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Fundamentos para o manejo de populagdes naturais de espinheira-santa, Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae)

Autor: Walter Steenbock
Orientador: Prof. Dr. Mauricio Sedrez dos Reis

RESUMO

O manejo sustentavel dos recursos naturais € atualmente considerado como uma
estratégia eficiente para a manutengéo da biodiversidade das florestas, na medida em que
pode possibilitar retorno econémico a comunidades rurais, aliado a pratica da conservacao.
Nao obstante, grande parte dos recursos vegetais vem sendo explorada sem critérios
adequados, fato que pode promover a redugdo dos remanescentes populacionais e da
diversidade genética das espécies de interesse. Este € o caso da espinheira-santa -
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae), espécie que vem sendo amplamente
demandada pelo mercado e que carece de critérios para o manejo sustentavel. O presente
trabalho teve como objetivo contribuir para a geracéo destes critérios, através da elucidacao
de aspectos basicos da ecologia de M. ilicifolia, avaliados em duas populagdes naturais da
espécie, localizadas no municipio de Guarapuava, PR, Brasil. Buscou-se avaliar parametros
fenotipicos néo destrutivos para a estimativa do rendimento foliar em individuos de M.
ilicifolia; avaliar o incremento de biomassa foliar, nUmero de ramos, didmetro a altura do colo
(DAC) e altura apos diferentes sistemas de poda (poda total dos ramos, poda de 1/3 dos
ramos, auséncia de poda) de M. ilicifolia em populagbes naturais; avaliar caracteristicas da
biologia floral de M. ilicifolia; analisar a diversidade genética e a taxa de cruzamento da
espécie em populagdes naturais, com base na utilizacdo da técnica de eletroforese de
isoenzimas. Verificou-se que individuos de M. ilicifolia apresentam caracteristicas distintas

em ambientes que apresentam diferentes condigbes edafoclimaticas. Mesmo considerando
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estas diferengas, o nimero de ramos primarios com folhas revelou ser uma caracteristica
adequada para a avaliagado do rendimento foliar em individuos da espécie. A poda total de
ramos - até o didmetro aproximado de 0,5 cm - promoveu efetiva reposicdo de biomassa,
dois anos ap6s a aplicacao dos tratamentos de poda, sendo mais eficiente neste sentido do
que a poda de 1/3 dos ramos. A analise de aspectos da biologia floral de M. llicifolia em
populagdes naturais sugere que ha diferentes estratégias de adaptagdo relacionadas a
estrutura floral e a freqiéncia de tipos florais nas diferentes populagées, possivelmente
relacionadas as condigbes de solo e luminosidade. A freqiiéncia de tipos florais, por sua vez,
apresenta elevada relagdo com a taxa de cruzamento de M. ilicifolia em populacbes
naturais; a espécie apresenta sistema de cruzamento misto, sendo preferencialmente
aldgama (TMpopo1 = 0,954; Tm pop02 = 0,729). Populagdes naturais de M. ilicifolia apresentam
maior numero médio de alelos por loco (Apopor = 1,9; Apepoz = 2,0), maior heterozigosidade
esperada (Hepopor = 0,264; Hepopo2 = 0,186) e maior percentagem de locos polimorficos
(Ppopo1 = 75,0; Ppopoz = 87,5) do que a média de populagdes naturais de espécies arboreas
perenes de clima tropical estudadas. Nao obstante, suas populagdes apresentam elevados
coeficientes de endogamia (f yopo1 = 0,140; fop02 = 0,328), gerados por condicionantes do
sistema reprodutivo e pela existéncia de deriva genética como um componente importante
no estabelecimento de individuos e das populagdes. A maior parte da variabilidade genética
de M. ilicifolia esta dentro das populagdes (Fst = 0,064; Gst = 0,032). Apesar de haver
estruturagao significativa, porém baixa, entre as populagdes naturais estudadas, um elevado
valor de fluxo génico (Nm = 3,64) foi obtido entre as populagdes em estudo. Com base nos
resultados das avaliagdes, propds-se um método de manejo, o qual visa ser adequado as
caracteristicas dos individuos e das populagbées naturais de M. ilicifolia, objetivando sua

conservagao.



SUMMARY

Sustainable management of natural resources is currently considered an efficient
strategy for conservation of biodiversity of the forests. However, many plant resources are
being exploited without any criteria, which can reduce plant populations in forest fragments
and the genetic diversity of the species. This is the case of espinheira-santa - Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss. (Celastraceae), species which has a strong market demand and no
criteria for its sustainable management. The objective of this work was to contribute for the
establishment of these criteria, by studying some aspects of the ecology of M. ilicifolia, in two
natural populations located in Guarapuava, PR, Brazil. Phenotypic aspects for estimating the
yield of M. ilicifolia were studied, and different systems of pruning and its influence on foliar
yield, number of branches, diameter (DAC) and high of M. ilicifolia in natural populations.
Floral biology characteristics, genetic structure and outcrossing rate of the species in natural
populations, using the technique of isozimes eletrophoresis, were also studied. The results
showed that M. licifolia presents different morphological characteristics in different
environmental conditions. Nevertheless, in any situation, the number of primary branches is
a good indicator to estimate the yield. Total pruning promoted an effective foliar reposition,
two years after the treatments, being a better strategy than pruning 1/3 of the branches.
Floral characteristics of M. llicifolia suggest that there are different strategies concerning the
frequency of floral types according to the different soil and light conditions in which the plants
are submitted. These different frequencies have also a relationship with the outcrossing rate
in natural populations of the species. M. ilicifolia presents a mixed mating system, being
preferentially allogamic (Tmpepot = 0,954; Tm 002 = 0,729). Natural populations of M. ilicifolia
present a higher allelic number (Ayop01 = 1,9; Apopoz = 2,0), expected heterozigosity (Hepopo1 =
0,264; Hepopoz = 0,186) and polimorphic locus rate (Ppopo1 = 75,0; Ppopoz = 87,5) than the
average values founded in natural populations of tropical tree species. On the other hand, its

populations present a high inbreeding coefficient (f popo1 = 0,140; foopo2 = 0,328), generated by
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the mating systems and by genetic drift, which is an important component in the
establishment of plants and populations. The highest part of the genetic diversity occurs
within the populations, rather than between them (Fst = 0,064; Gsr = 0,032). There was
detected also a high number of migrants per generation (Nm = 3,64) in the studied
populations. Based on the results, we proposed a managing method, with the objective of

maintaining the genetic variability of M. ilicifolia populations.



1. Introdugédo

Atualmente, restam apenas 7,3 % da area original coberta com Mata Atlantica no Brasil
(Fundagdo SOS Mata Atlantica/lnstituto Nacional de Pesquisas Espaciais/Instituto
Socioambiental, 1998).

A manutengdo destes remanescentes € de grande importancia, justificando-se por
aspectos econdmicos, sociais e culturais, que envolvem desde a regularizagdo de
mananciais hidricos e a conservagado da biodiversidade até a possibilidade de manejo dos
recursos florestais multiplos (plantas medicinais, frutos, madeira, mel, 6leos essenciais, etc.)
(Reis, 1996a; Reis e Mariot, 2000).

Para que o ambiente seja conservado, faz-se necessario buscar a parceria das
populagdes que nele vivem. Assim, € importante que o ambiente natural possibilite um
retorno econdmico, considerando o uso multiplo dos recursos florestais, em regime de
manejo sustentavel (Gémez-Pompa et al., 1991; Fantini, 1992; Reis, 1996a).

Em pequenas propriedades rurais, 0 manejo de populagdes naturais, praticado de forma
sustentavel, pode ser promovido em areas de preservacdo permanente, tais como matas
ciliares, de acordo com o Art. 1°, Inciso V, Alinea b, da Medida Proviséria n°® 2.166-67, de 24
de agosto de 2001 (Brasil, 2001). O manejo, na medida em que possibilite retorno
econdmico, pode reduzir a pressao sobre estes ambientes.

Desta forma, o manejo de plantas medicinais nativas surge como uma alternativa capaz
de promover um incremento de renda aos produtores, ao mesmo tempo em que pode
representar uma opgéao viavel de conservagéo do ambiente natural, bem como o resgate e a
difusdo do conhecimento tradicional em torno da pratica terapéutica com base nos recursos
naturais.

Contudo, a maior parte da flora de tradicdo medicinal, estimada em 75.000 espécies no
mundo, € quimicamente desconhecida e esta localizada nas florestas tropicais e

subtropicais dos paises em desenvolvimento (Farnsworth et al., 1986). O Brasil, considerado
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o pais de maior biodiversidade, apresenta, dentre as 250.000 espécies vegetais estimadas
para o mundo, 60.000 espécies nativas (CENARGEN, 1995).

A industria de medicamentos fitoterapicos encontra na biodiversidade destas florestas a
principal fonte de substancias para a producdo dos mesmos. As vendas destes produtos
atingem a cifra de 30 bilhdes de ddlares anuais, em nivel mundial, mercado este em ampla
expansao (Sears, 1995; dos Reis, 1999). No Brasil, 0 mercado anual de fitoterapicos gira em
torno de US$ 260 milhdes. De 1999 a 2000, o consumo de medicamentos fitoterapicos
aumentou 15 %, enquanto o mercado de medicamentos sintéticos cresceu apenas 3 a 4 %
(Dal Agnol, 2002)

Entre as espécies medicinais da Mata Atlantica, Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. é
uma das mais demandadas pelo mercado, fato que vem aumentando a pressao sobre suas
populagdes naturais. Esta pressao € ainda mais facilmente entendida quando se comparam
0s pregos pagos aos extratores por quilo de folhas da espécie e os pregos que chegam ao
consumidor final. Enquanto um extrator recebe de R$ 2,50 a R$ 12,00/Kg de folhas secas
(Montanari Jr., 1999; Scheffer, 2001), nos grandes centros urbanos embalagens de 30g de
folhas secas da espécie chegam a custar R$ 4,30, ou seja, um valor de aproximadamente
R$ 140,00/Kg (CERCCOPA, 2001). Na rede mundial de computadores — “internet” — é facil
encontrar enderecgos eletrbnicos de empresas nacionais e internacionais comercializando
folhas secas e subprodutos de espinheira-santa, geralmente referenciada como M. ilicifolia.
A empresa norte-americana Raintree Nutrition Inc, por exemplo, oferece embalagens com
50 capsulas (650 mg cada) de pdé de folhas de espinheira-santa por U$ 25,00
(www.herbaladvisor.com) — neste “site”, &€ possivel encontrar oferta de embalagens de
capsulas de espécies nativas do Brasil, tais como cipé cabeludo, cha de bugre, abuta,
embauba e erva-tostdo. Estas espécies, surpreendentemente, assim como M. ilicifolia, ndo
podem ser legalmente comercializadas como plantas medicinais ou complementos
alimentares no Brasil (Brasil, 2000); o] laboratdrio italiano Bionatus
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(www.e2mila.com/BRASILNATURALSHOP), por sua vez, oferece 50 capsulas de um
composto vegetal, no qual a espinheira-santa esta incluida, por E 12,39. A empresa alema
Takesun (www.takesun.de/verkaufsliste2000.html) e a empresa australiana Medicine
Garden (www.spot.com.au) comercializam folhas secas de espinheira-santa. Esta ultima
oferece 1 Kg de folhas secas da espécie por U$ 89,60, na segdo “Amazon Jungle Herbs”.

Enquanto a demanda por produtos fitoterapicos industrializados cresce, as estatisticas
mostram que aproximadamente 80 % da populacdo mundial se utiliza de recursos naturais
para o tratamento das doencgas (Farnsworth et al., 1985). No Brasil, 60 milhdes de pessoas
ndo tém acesso a maior parte dos medicamentos industrializados, apesar do pais gastar
aproximadamente 8 bilhées de ddlares em medicamentos por ano (Carriconde,2000). Aqui,
apenas 20 % da populagdo consome aproximadamente 63 % dos medicamentos
disponiveis (Di Stasi, 1996). No municipio de Guarapuava, PR, onde foi realizado o presente
estudo, 87 % da populagdo de classe média baixa se utiliza de plantas medicinais para o
tratamento de patologias primarias, antes de recorrer ao atendimento médico
(Steenbock,1999). Especificamente para o tratamento de problemas gastricos, 89 % desta
populagdo recorre as plantas medicinais, especialmente a espinheira-santa (Steenbock,
1999) — ndo somente M. ilicifolia, mas também M. aquifolia, Zolernia aquifolia e Sorocea
bomplandii. Portanto, enquanto a industria de medicamentos se esmera em produzir
medicamentos caros para poucos, a medicina popular, clandestina e imprescindivel, parece
ser efetiva para o tratamento da maior parte da populagao.

De acordo com levantamentos recentes (Battistelli et al., 2001), na regido central do
Parana é grande a ocorréncia natural de espécies de uso medicinal. Nessa regido, as
formacdes florestais sédo representadas pela Floresta Ombrofila Mista (FOM) — as Florestas
com Araucaria — componente da Floresta Atlantica.

Desde 1999, vem sendo desenvolvido na regido o Projeto Florestas Medicinais
(RURECO, 1998; Steenbock, 2000), coordenado pela Fundagdo RURECO, organizagéo néo
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governamental que assessora tecnicamente agricultores e suas organizagbées na area de
agroecologia. O projeto vem implementando, de forma multi-institucional, uma cadeia de
producdo de plantas medicinais desenvolvida de forma a buscar a sustentabilidade
ambiental, junto a agricultores familiares da regido, associada a um processo de resgate e
difusdo da medicina popular e da fitoterapia.

Entre as espécies produzidas pelos agricultores envolvidos, encontra-se M. ilicifolia.
Para fundamentar estratégias de manejo para a espécie, tanto na regido quanto em outras
areas de Floresta Ombrdfila Mista, faz-se necessario o desenvolvimento do conhecimento
acerca de sua autoecologia.

Além disso, em reunido técnica entre pesquisadores de plantas medicinais, em ambito
nacional, M. ilicifolia e M. aquifolia foram selecionadas como prioritarias para a realizacao de
estudos de conservacdo e manejo, no ecossistema Mata Atlantica (EMBRAPA/IBAMA,
2001). Estudos envolvendo a elucidagcdo de aspectos do sistema reprodutivo, diversidade
genética, dinamica de populagdes e cadeia produtiva, bem como acgbes de coleta de
germoplasma, foram considerados de maior prioridade, nesta reunido. O presente trabalho
procurou, portanto, contribuir em alguns pontos colocados como prioritérios para a geragao
de critérios de conservagcdo e manejo de M. ilicifolia, tendo como objetivo geral elucidar
aspectos basicos da ecologia da espécie. Os objetivos especificos foram:

o Avaliar parametros fenotipicos nao destrutivos para a estimativa do rendimento foliar em
individuos de M. ilicifolia em populagdes naturais;

e Avaliar o incremento de biomassa foliar, nimero de ramos, didmetro a altura do colo
(DAC) e altura apos diferentes sistemas de poda de M. ilicifolia em populagdes naturais;

e Analisar aspectos da biologia floral de M. ilicifolia em populagdes naturais;

e Analisar a diversidade genética de populagdes naturais de M. ilicifolia;

e Avaliar o sistema de cruzamento de M. ilicifolia em populag¢des naturais.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 — A espécie

Popularmente, algumas espécies sdo conhecidas como espinheira-santa e
comercializadas com este nome, tais como Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., M. aquifolia
Mart., Pachystroma illiscifolium Mull.Arg., Zolllernia sp. e Sorocea bomplandii (Montanari Jr,
2002).

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., objeto desse estudo, pertence a ordem Celastrales e
a familia Celastraceae. Segundo Carvalho-Okano (1992), que revisou o género Maytenus no
Brasil extra-amazénico, das 77 espécies deste género, apenas 6 sdo exclusivas ou
abundantes na regido sub-tropical, dentre as quais M. ilicifolia.

A espécie apresenta uso medicinal consagrado. Etnicamente, M. ilicifolia tem sido
utilizada por comunidades indigenas e rurais da Argentina, Paraguai, Uruguai e da regido
sul do Brasil, como analgésica, adstringente, anti-Ulcera, anti-tumoral, afrodisiaca,
contraceptiva e cicatrizante (Alonso, 1998). Sua principal agdo, no entanto, tem sido
reportada no tratamento de problemas gastricos — especialmente gastrite e uUlcera. Para esta
finalidade, ja em 1922 o Dr. Aluizio Franga, médico paranaense, receitava a seus pacientes
o cha das folhas de espinheira-santa (Stellfeld, 1934).

No inicio da década de 70, alguns trabalhos demonstraram o efeito anti-neoplasico
(Monache, 1972) de M. ilicifolia — estes trabalhos, no entanto, n&o tiveram continuidade. Em
1988, o efeito anti-Ulcera gastrica de M. ilicifolia foi comprovado por pesquisas da extinta
Central de Medicamentos (CEME) (Carlini, 1988), fato que promoveu amplamente a
utilizagdo da espécie. Posteriormente, estudos realizados por Souza Formigoni et al. (1991)

demonstraram que o cha de folhas de M. ilicifolia apresenta efeito semelhante a ranitidina e
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a cimetidina no tratamento de Ulcera gastrica, além de causar incremento do volume e do
pH do suco gastrico (Souza Formigoni et al., 1991).

Nos ultimos anos, a imprensa (Revista Satde, fev/2002; Revista Epoca, jul/1998) vem
noticiando o primeiro medicamento produzido integralmente no Brasil, visando o
estabelecimento de patente, justamente a base de M. ilicifolia. Apesar do “status” adquirido
por M. ilicifolia, pesquisas recentes vém demonstrando que outras espécies conhecidas
popularmente como espinheira-santa e utilizadas terapeuticamente, bem como outras
espécies do género Maytenus, apresentam agdes farmacoldgicas semelhantes (Gonzalez et
al., 2001; Niervo et al., 2001). Estes resultados corroboram a importancia e a efetividade do
conhecimento popular na utilizagdo de plantas medicinais - 74 % das drogas derivadas de
plantas que s&o hoje utilizadas no mundo tém o mesmo uso ou um uso relacionado ao uso
popular das plantas das quais derivaram (Farnsworth,1988).

De acordo com Carvalho-Okano (1992), M. ilicifolia € um sub-arbusto ou arvore,
ramificado desde a base, medindo até cerca de cinco metros de altura. Apresenta ramos
glabros; estipulas inconspicuas; folhas congestas, coriaceas, glabras, com nervuras
proeminentes na face abaxial, forma eliptica ou estreitamente eliptica, base aguda a obtusa,
apice agudo a obtuso, mucronado ou aristado. A margem das folhas pode se apresentar
inteira ou com espinhos em numero de um a varios, distribuidos regular ou irregularmente
no bordo, geralmente concentrados na metade apical de um ou de ambos os semi-limbos.
Apresenta inflorescéncias em fasciculos multifloros e frutos do tipo capsula, bivalvar,
orbicular (Carvalho-Okano, 1992). De todas as espécies do género Maytenus, M. ilicifolia é a
Unica que apresenta ramos angulosos tetra ou multicarenados e frutos cujo pericarpo
maduro tem coloragdo vermelho-alaranjada (Carvalho-Okano, 1992), sendo estas

caracteristicas, portanto, importantes para sua identificagao (Figura 01).
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Figura 01: aspectos das folhas, ramos, flores e frutos de M. ilicifolia (A = brotagéo
anAs noda total: B = hratacin na aliséncia de noda)



M. ilicifolia apresenta flores mondclinas; no entanto, possivelmente estas apresentem
comportamento funcional de flores diclinas (Carvalho-Okano, 1992; Scheffer, 2001). Existem
flores de estames praticamente sésseis, de coloracdo pardacenta, adpressos na parede do
ovario, o qual se apresenta supero ou semi-infero, proeminente (Carvalho-Okano, 1992). Os
frutos produzidos a partir dessas flores sdo numerosos e nado apresentam vestigios do
perianto na parte apical. Supde-se que estas flores sejam funcionalmente pistiladas
(Carvalho-Okano, 1992). Outras flores se apresentam com estames maiores, de cor
amarelo-forte, e com o ovario infero; provavelmente, estas atuem como doadoras de pdlen e
atrativas a polinizagdo, uma vez que, na antese, o disco dessas flores secreta néctar
(Carvalho-Okano, 1992; Scheffer, 2001).

Calago (1996), citada por Scheffer (2001), observando os visitantes florais da espécie,
identificou a presencga de pequenas vespas e formigas, que podem atuar como polinizadores
ou como simples pilhadoras de néctar.

O florescimento de M. ilicifolia comega no inicio da primavera e permanece durante o
verdo (Scheffer, 2001). A frutificagdo ocorre nos meses de novembro, dezembro e janeiro
(Carvalho-Okano, 1992; Scheffer e Araujo, 1998). Scheffer e Araujo (1998) observaram a
ocorréncia de frutos somente em arvores que recebem insolagéo direta durante pelo menos
parte do dia. Segundo estes autores, mesmo recebendo luz direta, nem todos os individuos
da populagao frutificam no mesmo ano.

As sementes sdo de comportamento ortodoxo, perdendo rapidamente a viabilidade
quando armazenadas fora da camara fria. (Scheffer et al, 1994; Rosa, 1994). Quanto a
forma de dispersdo natural das mesmas, M. ilicifolia apresenta sindrome de dispersao
zoocdrica, especialmente realizada por aves (Tabarelli et al.,1993).

A espécie ocorre predominantemente nos estados da regido sul do Brasil e nos paises
vizinhos (Paraguai, Uruguai e leste da Argentina) (Carvalho-Okano, 1992). M. ilicifolia ocorre

especialmente no sub-bosque de remanescentes de Floresta Ombrofila Mista. Na Floresta
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Ombrofila Densa, a espécie parece ocorrer somente nas porgdes superiores da Serra do
Mar (Klein, 1968; Tabarelli et al., 1993 ).

Rosa (1994) observou que M. ilicifolia € uma planta seletiva esciofila, desenvolvendo-se
bem sob luz difusa, no interior de sub-bosques, onde a floresta ndo é muito densa, bem
como a pleno sol. Segundo o mesmo autor, a espécie € seletiva higrdfila, preferindo solos
umidos em ambientes ciliares.

Radomski (1998) coloca que nas plantas que crescem a pleno sol, o teor de taninos,
polifendis totais e polifenois n&do tanantes € maior do que naquelas que ocorrem em
ambientes semi-sombreados, ocorrendo o inverso em relagdo a teores de nitrogénio,
potassio, boro e silicio. Bernardi e Wasicki (1959) afirmam ainda que, a pleno sol, as folhas
s&0 menores e com menor numero de espinhos nas margens.

Em relagdo a diversidade genética de populagbes naturais de M. ilicifolia, poucos
trabalhos foram desenvolvidos. Bittencourt (2000), analisando diferentes populagbes
naturais de M. ilicifolia, por meio de marcadores RAPD, identificou que ha menores
distancias genéticas entre populagbes que estdo inseridas em paisagens semelhantes,
mesmo que geograficamente distantes, se comparado a populagdes geograficamente mais
préximas porém em paisagens com caracteristicas distintas.

Perecin (2001) avaliou indices de diversidade em cinco populagbes naturais de M.
aquifolia e em uma populagao natural de M. ilicifolia. De acordo com os dados obtidos pela
autora, M. ilicifolia compartilha com M. aquifolia grande parte dos alelos, sugerindo que
estas espécies podem ser filogeneticamente muito proximas. Na populagéo de M. ilicifolia
avaliada neste estudo, a autora identificou grande diferenga entre as heterozigosidades
esperada e observada (f=0,562), muito embora haver alta percentagem de locos
polimérficos (P=70,0%) e elevado numero médio de alelos/loco (A=2,1), bem como elevada
diversidade genética (Hg=0,255) Estes resultados foram obtidos a partir da avaliagdo das
frequéncias de 21 alelos em 10 locos alozimicos.
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Analisando a diversidade genética e o sistema de cruzamento em populagbes de
progénies de espinheira-santa, Scheffer (2001) verificou uma alta taxa de cruzamento
(Tm=0,996), comprovando a expressiva alogamia da espécie. A autora obteve também
elevada percentagem de locos polimérficos (P=80,0%) e elevadas heterozigosidades
esperada (He =0,422) e observada (Ho =0,396), a partir da avaliagdo de 19 alelos em 5
locos, utilizando a técnica da eletroforese de isoenzimas. Neste trabalho, foi verificado que a
maior parte da variabilidade da espécie esta dentro, e ndo entre as populag¢des (Fsr=0,065).

A baixa estruturacdo genética entre populagbes naturais de M. ilicifolia é¢ uma
caracteristica de espécies que ocorrem em estagios finais de sucessdo, de acordo com
Hamrick (1983), citado por Kageyama e Lepsch-Cunha (2001). De fato, M. ilicifolia é
encontrada em sub-bosques de florestas em fase de sucessdo secundaria tardia ou
climacica (Carvalho-Okano, 1992; Tabarelli et al., 1993).

No entanto, em plantio de mudas da espécie no interior de capoeirdo foi observado um
desenvolvimento praticamente nulo das mesmas (Rachwal et al., 2002), o que parece
indicar que o estabelecimento das populagdes ndao se dé em estagios avangados de
sucessao. Possivelmente, o estabelecimento se dé em areas abertas ou clareiras,
apresentando a espécie plasticidade suficiente para a sobrevivéncia nos estagios mais
avancados.

Populagbes de M. ilicifolia ocorrem freqliientemente em ambientes com restricbes
edaficas, tais como matas ciliares, agrupamentos arbéreos em campos e afloramentos de
rochas (Klein, 1968; ITCF, 1985; Cervi et al., 1989; observagao pessoal), geralmente em alta
densidade e em pequenas areas (observagdo pessoal). Radomski (1998) observou a
ocorréncia de populagdes de M. ilicifolia sobre cambissolo gleico distréfico epieutréfico,
cambissolo profundo alico e solo litdlico. Na regido central do Parana, a espécie ocorre com
frequéncia em afloramentos de rochas e solos litélicos, ocupando o dossel da paisagem
florestal, em climax edafico (observagdo pessoal). Possivelmente, portanto, a espécie
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apresente adaptagcao a condigcbes de baixa fertilidade natural, pedregosidade e elevada
acidez dos solos.

Apesar da elevada densidade observada em algumas populagbes (observagao
pessoal), a ocorréncia de populagdes da espécie € pouco freqliente, considerando as
estratégias de amostragem geralmente utilizadas. Em 63 levantamentos do componente
arboéreo da Mata Atlantica, revisados por Siqueira (1994), M. ilicifolia nunca foi relatada.

A raridade das espécies tropicais é classificada por Bawa e Asthon (1991) em quatro
niveis: 1. espécies que sao uniformemente raras (densidades populacionais pequenas); 2.
espécies que sdo comuns em alguns locais mas raras entre estes locais; 3. espécies
localmente endémicas, representadas por diferentes formas de vida (epifitas, ervas
rasteiras, arbustos); 4. espécies que apresentam-se agrupadas, algumas vezes ocorrendo
em altas densidades, mas com densidade da populagéo total muito baixa, tornando as
populagdes fragmentadas dentro de ilhas de varios tamanhos — os agrupamentos podem ser
muito grandes, como na categoria 2, ou muito pequenos, representados por poucos
individuos. Possivelmente, M. ilicifolia esteja enquadrada nesta ultima categoria.

As pequenas areas ocupadas por populacdes da espécie e sua aparente associacao
com ambientes de restricdo edafica, bem como a forte ameaca de eliminagdo dos
remanescentes florestais na sua area de ocorréncia, provavelmente sao fatores que
promovem sua classificagdo como espécie rara e ameagada de extingdo no estado do

Parana (SEMA/GTZ, 1995).
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2.2 - Manejo de populag¢oes naturais de plantas medicinais em florestas tropicais

O manejo de populagdes naturais pode ser entendido como a exploragdo controlada das
populagdes de uma dada espécie, visando a obtengdo de um produto direto (palmito,
madeira, flores, frutos, etc) ou indireto (metabdlitos secundarios) (Reis, 1996b). Para que
este manejo seja sustentavel, deve ser economicamente viavel, ecologicamente defensavel
e socialmente justo (Kageyama, 2000). As estratégias para o manejo devem se basear em
informacdes sobre os componentes da diversidade bioldgica e em uma participagao efetiva
das comunidades locais, tanto no planejamento, na implementacédo e nas decisdes que
envolvam o acesso aos recursos genéticos nas areas onde vivem (Lenaud & Lebot, 1997;
Arunachalan, 2000), quanto no reconhecimento do direito de se beneficiarem pelo
conhecimento e pela propria conservagao dos recursos (Brasil, 1999).

Varias organizagdes governamentais e nao governamentais consideram o manejo
sustentavel dos recursos naturais como uma estratégia eficiente de conservagéo da
biodiversidade das florestas (ICRAF, 1989; IUCN, 1989; BID, 1990; CGIAR, 1990; FAO,
1991; WRI/IUCN/PNUMA, 1991; WRI, 1992; IICA 1993; FAO, 1993; BRASIL 1998).

Neste contexto, diversos autores tém estudado métodos de manejo que visam o
rendimento sustentavel na utilizacdo de esséncias florestais. Alguns propéem a exploragao
e favorecimento de determinadas espécies, outros apresentam modelos baseados na
distribuigdo de classes diamétricas ou produgdo de biomassa das espécies desejadas,
havendo aqueles ainda que sugerem o favorecimento de uma determinada espécie em
detrimento da diversidade do ecossistema, de forma a se obter maior retorno econémico
(Gomez-Pompa & Burley, 1991).

Fantini et al.(1992) propdem um modelo adaptado as condigdes das florestas tropicais, o
qual se fundamenta em dois aspectos: o carater ciclico da exploragdo e o equacionamento

da exploragdo de cada espécie individualmente. Em outras palavras, para que o manejo
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seja sustentavel, este modelo propde que a retirada de um numero de individuos (ou parte
destes), a cada ciclo de exploragdo, deve ser reposta pelo préprio dinamismo da espécie
(Reis, 1996b). Assim, para atender a exploragdo continua, faz-se necessario conhecer
aspectos relacionados a demografia, produgdo de biomassa, capacidade de regeneragao,
estrutura genética e biologia reprodutiva das espécies a serem manejadas.

A avaliagao periddica do incremento de biomassa das espécies de interesse deve ser
procedida, visando determinar estratégias como intensidade e intervalo de poda (Reis,
1996a). Para produtos ndo madeiraveis, esta avaliagdo deve ser promovida considerando
também os individuos podados, a fim de se avaliar a reposicdo de biomassa apds a
intervencéo.

O incremento mencionado deve ser considerado em termos da variavel de interesse
(associada com o desenvolvimento do 6rgao da planta a ser explorado). Caso os 6rgaos de
interesse sejam as folhas, a varidvel pode ser o numero de folhas, a matéria seca
acumulada, o comprimento dos ramos ou outra variavel associada; caso seja a raiz, a
variavel pode ser o comprimento da raiz; no caso das lianas, onde quase todo o organismo
€ utilizado, poderia se avaliar o incremento em termos de comprimento do ramo ou matéria
seca acumulada (Godoy e Bawa, 1993; Reis e Mariot, 2000).

Neste sentido, no caso de M.ilicifolia, na qual os 6rgaos de interesse séo as folhas, a
determinagéo do rendimento foliar de cada individuo a partir de caracteristicas fenotipicas
de facil analise pode ser um parametro interessante para o desenvolvimento de estratégias
de exploracao sustentavel. A correlacédo entre caracteristicas fenotipicas e rendimento tem
sido avaliada, com este objetivo, para o manejo de popula¢gdes naturais de plantas
medicinais (Pavan-Fruehauf, 2000) e de palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) (Bovi et al., 1991;
Fantini et al., 1997).

Nao obstante, a garantia de continuidade do processo exploratério € da conservagéo da
biodiversidade n&o esta relacionada somente a manutencdo da regeneragdo e do
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incremento de biomassa dos individuos da espécie de interesse. A pratica do manejo de
determinada espécie geralmente promove alteragdes no tamanho populacional e nos
padrdes espaciais dos individuos dentro de suas populagdes (Bawa e Krugman, 1990 apud
Sebben et al., 2000; Murawski, 1995 apud Sebben et al., 2000). Estas alteragdes podem
afetar negativamente a estrutura genética das mesmas, através da perda de alelos raros e
do aumento da endogamia, elementos estes potencialmente geradores de redugdo na
produtividade e na adaptagao das geragdes subsequentes (Sebben et al., 2000).

Varios sistemas de manejo de florestas se baseiam na regeneragéo natural das espécies
exploradas, mas geralmente ndo se apdiam no conhecimento e monitoramento da
diversidade genética, reduzindo assim a biodiversidade e aumentando os niveis de
endogamia das populagdes naturais (Reis, 1996b).

Portanto, para que o manejo seja efetivamente sustentavel, faz-se necessario a
manutencao da estrutura genética e do dinamismo demografico de populagbes naturais,
processos nos quais a interagéo dos individuos de interesse com outras espécies animais e
vegetais € um ponto de especial importancia (Reis, 1996b). Na pratica do manejo, o
conhecimento destes aspectos deve fundamentar a definicdo do nimero e distribuicdo dos
individuos em fase reprodutiva que permanecerdao - n&o serdo retirados - para dar
continuidade a regeneracao natural pela produgao periddica de sementes (Reis, 1996b; Reis
et al. ,1997). Neste sentido, € de grande importancia a avaliagao das forgas micro-evolutivas

e dos processos ecologicos que estao atuando sobre as populagdes naturais.

2.3 Consideragoes gerais sobre genética de populagoes

A diversidade de uma populacdo, em nivel genético, pode ser mensurada por meio da
riqueza de alelos e da equitabilidade na freqiiéncia dos mesmos (Frankel et al., 1995). A

riqueza alélica pode ser caracterizada pelo numero total de alelos presentes na amostra,
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bem como pela percentagem de locos polimérficos; a equitabilidade, por sua vez, pode ser

estimada pelo coeficiente de diversidade genética (He) de Nei (1973):

HE=1'Zpi2

onde:
He = coeficiente de diversidade genética (heterozigosidade esperada)

p; = freqiiéncia do alelo i

Hamrick e Godt (1990) revisaram 653 estudos que envolveram a obtengado de indices
de diversidade para 449 espécies vegetais. Apesar da grande variagdo destes indices entre
as espécies, em média, as mesmas apresentaram coeficiente de diversidade genética (Hg)
em torno de 0,15, e 50 % dos locos polimdrficos. Espécies perenes, de final de sucessao e
polinizadas pelo vento em geral apresentaram os maiores indices.

Em uma populagdo grande, com acasalamento ao acaso (panmixia), as frequéncias
alélicas e genotipicas devem ser constantes, geracdo apods geragcado. Esta é a premissa
basica do equilibrio de Hardy-Weinberg (Futuyma, 1992). No entanto, forgas micro-
evolutivas podem afastar as populagbes naturais deste equilibrio. Desvios da condicédo de
equilibrio de Hardy-Weinberg implicam que a populacdo esteja subdividida reprodutivamente
em grupos com um certo grau de parentesco (Futuyma, 1992). Uma das formas de
caracterizar este desvio é através da comparagcdo entre o numero de heterozigotos
observado (Hp) em determinada populagéo e a diversidade genética (Hg), esperada caso a
mesma esteja em panmixia. Esta comparagdo pode ser procedida pela estimativa do

coeficiente de endogamia de Wright (f) (Wright, 1951):

f = (He — Ho)/He
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onde:
f = coeficiente de endogamia de Wright
He = diversidade genética (heterozigosidade esperada)

Ho = heterozigosidade observada

O coeficiente de endogamia (f) expressa a existéncia de autofecundagdo ou de
cruzamentos entre aparentados na populagdo. Quanto maior a ocorréncia destes
fendbmenos, menor o numero de heterozigotos observado e, consequentemente, maior o
coeficiente de endogamia. Caso a populagdo tenha um nivel de endogamia estavel, ao
longo das geragdes, como conseqiiéncia de caracteristicas do sistema reprodutivo da
espécie, diz-se que a mesma esta em equilibrio de endogamia (Wright, 1951).

No entanto, no coeficiente de endogamia estd embutida a atuacdo de outra forga
microevolutiva - a deriva genética. Esta forca ndo é condicionada diretamente apenas por
caracteristicas do sistema reprodutivo da espécie, mas sim por variagbes aleatdrias da
contribuicdo de cada individuo da populagdo no processo reprodutivo. Futuyma (1992)
define a deriva genética como uma flutuagdo aleatéria das freqliéncias alélicas, que tem
como conseqliéncia a perda e/ou a fixagao de alelos. A deriva pode promover a perda de
alelos da populagéao e, a longo prazo, pode gerar um aumento da endogamia, em fungéo da
maior probabilidade de autofecundagdo e cruzamento entre individuos aparentados
(Kageyama et al., 1998). O aumento da endogamia pode afetar a conservagéo da
diversidade genética da populagdo. Sebben et al. (2000), referenciando varios autores
(Crow e Kimura, 1970; Allard, 1971; Mettler e Gregg, 1973; Geburek, 1986; Falconer e
Mackay, 1997) colocam que a endogamia expde gens deletérios a homozigose, fato que
pode promover reducao da produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, vigor e

adaptacéo.
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Por outro lado, algumas vezes os individuos heterozigotos apresentam vantagens
adaptativas (“fitness”) e tendem a ser selecionados no processo de recrutamento, reduzindo
o coeficiente de endogamia (f). A selegdo de heterozigotos entre individuos adultos € um
fendbmeno importante para a conservagao da variabilidade genética em populagdes naturais,
e foi detectada em populacdes de varias espécies arboreas, revisadas por Sebbenn et al.
(2001).

Entre populagbes de uma mesma espécie (subpopulagdes), as for¢gas micro-evolutivas
podem atuar em diferentes intensidades, afetando de formas distintas os coeficientes de
endogamia de cada uma. Quando isso ocorre, diz-se que ha uma estruturagdo genética
entre as populagbes, a qual pode ser avaliada por meio das estatisticas-F de Wright (Wright,
1951,1965), bem como por meio de outros métodos, tais como a analise da diversidade em
populagdes subdivididas (Nei, 1973) e os coeficientes de coancestralidade de Cockerham
(Cockerham, 1969).

As estatisticas-F de Wright sdo medidas do efeito de endogamia em diferentes niveis
populacionais: na média de cada subpopulagéo (Fs), no conjunto das subpopulagdes (Fir) e
entre as subpopulagdes (Fst). Os coeficientes de coancestralidade (Cockerham, 1969), por
sua vez, sao obtidos a partir da decomposi¢édo das variéncias das frequéncias alélicas em
cada nivel populacional. Estes sédo definidos como a correlagao entre as frequéncias alélicas
entre individuos de um mesmo grupo (6 ), a correlagdo entre alelos de individuos de
diferentes grupos (F) e a correlagdo entre alelos de individuos dentro de populagdes (f)
(Cockerham, 1969).

A analise da diversidade em populagdes subdivididas (Nei, 1973) esta fundamentada na
distribuicdo da heterozigosidade do conjunto das subpopulagdes - Hr- entre (Dst) e dentro
(Hs) das mesmas. Nesta analise, Gst € a medida da relagéo entre a heterozigosidade entre

as subpopulagdes (Dst) a heterozigosidade total (Hr).
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Apesar de apresentarem caracteristicas especificas, os coeficientes Fsr, Gst e 6 séo
similares, assim como F1 é similar a Fe Fig é similar a f.

Quando os valores de Fst, Gst ou @ séo elevados, a variagdo genética entre os grupos
populacionais (subpopulagbes) da espécie € maior do que dentro dos grupos, e diz-se que
ha uma grande estruturagdo genética entre os mesmos. Caso estes coeficientes sejam
relativamente baixos, a maior parte da variabilidade esta dentro de cada subpopulagao, e
nao entre as mesmas. Quando isso ocorre, geralmente existe um elevado fluxo génico entre
as subpopulagées, determinado pela polinizagao e pela dispersdo de sementes.

O fluxo génico pode ser definido como um termo coletivo que inclui todos os
mecanismos que resultam no movimento de alelos de uma populagéo (subpopulagao) para
outra (Slatkin, 1985). Existe grande associagdo entre o fluxo génico e a estrutura genética
das populacdes das espécies arboreas tropicais, de forma que a distédncia de véo dos
polinizadores e dispersores de sementes pode predizer a variagao genética das espécies
em questdo (Kageyama e Lepsch-Cunha, 2001). Hamrick (1987), citado por Kageyama e
Lepsch-Cunha (2001), mostrou que a diversidade genética entre populagdes (Gsr) era
crescente no sentido dos agentes polinizadores das espécies em questdo, da seguinte
forma: morcegos (Gst=0,021), abelhas grandes (Gst=0,035), abelhas médias (Gs1=0,041),
abelhas pequenas (Gst=0,062) e vento (Gsr=0,065). Hamrick e Loveless (1986) também
detectaram diversidades genéticas crescentes entre populagdes de espécies arbéreas com
dispersao de sementes na seguinte ordem: morcegos (Gst=0,028), passaros (Gsr=0,040) e
autopropulsao (Gst=0,065). Quanto maior o potencial de vbo do polinizador ou do dispersor
das sementes, menor a divergéncia genética (Kageyama e Lepsch-Cunha, 2001).

O fluxo génico é a principal forca que atua de forma contraria ao efeito de deriva,
promovendo o aumento da riqueza alélica e do numero de heterozigotos em cada
populagédo. Segundo Wright (1951), quando um ou mais individuos migram por geragéao, a
divergéncia entre populagdes por deriva é impedida.
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O fluxo génico entre subpopulagbes tende a diminuir a estruturagdo genética entre as
mesmas, e é fortemente determinado pelo sistema de cruzamento da espécie. No entanto, o
sistema de cruzamento esta intimamente relacionado também com a capacidade de troca
alélica dentro de cada populagdo. Uma das formas de avaliar o sistema de cruzamento é por
meio da estimativa da taxa de cruzamento (Ritland e Jain, 1981), a qual indica a proporgao
de cruzamentos alogamicos que ocorre na populagéo.

Varias populag¢des naturais de espécies arboreas tropicais tém sido estudadas quanto a
taxa de cruzamento, empregando-se em geral modelos multilocos, os quais levam em
consideragao as combinagdes genotipicas de todos os locos avaliados (O Malley e Bawa,
1987; O'Malley et al., 1988; Murawski et al., 1990; Murawski e Hamrick, 1991; Murawski et
al., 1994; Murawski e Bawa, 1994; Hall et al., 1994; Reis, 1996c; Scheffer, 2001). O modelo
proposto por Ritland e Jain (1981) tem sido amplamente utilizado, e encontra-se disponivel
no programa MLTR (Ritland, 1997).

Para espécies arboreas tropicais, os valores das taxas de cruzamento sdo geralmente
elevados, revelando uma alta taxa de alogamia (Reis, 1996b). Esta elevada alogamia, aliada
a expressiva diversidade genética estimada para a maioria destas espécies, sao fatores que
apresentam especial importancia, uma vez que a geragédo posterior podera apresentar
novos recombinantes ou mais recombinantes, permitindo a adaptagdo a microambientes e a
manutencao da dindmica populacional (Reis, 1996b).

A estimativa do fluxo génico e da taxa de cruzamento traz uma perspectiva dindmica
aos estudos de estrutura genética em populagdes naturais (Reis, 1996b). A integragao das
informacdes relativas aos niveis de diversidade, distribuicdo da variabilidade, taxa de
cruzamento e fluxo génico obtidas em diferentes anos e em diferentes populagbes permite
uma caracterizagdo efetiva da dindmica da movimentacdo dos alelos em populagdes

naturais (Reis, 1996b).
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Quanto maior o fluxo génico e a taxa de cruzamento, maior tende a ser o tamanho
efetivo das populagbes naturais. O tamanho efetivo (Ne) indica a representatividade
genética dentro das populagbes, sendo inversamente proporcional ao coeficiente de
endogamia.

Esta estimativa é maxima em populagbes idealmente grandes, perfeitamente
panmiticas — ou seja, nestas condigdes o numero de individuos da populagéo tende a ser o
mesmo do tamanho efetivo populacional. No entanto, os efeitos de deriva e endogamia, que
geralmente ocorrem em populagdes naturais, tendem a diminuir a representatividade
genética das populagbes. Assim, o numero de individuos ndo endogémicos que
efetivamente participam dos processos reprodutivos em cada geragdo - tamanho efetivo
populacional - geralmente € menor do que o tamanho demografico da populagéo. Estudos
de manejo que levam em conta a conservacao da diversidade genética das populagbes
naturais das espécies de interesse vém propondo a necessidade de conservagdao de um
tamanho efetivo de pelo menos 50 individuos na populagéo, os quais devem servir como
porta-sementes (Sebben et al, 2001; Reis et al., 1997). Este nimero é recomendado para
conter os efeitos de endogamia nas populagdes, consideradas 100 geragdes (Kageyama e
Lepsch-Cunha, 2001).

O sistema reprodutivo das espécies, o qual é determinante do fluxo génico e da taxa de
cruzamento, € um dos fatores mais diretamente ligados aos niveis de diversidade genética e
a sua distribuicao dentro e entre populagbes (Hamrick et al., 1979; Hamrick & Godt, 1990).
Neste sistema, a fauna representa um importante papel em ambientes tropicais (Bawa,
1990; Therborgh, 1986), especialmente através da polinizagdo e da dispersao de sementes.
Em espécies tropicais, apesar das flores serem em geral hermafroditas, estas normalmente
apresentam algum mecanismo de auto-incompatibilidade (Bawa, 1985a, 1985b). As
elevadas taxas de cruzamento observadas nestas espécies sdo conseqiéncia
principalmente da atuagado da fauna no processo de polinizagao (Bawa, 1990). Em relacéo a

29



dispersao das sementes de espécies tropicais, a atuagédo da fauna também ¢é fundamental.
Howe e Smallwood (1982) revisaram diversos estudos relativos a sindrome de dispersao de
espécies arboreas tropicais, revelando que a zoocoria é o principal mecanismo envolvido.

De acordo com o exposto, aspetos ecologicos e genéticos estdo profundamente
interligados na promogéao das forgas micro-evolutivas e na definigdo da estrutura genética de
populagdes naturais. Considerando-se que a conservagado da diversidade genética € uma
premissa basica do manejo sustentavel de populagdes naturais, o conhecimento da biologia

reprodutiva e dos mecanismos micro-evolutivos envolvidos sdo de grande importancia.

2.4 Analise da diversidade genética como contribuicdo ao manejo de populagdes

naturais

Recentemente, o estudo da genética de populagbes vém contribuindo para a
fundamentagao de propostas de manejo de espécies tropicais.

Reis (1996¢) caracterizou a distribuicdo da variabilidade genética do palmiteiro (Euterpe
edulis), em nivel geografico local e regional. Os valores de Fsr obtidos demonstraram haver
baixa divergéncia entre as populagdes estudadas, tanto entre progénies quanto entre
individuos adultos. A avaliagdo das frequéncias alélicas e a analise de agrupamento
indicaram também uma adequagédo ao modelo de isolamento por distancia, reforgado pelo
gradiente altitudinal, como a forma basica da distribuicdo geografica da variabilidade
genética na espécie (Reis, 1996¢; Reis et al., 2000). A estimativa do tamanho efetivo
populacional em diferentes populagbes da espécie possibilitou a indicacdo da necessidade
da manutengdo de um numero de 60 individuos/ha, como porta-sementes, na pratica do
manejo (Reis et al., 1997).

Moraes (1998), estudando a estrutura genética de Crypfocarya moschata, identificou
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, predominantemente, nas populagbes avaliadas.
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A divergéncia genética foi bastante baixa, ocorrendo no entanto expressivos efeitos de
deriva e/ou selegdo entre regibes diferentes. A partir da estimativa de tamanho de
vizinhanga, o autor coloca a necessidade da manutencdo de 5 individuos/ha, em média,
para manter a estrutura genética atual das populagdes da espécie.

Sebben et al. (2000) estudaram os efeitos do manejo tradicional da caixeta (Tabebuia
cassinoides) sobre a variabilidade genética intrapopulacional e o sistema reprodutivo da
espécie, a partir da comparagao destes parametros entre uma populagdo manejada e uma
populagdo ndo manejada. Os resultados indicaram elevados valores de Fis (0,259) e Fit
(0,282), sugerindo forte endogamia nas populagbes. A divergéncia genética entre as
populagdes (Fst) foi baixa, indicando que aproximadamente 97 % da variabilidade genética
encontra-se dentro das mesmas. Neste estudo, a populagdo manejada apresentou menor
quantidade de alelos, menores heterozigosidades observada e esperada, menor
percentagem de locos polimérficos, maior coeficiente de endogamia e menor taxa de
cruzamento do que na populagdo ndo manejada, evidenciando os efeitos negativos do
manejo sobre a variabilidade genética da espécie. A partir da estimativa do tamanho efetivo
populacional, os autores propdem a manutencao de 60 plantas reprodutivas/ha, para que o
manejo da espécie seja sustentavel.

Auler (2000) caracterizou a estrutura genética de popula¢des naturais de Araucaria
angustifolia no estado de Santa Catarina. Neste estudo, foi verificada uma baixa divergéncia
genética entre as populagdes (Fst = 0,044) — indicando que a maior parte da variabilidade
genética esta dentro das populagdes - e um relativamente elevado fluxo génico entre as
mesmas (Nm = 5,43). No entanto, foram encontrados baixos valores de nimero médio de
alelos/loco, porcentagem de locos polimdrficos e heterozigosidade esperada. Estes indices
foram menores nas populagbes mais degradadas, indicando que a fragmentagdo e a

degradagao vém contribuindo para a alteragéo da frequiéncia e da dindmica dos alelos nas
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populagbes estudadas, e que o manejo da espécie, para ser sustentavel, deve levar em
conta a conservacgéao da estrutura genética de suas populagdes.

Mariot et al., 2002, estudando populagdes naturais de pariparoba (Piper cernuum) nos
estados de Santa Catarina e Sao Paulo, identificaram elevada divergéncia genética entre
populagdes (Fst = 0,380) e menor divergéncia genética entre regides (Fst = 0,069) e entre
clareiras da mesma regido (Fst = 0,062). Foi identificado também um excesso de
heterozigotos (Fs = -0,170), indicando selegdo em favor dos mesmos. Os resultados obtidos
e o fato da espécie depender constantemente da formagéao de clareiras para a manutengéo
do seu dinamismo, sugerem que o efeito fundador é fortemente responsavel pela
estruturacdo das populagbes. Para o manejo sustentavel da espécie, os autores propdem
que é fundamental a manutengéo de plantas e de ramos reprodutivos nas clareiras durante
a pratica do mesmo, uma vez que o0s genodtipos ali encontrados e produzidos séo
responsaveis pela entrada da espécie em novas clareiras, mantendo a dinamica da
movimentagao alélica (Mariot et al., 2002)

Estes trabalhos, entre outros, tém gerado informagdes que fundamentam estratégias de
conservacao e manejo de populagdes naturais de espécies tropicais, utilizando a andlise da

diversidade genética como ferramenta.
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3. Metodologia

3.1 - Areas de estudo

O estudo foi realizado em duas populacdes naturais de M. ilicifolia no municipio de
Guarapuava, regiao central do Parana, Brasil.

O municipio de Guarapuava esta localizado no Terceiro Planalto paranaense, a uma
altitude média de 1.040 m, em regiao de dominio da Floresta Ombrofila Mista.

O clima é considerado do tipo Cfb (classificagdo de Koeppen), com temperatura média
anual em torno de 16° C, sendo a temperatura média do més mais quente inferior a 22° C e
do més mais frio entre 6°C e 8°C. A ocorréncia de geadas severas € freqiiente — entre 10 e
25 por ano. A precipitagdo média anual varia entre 1.500 e 1.700 mm e apresenta
distribuigdo praticamente uniforme durante todo o ano.

Uma das populagdes estudadas - a populagao 01 - esta localizada na Fazenda da
Costa, propriedade da Empresa Madeireira Nacional - MANASA S.A. A area fica proxima a
comunidade do Butiazinho, distrito da Palmeirinha. Agricultores familiares desta comunidade
identificaram a populagéo e solicitaram a MANASA S.A. permissao para extrair folhas de M.
ilicifolia, para fins comerciais. A solicitagcdo foi acatada, desde que a extragdo estivesse
inserida em um contexto de desenvolvimento de critérios para 0 manejo sustentavel da
espécie, com acompanhamento técnico constante. Um projeto especifico, articulado entre a
MANASA S.A., a Fundagcdo RURECO e os agricultores envolvidos foi desenvolvido,
considerando as acbes deste estudo. Na implementacédo deste projeto, considerou-se que
na geragado de conhecimento, especialmente em relagdo ao manejo do ambiente florestal, é
de fundamental importédncia o envolvimento do publico-alvo (agricultores-extratores) no
processo de experimentagdo, dando desta forma validade e eficacia aos métodos de

Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) (Chambers et al, 1989). Assim, permite-se gerar um
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conjunto de tecnologias que seja socialmente apropriado as condi¢gdes da populagéo local
(Carvalho, 1990). Com base nesta premissa, buscou-se implementar agbes e discutir
resultados deste trabalho com a participagdo dos agricultores, por meio de estratégias de
pesquisa participante (Figura 02).

A populagao 01 esta exposta a intensa luminosidade e apresenta elevada densidade de
individuos de M. Jlicifolia, vegetando em reboleiras (ilhas), os quais estdo inseridos em uma
formacéao arbustiva-arbérea, de baixo porte, que se desenvolve sobre uma associagéo de
neossolo litdlico histico e afloramento de rocha, em climax edafico. Populagbes de aroeira
(Schinus trebinthifolius), carqueja (Baccharis trimera), vassoura (Baccharis dracunculifolia) e
outras espécies ocupam o espago em conjunto com a populagdo de M. ilicifolia. A area em
que a populacéo 01 ocorre é de aproximadamente 20 ha.

A populagdo 02, por sua vez, esta localizada na sede da Fundacdo RURECO,
organizagao nao governamental que atua na area de assessoria em agroecologia junto a
agricultores familiares da regido. A Fundacdo RURECO coordena o Projeto Florestas
Medicinais, citado anteriormente, no qual o presente estudo esta inserido. Na sede desta
instituicdo, existe uma area de floresta secundaria de aproximadamente 1 ha, no estagio de
capoeirdo, em cujo interior se desenvolve a populagao de M. ilicifolia em questéo. Individuos
de bugreiro (Lithraea brasiliensis), pimenteira (Cordia curassavica) e guagatonga branca
(Casearia decandra), em um dossel de aproximadamente 10 m de altura, promovem o
sombreamento parcial dos individuos de M. ilicifolia. O solo em que ocorre esta populagao
foi classificado como do tipo cambissolo halico Tb distréfico.

As duas populagdes em estudo estao distantes aproximadamente 30 Km entre si. Entre
as mesmas, o solo é ocupado por areas de lavoura, pastagens, estradas, assentamentos

humanos e fragmentos florestais.
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3.2 — Caracterizagao fenotipica das populagdes estudadas

Em cada populacgao, foram identificados e marcados com placa metalica 30 individuos,
os quais foram avaliados em relagdo as seguintes caracteristicas: niumero de folhas, nimero
de ramos primarios com folhas, nimero de ramos primarios sem folhas, altura da planta (por
meio de régua dendrométrica), altura da primeira ramificacdo (por meio de régua
dendrométrica) e didmetro a altura do colo (por meio de paquimetro florestal).

Neste ftrabalho, considerou-se como ramos primarios aqueles provenientes das
ramificagcdes mais distais de cada individuo.

As médias de cada caracteristica medida foram comparadas entre as populagoes,
através do teste-t (Steel & Torrie, 1980).

Do conjunto total das plantas de cada populagao, foram coletadas 500 folhas. Estas
folhas foram acondicionadas em sacos plasticos e levadas a pesagem. Posteriormente, as
mesmas foram submetidas a secagem em estufa, até apresentarem umidade de 11 % -
condicdo média em que o produto € normalmente comercializado. A partir da média do peso
seco/folha, estimou-se o rendimento, multiplicando-se a mesma pelo nimero de folhas de
cada individuo. As folhas coletadas serviram ainda para a determinagcdo da area foliar
média, em cada populagéo, por meio da utilizagdo de planimetro modelo LI-COR Modelo L1
3.000.

Apos a obtencdo dos dados, foram estimados os coeficientes de correlagdo linear
simples (r?) entre as caracteristicas medidas, bem como entre as caracteristicas e o
rendimento de cada individuo, conforme Steel & Torrie (1980).

Foram também estimados modelos lineares de regressao (Steel & Torrie, 1980), para
determinar o rendimento como fung¢ao das caracteristicas medidas, com auxilio do programa

estatistico SAS (SAS, 1998).
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3.3 — Avaliacao do incremento a partir de diferentes intensidades de poda

Visando avaliar o incremento das caracteristicas avaliadas apds diferentes sistemas de
poda, em cada populagéo foram procedidos os seguintes tratamentos:

e Tratamento 01: sem poda ( testemunha )

e Tratamento 02: poda de 1/3 dos ramos primarios com folhas

e Tratamento 03: poda de todos os ramos com folhas, até o diametro maximo de
aproximadamente 0,5 cm (o didmetro aproximado de um lapis).

Os tratamentos foram implantados em 10 individuos (unidades experimentais) de cada
populagéo, havendo portanto 10 repetigcbes/tratamento.

O tratamento 02 consiste na pratica de poda utilizada por agricultores-extratores da
regido central do Parana, em fungdo de recomendacgao técnica adotada, porém sem dados
cientificos que a corroborem. Neste tratamento, no momento da poda procurou-se
selecionar ramos de tamanho e niumero de folhas representativo de cada individuo.

Um e dois anos apds a aplicagdo dos tratamentos, foram avaliados novamente os
parametros analisados na caracterizagao fenotipica (n° ramos primarios com folhas, n°
ramos primarios sem folhas, peso verde de folhas, altura da planta e DAC). A partir de cada
avaliagdo, os valores dos parametros foram comparados com seus valores antes da
aplicagédo dos tratamentos. Denominou-se taxa de incremento a propor¢édo entre cada valor
avaliado e a sua situacdo antes da aplicagdo dos tratamentos. De cada unidade
experimental foram podados 10% dos ramos primarios com folhas. As folhas foram
separadas dos ramos, e ambos foram pesados, com o objetivo de estimar o incremento de
biomassa foliar e dos ramos em cada tratamento.

As médias das taxas de incremento das caracteristicas avaliadas em cada tratamento
foram comparadas entre si por meio do teste SNK (Sokal e Rohlf, 1997), a 95 % de
probabilidade.
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Novas equacgbes de regressao para a estimativa do rendimento foram propostas, dois

anos apos a aplicagao dos tratamentos, com base nos individuos que receberam poda total

dos ramos em cada populacdo, inclusive envolvendo a variavel tempo, com auxilio do

programa estatistico SAS (SAS, 1998).

3.4 Andlise de aspectos da biologia floral e da freqiiéncia de tipos florais

A fenologia de florescimento e as caracteristicas da biologia floral sdo fatores

determinantes da taxa de cruzamento e do fluxo génico (Kearns e Inouye, 1993). Visando

elucidar esta relagéo, durante o periodo de florescimento (agosto a novembro/2001), foram

avaliadas as seguintes caracteristicas da biologia floral, em ambas as populagdes naturais

de M. ilicifolia selecionadas:

comprimento e posi¢gao dos estames;

comprimento do estilete;

local de insercéo dos estames;

forma e insercéo do ovario;

cor das anteras antes da deiscéncia;

presenca ou auséncia de pdlen na antera antes da deiscéncia das mesmas;
receptividade do estigma;

viabilidade dos gréos de polen.

A avaliacdo foi realizada por meio de observacdo em lupa e dissecacdo das flores.

Foram observadas 60 flores — 30 em cada populagdo - em diferentes estadios de

desenvolvimento. A receptividade do estigma foi avaliada por meio do teste com agua

oxigenada (Kearns e Inouye, 1993). A viabilidade do pdlen, por sua vez, foi testada a partir

da coloragdo ou ndo dos graos de polen com o corante carmim acético (Kearns e Inouye,
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1993). Tanto a viabilidade quanto a presenga/auséncia de grdos de pdélen foram avaliadas
em 30 anteras em cada populagao.

As caracteristicas morfologicas observadas foram desenhadas a partir da observagéo
em microscopio estereoscopio acoplado a camara clara, com complemento de desenho a
ma&o livre.

Em cada populacao, foi avaliada também a frequéncia da ocorréncia de tipos florais
com caracteristicas especificas. Para tanto, semanalmente, a partir do inicio do
florescimento, foram observados 43 individuos na populagdo 01 e 46 individuos na
populacdo 02. As observagbes foram interrompidas em fungcdo da ocorréncia de duas
geadas severas nos meses de setembro e outubro de 2001, na regido de estudo, as quais
provocaram o abortamento praticamente total das flores nas populagoes.

Em novembro de 2002, 30 individuos - dos 43 avaliados anteriormente populagéo 01 -
foram identificados quanto a frequéncia de ocorréncia de tipos florais. Em dezembro de

2002, avaliou-se se houve produgéao de frutos nestes individuos.

3.5 - Analise da diversidade genética

3.5.1 — Eletroforese de isoenzimas

Para caracterizar geneticamente os individuos, empregou-se a técnica da eletroforese
de izoenzimas. O protocolo basico de eletroforese utilizado foi desenvolvido com base em
Soltis et al. (1983), Kephart (1990) e Alfenas et al. (1998).

Como sistemas de tampéo de eletrodo e gel, foram testados Citrato de Morfolina (CM)
(Clayton e Tretiak, 1972), Tris-Citrato (TC) (adaptado de Alfenas et al., 1991), Tris-Citrato

Borato (TCB) (Ballve et al., 1991) e Histidina (H) (Brown et al., 1975), sempre em gel de
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amido (penetrose a 30%). Em cada sistema de tampéao de eletrodo e gel, apds as corridas

eletroforéticas, foram testados os de revelagao, dispostos na Tabela 01.

Tabela 01: Sistemas de revelagéo testados para eletroforese de isoenzimas de populagbes naturais

de adultos e de progénies maternas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.. Florianépolis, RGV/UFSC,

2003

Sistema isoenzimatico

Peroxidase
Malato Desidrogenase
NADH Desidrogenase
Isocitrato Desidrogenase
6-Glucose Fosfato Desidrogenase
Leucina Aminopeptidase
Fosfogluco Isomerase
Fosfatase acida
Alfa-Esterase
Glutamato Oxaloacetato Transaminase
Fosfoglucontato Desigrogenase
Fosfoglucomutase

Glicerato Desigrogenase

Cddigo E.C. Abreviagédo
E.C.1.1.1.25 PRX
E.C.1.1.1.37 MDH
E.C.1.6.99.3 NADHDH
E.C.1.1.1.42 IDH
E.C.1.1.1.49 6PGDH
E.C.3.4.11.1 LAP
E.C.5.3.1.9 PGl
E.C.3.1.3.2 ACP
E.C.3.1.1.1 a-EST
E.C.2.6.1.1 GOT
E.C.1.1.1.44 G6PDH
E.C.54.2.2 PGM
E.C.1.1.1.29 G2DH

A selecao dos tampbes de revelacao testados foi feita considerando-se os sistemas ja

testados por Perecin (2001) e Scheffer (2001), bem como a disponibilidade de reagentes no

Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (CCA/UFSC). As receitas

utilizadas para os tampdes de revelagao que foram efetivamente avaliados estao dispostas

no anexo 01.
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Apos alguns testes, verificou-se que os tecidos foliares que geravam melhores
resultados eram provenientes de folhas maduras, porém ndo muito velhas ou coriaceas.
Folhas jovens e folhas velhas promoviam dificuldade para interpretagdo das bandas
eletroforéticas. Para o procedimento das analises, portanto, foram utilizadas folhas maduras.

Outro fato observado, que dificultava a interpretacdo das bandas, foi o procedimento de
lavagem das folhas com agua destilada, antes da trituragdo. Assim, as folhas utilizadas para
as analises foram apenas limpas com pano seco, para a utilizagdo de seus tecidos. O
bastéo utilizado para trituragao dos tecidos foliares era lavado e seco com papel toalha,
antes da trituracdo de cada amostra de tecido.

Como solucao de extracao, foi utilizada a Solugdo n® 01, descrita em Alfenas et al.
(1998), sem a presenga do 2-mercaptoetanol. Esta solugdo ja havia sido utilizada com
sucesso por Scheffer (2001) e Perecin (2001), em eletroforese de isoenzimas de M. ilicifolia.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em geladeira, tendo sido a fonte geradora
ajustada na seguinte sequéncia:

e 70V, 400 mA, 15 minutos;

e 120V, 400 mA, 15 minutos;

e 220V, 400 mA, até o fim da corrida.

Em cada corrida, as amostras de tecidos foliares eram retiradas quinze minutos apés o
inicio da mesma. As corridas eletroforéticas duraram, em média, quatro horas.

Apos a revelagdo das bandas e sua interpretacdo, os géis foram fotografados,
utilizando-se camera digital.

As folhas dos individuos adultos foram colhidas nas populagbes naturais em estudo e
acondicionadas sob refrigeragdo até a sua utilizagdo na eletroforese, que se deu no
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal, no campus do Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina. Para a analise da diversidade
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genética das populagbes de individuos adultos, foram utilizadas amostras foliares de 32
individuos na populagao 01 e de 30 individuos na populagao 02.

Adicionalmente, foram colhidas sementes de 10 individuos de cada populagéo. Estas
foram semeadas em viveiro, no campus do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina. As sementes foram plantadas em bandejas de isopor, tendo
como substrato terra preta preparada, adquirida no comércio. As sementes produziram
familias de progénies maternas, que variaram entre 13 e 35 individuos. Para o procedimento
da eletroforese de isoenzimas destas progénies, foram utilizados tecidos foliares de 13 a 15
individuos por familia, totalizando 10 progénies maternas em cada populagéo, 140 e 141
individuos da populagéo 01 e da populagédo 02, respectivamente. As folhas das progénies

foram coletadas e imediatamente transportadas para o laboratério, para utilizagao.

3.5.2 — Analise dos dados

A partir da genotipagem dos individuos adultos e das progénies maternas, foram
estimadas as freqliiéncias alélicas e os indices de diversidade. As freqliéncias alélicas foram

obtidas a partir da expresséo:

Pij =nij/n.j

onde:

Pij = estimativa do alelo i na populagao j

nij = nimero de ocorréncias do alelo i na amostra da populagéo j

n.j = numero total de alelos encontrados na amostra da populagao j

A porcentagem de locos polimérficos (P) foi estimada a partir da relagéo entre o nimero
de locos polimorficos e o numero total de locos observado. Considerou-se como loco
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polimérfico, nas populagbes de individuos adultos (N<50), aqueles que apresentaram no
maximo 95 % de frequéncia do alelo mais comum. Nas popula¢des de progénies maternas
(N>50), considerou-se como locos polimorficos aqueles que apresentaram no maximo 99 %
de freqUiéncia do alelo mais comum (Nei, 1987).

A estimativa do ndmero médio de alelos por loco (A) foi procedida dividindo-se o
numero de alelos em todos os locos pelo numero total de locos observados.

A heterozigosidade média observada (Ho) foi estimada a partir da relagdo entre a média
do numero de individuos heterozigotos e o numero total de individuos na populagdo em
questado, para cada loco.

Ja a heterozigosidade média esperada, por sua vez, foi calculada a partir do estimador

nao viesado de Nei (1978):

He = 2n(1 - Xp2)/(2n - 1)

onde:

He = heterozigosidade média esperada

pi = frequéncia alélica do iésimo alelo, segundo expectativa de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Nei, 1987)

n = nimero de individuos

A avaliagdo das frequéncias alélicas, do numero médio de alelos por loco, da
percentagem de locos polimérficos e das heterozigosidades observada e esperada, bem
como a aderéncia das populagdes ao equilibrio de Hardy-Weinberg, foram procedidas com
auxilio do programa Biosys 2 (Swofford e Sellander, 1997).

A aderéncia das populagbes de individuos adultos e de progénies ao equilibrio de
Hardy-Weinberg foi testada, loco a loco, por meio do teste de X? (Sokal e Rolph, 1997).
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Contudo, a aderéncia das mesmas ao equilibrio de endogamia de Wright nao foi possivel de
ser estimada, em funcdo de que, entre os locos que nido apresentaram aderéncia ao
equilibrio de panmixia, apenas dois apresentaram mais de dois alelos — o loco PGI, apenas
nas progénies maternas da populacdo 01 e o loco IDH, apenas nas progénies maternas da
populagdo 02. Ainda assim, nestes a freqliéncia do terceiro alelo foi bastante baixa,
tornando alguns valores praticamente nulos e impossibilitando, portanto, a analise de
aderéncia.

Os indices de fixagao (F) foram obtidos pela expressao:

F= (HE - Ho)/HE

A estrutura genética das populagbes foi caracterizada pelo método de Weir e
Cockerham (1984). Este método estima a estrutura a partir da decomposigao das variancias
das freqliéncias alélicas em cada nivel populacional. Estes sdo definidos como coeficiente
de endogamia total (F), coeficiente de endogamia da populagdo (f) e coeficiente de
coancestralidade (6), o qual € uma estimativa da endogamia gerada pelo efeito de
subdivisdo, sendo portanto um estimador da divergéncia genética entre as populagbes. Os
coeficientes foram obtidos com o emprego do programa GDA (Lewis e Zaikin, 1999).

Os valores destes coeficientes foram obtidos loco a loco, sendo os valores médios
obtidos pela média ponderada dos mesmos.

Os coeficientes estimados pelo método de Weir e Cockerham (1984) sdo semelhantes
as estatisticas-F de Wright (1951, 1965). Assim, loco a loco, a significAncia dos trés
coeficientes (F, f e 6) foi testada empregando-se o teste de X?, conforme propdem Li &

Horvitz (1953) e Workman e Niswander (1970) para as estatisticas-F:
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Fis = X? =N (Fis?)(k — 1), com graus de liberdade (GL) = (k(k — 1))/2
Fr= X*=2N (F?)(k — 1), com graus de liberdade (GL) = (k(k — 1))/2

Fst = X? =2 N (Fsr)(k — 1), com graus de liberdade (GL) = (n — 1)(k — 1)

onde:
N = numero total de individuos
K = niimero de alelos por loco

n = numero de populacdes em estudo

F|S=f
Fr=F
Fst=6

A significancia dos valores médios dos locos foi testada através do somatério dos X2
dos locos e dos graus de liberdade dos locos (Workman e Niswander, 1970)

A analise da diversidade em populagdes subdivididas (Nei, 1973) foi procedida
estimando-se a distribuicdo da heterozigosidade total (Hy) dentro (Hs) e entre (Dst) as

subpopulagdes, empregando-se as estimativas nao viesadas propostas por Nei (1987):

Hs = 2n(1 - Xp2)/(2n - 1);

Hr=1-Y (p)? + He/(2ns);

Dst = Hr = Hs;

Gst = Dst/H7
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onde:

Hs = heterozigosidade dentro das subpopulagdes;
Ht = heterozogosidade total

Dst = heterozigosidade entre as subpopulacdes

n = numero de individuos amostrados

pi = freqliéncia do alelo i

s = numero de subpopulac¢bes

O fluxo génico foi estimado a partir da equagao:

FST= 1/(1 + 4Nm)

onde:
Fst = divergéncia genética entre populagdes (6);

Nm = fluxo génico

A taxa de cruzamento multilocos (tm) foi estimada com auxilio do programa MLTR
(Ritland, 1997), pelo método EM (Expectation-Maximization), a partir do modelo proposto
por Ritland e Jain (1981). Este programa também foi utilizado para a estimativa da taxa de
cruzamento média unilocos (ts) e para a estimativa separada das freqiiéncias alélicas de
polen e ovulo, a partir da qual se procedeu a avaliagdo da heterogeneidade destas

freqiéncias, através de um teste de X? (Workmann e Niswander, 1970):

X% =N Fgr (a-1)
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onde:

N = nuamero total de gametas

Fst = divergéncia genética entre a populagdo de grdos de podlen e a populagao de
ovulos

a = numero de alelos por loco

O tamanho efetivo populacional foi estimado a partir da expressao proposta por Li

(1954):

Ne = N/(1 +f)

onde:
Ne = tamanho efetivo populacional
N = tamanho real da populagéo ou amostra

f = coeficiente de endogamia

A partir da relacdo Ne/N, foi estimado o numero de individuos que representam um
tamanho efetivo de 50 plantas, numero recomendado para conter os efeitos de endogamia

nas populagdes, consideradas 100 geragdes (Kageyama e Lepsch-Cunha, 2001).
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4. Resultados e discussao

4.1 Caracterizagao fenotipica das populagdes estudadas

A partir da avaliagdo das caracteristicas numero de folhas, rendimento, nimero de
ramos primarios com folhas, nimero de ramos primarios sem folhas, altura, altura da
primeira ramificagdo e didmetro a altura do colo (DAC), nas populagdes 01 e 02, é possivel
observar que, apesar da biomassa foliar (numero de folhas e rendimento) dos individuos ter
sido semelhante nas duas populagdes, a disposicdo desta biomassa mostrou-se bastante

diferente (Tabela 02).

Tabela 02 — Caracterizacao fenotipica de plantas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. em duas

populagbes naturais* na regiao de Guarapuava, PR. Floriandpolis,RGV/UFSC, 2003

Caracteristica/planta Média Desvio Média Desvio {- teste™*

Pop 01 Padréo Pop 02 Padréo

Numero de folhas 1926 1705 1323 1034 NS
Numero de ramos prim. C/folhas 231 167,3 97 64,4 S
Numero de ramos prim. S/folhas 56 43,5 15 16,2 S
Altura da planta 215,4 cm 59,91 180,4 cm 37,46 S
Altura da primeira ramificagéao 49,4 cm 30,48 37,3cm 35,02 NS
Diametro a altura do colo (DAC)  3,2cm 0,95 3,5¢cm 1,26 S
Rendimento *** 154,06 g 145,57 g

* - Populagdo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagédo
de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha; Populagdo 02 — sede da Fundagédo Rureco,
populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distrofico;

** - NS — diferenca nao significativa; S — diferenga significativa ( 95 % probabilidade );

*** . Média do peso seco ( 11 % umidade ) das folhas x média do n° folhas. Rendimento da populagéo
01 = 51,6 % do peso verde; rendimento da populagédo 02 = 50,4 % do peso verde.
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Enquanto na populagcdo 01 existe um grande numero de ramos primarios, tanto com
folhnas quanto sem folhas, na populagdo 02 este numero € reduzido (Tabela 02). Os
individuos da populagdo 01 sdo mais altos, apresentam folhas inseridas praticamente de
forma exclusiva nos ramos primarios e possuem caule principal com didametro menor que os
individuos da populagao 02. Por sua vez, os individuos da populacdo 02 apresentam altura
menor, ramos primarios com maior numero de folhas e uma maior quantidade de folhas
inserida em outros ramos, que nao 0s primarios.

Na populacdo 01, é bem maior a quantidade de ramos primarios sem folhas do que na
populagcédo 02, o que indica, provavelmente, a maior reposicédo peridédica de biomassa e/ou
uma maior abscisdo de folhas na populagcdo 01. Os valores das diferentes caracteristicas
avaliadas estdo dispostos no anexo 02.

As diferengas entre as caracteristicas das populagées sdo também ressaltadas pelos

dados referentes as areas foliares médias e aos rendimentos médios por folha (Tabela 03).

Tabela 03: Areas foliares médias de plantas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. em duas

populagdes naturais* na regido de Guarapuava, PR. Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Area foliar média (cm?) Rendimento/folha (g)
Populacéo 01 3,56 0,08
Populagao 02 6,05 0,11
Relagao pop 01/pop 02 0,59 0,73

* - Populagdo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagao
de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha; populagdo 02 — sede da Fundagido Rureco,
populacdo em sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distrofico.

De acordo com os dados da Tabela 03, as plantas da populacdo 01 apresentam folhas
menores € com menor peso do que as plantas da populagdo 02. A area foliar média das

plantas da populagéo 01 é quase a metade da area foliar média das plantas da populagéo

02.
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Dados semelhantes foram relatados por Bernardi & Wasicki (1959), os quais afirmam
que, a pleno sol, as folhas de espinheira-santa sdo menores € com menor numero de
espinhos nas margens. Para a erva-mate (/llex paraguariensis), Andrade (1999) observou
uma situagdo semelhante, ou seja, esta espécie apresenta, a pleno sol, folhas medindo de
oito a dez centimetros de comprimento por quatro a cinco de largura. Em areas de matas
nativas, onde ha menor intensidade de luz, observou-se que as folhas desta espécie podem
chegar a uma dimensao bem superior — cerca de 23 cm de comprimento e 8 a 10 cm de
largura (Andrade, 1999). Considerando-se as espécies de forma geral, a lamina foliar tende
a apresentar uma maior expansdo em folhas de sombra do que em folhas expostas ao sol
(Whatley e Whatley, 1982).

As estimativas de correlacdo entre as caracteristicas avaliadas nas duas populacbes
sdo apresentadas na Tabela 04. Estas estimativas indicam que, na populagédo 01, a altura
da planta, o numero de ramos primdrios com e sem folhas e o DAC apresentam, em geral,
uma expressiva correlagdo com as demais caracteristicas, com excec¢ao da altura da 12
ramificacdo. Na populagédo 02, a correlagao entre essas caracteristicas diminui. Em ambas
as populacdes, o pardmetro altura da primeira ramificagdo ndo apresenta praticamente
nenhuma correlagdo com qualquer outra caracteristica. A correlagdo que mais se destaca
nas duas populagdes é entre 0 numero de ramos primarios com folhas e o numero de folhas
(0,98 na populagdo 01 e 0,92 na populagdo 02), o que ocorre em virtude da elevada
concentragdo de folhas nos ramos primarios e da relativa homogeneidade do numero de

folhas/ramo.
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Tabela 04: Coeficientes de correlagéo entre as caracteristicas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.
avaliadas em duas populagbes naturais* da regidao de Guarapuava, PR (populagdo 01 = acima da

diagonal; populagdo 02 = abaixo da diagonal). Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

N°folhas N°r.prim N°r. prim. Alturada Altura 1° DAC

c/folhas S/ folhas planta ramif.

Ne folhas --- 0,98 ** 0,55 ** 0,68 ** -0,15 *** 0,73 **

Ne°r. prim. C/ folhas 0,92 ** 0,61 * 0,65 ** -0,15 *** 0,75 **

Ner. prim. S/folhas 0,13 *** 0,33 *** - 0,56 ** -0,015** 0,57 **

Altura da planta 0,62 ** 0,57 ** 0,11 *** - 0,22 *** 0,68 **

Altura da 12 ramif. 0,06 ***  -0,08 ***  -0,35** 0,24 *** --- -0,20 ***
DAC 0,54 ** 0,61 ** 0,19 *** 0,22 ***  -0,37 *** ---

* - Populagdo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagao
de neossolo litélico histico e afloramento de rocha; Populagdo 02 — sede da Fundagdo Rureco,
populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distrofico.

* P <0,01; *** P < 0,05 pelo t-teste

A determinagcdo do rendimento foliar de cada individuo, a partir de caracteristicas
fenotipicas de facil analise, € um aspecto fundamental para o desenvolvimento de
estratégias de exploragao sustentavel. A correlagdo entre caracteristicas fenotipicas e
rendimento tem sido avaliada, com este objetivo, para o manejo de populagbes naturais de
plantas medicinais (Pavan-Fruehauf, 2000) e para o palmiteiro (Euterpe edulis Mart.) (Bovi
et al., 1991; Fantini et al., 1997).

A grande associagdo entre o nimero de ramos primarios com folhas e o rendimento
indica a possibilidade de obtencdo de equagdes de regressdo entre estas caracteristicas.
Além disso, o parametro nimero de ramos primarios com folhas é facilmente avaliado.

Nas populagdes 01 e 02, as opgdes de equacgdes ajustadas para estimar o rendimento,

em funcdo do numero de ramos primarios com folhas, estao indicadas na Tabela 05.
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Tabela 05: Equagdes ajustadas para estimativa do rendimento (Rd) em gramas a partir do numero de
ramos primarios com folhas (RPCF) em duas popula¢des naturais* de Maytenus ilicifolia Mart. ex

Reiss. na regido de Guarapuava, PR .Floriandpolis,RGV/UFSC, 2003

Populagées Equacées ** R?
Populagéo 01 Rd = (0,59265 x RPCF) + (0,00037 x RPCF?) 0,9910
Rd = 0,75205 x RPCF 0,9838
Rd = (0,80211 x RPCF) — 17,03188 0,9683
Rd = (0,00126 x RPCF?)+ 62,42453 0,9224
Rd = 0,00155 x RPCF? 0,9045

Rd = (0,56732 x RPCF) + (0,00040 x RPCF?) + 3,79361 0,9794

Populacdo 02 Rd = (0,00621 x RPCF?) + 61,78136 0,8183
Rd = 1,53459 x RPCF 0,9425
Rd = (1,62686 x RPCF) — 12,78076 0,8489
Rd = 0,00808 x RPCF? 0,8654
Rd = (1,29792 x RPCF) + (0,00138 x RPCF?) 0,9455

Rd = (1,21053 x RPCF) + (0,00168 x RPCF?) + 5,03788 0,8534

* - Populagédo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagao
de neossolo litélico histico e afloramento de rocha; Populagdo 02 — sede da Fundagédo Rureco,
populacdo em sub-bosque de formacgao secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distrofico.

** - Todos os coeficientes sao significativamente diferentes de zero (5 %)

Na populagdo 02, os coeficientes de determinagéo (R?) foram menores na maioria das
situacdes, possivelmente devido a maior quantidade e a maior heterogeneidade do numero
de folhas em outros ramos que ndo os primarios.

Considerando-se um grande intervalo de dados para o nimero de ramos primarios com
folhas, o uso de equagdes quadraticas pode ser mais apropriado, em fungéo das variagbes

das caracteristicas biolégicas da espécie. No entanto, as equagdes lineares sao
52



relativamente simples de serem utilizadas pelos agricultores, facilitando a estimativa do
rendimento na propriedade (on farm). Levando-se em conta estes aspectos e analisando-se
o grau de significancia e a probabilidade de acerto das opgbes de equagbes estimadas, a
equacdo Rd = 0,75205 x RPCF, para a populacdo 01, e Rd = 1,53459 x RPCF, para a
populacdo 02, sdo as mais adequadas.

Na tabela 06 e na Figura 03 esta colocada uma estimativa dos rendimentos a partir de
valores dentro do intervalo de ocorréncia do numero de ramos primarios com folhas,
utilizando-se as equacgbes lineares selecionadas. Na populagdo 01, a relagdo entre o
rendimento total médio dos individuos e o nimero de ramos primarios com folhas € inferior —
praticamente a metade (b1 = 0,75) a mesma relagdo na populagédo 02 (b1 = 1,53). Este fato
€ decorrente da maior incidéncia de folhas ao longo do caule dos individuos da populagéo
02, bem como da ocorréncia de ramos com um maior numero de folhas nesta populagao,
situagdo pouco comum nos individuos da populagdo 01. Nesta populagdo, a quase

totalidade das folhas esta inserida nos ramos primarios.
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Tabela 06: Rendimento (Rd) de plantas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. em duas populagbes

naturais® na regido de Guarapuava, PR, a partir da utilizagcdo das equacdes de regressao ajustadas.

Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Numero de ramos primarios com folhas Rd (g) — Populagdo 01*  Rd (g) — Populagéo 02*

10 7,52 15,34
50 37,60 76,73
100 75,20 153,46
200 150,41 306,92
300 225,61 460,37
500 376,02 767,29

* - Populagdo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagao
de neossolo litélico histico e afloramento de rocha (Rd = 0,75205 x RPCF); Populagdo 02 — sede da
Fundacédo Rureco, populagdo em sub-bosque de formacédo secundaria, ocorrendo em solo do tipo

cambissolo halico tb distrofico (Rd = 1,53459 x RPCF).
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Figura 03: Rendimento (Rd) em gramas de plantas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. em duas
populagbes naturais* na regido de Guarapuava, PR, a partir da utilizagéo das equacgdes de regressao
ajustadas Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

* - Populagdo 01 — Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagao
de neossolo litélico histico e afloramento de rocha (Rd = 0,75205 x RPCF); Populagdo 02 — sede da
Fundagédo Rureco, populagdo em sub-bosque de formagdo secundaria, ocorrendo em solo do tipo
cambissolo halico tb distrofico (Rd = 1,53459 x RPCF).

Em funcdo das diferencas fenotipicas entre populagbes de M. ilicifolia que ocorrem em
ambientes distintos, torna-se justificavel a utilizagdo de equagbes de regressao apropriadas
a cada situagdo, o que deve ser levado em conta na pratica do manejo de populagbes
naturais da espécie.

Na literatura, o uso de equacgdes de regressao para a estimativa do rendimento, visando
0 manejo de espécies nativas ndo madeiraveis, foi observado em poucos trabalhos,
envolvendo plantas medicinais (Pavan-Fruehauf, 2000) e o palmiteiro (Euterpe edulis Mart.)
(Bovi et al., 1991;Fantini et al., 1997). E interessante notar que, apesar da pertinéncia da

estimativa destas equacgbes para o manejo, poucos estudos vém sendo realizados neste
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sentido, mesmo considerando espécies que ja vem sendo exploradas ha muito tempo em

ambientes naturais, tais como a erva-mate (llex paraguariensis).

4.2 — Avaliagao do incremento a partir de diferentes intensidades de poda

Em funcdo da pratica da extracdo de M. ilicifolia se dar através da poda de folhas e
ramos, é de fundamental importancia o conhecimento da capacidade de rebrota da espécie
apos a poda, a fim de garantir o manejo sustentavel a longo prazo.

Os resultados dos tratamentos de poda foram analisados separadamente nas duas
populacgées, devido as diferencas fenotipicas existentes entre os individuos das mesmas. A
relagdo de cada unidade experimental com seu respectivo tratamento de poda é
apresentada no Anexo 03. Os valores individuais dos incrementos de cada caracteristica
estdo dispostos no anexo 04. Considerou-se como incremento as proporgdes entre a
situacdo de cada caracteristica um ano e dois anos apdés a poda e a situagdo destas
caracteristicas antes da poda.

Os resultados da anadlise de variancia e dos testes de separacdo de médias para os
incrementos das caracteristicas avaliadas na populagdo 01 estdo apresentados na Tabela
07. Alguns individuos de cada populagdo n&o foram incluidos no conjunto das avaliagbes,
em funcdo de morte, de poda realizada a revelia do experimento (por outros extratores que

nao os envolvidos no trabalho) ou da placa de identificagdo nao ter sido encontrada.
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Tabela 07: Valores médios e resumo da andlise de variancia para os incrementos de nimero de ramos primarios com folhas, biomassa de folhas, altura e
didmetro a altura do colo (DAC), bem como para a biomassa média de folhas/ramo primario com folhas e a biomassa média total dos ramos primarios com
folhas, um ano e dois anos apds a implantagdo dos tratamentos de poda em uma populagdo natural* de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de

Guarapuava, PR. Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

N° r. primarios com folhas Biomassa de folhas Altura
Tratamentos 1ano/sit. Inicial 2anos/sit. Inicial 1ano/sit. Inicial 2anos/sit. Inicial 1ano/sit.inicial 2anos/sit.inicial
01 — testemunha 1,30 a*** 1,50 a 1,37 a 0,92 a 1,09 a 1,12 a
02 — poda 1/3 ramos 057 b 0,76 b 051 b 0,49 a 1,04 a 1,04 a
03 — poda total 062 b 064 b 059 b 0,94 a 0,99 a 1,08 a
Causas de Variagdo™* QM QM QM QM QM QM
Tratamentos 1,108 1,392 1,497 0,509 0,018 0,012
Erro 0,080 0,017 0,338 0,182 0,025 0,027
Coefic. de Variagdo 34,07 % 13,44 % 70,90 % 54,69 % 15,20 % 15,21 %
Didmetro a altura do colo (DAC) Biomassa média de folhas/ramo Biomassa média total dos ramos

1ano/sit. Inicial 2anos/sit. inicial 1 ano apés 2anos apos 1 ano apés 2 anos apos
Tratamentos poda (g) poda (g) poda (g) poda (9)
01 — testemunha 1,08 a 1,13 a 1,57 a 0,96 a 2,16 a 1,16 a
02 — poda 1/3 ramos 1,04 a 1,08 a 1,08 a 0,78 a 1,54 a 0,94 a
03 — poda total 1,19 a 1,30 a 1,77 a 1,91 b 2,47 a 246 b
Causas de Variagdo™* QM QM QM QM QM QM
Tratamentos 0,047 0,141 1,016 2,710 1,792 4,995
Erro 0,030 0,052 0,497 0,110 0,864 0,183
Coefic. de Variagdo 15,75 % 19,51 % 47,96 % 27,18 % 45,12 % 28,14 %

* Populagao 01 - Fazenda da Costa/Manasa S.A.; populacdo em climax edafico sobre associagédo de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha;
** GL trat = 2; GL erro = 19;
*** . Os valores indicados por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste SNK (p<0,05) — comparagéo na coluna



Os incrementos das caracteristicas altura e DAC n&o apresentaram diferenca
significativa entre tratamentos. Para estas caracteristicas, o coeficiente de variacdo foi
relativamente baixo, tanto em relagdo ao incremento destes parametros entre o 1° ano e a
situacdo inicial quanto em relacdo ao incremento destes parametros entre o 2° ano e a
situagao inicial.

Em relagdo ao numero de ramos primarios com folhas, observa-se que, um ano apés a
poda, o tratamento 01 (“testemunha”) apresentou incremento maior que os tratamentos
onde houve algum tipo de poda; contudo, esta conclusao deve ser tomada com cautela, pois
o coeficiente de variacéo foi relativamente alto (36 %).

No segundo ano apos a aplicagdo dos tratamentos, observou-se uma diferenga mais
nitida entre os incrementos de cada tratamento. Nesta avaliagao, o tratamento “poda total”
apresentou o menor incremento, seguido do tratamento de “poda de 1/3 dos ramos”. Os
individuos ndo podados apresentaram novamente um incremento maior.

Em relacdo a caracteristica biomassa de folhas, no primeiro ano o tratamento
“testemunha” apresentou maior incremento que os demais tratamentos, os quais ndo foram
diferentes entre si. No segundo ano, nao foram detectadas diferengas entre os incrementos,
nos trés tratamentos. Contudo, a auséncia de diferenga estatistica entre os tratamentos
pode estar relacionada ao elevado coeficiente de variagdo entre os incrementos desta
caracteristica (Tabela 07).

Quando é procedida a poda, a brotagdo apresenta uma tendéncia de se mostrar mais
vigorosa, produzindo ramos maiores, com folhas maiores e em maior quantidade (Figura 01-
A); esta tendéncia pode ser constatada a partir da andlise dos dados referentes as
diferengas entre a biomassa média de folhas/ramo e entre a biomassa total média de ramos
nos diferentes tratamentos (Tabela 07). Os valores destas caracteristicas foram obtidos a
partir da retirada de 10 % dos ramos, um ano e dois anos apds a poda, e estdo descritos no
anexo 05. Para ambas as caracteristicas, o tratamento “poda total” apresenta valores
expressivamente maiores em relacdo aos outros tratamentos. Assim, apesar dos

incrementos de biomassa de folhas ndo terem sido diferentes entre si no segundo ano apos



a implantacdo dos tratamentos, o tratamento “poda total” apresentou maior biomassa de
folhas que os outros tratamentos, em termos absolutos.

A maior biomassa de folhas no tratamento poda total, dois anos apds a poda, pode ser
avaliada também a partir da equagdo de regressdo que estima o rendimento de cada
individuo a partir do nimero de ramos primarios com folhas (Tabela 08). Dois anos apés a
poda, estimou-se uma equagao de regressdo que determina o rendimento a parir do nimero
de ramos primarios com folhas, considerando-se exclusivamente os individuos que
receberam poda total. A estimativa de rendimento a partir desta caracteristica ja havia sido
feita considerando-se todos os individuos avaliados, antes da aplicacdo dos tratamentos de
poda (Tabela 05). Comparando-se a equagao obtida dois anos apds a poda com a equagao
obtida antes da poda, percebe-se a grande diferenga de biomassa de folhas/ramo entre
individuos podados totalmente e individuos ndo podados, em fun¢do da elevada diferencga

entre os coeficientes (b1) (Tabela 08).

Tabela 08: Equagbdes para a estimativa do rendimento (Rd) em gramas, a partir do niumero de ramos
primarios com folhas (RPCF) de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., antes da poda total dos ramos e
dois anos ap6s a mesma, em uma populagdo natural®* da regido de Guarapuava, PR.

Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

Situagéo Equacgéo para a estimativa do rendimento RZ**x
Antes da poda Rd = 0,75205 x RPCF 0,9838
Dois anos apds a poda Rd =1,15112 x RPCF 0,9643

Variavel tempo envolvida Rd = (0,74551 x RPCF) + 0,18262 (RPCF x T**) 0,9703

* - Populagéo 01 - Fazenda da Costa/Manasa S.A., populagdo em climax edafico sobre associagédo
de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha;

** - tempo em anos apos a poda

*** - os coeficientes sao significativamente diferentes de zero (p<0,05)

A partir da anadlise da biomassa de folhas e do niumero de ramos primarios com folhas

no tratamento “poda total”’, antes da poda, um ano e dois anos apds a mesma, € possivel a
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estimativa do rendimento envolvendo a variavel tempo (Tabela 08). Esta equagao pode ser
muito util na determinagédo do rendimento de uma determinada area, quando da pratica do
manejo de uma populagdo natural da espécie. Porém, para tanto faz-se necessario o
acompanhamento dos individuos podados durante um maior periodo de tempo, para um
melhos ajustamento da equacgédo proposta.

Em relagédo a populagéo 02, a analise de variancia e o teste de separagdo de médias
dos incrementos de numero de ramos primarios com folhas, biomassa de folhas, altura e
didametro a altura do colo (DAC), bem como a biomassa média de folhas/ramo e a biomassa
média total dos ramos primarios com folhas, avaliados um ano e dois anos apds a

implantacdo dos tratamentos de poda, estdo dispostos na tabela 09.
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Tabela 09: Valores médios e resumo da analise de variancia para os incrementos de numero de ramos primarios com folhas, biomassa de folhas, altura e
didmetro a altura do colo (DAC), bem como para a biomassa média de folhas/ramo primario com folhas e a biomassa média total dos ramos primarios com
folhas, um ano e dois anos apds a implantagdo dos tratamentos de poda em uma populagdo natural* de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de

Guarapuava, PR. Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

N° r. primarios com folhas Biomassa de folhas Altura
Tratamentos/SNK 1ano/sit. Inicial 2anos/sit. inicial 1ano/sit. inicial 2anos/sit. inicial 1ano/sit.inicial 2anos/sit.inicial
01 — testemunha 1,01 a** 1,75 a 0,68 a 1,19 ab 1,09 a 1,08 a
02 — poda 1/3 ramos 048 b 1,08 b 0,49 ab 0,70 b 1,04 a 1,04 a
03 — poda total 0,65 ab 1,21 b 0,29 b 1,67 a 0,99 a 1,06 a
Causas de Variagdo™* QM QM QM QM QM QM
Tratamentos 0,410 0,750 0,228 1,889 0,135 0,002
Erro 0,137 0,077 0,044 0,179 0,173 0,015
Coefic. de Variagdo 51,4 % 20,5 % 42,8 % 35,5 % 12,5 % 11,5 %
Didmetro a altura do colo (DAC) Biomassa média de folhas/ramo Biomassa média total dos ramos

1ano/sit. Inicial 2anos/sit. inicial 1 ano apés 2anos apos 1 ano apés 2anos apos
Tratamentos: poda (g) poda (g) poda (g) poda (9)
01 — testemunha 1,10 a 1,13 a 1,91 a 1,84 a 2,84 a 1,95 a
02 — poda 1/3 ramos 1,15 a 1,22 a 1,59 a 1,58 a 2,26 a 1,91 a
03 — poda total 1,16 a 1,26 a 1,96 a 427 b 340 a 6,08 b
Causas de Variagdo™* QM QM QM QM QM QM
Tratamentos 0,006 0,024 0,305 15,900 2,557 40,355
Erro 0,013 0,023 1,256 0,416 3,838 1,021
Coefic. de Variagdo 10,0 % 12,6 % 61,58 % 25,19 % 69,22 % 30,53 %

* Populagao 02 - sede da Fundagcdo RURECO, populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distréfico
** - GL trat = 2; GL erro = 18;
*** . Os valores indicados por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste SNK (p<0,05) — comparagéo na coluna



Da mesma forma que na populagdo 01, ndo houve diferenga significativa dos
incrementos de altura e DAC entre os tratamentos.

Em relacdo ao incremento do numero de ramos primarios com folhas, nota-se uma
grande variagdo dentro de cada tratamento, um ano apds a poda, impossibilitando a
verificagdo de alguma diferencga entre os tratamentos (CV = 51,4 %). No segundo ano, esta
variacdo € menor, e os incrementos se dao de forma analoga aos da populagéo 01 - o
tratamento “testemunha” apresenta a maior taxa de incremento, seguido de ambos os
tratamentos de poda, sem diferenca entre eles (Tabela 09). Estes resultados indicam que,
apesar de existirem diferencas fenotipicas entre as populacbes estudadas, o
comportamento dos individuos de ambas as populagdes & semelhante, em termos de
rebrota, apos a aplicacdo de um mesmo sistema de poda.

O incremento de biomassa de folhas, por sua vez, é também similar ao obtido na
populagédo 01. No entanto, na populagéo 02, o tratamento de “poda total” apresenta o maior
incremento de biomassa foliar, em conjunto com o tratamento “testemunha”, seguidos
ambos pelo tratamento de “poda de 1/3 dos ramos”.

Assim como em relagdo a populagdo 01, uma nova equagédo de regressdo pode ser
estimada para os individuos que receberam poda total na populagéo 02 (Tabela 09), a fim
de relacionar o numero de ramos primarios com folhas e o rendimento, dois anos apos a
poda. Comparando-se esta equagdo com a obtida a partir de individuos ndo podados, dois
anos antes, percebe-se uma grande diferenga, indicando que a poda total parece propiciar a
formacao de brotos maiores e com maior niumero de folhas, assim como na populagdo 01

(Tabela 10; Figura 01-A).
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Tabela 10: Equagdes para a estimativa do rendimento (Rd) em gramas, a partir do niumero de ramos
primarios com folhas (RPCF) de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., antes da poda total dos ramos e
dois anos apdés a mesma, em uma populagdo natural* da regido de Guarapuava, PR.

Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

Situagéo Equacéo para a estimativa do rendimento R2**x
Antes da poda Rd = 1,563459 x RPCF 0,9425
Dois anos apés a poda Rd =2,31385 x RPCF 0,9713

Variavel tempo envolvida Rd = (1,21660 x RPCF) + 0,50225(RPCF x T**) 0,9489

* - Populagao 02 - sede da Fundagao RURECO, populagdo em sub-bosque de formagao secundaria,
ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distrofico

** - tempo em anos apoés a poda

*** - os coeficientes sao significativamente diferentes de zero (p<0,05)

A produgdo de brotos mais vigorosos no tratamento “poda total” pode ser constatada
também por meio da analise da biomassa de folhas/ramo primario com folha e da biomassa
média total dos ramos primarios com folhas (Tabela 09). No tratamento “poda total”, ambas
as caracteristicas apresentam valores bem mais elevados do que nos outros tratamentos,
especialmente dois anos apds a poda. Estes valores sdo também expressivamente mais
altos que em relacao ao tratamento “poda total” na populagdo 01. Assim como para a
populacdo 01, para a populacdo 02 também pode ser proposta uma equagao para a
estimativa do rendimento envolvendo “nimero de ramos primarios com folhas” e o “tempo”
(Tabela 10). Novamente, é importante frisar que ha necessidade de acompanhamento dos
individuos podados por um maior periodo de tempo.

Comparando-se as equagdes de regressdo estimadas para as duas populagdes
(Tabelas 08 e 10), € perceptivel a maior produtividade de folhas e, conseqiientemente, o
maior rendimento na populagcdo 02, em fungdo da producdo de ramos primarios mais
vigorosos e com maior peso foliar apés a poda (p<0,05 - t-teste para ambas as

caracteristicas). Esta diferenga pode ser visualizada na Figura 04.
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Figura 04: Rendimento foliar de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. em fungdo do numero de ramos
primarios com folhas e do tempo, apds poda de todos os ramos até um didmetro maximo de 0,5 cm,
em populagdes naturais® da espécie na regiao de Guarapuava, PR. Florianépolis,RGV/UFSC, 2003
* Populagéo 01 - Fazenda da Costa/Manasa S.A.; populagédo em climax edafico sobre associagédo de
neossolo litélico histico e afloramento de rocha; R = (0,74551 x RPCF) + 0,18262 (RPCF x T);
R2= 0,9703; Populagéo 02 - sede da Fundagdo RURECO; populacdo em sub-bosque de formagdo
secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distrofico; R = (1,21660 x RPCF) +
0,50225(RPCF x T); R? = 0,9489

Os resultados da avaliagdo indicam também uma grande variagdo de taxas de
incremento de ramos primarios com folhas e especialmente de biomassa de folhas, entre os
individuos, em ambas as populagdes (Tabelas 07 e 09). No primeiro ano apds a implantagéao
dos tratamentos de poda, esta variacdo é ainda maior, 0 que pode ser consequéncia de
adequacoes proéprias de cada individuo para a rebrota apds a poda. Além disso, no primeiro
ano apdés a poda, a avaliagdo dos dados a campo foi procedida por varias pessoas,
incluindo estudantes, técnicos e agricultores. Como a avaliagdo da biomassa de folhas se
deu a partir da coleta de 10 % dos ramos de cada individuo, pode ter havido uma diferenca

no julgamento da representatividade destes ramos em cada individuo, a partir da analise de

diferentes pessoas.
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Apesar desta variagdo, os individuos que recebem poda total, nas condi¢des
edafoclimaticas de ambas as populagdes, apresentam incremento positivo e expressivo de
biomassa de folhas, dois anos apds a poda.

A poda bienal é recomendada na cultura de erva-mate (llex paraguariensis ST.HIL),
apos o quarto ou quinto ano de plantio, no periodo de maio a setembro (Mazuchowski,
1991). A pratica tecnicamente recomendada para a poda desta espécie é a retirada de
aproximadamente 70 % dos ramos e folhas, deixando-se 30 % dos mesmos para a
manutenc¢ao da estrutura da planta. Desta forma, cada individuo produz em torno de 15 a 20
Kg de folhas e ramos/colheita (peso verde); o rendimento, apds o cancheamento (secagem
propria para a produgdo da erva-mate para chimarrdo), € de aproximadamente 30 %
(Mazuchowski, 1991). Segundo Andrade (2002), o periodo ideal de colheita da erva-mate
(safra), € de maio a setembro, se concentrando nos meses de junho a agosto, antes de
ocorrer a nova brotagdo, pois nesta época as folhas estdo maduras e a erveira esta em
repouso fisioldgico. A autora coloca ainda que o intervalo dado pelos produtores entre uma
colheita e outra em ervais nativos € de no minimo dois anos, visando o néao
comprometimento do rendimento das erveiras.

|. paraguariensis e M. ilicifolia sdo espécies que ocorrem em sub-bosque na Floresta
Ombrdfila Mista e, apesar de serem de familias botanicas diferentes, ambas parecem
apresentar caracteristicas similares quanto a capacidade de rebrota. Montanari Jr. (1999)
coloca que, em plantio de M. llicifolia, a colheita deve ser feita no inicio da primavera e no
final do verao, épocas relativamente coincidentes com as épocas propostas para a colheita
de llex paraguariensis (Andrade, 2001). Ambas as espécies também parecem apresentar
uma boa reposigdo de biomassa de folhas dois anos apds a poda, conforme os resultados
deste trabalho e o obtido pelos produtores de . paraguariensis em ervais nativos, conforme
Andrade (2001). Em I. paraguariensis, recomenda-se deixar 30 % dos ramos, por ocasido
da poda. Neste trabalho, nenhum tratamento de poda foi proposto nesta condigéo, pois
optou-se por comparar uma pratica de poda de M. ilicifolia utilizada por agricultores-

extratores (poda de 1/3 dos ramos) com a poda total dos ramos e a auséncia de poda.
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Em areas de plantio de M. ilicifolia, Montanari Jr. (1999) recomenda a colheita de folhas
e ramos a cada seis meses, iniciando-se 18 meses apds o plantio. Segundo o autor, na
colheita deve-se ter o cuidado de deixar 50 % das folhas, para permitir uma melhor rebrota
das plantas (Montanari Jr., 1999). Esta proposta tem como fundamento principal dados
obtidos em areas experimentais do CPQBA/IAC. Em comunicagado pessoal (Montanari Jr.,
2002), o autor afirma que, a partir da continuidade das observagbes realizadas nestas areas,
a poda de M. ilicifolia a cada seis meses parece nao ser interessante, tendo sido substituida
pela poda anual.

De acordo com as taxas de incremento avaliadas neste estudo, em ambas as
populagbes naturais a reposi¢cao de biomassa foliar ocorreu somente dois anos apos a poda,
sendo que o tratamento “poda total” apresentou ramos mais vigorosos e com maior
biomassa foliar. A poda de 1/3 dos ramos ndao demonstrou ser tao efetiva quanto a poda
total para a reposigdo de biomassa. No entanto, nenhum tratamento foi proposto neste
trabalho para avaliar o incremento a partir de um sistema de poda anual de 50 % das folhas
e ramos de M. ilicifolia, conforme propde Montanari Jr (2002).

Seria de grande importancia a realizagdo de novos estudos envolvendo outros sistemas
de poda de M. ilicifolia em populagbes naturais, bem como o acompanhamento dos
individuos podados, ao longo de um periodo maior do que o realizado neste trabalho, a fim
de se avaliar se estes sistemas afetam ou ndo a taxa de florescimento, bem como a vida util
dos individuos da espécie.

Contudo, a partir dos dados avaliados neste trabalho, a realizacdo de poda total dos
ramos de individuos de M. ilicifolia, até o limite maximo de 0,5 cm, a cada dois anos, parece
ser uma medida que pode estar envolvida em uma proposta de manejo conservativa,
considerando-se os individuos isoladamente. E interessante notar que extratores da regiéo
de Curitiba/PR utilizam esta pratica de poda em populagées naturais (Scheffer, 2002,
comunicacgéo pessoal). Segundo Scheffer (2002), a pratica comum nesta regido € a retirada

de todos os ramos primarios com folhas no conjunto de individuos da populagéo.
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Obviamente, a poda total dos ramos de todos os individuos de uma populagao natural
de M. ilicifolia, a cada dois anos, ndo seria a unica medida que garantiria a sustentabilidade
da exploracdo, uma vez que varios outros fatores devem ser levados em conta para a
pratica do manejo, visando a manutencdo da regeneracdo natural e a conservagao da
diversidade genética, tais como a biologia reprodutiva, o sistema de cruzamento e a
ecologia de polinizagao e de dispersao de sementes. A avaliagdo destes fatores implica na
necessidade de manutengédo de individuos porta-sementes na populagédo, em distribuigdo

adequada.

4.3 Andlise de aspectos da biologia floral e da freqiiéncia de tipos florais

Aspectos da biologia floral foram avaliados considerando-se 89 individuos em
florescimento nas duas populagcbes de M. ilicifolia em estudo. A analise morfo-anatémica
das flores indicou a ocorréncia de dois tipos florais.

Um dos tipos florais — “tipo A” (Figura 05) — apresenta estames horizontalizados
(formando um angulo maior que 120° com o plano do disco), longestilia, ovario em formato
oval, disco interceptando o ovario na metade de sua altura, receptividade do estigma desde
a antese da flor até o inicio do secamento e anteras pardacentas. Neste tipo floral, a analise
da ocorréncia de graos de pélen em 30 anteras demonstrou a auséncia dos mesmos em 83
% das anteras. Nas demais, estes nao apresentaram viabilidade a partir do teste do corante
carmim acético.

O outro tipo floral observado — “tipo B” (Figura 05) — apresenta estames verticalizados
(formando um angulo menor que 120° com o plano do disco), brevistilia, ovario em formato
esférico, disco concrescido sobre o ovario, receptividade do estigma apos a antese da flor e
das anteras (em sua maioria iniciando a receptividade no momento em que restam poucos
graos de pdlen aderidos as anteras) e anteras de coloragdo amarelo-forte. Graos de pdlen
de todas as 30 anteras de flores do tipo B analisadas apresentaram viabilidade pelo teste do

corante carmim acético. Tanto nas flores do tipo A quanto nas flores do tipo B, a insergéo
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dos estames se da na altura da base do ovario. Ambos os tipos florais produzem néctar, em
glandulas localizadas no disco. Porém, a producdo de néctar em cada tipo floral nao foi
avaliada quantitativamente.

As diferengas entre os tipos florais estdo dispostas na Tabela 11 e na Figura 05.

Tabela 11: Diferencas entre tipos florais de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. avaliados em duas

populagbes naturais* na regiao de Guarapuava, PR. Floriandpolis,RGV/UFSC, 2003

Flores tipo A Flores tipo B
Estames horizontalizados Estames verticalizados
Longestilia Brevistilia
Ovario em formato oval Ovario em formato esférico
Disco interceptando o ovario Disco concrescido sobre o ovario

em sua por¢ao média

Anteras pardacentas Anteras de coloracdo amarelo-forte
Anteras com auséncia de graos de podlen 100 % das anteras com presenga de graos
(83 %) ou com polen inviavel (17 %) de pdlen viaveis

Receptividade do estigma desde a antese da  Receptividade do estigma iniciando apods a

flor até o inicio do secamento antese da flor e das anteras

* Populagédo 01 - Fazenda da Costa/Manasa S.A.; populagdo em climax edafico sobre associagao de
neossolo litélico histico e afloramento de rocha; Populagdo 02 - sede da Fundagdo RURECO;
populacdo em sub-bosque de formacgao secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distrofico
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Carvalho-Okano (1992) supde que as diferengas estruturais observadas em distintos
tipos florais de M. ilicifolia possam estar relacionadas a funcionalidade das mesmas.
Corroborando com esta hipotese, as diferencas entre os tipos florais analisados neste
trabalho sugerem, em um primeiro momento, que as flores seriam funcionalmente femininas
(tipo A) ou funcionalmente masculinas (tipo B). Contudo, € importante observar que ambos
os tipos florais apresentam gineceu e androceu, sendo morfologicamente andréginos.

Em cada populagao, observou-se uma diferenga significativa quanto a freqiéncia dos
tipos florais nos individuos (X* = 42,99; GL=2; 0<0.05). Na populagdo 01, em todos os
individuos avaliados (43) foi verificada a ocorréncia de apenas um tipo floral/individuo, ou
seja, os individuos apresentaram somente flores do tipo A (20 individuos) ou somente flores
do tipo B (23 individuos). Ja na populagédo 02, dos 46 individuos avaliados, 27 apresentaram
somente flores do tipo A, 19 apresentaram flores dos dois tipos e nenhum individuo

apresentou somente flores do tipo B, conforme indicado na Tabela 12.

Tabela 12: Freqiéncia de tipos florais observados em duas populagdes naturais* de Maytenus

ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de Guarapuava, PR. Florianépolis, RGV/UFSC, 2003

Flores tipo A Flores tipo B Flores tipo A +
flores tipo B
Populagao 01 20 individuos 23 individuos -
Populagao 02 27 individuos - 19 individuos

* - Populagdo 01 - Fazenda da Costa/Manasa S.A.; populagdo em climax edafico sobre associagéo
de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha; Populagdo 02 - sede da Fundacdo RURECO;
populagdo em sub-bosque de formagdo secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb
distréfico

Diferengas nas frequéncias de tipos florais em populagdes de M. licifolia foram
observadas por Calago (1996), citada por Scheffer (2001). De acordo com a autora, em uma
populagao plantada de M. ilicifolia foi possivel observar individuos com flores estaminadas e

flores pistiladas (sic) e outros individuos somente com um dos tipos florais (Calago, 1996

apud Scheffer, 2001). Carvalho-Okano (1992), que revisou o género Maytenus, coloca que
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esta situacao é caracteristica da espécie, bem como de outras espécies do género no Brasil
extra-amazonico — M. evonymoides € M. patens. A autora cita que Brizicky (1964) descreve
as espeécies de Maytenus do sudeste dos Estados Unidos como bissexuais (mondclinas) ou
unissexuais (diclinas), por aborto; a autora coloca ainda que, de acordo com Sebsebe
(1985), espécies africanas de Maytenus sado bissexuais (mondclinas) ou funcionalmente
unissexuais (diclinas), com estaminddios em flores pistiladas e pistilédios em flores
estaminadas.

Hartley (1967) cita uma situagdo semelhante a observada neste trabalho na espécie
monoica Elaeis guineensis (dendé). Segundo o autor, individuos desta espécie expostos a
uma baixa intensidade luminosa — condigbes de sombra sob cobertura florestal - tendem a
produzir inflorescéncias masculinas. Considerando-se as populacbes de M. ilicifolia
avaliadas neste estudo, os individuos da populagédo 01 recebem uma maior incidéncia
luminosa e encontram-se sob o estresse hidrico e nutricional de uma associagdo de
afloramento de rochas e neossolo histico. Na populagdo 02, ocorre um perfil de solo mais
profundo e menor incidéncia de luz solar direta sobre os individuos da espécie. Na
populagdo 02, ocorre a produgao de flores do tipo B em conjunto com flores do tipo A na
mesma planta — possivelmente, nestes individuos o sombreamento promove algum
mecanismo de producgao de flores com polen viavel (flores tipo B). Contudo, esta hipotese
precisa ser avaliada em um nimero maior de populagdes em condigao similar.

Na populacdo 01, a ocorréncia de apenas um tipo floral por individuo determina a
necessidade de polinizagdo cruzada entre individuos, no minimo para a fecundacdo das
flores do tipo A, as quais ou ndo apresentam graos de pdlen ou os apresentam inviaveis. Ao
mesmo tempo, nas flores do tipo B a dicogamia reduz a possibilidade de autofecundacéo,
em func&o do inicio da receptividade do estigma se dar depois da antese das anteras e da
liberagdo dos graos de polen. Dessa forma, a estratégia de florescimento na populagéo 01
privilegia de forma mais expressiva a polinizagao cruzada e, consequentemente, a maior
troca de alelos entre os individuos. Na populagdo 02, grande parte dos individuos apresenta

possibilidade de ocorréncia de gueitonogamia, caso ndo haja algum mecanismo de auto-
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incompatibilidade envolvido, fato que deve reduzir a alogamia nesta populagédo. Além disso,
€ importante lembrar que M. ilicifolia produz uma grande quantidade de flores por individuo,
apresentando estas diferentes fenofases ao mesmo tempo. Assim, individuos que produzem
flores do tipo B (com pdlen viavel), ou ambos os tipos florais, podem estar sujeitos a
autofecundagéao por gueitonogamia.

De acordo com observagbes de agricultores-extratores da regido envolvidos no
trabalho, ambos os tipos florais parecem produzir frutos com sementes viaveis. A
observagdo da frutificagdo, no ano de 2001, ndo foi possivel devido ao abortamento
praticamente total das flores de todos os individuos das populagdes analisadas, em funcgéo
da ocorréncia de duas geadas severas nos meses de setembro e outubro daquele ano, na
regido de estudo. Apds o abortamento, um novo florescimento ocorreu, porém efémero, nao
gerando frutos.

No inicio de novembro 2002, foram identificados os tipos florais de 30 individuos da
populagéo 01. Estes individuos faziam parte do conjunto de 43 individuos avaliados no ano
anterior, em relagao a freqiiéncia de tipos florais. Todos estes individuos apresentaram, no
ano de 2002, os mesmos tipos florais identificados no ano anterior. Foram identificados 10
individuos com flores tipo A e 20 individuos com flores tipo B. Todos estes individuos
apresentaram, igualmente, uma grande quantidade de flores.

Em dezembro de 2002, estes individuos foram avaliados quanto a frutificagdo. Dos 10
individuos com flores tipo A, 6 apresentaram frutos, enquanto dos 20 individuos com flores
tipo B, 12 apresentaram frutos. Estas observacgdes indicam que ambos os tipos florais tém
possibilidade de produzir frutos, conforme observagdes de agricultores-extratores da regido.
No entanto, de acordo com Scheffer (2002, comunicacao pessoal), sementes coletadas de
alguns individuos isolados ndo germinaram. Este fato pode estar indicando a producéo de
frutos com sementes inviaveis, como conseqiéncia de um mecanismo de auto-
incompatibilidade. Portanto, faz-se necessario o aprofundamento de estudos nesta area,

avaliando se os frutos formados a partir de cada tipo floral produzem sementes viaveis. O
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fato de que nem todos os individuos que florescem acabam frutificando ja havia sido
relatada por Scheffer e Araujo (1998).

Na avaliagdo da frutificacdo, em 2002, percebeu-se também que o numero de frutos
formados nos individuos que frutificaram foi bastante reduzido. Este fato revela uma baixa
efetividade da polinizagdo, ao menos naquele ano, o que pode estar relacionado a ecologia
de polinizagéo e a outros condicionantes do fluxo génico. O acompanhamento detalhado da
fenologia de florescimento e frutificagdo, associado a estudos de ecologia de polinizagao e
do sistema reprodutivo, seriam de extrema importancia para a geragcdo de critérios de
conservagao e manejo de populagdes naturais de M. ilicifolia.

Além disso, a andlise de aspectos da biologia floral de M. llicifolia em populagbes
naturais sugere que ha diferentes estratégias de adaptagao relacionadas a estrutura floral
da espécie em diferentes condi¢gbes de solo e luminosidade. A avaliagado destes aspectos é
de grande importancia para a proposi¢ao de praticas sustentaveis de manejo de populagbes
naturais da espécie, uma vez que a manutencado de individuos reprodutivos, nas areas
manejadas, deve levar em conta as diferengas na estrutura floral e na freqiiéncia de tipos

florais.

4.4 Analise da diversidade genética

4.4.1 — Eletroforese de isoenzimas

Entre os diferentes tampdes de eletrodo e gel testados, o tampéao Tris-Citrato (TC)
apresentou maior resolugdo em todos os sistemas enzimaticos que apresentaram bandas
com possibilidade de interpretacao.

Na tabela 13 séo apresentados os diferentes sistemas enzimaticos testados no tampao
TC, bem como o numero de locos provaveis observado e o numero de locos com
possibilidade de interpretagdo genética, considerando tanto a genotipagem dos individuos

das populacdes naturais avaliadas, quanto de progénies maternas destes.
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Tabela 13: Sistemas enzimaticos testados em plantas de populagdes naturais de Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reiss., bem como em suas progénies maternas, niumero de locos provaveis observados e
nuamero de locos com possibilidade de interpretacdo genética (tampao utilizado: Tris-Citrato).

Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

Sistemas enzimaticos  Numero de locos observados  Numero de locos c/possibilidade

de interpretagdo genética

PRX 2 1
MDH 2 2
PGI 2 1
NADHDH 1 1
6PGDH 2 1
IDH 1 1
LAP 1 1
o-EST 1 0
ACP 1 0
GOT 1 0
G6PDH 1 0
PGM 1 0
G2DH 1 0

A enzima Peroxidase (PRX) apresentou dois locos. O loco mais lento ndo se mostrou
de forma regular em todos os géis e, quando ocorria, apresentava pouca nitidez. O loco
mais rapido, no entanto, se mostrou regular e de facil interpretagdo em todos os géis. Este
loco apresentou-se sempre polimérfico, com um a trés alelos, sendo a enzima monomérica

(Tabelas 13 e 14; Figura 06-A).
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Para a Malato Desidrogenase (MDH), foram observados dois locos, ambos polimérficos,
com um a dois alelos e apresentando enzimas monoméricas, de boa resolucdo e facil
interpretagéo (Tabelas 13 e 14; Figura 06-C).

A enzima Fosfogluco Isomerase (PGI) apresentou-se dimérica em um dos locos
observados. Neste loco, de facil interpretagdo, ocorrendo trés alelos, sendo polimérfico em
todos os géis analisados. Um outro loco, mais rapido, foi observado, no entanto sem
possibilidade de interpretacao, por falta de nitidez (Tabelas 13 e 14; Figura 06-B).

Na enzima NADH Desidrogenase (NADHDH) foi observado apenas um loco, de
resolucéo relativamente fraca, porém com possibilidade de interpretagcao. A enzima mostrou-
se monomérica e o loco revelado apresentou-se polimérfico apenas na genotipagem dos
individuos da populagéo 02, revelando 3 alelos (Tabelas 13 e 14).

A enzima 6-Glucose Fosfato Desidrogenase (6PGDH) apresentou dois locos. O loco
mais rapido ndo se mostrou regular e, quando revelou-se, ndo apresentava possibilidade de
interpretagdo. O loco mais lento, ao contrario, revelou-se com boa resolugédo e facil
interpretagdo em todos os géis analisados; apresentando baixo polimorfismo, este loco
revelou trés alelos e enzima dimérica (Tabelas 13 e 14; Figura 06-F).

A enzima lIsocitrato Desidrogenase (IDH) apresentou um loco, polimérfico, de boa
resolugdo e facil interpretagdo. Este loco apresentou trés alelos e estrutura dimérica
(Tabelas 13 e 14; Figura 06-D).

A enzima Leucina Aminopeptidase (LAP) apresentou um loco, polimérfico, com enzima
monomeérica, apresentando dois alelos (Tabelas 13 e 14; Figura 06-E).

Os demais sistemas enzimaticos testados ndo apresentaram locos com nitidez

suficiente para a interpretacao, conforme indicado na Tabela 13.
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‘Figura 06: Amostras de géis obtidos apds coloragao de diferentes sistemas
enzimaticos (A=PRX: B=PGI: C=MDH: D=IDH: F=I AP: F=6PGNH)
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Tabela 14: Numero de alelos e tipos enzimaticos observados em cada loco alozimico de Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reiss. avaliado em plantas de populagdes naturais na regido de Guarapuava e em

progénies maternas destas. Floriandpolis,RGV/UFSC, 2003

Loco Estrutura da enzima Ne° alelos
PRX Monomérica 3
MDH 1 Monomérica 3
MDH 2 Monomeérica 2
PGI Dimérica 3
NADHDH Monomeérica 2
6PGDH Dimérica 3
IDH Dimérica 3
LAP Monomérica 2
TOTAL 21

Na Tabela 15 é apresentada uma comparacgéo relativa a interpretagao genética dos
sistemas enzimaticos utilizados neste trabalho e nos trabalhos de Scheffer (2001) e Perecin
(2001), considerando os sistemas enzimaticos, o numero de locos € o numero de locos

polimérficos avaliados, bem como o nimero de alelos observado.
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Tabela 15: Numero de locos (N°L), numero de locos polimérficos (N°P) e nimero total de alelos (N°A)
observados em trés trabalhos que envolveram eletroforese de isoenzimas em Maytenus ilicifolia Mart.

ex Reiss.. Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Sistemas enzimaticos Scheffer (2001) Perecin(2001) Este trabalho

N°L  N°P  N°A N°L N°P N°A N°L N°P N°A

PRX 1 1 3 1 1 3
MDH - -2 2 5 2 2 5
NADHDH 1 1 2
IDH 1 1 3 1 1 3
6PGDH 1 1 3 2 1 3 2 1 3
LAP 1 0 1 1 1 2
PGI 1 1 5 2 1 4 2 1 3
ACP 1 1 2
a-EST 1 1 3
MnR 1 1 4
GOT 1 1 4
TOTAL 5 5 19 10 7 21 8 8 21

A revelagéo das enzimas PRX, MDH, PGI, 6PGDH e LAP ocorreu de forma semelhante
a revelagao obtida por Perecin (2001), tendo sido detectado o mesmo numero de alelos,
excecdo feita a enzima LAP, onde a autora observou apenas um alelo e, neste trabalho,
foram identificados dois alelos (Tabela 15).

Na revelagéo da enzima IDH, o presente trabalho apresentou dados semelhantes aos
obtidos por Scheffer (2001). No entanto, para as enzimas 6PGDH e PGI, os resultados
obtidos neste trabalho e no trabalho de Perecin (2001) mostraram-se diferentes dos obtidos
pela autora citada. Em ambos os sistemas, Scheffer (2001) identificou apenas um loco
(Tabela 15), enquanto os dados de Perecin (2001) e deste trabalho demonstram a

existéncia de dois locos. As diferengcas na quantidade de locos observados em cada
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sistema enzimatico podem ser devidas a diferencas nas condicdes de corrida,
especialmente no tampao de extragdo, nos tampdes de eletrodo e gel e na voltagem e
amperagem das corridas eletroforéticas.

O numero de alelos da enzima 6PGDH foi semelhante nos trés trabalhos, sendo
identificados trés alelos; ja o niumero de alelos da enzima PGI foi maior no trabalho de
Scheffer (2001), o qual identificou cinco alelos na revelagao desta enzima; Perecin (2001)

identificou quatro alelos, e o presente trabalho apenas trés alelos neste sistema enzimatico.

4.4.2 Freqiiéncias alélicas

Na tabela 16 sdo apresentadas as freqluiéncias alélicas dos diferentes locos avaliados
na eletroforese de izoenzimas, considerando os gendétipos dos individuos adultos e das
progénies maternas das populag¢des naturais de M. ilicifolia avaliadas neste trabalho (anexo
06). Nas populagdes de progénies maternas, ndo foram avaliados os locos NADHDH e LAP,

por apresentaram baixa resolucdo neste grupo de plantas.
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Tabela 16: Freqiéncias alélicas de locos alozimicos de individuos adultos e de progénies maternas
de populagdes naturais de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de Guarapuava, PR.

Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Individuos adultos Progénies maternas
Alelos Populagéo 01 Populagao 02 Populagéo 01 Populagao 02
PRX
N=32 N=30 N=140 N=141
1 0,828 0,900 0,950 0,929
2 0,094 0,100 0,050 0,071
3 0,078 0,000 0,000 0,000
PGI
N=32 N=30 N=140 N=141
1 0,703 0,500 0,761 0,738
2 0,297 0,500 0,236 0,262
3 0,000 0,000 0,004 0,000
MDH1
N=32 N=30 N=140 N=141
1 0,703 0,850 0,921 0,908
2 0,297 0,150 0,079 0,092
MDH2
N=32 N=30 N=140 N=141
1 0,813 1,000 0,975 0,975
2 0,188 0,000 0,025 0,025
IDH
N=32 N=30 N=140 N=141
1 0,703 0,900 0,893 0,918
2 0,297 0,067 0,075 0,043
3 0,000 0,033 0,032 0,039
6PGDH
N=32 N=30 N=140 N=141
1 1,000 0,950 0,971 0,993
2 0,000 0,050 0,000 0,004
3 0,000 0,000 0,029 0,004
NADHDH
N=32 N=30
1,000 0,933 N&o avaliado N&o avaliado
2 0,000 0,067
LAP
N=32 N=30
1 0,875 0,933 N&o avaliado N&o avaliado
2 0,125 0,067
N° total de 15 16 14 14
alelos

* - Populagéo 01 - Fazenda Costa, populagdo em climax edafico sobre associagdo de neossolo
litdlico histico e afloramento de rocha; Populagéo 02 - sede da Fundagao RURECO, populagdo em
sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distréfico
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O loco PRX apresentou trés alelos nos individuos adultos da populagdo 01 e apenas
dois alelos nos individuos adultos da populagdo 02. Em cada populagdo de progénies
maternas, apenas dois alelos foram identificados, em freqiiéncias bastante similares.

Tanto o loco PGI quanto o loco MDH1 apresentaram dois alelos, os quais ocorreram
nas populagdes de individuos adultos e nas populacbes de progénies maternas. A
frequéncia destes alelos foi diferente entre as populagdes de individuos adultos, porém
similar entre as populagdes de progénies maternas.

Nas populagbes de progénies maternas, o loco MDH2 apresentou dois alelos com
frequéncias idénticas, sendo um deles de baixa freqiéncia (p<0,05). A freqiéncia destes
alelos foi diferente nos individuos adultos da populagdo 01 e, nos individuos adultos da
populagéo 02, este loco revelou-se monomorfico.

O loco IDH apresentou dois alelos nos individuos adultos da populagéo 01 e um terceiro
alelo nos individuos adultos da populacao 02. Este terceiro alelo foi verificado também em
ambas as populagdes de progénies maternas. Sempre que ocorreu, este alelo apresentou
baixa frequéncia.

O loco 6PGDH apresentou-se monomorfico nos individuos adultos da populagédo 01.
Nos individuos adultos da populagdo 02, um segundo alelo, de baixa frequéncia, foi
verificado. Este segundo alelo ndo foi detectado nas progénies maternas da populagao 01.
No entanto, nesta populagdo, um terceiro alelo ocorreu. Nas progénies maternas da
populagdo 02 os trés alelos citados ocorreram, sendo de baixa frequéncia o segundo e o
terceiro alelo.

O loco NADHDH mostrou-se monomorfico nos individuos adultos da populagédo 01,
apresentando dois alelos nos individuos adultos da populag¢ao 02.

No loco LAP, dois alelos foram verificados em cada populagdo de individuos adultos,
com freqiéncias distintas.

Apesar do numero total de alelos ser semelhante nas duas populagbes de adultos, a
presenca ou auséncia e a frequéncia destes alelos em cada loco apresentaram variagdo. Na

populagdo 01, ndo foram encontrados trés alelos que se apresentaram na populagéo 02; ja
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nesta ultima, ndo foram encontrados dois alelos revelados na populagédo 01. Em geral, no
entanto, os alelos que apresentaram elevada ou baixa freqiiéncia em uma das populagbes
também o fizeram na outra. Todos os alelos que foram encontrados exclusivamente em uma
das populagdes de adultos apresentaram frequiéncias relativamente baixas (Tabela 16).

Entre as populagdes de progénies maternas, foram detectados seis alelos de baixa
frequéncia (locos PGI, MDH2, IDH e 6PGDH). Entre as populagbes de individuos adultos,
apenas um alelo de baixa freqiiéncia foi identificado (no loco IDH — populagdo 02). E
interessante notar que, na populagdo 01, a enzima PRX apresentou um alelo entre os
adultos que n&o ocorreu nas progénies maternas. No entanto, em geral ocorreu o contrario,
ou seja, nas progénies maternas da populagao 01, existem trés alelos (nos locos PGl, IDH e
6PGDH) que ndo foram encontrados entre os adultos; na populagao 02, as progénies
maternas também apresentaram dois alelos ndo encontrados entre os adultos (nos locos
MDH2 e 6PGDH).

A presenca de alelos em individuos jovens que n&o ocorreram em individuos adultos foi
observada igualmente por Perecin (2001) em populagbes naturais de Maytenus aquifolia.

A maior quantidade de alelos por loco nas populagdes de progénies maternas pode
estar indicando a ocorréncia de um fluxo génico proveniente de individuos reprodutivos ndo
representados na amostra dos individuos adultos, existentes nas préprias populagbes
avaliadas ou em outras demes. Outrossim, a amostragem de uma maior quantidade de
individuos nas populagdes de progénies maternas (140 individuos da populagéo 01 e 141
individuos da populagéo 02), em relagdo as populagdes de individuos adultos (32 individuos
da populagdo 01 e 30 individuos da populagao 02) pode, por si sO, ter promovido a

possibilidade da deteccdo de um maior numero de alelos nas primeiras.

4.4.3 indices de diversidade

A partir do calculo das frequéncias alélicas, foram estimados indices de diversidade

genética nas populagbes naturais em estudo, considerando-se individuos adultos e
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progénies maternas, os quais sao apresentados na Tabela 17. Nesta tabela sao
apresentados também dados referentes ao estudo realizado por Perecin (2001), obtidos a
partir de avaliagdo de individuos adultos de uma populagéo natural de M. ilicifolia da regiao

de Cacador, SC.

Tabela 17: indices de diversidade genética estimados em populagées naturais* de Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reiss. na regido de Guarapuava (PR) e Cagador (SC), considerando individuos adultos e

progénies maternas. Floriandpolis,RGV/UFSC, 2003

Individuos adultos

N** P A He Ho f
Populaggo 01 32 (0,00** 750 1,9(0,2) 0,264 (0,063) 0,227 (0,057) 0,140
Populaggo 02 30 (0,0) 87,5 20(0,2) 0,186 (0,053) 0,125 (0,037) 0,328

Perecin (2001) 31 70,0 21 0,255 0,113 0,562

Progénies maternas

Populagdo 01 140 (0,0) 66,7 2,3(0,2) 0,152 (0,049) 0,126 (0,036) 0,171

Populagdo 02 141 (0,0) 66,7 23(0,2) 0,151 (0,054) 0,109 (0,038) 0,278

* Populagédo 01: Fazenda Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagdo de
neossolo litdlico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdo RURECO -
populagdo em sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distrofico;
Perecin (2001): Reserva Genética de Cagador/SC — populacdo em sub-bosque de Floresta com
Araucaria

** - N: tamanho da amostra; P: percentagem de locos polimoérficos; A: nimero médio de alelos por
loco; He : heterozigosidade média esperada (diversidade genética); Ho: heterozigosidade média

observada
*** - os valores entre paréntesis indicam o erro padrao respectivo

As populagdes de individuos adultos de M. ilicifolia avaliadas neste estudo e a
populagdo avaliada por Perecin (2001) apresentam grande semelhanga em relagdo ao
tamanho amostral, a percentagem de locos polimoérficos e ao numero médio de alelos por
loco (Tabela 18)

Os individuos adultos da populagédo 01 e a populagdo avaliada por Perecin (2001)

apresentam valores de heterozigosidade esperada (diversidade genética) similares,
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superiores aos obtidos entre os individuos adultos da populagdo 02. Os individuos adultos
da populagdo 02, portanto, apresentam a menor diversidade genética, apesar de
apresentarem a maior percentagem de locos polimorficos entre as populagdes de individuos
adultos avaliadas.

De acordo com os dados da Tabela 17, pode-se concluir que a diversidade genética em
populagdes naturais de M. ilicifolia é elevada. Hamrick e Godt (1990) revisaram 653 estudos
que utilizaram a técnica da eletroforese de isoenzimas para a obtencédo de indices de
diversidade genética em espécies vegetais, envolvendo 449 espécies e 165 géneros. De
acordo com estes estudos, espécies arboreas perenes apresentaram, em média,
polimorfismo em 64,7 % dos locos, 2,19 alelos/loco e heterozigosidade esperada de 0,097.
Espécies tropicais, por sua vez, apresentaram 49,2% dos locos com polimorfismo, 1,81
alelos/loco e heterozigosidade esperada de 0,148 (Hamrick e Godt, 1990). As populacbes
naturais de individuos adultos de M. llicifolia, indicadas na Tabela 17, apresentam maior
numero médio de alelos por loco, maior heterozigosidade esperada (diversidade genética) e
maior percentagem de locos polimoérficos que a média de populagdes naturais de espécies
arboreas perenes de clima tropical.

Estes elevados indices indicam a possibilidade da ocorréncia de grande numero de
novas combinacdes genotipicas em cada geracdo, o que pode ser importante para a
manutengao do potencial evolutivo da espécie.

Entre as populagdes de individuos adultos indicadas na Tabela 17, a populagao 01
apresenta o maior indice de heterozigosidade observada. Na populagado 02 e na populagéao
avaliada por Perecin (2001), este indice € menor. Independentemente dos valores da
heterozigosidade observada, em cada populagdo de individuos adultos, esta é sempre
menor do que a heterozigosidade esperada. Esta diferenga € marcante na populagéo
avaliada por Perecin (2001), onde a heterozigosidade observada é menor do que a metade
da heterozigosidade esperada. Independentemente das diferengcas no tamanho das

populagdes avaliadas, os elevados coeficientes de endogamia (f) obtidos neste trabalho e
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por Perecin (2001) (Tabela 17) revelam a existéncia de um forte efeito de endogamia em
populagbes naturais de M. jlicifolia.

A populacdo 01 ocupa uma area de aproximadamente 20 ha, enquanto a populagao 02
ocupa apenas 1 ha. Os maiores coeficientes de endogamia observados na populagdo 02,
em relacdo a populacdo 01, podem ser consequéncia de uma menor possibilidade de
recombinagdes, em fung¢do do reduzido tamanho da populagdo e de um provavel maior
parentesco entre os individuos.

Todavia, é interessante notar que o coeficiente de endogamia (f) € menor na populagao
01, intermediario na populagdo 02 e bem maior na populagéo avaliada por Perecin (2001). A
populagédo 01 encontra-se em ambiente com forte restricdo edafica (afloramento de rocha), a
populagdo 02 ocupa o sub-bosque de uma formagao secundaria (capoeirdo) e a populagao
avaliada por Perecin (2001), visitada por este autor, encontra-se no sub-bosque de uma
formacado secundaria bem mais avangada. Na regido de ocorréncia desta populagdo, o
dossel é formado basicamente por pinheiros (Araucaria angustifolia) de mais de 20 m de
altura, com individuos de cedro (Cedrella fissilis) e imbuia (Ocotea porosa) aparecendo no
sub-dossel. Os individuos de M. ilicifolia da populagdo avaliada por Perecin (2001) se
apresentam muito mais espagados entre si e, visualmente, a regeneragédo natural € bem
mais baixa do que nas populagbes avaliadas neste estudo. Portanto, os dados obtidos
nestas trés populagdes sugerem que o coeficiente de endogamia é crescente no sentido da
sucessao natural, reiterando a hipotese de que populagdes de M. ilicifolia sdo adaptadas a
condicbes de restricdo edafica. Em locais onde esta restricdo ndo é tao forte, a espécie
provavelmente se instala no inicio da sucesséao, sendo possivelmente suprimida em estagios
mais avancados.

Apesar dos elevados coeficientes de endogamia observados neste trabalho e na
populagédo avaliada por Perecin (2001), Scheffer (2001), avaliando indices de diversidade
em cinco populagbdes de progénies maternas de M. ilicifolia, identificou uma baixa diferenga
entre as heterozigosidades observada e esperada, e estes indices foram bem superiores

aos obtidos neste trabalho e aos valores obtidos por Perecin (2001). Entretanto, a autora
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utilizou na avaliagdo somente locos polimérficos, o que pode ter acarretado uma
superestimativa das heterozigosidades. Adicionalmente, houve uma intensa selegdo
aplicada na escolha das plantas para o teste de progénies (Scheffer, 2001). Este
procedimento pode também acarretar uma redugdo expressiva da endogamia na populagao.

As populagdes de progénies maternas indicadas na Tabela 17 sdo praticamente
idénticas entre si quanto ao tamanho amostral, percentagem de locos polimérficos, niumero
médio de alelos por loco e heterozigosidade esperada (diversidade genética). O numero
meédio de alelos por loco é maior nas populagbes de progénies maternas do que nas
populagbes de individuos adultos, em funcdo da maior ocorréncia de alelos raros entre as
primeiras. Entretanto, as populagbes de progénies maternas apresentam menores
percentagens de locos polimorficos.

Nas populagbes de progénies maternas, as heterozigosidades — tanto esperada quanto
observada — sdo menores do que nas populagdes de individuos adultos. Tal fato pode estar
indicando a ocorréncia de selegdo em favor de heterozigotos nos individuos adultos. A
selegdo de heterozigotos entre individuos adultos € um fenémeno importante em
populacdes naturais de espécies tropicais, e tem sido detectada em varias espécies
arbdreas, conforme destaca Sebben et al. (2001). Nao obstante, a hipdtese de selegdo para
heterozigotos em popula¢des naturais de M. ilicifolia necessita ser melhor investigada, uma
vez que, neste trabalho, os coeficientes de endogamia (f) sdo semelhantes nas populagbes
de individuos adultos e nas populagdes de progénies maternas, o que pode estar indicando
que a maior diversidade nos adultos é decorrente apenas de efeitos de amostragem.

Entre as progénies maternas das duas popula¢des avaliadas neste estudo, também
ocorre o elevado efeito de endogamia verificado entre as populag¢des de individuos adultos
(Tabela 17), sugerindo a existéncia de auto-cruzamento ou de cruzamento entre individuos

aparentados em populagdes naturais de M. ilicifolia.
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4.4.4 Estrutura genética

Nas Tabelas 18 e 19 sao apresentados, respectivamente, os valores da estatisticas F
(Wright, 1951, 1965) e da analise da diversidade nas populagbes subdivididas (Nei, 1973)
para as populagdes de individuos adultos e para as populagbes de progénies maternas de

M. ilicifolia avaliadas neste estudo, desmembrados loco a loco.

Tabela 18: Estimativas das estatisticas-F em populagbes naturais** de individuos adultos e entre
populagbes de progénies maternas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. da regido de Guarapuava,

PR, desmembradas loco a loco. Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Populacbes de individuos adultos

Locos Fis Fir Fst
PRX 0,1481 ns 0,1519 ns 0,0044 ns
PGI 0,2047 ns 0,2561 * 0,0645 *

MDH1 0,1593 ns 0,1945 * 0,0419 *

MDH2 0,3985 * 0,4970 * 0,1638 *

NADHDH 0,4771* 0,5011~ 0,0459 *
IDH 0,3266 * 0,4029 * 0,1132*
LAP 0,0846 ns 0,0863 ns 0,0018 ns

6PGDH -0,0363 ns 0,0016 ns 0,0366 *
MEDIO 0,2179 * 0,2682 * 0,0643 *
Populagbes de progénies maternas

Locos Fis Fir Fst
PRX 0,3132 * 0,3126 * -0,0008 ns
PGI 0,3697 * 0,3677 * -0,0032 ns

MDH1 -0,0904 ns -0,0027 * -0,0020 ns

MDH2 0,7088 * 0,7070 * -0,0061 ns
IDH 0,0454 ns 0,0466 ns 0,0013 ns

6PGDH -0,0209 ns -0,0085 ns 0,0121*
MEDIO 0,2238 * 0,2228 * -0,0014 ns

* valor significativamente diferente de zero (p=0,05); ns: valor significativamente n&o diferente de zero
(p=0,05) — teste de X2 (Li & Horvitz ,1953)

** Populagao 01: Fazenda da Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagao de
neossolo litdlico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdao RURECO -
populacdo em sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distrofico;
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Tabela 19: Analise da diversidade genética entre popula¢des naturais* de individuos adultos e entre
populagbes de progénies maternas de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. da regido de Guarapuava,

PR, desmembradas loco a loco. Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

Populagbes de individuos adultos

Locos Hs HT GST
PRX 0,244 0,246 0,008
PGI 0,466 0,485 0,039

MDH1 0,342 0,351 0,026

MDH2 0,155 0,171 0,093

NADHDH 0,063 0,066 0,045
IDH 0,306 0,327 0,064
LAP 0,175 0,175 0,000

6PGDH 0,049 0,048 - 0,021
MEDIO 0,225 0,234 0,032
Populacbes de progénies maternas

Locos Hs H+ Gst
PRX 0,114 0,114 0,000
PGI 0,376 0,378 0,005

MDH1 0,158 0,158 0,000

MDH2 0,049 0,049 0,000
IDH 0,176 0,177 0,006

6PGDH 0,035 0,036 0,028
MEDIO 0,151 0,152 0,006

* Populagdo 01: Fazenda da Costa, Manasa S.A.- populagao em climax edafico sobre associacdo de
neossolo litélico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdao RURECO -
populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distréfico

Os valores de F;s obtidos (Tabela 18) corroboram os elevados coeficientes de
endogamia verificados a partir dos dados da Tabela 17. Esta elevada endogamia ocorre
tanto dentro das populagdes de progénies maternas quanto dentro das populagbes de
individuos adultos.

Entre os individuos adultos, os locos PRX, PGI, MDH1, LAP e 6PGDH nio
apresentaram endogamia dentro das populagbes (Fis ndo diferente de zero). Os locos PRX
e LAP nao manifestaram Fst e Fi7 significativos. O loco 6PGDH também nao apresentou Ft
significativo (Tabela 18).

Entre as populagbes de progénies maternas, os locos MDH1, IDH e 6PGDH nao
apresentaram endogamia significativa dentro de cada populagéo (Fs ndo diferente de zero).
IDH e 6PGDH também nao apresentaram Fr significativo e apenas o loco 6PGDH

apresentou Fgr significativo (Tabela 18).
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Naqueles locos que apresentaram endogamia significativamente diferente de zero,
detectaram-se valores extremamente elevados. No teste de Li & Horvitz (1953), estes
valores elevam expressivamente os valores do qui-quadrado, garantindo a significancia da
endogamia no conjunto total dos locos, em geral. No entanto, é interessante notar que,
enquanto alguns locos tém indices de fixagdo extremamente elevados, outros praticamente
nao manifestam a existéncia de endogamia, fato que também foi identificado em outros
trabalhos (Gandara, 1995; Reis, 1996¢; Sebben, 1997; Mariot, 2000; Perecin, 2001). Este
fendbmeno é justificavel, na medida em que os efeitos de deriva sdo independentes nos
diferentes locos e, além disso, pode estar havendo selegao em alguns locos. Por outro lado,
Coelho (2002) coloca que as variagbes dos coeficientes de endogamia entre diferentes
locos podem ser consideradas como conseqliéncia do carater finito das populagdes e da
variagao nas taxas médias de fecundacgéo cruzada entre geragoes.

Analisando-se os dados das Tabelas 18 e 19, percebe-se, pelos valores de Fsr € Gsr,
que a maior parte da variabilidade genética esta dentro das populagdes. Este padrdo de
estruturacdo é semelhante a varias espécies arboreas tropicais que se reproduzem por
alogamia ou por sistema misto, conforme indica a revisao de trabalhos de Hamrick e Godt,
1990. Trabalhos recentes vém demonstrando igualmente esta tendéncia. Populagdes de
progénies maternas de Euterpe edulis (palmiteiro) apresentaram 98 % da variabilidade
genética distribuida dentro das mesmas (Reis, 1996¢). Sebben et al. (2000), estudando
populagdes naturais de Tabebuia cassinoides (caixeta), identificou aproximadamente 97 %
da variabilidade dentro das mesmas. Auler (2000) obteve aproximadamente 96 % de
variabilidade dentro de populagbes naturais de Araucaria angustifolia. No trabalho de
Perecin (2001), a avaliagcado da estrutura genética entre populagbdes naturais de M. aquifolia
detectou aproximadamente 85 % da variabilidade genética dentro das populagbes. Scheffer
(2001), estudando populagdes de progénies de M. licifolia, identificou 93,5 % da
variabilidade dentro destas populagdes. Este resultado foi semelhante ao encontrado neste

trabalho — de acordo com os dados da Tabela 19, aproximadamente 97 % da variabilidade
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se encontra dentro das populagdes, considerando-se as populagdes de individuos adultos
(Gst = 0,032).

Entre as populagbes de progénies maternas avaliadas neste estudo, Fst médio ndo
chega a ser significativamente diferente de zero, enquanto entre as populagbes de
individuos adultos este coeficiente é significativo (Tabela 18). Os dados da Tabela 18
demonstram que existe uma maior estruturagao entre as populagdes de adultos do que
entre as populacdes de progénies maternas. Tal fato indica a existéncia de deriva genética
como um componente importante no estabelecimento das populagdes da espécie.
Considerando o fato de que M. ilicifolia ocorre em ambientes com restricbes edaficas, muitas
vezes extremas — como € o caso de afloramentos de rochas — a deriva, durante o processo
de dispersdo de sementes, germinagao e recrutamento, deve ser uma forga microevolutiva
expressiva.

Populagdes naturais de M. ilicifolia apresentam baixa estruturagcdo genética, o que é
caracteristico de espécies que ocorrem em estagios finais de sucessao (Hamrick, 1983 apud
Kageyama e Lepsch-Cunha, 2001). No entanto, estas parecem nao ter condigbes para se
estabelecerem nestes estagios (Rachwal et al, 2002). Independentemente do estagio
sucessional em que ocorrem, populagdes de M. ilicifolia sdo normalmente encontradas em
locais com restricées edaficas, tais como matas ciliares, agrupamentos arbéreos em campos
e afloramentos de rochas (Klein, 1968; ITCF, 1985; Cervi et al., 1989; observagéo pessoal),
geralmente em alta densidade e em pequenas areas.

Bittencourt (2000), avaliando a diversidade genética de quatro populagdes naturais de
M. ilicifolia, por meio da técnica de RAPD, observou que a estrutura genética das mesmas
estava intimamente relacionada com o microambiente no qual se desenvolveram. De acordo
com a autora, populagdes que ocorriam em formagdes geoldgicas semelhantes
apresentavam menor distancia genética entre si, independentemente da distancia
geografica entre as mesmas. De acordo com os resultados do presente trabalho, a maior

estruturagdo genética entre populagées de individuos adultos do que entre populagbes de
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progénies maternas pode estar indicando a existéncia de fluxo génico entre as populagbes
ou a partir de demes vizinhas (outros fragmentos florestais) .

O fluxo génico (Nm) entre as populagbes estudadas é relativamente alto (Nm = 3,64),
apesar dos elevados coeficientes de endogamia verificados entre as mesmas. Este elevado
fluxo génico pode também ser um indicativo de trocas alélicas existentes com outras
populagdes naturais de M. licifolia na regiéo.

A regiao central do Parana apresenta, ainda hoje, uma grande area com cobertura
florestal (SPVS, 1996), uma vez que a substituicido de areas de floresta na regido passou a
ocorrer de forma expressiva somente a partir da década de 70. A distancia geografica entre
as populagdes estudadas é de aproximadamente 30 Km. Atualmente, a area que separa as
duas populagdes naturais envolvidas neste estudo estd ocupada por estradas,
assentamentos humanos, culturas agricolas, pastagens e remanescentes de floresta.
Possivelmente, as duas populag¢des naturais avaliadas neste estudo faziam parte de uma
mesma deme, no passado recente. A fragmentacdo da cobertura florestal pode ter
provocado a separagdo geografica desta populagdo, restando hoje algumas ou varias
demes que mantém o fluxo génico entre si, seja através da polinizagdo ou da dispersao de
sementes.

De acordo com os resultados desse trabalho, é possivel considerar a hipotese de que a
dinamica populacional de M. ilicifolia seja caracterizada por pequenos agrupamentos de alta
densidade e plasticidade a diferentes estagios sucessionais, apds a implantag&o no inicio da
sucessao secundaria. Estes agrupamentos estariam associados em geral a areas com
restricdo edafica, trocando alelos entre si por meio de um relativamente elevado fluxo
génico, especialmente através da dispersdo de sementes. Caso esta hipotese seja
verdadeira, a espécie se enquadraria no grupo 4, na classificacdo de raridade proposta por
Bawa e Asthon (1991), discutida anteriormente. Contudo, é importante lembrar que o fluxo
génico obtido neste estudo esta relacionado a apenas duas populagdes, relativamente
proximas entre si. Outrossim, o valor do fluxo génico obtido neste estudo €& aparente,

estimado a partir do valor de Fs1. Dessa forma, este indice pode estar sendo superestimado.

91



Estudos relacionados a demografia de M. ilicifolia, portanto, sdo necessarios e de grande
importancia para o esclarecimento desta questdo e para a geragdo de critérios de

conservagao e manejo da espécie.

4.4.5 Tamanho efetivo populacional

Na tabela 20 estdo dispostos o tamanho efetivo (Ne) das populagdes estudadas, a
representatividade genética das mesmas (Ne/N) e o numero de individuos que representa
geneticamente 50 plantas.

Estes dados indicam elevados valores de tamanho efetivo populacional, bem como
elevada representatividade genética das amostras. Pode ter havido uma superestimativa
destes valores, uma vez que, na determinagdo do tamanho efetivo populacional, adotou-se
o0 pressuposto de que as populagdes sdo grandes (mais de 100 individuos) e que o
parentesco entre os individuos dentro das populagdes € baixo (proximo a zero) (Venkovsky,
1997). Os elevados coeficientes de endogamia observados nas populagdes naturais de M.
ilicifolia estudadas ndo corroboram este pressuposto, o que tende a elevar os valores de Ne

e Ne/N, de acordo com o modelo de estimativa utilizado
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Tabela 20: Tamanho efetivo populacional (Ne), relagéo entre tamanho efetivo e tamanho da amostra
(Ne/N) e tamanho efetivo considerando-se amostras de 50 plantas (Ne(n)) em populagdes naturais®

de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regiao de Guarapuava, PR. Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Individuos adultos

N Ne Ne/N Ne(50)
Populagédo 01 32 28,07 0,88 57,0
Populagédo 02 30 22,59 0,75 66,4

Progénies maternas

N Ne Ne/N Ne(50)
Populagéo 01 140 119,55 0,85 -—-
Populagado 02 141 110,33 0,78

* Populacdo 01: Fazenda da Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagao de
neossolo litdlico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdao RURECO -
populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em cambissolo hélico tb distrofico;

N&o obstante, os dados da Tabela 20 indicam que, apesar da elevada endogamia
observada, o tamanho efetivo populacional € grande, tanto nas populagées de individuos
adultos quanto nas populagbes de progénies maternas, provavelmente em funcdo do
elevado fluxo génico estimado. Este elevado fluxo génico pode ser um fator determinante da
manutengdo dos altos valores de diversidade genética, numero de alelos/loco e
percentagem de locos polimérficos, observados nas populagdes ora estudadas. Contudo,
novamente é importante considerar a pequena distancia geografica entre estas populagdes,
bem como a existéncia de varios fragmentos de floresta entre as mesmas, na regido. A
continuidade do processo de substituicdo de areas de florestas pode promover um aumento
da deriva e uma conseqiente redugdo no tamanho efetivo (Ne) das populagbes
remanescentes, na medida em que haja uma redug&o no fluxo génico entre as mesmas. O
manejo e a conservagao in situ de M. ilicifolia, portanto, deve levar em consideragéo a

existéncia de fragmentos florestais relativamente préximos e a necessidade da realizacao de
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estudos relativos ao efeito da fragmentacédo e conectividade sobre o tamanho efetivo das
populagdes da espécie.

De acordo com os dados da Tabela 20, a representatividade genética € similar entre
os individuos adultos e as progénies maternas de cada populagédo. Contudo, o tamanho
efetivo e a representatividade genética sao diferentes entre as populagbes estudadas — na
populagdo 01, estes valores sdo superiores a populagdo 02, tanto entre os individuos
adultos quanto entre as progénies maternas. Com base nestes valores, a estimativa do
numero de individuos que deve ser preservado como porta-sementes, na pratica do manejo,
também é diferente. Na populagdo 01, devem ser mantidos aproximadamente 57 individuos,
considerando-se a preservagdo de um tamanho efetivo de 50 individuos. Na populacdo 02,
0 numero de individuos que deve ser mantido visando a conservacdo de um tamanho
efetivo de 50 individuos € maior — aproximadamente 66 individuos. Estes valores podem
também servir como referéncia para a coleta de sementes de M. ilicifolia em condigbes
ambientais semelhantes as das populagbes aqui estudadas, visando a conservagao ex situ
de germoplasma — neste caso, deveria ser mantido o tamanho efetivo populacional como
numero minimo de individuos matrizes.

A diferenga entre os valores de tamanho efetivo e representatividade genética
estimados para cada populagdo pode estar associada com a area que cada populagéo
ocupa — 20 ha e 1 ha, para a populagao 01 e 02, respectivamente. Maiores coeficientes de
endogamia foram observados na populagdo 02, em relagdo a populagdo 01. A possibilidade
de um maior nimero de combinagdes na populagao 01, em fungdo da maior area que ocupa
— e do maior numero de individuos se intercruzando - pode estar promovendo um maior
tamanho efetivo desta populagdo. Populagdes em areas pequenas, portanto, estdo mais
sujeitas a deriva, em fungdo do menor tamanho efetivo populacional. Portanto, a pratica do
manejo de populagdes pequenas pode representar um risco a conservagao da diversidade

da espécie.
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Todavia, a diferenga nos valores de tamanho efetivo para cada populagdo avaliada
pode estar relacionada também a aspectos do sistema de cruzamento da espécie,

discutidos a seguir.

4.4.6 Sistema de cruzamento

Os resultados do teste de aderéncia das popula¢des naturais de M. ilicifolia avaliadas
neste estudo ao equilibrio de panmixia estdo dispostos na Tabela 21.

Entre os individuos adultos da populagédo 01, quatro locos (PRX, PGI, MDH1 e LAP)
apresentaram aderéncia ao equilibrio de panmixia, dentre os seis locos que apresentaram
polimorfismo nesta populacdo. Considerando-se todos os locos avaliados, existe aderéncia
ao equilibrio de panmixia entre os individuos adultos da populagao 01.

Entre os individuos adultos da populagéo 02, bem como entre as progénies maternas
de ambas as populagdes, nao foi observada aderéncia a este equilibrio. Por outro lado, na
populacdo 02, a maior parte dos locos avaliados nos individuos adultos ndo apresentou
equilibrio de panmixia — cinco locos (PRX, PGI, MDH1, NADHDH e LAP) dentre os sete
locos polimorficos desta populagéo (Tabela 21).

Entre os seis locos avaliados em cada populagdo de progénies maternas, a populagéao
01 apresentou trés locos sem aderéncia ao equilibrio de panmixia (PRX, PGl e MDH2),
enquanto a populagdo 02 apresentou quatro locos em desequilibrio (PRX, PGI, MDH2 e
IDH) (Tabela 21).

E interessante notar que nas populagdes de progénies maternas, a ndo aderéncia de
alguns locos ao equilibrio de panmixia é caracterizada por valores de X? extremamente
elevados. Estes valores contribuem para que o somatério de X? nas populacdes de
progénies maternas seja bem superior a este somatério nas populagdes de individuos
adultos, indicando que as primeiras estdo mais distantes do equilibrio de panmixia. A
ocorréncia de uma maior aproximacao a panmixia em populacdes de individuos adultos,

relativamente a populagdes de progénies, foi também identificada em Cedrela fissilis
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(Gandara, 1996), Euterpe edulis (Reis, 1996c), Cryptocarya moschata (Moraes, 1997) e

Chorisia speciosa (Souza, 1997).

Tabela 21: Aderéncia ao equilibrio de panmixia em individuos adultos e em progénies maternas de
duas populagbes naturais* de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de Guarapuava, PR.

Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Populagéo 01 — individuos adultos

Locos X2 GL P
PRX 1,237 3 0,744
PGI 0,059 1 0,808

MDH1 0,059 1 0,808

MDH2 5,359 1 0,021
IDH 7,846 1 0,005
LAP 0,564 1 0,453

TOTAL 15,124 8
Populagéo 02 — individuos adultos

Locos X2 GL P
PRX 14,333 1 0,000
PGI 3,682 1 0,055

MDH1 4,248 1 0,039

NADHDH 8,816 1 0,003
IDH 0,304 3 0,959
LAP 8,816 1 0,003

6 PGDH 0,055 1 0,815

TOTAL 40,254 9
Populagéo 01 — progénies maternas

Locos X2 GL P
PRX 9,452 1 0,002
PGI 19,316 3 0,000

MDH1 0,969 1 0,325

MDH2 51,409 1 0,000
IDH 1,943 3 0,584

6PGDH 0,106 1 0,745
TOTAL 83,195 10
Populagéo 02 — progénies maternas

Locos X2 GL P
PRX 18,800 1 0,000
PGI 20,515 1 0,000

MDH1 1,394 1 0,238

MDH2 119,564 1 0,000
IDH 35,644 3 0,000

6PGDH 0,004 3 1,000
TOTAL 195,921 11

* Populagédo 01: Fazenda Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagao de
neossolo litélico histico/afloramento de rocha;Populagao 02: sede da Fundagdo RURECO - populacao
em sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distréfico.
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Nao obstante, nas populagbes de individuos adultos, existe uma sobreposicdo de
geragoes, as quais, trocando alelos entre si, podem promover uma maior aproximagao ao
equilibrio de panmixia do que nas populagdes de progénies maternas, as quais se
constituem na amostragem de apenas um evento reprodutivo.

Perecin (2001), avaliando a aderéncia ao equilibrio de panmixia de uma populagéo
natural de M. ilicifolia na regido de Cagador/SC, identificou 71 % dos locos em desequilibrio.
Por sua vez, Scheffer (2001) observou aderéncia ao equilibrio de panmixia em todos os
locos avaliados em cinco populagdes de progénies maternas de M. jlicifolia.

Resultados variaveis, portanto, foram obtidos a partir de diferentes populacées e em
diferentes trabalhos, no que concerne a aderéncia de populagbes de M. jlicifolia ao equilibrio
de panmixia. Esta diferenca pode estar associada, dentre outros fatores, a freqiiéncia de
tipos florais que ocorre em cada populagédo. Neste trabalho, conforme descrito
anteriormente, na populagédo 01 os individuos produzem ou somente flores do tipo A, ou
somente flores do tipo B. Ja na populagdo 02, existem individuos que produzem ambos os
tipos florais. Como somente as flores do tipo B produzem pdlen viavel, a alogamia na
populagédo 01 deve ocorrer com maior freqiiéncia, promovendo a sua maior proximidade ao
equilibrio de panmixia. Esta maior alogamia na populacao 01, reflexo de caracteristicas da
frequéncia de tipos florais, também explica os maiores valores de tamanho efetivo na
populagéo 01 do que na populagéo 02 (Tabela 20).

Na Tabela 22 sdo apresentadas as taxas de cruzamento multilocos (t,) e as taxas
médias de cruzamento dos locos isolados (ts), estimadas em cada populagédo natural de M.
ilicifolia avaliada neste estudo. Estas taxas foram estimadas utilizando-se o programa MLTR

(Ritland, 1997).
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Tabela 22: Taxa de cruzamento® multilocos (Tm) e taxa de cruzamento média dos locos isolados
(Ts), estimada em populagdes naturais** de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regidao de

Guarapuava, PR. Florianopolis,RGV/UFSC, 2003

tn ts tm-ts
Populaco 01 0,954 (0,274)* 0,913 (0,297) 0,041 (0,151)
Populagio 02 0,729 (0,077) 0,680 (0,081) 0,048 (0,021)

* - Estimada a partir da utilizagdo do programa MLTR (Ritland, 1997);

** - Populagéo 01: Fazenda Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagao de
neossolo litélico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdo RURECO -
populagcéo em sub-bosque de formagao secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distrofico;

*** _ Os valores entre paréntesis correspondem ao erro padrdo da média

Observando-se os dados da Tabela 22, nota-se que a populagdo 01 apresenta uma
taxa de alogamia bastante elevada, ndo diferente de 1,0. E interessante notar, todavia, a
grande variagdo da taxa de cruzamento entre os locos nesta populagdo, representada pela
magnitude do erro padrdo da média da taxa de cruzamento dos locos isolados (0,297).

O grau de alogamia em uma populagao natural, contudo, pode ser bastante afetado
pela densidade de floragdo, uma vez que variagdes nesta densidade acabam por gerar
contribuicdbes heterogéneas de frequéncias alélicas em graos de pdlen no processo
reprodutivo (Murawsky e Hamrick, 1991), promovendo a ocorréncia de cruzamentos nao
aleatorios. Outrossim, a heterogeneidade de freqiiéncias alélicas entre pdlen e ovulo é
comum em espécies tropicais (Murawski et al., 1990; Murawski e Hamrick, 1991; Gandara,
1996), indicando também a ocorréncia de cruzamentos nao aleatéreos.

Na Tabela 23 sdo apresentados os resultados da avaliagdo de heterogeneidade nas
freqUuéncias alélicas entre grdos de podlen e ovulos, obtidas através do programa MLTR

(Ritland, 1997).
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Tabela 23: Comparagédo entre as frequéncias alélicas em grdos de pdlen e oOvulos, obtidas em
populagbes naturais* de Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. na regido de Guarapuava, PR.

Florianépolis,RGV/UFSC, 2003

Populacéo Graus de Liberdade X?
Populagéo 01 14 85,12 **
Populagao 02 13 36,94 **

* Populagédo 01: Fazenda Costa, Manasa S.A.- populagdo em climax edafico sobre associagdo de
neossolo litdlico histico/afloramento de rocha; Populagdo 02: sede da Fundagdao RURECO -
populagdo em sub-bosque de formagéo secundaria, ocorrendo em cambissolo halico tb distréfico;

** valores significativos (P<0,05)

De acordo com os dados da Tabela 23, existe heterogeneidade nas freqiiéncias alélicas
entre os diferentes tipos de gametas, em ambas as populagbes. Estes dados indicam a
evidéncia da existéncia de cruzamentos nao aleatdrios nas populacbes naturais de M.
ilicifolia avaliadas neste trabalho, que podem estar contribuindo para a promog¢ao da elevada
endogamia observada nas mesmas.

Scheffer (2001), avaliando a taxa de cruzamento em uma populagdo de M. Jlicifolia,
encontrou igualmente uma taxa de cruzamento bastante elevada (0,996), comprovando a
elevada ocorréncia de alogamia na espécie.

No entanto, na populacédo 02 a taxa de cruzamento é bem menor do que na populacéo
01 (Tabela 22). A diferenca entre as taxas de cruzamento das duas popula¢des avaliadas
neste estudo pode estar relacionada a diferenga na freqiéncia de tipos florais em cada uma
das mesmas, responsavel também pelas diferengas na aderéncia ao equilibrio de panmixia
e nos tamanhos efetivos entre as duas populagdes, discutidas anteriormente (Tabelas 20 e
21). Nao obstante, € importante lembrar que cada individuo de M. ilicifolia produz uma
grande quantidade de flores em diferentes fenofases, simultaneamente — portanto, algum
mecanismo de auto-incompatibilidade de fecundagédo entre flores do tipo B pode estar
ocorrendo na espécie, o que justificaria as elevadas taxas de cruzamento observadas na

populagéo 01.
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Contudo, é necessario considerar que a relagéo entre a freqiiéncia de tipos florais e a
taxa de cruzamento foi proposta com base no estudo de apenas duas populagbes naturais
de M. ilicifolia. Kearns e Inouye (1993) colocam que a taxa de cruzamento em populagbes
naturais pode ser influenciada por diversos fatores ambientais e fenoldgicos. Segundo estes
autores, as plantas localizadas no centro de populagdbes densas podem ser
predominantemente aldégamas, enquanto que as localizadas nas margens podem ser
predominantemente autdégamas; as plantas que florescem na extremidade fenoldgica da
floragdo podem ser predominantemente autégamas, ocorrendo o inverso nas plantas que
florescem no pico da floragdo; populagbes onde os polinizadores sdo raros podem
apresentar padrbes de taxa de cruzamento diferentes daquelas onde os polinizadores séo
abundantes (Kearns e Inouye, 1993). Assim, a realizagao de estudos envolvendo relagbes
entre padrées de florescimento e taxa de cruzamento em um maior nimero de populagbes
naturais de M. jlicifolia seria interessente.

Na populagéo 01, pode estar ocorrendo cruzamentos a partir de individuos provenientes
de outras demes. Este aspecto pode estar contribuindo na aparente contradicdo entre a
elevada taxa de cruzamento e a elevada endogamia, observadas na populagdo 01. Soma-se
a isso o fato de que a populagdo 01 ocupa uma area aproximada de 20 ha, enquanto a
populagéo 02 ocupa apenas 1 ha.

Nao obstante, de acordo com os resultados deste trabalho, é possivel considerar que
em fungdo das caracteristicas da biologia floral e das frequéncias dos tipos florais, da
heterogeneidade das frequéncias entre gréos de podlen e o6vulos e do afastamento de
populagbes naturais de M. ilicifolia ao equilibrio de panmixia, o sistema de cruzamento deve
ser um dos fatores que influencia fortemente na determinagdo dos elevados indices de
endogamia observados nestas populagbes. Assim, €& de extrema importadncia o
aprofundamento de investigagdes relacionadas a este aspecto em populagbes naturais,
envolvendo a ecologia de polinizagdo e de dispersdo de sementes, bem como os
mecanismos de fecundagao da espécie, a fim de contribuir para a sustentagdo de propostas

de conservagao e manejo de M. ilicifolia.
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6. Fundamentos para o manejo

Nas populacoes de M. ilicifolia avaliadas neste estudo, ha importantes diferencgas entre
individuos que crescem sob intensa luminosidade e sobre afloramentos de rochas e
individuos que crescem em ambientes semi-sombreados, sobre solos em formagéo.
Considerando-se uma biomassa semelhante entre os individuos das duas populagbes
avaliadas, os individuos em climax edafico sdo mais altos, apresentam caules principais
com menor didmetro, maior quantidade de ramos e praticamente todas as folhas se inserem
nos ramos primarios. Em sub-bosque de formagbes secundarias, os individuos apresentam
menor numero de ramos, grande quantidade de folhas inseridas no caule principal, altura
menor e suas folhas sdo maiores (Tabela 02).

De acordo com os resultados deste trabalho, em ambas as condigcdes ambientais
avaliadas, individuos de M. ilicifolia apresentam uma efetiva reposicdo de biomassa a partir
da poda total dos ramos, até o didmetro maximo de aproximadamente 0,5 cm (didmetro de
um lapis), dois anos apds a mesma. A poda total promove a formagéo de brotos maiores e
com maior quantidade de folhas, comparando-se com individuos ndo podados ou com
individuos que recebem poda de 1/3 dos ramos. (Tabelas 07 e 09). E interessante notar que
a poda total dos ramos de M. ilicifolia, a cada dois anos, constitui-se no sistema adotado por
extratores da regiao de Curitiba, PR, em populagbes naturais da espécie.

A caracteristica “numero de ramos primarios com folhas” € um parametro adequado
para indicar o rendimento foliar da espinheira-santa, uma vez que é facil de ser medido e
apresenta um elevado coeficiente de correlagdo com o rendimento (peso seco de folhas),
em ambas as condi¢des edafoclimaticas avaliadas. Especialmente na pratica da poda total
dos ramos, a utilizagdo das equagbes de regressdo estimadas para a determinagdo do
rendimento a partir do nimero de ramos primarios com folhas pode ser bastante Uutil,
visando a avaliagdo da produgéo individual e de populagdes de M. ilicifolia, uma vez que o
rendimento estimado é praticamente o rendimento que sera obtido apdés a poda e a

secagem.
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A estimativa do rendimento, antes da poda, permite ao manejador avaliar a
rentabilidade da exploragdo individual e populacional, bem como dimensionar fisica e
financeiramente fatores como mao-de-obra, secagem, armazenamento e transporte.

Em funcdo das diferencas fenotipicas de individuos da espécie, em diferentes
ambientes, torna-se justificavel o uso de equagbes de regressao distintas para cada caso.
Assim, a equagdo Rd = 0,75205 x RPCF (Rd = rendimento; RPCF = numero de ramos
primarios com folhas) pode ser utilizada para a estimativa do rendimento em populagées
que ocorrem sobre solos litdlicos/afloramentos de rochas, recebendo intensa luminosidade.
Para populacbes que ocorrem em sub-bosque, sob luz difusa e em solos com maior
profundidade, a equagdo Rd = 1,53459 x RPCF (Rd = rendimento; RPCF = numero de
ramos primarios com folhas) € mais apropriada para a estimativa do rendimento (Tabelas 04
e 05; Figura 01).

Verificou-se, neste trabalho, que apesar dos individuos que receberam poda total
apresentarem, em média, uma reposicdo efetiva de biomassa dois anos apds a poda, a
variagdo desta reposicdo entre os individuos foi bastante grande. Esta variagdo é
representada por elevados valores de coeficientes de variagdo para os incrementos de
biomassa de folhas (Tabelas 07 e 09). Assim, uma pratica mais conservacionista para o
manejo de populagdes naturais de M. ilicifolia seria a realizacado de podas individuais a cada
trés anos, e ndo a cada dois anos, uma vez que a produgido de biomassa foliar trés anos
apos a poda deve ser maior do que dois anos apods a mesma. Dessa forma, a reposicao de
biomassa em cada individuo poderia ser mais efetiva; ao mesmo tempo, esta pratica de
poda promoveria menor “estresse” as plantas, estimulando uma maior longevidade das
mesmas. E necessario, no entanto, a avaliagdo dos individuos trés anos apds a poda, a fim
de fundamentar de forma mais sdélida esta proposta.

Apesar da poda total dos ramos propiciar potencialmente uma efetiva reposigdo de
biomassa foliar, trés anos apdés a mesma, esta pratica aplicada a todos os individuos de
uma populagéo, a cada trés anos, ndo parece ser interessante, seja pelo grande intervalo de

tempo entre uma poda e outra na populacdo — o que representaria uma receita pouco
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escalonada para o manejador — seja pelo impedimento total da polinizagao e da dispersao
de sementes nos anos em que a poda fosse realizada, prejudicando a regeneragao natural
da espécie e o fluxo génico entre populagdes e afetando, inclusive, a disponibilidade de
recursos para os polinizadores e dispersores de sementes, fato que poderia afetar a
demografia populacional dos mesmos.

Recentemente, propostas de manejo de populagdes naturais de espécies tropicais que
levam em conta a conservagcdao da diversidade genética vem sendo desenvolvidas
baseando-se na necessidade da manutencdo de um numero minimo de individuos que
devem ser mantidos na populagdo como matrizes (porta-sementes) (Reis, 1996¢; Reis et al.,
1997; Sebben et al., 2000). O pressuposto basico da manutengdo de matrizes é garantir a
regeneragao natural e o fluxo génico, paralelamente a conservagédo dos alelos existentes
nas populacdes. Para tanto, o numero de porta-sementes deve ser estimado com base no
tamanho efetivo populacional. Para Tabebuia cassinoides (caixeta), Sebben et al. (2000)
propdem a preservagao de 60 arvores/ha. Para Euterpe edulis (palmiteiro), Reis et al. (1997)
propdem igualmente este nimero.

Para produtos madeiraveis ou para produtos que envolvem a retirada total ou a morte
dos individuos durante a pratica do manejo — tais como Tabebuia cassinoides e Euterpe
edulis - as matrizes conservadas atuam como tal durante um periodo de tempo
relativamente longo, ou seja, até que ocorra a senescéncia e morte das mesmas e/ou novos
individuos se tornem matrizes. Neste sentido, a manutengdo de um numero de matrizes
proporcional ao tamanho efetivo populacional € uma pratica bastante razoavel. Para
produtos ndo madeiraveis, no entanto, a manutencdo de matrizes pode assumir um carater
mais dindmico. No caso de M. jlicifolia, a pratica da poda total ndo acarreta a morte do
individuo. No ano seguinte a poda, se esta for procedida no outono, os individuos podados
tem condi¢des de produzirem flores e frutos. Assim, os individuos porta-sementes podem
variar ao longo do tempo, na medida em que sdo manejados.

Mantendo-se diferentes porta-sementes a cada evento reprodutivo, promove-se uma

maior dindmica espacial da troca alélica ao longo do tempo. Do ponto de vista
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conservacionista, uma das vantagens do manejo de produtos ndo madeiraveis, tais como M.
ilicifolia, em relagdo ao manejo de produtos que envolvem a destruicdo dos individuos
explorados, é que torna-se possivel a promogao da troca alélica entre todos os individuos da
populagdo, ao longo do tempo.

Considerando-se estes aspectos e os resultados obtidos neste estudo, uma proposta
razoavel para o manejo de populagdes naturais de M. ilicifolia seria a poda anual de todos
0s ramos (até o didmetro maximo de 0,5 cm) de um em cada trés individuos. Dessa forma, a
cada ano seriam mantidos 2/3 dos individuos como porta-sementes. Idealmente, seria
interessante que estes 2/3 fossem constituidos por no minimo 57 individuos em populactes
com caracteristicas semelhantes a populagdo 01 (populagédo sob intensa luminosidade, em
situacdo de climax edafico sobre associacdo de neossolo litdlico histico/afloramento de
rocha) e 66 individuos em populagbes com caracteristicas semelhantes a populagao 02
(populagédo em sub-bosque de formacdo secundaria), uma vez que, de acordo com o0s
resultados deste trabalho, estes valores sdo correspondentes a um tamanho efetivo de 50
individuos em cada populagédo, numero de individuos recomendado para conter os efeitos
de endogamia nas populagdes, consideradas 100 geragdes (Kageyama e Lepsch-Cunha,
2001). Dessa forma, a cada evento reprodutivo, a populagdo estaria efetivamente
representada geneticamente. No entanto, os individuos que compdem esta porcentagem
seriam variaveis ao longo do tempo, de forma a promover a possibilidade da troca alélica
entre todos os individuos da populagédo a médio prazo.

De acordo com esta proposta, cada individuo podado se constituiria em um individuo
matriz ao longo dos proximos dois anos apds a poda. Considerando a variavel tempo,
portanto, o numero de matrizes conservado seria idéntico ao numero de individuos
reprodutivos da populagdo. Seguindo esta ldgica, populagées com tamanho real de 57 ou 66
individuos, para as respectivas condi¢gdes colocadas, poderiam até ser manejadas — no
entanto, esta forma de exploragdo, apesar de promover a conservagao da diversidade
genética, tenderia a aumentar o efeito de endogamia a cada evento reprodutivo. De

qualquer forma, populagdes com um numero inferior a 57 e a 66 individuos, para as
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respectivas condigbes colocadas, ndo deveriam de forma alguma ser exploradas, na medida
em que estas podem estar expostas a reducdo da diversidade genética e ao aumento
expressivo de endogamia.

O numero de 57 ou 66 individuos, preferencialmente constituindo 2/3 da populagéao,
como tamanho minimo populacional a ser manejado, pode ser um fator limitante a pratica do
manejo da espécie, visto que varias populagbes de M. ilicifolia apresentam menor nimero
de individuos. Assim, a realizagdo de estudos relativos a demografia e ao fluxo génico da
espécie sao de extrema importancia, a fim de estabelecer a distancia de conectividade entre
populagdes. A partir da existéncia desta conectividade, pode ser possivel o manejo de
populagbes menores da espécie.

Populagbes naturais de M. ilicifolia, apesar de apresentarem elevado numero de alelos
por loco, elevada percentagem de locos polimérficos, alta diversidade genética e
relativamente elevado fluxo génico entre populagdes, apresentam igualmente elevada
endogamia, bem como efeito de deriva durante o processo de estabelecimento dos
individuos (Tabelas 18 e 19). Este efeito de deriva pode ser maior na medida em que haja
uma maior fragmentagao entre os remanescentes populacionais da espécie.

A elevada endogamia em populagdes naturais da espécie esta associada fortemente a
condicionantes do sistema reprodutivo. As populagbes de M. ilicifolia estudadas néo séo
panmiticas, apresentam a frequéncia entre grdos de pdlen e 6vulos heterogénea e, em
ambientes sombreados e com alguma profundidade de solo, apresentam sistema
reprodutivo misto. Além disso, o estabelecimento de novos individuos na populagdo deve
sofrer um efeito de deriva pronunciado, visto as restricbes edaficas em que as populagdes
da espécie ocorrem e os dados observados neste trabalho.

O carater dindmico da proposta de manejo colocada possibilitaria a manutengédo da
estrutura e diversidade genética de populagdes naturais de M. ilicifolia. Outrossim, a poda
de um individuo a cada conjunto de trés individuos, proximos entre si, provavelmente nao
promoveria alteragdes significativas no processo de polinizagdo, em fungdo da manutencgéo

de flores em individuos com uma proximidade semelhante as condigdes naturais. Portanto,
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garantiria-se a oferta de néctar, frutos e sementes para os agentes polinizadores e
dispersores, todos os anos, promovendo a troca alélica e o fluxo génico para outras
populagdes. Dessa forma, os efeitos de deriva e endogamia provavelmente ndo seriam
incrementados com a pratica do manejo.

E preciso considerar-se que este estudo ndo avaliou a taxa de florescimento e de
frutificagdo nos individuos podados, nem o efeito da poda continua ao longo do tempo. E
possivel que os individuos podados passem a reduzir a producao de flores e frutos; além
disso, a extragao periddica de nutrientes através da poda pode promover redugido de
produtividade e de vida util dos individuos da espécie.

A proposta de manejo colocada esta fundamentada em resultados obtidos a partir do
estudo de apenas duas populagdes naturais de M. ilicifolia, relativamente préximas entre si,
durante o periodo de dois anos. Assim, faz-se necessario o aprofundamento de
investigagdes em outras populagdes naturais da espécie, em diferentes regides e durante
maiores periodos de tempo, além de estudos especificos de demografia e relativos ao
sistema reprodutivo, envolvendo as estratégias de cruzamento, a ecologia de polinizagao e
a ecologia de dispersdo de sementes de M. ilicifolia. Seria também de grande pertinéncia a
avaliagéo do efeito da fragmentagao florestal sobre o tamanho efetivo de suas populagbes
naturais. Os resultados destas investigagdes contribuiiam de forma importante para o
aprimoramento e a fundamentagdo de propostas sustentaveis de manejo de populacbes

naturais da espécie.
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7. Conclusoes

Alguns aspectos da autoecologia de M. ilicifolia foram elucidados neste trabalho, os
quais se constituem em elementos a serem considerados em praticas conservacionistas de
manejo de populag¢des naturais.

A avaliagado de aspectos silviculturais, reprodutivos e genéticos de M. ilicifolia possibilitou
a proposi¢ao de fundamentos para o manejo, visando sua sustentabilidade.

A avaliagcado de parametros fenotipicos nao destrutivos para a estimativa do rendimento
foliar em individuos de M. ilicifolia possibilitou a verificagdo de diferengas morfologicas entre
os individuos da espécie em distintas condicbes ambientais. Nao obstante, nas diferentes
situacdes, o niumero de ramos primarios com folhas € um bom estimador do rendimento.

Os resultados da avaliagdo dos incrementos de caracteristicas da espécie, a partir de
diferentes sistemas de poda, indicaram que a poda total de ramos de M. ilicifolia (até o
didmetro maximo de 0,5 cm) promove a reposi¢ao de biomassa foliar apds dois anos da
pratica da mesma, apesar da grande variagdo desta reposi¢ao entre os individuos. A poda
total € mais efetiva nesta reposicao do que a poda de 1/3 dos ramos.

A analise de aspectos da biologia floral de M. llicifolia em populagdes naturais sugere
que ha diferentes estratégias de adaptacao relacionadas a estrutura floral e a frequéncia de
tipos florais da espécie em distintas condi¢des de solo e luminosidade.

A freqiéncia de tipos florais apresenta, por sua vez, uma grande associagdo com a taxa
de cruzamento de M. ilicifolia em populacdes naturais. Apesar das diferencas observadas, é
possivel concluir que M. ilicifolia apresenta sistema misto de cruzamento, com tendéncia a
alogamia.

Populagdes naturais de M. ilicifolia apresentam maior nimero médio de alelos por loco,
maior heterozigosidade esperada (diversidade genética) e maior percentagem de locos
polimérficos do que a média de populagdes naturais de espécies arbdreas perenes de clima
tropical estudadas. N&o obstante, apresentam também elevados coeficientes de

endogamia, gerados por condicionantes do sistema reprodutivo e pela existéncia de deriva
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genética como um componente importante no estabelecimento de individuos e das
populagbes. A maior parte da variabilidade genética de M. ilicifolia esta dentro das
populagdes. Apesar de haver estruturagdo significativa, porém baixa, entre as populagbes
naturais estudadas, um elevado fluxo génico aparente foi observado, fator que se contrapde
aos efeitos de deriva provenientes da fragmentagao florestal. No entanto, € necessario
levar-se em conta que as populagdes estudadas estéo relativamente préximas.

Em funcdo das diferengas fenotipicas, de sistema reprodutivo e genéticas entre
populagbes de M. ilicifolia que ocorrem em ambientes distintos, torna-se justificavel a
utilizagdo de praticas e indices técnicos apropriados a cada situagao, o que deve ser levado
em conta na pratica do manejo de populagbes naturais da espécie.

A realizagao de estudos relativos a demografia e ao sistema reprodutivo da espécie em
populagdes naturais, envolvendo a elucidagdo de aspectos relacionados aos mecanismos
de fecundacao, ecologia de polinizacdo e ecologia de dispersdo de sementes seriam de
grande importancia para a fundamentagao e/ou alteragdo dos fundamentos para o manejo
aqui colocados, bem como para o estabelecimento de outras estratégias de conservagéo

para M. ilicifolia.
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Anexo 01: Receitas dos tampdes de eletrodo, de gel e de revelacdo dos sistemas
enzimaticos utilizados para eletroforese de isoenzimas de M. |licifolia. Floriandpolis,
RGV/UFSC, 2003

Tampé&o eletrodo (TC):
o Tris: 27,00 g (PM = 121,14)
« Acido citrico: 16,52 g (PM = 210,1)
e Agua destilada: 1000 ml

o Ajuste para pH 7,5, utilizando solugdo de NaOH 5M

Tampéao gel (TC):

e Tampéao do eletrodo diluido a 3,5 %

PRX:
e O-dianisidina bi HCI: 0,016 g
o Hy0,(3%): 1 ml (1 minuto depois da coloragéo, sobre o gel)
e Acetato de sodio 0,1M pH 4,5: 50 ml

6PGDH:
e Acido 6-fosfoglucénico, Nas: 0,02 g
e NADP+, Nay: 0,01g
e MTT:0,01g
e PMS:0,001g
e MgCl; (1%): 1 ml (0,01 g)
e Tris HCI 0,1M pH 8,0: 50 ml

NADHDH:
e NADH: 0,025 g
e MTT:0,01g
e Tris HCI 0,2M pH 8,0: 50 ml
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LAP:
e Leucine: 0,025 g (em 2 ml de metanol a 10 %)
e Fastblue: 0,03 g
e Tris Malato 0,1M pH 5,4: 20 ml
e Agua destilada: 50 ml

T

DL-Acido isocitrico, Nas: 0,1 g
NADP+, Nay: 0,01 g

MTT: 0,01 g

PMS: 0,001 g

MgCl; (1%): 1 ml (0,01 g)
Tris HCI 0,1M pH 8,0: 50 ml

e

Frutose 6 fosfato, Nas: 0,0375 g

e NADP+, Nay: 0,019

e MTT:0,01g

e PMS:0,001g

e MgCl,(1%): 0,01 g (1 ml)

e Tris HCI 0,1M pH 8,0: 50 ml

e Glucose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH): 10 unidades (ultimo ingrediente antes da

coloragao)

e Acido Malico 0,5M pH 8,0: 2 ml
e NAD+:0,01g

e MTT:001g

e PMS:0,001g

e Tris HCI 0,1M pH 8,5: 50 ml

127



Anexo 02: Caracterisiticas fenotipicas avaliadas em populagdes naturais de M. ilicifolia na
regido de Guarapuava, PR. Florianépolis, RGV/UFSC, 2003

Populagdo 01: Fazenda da Costa (MANASA S.A.), populagdo a pleno sol, caracterizando
climax edafico sobre associagéo de neossolo litdlico histico e afloramento de rocha

Coleta dos dados em 16 e 27/06/00

N°ind Ne° folhas N° ramos N° ramos Altura Altura 12 DAC
primarios primarios planta ramif (cm) (cm)
c/folhas s/folhas (m)
4 743 116 85 2,20 78 3,2
1 354 55 20 1,52 30 1,7
27 1621 169 34 2,11 47 3,2
5 3440 332 18 1,92 32 3,3
3 307 44 54 1,60 37 24
2 614 102 20 1,80 102 3,0
25 3670 386 56 2,16 65 4.1
24 2995 365 97 2,10 15 2,5
46 1731 198 110 2,40 55 3,2
35 3239 391 107 2,00 75 3,2
34 1284 162 29 1,75 52 2,6
8 717 100 33 1,60 55 2,0
10 1895 233 135 2,20 60 4,0
11 630 102 13 1,00 1 3,0
39 2345 293 94 2,35 3 3,2
6 4341 491 161 3,10 85 3,9
37 4293 423 146 2,90 10 4,0
15 163 13 8 1,50 80 1,3
17 368 65 36 2,95 75 3,0
42 527 40 15 1,80 20 2,8
44 1235 101 47 2,20 10 4,3
45 92 8 9 1,30 45 1,5
26 695 75 32 2,10 100 2,2
50 621 76 31 2,25 80 24
7 3669 357 91 2,80 40 4,5
38 2722 313 11 1,70 10 2,9
32 2996 332 47 3,25 70 4,7
9 1390 131 28 2,60 95 3,2
16 7644 707 76 3,60 40 4,8

31 1431 219 53 1,85 15 3,6

128



Populagdo 02 - sede da Fundagcdo RURECO, populagdo em sub-bosque de formacéao
secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distrofico

Coleta de dados em 28/06/00

N° ind N° folhas N° ramos N° ramos Altura Altura 12 DAC
primarios primarios planta ramif (cm) (cm)
c/folhas s/folhas (m)

18 R 778 54 7 1,30 50 2,8
26 R 406 20 3 1,65 85 1,8
16 R 2805 163 30 2,15 5 3,1
30R 2173 157 14 1,50 0 4.4
49 R 1066 119 67 1,30 25 3,6
45 R 686 58 19 2,10 5 4,0
44 R 944 111 27 2,05 20 2,6
64 R 675 63 6 1,50 5 2,5
62 R 1002 67 19 1,95 0 29
39R 1369 120 61 2,40 10 4.1
70R 1353 82 3 1,85 95 3,8
25R 694 91 32 1,30 10 55
50 RR 362 37 7 1,20 40 2,5
11 R 628 49 15 1,80 50 2,0
22R 2730 146 5 2,30 85 3,4
36 R 168 11 0 1,85 138 1,8
43 R 245 23 5 1,85 65 1,7
17R 3425 201 21 2,15 35 5,6
2R 1244 130 6 1,80 40 3,5
65R 619 25 0 1,90 65 2,2
7R 2506 189 9 2,10 25 7,0
23R 1208 112 24 2,05 55 3,5
10R 4339 240 7 2,58 80 4,7
35R 2748 252 28 2,20 52 3,7
46 R 791 78 5 1,90 1 4,0
21R 623 45 6 1,20 6 3,8
63 R 347 40 12 1,20 5 2,6
15R 1125 78 3 1,70 1 55
14 R 943 60 5 1,70 15 3,5
74 R 1698 99 9 1,60 50 2,8
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Anexo 03: Tratamentos de poda por unidade experimental

Populagédo 01: Fazenda da Costa (MANASA S.A.), populagédo a pleno sol, caracterizando
climax edafico sobre associagédo de neossolo litélico histico e afloramento de rocha

Implantagdo dos tratamentos em 18/08/00

N° individuos N° folhas N° ramos primarios Tratamentos
c/folhas

4 743 116 Poda de 1/3
1 354 55 Poda Total
27 1621 169 Sem Poda
5 3440 332 Poda de 1/3
3 307 44 Poda de 1/3
2 614 102 Poda Total
25 3670 386 Poda Total
24 2995 365 Poda Total
46 1731 198 Poda Total
35 3239 391 Poda de1/3
34 1284 162 Poda de 1/3
8 717 100 Poda de 1/3
10 1895 233 Sem Poda
11 630 102 Poda Total
39 2345 293 Sem Poda
6 4341 491 Poda Total
37 4293 423 Sem Poda
15 163 13 Poda Total
17 368 65 Poda de 1/3
42 527 40 Sem Poda
44 1235 101 Poda Total
45 92 8 Sem Poda
26 695 75 Sem Poda
50 621 76 Sem Poda
7 3669 357 Poda de 1/3
38 2722 313 Poda Total
32 2996 332 Poda de 1/3
9 1390 131 Sem Poda
16 7644 707 Sem Poda

31 1431 219 Poda de 1/3
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Populagdo 02 - sede da Fundagcdo RURECO, populagdo em sub-bosque de formacéao
secundaria, ocorrendo em solo do tipo cambissolo halico tb distrofico

Implantag&o dos tratamentos em 17/08/00

NP° individuos Ne° folhas N° ramos primarios Tratamento
c/folhas

18 R 778 54 Poda de 1/3
26 R 406 20 Poda Total
16 R 2805 163 Poda de 1/3
30R 2173 157 Poda Total
49 R 1066 119 Sem Poda
45R 686 58 Poda Total
44 R 944 111 Poda de 1/3
64 R 675 63 Poda Total
62 R 1002 67 Poda Total
39R 1369 120 Poda de 1/3
70R 1353 82 Sem Poda
25R 694 91 Poda de 1/3
50 RR 362 37 Sem Poda
11 R 628 49 Sem Poda
22 R 2730 146 Poda de 1/3
36 R 168 11 Poda de 1/3
43 R 245 23 Sem Poda
17 R 3425 201 Poda Total
2R 1244 130 Poda de 1/3
65R 619 25 Sem Poda
7R 2506 189 Sem Poda
23R 1208 112 Poda de 1/3
10R 4339 240 Poda Total
35R 2748 252 Poda de 1/3
46 R 791 78 Sem Poda
21R 623 45 Sem Poda
63 R 347 40 Poda Total
15 R 1125 78 Poda Total
14 R 943 60 Sem Poda

70 RR 1698 99 Poda Total
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Anexo 04: Taxas de incremento dos individuos em duas populagbes naturais de M. ilicifolia

na regiao de Guarapuava (PR) sob diferentes sistemas de poda. Florianépolis, UFSC, 2003

Populagao 01 — Fazenda da Costa (MANASA S.A.)
Biomassa de Folhas

TRAT 1 — SEM PODA

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
27 251,3 2529 1,01 339,8 1,35
10~ 293,8 54,6 0,19 - -
39* 363,6 67,1 0,18 - -
37 665,6 227.,8 0,34 - -
42 81,7 89,6 1,10 58,2 0,71
45 14,3 36,4 2,54 12,7 0,89
26 107,7 55,6 0,52 85,5 0,79
50 96,3 265,3 2,75 115,4 1,20
9* — - — — -
16 11851 369,7 0,32 692,3 0,58

TRAT 2 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
4 115,2 106,4 0,92 66,6 0,58
5 533,3 153,8 0,29 220,5 0,41
3 47,6 18,2 0,38 26,6 0,56
35 502,2 334,0 0,66 326,5 0,65
34 1991 163,5 0,82 87,6 0,44
8~ 111,2 11,2 0,10 0 ---
17 57,0 31,5 0,55 21,4 0,37
7 568,8 237,3 0,42 158,1 0,28
32 464,5 1721 0,37 275,5 0,59
31 2219 50,9 0,23 127,3 0,57
TRAT 3 -PODA TOTAL
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Taxa total
2 54,9 63,8 1,16 125,7 2,29
25* 95,2 83,1 0,87 470,5 4,94
24 569,0 503,3 0,88 771,9 1,36
46 * 464,3 1006,0 2,17 289,6 0,62
11 268,4 47,3 0,17 86,1 0,32
1 97,7 40,7 0,41 75,4 0,77
6 673,0 350,5 0,52 385,6 0,57
15 25,3 9,6 0,38 8,96 0,35
44 191,5 117,8 0,61 179,3 0,93
38 * 422,0 117,7 0,29 - -

* - individuos néo considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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Numero de Ramos Primarios com Folhas

TRAT 1 - SEM PODA

NCind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
27 169 281 1,66 288 1,70
10~ 233 63 0,27 77
39* 293 305 1,04 109
37* 423 84 0,20 223
42 40 54 1,35 60 1,50
45 8 14 1,75 14 1,75
26 75 91 1,21 99 1,32
50 76 94 1,24 95 1,25
9 131
16 707 442 0,62 1045 1,48
TRAT 2 - PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N° Ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
4 116 76 0,65 97 0,84
5 332 146 0,44 238 0,72
3 44 14 0,32 37 0,84
35 391 336 0,86 317 0,81
34 162 132 0,81 110 0,68
8~ 100 16 0,16
17 65 36 0,55 46 0,71
7 357 275 0,77 236 0,66
32 332 162 0,49 284 0,85
31 219 53 0,24 169 0,77
TRAT 3 — PODA TOTAL
N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
2 102 56 0,55 63 0,62
25~ 386 163 0,43 211 0,55
24 365 288 0,92 310 0,85
46 * 198 33 0,17 99 0,50
11 102 55 0,54 59 0,58
1 55 22 0,40 36 0,65
6 491 185 0,38 230 0,47
15 13 8 0,61 8 0,61
44 101 99 0,98 71 0,70
38* 313 53 0,17

* - individuos ndo considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndao encontrada.
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Altura

TRAT 01 - SEM PODA

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
27 2,1 2,65 1,256 2,56 1,21
10~ 2,20 2,53 1,150 2,38 1,08
39* 2,35 2,35 1,000 2,04 0,87
37* 2,90 1,29 0,445 1,70 0,59
42 1,80 2,07 1,150 2,24 1,24
45 1,30 1,69 1,300 1,74 1,34
26 2,10 1,88 0,895 2,06 0,98
50 2,25 2,57 1,142 2,58 1,15
9* 2,60
16 3,60 2,96 0,822 3,00 0,83

TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
4 2,20 2,30 1,045 2,22 1,01
5 1,92 2,03 1,057 2,08 1,08
3 1,60 1,65 1,031 1,70 1.06
35 2,00 2,37 1,185 2,38 1,19
34 1,75 2,10 1,200 1,91 1,09
8~ 1,60 1,70 1,062
17 2,95 2,33 0,790 2,72 0,92
7 2,80 2,90 1,036 3,11 1,11
32 3,25 2,60 0,800 2,68 0,82
31 1,85 2,25 1,216 2,08 1,12
TRAT 03 — PODA TOTAL
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
2 1,80 1,88 1,044 2,00 1,11
25~ 2,16 2,84 1,315 2,98 1,38
24 2,10 2,60 1,238 3,16 1,50
46 * 2,40 2,60 1,083 2,72 1,13
11 1,00 0,93 0,930 1,03 1,03
1 1,52 1,35 0,888 1,43 0,94
6 3,10 3,05 0,984 2,84 0,92
15 1,50 1,35 0,900 1,53 1,02
44 2,20 2,08 0,945 2,37 1,08
38* 1,70 1,61 0,947

* - individuos nao considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que n&o os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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DAC

TRAT 01 - SEM PODA

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
27 3,2 3,5 1,094 3,9 1,22
10~ 4,0 4,1 1,025 4,3 1,07
39* 3,2 3,2 1,000 3,7 1,16
37* 4,0 4,0 1,000 4,2 1,05
42 2,8 3,0 1,071 3,0 1,07
45 1,5 1,7 1,133 1,8 1,20
26 2,2 2,2 1,000 2,2 1,00
50 24 2,7 1,125 2,8 1,17
9 3,2 0,0 0,000
16 4,8 5,3 1,104 55 1,14

TRAT 02 - PODA DE 1/3 DOS RAMOS

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
4 3,2 3,2 1,000 3,4 1,06
5 3,3 3,6 1,091 3,8 1,15
3 24 29 1,208 29 1,21
35 3,2 3,4 1,062 3,4 1,06
34 2,6 2,7 1,038 29 1,11

8~ 2,0 2,1 1,050

17 3,0 3,0 1,000 3,1 1,03
7 4,5 4,5 1,000 4,5 1,00
32 47 4,7 1,000 5,0 1,06
31 3,6 3,6 1,000 3,8 1,06

TRAT 03 — PODA TOTAL

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
2 3,0 3,0 1,000 3,2 1,07
25~ 4,1 4,8 1,171 5,4 1,32
24 2,5 3,8 1,520 5,0 2,00
46 * 3,2 3,2 1,000 3,2 1,00
11 3,0 3,3 1,100 3,4 1,13
1 1,7 2,9 1,706 3,0 1,76
6 3,9 4.1 1,051 4.1 1,05
15 1,3 1,3 1,000 1,8 1,38
44 43 4,3 1,000 4,3 1,00
38* 2,9 29 1,000

* - individuos nao considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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Populagao 02 — sede da Fundagdao RURECO
Biomassa de Folhas

TRAT 01 — SEM PODA

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
49 * 117,3 - -
74* 186,8 - -
50 79,0 271 0,34 149,4 1,89
11~ 69,1 - ---
43 53,5 24,3 0,45 79,2 1,48

65 1351 46,8 0,35 -

7 546,9 4225 0,77 540,4 0,99
46 172,6 165,0 0,96 155,9 0,90
21 136,0 122,4 0,90 91,2 0,67
14> 103,7 -

TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
18 169,8 52,8 0,44 117,6 0,69
16 612,2 108,1 0,25 286,9 0,47
44 206,0 84,0 0,58 116,6 0,57
39 298,8 121,7 0,60 177,3 0,59
25 151,5 62,3 0,55 202,9 1,34
22 595,8 118,6 0,30 223,6 0,37

36 * 36,7 13,6 0,47 -—- ---
2 271,5 124,6 0,66 99,8 0,37
23 263,6 89,4 0,51 2524 0,96
35 599,8 201,6 0,52 546,3 0,91

TRAT 03 — PODA TOTAL

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
26 88,6 8,4 0,09 110,2 1,24
30 474,3 189,0 0,40 1200,6 2,53

45 149,7 10,8 0,07 - -
64 147,3 27,5 0,19 185,4 1,26
62 218,7 33,6 0,15 411,4 1,88
17~ 376,7 --- - ---
10 5291 412,2 --- 925,3 1,75
63 * 38,17 - - - -
15 2455 58,5 0,24 463,2 1,89
70 370,6 69,9 0,19 433,1 1,17

* - individuos néo considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os
envolvidos no trabalho; placa de identificagdo ndo encontrada.
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Numero de Ramos Primarios com Folhas

TRAT 01 - SEM PODA

N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
49* 119
74* 99
50 37 28 0,758 90 2,43
11~ 49
43 23 28 1,217 44 1,91
65 * 25 26 1,040
7 189 112 0,593 275 1,45
46 78 81 1,038 99 1,27
21 45 65 1,444 76 1,69
14 * 60
TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
18 54 22 0.407 70 1,30
16 163 53 0,325 176 1,08
44 111 63 0,567 108 0,97
39 120 213 1,775 143 1,19
25 91 43 0,472 90 0,99
22 146 52 0,356 126 0,86
36 * 11 8 0,727
2 130 135 1,038 121 0.93
23 112 68 0,607 143 1,28
35 252 96 0,381 278 1,10
TRAT 03 — PODA TOTAL
N°ind Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
26 20 14 0,700 27 1,35
30 157 36 0,229 230 1,46
45~ 58 9 0,155 18 0,31
64 63 22 0,349 60 0,95
62 67 24 0,358 74 1,10
17 201
10 240 187 0,779 199 0,83
63 * 40
15 78 39 0,500 109 1,40
70 99 46 0,465 142 1,43

* - individuos nao considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os

envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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Altura

TRAT 01 — SEM PODA

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
49* 1,30 -—- --- ---
74~ 1,60 -— - -
50 1,20 1,33 1,108 1,22 1,02
11* 1,80 - --- -
43 1,85 1,77 0,957 1,79 0,97
65 * 1,90 2,14 1,126 - -
7 2,10 2,30 1,095 2,28 1,08
46 1,90 2,24 1,179 2,25 1,18
21 1,20 1,35 1,125 1,36 1,13
14 * 1,70 - --- -

TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
18 1,30 1,35 1.038 1,35 1,04
16 2,15 2,16 1,005 2,28 1,06
44 2,05 2,21 1,078 2,36 1,15
39 2,40 2,40 1,000 2,23 0,93
25 1,30 1,50 1,154 1,50 1,15
22 2,30 2,34 1,017 1,94 0,84

36 * 1,85 2,05 1,108 - -
2 1,80 1,58 0,878 1,72 0,95
23 2,05 2,30 1,122 2,20 1,07
35 2,20 2,34 1,064 2,60 1,18

TRAT 03 — PODA TOTAL

N° ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
26 1,65 1,31 0,794 1,52 0,92
30 1,50 1,37 0,913 1,49 0,99

45~ 2,10 1,57 0,748 1,67 0,79
64 1,50 1,30 0,867 1,30 0,87
62 1,95 1,85 0,949 2,27 1,16
17~ 2,15 -—- --- --- -—-
10 2,58 2,41 0,934 2,62 1,01
63 * 1,20 -—- --- --- -—-
15 1,70 1,96 1,153 1,94 1,14
70 1,60 2,20 1,375 2,09 1,31

* - individuos néo considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que nao os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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DAC

TRAT 01 - SEM PODA

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
49~ 3,6
74* 2,8
50 2,5 2,5 1,000 2,5 1,00
11 2,0
43 1,7 1,9 1,118 2,0 1,18
65 * 2,2 2,7 1,227
7 7,0 7,5 1,071 7,6 1,09
46 4,0 5,1 1,275 55 1,37
21 3,8 3,9 1,026 3,9 1,03
14 * 3,5

TRAT 02 - PODA DE 1/3 DOS RAMOS

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
18 2,8 3,6 1,286 3,9 1,39
16 3,1 3,5 1,129 3,6 1,16
44 2,6 3,1 1,192 3,6 1,38
39 4,1 4,8 1,171 49 1,19
25 55 57 1,036 57 1,04
22 3,4 4,5 1,323 4,6 1,35

36 * 1,8 1,9 1,056
2 3,5 3,5 1,000 4,0 1,14
23 3,5 4,0 1,143 4,0 1,14
35 3,7 3,9 1,054 4,4 1,19

TRAT 03 — PODA TOTAL

N°ind. Antes poda 1 ano Tx. Inc. 2 anos Tx total
26 1,8 2,4 1,333 24 1,33
30 4,4 4,6 1,045 54 1,23

45* 4,0 4,0 1,000 4,0 1,00
64 2,5 2,6 1,040 2,8 1,12
62 2,9 3,6 1,241 3,6 1,24
17 5,6
10 4,7 5,2 1,106 5,4 1,14

63 * 2,6
15 55 5,8 1,054 6,2 1,13
70 2,8 3,6 1,286 4,6 1,64

* - individuos ndo considerados na analise de variancia, por algum dos seguintes motivos:
morte; poda realizada a revelia do experimento, por outros extratores que ndo os
envolvidos no trabalho; placa de identificacdo ndo encontrada.
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Anexo 05: Peso verde de folhas e ramos a partir da retirada de 10 % dos ramos em cada

individuo de populagdes naturais de M. ilicifolia na regido de Guarapuava (PR), sob

diferentes sistemas de poda. Florianépolis, UFSC, 2003

Populagao 01: Fazenda da Costa (MANASA S.A.)
TRAT 01 — SEM PODA

N° ind. Peso Peso Relagéo Peso Peso Relagéo
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
27 15,8 7,8 2,02 92,1 16,9 5,45
10 52 3,3 1,57 14,3 3,2 4,47
39 6,6 5,1 1,29 12,2 3,3 3,70
37 21,7 12,4 1,75 52,1 16,7 3,12
42 8,3 4.1 2,02 18,1 13,0 1,39
45 2,6 0,9 2,89 4.0 1,1 3,64
26 55 1,5 3,67 9,5 1,4 6,78
50 25,4 7,8 3,26 42,3 11,1 3,81
16 36,8 24,2 1,52 76,8 29,3 2,62
TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N°ind. Peso Peso. Relagéo Peso Peso Relagéo
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
4 11,2 3,6 3,11 16,7 3,9 4,28
5 15,8 7,8 2,02 18,2 3,9 4,67
3 1,3 0,5 2,60 2,8 0,6 4,67
35 33,8 15,8 2,14 36,7 6,6 5,56
34 16,1 52 3,10 37,1 8,2 4,52
8 1,4 1,1 1,27
17 3,5 1,5 2,33 6,3 1,9 3,32
7 23,3 8,5 2,74 19,8 4,2 4,71
32 17,0 6,7 2,54 31,3 7,5 4,17
31 4.8 3,4 1,42 10,9 1,6 6,81
TRAT 03 — PODA TOTAL
N°ind. Peso Peso. Relacéao Peso Peso Relagéo
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
2 8,9 2,1 4,24 7,8 1,3 6,00
25 494 19,4 2,55 63,0 15,1 4,17
24 99,1 39,2 2,53 87,8 28,7 3,06
46 4,3 1,5 2,87 10,2 1,9 5,37
11 3,7 0,9 4,11 8,4 1,7 4,94
1 5,8 1,3 4,46 7,0 1,4 5,00
6 34,1 20,6 1,65 21,0 57 3,68
15 1,2 1,0 1,20 5,2 2,1 2,48
44 11,9 3,6 3,30 16,1 5,1 3,16
38 11,1 6,2 1,79
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Populagao 02 — sede da Fundagdao RURECO

TRAT 01 — SEM PODA
N°ind. Peso Peso. Relacéo Peso Peso Relacéao
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
49
74
50 2,9 0,9 3,22 13,1 3,1 4,22
11
43 2,6 1,5 1,73 9,6 1,4 6,90
65 54 3,2 1,69 - -—-
7 41,5 26,5 1,57 91,4 19,9 4,59
46 16,3 6,0 2,72 35,2 11,5 3,06
21 11,3 4,2 2,69 11,7 3,0 3,90
14
TRAT 02 — PODA DE 1/3 DOS RAMOS
N°ind. Peso Peso. Relagéo Peso Peso Relagéo
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
18 4,8 2.1 2,29 16,3 4.4 3,70
16 10,2 4,2 2,43 35,3 9,7 3,64
44 8,0 3,9 2,05 21,4 6,6 3,24
39 12,0 3,4 3,53 30,6 6,9 4,43
25 5,8 3,1 1,87 20,4 5,0 4,08
22 11,4 4.1 2,78 53,5 23,1 2,32
36 1,7 0,8 2,12 -—- -
2 12,0 5,0 2,40 16,2 3,7 4,39
23 9,2 4,2 2,19 24,6 8,0 3,07
35 21,0 6,2 3,39 63,0 21,5 2,93
TRAT 03 — PODA TOTAL
N°ind. Peso Peso. Relacéao Peso Peso Relacéao
folhas Ramos folhas/ folhas ramos folhas/
1 ano 1 ano ramos 2 anos 2 anos ramos
26 0,6 0,8 0,75 9,6 3,2 3,00
30 21,0 17,2 1,22 48,3 21,6 2,24
45 1,2 0,5 2,40 4.5 0,9 5,00
64 2,5 0,9 2,78 3,2 0,6 5,33
62 2,8 1,8 1,56 21,1 5,6 3,78
17 -- -—- - -—- -—- -—-
10 46,3 19,0 2,44 117,3 57,9 2,02
63 -—- -—- -—- --- --- ---
15 6,0 3,5 1,71 17,2 4.9 3,51
70 7,6 4.1 1,85 24,6 9,4 2,62
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Anexo 06: Genotipos de individuos adultos e de progénies maternas de populagdes

naturais de M. ilicifolia na regido de Guarapuava, PR.Florianépolis, UFSC, 2003

Populacao 01: Fazenda da Costa (MANASA S.A.) — individuos adultos

LOCOS: PRX, PGI, MDH1, MDH2, NADHDH, IDH, LAP e 6PGDH

Ind/gendtipos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

111111
111111
111111
111111
1212 11
1212 11
1212 11
1212 11

11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11

13121212 11
13121222 11
13121222 11
131212121122 11 11
112212 11
112212 11
111212121122 11 11
121112 11

111111

11

11
11

11
11

11
11
11
11
11
11
11
11

11 11
1111
11 11
1111
12 11
12 11
12 11
12 11

1212 11
1212 11
1212 11

11

11 11

1211 11

1211 11

11

1111

111212121122 11 11
121112121122 11 11
11111212 11
111222 11
1112 22 11
111222 11
111112 11

111111
111111
1311 11
111111
111111
111111
111111

11
11
11
11
11
11
11

11
11
11

11
11
11
11

12 11
1111
1111
1111

112211 11
1211 11
1211 11
112211 11

11
11

11
11
11
11

11221222 11

11
11
11
11
11

1111
1111
1111
1111
1111
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Populagao 02 (sede da Fundagao RURECO) - individuos adultos

LOCOS: PRX, PGI, MDH1, MDH2, NADHDH, IDH, LAP e 6PGDH

Ind/gendtipos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

1122 11
1122 11
1122 11
1122 11
1112 11
2211 11
1112 11
1212 11
111111
1122 11

11
11
11
11

1111
1111
1111
1111

1122 11

11
11
11
11
11

111212 11
111212 11

1112 11
1112 11
1112 11
1122 11
111111
1212 11
111111

11
11
11
11
11
11
11

111112 11
112212 11
111122 11
111112 11
111122 11

111111
111111
1122 11
1122 11
2212 11
1122 11

11
11
11
11
11
11

1111
1111
1111
1111
12 11

1111
11 11
1111
1112
1112
1111
12 11
1111
1111
1111

1112 22 11

1111
1111
1111

11 11
1111
1111

111211 11
121211 11
111311 11

1111
1111
1111
1111
1111

1112
1111
1111
11 11
1111

111212 11

1111
1111

11 11
1111

111311 11

1111
1111
1111
1111

1111
11 11
11 11
1111
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Populagao 01: Fazenda da Costa (MANASA S.A.) — progénies maternas

LOCOS: PRX, PGI, MDH1,MDH2, IDH e 6PGDH

Ind/gendtipos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

1112111112 11
221211111211
11121212 11
11121111 11
11121112 11
11111222 11
11121122 11
11121111 11
22121111 11
11111211 11
11121111 11
12121112 11
111211 11
111211 11
112212 11
112211 11
111211 11
111112 11
111211 11
1222 11 11
112211 11
121111
1211 11
1212 11
121111
1212 11
1212 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11

12 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

13 11

11
11
11

11
11
11

13 11

11

11

13 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

12 11
12 11
12 11

11
11
11
11

11
11
11
11

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
87
88
89
90
91
92
92
93
94
95
96
97
98

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11

11
11
11
11
11

1211

11
11
11
11
11
11
11

1211

11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11

1211

11

11

11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

1211

11
11

11
11

12 11

11
11
11
11
11
11

111211
111111
1122 11
112211
1122 11
112211
1122 11
112211
1122 11
1122 11
1222 11
121112 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11

11
11

1211

11
11

11
11

1211

11

11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11

111211

11
11
11

11
11
11

1211
1211
111111

11
11
11
11
11

1111
1111
1111
12 11
1111
1111
12 11
1111
1111
1111
12 11
1111
1111
1111
12 11
12 11
1111
1111
1111
1111
12 11
1111
12 11
1111
1211
1111
1111
12 11
1111
12 11
1111
1111
1111
1111
1111
1111
12 11
1113
1213
1111
13 11
1113
1111
1113
13 11
1111
1213
1313
1211

99 11
100 11
101 11
102 11
103 11

105 11
106 11

121111
111111
111111
111111
111211
104 1212 11 11

11
11

107 12 11

108 11
109 11
110 11

113 11
114 11
115 11
116 11
117 11
118 11
119 11
120 11
121 11

11
11

11

11

1211
1211

11
11

11
11

121111
111121312 11
11212 11

11

1211

11

11

121211
1212 11

11
11
11
11
11
11

11
11

11
11

1211

11
11
11

11
11
11

122112211 11

123 11

11

11

11

124 112212 11
125112211 11
126 112212 11

127 11
128 11
129 11
130 11
131 11
132 11
133 11
134 11
135 11
136 11
137 11
138 11
139 11
140 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11

11

1211

11
11

11
11

1311

11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
13
11
11
11
11
11
11

1213

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

1311
1311

11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
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Populagao 02 (sede da Fundagcao RURECO) - progénies maternas

LOCOS: PRX, PGI, MDH1,MDH2, IDH e 6PGDH

Ind/gendtipos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

111111 11
111111 11
111111 11
111111 11
111211 11
111211 11
111212 11
111212 11
111112 11
111111 11
111111 11
111211 11
111212 11
111111 11
111212 11
111111 11
111111 11
111111 11
111111 11
111111 11
121111 11
111212 11
111111 11
111111 11
11111111
111211 11
111111 11
111111 11
111111 11
111211 11
111211 11
111211 11
111111 11
111112 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

13 11
12 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11111222 11

111111 11
111111 11

11
11

11111122 11

111211 11

11

11121122 11
11121212 11

111211 11
111212 11
112211 11
112211 11
1222 11 11
121211 11
112212 11
111212 11

11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

121212 11
111211 11
112211 11
22221111
2222111
111211 11
112211 11
112211 11
11111211
11111111
11111111
11111211
111211 11
111211 11
112211 11
11111111
111212 11
112211 11
111211 11
11111111
111211 11
112211 11
11111111
11111211
121112 11
11111211
111211 11
211111
121112 11
11111111
11111111
121111 11
22221111
11111111
11111111
11111111
11111211
112212 11
121211 11
111211 11
111111 11
112211 11
112211 11
121211 11
11111111
111211 11
111211 11
112211 11
1222 11 11

13 11
1111
1111
1111
13 11
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
13 11
1111
13 11
13 11
1111
1111
1111
1111
1111
1111
13 11
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
1111
13 11
1111
1111
1111
1111
1111
1111
13 11
1111
1111
13 11
13 11
1111

99 1111 11
100 11 22 11
101 1111 11
102 11 22 11
103 11 11 11
104 11 11 11
1051111 11
106 11 11 11

11
11
11
11
11
11
11
11

107 111112 11

108 11 11 11
109 11 11 11
110 11 11 11
1111111 11
1121111 11
1131111 11
1141111 11
1151111 11
116 11 11 11
1171111 11
118 11 11 11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

119111112 11
120111212 11

1211211 11
1221111 11
1231111 11
124 1111 11
1251111 11
126 12 11 11
127 1111 11

11
11
11
11
11
11
11

128 111112 11

1291111 11
130 11 11 11
1311111 11
1321111 11
1331111 11
134 1111 11
1351111 11
136 11 11 11
137 1111 11
138 11 11 11
139 11 11 11
140 11 11 11
1411111 11

11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
13
11
11
11
12
11
11
11

1211

11
11
11

11
11
11

1211

11
11
11
11
11

11
11
11
11
11

1211

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

112211
111211
11111
1122 11
11111
111211
1122 11
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