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Sistema de reproducao em pequenas populacoes fragmentadas
e em arvores isoladas de Hymenaea stigonocarpa

Mating system in small fragmented populations
and isolated trees of Hymenaea stigonocarpa
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Resumo

Seis locos microssatélites foram usados para quantificar o sistema de reprodugdo em arvores de duas
pequenas populagdes fragmentadas (Selviria - SEL e Aparecida do Tabuado — APT, Mato Grosso do Sul)
e em arvores isoladas em pastagens por pelo menos 500 m entre si da espécie arbdrea polinizada por
morcegos, Hymenaea stigonocarpa, na regido centro-oeste do Brasil. Foram coletadas sementes em 11
arvores na populagdo SEL, trés na APT e em seis arvores isoladas em pastagens. Para verificar a ex-
isténcia de diferencas no sistema de reproducéo entre arvores ocorrentes nas populagdes e isoladas,
agruparam-se as arvores das populagdes e as isoladas em dois diferentes grupos. A taxa de cruzamento
multiloco foi maior nas populagdes (7 =0,873) do que nas arvores isoladas (7 =0,857), mas a diferenga
nao foi significativa. As diferengas entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco foram altas e signifi-
cativamente diferentes de zero, tanto nas populagbes (7 -Z=0,301, P<0,05) como nas arvores isoladas
(f -£=0,276, P<0,05), sugerindo cruzamentos entre arvores aparentadas. Maior correlagéo de paternidade
foi observada nas sementes coletadas das populagdes (r”p:0,636) do que nas arvores isoladas (fp:(),377),
indicando cruzamentos correlacionados e que parte das progénies sdo irmaos-completos. Nao foi de-
tectado aumento de autofecundacao em arvores isoladas em pastagens. De modo geral, a Unica diferenca
significativa observada no sistema de reproducao entre as populacdes e das arvores isoladas foi a maior
proporg¢ao de cruzamentos correlacionados nas populagdes, devido provavelmente a menor distancia en-
tre coespecificos e ao comportamento dos polinizadores visitando sistematicamente arvores proximas.

Palavras-chave: Jatoba-do-cerrado, Espécies arbéreas tropicais, Cruzamentos correlacionados, Coan-
cestria, Endogamia, Tamanho efetivo

Abstract

Six microsatellite loci were used to quantify the mating system of two small fragmented populations (Selviria
- SEL and Aparecida do Tabuado — APT, Mato Grosso do Sul State) and isolated trees in pastures, of the
bat-pollinated tropical tree Hymenaea stignocarpa, growing in the Center-west region of Brazil. In SEL
population, seeds were collected from 11 mother-trees; in APT, from three trees and, in the case of isolated
trees, from six individuals growing at least 500 m apart in pastures. To investigate if there are differences
on mating system between trees in populations and isolated trees, trees from populations were pooled as
a group and, likewise, the isolated trees were pooled to another group. The outcrossing rate was higher in
the populations (7 =0.873) than in isolated trees (7 =0.857), but the difference was not significant. Significant
and high differences between multi-locus and single-locus outcrossing rate were detected in populations
(7,-£=0.301, P<0.05) and isolated trees (7 -7 =0.276, P<0.05), suggesting mating between relatives. Higher
paternity correlation was observed in trees from population (r”p=0.636) than in isolated trees (7 =0.377), indi-
cating the occurrence of some correlated matings and that part of offspring are full-sibs. It was not observed
increased in self-fertilization rate in isolated trees in pastures. In general terms, the unique observed dif-
ference in mating system between populations and isolate trees was the high rate of correlated matings in
trees from populations, due probably to the small distance among coespecifics and the pollinator behavior,
visiting near trees.

Keywords: Jatoba-do-cerrado, Tropical tree species, Correlated matings, Coancestry, Inbreeding, Effec-
tive population size
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INTRODUCAO

Quando se pretende coletar sementes de po-
linizacao aberta de espécies arbdreas tropicais
para fins de restauracdo ambiental, implantacao
de bancos de germoplasma ou mesmo testes de
progénies para programas de melhoramento flo-
restal, o conhecimento do sistema de reprodu-
¢ao das espécies é de fundamental importancia,
pois determina a estrutura genética na geracao
descendente. Quanto maior é a taxa de cruza-
mento e o tamanho da vizinhancga reprodutiva
e menor forem as taxas de cruzamento entre pa-
rentes e cruzamentos biparentais, menor serd a
endogamia e a coancestria dentro das progénies
e, conseqiientemente, maior serd o tamanho
efetivo de cada progénie, de forma que um me-
nor nimero de progénies serd necessario para
reter um determinado tamanho efetivo alvo da
amostra. Portanto, a chave para amostrar corre-
tamente as populacoes é o conhecimento do seu
sistema de reproducao.

Espécies arbodreas tropicais reproduzem-
se geralmente por altas taxas de cruzamentos
(>0,9: SEBBENN, 2003), embora muitos es-
tudos mostrem que parte desses cruzamentos
sao endogamicos e biparentais (JAMES et al.,
1998; COLLEVATTI et al., 2001; CASCANTE et
al., 2002; FUCHS et al., 2003). O sistema de re-
produgao dessas espécies pode ser afetado por
sistemas de auto-incompatibilidade (BAWA et
al., 1985; GIBBS et al., 1999), evitando auto-
fecundagoes e cruzamentos endogamicos, por
variacoes na fenologia de florescimento e dife-
ren¢as na maturidade reprodutiva das plantas,
reduzindo o tamanho da vizinhanga reproduti-
va das populacdes. Variacoes na densidade po-
pulacional (MURAWSKI e HAMRICK, 1992) e
fatores antropogénicos como fragmentacao flo-
restal e corte seletivo de drvores também podem
afetar o sistema de reproducio dessas espécies
(NASON e HAMRICK, 1997; ALDRICH e HA-
MRICK, 1998; DICK et al., 2003; DEGEN et al.,
2004; LOWE et al., 2005).

A baixa densidade populacional, presen-
¢a de sistemas de auto-incompatibilidade e as
conseqiientes altas taxas de cruzamento de mui-
tas espécies arbéreas dos trépicos tornam-nas
vulneraveis a fragmentacao (CASCANTE et al.,
2002). A fragmentacao florestal isola individuos
e populagodes, reduz a densidade populacional e
o tamanho da vizinhanga reprodutiva, poden-
do diminuir o fluxo de genes entre populacoes
e aumentar a endogamia dentro das popula-
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cOes e, conseqiientemente, aumentando a di-
ferenciacdo entre as populagdoes remanescen-
tes (YOUNG et al., 1996; JUMP e PENUELAS,
2006). Estudos recentes indicam que a taxa de
cruzamento e o nimero de parentais poliniza-
dores contribuindo para a descendéncia dimi-
nui em populacoes fragmentadas e em arvores
isoladas, comparativamente a populagdes con-
tinuas. Fuchs et al. (2003) relatam menor taxa
de cruzamento (£ =0,777) e maior correlacao de
paternidade (7,=0,740) em sementes de Pachira
quinata coletadas de arvores isoladas, em com-
paracao a sementes coletadas em uma popula-
¢do continua (£,=0,915; 7, =0,470). Menor taxa
de cruzamento em darvores isoladas em compa-
racdo a arvores ocorrentes em populacoes con-
tinuas ou fragmentadas também s3o descritos
em Samanea saman (CASCANTE et al., 2002),
Symfonia globulifera (ALDRICH e HAMRICK,
1998) e Dinizia excelsa (DICK et al., 2003). A re-
ducdo na taxa de cruzamento e o aumento da
correlacdo de paternidade em arvores localiza-
das em ambientes altamente antropizados tém
sido atribuidos ao aumento do isolamento das
arvores, reducao no tamanho da vizinhanca re-
produtiva e alteracbes no comportamento dos
polinizadores, desencadeada pela fragmentacao
de habitats. Assim, sementes coletadas de poli-
nizacdo aberta de arvores isoladas e localizadas
em pequenos fragmentos podem conter maior
parentesco e endogamia e, portanto, menor ta-
manho efetivo do que sementes coletadas em
populagoes continuas.

Hymenaea stigonocarpa Mart ex Hayne (jato-
ba-do-cerrado) pertence a familia Leguminosae
(Caesalpinaceae), tem uma ampla dispersao,
porém um tanto irregular e restrita a caatinga e
ao cerrado da regido central e sudoeste do Brasil.
A espécie é polinizada por pelo menos quatro
espécies de morcegos, incluindo os especiali-
zados Glossophaga soricina e os menos especia-
lizados frutivoros Platyrhinus lineatus e Carolilia
perspicillatta (GIBBS et al., 1999). Cruzamentos
controlados indicam a espécie como de cruza-
mento, autocompativel e existem indicios de
selecdo pos-zigotica nas flores autofecundadas
(GIBBS et al., 1999). A importancia econdmi-
ca da espécie esta associada ao uso da madeira
para constru¢ao naval e civil; a sua casca que
fornece um corante amarelo utilizado em va-
rios segmentos; e a seus frutos que sao comes-
tiveis. E também importante para a fauna, ser-
vindo de alimento para periquitos, papagaios,
bugios, roedores, lobinhos e insetos (LOREN-



ZI, 1992; SILVA et al., 1994 e BOTELHO et al.,
2000), seus provaveis dispersores. Contudo, a
despeito de sua importancia, a espécie foi mui-
to explorada no passado pela industria naval,
devido a excelente qualidade de sua madeira,
em termos de durabilidade e resisténcia ao apo-
drecimento. Por isso, a sua baixa densidade po-
pulacional natural e a destruicao generalizada
de seu habitat de ocorréncia, o cerrado e a caa-
tinga, hoje a espécie é encontrada somente em
pequenas populagdes remanescentes ou como
arvores isoladas em campos e pastagens. Planos
para sua conservacgao ex situ estio em andamen-
to e sementes estao sendo coletadas em drvores
remanescentes em pequenas populacoes e em
arvores isoladas em campos e pastagens e uti-
lizadas para implantacao de bancos genéticos.
Contudo, seu sistema de reproducao nao é de-
talhadamente conhecido e ndo se sabe o grau de
representatividade genética contida em semen-
tes oriundas de polinizacao aberta, em termos
de tamanho efetivo que estd sendo retido nos
bancos. Também nao se conhece o potencial
de arvores isoladas ou ocorrentes em pequenos
grupos em pastagens para servirem como fon-
tes de sementes para restauracao ambiental da
regiao.

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar
o sistema de reproducao de arvores isoladas em
pastagens e de populagoes altamente fragmenta-
das de H. stigonocarpa, em termos de taxa de cru-
zamento, correlacao da paternidade, tamanho de
vizinhanga reprodutiva, tamanho efetivo na des-
cendéncia e o nimero de drvores matrizes neces-
sdrias para a coleta de sementes, visando reter o
tamanho efetivo de 100. As hipdteses para esses
dois grupos de arvores sdo: i) como a dispersao
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de sementes de H. stigonocarpa ocorre predomi-
nantemente nas vizinhancas das arvores matri-
zes, espera-se que arvores localizadas espacial-
mente proximas entre si apresentem algum grau
de parentesco; ii) embora a distancia entre algu-
mas arvores isoladas seja superiora 1 km, como a
polinizacao da espécie é efetuada por morcegos,
acredita-se que essas arvores nao estejam repro-
dutivamente isoladas, pois estes mamiferos sao
conhecidos por percorrerem grandes distancias
de v6o, porém o tamanho da vizinhanga repro-
dutiva deve ser restrito a poucos individuos e
grande parte das sementes dessas arvores deve
apresentar parentesco no grau de irmaos-com-
pletos; iii) como drvores isoladas em campos e
pastagens produzem mais sementes que as OCOI-
rentes agrupadas, possivelmente recebam mais
visita dos polinizadores e a taxa de autofecunda-
¢do, provavelmente, seja menor nessas arvores do
que em arvores ocorrentes em grupos.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo e amostragem

O estudo foi conduzido em darvores loca-
lizadas ao longo da rodovia BR 158, entre os
municipios de Aparecida-do-Tabuado (APT) e
Selviria (SEL), no estado do Mato Grosso do
Sul, Centro-oeste do Brasil. O bioma da regiao
é o cerrado com alto grau de perturbagao an-
trépica. A paisagem é caracterizada por gran-
des extensdes de pastagens com alguns poucos
fragmentos pequenos. Ao longo da rodovia per-
manecem algumas arvores de H. stygnocarpa, re-
manescentes da pré-fragmentagdo (>30 anos),
distribuidas em duas populacdes distantes 24
km entre si (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo espacial de todas as arvores de H. stygonocarpa nas populagdes. (Spatial distribution of all

trees in the H. stygonocarpa populations)
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Ambas as populagoes sdo formadas por peque-
nos agrupamentos e arvores isoladas na pastagem.
A drea total da populacao APT é de aproximada-
mente 4.200 ha, com uma densidade (d) estima-
da de 0,008 individuos por hectare. A populacao
SEL apresenta drea aproximadamente de 6.760 ha,
com uma densidade de 0,005 individuos por ha.
Em 2004, muitas dessas drvores nao frutificaram,
sendo possivel coletar sementes de 15 drvores na
populacao APT e em seis da SEL. Na populagao
APT, as sementes foram coletadas de quatro arvo-
res isoladas por até 3,2 km entre si e em 11 arvores
ocorrentes em um agrupamento. Na populagao
SEL, sementes foram coletadas em quatro arvores
isoladas por até 7 km e em duas arvores ocorren-
tes em um agrupamento. De cada arvore foram
coletados mais de 30 frutos. Nessas populacoes 42
arvores foram georeferenciadas, inclusive outras
que nao tiveram sementes coletadas e amostras
retiradas para analise de DNA (26).

Extracao do DNA e analise dos
microssatélites

A extracao do DNA das folhas de arvores
adultas e das progeénies foi realizada segun-
do protocolo desenvolvido por Doyle e Doyle
(1990) e com adaptagoes feitas no LARGEA (La-
boratoério de Reproducao e Genética de Espécies
Arbéreas) do Departamento de Ciéncias Flores-
tais da ESALQ/USP). Na amplificacao das amos-
tras para a realizacao das analises foi utilizada
a tecnologia da reagao de polimerase em cadei-
ra (PCR - Polymerase Chain Reaction). A visuali-
zada ocorreu por iluminagao ultravioleta (312
nm), sendo a seguir fotografada. Inicialmente
foram utilizados nove primers de microssatélite,
os quais foram desenvolvidos no CENARGEN
(Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Gené-
ticos e Biotecnologia), para Hymenaea courbaril L
(nao publicado). Desses nove locos, seis foram
transferidos com sucesso para H. stigonocarpa.

Analise de parametros genéticos

A diversidade genética da geracao adulta e
das progénies foi caracterizada pelos indices
nimero médio de alelos por loco (4), hetero-
zigosidade observada (/)), heterozigosidade
esperada segundo a condicao de equilibrio de
Hardy-Weinberg (#,) e nimero efetivo de alelos
por loco [Af]/(]-FI)]. Também foi estimado o
indice de fixagao (F), conforme Weir (1996):

()50,
- 1 A

H- 2n

78

em que, n é o tamanho da amostra. A signi-
ficancia estatistica dos valores médios entre
locos do indice F foi calculada por 10.000 rea-
mostragens bootstrap. Para verificar a associagao
entre alelos de diferentes locos foi realizado o
teste de desequilibrio de ligacdo de Burrows
entre pares de locos. Os indices de diversida-
de, o indice de fixacao, o teste de equilibrio de
Hardy-Weinberg e os bootstraps foram calcu-
lados, utilizando o programa GDA (LEWIS e
ZAYKIN, 2002).

O indice de fixacdo das progénies (F) foi
fracionado nos seus componentes devido a
autofecundacdes (£') e cruzamentos entre pa-
rentes (F, ), .= F+ F, ,, sendo a endoga-
mia advinda de autofecundagéio (8) estimada
por F 0,55(1 +Fp) em que F é o coeficiente
de endogamla na geragao parental e F, ., de-
vido a endogamia advinda de cruzamento en-
tre parentes estimada por. F, . 6 de forma
que, = 05S(]+Fp)+(] s)@ A331m de posse
de F e F pode-se estimar F, ., por Ft -+ Fo—
F', sem pressupor o equilibrio de endogamla
Em equilibrio de endogamia o coeficiente de
endogamia nas progeénies foi estimado por
F =5/(2-5).

Para a andlise da distribuicao espacial dos
genotipos foi calculado o coeficiente de coan-
cestria (éxy) entre pares de arvores dentro de
cinco classes de distancia iguais a 400 m. O
coeficiente de coancestria estimado por marca-
dores genéticos mede a probabilidade de dois
alelos amostrados em dois individuos diferen-
tes serem idénticos por estado. O coeficiente
de coancestria foi calculado segundo o método
proposto por Ritland (1996). O intervalo de
confianga a 95% de probabilidade (1,96.EP) do
coeficiente médio de coancestria foi estimado
para cada classe de distincia com base no erro
padrao (EP) da média das estimativas, obtido
por reamostragem jackknifed entre locos. O co-
eficiente de coancestria e o erro padrao foram
estimados usando o programa SPAGeDi versao
1.1 (HARDY e VEKEMANS, 2003).

O sistema de reproducao foi estudado se-
parando-se as arvores em duas classes: i) 15
arvores ocorrentes em dois grupos grandes ou
populagoes (11 em APT e trés em SEL); ii) ocor-
rentes isoladas (quatro arvores) ou nos grupos
pequenos de duas a cinco arvores (duas arvo-
res). As andlises foram baseadas no modelo
misto de reproducao (RITLAND e JAIN, 1981)
e cruzamentos correlacionados (RITLAND,
1989). Foram realizadas utilizando o programa



“Multilocos MLTR” (RITLAND, 2004), usando
o método de maxima verossimilhanca (Algo-
ritmo EM, Expectation-Maximization). Os para-
metros estimados foram a taxa populacional de
cruzamento multiloco (7 ); taxa populacional
de cruzamento uniloco (#); taxa de cruzamento
entre individuos aparentados (7 -7); correlagao
de autofecundacao (7,); correlagao multiloco de
paternidade (7, ), correlacao uniloco de pater-
nidade (7, ) e as freqiiéncias alélicas do polen
e dos 6vulos cruzados. O desvio padrao (DP)
das estimativas dos pardmetros foi obtido por
meio de 500 reamostragens bootstraps e usado
para calcular o erro padrao a 95% de probabili-
dade, IC,,, =1,96(DP/m), em que m representa
o numero de progénies.

Os parametros do sistema de reproducao fo-
ram utilizados para estimar outros parametros
demograficos e genéticos. O nimero efetivo de
pais polinizadores ou tamanho da vizinhanca
reprodutiva foi calculado da correlacao de pa-
ternidade por Nep=1/fp. Dos parametros do sis-
tema de reproduc¢ido foram ainda estimados a
propor¢ao média de pares de irmaos de auto-
fecundacio (P,=s), iArmﬁos-completos (P =t
7,) e meios-irmaos [P, =t (1- -7 )] contidos nas
progemes eo coeﬁc1ente médio de coancestrla
(@ ,) entre plantas dentro de progeénies, @W:
0, 125(]+Fp)[4s+(t +f §7)(1+7 )] (RITLAND,
1989).

Para conhecer a representatividade genética
das progénies foi estimado o tamanho efetivo
de variancia (N, .,) médio das progenies, calcula-
do da variancia amostral das freqiiéncias alélicas
e utilizando uma populagao idealizada (infini-
tamente grande, panmitica, sem parentes, endo-
gamia, selecio, mutagao e migragdo) como refe-
réncia, conforme propos Cockerham (1969):

~

—_— A »
Ne(v)_ @xy ( n_] )+I+JL
) ) n’ 2n
O numero de arvores matrizes (m) para a co-

leta de sementes foi calculado assumindo que
infinitas sementes serdo coletadas de cada arvo-
re (n=w) e que o objetivo é reter na amostra to-
tal o tamanho efetivo de referéncia de 100.

A A
m=N [@xy(n_] )+i
e(referénciav) n 2n

(SEBBENN 2003).
Se n=c0, entdo m=N [0,].

e(referénciav)

RESULTADOS

Locos microssatélites
Os seis locos microssatélites analisados
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foram polimoérficos (Tabela 1). O nume-
ro de alelos detectados por loco variou de
quatro (Hs33) a 20 (Hs48), com média de
11,67 e totalizando 70 alelos nos seis lo-
cos. A heterozigosidade observada variou de
0,133 (Hs34) a 0,556 (Hs48), com média de
0,377 e a heterozigosidade esperada variou
de 0,170 (Hs34) a 0,810 (Hs35), com média
de 0,633. Os locos Hs33, Hs35, Hs40, Hs48
e Hs49 apresentaram excesso significativo de
homozigotos em comparacido ao esperado
pelo modelo de Equilibrio de Hardy-Wein-
berg. Os locos Hs33 e Hs49 nos adultos e
Hs34 e Hs49 nas progénies apresentaram in-
dicios de desequilibrio de ligacao (P<0,03).
Como as ligacoes s6 foram detectadas em
uma das geragoes, tratam-se possivelmente
de ligacoes fracas ou deriva genética e, por
isso, nenhum loco foi excluido da analise do
sistema de reproducao.

Tabela 1. Caracteristicas dos locos microssatélites usa-
dos em H. stigonocarpa (n = 310). (Characteristics of
microsatellite loci applied in H. stigonocarpa (n = 310))

Loco k n H, H, F

Hs33 4 308 0,172 0,468 0,632 *
Hs34 7 300 0,133 0,170 0,218 ns
Hs35 13 296 0,517 0,810 0,362 **
Hs40 12 309 0,521 0,798 0,347 **
Hs48 20 302 0,556 0,798 0,303 **
Hs49 14 299 0,365 0,754 0,516 **
Média 11,67 0,377 0,633 0,404 **

Para cada loco: nimero de alelos detectados (k); tamanho amostral (n);
heterozigosidade observada (H ); heterozigosidade esperada (H,); **:
P< 0,01; ns: nao significativo.

Diversidade genética

Um maior e significativo niimero médio de
alelos por loco foi observado nas progénies
(11,7) em comparagao as arvores adultas (7),
sugerindo que a area reprodutiva da populagao
possa ser maior do que a amostrada (Tabela 2).
O numero efetivo de alelos por loco foi muito
menor do que o nimero médio de alelos por
loco e esse nao foi significativamente diferente
entre adultos (2,65) e progénies (2,73), mos-
trando que grande parte dos alelos tem baixa
freqiiéncia. Como o numero efetivo de alelos
por loco foi similar entre as geragoes, a hete-
rozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-
Weinberg foi igualmente semelhante e nao es-
tatisticamente diferente entre as duas geragoes.
Por outro lado, a heterozigosidade observada
foi maior na populacao adulta, comparativa-
mente a estimada nas progénies, embora estas
nao tenham sido estatisticamente diferentes
entre si.
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Tabela 2. Caracteristicas dos locos microssatélites para arvores adultas e progénies (média + erro padrdo). (Charac-
teristics of microsatellite loci used for adult and families (mean + standard error))

Populagao n A A, H, H,
Adultos 42 7,0+£2,29 2,65+0,73 0,634 + 0,112 0,441 + 0,077
Progénies 264 11,7 + 1,15 2,73+0,72 0,623 + 0,084 0,367 + 0,096

Tamanho amostral (n); nimero médio de alelos por locos (A); nimero efetivo de alelos por locos (A ); heterozigosidade observada (H,); hetero-

zigosidade esperada (H ).

Estrutura genética espacial

A andlise da distribuicao espacial de geno-
tipos a partir da estimativa do coeficiente de
coancestria entre pares de arvores por classe de
distancia A(Figura 2) detectou valor alto e signi-
ficativo (@,,=0,157,P<0,05) entre drvores distan-
tes até 500 m, confirmando a hipétese de que
arvores localizadas espacialmente préximas ten-
dem a ser parentes em algum grau.
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Figura 2. Dendrograma representativo do coeficiente
de coancestria (@) em cinco classes de distancia entre
arvores adultas de H. stigonocarpa. (Linhas tracejadas
indicam o limite do intervalo de confianca do erro a 95%
de probabilidade, estimado por reamostragem jackkni-
fing sobre locos). (Dendrogram plotting the coancestry
coefficient (@, ) in five distance classes between adult
trees of H. stigonocarpa. (Dotted lines indicate the limits
of the 95% confidence interval drawn from jackknifing
among loci).

Taxa de cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento multilo-
co foi alta e significativamente diferente da uni-
dade (1,0) em ambas as amostras, variando de
0,857 + 0,019 (P<0,05) nas arvores isoladas a
0,873 £ 0,013 (P<0,05) nos grupos, mas nao di-
feriu entre arvores isoladas e ocorrentes em gru-
po (Tabela 3). A taxa de cruzamento uniloco foi
inferior e significativamente diferente da multi-
loco em ambas as amostras de arvores agrupadas
(£=0,571;P<0,05) e isoladas (7=0,581;P<0,05).
A diferenca entre a taxa de cruzamento multilo-
co e uniloco (7 -7) foi alta e estatisticamente di-
ferente de zero nas populagoes (0,301; P<0,05)
e arvores isoladas (0,276, P<0,05), mas nao di-
ferentes entre si, sugerindo que ocorrem cruza-
mentos entre drvores parentes, tanto nas arvores
isoladas como ocorrentes em grupo.

A correcao de autofecundacao foi maior nas
arvores isoladas (0,142) do que nas drvores agru-
padas, sugerindo maior variagdo na taxa de cru-
zamento individual das arvores isoladas (Tabela
3). A taxa de cruzamento individual multiloco por
arvore materna variou de 0,572 a 1, sendo que as
arvores 4 (0,867), 6 (0,572) e 11 (0,867) da popu-

Tabela 3. Estimativa de parametros de endogamia e sistema de reproducdo em H. stigonocarpa. (Estimative of in-
breeding and mating system parameters in H. stigonocarpa)

Parametro

Sistema de reprodugao

Taxa de cruzamento multiloco: 7,

Taxa de cruzamento uniloco: 7,

Taxa de cruzamento entre parentes: 7 -7,
Correlagéo de autofecundagao: 7
Correlagdo multiloco de paternidade: 7, |
Correlagéo uniloco de paternidade: fp(x}

Popula¢oes Isoladas

0,873 (0,013) 0,857 (0,019)
0,571 (0,011) 0,581 (0,018)
0,301 (0,011) 0,276 (0,015)
0,066 (0,020) 0,142 (0,037)
0,632 (0,028) 0,377 (0,029)

0,636 (0,028)

0,367 (0,034)

Cruzamentos entre arvores polinizadoras parentes: P o 0,004 (0,018) -0,010 (0,023)
NiUmero médio de arvores polinizadoras: 1/7, 1,57 2,65
Endogamia e estrutura genéticas

indice de fixagdo na populacéo adulta: Fa (n=34) 0,344 ** -—-
indice de fixagdo nas progénies: Fu 0,401 ** 0,408 **
Endogamia nas progénies por autofecundag&o: ' =0,55(1+ F, ) 0,063 0,071
Endogamia por cruzamento entre parentes: F, , =F -F 0,338 0,337
Proporgéo de irmaos de autofecundagao: P1A=1-t”m 0,127 0,143
Proporgéo de meios-irméos: P, =7, (1-7) 0,318 0,534
Proporgéo de irmaos-completos: PK,: 7, £ 0,555 0,323
Coancestria média dentro de progénies: éxy 0,221 0,201
Tamanho efetivo de variancia: Ne(v) 2,04 2,21
Numero de arvores para reter o tamanho efetivo de 100: m 49 46

**: P<0,01. (7?) = erro padrao a 95% de probabilidade.




lacao e a arvore 21 (0,838) apresentaram taxa de
cruzamento menor e significativamente diferente
da unidade, reforcando a hipotese de que a espé-
cie se reproduz por sistema misto de reproducao.
As correlagoes multiloco e uniloco de pater-
nidade foram altas e significativamente diferen-
tes de zero, tanto nas populagoes (r‘ ,=0,632;
=(),636) como nas arvores isoladas (r =0,377;
=0,367), demonstrando que grande parte das
progénies geradas por cruzamentos correlaciona-
dos sdo irmaos-completos (Tabela 3). A diferenca
entre as estimativas uniloco e multiloco (7, -7 )
nao foram significativas, mas ambas as correla-
¢oes foram significativamente diferentes entre as
sementes das populagoes e das drvores isoladas.

p (s)

Endogamia, coancestria e tamanho efeti-
vo de variancia

O indice de fixagao foi positivo, alto e significa-
tivo, tanto nas drvores adultas (F =0,344; P<0,01)
quanto nas progénies das arvores das populagoes
(F,=0,401; P<0,01) eisoladas (F =0,408; P<0,01),
sugerindo a presenca de forte endogamia nas
amostras (Tabela 3). A particio da endogamia
das progénies devido a autofecundagao e cruza-
mentos entre parentes indica que o cruzamento
entre parentes foi o principal fator gerador de en-
dogamia, tanto nas arvores ocorrendo nas popu-
lagoes (0,338) como nas isoladas (0,337).

Nas sementes das populagdes, a maior pro-
porcao das progénies era de irmaos-completos
(55,5%), seguida de meios-irmaos (31,8%) e de
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irmaos de autofecundacao (12,7%); e nas se-
mentes de arvores isoladas, a maior proporcao
era de meios-irmaos (53,4%), seguida de irmaos-
completos (32,3%) e irmaos de autofecundacao
(14,3%). Em concordancia, o coeficiente médio
de coancestria entre plantas dentro de progénies
foi maior nas sementes coletadas das populagoes
e proximo ao esperado em irmaos-completos
(@ =0,221) do que o de sementes coletadas
de arvores isoladas (@ =(0,201) e conseqliente-
mente o tamanho efetivo de variancia estima-
do na amostra dos agrupamentos foi menor
(v, =2 04) do que o coletado de arvores isola-
das (N =2,21). O namero de arvores matrizes
necessarlas para a coleta de sementes, visando
reter o tamanho efetivo de 100 foi estimado es-
tar entre 46 e 49 arvores.

DISCUSSAO

Os niveis de diversidade genética detectados
em H. stigonocarpa, em termos do niimero mé-
dio de alelos por locos (11,7) pode ser conside-
rado alto, se comparado a média de 17 espécies
arboreas tropicais estudas por pelo menos qua-
tro locos microssatélites (8,0; Tabela 4) . Con-
tudo, em termos de heterozigosidade esperada
(0,633) e observada (0,377), os niveis de diver-
sidade detectados nas populacoes podem ser
considerados como baixos (H,=0,65; H =0,59),
sendo que a heterozigosidade observada so6 foi
superior a relatada em Vitellaria paradoxa (SA-

Tabela 4. Parametros genéticos estimados para espécies arboreas tropicais com base em locos microssatélites:
nl = nimero de locos investigados; 4 = nimero médio de alelos por loco; H, = heterozigosidade esperada; H, = he-
terozigosidade observadas. (Genetic parameters calculated for tropical tree species based on microsatellite loci. n/ =
number of loci investigated; 4 = average number of alleles per locus; H, = expected heterozygosity; H = observed

heterozygosity)

Espécie nl A H, H, Referéncia

Caryocar braziliense 10 10,6 0,856 0,765 Collevatti et al. (2001)
Dicorynia guinanensis 6 7,3 0,629 0,621 Latouche-Hallé et al. (2003)
Dinizia excelsa 5 18,2 0,611 0,651 Dick et al. (2003)
Dipterocarpus tempehes 6 12,5 0,808 0,736 Kenta et al. (2004)
Eugenia dysenterica 7 3,1 0,442 0,458 Zucchi et al. (2003)
Hopea dryobalanides 5 5,6 0,678 0,644 Takeushi et al. (2004)
Melaleuca alternifolia 5 19,6 0,781 0,724 Rosseto et al. (1999)
Manilkara huberi 12 6,4 0,813 0,688 Azevedo et al. (2005)
Neolalanocarpus heimii 4 8,8 0,776 0,675 Konuma et al. (2000)
Pithecellobium elegans 4 6,5 0,645 0,710 Chase et al. (1996)
Swietenia humilis 10 7.1 0,524 0,482 White et al. (1999)
Swietenia macrophylla 8 9,5 0,781 0,751 Lemes et al. (2003)
Swietenia macrophylla 7 7,3 0,657 0,559 Novick et al. (2003)
Theobroma cacao 16 4.0 0,540 0,413 Motamayor et al. (2002)
Theobroma cacao 1 3,9 0,566 0,347 Sereno et al. (2006)
Vitellaria paradoxa 8 2,3 0,512 0,306 Sanou et al. (2005)
Vouacapoua americana 9 4.1 0,506 0,467 Dutech et al. (2004)
Média 8,0 0,650 0,590
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NOU et al., 2005). O alto estado de fragmenta-
¢do e o pequeno tamanho das popula¢oes pode
ser a causa, mas para responder esta questao se-
ria necessario pelo menos comparar os resulta-
dos com outros obtidos a partir de populagoes
grandes e continuas da mesma espécie.

O maior e significativo nimero médio de ale-
los por loco observado nas progénies (4=11,7)
em comparacgdo as arvores adultas (4=7), su-
gere que a area reprodutiva da populagao pode
ser maior do que a amostrada. Por outro lado,
a heterozigosidade observada foi maior na po-
pulacdo adulta, comparativamente a estimada
nas progénies, sugerindo que durante o proces-
so de reproducao possa ter havido algum fator
gerador de endogamia, como autofecundagdes
e cruzamentos endogamicos, embora essas di-
ferengas na geracao adulta e suas progénies nao
tenham sido significativas.

As populagoes apresentaram forte estrutu-
ra genética espacial, com darvores proximas até
500 m apresentando coancestria entre si, pro-
ximas ao esperado entre individuos meios-ir-
maos (0,125). A forte estrutura genética espacial
observada pode ser atribuida a dispersao de se-
mentes nas vizinhancas das arvores maternas,
favorecendo o estabelecimento de individuos
parentes proximos e possibilitando a ocorrén-
cia de cruzamentos entre parentes, gerando en-
dogamia biparental, o que foi confirmado pela
decomposicao da endogamia total observada
nas progénies nos seus componentes devido a
endogamia advinda de autofecundagao e cruza-
mentos entre parentes. A alta taxa de endogamia
biparental observada, tanto em sementes cole-
tadas de drvores isoladas como ocorrentes nas
populacoes, reforca a hipétese de forte estrutura
genética espacial e sugere auséncia de mecanis-
mos de auto-incompatibilidade na espécie. Tal
fato deve-se a quase auséncia de dispersores de
sementes, como os grandes mamiferos, que fa-
ziam esta funcao quando nao havia esta forte
perturbagao antrépica.

Nao existem estimativas diretas da taxa de cru-
zamento em H. stigonocarpa e este é o primeiro
estudo baseado em marcadores genéticos que re-
lata tais estimativas. Gibbs et al. (1999) com base
em cruzamentos controlados classificaram H.
stigonocarpa como de cruzamento. As estimativas
aqui obtidas para a taxa de cruzamento multilo-
co foi alta, tanto nas drvores ocorrentes em grupo
(0,873) como isoladas (0,857), mostrando que a
espécie se reproduz predominantemente por cru-
zamentos, mas com certa taxa de autofecundagao

(Tabela 4), confirmando a conclusio de Gibbs et
al. (1999). Esses autores também relatam que a
espécie pode ser autocompativel, visto que em
seus estudos o tubo polinico crescia dentro do
ovario, embora ovulos autofecundados perma-
necessem menores do que os cruzados e muitos
morriam até oito dias da antese. As taxas de cru-
zamento significativamente menores do que a
unidade e as altas taxas de cruzamento entre pa-
rentes, aqui detectadas, concordam com os resul-
tados de Gibbs et al. (1999) e refor¢am a hip6tese
de que a espécie é autocompativel.

Aparentemente, arvores isoladas de H. stigo-
nocarpa cruzam com menor taxa do que arvores
agrupadas, embora a diferenca entre as estima-
tivas nao tenha sido estatisticamente significati-
va. Como comentado na introdugao, este mes-
mo padrao tem sido descrito em outros estudos
comparando a estimativa da taxa de cruzamento
em arvores isoladas ou ocorrendo em pequenos
grupos em fragmentos florestais com arvores
ocorrendo em populagdes continuas (CASCAN-
TE et al., 2002; FUCHS et al., 2003; ALDRICH e
HAMRICK, 1998; DICK et al., 2003). Portanto,
podem-se esperar maiores niveis de endogamia
em sementes coletadas de arvores isoladas.

Em populagoes de espécies autocompativeis,
onde os gendtipos encontram-se espacialmente
estruturados, também pode ser gerada endoga-
mia por cruzamentos entre parentes. Os resulta-
dos indicam que a populagao apresenta forte es-
trutura genética espacial, com arvores distantes
entre si, em média até 500 m, parentes provavel-
mente no grau de meios-irmaos. Adicionalmen-
te, a diferenca entre a taxa de cruzamento multi-
loco e uniloco (7 -7) foi alta tanto nas sementes
coletadas dos agrupamentos (7 -Z =0,301) como
nas arvores isoladas (7 -£ =0,267), sugerindo que
uma expressiva e significativa propor¢ao dos cru-
zamentos ocorreu entre arvores parentes. Ambas
as taxas de autofecundacao e cruzamentos entre
parentes explicam a alta endogamia detectada
nas sementes.

Um alto e significativo indice de fixagao foi
detectado tanto nas arvores adultas como nas
sementes coletadas das populagdes como em ar-
vores isoladas, sugerindo desvios das propor¢oes
de equilibrio de Hardy-Weinberg. Altos indices
de fixacdo podem ocorrer devido a presenca de
alelos nulos, autofecundacao, cruzamentos en-
dogamicos e devido ao efeito Wahlund, causado
pela presenca de estruturacao das populagoes.
No presente caso, todos estes efeitos podem ter
contribuido. A andlise dos locos da amostra total



(n=310) pelo programa CERVUS (MARSCHALL
et al., 1998) detectou a presenca de alelos nulos
segregando nos locos, em freqiiéncia variando
de 0,108 (Hs34) a 0,475 (Hs33), mostrando que
alelos nulos podem ter contribuido em parte para
os niveis de endogamia detectados. A taxa de cru-
zamento significativamente diferente da unida-
de nas amostras e as altas taxas de cruzamentos
entre parentes (minimo 27,6%) também podem
explicar os altos niveis de endogamia observados
nas sementes, como ja discutido. Assumindo que
toda a endogamia veio do sistema de reprodu-
¢ao e partindo a endogamia total em seus com-
ponentes devido a autofecundagao e cruzamento
entre parentes, dos 41,2% da endogamia total
nas progénies das arvores das populagoes e dos
40,3% de endogamia das arvores isoladas, 6,3%
e 7,1%, respectivamente, foram aparentemente
gerados por autofecundacao e 33,4% e 33,7%,
respectivamente, por cruzamentos biparentais.
Uma endogamia por cruzamento entre parentes
de aproximadamente 33% poderia ser gerada
pelo cruzamento entre individuos irmaos-com-
pletos endogamicos. Ainda, assumindo o equi-
librio de endogamia, a taxa de autofecundacao
observada poderia ter gerado endogamia de no
maximo 6,8% e 7,7%, reforcando que a grande
parte da endogamia veio de cruzamentos endo-
gamicos e nao por autofecundacoes.

Outra causa para o alto indice de fixagao po-
deria ser o efeito Wahlund devido a estruturacao
genética das populagoes. As arvores avaliadas
encontram-se geneticamente estruturadas na
populacao (Figura 2). Além do mais, progénies
de ambas as populagoes foram analisadas como
uma simples populagao, o que também pode ter
contribuido para o efeito Wahlund, e o alto va-
lor observado para o indice de fixacao.

A estimativa da correlacao multiloco de pa-
ternidade indica a ocorréncia de altas taxas de
cruzamentos correlacionados nas amostras, em
especial nas populacoes e demonstra que gran-
de parte das progénies advindas de cruzamentos
sao parentes no grau de irmaos-completos. As
altas taxas de cruzamentos biparentais detecta-
das podem ter sido causadas por variagoes na fe-
nologia de florescimento, reduzindo o tamanho
efetivo da vizinhanca reprodutiva, ou devido a
pequenas vizinhangas reprodutivas, ou ainda,
baixa densidade de polinizadores. Variacoes na
fenologia do florescimento podem restringir o
ndmero de parentais que participam da repro-
ducao, em especial em populacoes pequenas,
como no presente caso, e for;am a ocorréncia
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de cruzamentos biparentais. O possivel isola-
mento e o pequeno tamanho das populacoes
associado a baixa densidade de individuos por
area (<1 ha) também pode restringir a vizinhan-
¢a reprodutiva efetiva e favorecer a ocorréncia de
cruzamentos biparentais.

A correlacao de paternidade foi significativa-
mente menor nas arvores isoladas, comparati-
vamente a observada nas arvores ocorrentes em
grupos. Este resultado era inesperado, conside-
rando os obtidos em outros estudos comparan-
do a estimativa da correlacao de paternidade em
arvores isoladas e ocorrentes em grupos. Igual-
mente, Cascante et al. (2002) compararam a
estimativa da correlacdo de paternidade entre e
dentro de frutos de Samanae saman coletados de
20 arvores localizadas em florestas continuas e
em 17 coletados em arvores isoladas. A correla-
¢ao de paternidade foi maior entre (7, =0,99) e
dentro (7, =0,120) de frutos de arvores isoladas
comparativamente a entre (7, =0,771) e dentro
(7, =0,027) de frutos de drvores ocorrentes em
continuos florestais. Ainda, Moraes et al. (2004)
compararam a estimativa da correlacao de pa-
ternidade em sementes de 30 arvores de uma
populacao natural de Myracrodruon urundeuva
com sementes de 25 arvores isoladas no mes-
mo ambiente do presente estudo e encontraram
maior correlacio de paternidade nas arvores
isoladas (7, =0,671) do que na populacao na-
tural (7, =0,371). Os resultados aqui obtidos,
discordam dos previamente registrados. Uma
explicacao para o resultado aqui observado é de
que os morcegos polinizadores forrageiam pre-
dominantemente entre arvores localizadas espa-
cialmente proximas, aumentando a correlacao
de paternidade, enquanto as arvores isoladas
podem estar recebendo contribui¢ao mais diver-
sificada de pélen, por servirem de “trampolim”
entre outras arvores isoladas ou populagoes, re-
sultando em menor correlacio de paternidade
e maior tamanho de vizinhanca efetivamente
reprodutiva. O tamanho médio da vizinhanca
reprodutiva (N, ), estimado da correlacao de
paternidade foi de apenas dois vizinhos efeti-
vamente polinizaram as arvores ocorrentes em
grupos e de trés para as arvores isoladas.

A presenca de autofecundagoes, cruzamentos
biparentais e cruzamentos endogamicos afetam
a estrutura das progénies. Na amostra de semen-
tes das arvores agrupadas, devido a alta propor-
¢do de cruzamentos biparentais, a maior pro-
porcao das progénies era de irmaos-completos
(65,9%), seguida de meios-irmaos (20,9%). Na
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amostra de arvores isoladas a maior propor¢ao
observada foi de meios-irmaos. Em conseqiién-
cia disso, um maior coeficiente de coancestria
foi observado dentro das progénies de arvores
ocorrentes em grupo (@ =0,221) do que em
arvores isoladas (@ =0, 201 ). Este coeficiente
é muito superior ao geralmente assumido em
programas de melhoramento genético, basea-
dos em progénies de polinizacao aberta (0,125).
Portanto, assumir que progeénies de polinizagao
aberta de H. stigonocarpa sao meios-irmaos, na
estimativa de parametros genéticos em testes de
progeénies, ird gerar superestimativas nos calcu-
los da variancia genética aditiva, herdabilidade
e ganhos na selecao.

Para atividades de coleta de sementes, tanto
para fins de conservagao genética como implan-
tacdo de testes de progénies e reflorestamentos
ambientais, a andlise dos resultados indica a
necessidade de maiores tamanhos amostrais do
que seriam requeridos se as populacoes fossem
perfeitamente panmiticas. Os coeficientes de co-
ancestria geraram tamanhos efetivos de variancia
muito inferiores ao esperado em progénies de
populagdes panmiticas (4). O tamanho efetivo
de variancia nas sementes de arvores agrupadas
(N =2,04) e nas sementes de drvores isoladas
(N =221) foi 49% e 44,7%, respectivamente,
inferiores ao esperado em progénies de meios-
irmaos (4). Portanto, para coleta de sementes
para implantagdo de bancos de germoplasma,
testes de progénies e restauracio florestal sao
necessarios maiores tamanhos amostrais, do
que seriam necessdarios caso as populagoes fos-
sem grandes e a reproducao fosse perfeitamen-
te aleatdria. Assim, por exemplo, para reter nas
amostras o tamanho efetivo de referéncia de
100, seria necessaria a coleta de sementes em 46
arvores isoladas ou 49 arvores ocorrentes nos
agrupamentos grandes.

CONCLUSAO

e As populagdes apresentam menores niveis de
diversidade genética do que a geralmente detec-
tada em outras espécies, forte endogamia e es-
trutura genética espacial intrapopulacional;

® H. stygnocarpa se reproduziu pelo sistema mis-
to de reproducao (cruzamentos e autofecunda-
¢oes), com predominio de cruzamentos;

e Os cruzamentos nas populagdes nao ocorre-
ram de forma aleatéria, sendo que a reproducao
envolveu altas taxas de cruzamentos correla-
cionados, cruzamentos endogamicos e autofe-

cundagdes e, conseqiientemente, progénies de
polinizacao aberta apresentam alta proporcao
de irmaos-completos, coeficiente de coancestria
superior ao esperado em progénies de meios-ir-
maos e baixo tamanho efetivo de variancia;

e A estimativa de parametros genéticos de carac-
teres quantitativos em testes de progénies com
material originado das populagdes estudadas
deve ser baseada em modelos biométricos que
acomodem desvios das pressuposi¢oes de cru-
zamentos aleatorios;

e Para a coleta de sementes nas populagoes estu-
dadas visando a conservagao genética, implan-
tacao de testes de progénies e restauracao am-
biental, se o objetivo for a retencao do tamanho
efetivo de 100, é necessaria a coleta de sementes
em pelo menos 46 arvores-matrizes.
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