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Resumo

Os modelos de reprodugédo mista e de cruzamentos correlacionados foram utilizados para a analise do
sistema de reprodugdo em quatro populagbes naturais de Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert do
oeste do Estado de Sédo Paulo. Foram avaliados por eletroforese de isoenzimas de 19 a 33 progénies de
polinizagao aberta por populagédo. A comparacao das frequéncias alélicas do pdélen e dos 6vulos revelou
diferengas significativas em pelo menos 50% dos locos em cada populacédo, indicando fortes desvios de
cruzamentos aleatdrios, possivelmente devido a cruzamentos correlacionados, autofecundagdes e cruza-
mentos entre individuos aparentados. A comparagao do indice de fixagéo estimado nas arvores maternas
(Fm, variando de 0,009 a 0,285) e progénies (Fp, variando de 0,127 a 0,364) sugere a presencga de selegao
contra homozigotos entre a fase de plantulas e a fase adulta. A estimativa da taxa de cruzamento multiloco
(¢,) variou de 0,557 a 0,924, indicando que a espécie tem um sistema misto de reproduc@o. A diferenca
entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (¢ -) foi alta e significativa nas quatro populagdes, com
valores variando de 0,092 a 0,111, indicando que ocorreram cruzamentos entre individuos aparentados,
provavelmente devido a existéncia de estruturagdo genética espacial intra-populacional em cada popula-
¢ao. O coeficiente médio de coancestria (®) dentro de progénies variou de 0,147 a 0,251, confirmando que
as progénies sao compostas de diferentes graus de parentescos. Os resultados s&o discutidos sob a ética
de melhoramento e conservacao genética da espécie.

Palavras-chave: Canafistula, coancestria, cruzamentos correlacionados, endogamia, isoenzimas, taxa de
cruzamento.

Abstract

A Multi-locus mixed mating model and correlated mating model were used to analyze the mating system of
four natural populations of Peltophorum dubium (Sprengel) Taubert from Western Sdo Paulo State, Brazil.
Open pollinated seeds were collected from 19 to 33 seed-trees per population and evaluated by allozyme
electrophoresis analysis. Significant differences between pollen and ovule gene frequencies were detected
in more than 50% of loci in each population, indicating deviations from random mating, probably due to cor-
related mating, self-fertilizations and mating among relatives. The comparison the fixation index estimated
from seed trees (Fm, ranged from 0.009 to 0.285) with their progenies (¥, ranged from 0.127 to 0.364)
suggested selection against inbreeding between offspring of adult stages. The estimates of multi-locus out-
crossing rate (¢ ) ranged from 0.557 to 0.924, indicating that the species has a mixed-mating system. Dif-
ferences between multi-locus and single-locus outcrossing rate (¢ -f )was positive and significantly different
from zero for all populations, with values ranging from 0.092 to 0.111, suggesting mating among relatives
within the populations, probably due to the presence of intra-population spatial genetic structure. The mean
coefficient of co-ancestry (®) within progenies ranged from 0.147 to 0.251; confirming that the progenies
are compounded by mixtures of different kinds of relatedness. The results are discussed from the view of
genetic improvement and conservation of the species.

Keywords: Canafistula, co-ancestry, correlated mating, inbreeding, isozymes, outcrossing rate.
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INTRODUCAO

Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. é uma es-
pécie arborea de ocorréncia ampla nas florestas
tropicais e subtropicas da América do Sul. Sua
distribuicao natural ocorre entre as latitudes de
7° S (estado da Paraiba) a 30° S (estado do Rio
Grande do Sul) no Brasil, atingindo o seu limite
sul a 30° 25" S no Uruguai. A espécie é util para
producao de madeira serrada e rolica, energia
(carvao), farmacos, uso ornamental e para re-
florestamentos ambientais (CARVALHO, 1994).
Contudo, apesar de sua grande utilidade, a espé-
cie estd na lista oficial da FAO das espécies ar-
boreas em risco de extingao (FAO, 1996). Geral-
mente, populacoes da espécie apresentam baixa
densidade populacional (2 a 6 arvores por hec-
tare, CARVALHO, 1994). Suas flores sao herma-
froditas, polinizadas por abelhas e outros inse-
tos pequenos e seus frutos sao sdmaras com 4 a
9,5 cm de comprimento e 1 a 2,5 cm de largura,
contendo de 1 a 4 sementes (CARVALHO, 1994).
Alem disso, muito pouco se conhece sobre a di-
versidade genética e sistema de reproducao da es-
pécie, aspectos estes fundamentais para a conser-
vagao genética, bem como para o melhoramento
genético da espécie. De fato, ndo existe nenhum
estudo genético sobre o seu sistema de reprodu-
cdo e nada se sabe sobre a taxa de cruzamento,
cruzamentos correlacionados e coancestria e ta-
manho efetivo dentro de progénies de poliniza-
¢do aberta em populacdes de P. dubium.

O sistema de reproducao pode alterar a di-
namica genética das populacoes, influenciando
a sua composi¢ao genética nas geragoes subse-
quentes (OOSTERMEIJER et al., 2003). Méto-
dos baseados em analises moleculares elucidam
pontos importantes para 0 manejo e conserva-
¢do de populagdes, como o sistema de reprodu-
¢do, a diversidade genética e estrutura genética
espacial, dentre outros (DAYANANDAN et al.,
1999; LEMES et al., 2003; MORAES; SEBBENN,
2011). Um ponto importante a ser conhecido é a
forma como as espécies recombinam seus genes
a cada evento reprodutivo e formam as popula-
coes descendentes. Tais informacoes sao de fun-
damental importancia para o delineamento de
estratégias para a conservagao e uso dessas espé-
cies, permitindo realizar predi¢coes mais realistas
sobre tamanhos amostrais para a conservagao
genética, bem como adotar estratégias mais efi-
cientes de selecao, baseadas no conhecimento
da coancestria média (ny) entre plantas dentro
de progénies de polinizacao aberta. O sistema

de reproducao determina a magnitude da co-
ancestria e da endogamia na populagdo des-
cendente. Em plantas hermafroditas o sistema
de reproducao pode combinar autofecundagoes
com cruzamentos e a parte referente a cruza-
mentos, pode ocorrer de forma aleatéria ou sis-
temadtica (cruzamentos correlacionados). Como
consequéncia, progénies de poliniza¢gao aberta
podem ser compostas por misturas de individu-
os com diferentes graus de parentescos como,
irmaos de autofecundacao, irmaos-completos,
meios-irmaos e irmaos de autofecundacio e
cruzamento (SQUILLACE, 1974; RITLAND,
1989). O sistema de reproducao pode ser carac-
terizado pelos modelos de cruzamentos mistos
(RITLAND; JAIN, 1981) e cruzamentos corre-
lacionados (RITLAND, 1989). Posteriormente,
parametros do sistema de reprodugio como taxa
de autofecundacio, taxa de cruzamento e corre-
lacdo de paternidade podem ser utilizados para
estimar a coancestria e o tamanho efetivo den-
tro de progénies. Estes dois tiltimos parametros
sao fundamentais para determinar o namero de
arvores matrizes para a coleta de sementes em
programas de melhoramentos e conservagao ge-
nética, bem como para recuperacao ambiental.
Este trabalho reporta os resultados da analise
do sistema de reproducdo e parimetros de en-
dogamia e coancestria de quatro populagoes de
P. dubium avaliada em sete locos isoenzimaticos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Sementes de polinizacao aberta foram coleta-
das em quatro popula¢des naturais de P. dubium
na regiao oeste do estado de Sao Paulo, nos Mu-
nicipios de Assis e Presidente Prudente (Parque
Estadual do Morro do Diabo). Na regiao de As-
sis foram amostradas trés populagoes dentro das
coordenadas geograficas 22° 35S e 50° 25'W, em
altitudes que variam entre 520 a 580 m. A po-
pulacao Presidente Prudente estd localizada nas
coordenadas geograficas 22° 31'S e 52° 10'W, em
altitudes que variam entre 520 a 580 m. Na po-
pulagao Assis, foram coletadas sementes em sete
a 11 arvores em oito subpopulagoes e, na popula-
¢ao Presidente Prudente foram coletadas semen-
tes de cinco a 11 arvores em cinco subpopulagoes.
O total de progénies avaliadas foi de 105. Cinco
sementes de cada arvore foram analisadas por ele-
troforese de isoenzimas. Para a analise do sistema
de reproducao, as subpopulacoes de Presidente
Prudente foram consideradas como uma tunica
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populacao, composta 33 progénies. As progénies
da populacao de Assis foram divididas em trés
grupos, com base na proximidade das subpopula-
¢bes e objetivando obter-se um conjunto amostral
(aproximadamente 200 plantas) que permitisse a
obtencao de estimativas confiaveis de parametros
do sistema de reproducao. Estes grupos foram
denominados populagdes Assis Sul, Assis Leste e
Assis Oeste e foram formadas por 26, 19 e 27 pro-
génies (total de 72 progeénies), respectivamente.

Extracao das enzimas e eletroforese

Preliminarmente foram testados 18 sistemas
isoenzimaticos (ACP, ACO, ADH, AAT, UGPP,
6PG, MDH, PGM, PGI, SKDH, GDH, IDH, ME,
aEST, BEST, G2D, LAP e CAT). Desses, foram
escolhidos os sete sistemas que apresentaram
zonas de variacao nos géis com padrao que per-
mitisse a interpretacao dos zimogramas (Tabela
1). As isoenzimas foram extraidas de sementes
recém germinadas. A maceragio foi feita a tem-
peratura aproximada de 5° C, a fim de evitar
a desnaturacao das isoenzimas. A eletroforese
horizontal ocorreu em gel de amido a 12%, re-
alizada em cimara fria e com variacao de tem-
peratura que ocorreu entre 1 a 5° C. O sistema
tampao gel/eletrodo utilizado foi modificado
dos protocolos de Clayton e Tretiak (1972), Sol-
tis etal. (1983); Cheliak e Pitel (1984) e Yamada
e Guries (1989). Os protocolos utilizados para
a revelacao das isoenzimas foram baseados em
Yamada e Guries (1989); Stuber et al. (1988);
Soltis et al. (1983). Em um prévio estudo da he-
ranca e equilibrio de ligacao (Mori et al., dados
ndo publicados) observou-se que o loco Pgm-2
nao segregava de forma mendeliana, além dos
locos Est-3 e Est-4 estarem envolvidos, aparente-
mente, em mesmo grupo de ligacao e, por isso,
um desses (Est-4) foi excluido da anilise.

Analises estatisticas

O sistema de reprodugao foi analisado com
base nos modelos de cruzamento misto de Ri-
tland e Jain (1981) e cruzamentos correlacio-
nados de Ritland (1989), usando o programa
MLTR (RITLAND, 2002). O programa MLIR
estima as freqiiéncias alélicas tanto do poélen
como dos 6vulos subtraindo do genétipo das se-
mentes os alelos maternos, de forma que se tem
tanto a frequéncia dos alelos maternos (6vulos)
e paternos (polen). Os parametros estimados
foram o indice de fixacdo nas arvores maternas
(F), taxa de cruzamento multiloco (Z ), taxa
de cruzamento uniloco (¢ ), taxa de cruzamento
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entre individuos aparentados (7 -7 ), frequéncias
alélicas dos 6vulos e do pélen (o0 e p), correlagao
de autofecundagao (r,), correlacao multiloco de
paternidade (7, ), correlacao de paternidade
uniloco (rp(s)) e diferenca ¥ oy O TUMeETO
efetivo de arvores polinizadoras foi estimado
por, Nepzl/rp(m) (RITLAND, 1989). Os gendtipos
maternos foram inferidos a partir da estimativa
do gendtipo materno mais provavel, utilizando
o método de Brown e Allard (1970), alterado
por Ritland (2002). O erro padrao da média dos
parametros foi estimado a partir de 500 reamos-
tragens bootstrap. O teste de cruzamentos aleato-
rios foi realizado pelo teste de homogeneidade
das frequéncias alélicas dos 6vulos e do polen,
comparando as estimativas do intervalo de con-
fianca do erro das frequéncias alélicas dos 6vu-
los e do pélen, a 95% de probabilidade.

O coeficiente de coancestria dentro de pro-
génies de polinizacao aberta foi estimado da
correlacdo de parentesco entre plantas dentro
de progénies A(rxy), com base em Ritland (1989):
F=025(1+F,)[48+(* +157,)(1+7,,,)], em
que, s e a taxa de autofecundagao. Os outros pa-
rametros foram previamente definidos. Como
em espécies dipléides, 7=20 (LYNCH; WAL-
SH, 1998), tem-se que, ®= 7#/20. Também foi
estimado o indice de fixagdo médio nas pro-
génies (/') com base no estimador proposto
por Weir (1996),

A AT
He - TII’IHO

Para verificar se o valor médio de F era dife-
rente de zero, estimou-se o intervalo de confian-
¢a a 95% de probabilidade por reamostragem
bootstrap, utilizando-se 10.000 reamostragens
sobre os locos, utilizando-se o programa GDA
(LEWIS; ZAYKIN, 1999). A endogamia nas pro-
génies é composta por dois componentes: um
devido as autofecundagdes (F, =0,5s(1+F,))
e um devido aos cruzamentos entre parentes
(F,=(0-5)8,), de forma que, F_=F-F (SEB-
BENN, 2006). Utilizando-se estas expressoes,
estimou-se a contribuicdo da autofecundacao e
a taxa de cruzamento entre parentes para a en-
dogamia total das progénies (Fp).

Adicionalmente, estimou-se o coeficiente de
endogamia em equilibrio de Wright (F') para as
progénies, a partir da estimativa da taxa de cru-
zamento multiloco:

B= Tl
1+¢,

o
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Frequéncias alélicas do
polen e dos ovulos

A comparacio das frequéncias alélicas dos
ovulos e do polen revelaram diferencas gené-
ticas em vdrios alelos em todas as populagoes
avaliadas (Tabela 1). Na popula¢ao de Presiden-
te Prudente foram detectadas diferencas signifi-
cativas entre o pélen e os 6vulos em 10 dos 18
alelos detectados para os sete locos utilizados;
na populagao Assis Sul em 13 dos 16 alelos, na
Assis Leste em 14 dos 16 alelos e na Assis Oeste
em 10 dos 17 alelos detectados. Esta alta hete-
rogeneidade nas frequéncias alélicas do pdlen
e dos 6vulos sugere a ocorréncia de desvios de
cruzamentos aleatodrios, possivelmente devido
a autofecundagoes, cruzamentos entre plantas
aparentadas e cruzamentos correlacionados.

As diferencas significativas nas frequéncias alé-
licas do pdlen e dos 6vulos foram detectadas em
mais de 50 % dos locos avaliados nas quatro po-
pulacoes de P. dubium, indicando fortes desvios
de cruzamentos aleatdrios e que as frequéncias

alélicas das arvores matrizes nao representam o
conjunto de pélen local. Desvios de cruzamentos
aleatérios sugerem que o polen que fecundou as
diferentes drvores matrizes nao foi homogeéneo e
diferencas nas taxa de cruzamento individual en-
tre as drvores matrizes (MURAWSKI et al., 1990).
A causa dos desvios pode ser atribuida a diversos
fatores como, por exemplo, o comportamento
dos insetos polinizadores, visitando sistematica-
mente flores da mesma arvore e de arvores vizi-
nhas, gerando autofecundagdes e cruzamentos
correlacionados e, em alguns casos, cruzamentos
entre individuos aparentados. Autofecundacoes,
cruzamentos correlacionados e endogamicos
aumentam a homogeneidade nas frequéncias
alélicas do pélen que fecundou cada drvore ma-
terna e, consequentemente, geram diferencas nas
frequéncias do polen que fecundou diferentes ar-
vores matrizes. Outras causas para as diferencas
observadas entre as frequéncias alélicas do pdlen
e dos 6vulos podem ser atribuidas a diferencas na
funcdo masculina e feminina das plantas, migra-
¢ao de poélen de fora da populagao, selecao entre
o tempo de polinizagdo e amostragem das pro-

Tabela 1. Estimativa das frequéncias alélicas do poélen e dos dvulos e do intervalo de confianca do erro das
frequéncias alélicas a 95% de probabilidade em P. dubium.

Table 1. Estimate of allelic frequencies of pollen and ovule pools and confidence interval of allele
frequencies in P.
Presidente Prudente Assis Sul Assis Leste Assis Oeste
Loco Pélen Ovulo Pélen Ovulo Pélen Ovulo Pélen Ovulo

Est-2

10,904 (0,009) 0,955 (0,008)[0,894 (0,013) 0,923 (0,015) [ 1,000 (0,000)

1,000 (0,000)] 1,000 (0,000) 1,000 (0,000)

20,096 (0,009) 0,045 (0,009)|0,106 (0,013) 0,077 (0,015)0,000 (0,000) 0,000 (0,000) | 0,000 (0,000) 0,000 (0,000)

1 0,519 (0,020) 0,455 (0,021)|0,000 (0,000) 0,019 (0,007) |0,000 (0,000) 0,056 (0,026)| 0,000 (0,000) 0,038 (0,018)

Est-3 2

0,481 (0,020) 0,545 (0,021) | 0,447 (0,027) 0,423 (0,030)| 0,783 (0,036) 0,417 (0,037)| 0,841 (0,024) 0,538 (0,032)
30,000 (0,000) 0,000 (0,000)|0,553 (0,027) 0,558 (0,030)|0,217 (0,036) 0,528 (0,039)

0,159(0,024) 0,423 (0,032)

10,072 (0,007) 0,030 (0,008) | 0,028 (0,008) 0,096 (0,015) | 0,020 (0,016) 0,056 (0,018)|0,014 (0,010) 0,038 (0,012)

Idh-1 2

0,902 (0,009) 0,955 (0,009) | 0,896 (0,014) 0,885 (0,016)|0,960 (0,019) 0,917 (0,020)| 0,972 (0,012) 0,942 (0,015)

30,027 (0,006) 0,015 (0,005)|0,076 (0,001) 0,019 (0,007)|0,020 (0,012) 0,028 (0,013)|0,014 (0,008) 0,019 (0,009)

10,744 (0,025) 0,682 (0,030)|0,830 (0,030) 0,788 (0,025) | 0,871 (0,022) 0,694 (0,044)| 0,846 (0,020) 0,654 (0,034)

6pg-1 2 0,226 (0,024) 0,212 (0,025)|0,170 (0,030)

0,212 (0,25)

0,129 (0,022) 0,306 (0,044) | 0,154 (0,020) 0,346 (0,034)

30,031 (0,008) 0,106 (0,017) 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) | 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) | 0,000 (0,000) 0,000 (0,000)

10,007 (0,002) 0,000 (0,000) | 0,000 (0,000) 0,058 (0,012) |0,057 (0,022) 0,056 (0,026)| 0,042 (0,016) 0,038 (0,018)

Ugp-2 2

0,227 (0,016) 0,258 (0,024)|0,057 (0,009) 0,115 (0,017)| 0,629 (0,038) 0,389 (0,039)| 0,672 (0,036) 0,577 (0,041)

3 0,766 (0,016) 0,742 (0,024) (0,943 (0,009) 0,827 (0,021) (0,314 (0,031) 0,556 (0,041)|0,286 (0,031) 0,385 (0,040)

10,102 (0,001) 0,076 (0,012)|0,294 (0,022) 0,000 (0,000) | 0,198 (0,029) 0,028 (0,012)|0,170 (0,027) 0,019 (0,008)

Aco-1 2

0,898 (0,010) 0,924 (0,012)| 0,682 (0,020) 1,000 (0,000)| 0,783 (0,029) 0,972 (0,012) 0,802 (0,029) 0,962 (0,012)

30,000 (0,000) 0,000 (0,000)| 0,024 (0,007) 0,000 (0,000)|0,019 (0,008) 0,000 (0,000)|0,028 (0,013) 0,019 (0,010)

10,033 (0,005) 0,015 (0,005) | 0,000 (0,000) 0,000 (0,000) |0,000 (0,000) 0,000 (0,000)| 0,000 (0,000) 0,000 (0,000)

Pgm-1 2

0,759 (0,018) 0,667 (0,019)|0,878 (0,015) 0,923 (0,014) | 0,546 (0,067) 0,806 (0,039)
3 0,208 (0,018) 0,318 (0,020)|0,122 (0,015) 0,077 (0,014)| 0,454 (0,067) 0,194 (0,039)

0,467(0,053)
0,533(0,053)

0,769 (0,030)
0,231 (0,030)

() Intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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génies, baixo tamanho amostral no nimero de
plantas maternas (19 a 33 arvores maternas por
populacao) representando cada populagao (LEE
et al., 2000) e assincronismo no florescimento.
Ainda, outra causa pode estar associada ao fato
de que a amostragem dentro das populagoes foi
espacialmente ampla, incluindo varias subpopu-
lagoes. Se as subpopulacoes diferirem no conjun-
to de pélen local, entdo, inevitavelmente a frequ-
éncia do pélen serd heterogénea entre as arvores
amostradas em diferentes subpopulagoes.

Taxa de cruzamento

A estimativa da taxa de cruzamento multi-
loco (¢,) foi significativamente menor do que a
unidade (1.0) em todas as populagdes, variando
de 0,924 na populaciao Presidente Prudente a
0,557 na populacgao Assis Oeste (Tabela 2).

As estimativas da taxa de cruzamento multi-
loco (¢,) indicaram que a espécie € de sistema
misto de reproduc¢io, predominantemente de
cruzamento, mas pratica certa propor¢ao de
autofecundagao, §=/-f (Tabela 2). A alta va-
riacao detectada na taxa de cruzamento entre
as populacbes de P. dubium deve-se a hetero-
geneidade no conjunto de pélen, as diferencas
na vizinhanc¢a reprodutiva ou na densidade e
tamanho das populagoes. Provavelmente, todos
estes fatores contribuiram para os resultados ob-
servados. As populagoes estudadas de P. dubium
encontram-se localizadas em pequenos frag-
mentos de diferentes tamanhos e espacialmente
isolados entre si. Desta forma, os cruzamentos
provavelmente ocorrem predominantemente
dentro dos fragmentos e a heterogeneidade nas

frequéncias alélicas entre populacoes é inevita-
vel. Outra causa da alta variacdo detectada na
taxa de cruzamento entre as populacdoes pode
ser o comportamento ou a densidade dos inse-
tos polinizadores (abelhas e outros pequenos
insetos, CARVALHO, 1994), que podem variar
entre as populacoes gerando diferencas na taxa
de cruzamento populacional.

A estimativa da taxa de cruzamento multiloco
(¢,) detectada na populacao Assis Oeste (0,557)
encontra-se entre as mais baixas taxas descri-
tas em espécies arboreas tropicais. Murawski e
Hamrick (1991) relataram a mais baixa taxa de
cruzamento ja detectada em espécie arbérea tro-
picais, que foi de 0,213 em uma populacao na-
tural de Cavanillesia platanifolia na 1lha de Barro
Colorado, Panama. Schmidt-Adam et al. (2000)
também relataram baixa taxa de cruzamento em
populacoes de Metrosideros excelsa (variacao de
0,220 a 0,530), uma espécie arbérea endémica
das florestas tropicais da Nova Zelandia. Con-
tudo, em geral, a taxa de cruzamento multilo-
co estimada em espécies tropicais costuma ser
alta, com média de 0,880 (SEBBENN, 2006).
Por exemplo, em Bertolletia excelsa (O"MALLEY
et al., 1988) a taxa de cruzamento multiloco foi
de 0,849; em Ceiba pentandra (MURAWSKI; HA-
MRICK, 1992) foi de 0,690; em Cordia alliodora
(BOSHIER et al., 1995) variou de 0,600 a 1,180;
em Pterocarpus macrocarpus (LIENGSIRI et al.,
1998) variou de 0,719 a 0,959; em Tachigali ver-
sicolor (LOVELESS et al., 1998) foi de 0,998; em
Shorea leprosula (LEE et al., 2000) foi de 0,837
e em Cariniana legalis (SEBBENN et al., 2000)
variou de 0,901 a 0,990.

Tabela 2. Estimativa de parametros do sistema de reprodugdo em populagdes de P. dubium

Table 2. Estimate of mating system parameters in P. dubium populations
Parametros Presidente Assis Sul Assis Leste Assis Oeste
Prudente

Numero de progénies 33 26 19 27

Taxa de cruzamento multiloco (¢ ) 0,924 (0,002) 0,629 (0,034) 0,585 (0,035) 0,557 (0,034)
Taxa de cruzamento uniloco (¢) 0,832 (0,010) 0,530 (0,033) 0,474 (0,032) 0,465 (0,031)
Taxa de cruzamento entre parentes (¢ -t ) 0,092 (0,020) 0,098 (0,012) 0,111 (0,010) 0,092 (0,010)
Correlagéo de autofecundagéo (r) 0,150 (0,020) 0,381 (0,049) 0,193 (0,055) 0,184 (0,051)
Correlagdo multiloco de paternidade (rp(m)) 0,001 (0,002) 0,017 (0,004) 0,123 (0,032) 0,118 (0,030)

Correlagao uniloco de paternidade (rpw)
Diferenca .

[\lo médio de arvores doadoras de polen (ng)
Indice de fixag&o nas arvores adultas (F )
indice de fixagdo nas progénies (Fp)

Indice de fixagdo em EEW nas progénies (F)
Endogamia por autofecundag&o (F)
Endogamia por cruzamento entre parentes (FC,,)
Coancestria dentro de progénies (©)

Tamanho efetivo de variéncia (N )

0,046 (0,002)
-0,045 (0,002)
21,7
0,009 (0,002)
0,127*
0,039
0,038
0,089
0,147
3,39

0,074 (0,004)
0,057 (0,005)
13,5
0,055 (0,023)
0,251*
0,228
0,196
0,055
0,261
1,92

0,108 (0,006)
0,015 (0,028)
9,2
0,285 (0,045)
0,364**
0,262
0,267
0,097
0,337
1,48

0,108 (0,005)
0,01 (0,027)
9,2
0,247 (0,046)
0,329**
0,284
0,276
0,053
0,338
1,48

() 1,96 x Erro padrao.
**P<0,01.
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Cruzamentos entre
individuos aparentados

A taxa de cruzamento uniloco () foi signifi-
cativamente menor do que a taxa de cruzamen-
to multiloco em todas as populagoes. As dife-
rencas entre as taxas de cruzamento multiloco
e uniloco (7 -t) foram igualmente significativa
em todas as populagoes, variando de 0,092 (Pre-
sidente Prudente e Assis Oeste) a 0,111 (Assis
Leste), sugerindo a ocorréncia de cruzamentos
entre individuos aparentados nas populacoes. A
causa destes provaveis cruzamentos entre indi-
viduos aparentados pode estar associada a exis-
téncia de estruturagao genética espacial intrapo-
pulacional, de forma que individuos préximos
podem ser provavelmente aparentados entre si,
devido a dispersao de sementes proximas a ar-
vore matriz. A espécie tem suas sementes disper-
sas por autocoria e anemocoria e estas podem
ser encontradas no banco de sementes (CAR-
VALHO, 1994), o que pode explicar a existéncia
de estrutura genética espacial nas populagoes. A
consequéncia do cruzamento entre parentes é a
geracdo de endogamia na descendéncia, a qual
serd igual ao coeficiente de coancestria existente
entre os parentais cruzados (LINDGREN et al.,
1996). Herlihy e Eckert (2004) também encon-
traram altas taxas de cruzamentos entre parentes
em pequenas populacoes de Aquilegia canaden-
sis. Os autores atribuiram estes resultados ao pe-
queno tamanho das populacgoes.

Outra medida que indica a ocorréncia de
cruzamentos entre parentes é a diferenca entre a
correlacdo de paternidade uniloco e a correlacao
de paternidade multiloco (rp o ). Segundo
Ritland (2002), diferencas negativas entre estes
dois parametros sugerem que os genitores pater-
nos eram parentes entre si. Diferencas negativas
entre 7, -1 foram detectadas nas popula¢oes
Presidente Prudente e Assis Sul, refor¢ando a hi-
potese de estruturagao nas populagoes.

Cruzamentos correlacionados

A correlacdo de autofecundacao (r) foi sig-
nificativamente maior do que zero, variando
entre populacoes de 0,150 a 0,381, indicando
a existéncia de variacoes na taxa de cruzamento
individual entre arvores dentro das populagoes
(Tabela 2). A estimativa da correlagdo multilo-
co de paternidade (7, ) foi significativamente
maior do que zero, indicando que ocorreram
cruzamentos correlacionados entre individuos
nao aparentados nas populagoes Assis Sul, Leste
e Oeste e que parte das progénies dessas popu-

lacoes siao irmaos-completos. A estimativa da
correlacao uniloco de paternidade (7, ) foi sig-
nificativamente maior do que zero, variando de
0,046 (Presidente Prudente) a 0,108 (Assis Leste
e Oeste). Nas populagdes Presidente Prudente
e Assis Sul as diferencas entre as estimativas da
correlagdo de paternidade uniloco e multiloco
" i) foram negativas e significativamente
menores do que zero, indicando que além de
terem ocorrido cruzamentos correlacionados,
parte das arvores doadoras de polen eram pa-
rentes entre si. A estimativa do nimero efetivo
de arvores polinizadoras variou de aproximada-
mente 10 a 22 arvores.

A correlacio de autofecundacio dentro de
progénies (r) € uma medida de parentesco en-
tre progénies devido a variagdo na taxa de au-
tofecundagao entre arvores maternas (SUN;
RITLAND, 1998). As estimativas da correlacao
r, em P dubium indicaram a existéncia de va-
riacoes na taxa de autofecundacao (ou de cru-
zamento) entre arvores dentro das populagoes.
Variacoes na taxa de autofecundacao entre arvo-
res implicam que progénies de diferentes drvo-
res possuam diferentes niveis de coancestria e
endogamia.

A correlagao de paternidade sugere que pe-
quena parte das progénies sio irmaos-comple-
tos. Assim, progeénies de polinizacao aberta de P.
dubium sao compostas por misturas de meios-ir-
maos, irmaos-completos, irmaos de autofecun-
dacido e irmaos de autofecundacao e de cruza-
mento. Cruzamentos correlacionados implicam
que o nimero de arvores contribuindo para efe-
tiva polinizacao pode ser pequeno. Em concor-
dancia a estimativa do nimero médio provavel
de polinizadores variou de 10 a 22. A causa dos
cruzamentos correlacionados em P. dubium pro-
vavelmente estd associada ao comportamento
dos polinizadores visitando drvores proximas de
forma sistemadtica, que por sua vez, pode estar
associada a baixa densidade de individuos por
area nas populacoes da espécie, o que dificultaria
a distribuicao aleatéria do pdlen na populagao.
Outra causa poderia ser a ocorréncia de assin-
cronismo no florescimento, em que, apenas ar-
vores que estivessem em mesma fase de maturi-
dade reprodutiva participariam do processo de
recombinacao. As consequéncias dos cruzamen-
tos correlacionados sdo: aumento da coancestria
dentro de progénies, redu¢ao no tamanho efe-
tivo de varidncia e, consequentemente, levando
a necessidade de maiores tamanhos amostrais
para representar a variabilidade genética de po-
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pulagoes de P. dubium, para uso em programas
de melhoramento e conservagio genética. Estu-
dos com diversas espécies arboreas tropicais vém
também detectando misturas de diferentes tipos
de parentescos dentro progénies de polinizacao
aberta, como por exemplo, o observado em Ca-
riniana legalis (SEBBENN et al., 2000), Esenbeckia
leiocarpa (SEOANE et al., 2001), Chorisia speciosa
(SOUZA et al., 2002) e Theobroma grandiflorum
(ALVES et al., 2003), entre outros.

indices de fixacido

O indice de fixacdo (Tabela 2) estimado das
drvores maternas (F ) foi positivo, variando de
baixo (0,009) a alto (0,285) e foi significativa-
mente diferente de zero nas populacoes Assis
Sul, Leste e Oeste, a julgar pelo intervalo de con-
fianga do erro a 95% de probabilidade (1,96 x
erro padrdo). O indice de fixagao das progénies
(Fp) foi igualmente positivo e variou entre po-
pulacoes de 0,127 (Presidente Prudente) a 0,364
(Assis Leste), sendo significativamente diferente
de zero em todos os casos. Ainda, comparando
oF como Fp, verifica-se que o Fp foi sempre
maior, o que sugere a presenca de sele¢ao natu-
ral, eliminando individuos endogamicos entre a
fase de plantulas e a fase adulta.

As estimativas do indice de fixacio nas ar-
vores maternas (£ ) e nas suas progénies (F)
foram positivas e estatisticamente diferentes de
zero (Tabela 2) em todas as populagdes, embora
na populagao parental de Presidente Prudente e
Assis Sul, os valores sejam proximos a zero. Em
todos os casos os valores do indice de fixacao
foram relativamente maiores nas progénies em
relacdo aos estimados para as arvores matrizes.
Isto sugere a ocorréncia de selecao contra ho-
mozigotos entre a fase juvenil e a adulta, apesar
das isoenzimas serem tidas como marcadores
neutros, portanto, nao influenciaveis por fatores
evolutivos deterministicos como selecao natu-
ral. Em concordéncia, inimeros outros estudos
realizados em espécies arboreas, utilizando mar-
cadores isoenzimadticos tém detectado indicios
de selecao contra homozigotos entre a fase de
plantulas e a fase adulta (BOYLE; MOERGENS-
TERN, 1986; SAMPSON et al., 1989; KENNING-
TON; JAMES, 1997; LEE et al., 2000; MILLAR et
al., 2000; SEBBENN et al., 2000).

As autofecundagOes e os cruzamentos entre
arvores parentes foram refletidos em excesso de
homozigotos nas progénies. O indice de fixagao
foi positivo e significativo nas progénies de to-
das as populagdes amostradas, indicando endo-
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gamia, como ja comentado. Esta endogamia é
composta por dois componentes: um devido as
autofecundacoes (F, =0,5s(1+ F,)) e um devido
aos cruzamentos entre parentes (F,, =F, - F)
(SEBBENN, 2006). Nossos resultados mostram
que a maior parte da endogamia observada nas
progénies ocorreu devido as autofecundagdes
(Tabela 2), com valores variando entre popula-
coes de 0,038 a 0,276. Um resultado semelhan-
te é observado comparando o indice de fixacao
estimado sem assumir o equilibrio de endoga-
mia (£)) e assumindo o equilibrio de endoga-
mia (£'). Assumindo o equilibrio de endogamia
de Wright e estimando o coeficiente de endoga-
mia nas progenies (F ), a partir da taxa de cru-
zamento multiloco, verifica-se que esta poderia
ter gerado endogamia variando de 0,039 na po-
pulacido Presidente Prudente a 0,284 na popu-
lagdo Assis Oeste. Portanto, tal resultado sugere
menos endogamia do que foi detectado nas pro-
génies a partir da estimativa do indice de fixa-
¢do sem assumir o equilibrio de endogamia de
Wright (variagdo de 0,127 a 0,364). O restante
da endogamia nas progénies pode ser atribuido
aos cruzamentos entre individuos aparentados.

Consequéncias para o melhoramento
e a conservacao genética

A estimativa do coeficiente médio de coan-
cestria (O, Tabela 2) dentro de progénies variou
de 0,147 a 0,338, sugerindo que as progénies
nao sao meios-irmaos e existe mistura de ou-
tros tipos de parentescos dentro das progénies.
A estimativa do tamanho efetivo de varidncia
(IV,) médio dentro de progénies variou de baixo
(0,148) a alto (0,339), confirmando essas possi-
veis misturas de parentescos.

Com o isolamento das populacdes devido
a fragmentacao florestal, o risco de perder a di-
versidade genética é elevado (SORK; SMOUSE,
2006). Pesquisas recentes (BITTENCOURT; SE-
BBENN, 2007; AGUILAR et al., 2008; ECKERT
et al., 2008; SEBBENN et al., 2011; FERES et al.,
2012) descrevem uma reducao significativa na
diversidade genética em populacdes pequenas e
isoladas. No entanto, a longevidade das arvores e
dispersao eficaz do polen e das sementes podem
aumentar sua resisténcia ao efeito negativo da
fragmentacao florestal (HAMRICK, 2004; JUMP;
PENUELAS, 2006). Kramer et al. (2008) afirmam
que para florestas, o impacto real da fragmenta-
¢ao na estrutura genética depende de uma série
de fatores ecolégicos, incluindo as caracteristicas
dos vetores de dispersdo de polen e sementes.
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Os resultados da analise do sistema de re-
produgao evidenciaram fortes desvios de cru-
zamentos aleatérios nas populagdes avaliadas
de P. dubium. Isto tem fortes implicacoes em
programas de melhoramento, conservagao ge-
nética e programas de reflorestamentos am-
bientais. Para fins de melhoramento genético
deve-se considerar que a covaridncia genética
entre plantas dentro de progénies corresponde
mais de 1/4 (0,25) de variancia genética aditiva.
Portanto, para estudos da heranca de caracteres
quantitativos, principalmente para estimativas
de componentes de variancia, dos valores gené-
ticos e dos ganhos na selecao em populagoes de
P. dubium sera necessaria a adocao de modelos
biométricos especificos. A correlacao de paren-
tesco (7) entre plantas dentro de progénies, em
espécies diploides, corresponde ao dobro do co-
eficiente de coancegtria (®) entre plantas dentro
de progénies (7=20), de forma que a estimativa
covariancia entre plantas dentro de progénies de
polinizacao aberta em P. dubium variou de 0,294
(Presidente Prudente) a 0,676 (Assis Oeste) de
variancia genética aditiva. Portanto, a correlagao
de parentesco foi 15% a 63% maior do que a es-
perada em uma populagao idealizada (tamanho
infinito, sem selecdo, mutagao e migragao) e
panmitica (» = 0,25). Dessa forma, assumir que
progénies de polinizagao aberta de P. dubium
sa0 meios-irmaos gera superestimativas na va-
ridncia genética aditiva, herdabilidades, valores
genéticos e ganhos na selegao.

Em termos de conservacao genética e coleta
de sementes para recuperacao ambiental, os re-
sultados observados indicam a necessidade de
coleta de maiores tamanhos amostrais do que
seriam retidos caso as populacdes fossem per-
feitamente panmiticas. O naimero de arvores
matrizes (m) para a coleta de sementes pode
ser determinado da relacdo entre o tamanho
efetivo alvo da conservacao e o tamanho efeti-
vo de variancia (N)) de uma simples progénie
(SEBBENN, 2003):

’

n n

=N, 2®(n—lj+1+F
em que, N, € o tamanho efetivo que objetiva-
-se reter para a conservagao, ® é o coeficiente
de coancestria e F' é o coeficiente de endoga-
mia nas progénies, e n é o nimero médio de
sementes ou plantulas amostradas ou retidas
por progénie. Assim, a titulo de demonstracao,

assumindo que serdo coletadas mesmo niimero

de sementes por progénie (n= 100), que a coan-
cestria média dentro das progénies é a mesmo,
que o alvo da conservagao é o tamanho efeti-
vo de 50 e substituindo os demais parametros
apresentados na Tabela 2 na referida expressao,
determina-se que seriam necessarias sementes
de 15 (Presidente Prudente) a 34 arvores (Assis
Oeste), para reter o tamanho efetivo alvo (50).

CONCLUSAO

Os resultados do sistema de reproducao nas
populacoes de P. dubium indicam que os cruza-
mentos nao ocorrem de forma aleatéria; que a
espécie nao é auto-incompativel, mas sim, apa-
rentemente, trata-se de uma espécie tipicamente
de sistema misto de reproducido, combinando
cruzamentos com autofecundagdes; que as po-
pulagdes encontram-se geneticamente estrutu-
radas, promovendo altas taxas de cruzamentos
entre individuos parentes e; que existe endoga-
mia tanto na geragdo parental como em suas
progénies, embora existam fortes indicios de
selecdao natural contra individuos endogamicos
entre a fase juvenil e a fase adulta.
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