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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi procurar padroes no sistema de reproducao, diversi-
dade e estrutura genética de populacdes, entre espécies arbodreas tropicais de diferentes
estagios sucessionais por marcadores genéticos. Foram amostradas arvores adultas e progé-
nies em populagdes naturais de seis espécies de trés diferentes estagios sucessionais: pionei-
ras (Trema micrantha e Cecropia pachystachya), secundarias (Cedrela fissilis e Cariniana
legalis) e climéxicas (Maytenus aquifolia e Esenbeckia leiocarpa). A taxa de cruzamento
multiloco (#,) nao apresentou nenhum padréo especifico entre as espécies ou estagios
sucessionais, exceto que as espécies pioneiras tendiam a apresentar taxas mais altas de
cruzamentos entre individuos parentes (variacdo de 0,071 a 0,199), do que as de outros
estagios sucessionais. Todas as espécies em que o sistema de reproducéo foi avaliado reve-
laram desvios dos cruzamentos aleatdrios, sendo que as progénies de T. micrantha e E.
leiocarpa apresentaram altos valores de correlagdo de paternidade (7,), sugerindo a existén-
cia de alta proporgao de irméaos-completos. Também nao foram observados padrdes claros
na distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes para as espécies dos
diferentes estagios sucessionais. O que se observou, foi que a estrutura genética dessas
espécies estava associada a padroes reprodutivos e demograficos dentro das populagdes,
em que espécies que apresentam maiores taxas de cruzamento, distribuicao agregada e alta
densidade populacional tinham menor divergéncia entre populagdes do que as espécies com
maiores taxas de autofecundacéo e baixa densidade populacional.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema de reproducao, Estrutura genética, Espécies arboreas tropi-
cais

ABSTRACT: The aim this paper was to determine the pattern of mating system, genetic
diversity and genetic structure of tropical tree species from different successional stages by
using genetic markers. Adult trees and families of natural population were sampled of six
species of three successional stages: pioneers (Trema micrantha and Cecropia pachystachya),
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secondary (Cedrela fissilis and Cariniana legalis) and climaxic stage (Maytenus aquifolia and
Esenbeckia leiocarpa). Neither species or successional stages showed any pattern of multilocus
outcrossing rate (f,,), except for pioneer species which showed tendency for a higher outcrossing
rate among related individuals than species of other successional stages (variation of 0.071 to
0.199). All species revealed deviation from random outcrossing patterns. T. micrantha and E.
leiocarpa showed the highest values of correlation of paternity (), suggesting a high proportion
of full sibs in their families. No clear pattern for the distribution of genetic diversity among and within
populations of species from different successional stages was observed. The results indicated that
the genetic structure of these species is associated with patterns of reproduction and demography
within populations. Species with higher outcrossing rates, more aggregated distribution and higher
population density showed smaller genetic divergence among populations than species with
higher selfing rates and lower population density.

KEYWORDS: Mating system, Genetic structure, Tropical tree species

INTRODUCAO

Os estudos genéticos em populacGes na-
turais de espécies arboreas tropicais, baseados
em marcadores genéticos, iniciaram-se na Ma-
lasia (Gan et al., 1981), porém tiveram grande
avanco nas florestas neotropicais do Panama
(Hamrick e Loveless, 1986), da Costa Rica (Bawa
e O'Malley, 1987) e do Brasil (Herritt, 1991,
Moraes, 1993; Paiva et al., 1994). Para ecossis-
temas de alta diversidade de espécies, tais como
as florestas tropicais, onde é praticamente im-
possivel estudar todas do ponto de vista gené-
tico, a escolha das espécies passa a ter cada
vez mais importancia, principalmente para in-
terpretar a comunidade e extrapolar os resulta-
dos para espécies com caracteristicas seme-
Ihantes. Os resultados de diversidade genética
que vém sendo obtidos em espécies de dife-
rentes grupos sucessionais mostram que a su-
cessao, a densidade populacional e as carac-
teristicas de reproducéo podem indicar espéci-
es-modelo para representar parte da comuni-
dade de espécies arbdreas tropicais. A
amostragem de espécies-modelo de diferentes
grupos sucessionais, em ecossistemas seme-
Ihantes e utilizando os mesmos marcadores
genéticos pode permitir avangos no entendimen-
to genético das popula¢cdes naturais de espé-
cies arboéreas, bem como auxiliar na constru-

¢ao de indicadores para monitorar as a¢coes na
floresta tropical (manejo, restauracdo de areas
degradadas, corredores de fluxo génico, tamanhos
minimos de reservas e nimero de matrizes para
a coleta de sementes). Acredita-se que as es-
pécies arboreas de diferentes grupos
sucessionais apresentem padrdes caracteristi-
cos de estrutura genética. Espécies arbéreas
pioneiras, devido as suas caracteristicas como
ciclo de vida curto (—20 anos), alta densidade
populacional, ocorréncia agregada e dispersao
de sementes a curta distancia, provavelmente
apresentam fluxo génico de curta distancia,
causando alta divergéncia genética entre po-
pulagdes (q,=15% a 25%). Espécies secunda-
rias, por suas carateristicas de ciclo de vida lon-
go e menor densidade populacional, possivel-
mente, apresentam fluxo génico intermediario,
com moderada divergéncia genética entre po-
pulacdes (5% a 15%). Finalmente, espécies
climaxicas, por suas caracteristicas de vida lon-
ga, baixa densidade populacional e altos niveis
de cruzamento, provavelmente, apresentam flu-
X0 génico a longa distancia com baixa diver-
géncia genética entre populagdes (q,=5%).
Informacdes de ecologia e genética em
populacdes naturais de espécies arboreas tro-
picais séo incipientes na literatura, em funcao
da alta diversidade e complexidade de espéci-
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es, trazendo dificuldades na amostragem e nas
metodologias apropriadas para seu estudo.
Esse conhecimento € essencial para o entendi-
mento da estrutura genética das populacdes e,
portanto, para o delineamento de estratégias
de conservacdo, melhoramento e manejo sus-
tentado (definicAo de tamanho de reservas,
manejo adequado das espécies, recuperagao
de areas degradadas, coleta de sementes para
plantios com espécies nativas). Tais informacdes
sédo estratégicas para a conservacdo da Flores-
ta Atlantica e mesmo da Floresta Amazénica,
gerando indicadores para estabelecimento e
manejo de reservas genéticas in situ, assim
como para a implantagéo de corredores de flu-
X0 génico entre pequenas reservas.

Visando avancgar nos estudos genéticos
populacionais de espécies arbéreas da Flores-
ta Tropical Atlantica, objetivou-se: i) caracteri-
zar, via marcadores genéticos, populagdes na-
turais de espécies-modelo, representativas de
grupos ecoldgicos sucessionais, em florestas
pouco perturbadas; ii) analizar o sistema de re-
producao das espécies; iii) estimar parametros
de diversidade e estrutura genética usando
marcadores genéticos; iv) detectar possiveis
padrdes de diversidade genética nos diversos
grupos sucessionais.

MATERIAL E METODOS

Caracteristicas das espécies
Espécies pioneiras

Trema micrantha (L.) B. - A espécie ocorre
entre as latitudes 30°N (Estados Unidos) e 30°S
(Brasil) e é classificada no grupo sucessional
como pioneira. T. micrantha ocorre em alta den-
sidade de individuos por hectare. Suas flores
sao unissexuais ou androginas, polinizadas por
insetos e a dispersdo das sementes ocorre por
zoocoria, principalmente por aves (Carvalho,
1994).

Cecropia pachystachya Trec. - A espécie
ocorre em varias formacdes florestais, sendo
encontrada desde o Ceard até o Rio Grande
do Sul e, também na Argentina e no Paraguai
(Carvalho, 1994). A planta é didica e quando
adulta, comumente apresenta de 4 ma 7 m de
altura e 15 cm a 25 cm de diametro a altura do
peito (DAP). Trata-se de uma espécie pioneira,
seletiva e hidrdfila. E raro encontra-la no interior
da mata primaria densa, sendo mais comum
em matas secundarias e, também, em capoei-
ras novas situadas junto a vertentes ou cursos
d'agua, onde ocorre em alta densidade de indi-
viduos por hectare. Produz uma grande quanti-
dade de sementes as quais sao dispersas por
aves ou mamiferos (Lorenzi, 1992).

Espécies secundarias

Cedrela fissilis Vell. - A espécie ocorre entre
as latitudes 12°N (Costa Rica) a 33°S. (Brasil),
em baixa densidade de individuos por hectare
e é uma das mais ameacadas pelo corte seleti-
vo e destruicdo de sua principal &rea de ocor-
réncia na Mata Atlantica no centro-sul do Bra-
sil. Essa espécie apresenta de 10 m a 30 m de
altura e 40 cm a 50 cm de diametro e quando
adulta possui flores unissexuadas, de 7 mm a
10 mm de comprimento, reunidas em tirsos axi-
lares. E uma espécie secundéria tardia e apre-
senta dispersdo anemocoérica (Carvalho, 1994).

Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze - A espécie
ocorre entre as latitudes &S (PE) a 23°S (SP),
em altitudes de 30 a 1.000 m. C. legalis é uma
das maiores arvores da floresta tropical Umida
da América do Sul, chegando a atingir diame-
tros superiores a 3 m e alturas superiores a 40
m. As flores sdo hermafroditas, polinizadas por
abelhas e a dispersao é anemocdrica. Entre as
categorias sucessionais, a espécie enquadra-
se no grupo de secundaria tardia. Encontra-se,
principalmente, no estrato superior da Floresta
Estacional Semidecidual (Carvalho, 1994),
comumente em pequenos grupos e em baixa
densidade populacional.
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Espécies climéxicas

Maytenus aquifolia Mart. - M. aquifolia é uma
espécie arbdrea de estagio sucessional tardio
da Floresta Tropical Atlantica. Sua distribuicdo
é ampla, ocorrendo principalmente em Sao
Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, mas tam-
bém, em Santa Catarina e no Rio Grande do
Sul, embora em menor intensidade. Seu siste-
ma reprodutivo ainda néo foi estudado, mas a
dispersdo das sementes é zoocorica, efetuado
principalmente por aves.

Esenbeckia leiocarpa Engl. - E. leiocarpa é
semidecidua tipica, da Floresta Latifoliada Pri-
maria, caracterizada como espécie climax, com
distribuicdo espacial agregada (altas densida-
des de individuos por populacdo). A espécie &
alégama, com flores hermafroditas e polinizacao
feita por pequenos insetos (moscas). A deiscén-
cia do fruto é explosiva e a dispersdo atinge
curta disténcia. Entretanto, algumas sementes
podem, ocasionalmente, ser dispersas por pas-
saros a alguns quilémetros de distancia.

Amostragem e locais de estudo

O estudo foi realizado em véarios locais de
ocorréncia das espécies, procurando-se, na
medida do possivel, utilizar os mesmos frag-
mentos na amostragem (Tabelas 1 e 2). Para as

Tabela 1
Caracteristicas dos locais de amostragem.
(Sampling site characteristics)

espécies C. pachystachya, C. fissilis e E.
leiocarpa, foram estudadas duas geracgdes (ar-
vores adultas e suas progénies de polinizacédo
livre). Em C. legalis, foram estudadas apenas
progénies de polinizacéo livre e, em M. aquifolia,
somente as arvores adultas. Em T. micrantha,
foram estudados trés estagios do ciclo de vida:
banco de sementes, arvores adultas e progéni-
es de polinizagéo livre (Tabela 2).

Anédlise de eletroforese de isoenzimas

As analises genéticas de T. micrantha, C.
pachystachya, C. legalis, M. aquifoliae E.
leiocarpa foram realizadas por eletroforese de
isoenzimas em gel de amido de milho (pene-
trose 30) a 13%. Foram testados varios siste-
mas de tampdo de extracdo e cuba/gel, em
varias isoenzimas para cada espécie. A
metodologia utilizada para extracao, corridas e
interpretacdo dos zimogramas seguiu 0s pro-
cedimentos de Kephart (1990) e Alfenas (1998).
Todos os processos foram realizados no Labo-
ratério de Reproducao e Genética de Espécies
Arbéreas (LARGEA) do Departamento de Cién-
cias Florestais da ESALQ / USP, Piracicaba, SP.
O material amostrado constituiu de tecidos
foliares de arvores adultas e suas progénies. Esta
metodologia foi aplicada para todas as espéci-
es.

Locais Latitude S. Longitude W. Altitude (m) Area (ha)
Arapoti - PR 24015 50°00' 700 2.000
Caetetus - SP 22022 49°40' 500 2.179
Campinas - SP 22055 47°03' 652 10
Cacador - PR 26°46' 26°46' 920 772
Ibicatu - SP 22047 47°49' 500 76
Morro Bau - SC 26047 48°55' 500 850
Morro Diabo - SP 22031 52°10' 560 1.547
Mato Grosso - MT 22°15' 53°60' 540 280
Prainha - SP 22047 47°49' 500 150
Saibadela - SP 24°13' 48°04' 500 46.086
Santa Genebra - SP 22°49' 47°06' 500 252
Serra do Japi - SP 23011 46°52' 760 27.686
Vassununga - SP 21041 47°39' 600 191




P

Kageyama et al. ® 97

Tabela 2

Amostragem em seis espécies arbodreas tropicais de diferentes estagios de sucessao.
(Sampling in six tropical tree species from different successional stages)

Espécies Locais (Pop) SPop. Progénies N° de adultos Ind./prog.
T. micrantha Santa Genebra 6 10 96 10
Caetetus 5 14 82 10
C. pachystachya Santa Genebra 3 11 94 10
Caetetus 2 13 83 10
C. fissilis Caetetus 30
Cacador 30
Morro Bau 30
Morro Diabo 30
Mato Grosso 30
Santa Genebra 30
Sete Barras 5 30
C. legalis Campinas 16 16 20
Ibicatu 17 17 20
Vassununga 22 22 20
M. aquifolia Santa Genebra 27
Arapoti 55
Serra do Japi 37
Caetetus 35
Saibadela 39
E. leiocarpa Prainha 2 78
Ibicatu 2 10 77 20
Caetetus 2 10 79 20
Santa Genebra 2 35

Anélise de marcadores microssatélites

C. fissilis foi a Unica espécie submetida a
técnica de marcadores microssatélites. Foram
realizadas as seguintes etapas: (1) digestéo to-
tal do DNA gendmico com enzima de restricdo
de cortes frequientes; (2) recuperagédo em gel
de agarose por meio de eletroforese, dos frag-
mentos de DNA compreendidos entre 200 e
800pb, utilizando a membrana DEAE-celulose
NA-45; (3) ligacao dos fragmentos as sequénci-
as adaptadoras com sitios de restricdo com-
plementares a enzima utilizada na etapa inicial
de digestdo do DNA; (4) enriquecimento da bi-

blioteca com os clones que possuem as se-
quéncias repetitivas, através de hibridizagéo
com oligonucleotideos biotinilados, comple-
mentares as seqiiéncias AG/TC e recuperacéo
destes fragmentos através de contas magnéti-
cas; (5) amplificacéo via PCR dos fragmentos
recuperados e clonagem em vetor pGEM T; (6)
selecdo dos clones contendo a insercéo de frag-
mentos com sequéncias microssatélites através
de hibridizagdo das coldnias transferidas para
uma membrana de nylon, utilizando sondas com
sequéncias complementares ao dinucleotideo;
(7) transferéncia dos clones positivos para pla-
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ca tipo Elisa de 96 pogos para a excisdao do
plasmideo; (8) extragdo do DNA plasmidial dos
clones positivos através de minipreps; (9)
sequenciamento dos clones por Dye-Terminator
e marcacdo fluorescente e resolugcdo em
seqglienciador automatico ABI Prism™ 377 DNA
sequencer (Perkin-Elmer); (10) desenho dos
primers utilizando o software Primer. Foram uti-
lizados quatro pares de primers que apresenta-
ram a melhor qualidade de resolucédo e segre-
gacéo. O desenvolvimento dos marcadores SSR
foi realizado no Laborat6rio de Genética de Plan-
tas do Centro Nacional de Recursos Genéticos
e Biotecnologia (CENARGEN / EMBRAPA) e as
analises posteriores foram realizadas no
LARGEA / ESALQ / USP, Piracicaba.

Marcador dominante (RAPD)

T. micrantha, M aquifolia e E. leiocarpa tive-
ram suas populacdes analisadas, também, por
marcadores dominantes do tipo RAPD. Os da-
dos obtidos por esse processo foram usados
para inferir sobre a estrutura genética das po-
pulacGes, pela andlise de variancia molecular
(AMOVA Excoffier et al., 1992). Tais analises fo-
ram desenvolvidas utilizando-se o programa
ARLEQUIN (Schneider et al., 2000), testando-
se niveis hierarquicos com duas e quatro popu-
lacbes compostas por duas subpopulacdes
cada. As andlises de variancia foram efetuadas
para discriminar, da varidncia genética total, os
componentes de covariancia devido as diferen-
¢as em nivel intra e inter individuos e/ou entre
subpopulacdes, dentro de populacdes (Weir,
1996).

Andlise estatistica

O sistema de reproducdo das populacdes
foi analisado com base nos modelos de cruza-
mento misto de Ritland e Jain (1981) e de cru-
zamentos correlacionados (Ritland, 1989), com
0 auxilio dos programas "Multiloco MLTR" de
Ritland (1994) para os dados de marcadores
codominantes. Os parametros estimados foram:

1) taxa populacional de cruzamento multiloco
(f,,), utilizando o método "Expectation-Maximi-
zation"; 2) taxa de cruzamento populacional
média uniloco (f,); 3) taxa de cruzamento entre
individuos aparentados (f, - f.); 4) correlagéo de
autofecundacéo (+,), e 5) correlacdo de pater-
nidade (f,). O modelo de cruzamento misto
pressupde que as progénies resultem de uma
mistura de cruzamentos aleatérios e
autofecundacdo (Ritland e Jain, 1981). O erro
padréo das estimativas dos parametros foi ob-
tido por 1.000 reamostragens bootstraps, usan-
do-se as progénies como unidades de
amostragem. Os parametros do sistema de re-
producado sé nao foram estimados para M.
aquifolia, devido a baixa frutificacdo das arvo-
res e baixa germinacdo das sementes.

A estrutura genética das populagbes foi
quantificada mediante analise da varidncia de
frequiéncias génicas (Weir, 1996), a qual forne-
ce a distribuicdo da diversidade genética nos
varios niveis hierarquicos em que a amostragem
foi estruturada. Foram utilizados diversos mo-
delos estatistico-genéticos para as analises da
variancia, de acordo com a hierarquia da
amostragem de cada espécie. Os parametros
estimados foram: ¢, = divergéncia genética en-
tre populagdes; q,,= divergéncia genética en-
tre subpopulac¢des / populacgéo; 4, = coeficien-
te de coancestralidade entre plantas dentro de
progénies; F = indice de fixacédo para o conjun-
to das populacdes; f = indice de fixacdo para a
média das populacdes. Para verificar se as esti-
mativas médias de q,,ds.q.,F, € f eram dife-
rentes de zero, estimou-se o intervalo de confi-
anca com 95% de probabilidade, pelo método
de reamostragem bootstrap, utilizando-se
10.000 repeticdes sobre locos. As analises de
variancias e os bootstraps foram efetuados com
0 programa GDA de Lewis e Zaykin (1999).

O fluxo génico (Nm) entre as subpopulacdes
e populacgdes foi estimado de forma indireta,
assumindo o modelo de ilhas proposto por
Crow e Aoki (1984), o qual corrige a andlise para
pequeno nimero de populagdes, aplicando-se
a expressao:
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em que, Nm corresponde ao namero de
migrantes por geragdo e q corresponde a g, €
g., de acordo com o nivel de andlise e a é a
correcdo para o niumero de populagdes (n),
a = (n/n-1)2

A diversidade genética intrapopu-
lacional foi estimada pela heterozigosidade
observada (H,), diversidade génica esperada
segundo o Equilibrio de Hardy-Weinberg (H,),
nimero médio de alelos por loco (A), porcen-
tagem de locos polimérficos (R, ) € indice de
fixacdo de Wright (F), usando-se o programa
BIOSYS-1 (Swofford e Selander, 1989). A
heterozigosidade observada (H,), para cada
loco, foi calculada por H, =1-§ P, sendo:
P, = freqliéncia dos gendtipos homozigotos. A
diversidade génica esperada (H,) para cada
loco foi estimada segundo Nei (1977)
por:H, =1- § p?, em que: p, = frequiéncia alélica
estimada do i-ésimo alelo. A estimativa média
de A, e H, sobre os locos foi obtida pela mé-
dia aritmética entre todos os locos analisados
(monomorficos e polimérficos). A porcentagem
de locos polimorficos (P, ) foi estimada pela
média aritmética do numero de locos
polimérficos dividido pelo nimero total de
locos, considerando-se o loco polimdrfico

Tabela 3

quando a freqiiéncia do alelo mais comum nédo
ultrapassava 95%. O numero médio de alelos
por locos (A) foi calculado pela divisdo do nu-
mero total de alelos pelo nimero total de locos.
O indice de fixacédo néo viesado (F ) foi estima-
do de acordo com Weir (1996), por,

(He- Ho) +5 H,
A%

e

) S}

f=

I

(o]

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistema de reproducéo

Todas as espécies apresentaram taxas altas
de cruzamento multiloco ,30,8), mostrando
que estas sdo aldgamas ou de sistema misto
de reproducédo com predominancia da alogamia
(Tabela 3). A espécie pioneira T. micrantha foi a
que apresentou a menor taxa de cruzamento
(0,819, populacdo Santa Genebra). Todavia,
esta taxa ainda pode ser considerada alta. As
altas taxas de cruzamento observadas estéo de
acordo com os resultados relatados na maioria
dos trabalhos com espécies arboreas, tanto tro-
picais quanto temperadas. Quase todos os es-
tudos tém mostrado a predominancia da
alogamia ou sistemas mistos, com altas taxas
de cruzamentos.

Estimativa de parametros do sistema de reprodugcdo em cinco espécies arboéreas tropicais de diferentes estados

sucessionais.

(Estimative of parameters of the mating system in five tropical tree of different sucessional state)

Espécies Pop. tn t, -t [ M

T. micrantha Sta. Genebra 0,819 (0,079) 0,749 (0,059) 0,071 (0,036) 0,368 (0,177) 0,606 (0,119)
Caetetus 0,966 (0,019) 0,844 (0,035) 0,123 (0,025) 0,072 (0,013) 0,602 (0,087)

C. pachystachya  Sta. Genebra 1,000 (0,0) 0,820 (0,103) 0,180 (0,064) 0,0 (0,0) 0,159 (0,032)
Caetetus 1,000 (0,0) 0,801 (0,810) 0,199 (0,028) 0,0 (0,0) 0,514 (0,083)

C. fissilis* Sete Barras 0,882 (0,056) 0691 (0,051) 0,191 (0,048) 0,149 (0,026) 0,125 (0,033)

C. legalis Campinas 0,990 (0,009) 0,899 (0,016) 0,091 (0,012) 0,101 (0,005) 0,324 (0,045)
Ibicutu 0,976 (0,011) 0,916 (0,014) 0,059 (0,011) 0,093 (0,008) 0,295 (0,045)
Vassununga 0,901 (0,025) 0,830 (0,032) 0,070 (0,025) 0,076 (0,009) 0,212 (0,033)

E. leiocarpa® Prainha 0,925 (0,081) 0,859 (0,065) 0,051 (0,032) 0,099 (0,033) 0,986 (0,037)
Ibicatu 0,997 (0,017) 0,937 (0,020) 0,061 (0,018) 0,104 (0,004) 0,749 (0,080)

(): Desvio padrdo da média;  Seoane et al. (2001).

{ = taxa de cruzamento uniloco; f, = taxa de cruzamento multiloco; f, -f,= taxa de cruzamento entre individuos
aparentados; f, = correlagdo de autofecundacéo; f,= correlacéo de paternidade.
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Em todas as espécies e suas populacgdes,
foram detectados cruzamentos entre individu-
0s aparentados, sugerindo a existéncia de es-
truturas de familias dentro das populagdes. Esta
hipotese parece plausivel, considerando as ca-
racteristicas demogréficas de algumas espéci-
es. T. micrantha, C. pachystachya, C. legalis e
E. leiocarpa costumam apresentar distribuicao
espacial intrapopulacional agregada, com ta-
manhos variando de trés a centenas de indivi-
duos, constituindo, possivelmente, demes
panmiticos. O agrupamento é formado pelas
caracteristicas de dispersao das espécies, onde
grandes quantidades de sementes sao deposi-
tadas nas vizinhancas das arvores matrizes. Esta
caracteristica dispersiva aumenta a probabilida-
de do estabelecimento de filhos proximos a ar-
vore matriz e cruzamentos entre individuos apa-
rentados, como os detectados neste estudo.

A correlagéo de autofecundacao (+,) foi bai-
xa nas populacgdes estudadas, com excecéo da
populacdo de T. micrantha em Santa Genebra
(0,368), sugerindo que a taxa de cruzamento
ndo varia muito entre arvores. Por outro lado,
na populacédo Santa Genebra, alguns individu-
os de T. micrantha exibiram a tendéncia de pro-
duzir mais individuos por autofecundacdes do
que outros, o que sugere um possivel controle
genético para o fendmeno. Uma explicagdo
pode ser que tais plantas ndo possuam carga
genética (genes letais e/ou semiletais), permi-
tindo a geragdo de sementes por autofecun-
dacgdo. Ja, em individuos que possuem carga
genética, embrides originados por autofecun-
dacdo seriam, em parte, eliminados antes da
formacgdo de sementes e somente as de cruza-
mento seriam geradas.

A correlacdo de paternidade (f,) revelou a
ocorréncia de cruzamentos biparentais nas po-
pulagdes, indicando, juntamente com a taxa de
autofecundacéo (1-f,), que as progénies nado
sdo constituidas, exclusivamente, por meios-

irméos, mas sim por uma combinagédo de mei-
os-irmaos, irmaos-completos e irmaos de
autofecundacédo. No caso de T. micrantha e de
E. leiocarpa, a magnitude de f, (=0,6) mostrou
que as progénies sdo, na maioria, irmaos com-
pletos, contrastando com a teoria geral de que,
em populacdes naturais, existe o predominio
de cruzamentos aleatérios. Estas altas estimati-
vas sdo comuns nas espécies com distribuicdo
espacial agregada que dependem da agéo de
insetos polinizadores. A combinacdo de gran-
des vizinhancas e comportamento forrageiro
dos polinizadores, visitando arvores préximas
e de forma sistematica, poderia explicar as al-
tas proporcdes de irmaos-completos nas pro-
génies destas espécies. No entanto, sdo neces-
sarios estudos complementares sobre a biolo-
gia reprodutiva das espécies e do comporta-
mento forrageiro dos polinizadores, a fim de se
entender melhor a ocorréncia dos cruzamentos
biparentais.

Todas as espécies avaliadas mostraram a
auséncia de aleatoriedade nos cruzamentos.
Desvios de cruzamentos aleatérios implicam na
necessidade da adocao de maiores tamanhos
amostrais do que os adotados até este momen-
to, para a retencdo de tamanhos efetivos ade-
quados para a conservacao ex situ. No melho-
ramento genético, os desvios implicam na neces-
sidade da incorporacao de modelos biométri-
cos que considerem os desvios dos cruzamen-
tos aleatérios como, por exemplo, os desen-
volvidos por Cockerham e Weir (1984) e Ritland
(1989).

A comparagao entre espécies de diferentes
estagios sucessionais mostrou que as pionei-
ras tendem a apresentar maiores taxas de cru-
zamentos entre parentes. Esta caracteristica
esta, provavelmente, associada a sua distribui-
¢ao agregada, grande tamanho populacional e
ao ciclo de vida mais curto do que as espécies
de outros estagios de sucessao. Uma dindmica



FE,

Kageyama et al. B 101

rapida de colonizacao, crescimento e extingédo
pode aumentar o parentesco intrapopulacional,
pela intensificagdo da sobreposicdo de gera-
¢des. Como visto pela correlacdo de paterni-
dade, a relagdo de parentesco das sementes
encontra-se entre aquela de meios-irméaos e de
irmaos de autofecundacéo.

Diversidade genética entre e dentro de popula-
coes

As estimativas do indice de fixacdo médio
dentro de populacdes (), total das populagées
(F), coeficiente de coancestralidade dentro de
progénies §.), divergéncia genética entre
subpopulagées (d..), entre populagdes (g,) € 0
fluxo génico entre subpopulacdes (Nms) € en-
tre populacdes (Nm,) encontram-se na Tabela
4. A distribuicéo da variabilidade genética den-
tro de populacgdes, entre subpopulagdes e en-
tre populacdes para os dados de RAPD encon-
tram-se na Tabela 5.

A analise da divergéncia genética entre po-
pulagdes (g,) mostrou, em todas as especies,
tanto para os dados de isoenzimas quanto para
RAPD, que a maior parte da diversidade gené-
tica (>85%) encontra-se distribuida dentro das
populacdes (Tabelas 4 e 5). Este padrao de dis-
tribuicéo esta de acordo com o observado para
outras espécies arbéreas e com o esperado em
espécies alégamas ou de sistema misto, pre-
dominantemente al6gamas, com eficiente me-
canismos de dispersdo de pdlen e sementes
(fluxo génico). As habilidades dos individuos em
trocar genes, associadas ao fluxo génico entre
populacdes, reduzem as diferengas entre po-
pulacGes por deriva genética e selecdo, redu-
zindo a diversidade genética entre populacdes.
Como estas espécies sdo aldgamas ou de sis-
tema misto de reprodugéo, o padréo de distri-
buicdo observado esta de acordo com o espe-
rado. C. fissilis e M. aquifolia apresentaram va-
lores relativamente altos de divergéncia genéti-

ca entre populagbes (8,2% e 14,7%, respecti-
vamente), o que, possivelmente, esta associa-
do a amplitude da amostragem realizada, visto
que, nessas espécies foi amostrado um maior
numero de populagdes. A magnitude da diver-
géncia genética observada em M. aquifolia
(0,147) foi superior a esperada em progénies
de meios-irméos (0,125), dando a entender que
suas populacdes sado constituidas por individu-
0s com graus de parentescos superiores aos
de meios-irméos. Isto significa que existe uma
alta relagédo de parentesco dentro das popula-
¢oes de M. aquifolia, levando-as a se compor-
tarem como misturas de progénies de meios-
irmaos e de irmaos-completos. A causa deste
alto grau de parentesco pode ser a vida longa
dessa espécie, levando a sobreposicédo de ge-
racdes, a deriva genética e ao isolamento par-
cial das populacbes, fazendo com que estas se
comportem como progénies, e a dispersédo de
altas proporgdes de progénies de irmaos-com-
pletos ou de irmédos de autofecundacéo proxi-
mas a arvore matriz.

A divergéncia genética entre as subpopu-
lagcbes ) foi baixa para T. micrantha, C.
pachystachya e E. leiocarpa, mas, relativamen-
te alta para M. aquifolia (18,6%), quando anali-
sada via RAPD. A alta divergéncia genética ob-
servada entre subpopulagcdes em M. aquifolia
confirma que a relagdo de parentesco dentro
das populaces é alta, estando entre a obser-
vada em meios-irmdos e em irmaos-completos.
Os valores estimados da divergéncia genética
entre subpopulagdes (q,,) para M. aquifolia e E.
leiocarpa foram maiores do que os observados
entre populagdes (g, ), dando a entender que a
manutencdo de subpopula¢des destas espéci-
es é uma estratégia importante para se preser-
var sua diversidade genética natural. Resulta-
dos semelhantes foram relatados em E.
leiocarpa por Seoane et al. (2000).
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Tabela 4

Distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populagdes, em seis espécies arboreas tropicais de diferentes

estagios sucessionais.

(Distribution of genetic diversity among and within populations, in six tropical tree species of different successional stage)

Ger. nl f E

Espécies q. de Nme ds Nm,
T. micrantha Adul. 8 -0,090 -0,016 0,068 2,3 -0,007 1,0
Prog. 13 -0,150 0,133 0,247 ** 0,022 2,8
C. pachystachya Adul. 7 -0,006 0,080 0,086 1,0 0,026 2,3
Prog. 7 -0,111* 0,150* 0,235 * 0,018 3,4
C. fissilis 2 Adul. 4 0,178**  0,246** 0,082** 1,9
C. legalis Prog. 14 0,119* 0,249* 0,139 * 0,009 12,2
Prog. 0,025 0,047°
M. aquifolia Adul. 9 0,395* 0,484** 0,147 0,9
E. leiocarpa Adul. 8 0,009 0,058 0,049* 1,2

»

As estimativas do fluxo génico aparente
entre subpopulagdes (Nms.) € entre populagdes
(Nm,) foram, em geral altas (>1), com excegao
de M. aquifolia (0,9) (Tabela 4). Tratando-se de
genes neutros, quando o valor de Ny € proxi-
mo ou superior a unidade, espera-se baixa dife-
renciagéo entre populagdes por deriva ou sele-
¢ao (Wright, 1931). Entretanto, considerando se
tratar de espécies arbdreas de ciclo de vida lon-
go e isoladas em fragmentos, acredita-se que
o fluxo estimado reflita um acontecimento pas-
sado, quando as populagfes eram interligadas
por florestas praticamente continuas. Assim,
caso estas popula¢gdes mantenham-se isoladas,
espera-se que, no futuro, ocorra aumento nos
niveis de diferenciacdo genética entre popula-
¢oes, por deriva genética.

As estimativas da coancestralidade dentro
de progénies ou da divergéncia genética entre
progénies (q. ) foram superiores ao esperado em
progénies de meios-irmaos para as trés espéci-
es estudadas (T. micrantha, C. pachystachya e
C. legalis). A magnitude de g, estimada paraT.
micrantha e C. pachystachya foi proxima a es-
perada em progénies de irmédos-completos
(0,25), confirmando o que ja havia sido obser-
vado pela correlacdo de paternidade (7,), na
andlise do sistema da reproducéo.

O indice de fixagao para o total das popu-
lagdes (F ) foi positivo, alto e significativamente
diferente de zero, na maioria das espécies, com

. Microssatélites; °: caracteres quantitativos; nl: Nimero de locos.

excecdo das plantas adultas de T. micrantha que
apresentaram valor negativo, baixo e nao signi-
ficativo. Valores altos e significativos para o in-
dice F significam que o conjunto das popula-
¢Oes desvia-se da pressuposi¢cao de cruzamen-
tos aleatorios, estando as populacdes
estruturadas devido a deriva genética. As espé-
cies pioneiras e E. leiocarpa tenderam a conter
menos endogamia, comparativamente as espé-
cies secundarias e a climaxica M. aquifolia. Uma
explicacdo para isso pode estar associada ao
fato de que E. leiocarpa é auto-incompativel
(Crestana et al., 1982), C. pachystachya é didica
e T. micrantha provavelmente sofra forte sele-
¢ao contra homozigotos. A comparacao entre
plantas adultas e as progénies de T. micrantha
e C. pachystachya mostrou que o indice F foi
maior nas progénies do que nos adultos, suge-
rindo selecdo contra homozigotos e a presen-
¢a de depressdo por endogamia nestas espeé-
cies. Tendéncia semelhante tem sido observa-
da em outras espécies arbdéreas tropicais
(Murawski, 1995; Sebbenn et al., 2000).

De modo geral, ndo se observou um pa-
drao de distribuicdo da variabilidade genética
ou indices de fixacdo que diferenciem as espé-
cies entre classes sucessionais. Os padrfes
observados parecem estar mais associados as
caracteristicas demograéficas e reprodutivas do
que ao estagio sucessional.
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Tabela 5

Distribuicéo da variabilidade genética dentro de populacdes, entre subpopulagdes e entre populagdes, em trés espécies
arboreas tropicais de diferentes estados sucessionais, a partir de marcadores RAPD.
(Distribution of genetic variability within populations, among subpopulation and among populations, in thee tropical tree

species of different successional stage, using RAPD markers)

Espécies N° marcas Pop/SPop. Dentro de pop.  Entre subpop. Entre pop.
T. micrantha 34 2(2) 92,2% 3,0% 4,8%
M. aquifolia 17 2(2) 81,1% 18,6% 0,2%
E. leiocarpa 24 4(2) 97,7% 7,7% 2,3%

() Numero de subpopulagges.

Diversidade genética intrapopulacional

Os indices de diversidade porcentagem de
locos polimoérficos (R,,), nUmero médio de
alelos por locos (A), heterozigosidade média
observada (H,) e, heterozigosidade média es-
perada em equilibrio de Hardy-Weinberg (H,)
nao podem ser comparaveis entre estimativas
obtidas via marcadores isoenziméticos e
microssatélites (Tabela 6), devido ao poder da
técnica de microssatélites, em detectar diferen-
tes alelos nos locos, ser muito superior ao das
isoenzimas. Isto pode ser observado, avalian-
do-se o0 nimero médio de alelos por locos (A)
e os niveis de heterozigosidade em C. fissilis,
relativamente as outras espécies. O niUmero mé-
dio de alelos por locos (minimo 5,2) e a hete-
rozigosidade observada (minimo 0,564) em C.
fissilis foram superiores aos estimados para as
espécies avaliadas por isoenzimas (maximo:
A= 3,4; H,= 0,480).

Para os dados de RAPD, ndo foram estima-
dos os indices de diversidade porque seria ne-
cessario pressupor que as populacfes estdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Logo, seria
necessario assumir o indice de fixagdo igual a
zero. O EHW pressupde que os cruzamentos
ocorrem aleatoriamente, portanto, ndo haven-
do endogamia, sele¢do, migragdo ou mutacao.
A andlise do sistema de reproducao (Tabela 3)
mostrou que todas as espécies violaram a pres-
suposicdo de cruzamentos aleatérios e o indi-
ce de fixacdo (Tabela 6) indicou a presenca de
endogamia na maioria das espécies. O indice
de fixacdo € um dos parametros mais impor-
tantes em genética de popula¢des, por medir
0 balanc¢o entre homozigotos e heterozigotos
nas populacdes. Pode-se concluir, com isso,

que os marcadores isoenzimaticos sdo menos
informativos do que os microssatélites, porém,
sdo mais informativos e adequados do que
marcadores RAPD para estudar a diversidade
genética entre e dentro de populagdes.

A porcentagem de locos polimorficos (P, )
foi baixa nas populacdes de M. aquifolia e E.
leiocarpa, mostrando que, em muitos locos,
existem alelos fixados. Por outro lado, M. aqui-
folia foi a espécie analisada por isoenzimas que
revelou o maior numero médio de alelos por
loco (variacdo de 2,5 a 3,4), 0 que expressa
seu grande potencial para gerar hovas combi-
nacOes genotipicas e ampliar a base genética
das populagdes. C. legalis, também, apresen-
tou numero relativamente alto de alelos nos
locos (2,7 a 3,0). Por sua vez, as espécies pio-
neiras T. micrantha, C. pachystachya e a clima-
xica E. leiocarpa apresentaram o menor nime-
ro de alelos por loco. Este resultado € intrigan-
te porque espécies de grande tamanho e den-
sidade populacional (T. micrantha, C.
pachystachya e E. leiocarpa), teoricamente, te-
riam que apresentar maior nimero de alelos,
pela maior probabilidade de aparecer novos
alelos via mutacéo. Por outro lado, em espéci-
es de baixa densidade populacional, seria es-
perado menor nimero de alelos pelos mesmos
motivos. Porém, os resultados deste estudo
mostraram o oposto e a explicagcdo néo é sim-
ples. Pode-se supor que as espécies que hoje
séo raras eram abundantes no passado. Outra
explicacdo seria que, como estas espécies sdo
raras, elas teriam algum mecanismo evolutivo
que favorecesse a criacdo de novos alelos,
como uma estratégia para manter a diversida-
de genética, o que é pouco provavel.
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Tabela 6

indices de diversidade genética dentro de populages em seis espécies arbéreas tropicais de diferentes estados

sucessionais.

(Indexes of genetic diversity within population in six tropical tree species of different successional stage)

Espécies Populagéo Py A H, H., F
T. micrantha Santa Genebra 100 % 2,2 0,446 0,373 -0,204 (0,136)
Banco de solo 100 % 2,1 0,406 0,378 0,028 (0,035)
Caetetus 100 % 2,2 0,366 0,392 0,066 (0,047)
C. pachystachya S. Genebra 100 % 2,2 0,373 0,355 -0,052 (0,221)
Caetetus 100 % 2,3 0,319 0,335 0,049 (0,161)
C. fissilis® Caetetus 100 % 13,0 0,818 0,866 0,056 (0,063)
Cacador 100 % 14,2 0,742 0,907 0,185 (0,065)
Morro Bal 100 % 13,7 0,732 0,880 0,170 (0,112)
Morro Diabo 100 % 14,5 0,731 0,887 0,178 (0,168)
Mato Grosso 100 % 52 0,564 0,624 0,099 (0,184)
Santa Genebra 100 % 10,5 0,614 0,856 0,289 (0,152)
C. legalis Campinas 100 % 2,7 0,263 0,348 0,249 (0,089)
Ibicutu 100 % 2,8 0,267 0,350 0,242 (0,054)
Vassununga 100 % 3,0 0,287 0,366 0,220 (0,120)
M. aquifolia Saibadela 70 % 34 0,271 0,480 0,358 (0,104)
Santa Genebra 60 % 3,0 0,228 0,369 0,296 (0,313)
Arapoti 50 % 34 0,154 0,295 0,479 (0,094)
Serra do Japi 70 % 2,7 0,219 0,370 0,325 (0,156)
Caetetus 40 % 25 0,132 0,255 0,487 (0,399)
E. leiocarpa Prainha 75 % 2,2 0,363 0,338 0,068 (0,141)
Ibicatu 5% 24 0,427 0,444 -0,039 (0,189)

2 Microssatélites.
A= numero médio de alelos por locos.
H .= heterozigosidade média esperada.

As heterozigosidades observadas (H,) e a
esperadas (H,) foram altas (minimo 0,132) nas
espécies, com valores, muitas vezes, maiores
aos relatados por Hamrick e Godt (1990) para
a média das espécies arbdreas tropicais (0,109),
mostrando parte do potencial genético das es-
pécies para conservacgado in situ. Comparando
as espécies em termos de H,, T. micranthae E.
leiocarpa apresentaram os maiores valores e a
M. aquifolia os menores. Em termos de H,, as
diferencas entre as espécies foi menor, porém,
M. aquifolia continuou sendo a espécie com
menores valores. Como ja havia sido observa-
do pelo indice R, , esta espécie contém o maior
numero de locos em homozigose e menor em
heterozigose, entre as espécies envolvidas nes-
te estudo. A explicacdo para isso deve estar

P, = porcentagem de locos polimérficos.
H,= heterozigosidade média observada.
F = indice de fixac&o.

associada ao sistema de reproducdo e/ou a
deriva genética. Se a espécie for de reprodu-
¢do mista, com predominio de autogamia, es-
pera-se baixo polimorfismo e maior coeficiente
de endogamia, relativamente as espécies de
reproducdo cruzada. Outra causa pode ser o
efeito fundador, em que as populacdes teriam
sido originadas a partir de poucos individuos,
perdendo diversidade por deriva genética.

Nao foi possivel determinar o sistema de
reproducdo de M. aquifolia mas, pode-se afir-
mar que a deriva genética contribuiu para a
endogamia nas populagdes. A divergéncia ge-
nética entre popula¢gdes de M. aquifolia foi de
14,7% (Tabela 4), sugerindo que a coancestria
dentro das populacgdes é superior a esperada
entre meios-irméos (0,125). O efeito Wahlund
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parece ser a melhor explicacdo para o observa-
do, segundo o qual, o aumento da taxa de ho-
mozigose seria causado pela subdivisdo da di-
versidade genética total da espécie em popu-
lagdes. A subdivisdo e o fluxo génico restrito
entre populagbes aumenta a divergéncia gené-
tica entre populagdes, restringindo os cruzamen-
tos aos individuos nas populagfes, aumentan-
do a endogamia, em pequenas populagdes para
niveis superiores aos esperados em populacdes
em EHW.

Apesar dos indices By, , A, H, € H, ndo se-
rem comparaveis entre dados de microssatélites
e isoenzimas, o indice de fixacdo (F) é, visto
que este mede a taxa de fixacdo de alelos a
partir de uma razéo entre duas proporcdes: a
heterozi-gosidade observada e a esperada. As
espécies pioneiras T. micrantha e C.
pachystachya e a climéxica E. leiocarpa apre-
sentaram os mais baixos niveis de endogamia
e excesso de heterozigotos. As demais apre-
sentaram grande proporcdo de homozigotos,
em especial M. aquifolia. Com excecao de M.
aquifolia, as demais espécies mostraram ser
alégamas ou de reproduc¢éo mista predominan-
temente al6gamas. Também foram detectados
alguns niveis de cruzamentos entre individuos
aparentados. O sistema misto, combinado com
0s cruzamentos entre individuos aparentados
pode aumentar, expressivamente, 0s niveis de
endogamia das populacdes dessas espécies.
Esta pode ser parte da causa da endogamia
detectada. Contudo, T. micrantha, C.
pachystachya e E. leio-carpa apresentaram ca-
racteristicas favoraveis a manutencéao de popu-
lagdes com altos niveis de diversidade genéti-
ca. Estas espécies, em condi¢cBes naturais,
ocorrem agregadas ou em forma de
subpopulag8es com alta densidade, constitui-
das, muitas vezes, de centenas de individuos.
Muitas vezes, estas espécies dominam a paisa-
gem nos seus locais de ocorréncia. Outra ca-
racteristica é que C. pachystachya é didica e E.

leiocarpa apresenta mecanismos de auto-incom-
patibilidade (Crestana et al., 1982), o que as
obriga a reproducédo por cruzamentos, e a ge-
racdo de endogamia somente pode ocorrer por
cruzamento entre individuos aparentados. Por
sua vez, C. legalis costuma ocorrer em agrega-
dos, mas constituidos por grupos pequenos de
trés a cinco individuos. Freqiientemente, sdo
observados individuos de C. legalis isolados e
a espécie é considerada rara (< 1 individuo por
hectare). C. fissilis e M. aquifolia, também, sdo
espécies raras e costumam ocorrer isoladas. C.
legalis e C. fissilis sdo de reproducéo mista (Ta-
bela 3) e, possivelmente, M. aquifolia também.
Esta forma de reproducdo, combinada com a
caracteristica de distribuicdo espacial rara, pos-
sivelmente, constitui a causa dos maiores ni-
veis de endogamia detectados. A grande dis-
tdncia entre as arvores poderia favorecer as
autofecundacdes, levando ao estabelecimento
de individuos endégamos.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Estudos de populacdes naturais de espéci-
es arboreas sé@o caros, trabalhosos e, muitas
vezes, requerem pessoal especializado para as
coletas de material (sementes, folhas, propa-
gulos). Estes fatores dificultam a inclusédo de um
grande nuamero de individuos, populagcdes e
espécies nas analises. Seis espécies para re-
presentar a diversidade, o sistema de repro-
ducédo e a estrutura populacional de espécies
de diferentes estagios de sucessédo é um nume-
ro restrito. Porém, serviu como uma primeira
aproximacao na determinacédo de padrdes. Por
exemplo, a taxa de cruzamento multiloco ndo
apresentou nenhum padrao especifico entre os
estagios sucessionais. Somente foi observado
que as espécies pioneiras tendem a apresentar
taxas mais altas de cruzamentos entre individu-
0s aparentados, comparativamente as espéci-
es de outras categorias sucessionais. Todas as
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espécies em que o sistema de reproducao foi
avaliado revelaram fortes desvios de cruzamen-
tos aleatérios, sendo que as progénies de T.
micrantha e de E. leiocarpa (espécies de alta
densidade média populacional) apresentaram
alta correlacédo de paternidade, sugerindo que
a relacdo de parentesco entre plantas dentro
de progénies é de irmdos-completos. Tampou-
co foram observados padrdes claros na distri-
buicdo da diversidade genética entre e dentro
de populacdes nas espécies dos diferentes es-
tagios sucessionais. Os padrdes observados da
estrutura genética, aparentemente, estavam as-
sociados aos padrdes reprodutivos e
demograficos. Espécies com maiores taxas de
cruzamento, distribuicdo agregada e alta den-
sidade populacional apresentaram menor diver-
géncia entre populacdes do que as com maio-
res taxas de autofecundacgéo e baixa densida-
de populacional. A inclusdo de um nuamero
maior de espécies e popula¢cdes nas avaliagdes
podera, no futuro, possibilitar a deteccdo de
padrdes mais claros, caso eles realmente exis-
tam, como hipotetizado no presente trabalho.
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