correlacdo negativa (-1,2530) e nédo signifieafj0,1051) para a populacdo de
Santana do Sao Francisco (Figura 9a). Na populdedtanhoba a correlagéao foi negativa
(-0,40335) e significativa (0,0001) (Figura 6b) &a a populacdo de Canindé do Sé&o
Francisco a correlacao foi positiva (0,3299) e sigaificativa (0,6293). Observa-se entao,
que para a populagdo de Canindé do Sdo FranciEsmoncom o valor de correlagcdo
positivo, a similaridade genética ndo pode seriexg@h pela distancia geografica, uma vez
que o teste estatistico ndo suportou a tendéncarwdda, fato também observado por
Cavallari Neto (2004) estudando populacdes de Tiahalassinoides LAM (D.C.). Assim,
pode-se inferir que a distancia geografica ndoretgionada com a similaridade genética

entre os individuos analisados.
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Figura 9. Correlagdo entre a matriz de similaridgéeética e a matriz de distancia
geografica das populacdes deyphus joazeiro Mart localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidede Federal de Sergipe,
Séo Cristovao, 2010. a — Santana do Sao Frantise@anhoba; e ¢ — Canindé
do S&o Francisco.

O agrupamento dos individuos das trés populacded. ¢mazeiro, com base na
matriz das similaridades pelo método UPGMA, € apreglo na Figura 10. A juncao dos
dados de similaridade permitiu discriminar os ifdlios de Z. joazeiro em suas

respectivas populacdes. Este resultado evidéndiaessidade genética presente nestas.
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Assim, para fins de conservacdo deve-se coletaeriaatdas trés areas amostradas,
visando a manutencao da variabilidade genéticaesmtes
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Figura 10. Dendrograma da similaridade genéticeeentdividuos deZizyphus joazeiro
Mart. localizados em trés municipios do Estado deife (Santana do Sao
Francisco — popl, Canhoba — pop2 e Canindé do @&eisco- pop3), definido
pelo critério de agrupamento UPGMA, com base na@énde Jaccard, por meio
de marcadores RAPD. Universidade Federal de Sergg®eCristovao, 2010.

A maioria das espécies € fragmentada em certa mediébendendo do ambiente
(fragmentacdo do habitat), da biologia das espédispersao, comportamento territorial,
carater de deslocamento), e dos eventos histofamsva genética, efeito fundador e
gargalo genético). Em populagbes fragmentadas iespaic temporalmente ocorre a
estruturacdo das populacdes (MILANKOV, 2007) e,ideva diferenciacdo das trés
populacdes por meio da analise de similaridade tganépode-se afirmar que as
populacdes estao estruturadas.

Os indices de diversidade genética entre as pdmdaestdo apresentados na

Tabela 7. A heterozigosidade, também chamada deeidé diversidade genética de Nei,
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foi usada para avaliar o contetdo polimérfico dgaciaco e obteve-se um valor de 0,2539
para a populacdo amostrada em Santana do S&o de@n@j3093 para a populagcédo de
Canhoba e 0,2451 para a populacdo de Canindé dd-r@aoisco. Os valores obtidos

foram semelhantes aos encontrados por Tambarussil. e2008), estudando nove

populacdes naturais dRéptadenia gonoacantha Mart. (média de 0,292) e por Freire et al.
(2007), estudando populagcdesSthizol obium parahyba Vell. (0,36).

Tabela 7.indice de diversidade de Shannon (1972), diversidghética de Nei (1978) e
% de locos polimérficos em populagdes naturaisZdgphus joazeiro Mart.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&anéisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Populacdes Diversidade indice de % Locos
genética de Nei Shannon polimorficos
Santana do Sao Francisco 0.2539 0.3815 76,71
Canhoba 0.3093 0.4652 92,47
Canindé do Sao Francisco 0.2451 0.3602 63,70
Conjunto de populacdes 0.3601 0.5344 100,0

Uma medida de diversidade que vem sendo utilizadar&lises populacionais por
meio do marcadorde DNA-RAPD é o indice de divex#dae Shannon, que tem a
vantagem de ser insensivel ao viés causado peldetéocdo dos genotipos heterozigotos,
ja que ele se baseia na frequéncia fenotipica ddabaa populacdo (ESTOPA, 2003). O
indice de Shannon varia de 0 a 1 e considera-sejgamto mais proximo o valor for de
zero, mais baixas séo as diversidades (BOTREL,£2@06). Nas populacdes estudadas de
Z. joazeiro o indice de Shannon foi igual a 0,3815 na popgwage Santana do S&o
Francisco, 0,4652 na populagdo de Canhoba e 088(pulacdo de Canindé do Séo
Francisco. Os valores obtidos foram préximos acmetnado por Estopa et al. (2006)
estudando populagdes naturais Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish (0,49 e
0,50).

A porcentagem de locos polimérficos variou de 63@@nindé do Sao Francisco) a
92,47% (Canhoba). O baixo nivel de locos polimédiobservado nas populacdes de
Santana do Sao Francisco e Canindé do Sdo Franodica que estas estdo isoladas,
situacéo também observada por ZIMBACK et al. (2@3tydando populacdes Techilia

pallida Swartz. A perda de heterozigosidade geralmenéeassibciada a eventos aleatorios
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de colonizacdo, devido a diversos fatores. Dessirederiva genética, tende a diminuir
o nivel de polimorfismo das espécies (PEREIRA e28i04).

Cabe ressaltar que a maioria dos indices de diaetsi genética depende da
estimativa da heterozigosidade na populacdo e demnagido o carater dominante dos
marcadores RAPD, a estimativa destes indices stguste método € uma aproximagao
(FREIRE et al., 2007).

Os parametros estimados da diversidade genétiddedeestdo apresentados na
Tabela 8. A heterozigosidade total observada (@B%7dica que a espécie apresenta
reserva de variabilidade genética nas populaciedastas.

A divergéncia genética foi relativamente alta, destiando que 24% da
variabilidade genética se encontra entre as popetag0,2458) e 76% dentro das
populacdes (k= 0,2695), em concordancia com a grande quantidaddelos exclusivos
observada, sugerindo fortes restricbes no fluxacgé(FERREIRA-RAMOS, 2008). A
maior diversidade genética dentro de popula¢gdesstdmencontrada em outras espécies
arbdreas. Zimback et al (2004) e Wendt (2005) efasam que maior parte da diversidade
genética é encontrada dentro das populacdesTrdghilia pallida Swartz e llex

paraguariense A. St.-Hil, respectivamente.

Tabela 8. Diversidade genética de Nei em populagésgais de&Zizyphus joazeiro Mart.
localizadas em diferentes municipios do Baixo S&anéisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Hr Hs Gst Nm
Média 0,3573 0,2695 0,2458 1,5344
Desvio padrédo 0,0174 0,0151

Ht = diversidade genética total (heterozigosidade)=Hiliversidade genética dentro das
populacdes; & = relacdo entre a diversidade genética entre popet e a diversidade
genética total; Nm = fluxo génico.

Segundo Lovelles e Hamrick (1984), muitas espéaibsreas possuem efetivos
meios de dispersdo de genes e, com isto, mantémrditeis de variacdo genética dentro
de populac¢des, com pouca diferenciacdo entre ppjesdaNo entanto, maior diferenciagéo
genética € esperada em populagBes geograficameepeoelutivamente isoladas entre si,
fato este observado nas populacdes estudadagaseiro.

O baixo valor do fluxo génico observado (1,5344apestas populacbes pode ser

um indicativo de isolamento genético, 0 que podaresssociado a distancia geografica
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entre elas. O valor de Nm determina se a derivé@tgen por si s6, pode produzir
variabilidade genética substancial entre locais. N& for maior que 1.0, o fluxo génico
sera alto o suficiente para prevenir uma diferey@@dadevido a deriva (MORAES e
DERBYSHIRE, 2002). No entanto, o valor observadoresponde ao fluxo génico
aparente que ocorreu no passado (fluxo génicortugjp quando as populagbes faziam
parte de uma Unica grande populacdo ou constitoiatapopulagdes. Portanto, isto deve
ser interpretado com cautela, pois indica que pslpgdes de diferentes regides, apesar de
geograficamente isoladas, apresentam alelos eéinegs similares, como resultado de
trocas génicas antigas (RAPOSO et al., 2007).

A auséncia de fluxo génico associada a grandendist&eparando as populagées e,
consequentemente, isolando-as reprodutivamentee mogblicar a alta diferenciacao
genética observada entre estas populactes, fatolestrvado também por Viegas (2009)
estudando populacdes naturais Mgracrodruon urundeuva Fr. All. localizadas em
Aramina-SP e Selviria-MS

As medidas de distancia genética e identidade iganéle Nei (1978) estdo
apresentadas na Tabela 9. A maior identidade gank&ti observada entre as populacdes
de Canindé do Séo Francisco e Santana do S&o $ean€,8710) e a maior distancia
genética foi observada entre as populagfes de rigamta S&o Francisco e Canhoba
(0,2632). Observou-se que, embora as populacdeSadamdé e Santana estejam mais
distantes geograficamente apresentaram a menandigtgenética, inferior as populacdes

mais proximas (Santana do Sao Francisco e Canhoba).

Tabela 9. Medidas originais de distancia genéticaemtidade genética de Nei entre
populacdes naturais d&izyphus joazeiro Mart. localizadas em diferentes
municipios do Baixo S&o Francisco sergipano. Usidade Federal de Sergipe,
Sao Cristovéo, 2010.

Santana-SE Canhoba-SE Canindé-SE
Santana-SE - 0,7686 0,8710
Canhoba-SE 0,2632 - 0,8186
Canindé-SE 0,1381 0,2001 -

Valores acima da diagonal correspondem a identideaetica e abaixo da diagonal a
distancia genética.

A correlacdo entre a distancia geografica e a déraria genética entre as
populacdes para o teste de Mantel foi nula e rfiofsiativa (0,500). Esse resultado indica
que as populacdes ndo estdo isoladas por distdogiaa divergéncia genética entre elas

54



ndo pode ser explicada pela distancia geografi€S@. et al., 2006), sendo a deriva
genética a causa mais provavel (SOUZA et al., 2004)

A distribuicdo da variabilidade genética entrecatth de populagbes evidenciou a
presenca de certa estrutura genética, poréem estiinéorrelacionada com a distribuicéo
espacial das populagdes. Loveless e Hamrick (1884mam que a diferenciacao entre as
populacdes tende a ser reduzida quando as esppogsentam fertilizacdo cruzada e fluxo
de pdlen, porém devido a auséncia de fluxo génntiee @s populacdes, foi observada a
diferenciacéao entre as mesmas.

Outro fator que influencia na estruturacdo dasulamies naturais é o agente
polinizador da espécie. As espécies que sao patlai por insetos apresentam baixa
variabilidade, reduzido tamanho efetivo e devidonamvimento limitado dos mesmos a
estruturacdo das populacdes é observada (LOVELE3SMRICK, 1984). Observou-se
que a estruturacao das populacdez.geazeiro pode ser resultado ndo apenas da distancia
geografica entre elas, como também pelas cardatasi®coldgicas da espécie.
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3.3. Analise da diversidade genética em popula¢esturais de Cassia grandis L.f.

O numero de fragmentos polimorficos observados anutilizacdo de 20
oligonucleotideos, para o estudo da divergénciatgen em populacbes naturais Ge
grandis, variou de O (IDT 8 e IDT 16 na populacéo de Szentdo S&o Francisco) a 12
(IDT 13 na populacéo de Santana do S&o Franci3ate(a 10). No total, foram gerados
146 produtos de amplificacdo para a populacdo déaBa do S&o Francisco; 185 para a
populacdo de Canhoba; e 163 para a populacdo dsmaN@mnhora de Lourdes, com uma
média de 7,3; 9,25; e 8,15 fragmentos por oligauatadeo, respectivamente. A populacéo
gue apresentou maior polimorfismo foi a de Santkm&ao Francisco (58,9%), seguida da
populacdo de Canhoba (45,4%) e Nossa Senhora dddso{#4,1%).

Tabela 10. Relacdo do numero de produtos ampldEgdra cada oligonucleotideo, com
suas respectivas porcentagens de polimorfismo eftisande RAPD em
populacdes naturais d€assia grandis L.f. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidade Federal de
Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

Oligonu- Santana do Séao Canhoba-SE Nossa Senhora de
cleotideos Francisco-SE Lourdes-SE
NTB NBP %P NTB NBP %P NTB NBP %P
IDT 1 5 1 20,0 9 4 44,4 8 4 50,0
IDT 2 5 5 100,0 8 6 75,0 6 3 50,0
IDT 3 11 7 63,6 11 7 63,6 10 4 40,0
IDT 4 7 5 71,4 6 2 33,3 7 4 57,1
IDT 5 3 1 33,3 7 4 57,1 6 3 50,0
IDT 6 6 3 50,0 8 4 50,0 8 4 50,0
IDT 7 12 8 66,7 10 5 50,0 7 3 42,8
IDT 8 4 0 0,0 9 5 55,5 7 3 42,8
IDT 9 6 4 66,7 8 3 37,5 8 1 12,5
IDT 10 11 8 72,7 9 2 22,2 8 4 50,0
IDT 11 11 3 27,3 13 5 38,4 9 3 33,3
IDT 12 9 8 88,9 9 4 44,4 10 3 30,0
IDT 13 12 12 100,0 17 5 29,4 12 6 50,0
IDT 14 6 4 66,7 6 2 33,3 10 4 40,0
IDT 15 9 7 77,8 10 4 40,0 11 5 45,4
IDT 16 5 0 0,0 3 37,5 5 2 40,0
IDT 17 7 2 28,6 11 8 72,7 8 3 37,5
IDT 18 3 1 33,3 4 2 50,0 6 3 50,0
IDT 19 7 2 28,5 11 4 36,3 11 7 63,6
IDT 20 7 5 71,4 11 5 45,4 6 3 50,0
TOTAL 146 86 58,9 185 84 45,4 163 72 44,1
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A baixa heterozigosidade detectada nas populagbedaglas pode ser comprovada
observando os baixos valores de polimorfismos. &etial. (2009) estudando populagbes
de Mandevilla velutina Mart. observaram um total de 81,08% de locos paficas.
Oliveira et al. (2008) observaram um polimorfisneoddt,29% e 72,86% em populacdes de
Dimorphandra mollis Benth

Os oligonucleotideos que apresentaram maior nuaefoagmentos polimérficos
para a populacdo de Santana do S&o Francisco oiTol3 (12 fragmentos), para a
populacdo de Canhoba o IDT 17 (8 fragmentos), @ agopulacdo de Nossa Senhora de
Lourdes o IDT 19 (7 fragmentos). Os oligonucleaiglgue apresentaram menor nimero
de fragmentos polimorficos foram: IDT 8 e IDT 1@(um fragmento), na populacdo de
Santana do S&o Francisco; IDT 4, IDT10, IDT14 e IBT(2 fragmentos) na populacdo de
Canhoba; e IDT9 (1 fragmento) na populacdo de NSsshora de Lourdes.

No estudo da variabilidade genética de espéciesstims, observa-se uma elevada
amplitude do namero de fragmentos polimérficosasdos nas analises. Tambarussi et al.
(2008) com o objetivo de avaliar a variabilidadengtica em nove populacdes de
Piptadenia gonoacantha (Mart.) utilizaram 35 fragmentos polimorficos dé&R. Bertoni
et al. (2007) utilizaram 65 fragmentos polimorfiqguera avaliar a diversidade genética em
oito populagdes naturais deyheria montana Mart.

A partir dos 86 fragmentos polimérficos obtidospwpulacdo de Santana do Sao
Francisco, foi estimada uma matriz de similaridgeaética, pelo método de Jaccard,
relacionando todos os pares de individuos (Anexé 4jimilaridade genética média entre
os individuos foi de 69,87%, o erro padrao médiode 3,8 % e a amplitude das
similaridades variou de 47 a 88%. Os individuos sgi@apresentaram mais semelhantes
foram o0 CF11 e CF12; CF12 e CF13 (88% * 0,03) mais divergentes CF1 E CF8 (47%
+ 0,04).

Observou-se que os grupos formados pelos indivi@kdse CF2 (87,19%); CF3 e
CF4 (91,29%); CF11, CF12, CF13, CF14, CF15, CFUF&8 (63,35%); CF16 e CF18
(62,62%); CF1, CF2, CF3, CF4, CF5, CF6, CF7, CER11, CF12, CF13, CF14, CF15,
CF16, CFl17 e CF18 (61,13%); e CF8 e CF9 (69,29%psaptaram proporcdes
relativamente altas de replicacbes similares, para.000 permutagcdes conduzidas pelos
bootstraps (Figura 11). Os demais grupos apresentaram-sepcopor¢gdes de replicacoes

similares relativamente baixas.
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O valor minimo de similaridade foi igual a 0,9Illa de corte), indicando que nao
h& individuos semelhantes na populacdo de SanteS8aalFrancisco.
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Figura 11. Dendrograma de similaridade genéticeeet® individuos de€Cassia grandis
L.f. localizados no municipio de Santana do Saadisao, definido pelo critério
de agrupamento UPGMA, com base no indice de Jacqsd meio de
marcadores RAPD. Universidade Federal de Serggme C8istovao, 2010.

A partir dos 84 fragmentos polimorficos obtidos p@pulagdo de Canhoba, foi
estimada uma matriz de similaridade genética, pgltodo de Jaccard, relacionando todos
os pares de individuos (Anexo 5). A similaridadegiea meédia entre os individuos foi de
52,03%, o erro padrdo médio foi de 5,0% e a angditdias similaridades variou de 35 a
74%. Os individuos que se apresentaram mais semethforam os CF2 e CF4 (74% +
0,05) e os mais divergentes CF3 e CF10; e CF1012 (35% = 0,05).

Observou-se que apenas 0s grupos formados peloglums CF2 e CF4 (51,70%);
CF1, CF2, CF3, CF4, CF5, CF6, CF7, CF8, CF9 e CEB317%); CF1l1l e CF12
(71,69%); CF1, CF2, CF3, CF4, CF5, CF6, CF7, CFB9,CCFl1l, CF12 e CF13
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(51,30%); apresentaram propor¢coes relativamenss alé replicacdes similares, para as
1.000 permutagbes conduzidas pelbsotstraps (Figura 12). Os demais grupos
apresentaram-se com proporcdes de replicacbesmmielativamente baixas.

O valor minimo de similaridade foi igual a 0,8 (a de corte), indicando que nao

h& individuos semelhantes geneticamente na poputkc&anhoba.
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Figura 12. Dendrograma de similaridade genéticeeel® individuos d€Cassia grandis
L.f. localizados no municipio de Canhoba, definpédo critério de agrupamento
UPGMA, com base no indice de Jaccard, por meio decadores RAPD.
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovad).201

A patrtir dos 72 fragmentos polimorficos obtidospagulacédo de Nossa Senhora de
Lourdes, foi estimada uma matriz de similaridadeégiea, pelo método de Jaccard,
relacionando todos os pares de individuos (Anex@ &imilaridade genética média entre
os individuos foi de 51,5%, o erro padrdo médio dei 5,8 % e a amplitude das
similaridades variou de 22 a 74%. Os individuos sgi@presentaram mais semelhantes
foram os CF5 e CF7 (74% £ 0,05) e os mais diveage@F3 e CF4 (22% + 0,05).
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Observou-se que com excec¢do dos grupos formados pelividuos: CF1, CF5,
CF7 e CF8 (28,19%); e CF1, CF4, CF5, CF7 e CF&lemsais apresentaram propor¢cdes
relativamente altas de replicacfes similares, para.000 permutacdes conduzidas pelos
bootstraps (Figura 13).

O valor minimo de similaridade foi igual a 0,8 a de corte), indicando que os
individuos da populacdo de Nossa Senhora de Loundtesdo semelhantes geneticamente.

CF1
61,95

CF5

90,90

28,19

CF7

34,25

CF8

CF4
100,0

CF2
70,44

82,79 CF3

CF6

T T T T T 1

0.35 0.51 0.68 0.6486 1.00
Coeficiente de Jaccard ,

Figura 13.Dendrograma de similaridade genética entre 8 iddos deCassia grandis L.f.
localizados no municipio de Nossa Senhora de Leyrdkfinido pelo critério de
agrupamento UPGMA, com base no indice de Jaccardnpio de marcadores
RAPD. Universidade Federal de Sergipe, Sao Crista2@10.

Os individuos analisados sao considerados potsngpiatrizes para a coleta de
sementes visando a conservagXositu e a producdo de sementes e mudas para a
recuperacdo de areas degradadas, pois ha reservaridbilidade genética entre os
mesmos. Santana et al. (2008) observaram 37,68%tndlaridade média em individuos

remanescentes denterolobium contortisiliquum Vell., valor inferior ao encontrado neste
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estudo (51,5 — 69,87), mostrando que mesmo com naineeluzido de individuos a
diversidade genética pode estar sendo mantidapaguaio.

Segundo Nienhuis et al. (1995), a partir Id® bandas, ocorre a estabilizacdo
do coeficiente de variacdo das distanciasetysas entre os genotipos. Entretanto, na
andlise debootstrap realizada para as populacdes ndo foi observaddadilezacdo de
alguns agrupamentos. Este método fornece um poateqdilibrio que permite uma
estimativa precisa dos grupos (LAVORANTI, 2003). Ado estabilizacdo dos
agrupamentos pode indicar que o numero de fragmemplificados ndo sdo suficientes
para a realizacdo das estimativas dos parametngsiges.

Os individuos analisados em cada populagdo ndac@dsiderados semelhantes
geneticamente, o que foi comprovado pela linhaaitee gealizada por meio do teste t de
Student a 1% de probabilidade, denominado valommairde similaridade, acima do qual
os individuos sdo semelhantes (CASTANHEIRA, 2001).

A distancia geografica e as zonas ecoldgicas posltar correlacionadas com a
variacdo genética presente nas populacdes (MILANKD¥I., 2007). A correlacdo entre
as similaridades genéticas e as distancias gecasafias populacdes = grandis esta
representada na Figura 14. O teste de Mantel newetta correlacdo negativa (-0,9223; -
0,4256) e nao significativa (0,1782; 0,3352) pasapapulacdes de Santana do Sao
Francisco (Figura 11 a) e Nossa Senhora de LoyFflgara 11 c), respectivamente. Na
populacdo de Canhoba a correlacdo foi negativag98) e significativa (0,0089) (Figura
11 b). Observa-se entdo, que a similaridade genét@m estd correlacionada com a

distancia geogréfica.
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Figura 14. Correlagdo entre a matriz de similadgénética e a matriz de distancia
geografica das populacdes @Gassia grandis L. f. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidade Federal de
Sergipe, Séo Cristévao, 2010. a — Santana do $&wibco; b — Canhoba; e ¢
— Nossa Senhora de Loudes.

O agrupamento dos individuos das trés populacdeS. dgandis, com base na
matriz das similaridades pelo método UPGMA, é apreslo na Figura 15. Observou-se
que os agrupamentos formados nao representam akRpdes isoladamente sendo que, a
Unica populagdo que ficou isolada no dendrograma fpopulagdo 1 (apresenta maior
distancia geografica). Os individuos analisados plapulacbes que apresentam uma
menor distancia geografica (Canhoba e Nossa Sexeokaurdes) foram agrupados pela

andlise de similaridade genética.
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Figura 15. Dendrograma de similaridade genéticeeentlividuos deéCassia grandis L. f..
localizados em trés municipios do Estado de Sef@patana do S&do Francisco
— popl, Canhoba — pop2 e Nossa Senhora de Loupde$), definido pelo
critério de agrupamento UPGMA, com base no indedatcard, por meio de
marcadores RAPD. Universidade Federal de Serggme C8istovao, 2010.

A diversidade genética molecular total para cadpulagdo pode ser observada
tanto por meio do percentual de locos polimérfigaanto pelo indice de Diversidade de
Shannon e Diversidade Genética de Nei (Tabela 11).

Tabela 11. indice de diversidade de Shannon (1@f&)sidade genética de Nei (1978) e
porcentagem de locos polimdrficos em populacdesraiat deCassia grandis
L.f. localizadas em diferentes municipios do Ba&&o Francisco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovad).201

Populacdes Diversidade indice de % Locos
genética de Nei Shannon polimorficos
Santana do Sao Francisco 0.2539 0.3754 68,80
Canhoba 0.2594 0.3795 67,20
Nossa Senhora de Lourdes 0.2246 0.3279 56,80
Conjunto de populacdes 0.3653 0.5364 97,60

A diversidade genética de Nei foi igual a 0.2538apa populagcdo amostrada em
Santana do S&o Francisco, 0.2594 para a populac@arthoba e 0.2246 para a populacdo
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de Nossa Senhora de Lourdes. Valores proximosmantrados por Estopa et al. (2006)
estudando trés populagbes naturaiEomsmanthus erythropappus (DC.) MacLeish (0,32;
0,29; e 0,36).

O indice de Shannon varia de 0 a 1, e considegusequanto mais proximo o
valor for de zero, mais baixas sdo as diversid@@®3I REL et al., 2006). Nas populacdes
estudadas d€. grandis este indice variou de 0,3279 a 0,3795. Oliveiralet(2008)
estudando populacées @emorphandra mollis Benth., espécie da familia das Fabaceae,
observaram que o indice de Shannon nas populasfigtadas variou de 0,2598 a 0,4166.

A porcentagem de locos polimérficos variou de 56/80ssa Senhora de Lourdes)
a 68,80 (Santana do Sao Francisco). O baixo pdisnoo observado, provavelmente se
deve ao efeito da deriva genética, uma vez qua,testle a reduzir o polimorfismo das
espécies (PEREIRA et al., 2004). Os valores obtidmam inferiores aos observados por
Moura (2005) e Zimback et al. (2004) estudando [agiies dderemanthus erythropappus
(DC.) (90,48 e 92,86%) @richilia pallidae Swartz (90,3 a 97,3), respectivamente; e
semelhantes aos observados por Oliveira et al. 8f2@studando populacdes de
Dimorphandra mollis Benth. (44,29 a 74,86).

A presenca de reserva de variabilidade genética pedconstatada observando-se
o valor da heterozigosidade total observada (Tali@la que foi relativamente alto
(0,3602). A alta divergéncia genética entre as |aqdes observada (0,3172) era esperada,
considerando-se a distancia geogréfica e a auséadiaxo génico indicando que 31,72%
da diversidade genética encontra-se entre as prjmdae 68,28% dentro das populacdes
(Hs = 0,2460). O acelerado processo de fragmentacdoatiéats” pode vir a aumentar a
divergéncia genética entre as populacdes ao loagaeéracdes, ameacando ainda mais a
sobrevivéncia das espécies (MARTINS-CORDER e2aD9).

Tabela 12. Diversidade genética de Nei em poputag@durais deCassia grandis L.f.
localizadas em fiferentes municipios do Baixo S&ané&isco sergipano.
Universidade Federal de Sergipe, S&o Cristovad).201

Hr Hs Gst Nm
Média 0,3602 0,2460 0,3172 1,0763
Desvio padrédo 0,0226 0,0173

Ht = diversidade genética total (heterozigosidade)=Hiliversidade genética dentro das
populacdes; & = relacdo entre a diversidade genética entre popet e a diversidade
genética total; Nm = fluxo génico.
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A alta divergéncia entre as popula¢fes naturaibdamsugere que ambas tenham
passado pelo efeito de deriva genética, seja rdafdo ou pelo efeito de estrangulamento
também denominado efeito do gargalo de garrbfdtiéneck), o que pode explicar a
estrutura genética observada, como observado piei@l et al. (2006) estudando
populacdes naturais d&aesalpinia echinata Lam. O alto valor de distancia genética pode,
erroneamente, ser interpretado como evidéncia yrargrande tempo de separacdo entre
populacdes. Em estudos evolutivos a amostragenomdardes cujas frequéncias génicas
tenham sido alteradas por gargalos populacionai® der evitada, uma vez que, a
ocorréncia destes promove uma grande divergéntia anpopulacdo que o sofreu e as
demais. Esta maior divergéncia é observada nasiémeips génicas e refletida nas
distancias genéticas (MORAES e DERBYSHIRE, 2003).

Os estudos realizados com espécies arbdéreas natimgsovam que maior parte
da variabilidade genética estd distribuida dents gdopulacdes. Freire et al. (2007)
observaram que 89,51% da diversidade genética #aesm dentro das populacdes de
Schizolobium parahyba (Vell.). Zucchi et al. (2005) estudando dez popdés deEugenia
dysenterica DC do sudeste do Estado de Goias, com 54 locd®AdRD, encontrou uma
variacéo dentro das populacdes de 73%.

O fluxo génico estimado foi maior que 1, indicarglee este pode contrapor 0s
efeitos da deriva genética. No entanto, vale ressqlie o fluxo génico estimado nesse
trabalho refere-se ao fluxo aparente, o qual eeftetjue ocorreu em geracdes passadas
(WADT, 2001). Assim, o valor encontrado indica gstd ocorrendo isolamento genético
por deriva e estratégias de conservacao devenstsdredecidas.

As medidas de distancia genética e identidade iganéle Nei (1978) estdo
apresentadas na Tabela 13. A maior identidade igarfét observada entre as popula¢cdes
de Canhoba e Nossa Senhora de Lourdes (0,8666haoa distancia genética entre as
populacdes de Santana do Sao Francisco e Nossar&etghLourdes (0,3306). Com base
nesses resultados, observa-se que quanto maisnaxgjeograficamente as populacdes
estiverem, menor a distancia genética entre elasorfelacdo entre estas variaveis foi
positiva (0,9), porém a correlacdo para o testeMdatel foi nulo e ndo significativo
(0,500). Assim, mesmo observando a relacdo exestarite as variaveis, esta nao pode ser

comprovada estatisticamente.

65



Tabela 13. Medidas originais de distancia genétiddentidade genética de Nei entre
populacdes de&Cassia grandis L.f. localizadas em diferentes municipios do

Baixo S&o Francisco sergipano. Universidade Feddral Sergipe, Sé&o
Cristévéao, 2010.

Santana-SE Canhoba-SE N. S. Lourdes-SE
Santana-SE - 0.7328 0.7185
Canhoba-SE 0.3109 - 0.8666
N. S. Loudes-SE 0.3306 0.1432 -

A variacdo dentro das populacbes de espécies hewitat, como &C. grandis,
tende a ser média, quando esta apresenta cruzanaéeaborio (LOVELESS e
HAMRICK,1984). A distribuicdo da variabilidade géicé entre e dentro de populagbes
evidenciou a presenca de estrutura genética, palmente na populagdo de Santana (mais
distante geograficamente). Segundo Loveless e Idkn{ii984) os insetos, devido ao
movimento limitado, promovem a estruturacdo dasulambes de espécies que sao
polinizadas por eles.
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4. CONCLUSOES

e Maior diversidade genética é observada dentro dgsulpcbes das espécies
estudadas;

e A diversidade genética entre populacdes é elevadage pode ser ocasionada pela
distancia geografica destas e pelos fatores eculggias espécies;

¢ Indicios de estruturacdo podem ser observadosapasggdes d&. joazeiro, o que
ndo ocorre em todas as populacdes Glegrandis, provavelmente devido a
proximidade geografica destas;

e A coleta de sementes deve ser realizada seleciorsnds individuos que
apresentam maior diversidade genética, com o intlgtevitar a perda de alelos;

e A distancia genética observada néo esta relacicmdikancia geografica;
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CAPITULO 3. VARIABILIDADE ISOENZIMATICA EM POPULACO ES
NATURAIS DE Zizyphusjoazeiro MART. E CassiagrandisL. f.

RESUMO

Os marcadores isoenzimaticos tém sido empregaegddntemente no estudo da estrutura
genética de populagBes naturais de espécies Hmespue se refere a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro destas. Aseste trabalho foi realizado com o
objetivo de caracterizar geneticamente, por meio rdarcadores isoenzimaticos,
populacdes naturais d&zyphus joazeiro Mart. eCassia grandis L.f. com a finalidade de
elaborar estratégias de coleta de sementes e @imdle; mudas para a recuperacdo de
areas degradadas. As populacdesZdg¢oazeiro foram amostradas nos municipios de
Santana do Sao Francisco, Canhoba e Canindé d&r8acisco e as d€. grandis nos

municipios de Santana do Sdo Francisco, CanhobassaNSenhora de Lourdes. A

diversidade genética foi caracterizada a partiregéisnativas das frequéncias aIéIicE}sI

e dos Indices de diversidade (Heterozigosidade arm’ehﬁ;ervadafao); Heterozigosidade

média esperadaH,), nimero médio de alelos por locé\ | e porcentagem de locos

polimorficos). Também foi calculado o indice deafif@o F de Wright, para cada
populacdo. Para a analise da estrutura genéticapd@aslacdes foram realizadas as
estatisticag™ de Wright. Foram estimados também o fluxo génictamanho efetivo das
populacdes e a populacdo minima viavel a curtongdgrazo. Nas populagbes de
joazeiro foram analisados 32 locos. As frequéncisas akh@aiaram desde a completa
fixacdo até frequéncias muito baixas (0,02). A potagem de locos polimérficosf’()
variou de 60,87 a 78,26%; o numero médio de aletwdoco (na) foi alto, variando de

2,50 a 2,57; a heterozigosidade meédia observaﬁj@) (variou de 0,5633 a 0,5955; a
esperada de 0,4675 a 0,488 e o indice de Fixaci@dridat de -0,2620 a -0,3486. O indice

de fixacdo dentro das populacd&s )X foi igual a -0,3059, a divergéncia genética entre
populacbesf,) foi igual a 0,3802 e o indice de fixacdo pamonjunto das populagdes
(£;) igual a 0,1906. O tamanho efetivo das populagdesnaior do que o nimero de
individuos amostrados e a populacdo minima vidaeh p conjunto de populagcbes € de
107 individuos a curto prazo e de 1.071 a longaqrélas popula¢gbes de grandis

foram analisados 15 locos. As frequéncias aléMeaamram desde a completa fixacdo até
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freqUiéncias muito baixas (0,0278). A porcentagerodas polimorficos (5) variou de 60

a 73,33%; o numero médio de alelos por loco (n&d,dea 2,9; a heterozigosidade média

observada Iéo) variou de 0,7806 a 0,8279; a esperada de 0,5101,6442 e o indice de

Fixacdo de Wright de -0,5533 a 0,6748. O indicdixdegcdo dentro das populactess|

foi igual a -0,6158, a divergéncia genética entputacdes ;) foi igual a -0,0666 e o
indice de fixacdo para o conjunto das populacBg$ igual a 0,3399. O tamanho efetivo
das populac¢des foi maior do que o numero de indodgchmostrados e a populagdo minima
viavel para o conjunto de populacdes € de 75 iddod a curto prazo e de 750 a longo
prazo. Analisando-se as frequéncias alélicas ohssrvque ha diferenca entre as
populacdes, sendo observados alelos raros e esxasusas populacdes das duas espécies,
0 que é indicativo de isolamento. A alta diversalagenética observada entre as
populacdes é um indicativo de estruturacdo. Assimprogramas de conservacao deve ser
realizada a coleta de sementes em todas as poeslagiudadas, visando manter a

variabilidade genética existente.
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1. INTRODUCAO

Em todo o mundo, grandes extensdes de florestasarsmtforam devastadas em
decorréncia do avanco das fronteiras agricolasiatéosificado processo de urbanizacgéao.
A fragmentacdo dos habitats pode levar a perdadiadiversidade e mudangas na
distribuicdo e abundancia das espécies devido éonisuidade da vegetacao original,
acarretando restricdo do tamanho das populacdesscano dos efeitos de borda e
impedimentos para a migracdo (PINTO e CARVALHO, £20®s principais efeitos da
reducdo e fragmentacdo de populagBes naturais gpecies florestais nativas sdo: a
ocorréncia de endogamia, o distanciamento entrgithabs reprodutivos, a redugcédo do
fluxo génico e o aumento da divergéncia genéticaeepopulacdes remanescentes
(BOTREL et al., 2006).

A falta de informacdes sobre os aspectos genéd@®gspécies € um dos principais
problemas na avaliacdo de recursos genéticos erdequincipalmente, da caréncia de
estudos sobre diversidade genética. Esse problefifaultd o estabelecimento de
estratégias que assegurem ndo s6 a conservacampuéagbes naturais de plantas
ecologicamente importantes, mas também a de orgopssos genéticos potencialmente
Uteis as populacdes humanas (BLANCO et al., 2007).

Assim, o desenvolvimento de estudos de genéticalapopnal das espécies que
compdem 0s ecossistemas é importante para elabodEg@stratégias de conservacao
(conservacaan situ, e a formacdo de areas de coleta de sementes) eacisnal de
recursos genéticos (PINTO et al, 2004; KAMADA et, &#009). De acordo com a
distribuicdo da diversidade genética sao estalelegbopulacdes ou regides prioritarias
para conservacdo de determinadas espécies, visiefoor unidades de manejo para
conservacao, principalmente quando ha destruicasedehabitat natural (LOSS et al.,
2006).

Neste ramo da genética, os marcadores molecul@mes sido empregados
freqientemente no estudo da estrutura genéticaagmsacoes, que se refere a distribuicao
da variabilidade genética entre e dentro destafrmacado da estrutura é resultante de
fatores como sistema de acasalamento, niveis degemda, sele¢&o natural ou artificial,
fluxo génico e deriva genética entre e dentro dgsilacbes (FERREIRA, 2003).

Os marcadores moleculares podem ser dominantes oedorginantes. Os

marcadores co-dominantes permitem a identificac&o geénotipo (homozigoto ou
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heterozigoto) sem a necessidade de testes de @egén além disso, 0s processos de
estimacdo baseados nesse tipo de marcadores sfoeficg@ntes. O niumero de locos
analisados estéa relacionado a precisdo das estamaim geral, analisando-se um maior
namero de locos pode-se atingir estimativas maisigas. Além disso, é possivel obter e
comparar taxas de cruzamento verificadas a partioabs individuais e de locos multiplos
para mais informacgdes sobre a endogamia (LOPES2€102).

Dentre os marcadores co-dominantes, podemos cgais@nzimas, formas
diferentes de uma mesma enzima que apresentardaafenpor um mesmo substrato, ou
seja, desempenham a mesma atividade cataliticapotssn ter diferentes propriedades
cinéticas e serem separadas por processos biogsi(fERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). A analise das mobilidades eletroforéticas dazimas produzidas permite a
caracterizacdo genotipica de cada individuo, bemocas distribuicbes génicas em
populacoes e espécies (POVOA et al., 2002).

As andlises da variacdo isoenzimatica tém se eigamin pesquisas de genética
florestal. As principais aplicacdes destas técniéassido na investigacado dos padrdes de
variabilidade genética (BOTREL et al., 2004; CARMADR e OLIVEIRA, 2004,
MORAES et al., 2004; PINTO et al., 2004; GUSSOMIet2005; GOIS et al., 2009) e dos
sistemas de cruzamentos (RIBAS, 2003; GIUDICI NEAtCal., 2005; GUSSON et al.,
2006). Estas aplicagcbes aumentam o conhecimengéstd#ura genética em povoamentos
naturais, aumentando a eficiéncia do melhoramentiose esforcos de conservacao de
genes de arvores ameacadas de extincdo (OLIVEIRA, &002).

Assim, este trabalho foi realizado com o objetieacdracterizar geneticamente, por
meio de marcadores isoenzimaticos, popula¢gbesaisitdeZizyphus joazeiro Mart. eC.
grandis L.f., localizadas em diferentes municipios, cofinalidade de elaborar estratégias

de coleta de sementes e producdo de mudas paraperacao de areas degradadas.
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2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em quatro municipios loecalas na regido do Baixo Sao
Francisco sergipano (Santana do S&o Francisco,oBaniNossa Senhora de Lourdes e
Canindé do Sé&o Francisco). Como ndo ha um consem®&wologia para o conceito de
populacdo, neste trabalho uma populacdo é condaevaconjunto de individuos da
mesma espécie amostrados Nno mesmo municipio. Aslgpdes deZ. joazeiro foram
amostradas nos municipios de Santana do Sdo Fran@€ individuos amostrados),
Canhoba (19 individuos amostrados) e Canindé do Bamcisco (15 individuos
amostrados) e as popula¢desQarandis nos municipios de Santana do S&o Francisco
(18 individuos amostrados), Canhoba (13 individaosstrados) e Nossa Senhora de
Lourdes (8 individuos amostrados).

A amostragem dos individuos de cada populagéo dotigb aleatoria simples,
respeitando-se uma distancia de 50m entre eles, we@aque O espaco minimo
recomendado entre arvores-matriz € de 50 a 100AGHYAMA e GANDARA, 1999).
Para a realizacdo dos estudos de diversidade gerfétam coletadas folhas tenras de
individuos deZ. joazeiro Mart. e C. grandis L.f. (a coleta das folhas foi efetuada com
auxilio de podao devido a altura dos individuosddd@ material foliar coletado foi
envolvido em gaze e acondicionado em saco pladgsidamente lacrado, identificado,
mantido em caixa de isopor com gelo e transpordadaboratorio de Cultura de Tecidos e
Melhoramento Vegetal, do Departamento de Engenhbdgimnémica, da Universidade
Federal de Sergipe (DEA/UFS), sendo armazenadiveemer a -20°C, até o momento da

extracao.

2.1. Andlise Isoenziméatica

2.1.1. Extracao de Isoenzimas

Para a extragdo das isoenzimas foram maceradasgOfe folhas tenras com

0,5mg de PVP (polivinil pirrolidone) e 1,5 mL ddwsgio tampéao de extracdo n°1l segundo

Alfenas et al. (1991), modificado pela ausénciaDIECA (Dietilditiocarbamato). A

extracdo foi feita manualmente mediante o uso deofariz e pistilo de porcelana
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previamente resfriados. Esta foi realizada a bargperatura, para evitar a desnaturacao
de proteinas e, consequentemente, a perda daadtvighzimatica. Os extratos obtidos
foram colocados em tubos tipo eppendorf de 2mLyigneente identificados, e levados a
centrifugacdo a 13.200rpm por 30 minutos a 4°C.sApétes foram armazenados a -20°C

até o momento das anélises eletroforéticas.

2.1.2. Eletroforese

A anadlise das isoenzimas foi conduzida em gel dagiamida descontinuo,
sendo o gel de concentragédo de 4,5% e o gel deagépade 7,5%, em eletroforese
vertical. Foram aplicados 40uL do extrato protédm cada amostra para a corrida
eletroforética. Esta, foi realizada a 150V com déacade 3,5 horas, a temperatura de 4°C,
sendo utilizado para o sistema tampéo gel eletfotoeglicina pH 8,9. Os procedimentos
de preparo do gel e eletroforese seguiram a metg@otiescrita por Alfenas et al. (1991).

Ao término da corrida, os geéis foram submetidos oforacdo em enzimas
especificas, seguindo a metodologia descrita ptenas et al. (1991), sendo que neste

processo foram testados 14 sistemas enzimaticbeI@ 44).

Tabela 14. Siglas e cddigos dos sistemas enzinsagjge foram utilizados para estimar a
diversidade genética em populagfes naturas/dehus joazeiro Mart. eCassia
grandis L.f. localizadas em diferentes municipios do Bai®&o Francisco
sergipano. Universidade Federal de Sergipe, S&d@&o, 2010.

Enzima Sigla Referéncia (E.C.)
Alcool Desirogenase ADH 1.1.1.1
Esterase EST 3.11.1
Fosfatase Alcalina ALP 3.1.3.1
B-Galactose Desidrogenase GLDH 1.1.1.48
Glucose Desidrogenase GLUDH 1.1.1.47
Glutamato Oxaloacetato Transaminase GOT 2.6.1.1
Peroxidase PO 1.1.1.17
Sorbitol Desidrogenase SOD 1.1.5.11
Xiquimato Desidrogenase SKDH 1.1.1.25
Enzima Malica ME 1.1.1.40
Malato Desidrogenase MDH 1.1.1.37
Glicose 6-fosfato desidrogenase G6PDH 1.1.1.49
Isocitrato desidrogenase IDH 1.1.1.42
Xiquimato Desidrogenase SKDH 1.1.1.25

E.C.: “Enzyme Comission”
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Apos o surgimento das zonas codificadoras, osfgéas retirados da solucdo de
revelacdo, lavados em 4gua corrente e fixados émgdode glicerol a 10%. A secagem
dos géis foi efetuada pelo método do bastidor (ALAE et al., 1991). Apds a secagem, a
presenca dos locos e dos alelos e a interpretag@adh sistema enzimatico foi realizada

seguindo-se os padrdes descritos por Alfenas €t391).

2.1.3. Analise Estatistica

2.1.3.1. Frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas descrevem a variacdo paréoco e foram estimadas por
meio do programa Popgene (Population Genetic AIRIPSEH et al., 1999) utilizando-se

a seguinte expressao:

(Equacéo 7)
Onde:

A~

estimativa da frequéncia do alelo i na populagéo |

i
n

n;

numero de ocorréncias do alelo i na amostra dalpgfo j;

namero total de alelos encontrados na amostraplalg;ao j.

2.1.3.2. indices de Diversidade Genética

A partir das frequéncias alélicas foram obtidos@guintes indices de diversidade

genética: porcentagem de locos polimorfi€®s); nimero médio de alelos por loca ();

heterozigosidade média observadéol e heterozigosidade média esperad-iae)( de
acordo com o equilibrio de Hardy Weinberg. Com ha&® estimativas das frequéncias
observadas }@O) e esperadasl—A(e) de heterozigotos, foi calculado o indice de faacde

Wright (F;;), para cada populacdo. As estimativas das egtatiste F de Wright também
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foram calculadas. Estes indices foram obtidoszatililo-se o programa Popgene (YEH et
al., 1999).

2.3.3.2.1. Proporcéao de locos polim()rficosﬁ()

Para os valores dé adotou-se o critério de 95% de probabilidade, aeum loco
€ considerado polimérfico se a freqiiéncia do alekis comum ndo excede 95% (O
critério 95% é recomendado quando o tamanho anhésin@nor que 50 individuos). Esta
medida foi obtida pela média aritmética do niumezolatos polimérficos pelo niumero
total de locos (POVOA, 2002; MARTINS-CORDER et 2009).

2.3.3.2.2. Nimero médio de alelos por locd\()

O numero médio de alelos por loco exprime a riqueldica presente na
populacdo. Assim, fornece uma idéia da distribuidd® alelos nas diferentes populacdes

estudadas e sera calculada para cada loco por:

A= )5

Em que p é a frequéncia do alelo i.

(Equacéo 8)

2.3.3.2.3. Heterozigosidade média observadai()

A heterozigosidade média observada sera obtida peldia do numero de
genotipos heterozigotos em relacdo ao total detigesdéem cada loco e para as médias

dos locos de acordo com a equacao abaixo:

|:|o:1_Z: bii

(Equacéo 9)
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(Equacéo 10)

2.3.3.2.4. Heterozigosidade média esperadla]é)

A heterozigosidade média esperada sera estimada peldias daﬂs:le nos locos

de acordo com as seguintes expressoes:

(Equacéo 11)

(Equacéo 12)
Onde m € o ndmero de individuogeé a frequiéncia do iésimo alelo.

2.3.3.2.5. indice de Fixag&do de WrightF;)

Este indice (Wright, 1931) mede a fracdo de redug@deterozigosidade com
relacdo ao esperado em uma populagdo de cruzametgasdrios, conforme as
expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg (EH®Ate indice varia de -1 a 1, e quanto
mais proximos de zero os indices, maior € a paamixi seja, a populacédo esta em EHW.

O indice de fixacdo de Wright sera calculado dedcoom a equacgéo abaixo:

F(IS) =H o_He/H

e

(Equacéo 13)
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2.3.3.2.6. EstatisticeF de Wright

A distribuicdo da variabilidade genética entre entte das populacdes foi
caracterizada pelas estatisti€age Wright (1931), utilizando-seindice de fixacdo médio
dentro das populacdes;d), indice de fixagdo para o conjunto das popula¢tgs e a
divergéncia genética entre populagiés X. O F expressa a correlagdo entre os gametas
que se unem para produzir os individuos em relagdagametas da populacéo totaF;0
expressa a média das correlagdes, sendo cada Ussapdeveniente dos gametas que se
unem em cada subpopulacdo em relacdo aos gamedtas sidbpopulacdo; e By -
expressa a correlacdo entre os gametas ao acaso darsubpopulacdo em relacdo aos

gametas da populacao total.
2.3.3.3. Fluxo génicoX,,) e tamanho efetivo das populacdeN()

As estimativas do fluxo génico entre as popula¢desn obtidas pela relacdo entre

a quantidade de migrante¥ () e a divergéncia entre populacdés,f de acordo com
Crow e Aoki (1984):

(Equacéo 14)

Onde:

o - (n/(n-1)¥; n — ndmero de populacdel;, - nimero de migrantes.

O conhecimento do tamanho efetivo populaciofa) € imprescindivel quando o
objetivo é a preservacdo de germoplasma, coletehentes e/ou conservagadity, ja
que mede a representatividade genética dos indisidumostrados na populacdo em
relacdo a uma populacdo panmitica ideal (BOTRELARVALHO, 2004). Para se
estimar o tamanho efetivo populacional, foram zdiios os métodos propostos por
Vencovsky (1992), para duas diferentes situacdegrifeira estimativa ddV, para

individuos adultos de uma simples populacéo foedda na expressao:
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(Equacéo 15)

Onde,n é o numero de individuos £ ocoeficiente de endogamia médio da

populacao.

A segunda estimativa d%, para varias populacdes foi baseada na expressao:

§ = 0,5
= 1+C
E'p[+ E_l]_i_l—I-F
11 T 2n

(Equacéo 16)

Onde, 8,6 a divergéncia genética entre populagdes; n € rerul total de
individuos avaliados nas populacd@, € o quadrado do coeficiente de variagdo do

namero de individuos sobre as populactes; e Fnélicei de fixacdo para o conjunto de

populacdes.

Adicionalmente, calculou-se a populacdo minimaeli§?MV), que corresponde
ao numero de individuos necessarios para a mamfateda integridade genética da
populacao, pela relacéo:

'NEl (referencia)

PMV = —
s
n

(Equacéo 17)

Onde, NV, é o tamanho efetivo populacionat & o nimero de individuos.

O tamanho efetivo de referéncia utilizado foi d@ #£51.500, proposto por Nunney

& Campbell (1993), para a conservacgao a curto gdqmazo, respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise da diversidade e estrutura genética epopulacdes naturais deZizyphus

joazeiro Mart

Os catorze sistemas enzimaticos foram utilizados p@m caracterizacdo da
variabilidade genética das populacdeZdpazeiro. Nos sistemas PO e SDH foi possivel
a interpretacao de trés locos; nos sistemas EST, GIOH, ME e G6PDH a interpretacéo
de dois locos e os sistemas ADH, GLDH, GLUDH, SKDSQOD, ALP e IDH
apresentaram apenas um loco passivel de intergceta¢alizando 23 locos.

Como ja observado em outros trabalhos, o nUmetoats polimorficos utilizados
como marcadores isoenzimaticos em espécies arbérbastante variavel. Gusson et al.
(2005) utilizaram 8 locos polimorficos para a céedzacdo da diversidade e estrutura
genética espacial em duas populacoe&sbbweilera ovata (Cambess.) Mart. Moraes e
Derbyshire (2003) estudaram a diferenciacdo e arsidlade em popula¢gdes naturais de
Cryptocarya aschersoniana Mez. utilizando 39 locos polimérficos. Para estuda
variabilidade genética dgpondias Iutea L. em uma populacao localizada no municipio de
Santana do Sao Francisco, Gois et al. (2009) atélim 10 locos isoenzimaticdBerg e
Hamrick (1997) sugerem um minimo de 10 locos paffiods para os estudos de
diversidade e estrutura genética por isoenzimasimAso numero de locos polimorficos
obtidos para as populacdes é suficiente para &géiale a caracterizacdo da variabilidade,
estrutura genética e do fluxo génico.

Um dos 23 locos avaliados efinjoazeiro foi monomorfico, enquanto os demais
apresentaram de dois a cinco alelos. Nos locosadweal foram observados 49 alelos na
populacdo de Santana do Séo Francisco, 53 na géapule Canhoba e 40 na populacdo de
Canindé do Séo Francisco. As frequéncias alélieamram desde a completa fixacao,
como para os alelos: 1 no loP®-1 em Santana do Sao Francisco; alelo 1 no MEsl
em Canhoba; alelo 1 no loddE-2 em Santana do S&o Francisco e Canindé do S&o
Francisco; alelo 1 no locALP em Canhoba; e alelo 1 no loGBPDH-2 em Canhoba e
Canindé do Séo Francisco; até frequiéncias muitaabdD,02), como para os alelos: 1 no
loco EST-1 e o alelo 2 no locd®0D, ambos na populacdo de Canhoba. Os dados das

frequéncias alélicas das populacdeZ deazeiro sdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Locos isoenzimaticos, numero de alelfreaiéncia alélica das populacdes
naturais analisadas dgizyphus joazeiro Mart. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sdo Francisco sergipano. Usidade Federal de Sergipe,
Séo Cristovéo, 2010.

Populacdes
Loco Alelo Santana Canhoba Canindé
1 *xk 0,5000 0,5000
ADH 2 *%% *%% *%%
3 *xk 0,5000 0,5000
1 rxk 0,0263 0,1875
EST-1 2 *xk 0,7105 *xk
3 rxk 0,2632 0,8125
EST-2 1 0,5000 0,3333 ok
2 0,5000 0,6667 rxk
1 0,8000 0,2273 0,2143
GOT-1 2 0,2000 0,6364 0,5000
3 rxk 0,1364 0,2857
1 0,8667 0,6944 0,5000
GOT-2 2 0,1333 0,2500 0,2917
3 ok 0,0556 0,2083
1 0,1667 0,5833 rxk
MDH-1 2 0,5833 0,4167 *xk
3 0,2500 *kk *kk
1 0,0750 0,0833 0,0333
MDH-2 2 0,1000 0,1667 0,2667
3 0,3500 0,1944 0,1667
4 0,4750 0,5556 0,5333
PO-1 1 1,0000 0,3889 ok
2 *%k% 0’6111 *%%
1 0,7750 0,2895 0,3667
2 0,1000 0,2105 0,0333
PO-2 3 0,1250 *xk 0,1000
4 *%k% 0’3684 *%k%
5 *xk 0,1316 0,5000
PO-3 1 rxk 0,1250 rxk
2 **%k*% 0,8750 *%k%
1 0,4706 1,0000 0,2500
ME-1 2 0,1176 xk 0,7500
3 0’4118 **k% *%k%
1 1,0000 0,5000 1,0000
ME-2 2 ok 0,1842 rxk
3 *%% 0’3158 *%k%
1 0,7500 0,1500 0,1667
GLDH 2 rxk 0,1053 0,8333
3 **%k*% 0,3947 **%k%k
1 0,4750 0,4333 0,4333
GLUDH 2 0,1750 0,2667 *xk
3 0,3500 0,3000 0,5667

86



1 0,5000 0,3235 0,3750
2 ek 0,1176 0,1250
SKDH 3 0,0500 0,5588 0,5000
4 0’1500 *%k% *%k*%k
5 0,3000 *%% *%k*%
1 0,5000 0,4737 0,1667
2 bl 0,0263 0,2333
SOD 3 0,0750 el 0,2000
4 *%k% *%k% 0,1333
5 0,4250 0,5000 0,2667
1 0,2500 1,000 bl
ALP 2 0,2500 el el
3 0,5000 *%% *%k*%
1 0,3077 0,5000 0,3333
G6PDH-1 2 0,1154 0,5000 0,6667
3 0’5769 *%k% *%k*%k
G6PDH-2 1 bl 1,0000 1,0000
1 0,6667 0,2500 0,4000
IDH 2 0,3333 0,2500 0,6000
3 *%k% 0’5000 *%k%
SDH-1 1 0,5500 el bl
2 0,4500 *%% *%k*%
1 0’3125 *%k% *%k*%k
SDH-2 2 0,2188 kK bkl
3 0’4688 *%k% *%k*%k
1 0,0500 0,3333 0,2222
SDH-3 2 0,1250 0,5000 0,7778
3 0,8250 0,1667 bl
Total de alelos 70 49 53 40

Foram detectados 12 alelos exclusivos (o alelo BemMDH-1; o alelo 3 no loco
ME-1; os alelos 4 e 5 no loc&KDH; os alelos 2 e 3 no locALP; o alelo 3 no loco
G6PDH1,; os alelos 1 e 2 no loc8H-1; e os alelos 1, 2 e 3 no lo&H-2) e 2 alelos
raros (alelo 3 no loc&KDH; e alelo 1 no locé&@DH-3) na populacdo de Santana do Séo
Francisco. Na populacdo de Canhoba foram detectddslos exclusivos (o alelo 2 do
loco EST-1; o alelo 2 do locdO-1; o alelo 4 do locd’O-2; os alelos 1 e 2 do lodeO-3;
os alelos 2 e 3 do loddE-2; o alelo 3 do loc&LDH; e o alelo 3 do loctDH) e 2 alelos
raros (o alelo 1 no locBST-1; e o alelo 2 no loc&D). Apenas um alelo exclusivo foi
detectado na populacdo de Canindé do Séo Frar{eigto 4 no locdBOD) e 2 alelos raros
(alelo 1 no locdviDH-2; e alelo 2 no loc®0-2).
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A presenca desses alelos exclusivos e raros podeuse da amostragem ou do
isolamento das populagbes, o que desfavorece @ flydnico continuo entre elas
(GUSSON et al., 2005). Assim, quando alelos exetissie raros sdo observados em
populacdes naturais, estratégias para a conservge@éticain situ e ex situ séo
fundamentais para conservar e garantir a manutededvariabilidade genética das
populacdes (NAZARENO, 2009).

A presenca de alelos fixados em populagdes naténams indicativo de adaptacéao.
Os alelos podem ter sido favorecidos pelas condigabientais das areas onde as
populacdes estdo situadas, atingindo niveis préxiomoa completa fixagcdo (MARTINS —
CORDER, 2009). Assim, a fragmentacdo das populagées joazeiro observada na
regido do Baixo S&o Francisco pode ocasionar aalgenética, eliminando estes alelos
relacionados com as caracteristicas adaptativaserando os riscos de extincdo da
espécie.

O modelo classico da genética de populacbes é cem@ode Hardy-Weinberg
(EHW), que presume que uma populacdo de tamanimitanfcom cruzamentos aleatorios
entre os individuos e que ndo sofre acado de fgredsrbadoras (mutacdo e migracao),
estabelece frequéncias genotipicas que ndo irdoalteear nas futuras geracdes
(FUTUYMA, 1992). De acordo com Futuyma (1992), wighes nas premissas basicas
deste teorema causam alteracdes nas frequénciatetiss dos genoétipos ou de ambos.

OscilagBes nas frequéncias alélicas, variando di#ape fixacdo de alelos, podem
ser indicativas de deriva genética ou selecao.oskacdes desenvolvem-se por meio de
processos aleatérios, quando ndo existem mecanensslecdo natural (POVOA, 2002).
Essas alteracdes podem ser provenientes da infrodde alelos advindos de outras
populacdes, por meio da migracdo, que pode seemsi@da pela presenca de alelos raros
a uma das populacdes analisadas. Assim, a anasé&ealéncias alélicas € de grande
importancia, pois reflete os efeitos estocésticassmdequadamente que a maioria dos
parametros utilizados no estudo de genética de lppies, uma vez que, alguns
parametros como a heterozigosidade observada, efeiem diretamente frequéncias
alélicas eventualmente muito baixas (BOTREL e CARWM®, 2004).

Os indices de diversidade genética estimados paopulacbes d&. joazeiro

estdo apresentados na Tabela 16. A porcentageota® polimorficos é) foi de 73,91%
para a populacdo de Santana do Sédo Francisco,% §afa a populacdo de Canhoba e

60,87% para a populacdo de Canindé do S&o Franciscporcentagem de locos
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polimérficos foi baixa devido & presenca de locosnamérficos nas populagbes. A
semelhanca dé&. joazeiro observou-se também a ocorréncia de baixo polinmdigm
outras espécies arbodreas, cdrymenaeae stigonocarpa Mart. Ex Hayne (DEFAVARI et.
al., 2009) eCaesalpinia echinata Lam. (GIUDICE NETO et al., 2005), 69,2 e 66,7%,
respectivamente. Uma hipo6tese que pode ser levaptad explicar o baixo polimorfismo
observado na espécie estudada € o efeito fundadomue as populacdes teriam sido
originadas a partir de poucos individuos, perdeaddiversidade por deriva genética
(KAGEYAMA et al., 2003).

Tabela 16. indices de diversidade genética degptpalacdes naturais @zyphus joazeiro
Mart., localizadas em diferentes municipios do B&b&o Francisco sergipano,
baseados em 23 locos e 14 sistemas enzimaticoserdiniade Federal de
Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

indices de Diversidade Populacdes
Genética Santana- Canhoba- Canindé-
SE SE SE
% de locos polimoérficos (0,95) 73,91 78,26 60,87
Numero médio de alelos por loco (na) 2,57 2,52 2,50
(0,8) (0,8) (1,1)
. - ~ 0,5633 0,5874 0,5955
Heterozigosidade média observadt, { 0.3) (0.3) 0.3)
o - - 0,4749 0,4881 0,4675
Heterozigosidade média esperadiy, § 0.2) 0.2) 0.2)
indice de Fixac&o de WrighF(g,) -0,2620 -0,2924 -0,3486

O numero médio de alelos por loco (na) foi altajarado de 2,50 a 2,57 entre as
populacdes. Valores proximos a este tém sido eraxog em outras espécies arboreas. O
namero médio de alelos por loco observados naslages deXylopia brasilienses
Sprengel variou de 1,9 a 2,2 (PINTO e CARVALHO, 20@® nas populacbes de
Machaerium villosum Vog variou de 2,2 a 2,6 (BOTREL e CARVALHO, 200BEkpécies
de grande tamanho e densidade populacional teaitame deveriam apresentar maior
namero de alelos, pela maior probabilidade de apareovos alelos via mutagcéo. Por
outro lado, em espécies de baixa densidade popuokdciseria esperado menor nimero de
alelos pelo mesmo motivo (KAGEYAMA et al.,, 2003).s#dm, observa-se que as
populacdes apresentam o nimero de alelos espgradoas espécies de grande tamanho e

densidade populacional. No entanto, este paraméwce considerado um bom indice de
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diversidade genética uma vez que, é influenciado f@@anho da amostragem genética
(nimero de locos), ele d4 uma idéia da riquezacaldlas populagBes analisadas
(BOTREL et al., 2006).

A heterozigosidade média observad&o]i para a populagdo de Santana do S&o

Francisco foi de 0,5633, para a populacdo de Canfabde 0,5874; e 0,5955 para a

populacdo de Canindé do S&o Francisco; e a hajesidade esperada segundo as
expectativas de Hardy-Weinberg - EHV\HQ() foi de 0,4749, 0,4881 e 0,4675,

respectivamente. As populacdes apresentaram revieéitrozigosidade observada alta (>
0,15), como proposto por Oliveira (2006). Valordevados de heterozigosidade séo
comuns em espécies com alta densidade populacipo&é, a maior densidade de
individuos pode permitir maior nimero de recombiiesg resultando em altos niveis de
diversidade genética (MOURA, 2005). Porém, segubdikart et al. (1998), elevada
heterozigosidade pode ser encontrada também emlagbps que passaram por um
processo recente de gargalo genético devido a d@edeigragmentacao florestal, situagédo
encontrada por Nazareno (2009) estudando a espécis eximia em uma area
fragmentada e isolada ha pelo menos 120 anos.

Comparando-se os dados de heterosigozidade mésbavada e esperada, observa-
se entdo, que a heterozigosidade observada foir daiqque a esperada em todas as
populacdes, indicando que ha mais heterozigotopopalacdo do que o esperado pelo
EHW (GOIS, 2009). Esta situacdo pode ser confirnmd@rvando-se os valores do indice
de Fixacdo de Wright (Santana do S&o Francisc@620, Canhoba: -0,2924; e Canindé
do S&o Francisco: -0,3486). O indice de fixacadvdight (1965) mede a relacdo entre a
heterozigosidade observada e a esperada em uméagipuwe cruzamentos aleatoérios,
conforme as expectativas do Equilibrio de Hardy+Weig. A estimativa deste indice para
as populacbes dé&. joazeiro foi negativa indicando a auséncia de cruzamentece en
individuos aparentados e o excesso de heterozigwespopulacbes em relacdo ao
esperado pelas propor¢cdes do EHW.

O indice de fixacdo é um dos parametros mais irapta$s em genética de
populacdes, por medir o balanco entre homozigotdseterozigotos nas populacdes
(KAGEYAMA et al., 2003). Souza et al. (2007) estrada duas populacdes da espécie
Callophylum brasiliense Camb. em ambientes ciliares e observaram val@gativos para
o indice de fixacdo. Estudando a espé&uipaifera langsdorfii Desf. em duas areas de
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mata ciliar, Pinto et al. (2004) observaram valegativo para a area fragmentada e valor
positivo para a area menos fragmentada, indicanéoogprocesso de endogamia nao esta
ocorrendo mesmo depois da fragmentacéao.

Altos niveis de diversidade genética sdo esperagus espécies de ampla
distribuicdo geogréfica coma joazeiro e alta diversidade populacional. Portanto, osalto
niveis de diversidade genética observados poderexgdicados pela ampla distribuicdo
geografica da espécie, fato observado também pimeifdl et al. (2006) estudando
populacdes naturais d&esal pinea echinata Lam.

Por outro lado, Nei (1978) afirma que quando ocaeducdo no tamanho
populacional, mesmo que o numero de alelos sejeidnl 0 grau de heterozigosidade e a
diversidade genética podem permanecer tdo altotgusan populacdo original. Isto se
deve, na maioria dos casos, ao fato de que osagleldidos por deriva séo raros, 0s quais
contribuem pouco para o nivel de heterozigosidg&leMEIDA, 2006).

Foram estimados os valores médios do indice dedxalentro das populacdes
(F;¢), divergéncia genética entre populacdiés )(e indice de fixagédo para o conjunto das

populacdesk;;) conforme Nei (1987) (Tabela 17).

Tabela 17. Estimativas das estatistifade Wright €<, For € Fr) e fluxo génico para as
populacdes naturais d&yziphus joazeiro Mart. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidade Federal de Sergipe,
Sao Cristovao, 2010.

Parametros Estimativas
indice de fixacdo médio dentro das populac@gs ( -0,3059
indice de fixacdo para o conjunto das populacfes ( 0,1906
Divergéncia genética entre populacdBs X 0,3802
Fluxo génico §¥,,) 0,4076

A maior parte da diversidade genética encontraes¢ral das populacdes (0,6198),
embora exista grande variacdo entre as popula¢des0(3802), indicando divergéncias
associadas a presenca de alelos raros ou exclysith€ER, 2004). Gargalos genéticos
experimentados por populagdes em decorréncia tasag@es de habitat podem causar a
perda independente de alelos (predominantementeramss) em cada fragmento,
aumentando, portanto, a divergéncia genética iopedpcional (JUMP e PENUELAS,

2006). Segundo Loveless e Hamrick (1984), as espéigicamente aldgamas apresentam
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alta variacdo genética dentro e pequena entre agies. No entanto, a divergéncia é
reduzida de acordo com o aumento do fluxo géniétefpe/ou semente). Pode-se inferir,
avaliando os indices apresentados, que as popsalpodem estar isoladas, ou seja, ndo ha
fluxo génico entre as populacdes, 0 que explicdta diversidade genética entre as
mesmas.

Observando o alto valor da diversidade genéticaceas populagbes, pode-se
inferir que elas estédo estruturadas. O que podeosestatado com a observacado do indice
Fr (0,1906) pois, valores altos significam que o ooty de populacGes desvia-se da
pressuposicdo de cruzamentos aleatorios, estapdpudacao estruturadas devido a deriva
genética. Assim, os desvios do EHW observados stimativas F de Wright podem
indicar estruturacdo populacional produzida pela@siragem ou pela presenca de alelos
nulos (KAGEYAMA et al., 2003; NAZARENO, 2009). Rasqm (2007) observou um valor
de 9,1% para a diversidade genética entre as prijmdadeCarapa guianensis Aubl. e
atribuiu o valor encontrado a presenca de alelatusi¥xos na populacdo e a distancia
geogréfica entre as mesmas.

A deriva genética pode estar ocorrendo nas popesaedtudadas, mesmo tendo
sido observada alta diversidade genética nestesigalmente, devido a fragmentacéo e
ao isolamento destas populacdes em decorréncicdas antrdpicas observadas na regiao
do Baixo Sé&o Francisco. Estas podem ser os agesuissis do desequilibrio na estrutura
genética destas populacbes. A principal implicadaoestruturacdo € o aumento da
probabilidade de cruzamentos entre individuos apades, o que pode gerar endogamia
na populacdo (MORAES et al., 2005).

O fluxo génico estimadoi{,) entre as populagdes foi de 0,4076 migrantes por
geracdo porém, devido a auséncia de conectividatte as populacdes e a distancia
geografica entre as mesmas pode-se afirmar questamcorrendo fluxo génico. Assim,
como a estimativa do fluxo génico é uma medidaeayiare ndo a real, pois € uma medida
indireta, obtida a partir de divergéncia genéticaalor do fluxo génico calculado reflete o
fluxo génico que ocorreu durante um longo periade;ndo indica se esta havendo fluxo
génico em determinado evento reprodutivo, mas asbs niveis de fluxo génico que
devem ter ocorrido no passado para produzir opadsbservados de estrutura genética
(JAEGER, 2004). Wright (1931) afirma que valoresNia inferiores a 1 mostram um

isolamento genético, podendo estar associadosémdis geografica entre as populagdes.
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Do ponto de vista da Genética de Populacdes, @@msnética e as medidas de
combate para minimizar seus efeitos, podem secad&s sob a 6tica do tamanho efetivo
populacional -V, (VENCOVISKY, 1987). A partir da estimativa d&, (tabela 18) pode-
se pressupor que os 20 individuos amostrados ndgpd de Santana do Sdo Francisco,
0s 19 em Canhoba e os 15 em Canindé do Sdo Franhmgresentariam geneticamente
27, 27 e 23 individuos, respectivamente, de umalpgfio panmitica ideal.

Tabela 18. Tamanho efetivéif) e nimero de individuos (N) de trés populacdesrait
de Zizyphus joazeiro Mart., localizadas em diferentes municipios d x8&4&o
Francisco sergipano. Universidade Federal de Ser§igo Cristovao, 2010.

Populagéo N Indice de N, PMV PMV
Fixacao 150* 1500*
Santana 20 -0,2620 27 111 1.111
Canhoba 19 -0,2924 27 105 1.056
Canindé 15 -0,3486 23 98 980
Conjunto de populacdes 54 -0,3059 76 107 1.071

* Tamanho efetivo de referéncidil {referencia) = 150 (conservagdo a curto prazo), 1.500
(conservacao a longo prazo) (Nunney & Campbell3199

A nédo existéncia de cruzamentos entre individucaresppados nas populagdes
estudadas pode ser comprovada pelos valores obesnde N_, j& que os tamanhos
efetivos calculados para cada uma das populacbesiperior ao niumero de individuos
amostrados (BOTREL e CARVALHO, 2004). Isto acontpoeque os heterozigotos, por
carregarem sempre dois alelos, representam um maioero de individuos na populagéo,
0 que é justificado pelos altos valores observagdseterozigosidade (POVOA, 2002). De
acordo com o resultado obtido para o conjunto dgsilacoes, a coleta de sementes, para
conservacaaex situ, devera contemplar, pelo menos, 76 arvores majrigarantindo,
assim, a manutencdo da variabilidade genética.

Vencovsky (1987) sugere que para aumentar o tamafdtivo para a coleta de
sementes deve-se coletar um nimero aproximadangertiede sementes de cada matriz.
Assim, na atividade de coleta de sementes, o idegle se procure reunir sempre
descendentes de um maior nimero possivel de plgatdmras. A recuperacdo de areas
degradadas com sementes coletadas a partir destgior dard origem a populagcées com
elevado potencial evolutivo, devido as possiveivasorecombinacdes genotipicas
(OLIVEIRA et al. 2002).
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O conhecimento do tamanho efetivo populacional é@ddmental para a
conservagdo de uma espécie, sendo o fator ceanabpdeterminagcdo de uma “populacao
minima viavel” — PMV (MORAES et al., 1999). A popgho minima viavel foi calculada
com base no tamanho efetivo de referéncia 150 écemsdo em curto prazo) e 1.500
(conservacao em longo prazo), para todas as pdmdagsses calculos séo realizados com
base no tamanho efetivo da populachip),(e se referem ao nimero de individuos com
determinada probabilidade para ndo ocorréncia dblgmas genéticos associados com
deriva e endogamia. Assim, observa-se que a pdpula¢nima viavel para o conjunto de
populacdes € de 107 e 1.071 individuos, para aeocoas@o a curto e longo prazo,
respectivamente. Os valores de PMV representam neertl minimo de arvores que
deverdo ser mantidas nas populacdes naturais,deissssegurar a manutencao dos niveis

de variabilidade genética existentes nestas (MOURAS).
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3.2. Analise da diversidade e estrutura genética emopulacdes naturais deCassia
grandis L.f.

Dos catorze sistemas enzimaticos testados, dem feedecionados em funcéo da
sua resolucao para a caracterizacdo da diversgtad#ica dentro e entre as populagfes de
Cassia grandis. Os sistemas selecionados foram: EST, GOT, MDH,N#E) SKDH, ALP,
G6PDH, IDH e SDH, nos quais foram analisados 16doBlos sistemas EST, MDH, PO,
ME e IDH foi possivel a interpretacdo de dois loeoss sistemas GOT, SKDH, ALP,
G6PDH e SDH apresentaram apenas um loco passiugkderetacao.

O numero de locos polimorficos utilizados como radares isoenzimaticos em
espécies arbdreas é bastante variavel, como padeiste em alguns trabalhos ja
realizados. Oliveira et al. (2006) estudaram a rdidade e estrutura genética em
populacdes deCaesalpinia echinata Lam. com a utilizacdo de 11 locos polimorficos;
Botrel e Carvalho (2004) estudaram a variabilidagenzimética em populacdes naturais
de Machaerium villosum Vog., utilizando 10 locos polimérficos; Moraes erbByshire
(2002) para estimar a diferenciacdo genética esldede em populacdes Geyptocarya
aschersoniana Mez. utilizaram 38 locos polimérficos. No entantd®, locos polimérficos
sdo considerados suficientes para os estudos dagsidi@de e estrutura genética por
isoenzimas, segundo Berg e Hamrick (1997). Assonsidera-se que o namero de locos
polimorficos analisados é suficiente para a caraetgio da variabilidade genética,
estrutura e fluxo génico d& grandis.

Dos 15 locos avaliados (Tabela 19), dois foram muhticos EST-2 e MDH-1),
enquanto os demais apresentaram de dois a cinlos.af®@ram observados 29 alelos na
populacdo de Santana do Sao Francisco, 32 alelgomaacdo de Canhoba e 28 na

populacdo de Nossa Senhora de Lourdes.

Tabela 19. Locos isoenzimaticos, numero de alelfreaiéncia alélica das populacdes
analisadas d€assia grandis L.f. localizadas em diferentes municipios do Bixo
Sao Francisco sergipano. Universidade Federal dgip®e Sdo Cristovao,

2010.
Populacoes
Loco Alelo Santana Canhoba N. S. de Lourdes
1 0,5000 0,3750 0,4167
EST-1 2 kK 0,6250 0,5833
3 0,0278 xk Fkk
4 0,1389 ok ok
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0,3333

*k%k

*k%

5
EST-2 1 Fxk Fxk 1,0000
1 0,4231 0,4000 0,2143
GOT-1 2 0,5769 0,6000 0,0714
3 *%% *%% *%%
4 **%k*% **k% 0’2143
5 *%k% *%% 0,5000
MDH-1 1 Fkk 1,0000 Fkk
1 0,0278 0,5000 0,3000
2 0,4167 Fxk 0,7000
MDH-2 3 0,0556 0,5000 rxk
4 0’0833 **k% **k%
5 014167 *%% *%%
1 1.0000 0,5000 0,4167
2 rxk 0,1429 0,5833
PO'l 3 **%k*% **k% *k%
4 *%% *%k% *%%
5 **%k*%k 0’3571 *%k%
PO-2 1 rxk xk 0,5000
2 *%k% *%% 0,5000
1 0,1111 0,1923 0,5000
ME-1 2 0,2500 0,8077 0,5000
3 0,6389 *kk K%k
1 rxk 0,2917 0,7000
ME-2 2 ok 0,2917 0,3000
3 *%% 0’4167 *%%
1 0,4444 0,2692 0,1429
2 0,2222 0,1923 rxk
SKDH 3 0,3333 0,0385 0,3571
4 rxk 0,5000 0,2857
5 **%k*% **k% 0’2143
1 0,5000 *%% *%%
ALP 2 0,0455 *xk *xk
3 0,4545 *%% *%%
1 0,2000 0,3333 0,0833
G6PDH-1 2 0,2000 0,4167 0,1667
3 0,6000 0,2500 0,7500
1 *%% 0’5000 *%%
2 **%k*% **k% **%k%
IDH-1 3 rxk 0,3125 rxk
4 **%k*% 0’0625 *%k%
5 *%k% 0’1250 *%k%
1 0,5000 0,4615 0,5000
IDH-2 2 rxk 0,0769 rxk
3 0,5000 0,4615 0,5000
1 0,0833 0,4231 0,5000
SDH-1 2 0,5000 0,1538 ok
3 0,4167 0,4231 0,5000
Total de alelos 52 29 32 28
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Houve uma grande variacdo nas frequéncias alélioasindividuos analisados,
desde a fixacdo de alelos até frequéncias muiteabaiestas podem ser alteradas por
migracdo, como também por mutacdo (WRIGHT, 1931présenca de alelos raros foi
observada nas populagbes de Santana do S&do Foameci€anhoba. Na populacdo de
Santana do S&o Francisco o alelo 3 do IB&®-1 (0,0278); o alelo 1 do locMDH-2
(0,0278) e o alelo 2 do locaLP (0,0455); e na populacdo de Canhoba o alelo ®cw |
SKDH (0,0385). Houve a fixacéo do alelo 1 do |&S¥-2 na populacdo de Nossa Senhora
de Lourdes; do alelo 1 do lotddDH-1 na populacdo de Canhoba; e do alelo 1 do Ré2o
1 na populagéo de Santana do Sao Francisco.

Foram detectados 9 alelos exclusivos na populag&adtana do Sao Francisco, 0s
alelos 3, 4 e 5 no lodaST-1; os alelos 4 e 5 no loddDH-2; o alelo 3 no locME-1; e os
alelos 1, 2 e 3 no locdLP. Na populacdo de Canhoba foram detectados 8 alelos
exclusivos, o alelo 1 no loddDH-1; o alelo 5 no locd®O-1; o alelo 3 no locME-1; os
alelos 1, 3, 4 e 5 no lod®H-1; e o alelo 2 no locdDH-2; e na populacdo de Nossa
Senhora de Lourdes 5 alelos exclusivos foram detest os alelos 4 e 5 no 10G©T-1,;
os alelos 1 e 2 no lod®0-2; e o0 alelo 5 no loc8KDH. A presenca de alelos exclusivos ou
privados pode ser um indicativo de restricdo awoflde genes, indicando que h& certa
diferenciacéo entre populagfes ou como efeito daalgenética, os individuos analisados
ndo foram suficientes para representar a frequéatdtica de toda a populacdo
(OLIVEIRA et. al., 2002; BOTREL et al., 2006). Addtese 1 é a mais provavel, uma vez
que foram utilizados todos os individuos adult@sentes nas areas de estudo.

Oscilagdes nas frequéncias alélicas, perdas e afixade alelos, podem ser
indicativas de deriva genética ou de selecdo. Adagdes se desenvolvem por meio de
processos aleatérios, quando ndo existem mecanidmaelecdo natural. No caso da
selecdo, o efeito poderia ser tanto de naturezetagdiuma vez que as aloenzimas
participam de rotas metabdlicas que afetam cafatiters sujeitas a sele¢cdo, como de
natureza indireta, se 0s locos enzimaticos estivéigados a genes controladores daquelas
caracteristicas (OLIVEIRA et al., 2002).

Avaliando-se os parametros estimados para as pr@@daleC. grandis, a partir

das frequéncias alélicas de locos isoenzimaticasbdl 20), observou-se que a

porcentagem de locos polimérficoél foi de 60 % para a populagédo de Santana do Séo
Francisco e de 73,33% para as populacbes de Carhblbasa Senhora de Lourdes. Os

valores observados foram inferiores aos encontrgows Melo Janior et al. (2004)
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estudando populagbes naturais Cmyocar brasiliense Camb. (100%) e superiores ao
encontrado por Pévoa (2002) em populacbe€atieela fissilis Vell. (média de 48,72%).
Hamrick e Murawski (1991) observaram valores médm$ocos polimérficos igual a 77%
para as espécies comuns e 42% para as rarasduzida porcentagem de locos
polimorficos encontrada nas populacde<dgrandis pode ser explicada pela presenca de

locos monomorficos nas populagdes.

Tabela 20. indices de diversidade genética depimpsilacdes naturais déassia grandis
L.f., localizadas em diferentes municipios do Ba8é@o Francisco sergipano,
baseados em 15 locos e 10 sistemas enziméticosersSidiade Federal de
Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

indices de Diversidade Populacdes
Genética Santana do Sdo Canhoba- N.S.de
Francisco-SE SE Lourdes-SE
% de locos polimérficos (0,95) 60,00 73,33 73,33
NUmero médio de alelos por loco (na) 2,9000 2,2667 2,3333
(1,1) (0,8) (0,8)
Numero efetivos de alelo por loco (ne) 2,2009 2,2489 2,0439
(0,5) (0,6) (0,6)
. - - 0,7889 0,8279 0,7806
Heterozigosidade média observadt, | (0.3) 0.3) (0.3)
. - - 0,5295 0,5442 0,5116
Heterozigosidade média esperadiy, § (0.1) 0.2) 0.1)
indice de Fixag&o de WrighH{s, ) -0,5533 -0,6210 -0,6748

O numero médio de alelos por loco esperado paeciespque apresentam elevado
tamanho e densidade populacional é alto, e baixa pspécies com baixa densidade
populacional. Assim, observa-se que mesmo com taongopulacional reduzido, o
namero de alelos por loco para as populacdesS. deandis foi alto (variou de 2,2 a 2,9).
Pode-se supor entdo, que a espécie que hoje daadmea, era abundante no passado
(KAGEYAMA et al., 2003). Valores proximos a estent&ido encontrados em outras
espécies arboreas. Botrel e Carvalho (2004) estioddrés populacdes da espécie
Machaerium villosum Vog, observaram valores médios de alelo por l@r@ado de 2,2 a
2,6. Estudando popula¢cbes naturais e manejadaRalukbuia cassinoides Lam. (DC.)
Cavallari Neto (2004) observou um total de 3,4csqdor loco.

A heterozigosidade média observad-iioﬁ para as populacdes variou de 0,7806 a

0,8279; e a heterozigosidade esperada segundpestativas de Hardy-Weinberg - EHW
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(I:|e) variou de 0,5116 a 0,5442. As populacdes aprasentnivel de heterozigosidade

observada alta (> 0,15) conforme proposto por @av€2006). Observa-se que a
heterozigosidade observada foi maior do que a adpeam todas as populagdes, sugerindo
excesso de heterozigotos em relacdo ao modelo déibeg de Hardy-Weinberg
(MOURA et al., 2009). Estes resultados podem sefitnados observando-se os valores
encontrados para o indice de fixacdo de Wright téB@ndo S&o Francisco: -0,5533;
Canhoba: -0,6210; e Nossa Senhora de Lourdes:4®),6Mas trés populacbes analisadas
os valores do indice de fixacdo foram negativomyalestrando excesso de heterozigotos
nas populacdes em relagdo ao esperado pelas pdepatq EHW. Estes valores elevados
de heterozigosidade encontrados nas populacfesaimdijue podem existir mecanismos
seletivos atuando em favor de heterozigotos (SIL¥#Q6), o que favorece o aumento da
plasticidade ecoldgica da espécie (KAWAGUICI e KAGEMA, 2001). Valores
negativos do indice de fixacdo tém sido observanl@etras espécies arbére&sryocar
brasiliense Camb. (Melo Junior, 2004)Protium spruceanum Benth. (VIEIRA e
CARVALHO, 2009).

Os valores médios obtidos para as estatisticas Wrilght sdo apresentados na
Tabela 21. A maior parte da diversidade genéticeorna-se distribuida dentro das
populacdes (0,6601), embora exista grande variaghi® as populacded:£=0,3399).
Este padréo de distribuicdo esta de acordo consereddo para outras espécies arboreas e
com o esperado em espécies albgamas ou de sistisinapredominantemente alégamas,
com eficiente mecanismo de dispersao de polen erdtes(KAGEYAMA et al., 2003).

Tabela 21. Estimativas das estatisticas F de W(fhtF;; e F;;) e fluxo génico para as
populacdes naturais d€assia grandis L.f. localizadas em diferentes
municipios do Baixo Sao Francisco sergipano. Usidade Federal de
Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

Parametros Estimativas
indice de fixacdo médio dentro das populac@as ( -0,6158
indice de fixacdo para o conjunto das populace$ ( -0,0666
Divergéncia genética entre populacdls ) 0,3399
Fluxo génico ¥,,) 0,4855

A alta divergéncia entre as populacdes sugere ques tenham passado pelo

efeito de deriva genética, seja na fundacdo ou efdito de estrangulamento também
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denominado efeito do gargalo (OLIVEIRA et al., 2p0Bara Zucchi et al. (2003), o alto
nivel de diferenciagdo genética entre populac6@399) é decorrente de efeitos da deriva
genética e da predominancia de fluxo génico a pepualistancias, ocasionando o
isolamento reprodutivo das mesmas. Assim, a fratagén observada na vegetacao,
devido as intervengdes antropicas na regido dooB8&o Francisco sergipano, pode ter
aumentado a diversidade genética entre populaCesiderando-se a natureza neutra do
marcador isoenzimatico, a divergéncia entre as |popes pode ser o resultado de uma
distribuicdo espacial dos genotipos estruturadztaefpor exemplo, de uma disperséao de
sementes curta ou restrita aos locais (CAVALLARIMNE 2004; SILVA, 2006).

As populacbes de espécies ameacgadas de extingéacsetram freqlientemente
estruturadas. Isso ocorre devido a degradacao atahigque pode favorecer a formacéao de
refugios (fragmentos), onde pequenas populacOesaslesspécies persistem, sem poder
trocar genes com outros acessos localizados em @ieaalteradas (SOUZA et al., 2009).

N&o é possivel inferir se as populagfes analisael@s grandis estdo estruturadas,
uma vez que a estimativa do indice de fixacdo paranjunto das popula¢ées,), foi
negativa (-0,0666), indicando que ha alta heteosagsegundo Botrel e Carvalho (2004)
valores negativos do indice de fixacdo para o caojule populagBes sugere que, em
media, as populacdes ndo apresentam cruzamente émdividuos aparentados.
Provavelmente, pode estar ocorrendo fluxo génideeesms populacdes mais proximas
(Canhoba e Nossa Senhora de Lourdes - 6,668Km) mocesso de fragmentacéo entre
estas populacdes é recente. Observa-se entdo, @mélise da estrutura genética de
populacdes é de suma importancia para fins de o@tE®, uma vez que, se as populacdes
encontram-se estruturadas, as estratégias de cagderdevem preservar a diversidade
das espécies na area, pois ja podem existir admstéacais.

O fluxo génico, nimero médio de migrantes por gevaentre as populacdes foi
igual a 0,4855. Entretanto, atualmente estas senémaen isoladas por culturas agricolas,
aglomerados urbanos, estradas etc., e a baixagdivaa reflete, provavelmente, o fluxo
génico ocorrido no passado, quando as florestas evatinuas ou ocupavam grande parte
da extensdo que as separaram e nao o fluxo atusdl@nento, possivelmente, no futuro
refletira em aumento na diferenciacdo entre popeseor deriva genética (MORAES et
al., 2005). Segundo Wright (1951), quando a esiuaate fluxo génico é menor que um,
os efeitos da migracdo ndo sdo suficientes paraapam os efeitos da deriva e, portanto,

favorece a divergéncia entre populacdes.
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O tamanho efetivo é indicativo de representatividagbnética dos individuos
contidos numa amostra, em relacdo a geracdo iraetkate anterior (populacao
amostrada) (VENCOVSKY, 1987). O conhecimento doaaino efetivo populacionalV()
€ imprescindivel quando o objetivo é a preservatgigermoplasma, coleta de sementes
e/ou conservacaon situ, jA que mede a representatividade genética dosidods
amostrados na populacdo em relagdo a uma popytagéaitica ideal (POVOA, 2002). A
partir da estimativa d¥, (Tabela 22) pode-se pressupor que os 18 individmasstrados
na populacdo de Santana, os 13 em Canhoba e os [8ossa Senhora de Lourdes,
representariam geneticamente 40, 34 e 24 individespectivamente, de uma populacdo
panmitica ideal.

Tabela 22. Tamanho efetiviV() e nimero de individuos (N) de trés populactesraist
de Cassia grandis L.f. localizadas em diferentes municipios do BaE&o
Francisco sergipano. Universidade federal de Ser@go Cristovao, 2010.

Populacao N indicede N, PMV PMV
Fixacao 150* 1500*
Santana 18 -0,5533 40 67 681
Canhoba 13 -0,6210 34 58 575
N. Senhora de Lourdes 8 -0,6748 24 50 500
Conjunto de populacdes 39 -0,6158 78 75 750

* Tamanho efetivo de referéncil {referencia) = 150 (conservagdo a curto prazo), 1.500
(conservacao a longo prazo) (Nunney & Campbell3199

Assim, observa-se que o tamanho efetivo foi supexnumero de individuos.
Estes resultados estdo de acordo com os indicéigad@o calculados, ou seja, ndo ha
cruzamento entre individuos aparentados, resulthdervado também por Oliveira et al.
(2002) estudando populagcbes naturaiCdpaifera langsdorffii Desf. De acordo com o
resultado obtido para o conjunto das populacdesleda de sementes, para conservagao
situ, devera contemplar, pelo menos, 78 arvores mafriggantindo, assim, a manutencao
da variabilidade genética. Porém, conforme afirngai&te et al. (2007), é importante
salientar que os niveis de variabilidade genétizservados em populagdes naturais nem
sempre correspondem ao predito na teoria, ja queras espécies com alta variabilidade
tém pequenas populacdes e estdo demograficamenpergo. Situacdo observada nas
populacdes deC. grandis, pois estas foram reduzidas drasticamente, o que ger

comprovado pelo nimero de individuos estudadosaela populagéo.
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Vencovsky (1987) afirma que, para a maximizacdo atasdades de coleta de
sementes, é importante ter informacdes a respeitoedresentatividade genética das
matrizes da populacdo e que a amostragem devéeatdrea Ndo nas sementes, e sim nas
matrizes, tomando-se o cuidado de amostrar igualendi de sementes do maior niumero
possivel de plantas genitoras.

A populacdo minima vidvel foi calculada com base tamanho efetivo de
referéncia 150 (conservagdo em curto prazo) e l(&fservacdo em longo prazo), para
todas as populacbes. Observa-se que a populacdmanimavel para o conjunto de
populacdes € de 75 e 750 individuos, para a coms@ova curto e longo prazo,
respectivamente. Estes valores correspondem aoraimiaimo de arvores que deverdo
ser mantidas, visando assegurar a manutencédo deis wlie variabilidade genética em
populacdes naturais (MOURA, 2005). Devido ao redtuzidmero de individuos presentes
nas areas estudadas (inferior ao indicado paransengacdo a curto e longo prazo),
causada pela fragmentacdo da vegetacdo, a intmddedimigrantes € uma opgao
plausivel, uma vez que as populacbes estdo sugif@ardas rapidas de variabilidade

genética.
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4. CONCLUSOES

e A fragmentagcdo da vegetagdo do Baixo S&o Francsscgipano favorece a
estruturacéo das populacbesZdgoazeiro e C. grandis,

e Para enriguecimento da vegetacédo, recuperaca®de @egradadas ou para fins de
conservacaex situ, deve-se coletar sementes de76 arvores matrizgsopalacoes
deZ. joazeiro e 78 nas populacdes Gegrandis;

e Como conseqiéncia do processo de fragmentacastfibke observada a reducao
da populacdo abaixo do minimo viavel nas populagé€s grandis,

e Devido ao reduzido numero de individuos observadas populacbes d€.
grandis, a introducdo de individuos geneticamente difeienprovenientes de
outras populacdes, pode ser uma pratica a serdadpt@a amenizar os efeitos

negativos da deriva genética, detectada nas pdmdapalisadas;
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Anexo 1. Matriz de similaridade genética (abaixal@agonal) e erro padréo estimado (acima da didgente os 20 individuos d&zyphus
joazeiro Mart., localizados no municipio de Santana do B@mcisco, analisados por meio de marcadores RARIVersidade
Federal de Sergipe, Sao Cristévao, 2010.

J1 |J2 | J3 | J4| J5| J6 J7q I8 Jp Ji0 911 PJ12 |Ji3 | Ji4 | ABs| Jl7| J1§ J19 J20
J1 0,04, 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04 0,04| 0,04] 0,04 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J2 | 0,67 0,04/ 0,04/ 0,04|0,04| 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04]{ 0,04/ 0,04
J3 | 0,66| 0,65 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04]| 0,04]| 0,04] 0,04| 0,04
J4 | 0,65 0,56| 0,63 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04
J5 | 0,66 0,59| 0,58 0,64 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J6 | 0,60/ 0,61|0,63]0,60|0,72 0,04, 0,04/ 0,04| 0,04] 0,04| 0,04|0,04| 0,04|0,04| 0,04/ 0,04|0,04| 0,04| 0,04
J7 | 0,53 0,56/0,51|0,48)| 0,59 0,56 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04|0,04| 0,04
J8 | 0,54/ 0,53|0,46] 0,50| 0,56| 0,51 0,54 0,04, 0,04/ 0,04/ 0,04]| 0,04| 0,04| 0,04|0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J9 | 0,55 0,52|0,49|0,50| 0,62] 0,54| 0,59]| 0,52 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04 0,04| 0,04| 0,04] 0,04/ 0,04
J10| 0,56 0,49|0,50| 0,50| 0,53]0,53|0,54| 0,51 0,60 0,04, 0,04/ 0,04 0,04] 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J11| 0,50 0,49/0,48| 0,44/ 0,48| 0,53| 0,46| 0,58| 0,50| 0,62 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04
J12| 0,58 0,54/ 0,56| 0,62| 0,57| 0,57| 0,49| 0,57] 0,53| 0,52| 0,48 0,04/ 0,04/ 0,04|0,04| 0,04|0,04{ 0,04/ 0,04
J13| 0,54 0,52| 0,52] 0,53]0,55/0,57/0,49| 0,55/ 0,49/ 0,52| 0,46| 0,61 0,04/ 0,04 0,04| 0,04] 0,04| 0,04| 0,04
J14| 0,62 0,58 0,57| 0,55| 0,55] 0,58| 0,53| 0,50| 0,57| 0,54| 0,45| 0,62 0,58 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04
J15| 0,55 0,48| 0,45/ 0,50|0,47]0,50|0,48|0,52|0,52|0,47| 0,46| 0,51| 0,51| 0,58 0,04/ 0,04]| 0,04| 0,04| 0,04
Ji6| 0,45 0,40(0,38| 0,46 0,43 0,42| 0,48/ 0,50| 0,52)| 0,44| 0,40| 0,45/ 0,49/ 0,51 0,44 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04
J17| 0,53 0,58|0,47|0,48| 0,52] 0,56| 0,57| 0,56| 0,60| 0,58| 0,50| 0,51| 0,57| 0,55| 0,55]| 0,57 0,04| 0,04| 0,04
J18| 0,55 0,54|0,49|/0,50| 0,56| 0,52| 0,59|0,52| 0,65| 0,56| 0,48]| 0,49]/0,51|0,51|0,48| 0,48| 0,67 0,04| 0,04
J19| 0,64 0,59|0,56| 0,54| 0,53] 0,50| 0,56 0,50| 0,63| 0,57| 0,50| 0,51|0,51| 0,56| 0,52| 0,45| 0,59| 0,58 0,04
J20| 0,59 0,50{0,55/0,47]0,52/0,45/0,49/0,42|0,56| 0,54/ 0,47| 0,48 0,45/ 0,61] 0,45]0,44| 0,52| 0,55| 0,70
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Anexo 2. Matriz de similaridade genética (abaixal@agonal) e erro padréo estimado (acima da didgente os 20 individuos d&zyphus
joazeiro Mart., localizados no municipio de Canhoba, aadlis por meio de marcadores RAPD. Universidaderflede Sergipe,
Séo Cristovao, 2010.

J1 |J2 | J3 | J4| J5] J6 J7q I8 Jp Ji0 911 J12 |Ji3 | Ji4 | Avs| J17| Jig J19
J1 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04, 0,04| 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04/ 0,04|0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J2 | 0,51 0,04/, 0,04/ 0,04 0,04]| 0,04| 0,04|0,04|0,04| 0,04| 0,04/ 0,04|/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04] 0,04
J3 | 0,42 0,61 0,04/ 0,04/ 0,04|0,04| 0,04/ 0,04 0,04| 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04
J4 | 0,46/ 0,60| 0,50 0,04, 0,04/ 0,04| 0,04] 0,04| 0,04|0,04| 0,04| 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04| 0,04] 0,04
J5 | 0,52/0,59/0,44| 0,68 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04/ 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04] 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J6 | 0,46/ 0,54| 0,49| 0,62| 0,67 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J7 10,43 0,44|0,45| 0,59] 0,55| 0,54 0,04/ 0,04 0,04| 0,04| 0,04| 0,04|0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J8 | 047, 0,51|0,46|0,62)| 0,66| 0,60| 0,58 0,04{ 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J9 | 0,45 0,55/0,54|0,66| 0,65] 0,66| 0,59 0,58 0,04/ 0,04]| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J10| 0,44 0,52/ 0,45/ 0,59/ 0,61| 0,59| 0,57| 0,63 | 0,66 0,04/ 0,04/ 0,04|0,04]| 0,04/ 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J11| 0,47 0,51|0,40|/0,54| 0,64| 0,60| 0,56| 0,57| 0,60| 0,58 0,04/ 0,04 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04
J12| 0,41 0,50/ 0,42| 0,60/ 0,66| 0,59| 0,58 0,58] 0,55| 0,56| 0,61 0,04| 0,04/ 0,04] 0,04 0,04| 0,04| 0,04
J13| 0,44 0,46/ 0,40| 0,55| 0,64| 0,59] 0,58| 0,63| 0,57| 0,57| 0,59| 0,61 0,04 0,04/ 0,04| 0,04]| 0,04| 0,04
Ji14| 0,37, 0,42| 0,37/ 0,52] 0,55/ 0,54|0,54|0,61| 0,54| 0,58| 0,50| 0,61] 0,61 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04] 0,04
J15| 0,38 0,42| 0,38| 0,56| 0,52| 0,56| 0,52| 0,57| 0,54| 0,54| 0,52| 0,52| 0,59 0,55 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04
Ji6| 0,42 0,46| 0,40| 0,52] 0,63| 0,54| 0,55| 0,63| 0,59| 0,60| 0,63| 0,62| 0,67| 0,58] 0,53 0,04/ 0,04| 0,04
J17| 0,43 0,53/ 0,43| 0,66 0,59| 0,62| 0,56| 0,59| 0,62| 0,58| 0,57| 0,61 0,63| 0,57 0,60| 0,65 0,04| 0,04
J18| 0,45 0,52|0,45/0,57]0,61|0,62|0,59|0,62| 0,62| 0,57| 0,60| 0,63| 0,62| 0,59| 0,58] 0,66| 0,67 0,04
J19| 0,35 0,45/0,32| 0,46/ 0,51 0,47| 0,40/ 0,49/ 0,45/ 0,45/ 0,44/ 0,55/ 0,44/ 0,45/ 0,42/ 0,47 0,47 0,50
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Anexo 3. Matriz de similaridade genética (abaixal@agonal) e erro padréo estimado (acima da didgente os 15 individuos d&zyphus
joazeiro Mart., localizados no municipio de Canindé, aaalis por meio de marcadores RAPD. Universidader&lede Sergipe,
Séo Cristovao, 2010.

J1 | J2| J3| J4] J5 Jo J7  J8 J9 Jio Ji1 |Ji2 |Ji3 | Ji4| Ji5
J1 0,05 0,05| 0,05| 0,04| 0,05| 0,05| 0,05] 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05/ 0,04| 0,04| 0,05
J2 | 0,47 0,05/ 0,04 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05| 0,05/ 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05| 0,05
J3 | 0,42 0,43 0,05/ 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05| 0,05| 0,05| 0,04| 0,04| 0,04| 0,04| 0,05
J4 | 0,42 0,70| 0,39 0,05/ 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05| 0,05| 0,05] 0,05] 0,05] 0,05| 0,05
J5 | 0,35 0,58|0,47| 0,67 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05| 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05| 0,05
J6 | 0,46/ 0,49| 0,46| 0,52] 0,51 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05| 0,05| 0,05] 0,05] 0,05] 0,05
J7 | 0,41 0,53]0,37]| 0,54| 0,50| 0,60 0,05/ 0,05/ 0,05] 0,05| 0,05| 0,05| 0,05| 0,05
J8 | 0,47, 0,50| 0,50| 0,50| 0,47|0,56| 0,54 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05] 0,05| 0,05| 0,05
J9 | 0,44/ 0,49| 0,38]| 0,50| 0,45]/ 0,50/ 0,47 0,58 0,05| 0,05/ 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05
J10|0,36| 0,40, 0,36| 0,40| 0,35/ 0,37| 0,40 0,48| 0,43 0,05/ 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05
J11 0,37/ 0,46 0,32/ 0,46/ 0,45/ 0,51/ 0,40/ 0,47/ 0,47| 0,46 0,05/ 0,05/ 0,05| 0,05
J12/0,42|0,49/0,31|0,47| 0,40/ 0,40/ 0,41/ 0,47/ 0,44/ 0,45/ 0,51 0,05| 0,05| 0,05
J13|0,35|0,45] 0,26| 0,45/ 0,38/ 0,42/ 0,43/ 0,32/ 0,34/ 0,42| 0,40| 0,41 0,05| 0,05
J14,0,34| 0,44/ 0,32| 0,38| 0,37/ 0,37/ 0,42/ 0,41| 0,45]| 0,39/ 0,43| 0,40| 0,46 0,05
J15/0,38]0,46] 0,40| 0,42/ 0,39/ 0,42/ 0,52| 0,60| 0,42| 0,37 0,41| 0,40| 0,41| 0,47
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Anexo 4. Matriz de similaridade genética (abaixaddagonal) e erro padrao estimado (acima da didgen&e os 18 individuos deassia
grandis L.f., localizados no municipio de Santana, anabisgabr meio de marcadores RAPD. Universidade Feder&ergipe, Sao
Cristévao, 2010.

CF1|CF2|CF3| CF4| CF5| CF6| CF/7 | CF8| CF9 | CF10| CF11| CF12| CF13| CF14| CF15| CF16| CF17| CF18

CF1 0,04{ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04 | 0,04 | 0,04 0,04 004 0,04 0,04 004 004
CF2 | 0,77 0,04/ 0,04/ 0,04| 0,04]| 0,04| 0,04| 0,04/ 0,04 | 0,04 | 0,04] 0,04 0,04 004 0,04 0,04 0,04
CF3 | 0,71] 0,67 0,03/ 0,03/ 0,04| 0,04 0,04/ 0,04/ 0,04 | 0,04 | 0,04] 0,04 0,04 004 0,04 004 0,04
CF4 | 0,70, 0,68| 0,87 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04 | 0,04 | 0,04 0,04 004 0,04 004 004 04
CF5 | 0,65/ 0,61]0,80| 0,75 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04/ 0,04 | 0,04 0,04] 004 0,04 004 0,04 004 0,04
CF6 | 0,64/ 0,60| 0,69| 0,66| 0,75 0,04/ 0,04/0,04/0,04 | 0,04 | 0,04 0,04 004 004 004 0,04 0,04
CFr | 0,60, 0,68| 0,70/ 0,72|0,79| 0,72 0,04/ 0,04/ 0,04 | 0,04 | 0,04 0,04 004 004 004 0,04 0,04
CF8 | 0,47/ 0,54| 0,50 0,53| 0,57| 0,56| 0,64 0,04{0,04 | 004| 0,04, 004 004 0,04 0,04 0,04 0,04
CF9 | 0,52/ 0,53|0,57|/0,61|0,67|0,65| 0,70| 0,70 0,04 | 0,04 | 0,04/ 0,04 0,04 004 0,04 004 0,04
CF10| 0,64| 0,53|0,59|0,60| 0,69| 0,62| 0,63| 0,52| 0,56 0,04 | 0,04 0,04 0,04 0,04 004 0,04 0,04
CF110,64|0,58| 0,67|0,69| 0,73| 0,65| 0,74| 0,60| 0,65| 0,77 0,03| 003, 003 004 004 0,04 0,04
CF12]0,71/0,61/0,69|0,73|0,75| 0,69| 0,70| 0,52| 0,59| 0,73 | 0,88 0,03] 0,03 0,03 004 0,04 0,04
CF13|0,71)0,64| 0,72/ 0,75/ 0,75/ 0,66| 0,71]| 0,55/ 0,60{ 0,69 | 0,84 | 0,88 0,03 003 003 0,04 0,04
CF14|/0,61]0,56| 0,63/ 0,69|0,71| 0,67, 0,72| 0,56/ 0,610,712 | 0,81 | 0,81 0,83 0,03 0,04 0,04 0,04
CF15/0,69|0,64| 0,68 0,74| 0,72/ 0,69| 0,71/ 0,54/ 0,62/ 0,65 | 0,76 | 0,84 0,87] 0,82 0,08 004 0,04
CFl16) 0,63| 0,65| 0,66| 0,67| 0,69| 0,65| 0,72| 0,60| 0,67| 0,67 | O,77 | 0,77, 0,81 0,71 0,82 0,4 0,03
CF17] 0,67/ 0,65/ 0,56/ 0,61 0,58 0,59| 0,60| 0,55/ 0,53/ 0,65 | 0,66 | O0,65| 0,720 0,62 068 0,71 0,04
CF18)|0,64|0,64| 0,68 0,72] 0,72] 0,70/ 0,71/ 0,59/ 0,64/ 0,64 | 0,78 | 0,78 0,78 0,72 0O,7¢f 0,84 0,72
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Anexo 5. Matriz de similaridade genética (abaixaddagonal) e erro padrdo estimado (acima da didgenae os 13 individuos deassia
grandis L.f., localizados no municipio de Canhoba, anatisapor meio de marcadores RAPD. Universidade Feder&ergipe,
Séo Cristovao, 2010.

CF1|CF2| CF3|CF4| CF5| CF6| CF/7 | CF8| CF9 | CF10| CF11| CF12| CF13
CF1 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05/0,05 | 0,05 | 0,05] 0,05
CF2 | 0,64 0,05/ 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05/ 0,05 | 0,05| 0,05| 0,05
CF3 | 0,59 0,66 0,05| 0,05/ 0,05] 0,05/ 0,05/ 0,05{0,05 | 0,05| 0,05 0,05
CF4 | 0,62/ 0,74| 0,73 0,05/ 0,05| 0,05| 0,05/ 0,05/ 0,05 | 0,05| 0,05] 0,05
CF5 | 0,69 0,69]| 0,69| 0,65 0,05/ 0,05/ 0,05/ 0,05/ 0,05 | 0,05| 0,05] 0,05
CF6 | 0,50/ 0,58| 0,64| 0,59| 0,72 0,05/ 0,05/ 0,05/ 0,05 | 0,05| 0,05] 0,05
CF7 | 0,57/0,66|0,73|0,67| 0,64| 0,64 0,05/0,05/ 0,05 | 0,05| 0,05 0,05
CF8 | 0,53/ 0,58| 0,63|0,61| 0,61 0,55| 0,58 0,05{0,05 | 0,05| 0,05 0,05
CF9 | 0,51/ 0,60] 0,63]0,66| 0,56| 0,57| 0,55| 0,65 0,05 | 0,05| 0,05] 0,05
CF10/0,45/ 0,51/ 0,35/0,43| 0,44/ 0,36| 0,43| 0,46| 0,42 0,05 | 0,05| 0,05
CF11|0,52|0,58] 0,49/ 0,48| 0,56| 0,44/ 0,47| 0,47| 0,50| 0,43 0,05| 0,05
CF12/0,43/0,49/0,41/0,52|/0,45/0,41/ 0,42/ 0,42| 0,40 0,35 | 0,57 0,05
CF13/0,52|0,61| 0,56| 0,57| 0,50| 0,50| 0,51 0,54/ 0,65/ 0,41 | 0,53 | 0,43
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Anexo 6. Matriz de similaridade genética (abaixoddegonal) e erro padrao estimado (acima da didgen&re os 8 individuos d€assia
grandis L.f., localizados no municipio de Nossa Senhord_derdes, analisados por meio de marcadores RAPDetsidade
Federal de Sergipe, Séao Cristévao, 2010.

CF1|CF2| CF3| CF4| CF5| CF6| CF7 | CF8
CF1 0,06/ 0,06| 0,06| 0,06| 0,06| 0,06| 0,06
CF2 | 0,49 0,06/ 0,05| 0,06| 0,06] 0,06| 0,06
CF3 | 0,48/ 0,63 0,05| 0,06/ 0,06| 0,06| 0,06
CF4 | 0,44/ 0,25] 0,22 0,06/ 0,05]| 0,06| 0,05
CF5 | 0,60/ 0,38] 0,40 0,45 0,06| 0,05 0,06
CF6 | 0,44/ 0,59| 0,53|0,29| 0,48 0,06| 0,06
CFr7 ] 0,570,441 0,41|0,53|0,74| 0,52 0,06
CF8 | 0,39/ 0,39/ 0,39/ 0,34| 0,49/ 0,42 0,56
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