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Resumo

Estudos sobre os efeitos da fragmentagao na estrutura genética de espécies florestais sdo essenciais para
o planejamento de estratégias de conservacdo da diversidade. Este trabalho teve por objetivo estudar a
diversidade e estrutura genética de duas populacdes naturais e uma de reflorestamento de Caesalpinia
echinata Lam. (pau-brasil) na Estagao Ecoldgica do Tapacura no municipio de Sdo Lourengo da Mata, PE.
As populagdes foram identificadas como: Mata do Camucim (CAM), Mata do Toré (TOR) e reflorestamento
(REF). Tecidos foliares de individuos das trés populag¢des foram analisados pela técnica de eletroforese de
isoenzimas horizontal em meio suporte de gel de amido. Foram avaliados os seguintes parametros popu-
lacionais: freqiiéncia alélica, heterozigosidade, indice de fixagdo de Wright e divergéncia genética dentro
e entre as populagdes. As freqiéncias alélicas variaram de 0,05 a 1,00 entre as populagdes, sendo que o
numero médio de alelos por loco variou de 2,0 a 2,6. A populagdo CAM apresentou maior heterozigosidade
e a populagdo REF apresentou a maior homozigosidade. Os indices médios de fixagdo alélicas foram
baixo para CAM (-0,015), intermediario para TOR (0,468) e alto e REF (0,746). A similaridade genética foi
de 0,751 entre CAM e TOR, 0,858 entre CAM e REF e de 0,836 entre TOR e REF. Para representar a vari-
abilidade existente nas populagdes de C. echinata em programas de produgéo de mudas, deve-se coletar
sementes nas duas populagdes naturais, ja que ha 28% de divergéncia genética entre as mesmas.
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Abstract

Studies on the effect of forest fragmentation in the genetic structure of species are essential for the plan-
ning of biodiversity conservation strategies. The present research aims to study the diversity and genetic
structure of three populations of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood) two naturally-occurring and one
from a reforested area, in the Ecological Station of Tapacurd, in the district of Sdo Lourengo da Mata, Per-
nambuco, Brazil. The populations were identified as Camucim Woods (CAM); Toré6 Woods (TOR) and the
reforestation population (REF). Leaf tissues of individuals from three populations were analyzed in aloz-
ymes horizontal electrophoresis in com starch gel support. The following parameters were assessed: allelic
frequency, heterozygozity, Wright's fixation index and genetic divergence within and between populations.
Allelic frequencies varied from 0.50 to 1.00 between populations, and the average allele number per loci
varied from 2.0 to 2.6. The population CAM presented higher heterozygosis, while REF presented higher
homozygosis. The allelic fixation indices were low for CAM (-0.015), intermediate for TOR (0.468) and
high for REF (0.746). CAM and REF were more genetically similar (0.858) than CAM and TOR (0.751). To
represent the existing variability in these populations in a seedling production program, the seeds must be
collected in the two naturally-occurring populations, since there is a 28% of genetic divergence between
them.
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INTRODUCAO

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae) é
uma espécie perenifélia de ocorréncia em florestas
de mata atlantica litoranea primdria (LORENZI,
1992). Esta espécie é basicamente de ocorréncia
litoranea nos estados de RN, PB, PE, AL, SE, BA,
ES, MG, R]. Porém, devido a drastica reducao das
populagoes pela exploracdo predatoria em toda
extensao de ocorréncia natural, atualmente exis-
tem poucas populacoes remanescentes, as quais
requerem cuidados para que sejam preservadas
e possam ter manejos adequados. Atualmente ha
um grande interesse em relacdo a conservagao
e repovoamento desta espécie, seja por motivo
cultural ou para a fabricagao de instrumentos de
cordas de alta qualidade, como o violino (CAR-
VALHO, 1994; RONDON et al., 2003).

Na estratégia de conservacgao de C. echinata, é
importante dispor de informacoes sobre a estru-
tura genética populacional dos remanescentes
protegidos, especialmente quanto a diversida-
de genética, pois atualmente, as poucas reservas
existentes sao dreas limitadas e com pequeno nu-
mero de individuos. Segundo Melo et al. (2003),
esta condicao é desfavoravel a manutencao da
variabilidade das espécies, sejam alégamas, au-
tégamas ou de reproducao assexual.

A conservacao de uma espécie e a sua utili-
zacdo no melhoramento depende da méxima
conservacao da quantidade de germoplasma,
tornando-se essencial a avaliacio dos recur-
sos genéticos disponiveis (BROWN e MORAN,
1981; MORAN e HOPPER, 1987).

Na avaliacao de tais recursos enfatizam-se a
quantidade e a distribuicao da variabilidade ge-
nética entre e dentro de populagées, bem como
entre espécies (HAMRICK, 1983).

Dentre as técnicas disponiveis para se de-
terminar os padroes da variabilidade genética,
através de marcadores bioquimicos, destaca-se
a eletroforese de isoenzimas. As isoenzimas tém
sido utilizadas com éxito para a quantificacao
da diversidade genética, para caracterizar o sis-
tema de cruzamento e a taxa de endogamia em
populacdes de diferentes espécies (HAMRICK e
LOVELESS, 1986; O'MALEY e BAWA, 1987).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
diversidade genética de duas populagoes natu-
rais e de um reflorestamento de C. echinata na
Estacao Ecolégica do Tapacurd, PE, mediante a
analise eletroforética de isoenzimas.

MATERIAL E METODOS

Local de ocorréncia das populacoes
As trés populacoes de C. echinata estudadas
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localizam-se na Estacao Ecolégica do Tapacura
(EET), no municipio de Sdo Lourenco da Mata,
PE. A EET é um dos Campi pertencentes a Uni-
versidade Federal Rural de Pernambuco (UFR-
PE), ocupa uma drea de aproximadamente 776
hectares e situa-se nas coordenadas geograficas:
08° 04’ Se35° 12'W, a 150 m altitude.

A vegetacdo é exuberante e encontra-se ade-
quadamente protegida, apesar do intenso mono
cultivo da cana-de-acticar nas dreas do entorno
da estacao. Os dois remanescentes naturais en-
contram-se nas areas denominadas Mata do Ca-
mucim (CAM) e Mata do Toré (TOR) que sao
separadas entre si por uma distancia aproxima-
da de 6 km, havendo um lago entre elas. Tais
fragmentos apresentam cobertura vegetal cons-
tituida pela floresta ombroéfila densa onde se en-
contram arvores de C. echinata com diametro de
até 55,06 cm. A populagao de reflorestamento
(REF) localiza-se aproximadamente a 1 km da
populacao CAM e, segundo relatos de funciona-
rios que trabalham had mais de 30 anos na EET,
as sementes que deram origem a esta populacao
foram coletadas na populacao CAM.

Amostragem

A amostragem nas populagoes naturais foi re-
alizada de maneira aleatéria em arvores jovens
e adultas, que apresentaram didmetro a 1,30 m
do solo (DAP), superior a 2,50 cm. Nas arvores
amostradas na Mata do Camucim o DAP variou
de 3,82 a 40,4 cm e para a Mata do Tord, o DAP
variou de 2,90 a 55,06 cm. A amostragem no
bosque de reflorestamento foi feita também ao
acaso, procurando-se obter representatividade
da distribuicao espacial dos individuos. No en-
tanto, nao foram tomados dados de DAP, ja que
as arvores tém a mesma idade.

Para andlise das populacoes foram amostra-
dos tecidos foliares em 20 individuos de cada
populacgao, totalizando 60 amostras.

As coletas das amostras foliares foram realiza-
das no periodo da manh3, visando uma melhor
preservacao das mesmas, ja que neste periodo
do dia a temperatura e a umidade relativa do ar
contribui para manter a qualidade do material
vegetal. As amostras foram embaladas em papel
aluminio e identificadas para em seguida, serem
inseridas em caixa de isopor com gelo, onde
permaneceram por no maximo oito horas, pe-
riodo este gasto do inicio da coleta até a chega-
da ao laboratério. No Laboratério de Genética
da UFRPE, as amostras foram transferidas para
o ultra-freezer (-80°C) e mantidas até a ocasiao
da realizacao da extracao enzimadtica.



Eletroforese de isoenzimas

Para a extracao das enzimas utilizou-se apro-
ximadamente 0,5 g de tecido foliar para 1,5 ml
de solucao extratora (ALFENAS et al., 1991). A
solucao extraida foi absorvida em pedacos de
papel de filtro (Whatman n° 3), os quais foram
aplicados no gel para, posteriormente ser inicia-
da a eletroforese. O meio suporte foi amido de
milho (penetrose 30) a 13%, fabricado pela Cor-
nProducts do Brasil, utilizando-se os seguintes
sistemas tampoes gel-eletrodo: Tris citrato (TC),
Tris citrato borato (TCB) e Litio borato (LB).

As corridas eletroforéticas foram realizadas em
refrigerador com temperatura de 4°C e o proto-
colo de revelacao das isoenzimas foi determina-
do de acordo com Alfenas et al., (1991) e Olivei-
ra (1999). Os sistemas isoenzimaticos utilizados
foram: Peroxidase (PO - EC 1.11.1.7), Xiquima-
to desidrogenase (SKDH-EC 3.1.1.1), Glutama-
to oxaloacetato transaminase (GOT-EC 2.6.1.1),
Alfa-esterase (Alfa-EST-EC 3.1.1.1), Glucose de-
sidrogenase (GLUDH-EC 1.1.1.47), Fosfatase
acida (ACP-EC 3.1.3.2), Isocitrato desidrogenase
(IDH-EC 1.1.1.42), Alcool desidrogenase (IDH-
EC 1.1.1.1) e Catalase (CAT-EC 1.11.1.6) (ALFE-
NAS et al., 1991 e OLIVEIRA, 1999).

Analise dos dados

A interpretacao dos zimogramas permitiu a
determinacao das freqiiéncias alélicas e os indi-
ces de diversidade genética como heterozigosi-
dade observada (I:IO, em que, P, ¢ a freqiiéncia
de gendtipos homozigotos), diversidade génica
esperada nado viesada em equilibrio de Hardy-
Weinberg, H =2n/(2n-1)(1- ZPJ) (NEI 1978), nu-
mero médio de alelos por loco (4), percentagem
de locos polimérficos a 95% de probablhdade
(P) e indices de fixacao de Wright 0’ ). Também
foi estudada a divergéncia genética entre popu-
lacoes, a partir das estatisticas F. Para estas es-
timativas, foi empregado o programa BIOSYS
1 (SWOFFORD e SELANDER, 1989). Com os
dados estimados, pelo programa BIOSYS 1, foi
montada uma matriz de distancias/similaridades
genéticas nao-enviesadas, conforme Nei (1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove sistemas enzimaticos estudados reve-
laram 12 locos: Po - 2 locos, Skdh - 1 loco, Got
- 1 loco, w-Est - 1 loco, Gludh - 1 loco, Acp - 2
locos, Idh - 1 loco, Adh - 1 loco e Cat - 2 locos.

As freqiiéncias alélicas variaram desde a
completa fixagdo, como no caso do alelo A do
sistema Got nas populacoes REF e TOR, até
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freqiiéncias muito baixas (0,05), como para o
alelo B do sistema Po-1 na populacao do TOR
(Tabela 1).

Tabela 1. Freqliéncias alélicas e tamanho da amostra
(n) em populagdes de C. echinata, para 12 locos isoen-
zimaticos. (Allele frequency and sample size in popula-
tions of C. echinata, in 12 loci).

I3opula96es

Loco

CAM REF TOR
Po-1
(N) 20 19 20
A 0,375 0,895 0,950
B 0,225 0,105 0,050
C 0,400 0,000 0,000
Po-2
(N) 20 7 20
A 0,225 0,143 0,750
B 0,650 0,714 0,150
C 0,125 0,143 0,100
Skdh
(N) 20 14 17
A 0,425 0,714 0,118
B 0,150 0,286 0,765
C 0,425 0,000 0,118
Got
(N) 18 13 17
A 0,833 1.000 1.000
B 0,167 0,000 0,000
Est
(N) 20 15 19
A 0,625 0,800 0,579
B 0,275 0,100 0,421
C 0,100 0,100 0,000
Gludh
(N) 20 10 17
A 0,425 0,600 0,059
B 0,275 0,400 0,941
C 0,300 0,000 0,000
Acp-1
(N) 19 9 17
A 1.000 0,944 0,912
B 0,000 0,056 0,088
Acp-2
(N) 20 10 13
A 0,000 0,000 0,462
B 1.000 1.000 0,538
Idh
(N) 20 19 17
A 0,550 0,842 1.000
B 0,300 0,158 0,000
C 0,150 0,000 0,000
Adh
(N) 20 18 20
A 0,400 0,028 0,475
B 0,075 0,944 0,525
C 0,525 0,028 0,000
Cat-1
(N) 20 20 20
A 0,175 0,375 0,100
B 0,600 0,625 0,900
C 0,225 0,000 0,000
Cat-2
(N) 20 7 7
A 0,100 0,429 0,571
B 0,600 0,571 0,429
C 0,300 0,000 0,000
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Quanto aos indices de diversidade, o nimero
meédio de alelos por loco foi alto, variando de 2,0
a 2,6 entre as trés populagoes. Valores proximos
a este tém sido encontrados em outras espécies
arbéreas. Souza et al., (2004) encontrou valor de
2,3 alelos por locos em Chorisia speciosa St. Hil,
enquanto Hamrick e Godt (1990) encontraram
ndmero médio de alelos por locos de 2,1 para a
média de 110 espécies arbodreas.

A porcentagem de locos polimorficos foi
igualmente alta de 83,3% para as populagoes
estudadas. Esta porcentagem de locos polimor-
ficos estimada para o conjunto das populagées
foi maior que os valores obtidos por Hamrick e
Godt (1990) e Souza et al., (2004) que foram de
64,7% e 75%, respectivamente. Este resultado
apresentou um alto polimorfismo isoenzimati-
co para C. echinata.

Os valores de heterozigosidade observa-
da (H,) e esperada (H ) para as populacoes de
C. echinata variaram de 0,073 a 0,475 e 0,286
a 0,468, respectivamente (Tabela 2). Apenas a
populacdao REF apresentou baixo nivel de hete-
rozigosidade observada (<0,10). As populagoes
CAM e TOR apresentaram nivel de heterozigosi-
dade observada alta (> 0,15). A baixa heterozigo-
sidade em REF pode ser explicada pelo fato que
na ocasiao da coleta de sementes para formacao
de mudas que originaram REF tenha sido feita
em poucas arvores, ndo tendo representativida-
de da variabilidade total da populagao original
CAM. Ainda é possivel que, muitas das sementes
tenham sido originadas de autofecundacao ou
cruzamento entre parentes.

Hamrick e Godt (1990) fizeram uma revisao
em 653 trabalhos na qual foi estudada a diver-
sidade genética por isoenzimas envolvendo 449
espécies de plantas. Neste estudo, os autores
encontraram diversidade genética média em ni-
vel populacional de 0,160 para gimnospermas,
0,149 para espécies arboreas, 0,159 para espé-
cies de ampla distribuiciao, 0,109 para espécies
tropicais, 0,124 para espécies polinizadas por
animais e 0,123 para espécies com dispersao
pelo vento. Pode-se observar que a diversidade
genética da populacao CAM (0,475) foi superior
as médias de todos estes casos citados, o que in-
dica que esta populacao apresenta nivel alto de
diversidade genética (Tabela 2).

Valores préximos a este tém sido encontra-
dos em populagoes naturais de outras espécies.
Santos (1994) encontrou o valor de 0,451 para
heterozigosidade em populacao natural de
Bauhinia forficata Link,. Estudando Stemonoporus

oblongifolius, Murawski e Bawa (1994) encontra-
ram heterozigosidade média de 0,282 por popu-
lagdo. Em Eschweilera ovata (Cambess.) Miers.,
Gusson (2003) encontrou valor de 0,431 para
heterozigosidade esperada e valor de 0,371 para
heterozigosidade observada. Moraes (1997) es-
tudando Cryptocarya moschata Nees, encontrou
valor de 0,336 para heterozigosidade esperada
e 0,330 para heterozigosidade observada. Lacer-
da (1997), encontrou valor de heterozigosida-
de média de 0,121 em Myracrodruon urundeuva
(Fr. Allem.) e Moraes (1992) estudando a mes-
ma espécie encontrou valores de 0,110 e 0,160
na regido de Bauru, SP e Selviria, MS, respecti-
vamente. Portanto, os valores de heterozigose
encontrados neste trabalho para C. echinata sao
semelhantes aos encontrados na literatura para
outras espécies arboreas tropicais em condicoes
naturais. Altos niveis de diversidade genética sao
esperados em espécies de ampla distribuicao
geografica como C. echinata e alta diversidade
populacional. Portanto, a ampla distribuicao
geografica da espécie explica os altos niveis de
diversidade genética observados.

Com relacdo aos indices de fixacao alélica
por populagio obteve-se baixo indice para CAM
(-0,015), indice alto para TOR (0,468) e muito
alto para REF (0,746) (Tabela 2). Tais indices,
observados na populacao TOR podem ser, pro-
vavelmente, atribuidos a ocorréncia da deriva
genética por efeito de gargalo, devido a reducao
aleatéria no tamanho da populacao, associado
ao aumento intenso do parentesco na mesma.
Outra causa pode ser o efeito de fundacao ocor-
rido na ocasiao de povoamento da area. A fun-
dacdo da populacgio a partir de poucos indivi-
duos provoca aumento no indice de fixacao. Em
relacao a REF, o alto indice de fixacdo observa-
do deve estar relacionado ao efeito de fundacao
devido a coleta de sementes de uma ou poucas
arvores. Isto reforca os indicios de que a coleta
de sementes para producao de mudas e poste-
rior implantagao do bosque tenha sido feita em
poucas matrizes, as quais por estarem distantes
umas das outras produziram muitas sementes
por autofecundacao, conseqiientemente, geran-
do endogamia.

Em relagao as estimativas de /' (indice de fixa-
¢a0) para os locos polimérficos das populagoes
estudadas de C. echinata. Na populagio CAM
os locos Po-1, Skdh, Gludh, Idh e Adh, o f'ti-
veram valores negativos, indicando excesso de
heterozigotos. Para os demais locos, os valores
de f foram altos e positivos, mostrando exces-



so de homozigotos, que pode ser decorrente de
endogamia advinda de autofecundagao e cruza-
mento entre parentes. Nas demais populagdes o
indice de fixagao variou desde valores negativos
até positivos. Na populacao REF (f=-0,176 af=
1,000) e populacao TOR (f'=-0,905 a f'= 1,000)
(Tabela 3). A grande variagao no indice entre lo-
cos e populacdes também pode ter sido causado
pelo efeito de amostragem.

Foram estimados os valores médios do indi-
ce de fixacao dentro das populagdes (F,), diver-
geéncia genética entre populacoes (Fg) e indice
de fixacao para o conjunto das populagdes (F,)
conforme Nei (1977). Observa-se que a fixagao
de alelos dentro de populacoes para os locos es-
tudados variou de -0,728 para o loco Adh a 1,000
para o loco Got, tendo média de 0,305. O indice
de fixagao total variou de -0,098 para o loco Adh
a 1,000 para o loco Got, tendo média de 0,453 e
a divergéncia genética entre as populagdes variou
de 0,029 para o alelo Acp-1 a 0,364 para o alelo
Adh, tendo média geral de 0,212 (Tabela 4).

Os valores médios obtidos para estes indices
mostram que a maior parte da diversidade gené-
tica encontra-se dentro das populagoes (0,788),
embora exista grande variacao entre as popu-
lagoes (F,=0,212). Tais indices revelam que as
populacoes podem estar isoladas. Ja a diversi-
dade observada dentro das populacoes pode ser
considerada alta (0,788)=1 - F.. A diversidade
genética mantida dentro e entre populagoes
ocorre em func¢iao de eventos historicos e pro-
cessos evolutivos recentes (LEE et al., 2002). Se-
gundo Loveless e Hamrick (1984), as espécies
tipicamente al6gamas apresentam alta variacao
genética dentro e pequena entre populagdes, no
entanto, a divergéncia é reduzida de acordo com
o aumento do fluxo génico.

Com relacdo a similaridade entre as popula-
coes estudadas, verifica-se que CAM e REF sao
as mais similares com 0,858. Este valor concor-
da com o histérico das duas populacoes, ja que
CAM por ser mais proximo da sede da EET foi
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utilizada para coletar sementes para producao
de mudas, que deram origem aos bosques de re-
florestamento (REF) no inicio década de 1970
(Tabela 5).

Tabela 3. indice de fixagdo (/) locos polimorficos em
trés populagbes de C. echinata. (Fixation index for poly-
morphic loci in three populations of C. echinata).

Populagoes
Loco CAM REF TOR
Po-1 20,387 1,000 1,000
Po-2 0,609 1,000 1,000
Skdh - 0,542 1,000 0,696
Est 1,000 -0,176 1,000
Gludh 0,236 0,583 - 0,062
Acp-1 -0,300 - 0,059 -0,097
Acp-2 - 0,453 1,000 0,071
Adh -0,700 -0,043 -0,905
Cat-1 0,195 0,893 1,000
Cat-2 0,722 1,000 1,000

Tabela 4. Estimativa das estatisticas de F de Wright (F,
F., F;). (Estimate of the Wright's F - statistics (F, F,

/7"

Loco F Fq, F.
Po-1 0,034ns 0,258** 0,283**
Po-2 0,854** 0,230** 0,887**
Skdh 0,244 ns 0,255** 0,437**
Got 1,000** 0,118 s 1,000**
Est 0,408 ns 0,060 s 0,443**
Gludh 0,062 ns 0,271** 0,316**
Acp-1 -0,082 ns 0,029 ns -0,050 "=
Acp-2 0,071 s 0,364** 0,409**
Idh 0,001 s 0,162** 0,163 ns
Adh -0,728** 0,364** -0,098 ns
Cat-1 0,586 0,097** 0,626**
Cat-2 0,901** 0,113** 0,912**
Média 0,305 0,212 0,453

**P <0,05; ns = nao significativo.

Tabela 5. Matriz de similaridade genética ndo enviesada.
(Not obliqued matrix of similarity genetic).

Populagbes 1 -CAM 2 - REF 3-TOR
1-CAM e 0,858 0,751
2 -REF ek 0,836
3-TOR b

Tabela 2. Indices de diversidade intrapopulacionais em populacdes de C. echinata. (Intrapopulation diversity index

in populations of C. echinata).

Tamanho Namero Percentagem Heterozigosidade média indice de
Populagdo médio da amostra médio de locos . .
por locos alelos/loco  polimérficos Observado Esperada (HW)*  fixagao N
19,8 2,6 0,475 0,468
CAM 0,2) (0,3) 833 (0,116) (0,069) 0,015
13,4 21 0,073 0,288
REF (1,4) (0,2) 833 (0,035) (0,058) 0,746
17,0 2,0 0,152 0,286
TOR (1,1) (0,2) 83,3 (0,082) (0,061) 0,416
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A populacao CAM e TOR apresenta 0,75 de
similaridade, este valor pode ser considerado
baixo em se tratando de populacoes, de uma
mesma espécie. Portanto, a distancia genética
de 0,25 entre as duas populacbes mostra a ne-
cessidade de conservacio de ambas ja que as
mesmas apresentam grande diferenciagdo nas
freqtiéncias alélicas (Tabela 5).

A alta divergéncia entre as duas populagoes
naturais também sugere que ambas tenham
passado pelo efeito de deriva genética, seja na
fundacao ou pelo efeito de estrangulamento
também denominado efeito do gargalo de gar-
rafa. Tais eventos podem ter gerado a estrutura
genética observada.

CONCLUSOES

Existem altos niveis de variabilidade genética
tanto nas duas populagdes naturais (CAM e TOR),
como na populagao de reflorestamento (REF).

Das trés populacoes de C. echinata existente
na EET com potencial para coleta de semen-
tes visando a producao de mudas (CAM, TOR
e REF), REF é a menos indicada por apresentar
maior taxa de homozigose.

Para representar a variabilidade existente nas
populacdes em programa de producio de mu-
das deve-se coletar sementes nas duas popula-
¢Oes naturais, ja que ha divergéncia genética alta
entre elas (28%).
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