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ABSTRACT — (Mating system in Caesalpinia echinata Lam. implanted in experimental arboretum). The mating system of
Caesalpinia echinata Lam. implanted in arboretum was studied by allozymes analysis of progeny arrays using the mixed-
mating model and correl ated-mating model. Deviations from mixed-mating model were observed from heterogeneity of pollen
poolsallelefrequenciesthat fertilized different trees. The multilocus outcrossing ratewashigh (¢_=0. 969) indicating that the
species is predominantly allogamous. The high variation observed in the individual outcrossi ng rate (t ranged from 0.77 to
1.00) showsthat the species is not auto-incompatible. It was detected significant positive difference between multilocus and
single locus outcrossing rate suggesting that biparental inbreeding has occurred (t,, - t; = 0.078). High value of paternity
correlation was detected (1, = 0.822), demonstrating that families are composed by full sibs, mainly. The coefficient of coancestry

within families (0, = 0.269) washigher than expected in half-sibsfamilies (0.125). Theresults are discussed in the viewpoint of
the sampling to genetic conservation and environmental recovering.
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RESUM O — (Sistema de reproducdo em Caesalpinia echinata Lam. implantada em arboreto experimental). O sistema de
reproducdo de Caesalpinia echinata Lam. foi estudado por isoenzimas em arboreto, usando os modelos de cruzamentos
mistos e cruzamentos correl acionados. Desvios do model o misto de reproducéo foram evidenciados pel a heterogeneidade nas
freqliéncias alélicas do pélen quefecundou as diferentes drvores. A taxade cruzamento multiloco foi ata(t,_ = 0,969), indicando
que aespécie é predominantemente aldgama. A altavariagéo nataxade cruzamentoindividual (t variando de 0,77 a1,00) indica
que aespécie ndo € auto-incompativel. Diferenca positivae significativamente diferente de zero foi detectadaentre astaxas de
cruzamento multiloco e uniloco, sugerindo que ocorreram cruzamentos endogami cos na popul agéo (t - t =0,078). A correlacdo
de paternidadefoi alta( =0,822), demonstrando que as progénies sdo constituidas principal mente por irméos-completos. O
coeficiente de coancestrianas progéniesfoi ato (6, = 0,269) e superior ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). Os
resultados sdo discutidos em termos de amostragens para a conservacao genética e coleta de sementes para a recuperacso
ambiental.

Palavras-chave - coancestria, cruzamentos endogamicos, pau-brasil, tamanho efetivo de variancia, taxade cruzamento

levou-aquase ao desaparecimento em consequiénciada
devastacdo da MataAtlantica. Atualmente, nasuaérea

Introducéo

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae —
Caesalpinioideag), pau-brasil, foi a primeira espécie
arborea brasileira a ser explorada comercialmente em
largaescala. Contudo, hoje, laestanalistadasespécies
arbéreas brasileiras ameagadas de extincdo (Brasil
1992). A exploracdo intensiva desde o descobrimento
do Brasil, quando era encontrada em abundancia,
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deocorréncianatural, qguevai do Estado do Rio Grande
do Norte (05°45’ S) ao Estado do Rio de Janeiro (23° ),
ainda persistem algumas pequenas populacdes
fragmentadas. Assim, necessita-se estabelecer um
trabalho amplo de conservacédo para a espécie,
principalmentein situ (Carvalho 1994).

A conservagdo in situ é considerada ideal para as
espécies arboreas, contudo, ha algumas situagbes em
gue a conservagdo ex situ é essencial e complementar
aquela in situ. A situacdo mais flagrante dessa
complementacdo é a que se refere as espécies raras
em risco de extin¢cdo (Kageyama 1987), sendo a
C. echinata um exempl o cléssico dessetipo de espécie.

A conservacdo genética de uma espécie requer o
conhecimento de seu sistema de reproducéo,
variabilidade e estrutura genética. O sistema de
reproducdo € um importante determinante da estrutura
genética e heranca evolutiva de populagdes por
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estabel ecer os padrfes de como 0s gametas sdo unidos
paraformar aproximageracéo (Allard 1971). Ele pode
ser eficientemente estudado por meio de marcadores
bioguimicos, como isoenzimas. Estudos baseados em
isoenzimas tém detectado amplas variagOes na taxa de
cruzamento entre espécies arbéreastropicais (M urawski
& Hamrick 1991), popul agbes (L ee 2000), individuos
dentro de populactes (Burgess et al. 1996, Sebbenn
et al. 2000, Souza et al. 2003) e diferentes eventos
reprodutivos (Murawski et al. 1990). Estas variagdes
podem ser o resultado de diferentes fatores ecol 6gicos,
tais como tamanho e densidade da populacdo, densidade
de florescimento das arvores, fenologia de
florescimento, comportamento dos polinizadores, vetor
depolinizagdo (Murawski & Hamrick 1991, Murawski
1995) e devido a fatores genéticos, como a variagdo
individual naauto-incompatibilidade.

N&o existem relatos naliteratura de estimativas de
taxa de cruzamento em populacbes de C. echinata.
Assim, o objetivo destetrabaho foi analisar os padrbes
de reproducdo em uma populacdo ex situ de
C. echinata, usando a eletroforese de isoenzimas e o0s
model os de reproducdo mista e de cruzamentos
correlacionados.

Material e métodos

Area de estudo e amostragem — O estudo foi realizado no
arboreto experimental de pau-brasil (22°15'02,4” S e
47°09' 28,9" W; altitude média 650 m) implantado naReserva
Biol6gicae Estagdo Experimental do I nstituto de Botanicada
Secretariado Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo (22°14,8' -
15,6" S e 47°8,8'-11,6' W, dtitude média de 640 m), no
municipio de Mogi-Guagu. A area total do arboreto é de
3.000 m?, aproximadamente, tendo sido implantado em
dezembro de 1980, apartir de mudas originadas de sementes
provenientes da Estagc@o Ecol 6gica de Tapacura, Estado de
Pernambuco, dentro dazonade ocorréncianatural daespécie
(Aguiar 1992). N&o existem informagdes sobre o nimero de
arvores matrizes que deu origem as sementes utilizadas no
plantio do arboreto. I nicial mente, suaimplantaco visavatestar
o efeito de diferentes espagamentos sobre as caracteristicas
dendrométricas daespécie. Mas, devido ao quadro alarmante
de erosdo genética em que a espécie se encontra, esse
arboreto passou a ser uma importante fonte potencia de
material para a recombinacdo e uso da sua variabilidade
genética. Atualmente, o arboreto tem 262 arvores com altura
médiade doze metros e didmetro aalturado peito (DAP) em
torno de 17 cm. O espagcamento médio atual entre asarvores
€35mx35m.

Para a andlise genéticade C. echinata, em 1999 foram
coletadas sementes de polinizagdo aberta em 27 arvores do
arboreto, dentre as que produziram frutos no periodo de

amostragem. As sementes foram germinadas em substrato
contendo uma misturaigua de terra vegetal, vermiculita e
acicula de Pinus sp. peneirada. Tubetes com capacidade de
100 cmé foram utilizados como recipientes. As mudas foram
mantidas nesse tipo de recipiente durante toda a fase de
estudo, recebendo, entretanto, adubacao mineral de
manutencado, acada sete dias aproximadamente. Alternava-se
aaplicacdo denitrogénio (2 mg deN.muda?) e potéssio (3 mg
deK,O.muda?).

Eletroforese de isoenzimas — Em janeiro de 2002 foram
coletadas folhas de 31 arvores adultas e de 10 plantulas
(progénies) de 27 dessas &rvores. Nos adultos procurou-se
coletar folhas jovens. Nas pléantulas coletaram-se folhas do
terceiro par ou superior. O periodo de coletasfoi naparte da
manhd, em dias chuvosos ou na auséncia de sol,
proporcionados pela época do ano. As amostras, depois de
identificadas e acondi cionadas em sacosde papel Kraft, foram
armazenadas em geladeiraa 5 °C por aproximadamente 24
horas, sendo entdo transportadas ao |aboratério, onde foram
submetidas as técnicas de eletroforese de isoenzimas,
segundo asrecomendagBes descritasem Soltis& Soltis(1989),
Kephart (1990) eAlfenas (1998). Ascorridas de el etroforese
foram conduzidas em meio suporte de gel de amido a 13%
(34,29 g de penetrose 30 e 18,29 g de amido de milho para
400 ml de tamp&o) mais sacarose (12,00 g). A solugdo de
extracdo utilizadafoi an® 1 deAlfenas(1998) eo sistemade
cubaegel foi o Tris-Citrato (&cido citrico 0,086 M mais Tris
0,223 M) pH 7,5. As sessBes duravam em médiaquatro horas
com uma intensidade el étrica constante de 80 miliamperes.
Dezoito locos puderam ser interpretados em onze sistemas
enziméticos previamente selecionados (LAP-E.C. 3.4.11.1;
EST-E.C.3.1.1.1;ACP-E.C.3.1.3.2;MDH-E.C.1.1.1.37,
trés locos, 6PGDH — E.C. 1.1.1.44, dois locos; DIA —E.C.
1.8.1.4; PGl —E.C.5.3.1.9, doislocos, GGPDH —E.C. 1.1.1.49;
GOT -E.C. 2.6.1.1.; PRX —E.C. 1.11.1.7, quatros locos e
SKDH - E.C. 1.1.1.25). Prévio estudo daherangaeequilibrio
de ligac&o (Giudice-Neto et al. 2004) indicou que os locos
Pgi-2, Prx-2 ePrx-4 ndo segregaram deformamendelianae,
por isso, foram excluidosdaandlise.

Andlise estatistica— O sistema de reproducdo foi analisado
com base nos model os de reproducdo mista (Ritland & Jain
1981) e cruzamentos correlacionados (Ritland 1989), usando
o programa“MultilocosMLTR” (Ritland 1994). Os parametros
estimados foram: i) a taxa populacional de cruzamento
multiloco (t, ), pelo método de méxima verossimilhanca
(Expectation-Maximization); ii) a taxa populacional de
cruzamento uniloco (ES); iii) a taxa de cruzamento entre
aparentados (i, - t, ); iv) ataxaindividual de cruzamento
multiloco ({); v) as freqiéncias aélicas dos 6vulos e do
pdlen (o e p); vi) acorrelagdo de autofecundagao (T,); vii) a
correlagdo de paternidade (1) As pressuposi goes do modelo
misto so dadasem Ritland & Jain (1981). O erro padréo das
estimativas dos pardmetros foi obtido por meio de 500
reamostragens “bootstraps’. A avaliagdo de cruzamentos
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aleatériosfoi realizada pel o teste de homogeneidade entre as
freqliéncias alélicas dos 6vulos e do pdlen e, entre as
frequéncias alélicas do pdlen que fecundou cada arvore
matriz, calculando-se o estimador F, (Nei 1977). A
significanciaestatisticade F; foi obtidaparacadaloco pelo
teste de qui-quadrado,c? = 2nF_. (k — 1), com (k — 1) (s— 1)
graus de liberdade, proposto por Workman & Niswander
(1970), em que: n = ndamero de individuos nos grupos,
k = ndmero de alelos e s = nimero de grupos. Os indices de
fixag8o para as arvores adultas (F) e progénies (F,) e seus
respectivos interval os de confianca a 95% de probabilidade
foram obtidos por 10.000 reamostragens “bootstraps’. Os
indices de fixag8o e as estimativas foram obtidos usando o
programaGDA (Lewis& Zaykin 2002).

O coeficiente de coancestria (6,,) entre plantas dentro
de progénies foi estimado do coeficiente de correlagdo de
parentesco (,, ) entre plantas dentro de progénies, derivado
por Ritland (1989) de parametros do sistemade reproducéo,
segundo o qual #, =0,25(1+F,)[45+(E +1&.,)(1+1,)] emque, F, é
o coeficiente de endogamia na geragio parental e S éataxa
de autofecundacéo (s=1-t, ). Como em espécies dipl 6ides,
na auséncia de endogamia, o coeficiente de parentesco ()
€ 0 dobro do coeficiente de coancestria(6,, ), tem-se que, 6,,
= fxy /2 e pode-se, portanto, obter o coeficiente de coancestria
do coeficiente de parentesco. O tamanho efetivo devariancia
(Ng,) de uma simples progénie foi estimado com base na
variancia amostral de um alelo, segundo derivacdes de
Cockerham (1969),

>

_ 0,5
) ~ n-1 1+ |A:p

0 +
w n 2n

em que n é o nUmero total de progénies na populacéo,
assumido comoinfinito, F, é o coeficientede endogamiado
conjunto de progénies, e, utilizando umapopulagéo idealizada
como referéncia, como descrito em Sebbenn (2002).

Resultados e Discussao

FreqUéncias alélicas—Asfrequiéncias alélicas do pdlen
e dos 6vulosforam estatisticamente diferentesem quatro
dos quinze locos avaliados (tabela 1). O teste de qui-
quadrado detectou que as fregliéncias alélicas do polen
e dos 6vulos que contribuiram para a formagédo das
progénies amostradas de C. echinata diferiram
estatisticamente noslocosDia-1, Mdh-1, Prx-3e Skdh-1
(p <0,01). O teste de qui-quadrado para as freqiiéncias
aélicasdo conjunto de pdlen que fecundou cadaarvore
maternaindividua mente detectou diferencas altamente
significativas (p < 0,01) paranovelocos (Acp-1, Dia-1,
Est-3, Mdh-1, Mdh-3, Prx-1, Prx-3, Skdh-1 e 6pgdh-2)
ep < 0,05 parao Lap-1 (tabela2), indicando que o pblen

cruzado ndo foi homogéneo entre diferentes arvores
maternas. Estes resultados sugerem que os cruzamentos
no arboreto ndo foram aleatérios. O teste de qui-
guadrado paraasdiferencasentre asfreqiiénciasalélicas
do pdlen cruzado e as arvores adultas amostradas no
arboreto detectou diferencas significativas nos locos
Dia1, Mdh-1, Prx-1, Prx-3, Skdh-1e6pgdh-1(p<0,01)
e nos locos Acp-1 e G6pdh-1 (p < 0,05) (tabela 2),
sugerindo que as freguiéncias aélicas da populacéo
paterna que polinizou as progénies amostradas ndo
representam as frequénciasalélicasdasarvores adultas
ou, em outras palavras, apenas parte da populacéo
participou, efetivamente, do evento reprodutivo, sofrendo
com isso dos efeitos de deriva genética.

Diferencas nas freguiéncias aélicas entre polen e
ovulos podem ser causadas por diversos fatores como
diferencas nas fungdes masculina e feminina das
arvores, migracao de polen deforadapopul agdo, selecdo
entre o periodo de polinizagdo e amostragem das
progénies ou devido a reproducéo ndo aleatéria dos
gendtipos dapopul agdo como, por exempl o, cruzamentos
endogamicos, cruzamentos biparentais e
autofecundacdes, ou ainda, pelo baixo tamanho amostral
no nimero de plantas maternas ou desigual nimero de
plantas acessadas por progénies. No presente estudo,
exclui-se a possibilidade de migracdo de pblen de fora
do plantio, hajavistaque ndo existem outras popul agdes
daespécienolocal ou préximasao arboreto. Entretanto,
dado que apenas quatro locos, entre quinze,
apresentaram desvios significativosentre Gvulose polen,
pode-se concluir pela ndo diferenca entres as
freqliéncias destes grupos.

As divergéncias genéticas, estimadas pelo F,,
entre as fregquiéncias alélicas do pdlen que fecundou as
arvores maternasindicam que as arvores ndo receberam
polen aleatério da populagdo (arboreto). A
heterogeneidade nas freqliéncias do pélen pode ser
causada por variagOes nataxa de autofecundagéo entre
arvores, estruturacéo na populacéo que pode gerar
cruzamentos entre parentes e criar heterogeneidade
genética espacial no conjunto de polen liberado ou,
devido aineficiénciado polinizador em homogeneizar o
pélen liberado, favorecendo cruzamentos sistematicos
na populacdo (cruzamentos biparentais). Outra causa
pode ser o assincronismo no florescimento, de forma
gue as &rvores maternas so receberam polen de arvores
gue o estavam liberando ao mesmo tempo.

Taxas de cruzamento multiloco e uniloco—A estimativa
dataxa de cruzamento multiloco populacional (t,,) foi
de 0,969 (tabela 3), demonstrando que a espécie
C. echinata encontra-se na classe das
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Tabela 1. Estimativa da divergéncia genética (i,) entre as freqiiéncias al élicas do polen e dos évul os, tamanho amostral (n) e
teste de qui-quadrado (c?) em Caesalpinia echinata Lam. implantada em arboreto experimental (GL = grau de liberdade;

**p < 0,01; *p< 0,05).

Table 1. Estimation of genetic divergence (i) between allelic frequencies of pollen and ovule pools, sample size (n) and chi-
sguaretest (c?) in Caesal pinia echinata Lam. implanted in experimental arboretum (GL = freedom degree; **p < 0.01; *p < 0.05).

Loco Alelo Pdlen Ovulo R n c2 GL
Acp-1 1 0,228 0,204

2 0,772 0,796 0,001 218 0,37 1
Dia-1 1 0,005 0,019

2 0,326 0,648

3 0,669 0,333 0,106 211 89,39** 2
Est-3 1 0513 0,556

2 0487 0444 0,002 208 0,77 1
Got-1 1 0,996 0,982

2 0,004 0,018 0,005 233 210 1
Gepoh-1 1 0980 0982

2 0,020 0,018 0,000 213 0,02 1
Lap-1 1 0,684 0,648

2 0,316 0,352 0,001 117 034 1
Mdh-1 1 0,562 0,074

2 0438 0,926 0,275 233 127,92** 1
Mdh-2 1 0,99% 0,982

2 0,004 0,018 0,005 233 210 1
Mdh-3 1 0,069 0,037

2 0,365 0,352

3 0,566 0611 0,002 227 140 2
Pgi-1 1 0,996 0,982

2 0,004 0,018 0,005 232 209 1
Prx-1 1 0,325 0,389

2 0,348 0,407

3 0,327 0,204 0,009 131 451 2
Prx-3 1 0,302 0,426

2 0,397 0,241

3 0,301 0,333 0,015 191 11,70** 2
Skdh-1 1 0,769 0,926

2 0,231 0,074 0,048 169 16,12** 1
6pgdh-1 1 0978 0,964

2 0,018 0,018

3 0,004 0,018 0,002 233 161 2
6pgdh-2 1 0086 0056

2 0,507 0481

3 0,407 0,463 0,002 230 193 2

predominantemente de cruzamento. Pelo erro padréo
da estimativa da taxa {_, verifica-se que esta e
estatisticamente diferente daunidade (1,0). A estimativa
dataxade cruzamento multiloco individua () por arvore
materna(figural) foi, geralmente, dta, variando de 0,77
a1,0, sendo que em 24 das 27 &rvores (89%) ataxade
cruzamento foi igual ou maior do que 0,85. A taxa de
cruzamento uniloco populaciona (¢ ) foi igualmentedta
(0,891) (tabela3), emboratenhasido significativamente

diferente dataxade cruzamento multiloco, ajulgar pelo
erro associado. A diferenca entre ataxa de cruzamento
multiloco e auniloco (t, - t ) foi de 0,078 (tabela 3).
Considerando o erro associado a estimativade i - §,
observa-se que elafoi significativamente diferente de
zero, sugerindo a ocorréncia de cruzamentos entre
individuos aparentados e a presenca de endogamia
biparental na populac&o descendente.

N&o existem relatos de estimativas da taxa de
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Tabela 2. Estimativadadivergénciagenética (R, ) entre asfreqiiéncias alélicas do polen em diferentes arvores e entre o pélen
easarvores adultas amostradas em Caesal pinia echinata Lam. implantada em arboreto experimental (GL = grau deliberdade;

*+1<0,01; *p < 0,05).

Table 2. Estimation of genetic divergence (R, ) between allelic frequencies of pollen pools from different trees and between
adult treesand pollen pool in Caesalpinia echinata Lam. implanted in experimental arboretum (GL = freedom degree; **p < 0.01;

*p<0.05).
Heterogeneidade do pélen Arvores adultas vs polen

Loco e n c? GL e n c? GL
Acp-1 0132 218 57,76 ** 2% 0014 2% 6,45* 1
Dial 0212 21 178,88** 50 0123 237 116,21** 2
Est-3 0203 208 84,41** % 0,003 20 140 1
Got-1 0,011 233 528 % 0,002 264 1,06 1
G6padh-1 0,029 213 1231 5 0,010 244 4,93 1
Lap-l 0,158 17 36,96* 20 0,001 140 032 1
Mdh-1 0,326 233 151,88** % 0,287 264 151,50** 1
Mdh-2 0011 23 523 2% 0,002 264 1,06 1
Mdh-3 0,161 27 146,07** 52 0,002 2% 229 2
Pgi-1 0,011 YA 524 % 0,002 263 1,05 1
Prx-1 0,156 131 81,65** 52 0,025 148 15,02** 2
Prx-3 0,180 191 137,89** 50 0,017 220 15,15*%* 2
Skdh-1 0,168 169 56,81** 21 0047 19% 18,40** 1
6pgdh-1 0,015 233 1380 52 0,010 263 9,94** 2
6pgdh-2 0224 230 206,43** 52 0,005 260 517 2

cruzamento em C. echinata. A estimativa obtida no
arboreto indica que ela é dta (0,969), embora o erro
padrdo da média sugira que uma pequena taxa de
autofecundacdo (0,031) possa ocorrer e, portanto, que
aespéciendo é auto-incompativel . A taxade cruzamento
obtida é comparavel as estimadas em outras espécies
arboreas tropicais brasileiras climécicas como
Esenbeckia leiocarpa Engl. (variacéo de i = 0,925 a
0,997, Seoane et al. 2001) e Eschweilera ovata
(Cambess.) Miers (variagdo de = 0,985 a 0,999, E.
Gusson et al., dados néo publicados), bem como aoutras
espécies arboreas tropicais como Bertholletia excelsa
Humb. & Bonpl. (i = 0,849) (O'Malley et al. 1988),
Quararibea asterolepis Pitt. (= 1,008) (Murawski et
al. 1990), Shorea congestiflora (Thw.) P.S. Ashton
(t,=0,874) (Murawski et al. 1994), Tachigali versicolor
(Standl.) L.O. Williams (¢ = 0,998) (Lovelesset al. 1998),
Cariniana legalis(Mart.) Ktze. (variagdode t = 0,901
a0,990) (Sebbenn et al. 2000) e Chorisia speciosa A.
St.-Hil. (t, = 0,816) (Souzaet al. 2003).

A alta taxa de cruzamento observada em
C. echinata no arboreto ndo € surpresa, tendo em vista
aaltadens dade de plantas compondo o arboreto (262/0,3
ha). Murawski & Hamrick (1991) comparando a taxa
de cruzamento de nove espécies arboreas tropicais de

ocorréncia natural com diferentes densidades
populacionais observaram a tendéncia de espécies de
baixa densidade apresentarem menor taxa de
cruzamento multiloco em comparacéo aespéciesdedta
densidade. Espécies que ocorrem em alta densidade
popul acional aparentemente apresentam maior taxa de
cruzamento devido aproximidade dasarvores o que pode
favorecer o movimento dos polinizadores, em casos de
espécies polinizadas por animais, como C. echinata.
Assim, aalta densidade de plantas no arboreto pode ter
influenciado a alta taxa de cruzamento observada. A
avaliagdo do sistema de reproducdo em popul agdes
naturais de pau-brasil pode melhor esclarecer esta
hipétese.

A variacdo da taxa de cruzamento multiloco
individual (0,77 a1,0) (figural), com maior freqiéncia
devaloresaltos, pode ser o reflexo da heterogenei dade
nas frequiéncias alélicas do pdlen cruzado, diferencas
na forma de reproducdo entre arvores vizinhas,
subestrutura genética espacial e diferengas na auto-
incompatibilidade entre plantas. O comportamento
forrageiro dos animais polinizadores, o assincronismo
no florescimento, as diferencas nadensidade individual
de florescimento e aposi¢éo espacial dasflores podem
também causar variagBes na taxa de cruzamento entre
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Tabela3. Estimativas de parametros do sistemade reproducéo
em Caesalpinia echinata Lam. implantada em arboreto
experimental. [ ] Interval o de confiancaa95% de probabilidade,
obtido por 10.000 reamostragensbootstraps’. () Erro padréo
damédia, obtido por 500 reamostragens “ bootstraps”.

Table 3. Estimations of the mating system parameters in
Caesalpinia echinata Lam. implanted in experimental
arboretum. [ ] Level of confidence at 95% of probability,
obtained by 10.000 bootstraps. () Standard deviation obtained
by 500 bootstraps.

Parémetros Estimativas

Taxade cruzamento multiloco (i) 0,969 (0,016)

Taxade cruzamento uniloco (t_ ) 0,891(0,019)

Taxade cruzamento entre “ 0,078(0,015)
parentes (t, - )

Correlagio de autofecundagso (i) 0,081(0,012)

Correlagdo de paternidade (f,) 0,822(0,048)

Ne médio de érvores doadoras de 12

) polen (1/t)

Indice de fixacdo nas arvores 0,169[-0,064 a0,375]
adultas (F)

indice de fixag&o nas progénies ( F ) 0,095[-0,146a0,324]
Coancestria dentro de progénies ( éw ) 0,269
Tamanho efetivo devariancia (N, ) 186

arvores (Murawski 1995).

Taxa de cruzamento entre parentes —A diferencaentre
a taxa de cruzamento multiloco e a uniloco pode ser
usada para inferir sobre a taxa de cruzamento entre
individuos parentes, visto que a taxa de cruzamento
uniloco é esperada ser menor do que amultiloco, diante
de progéni es advindas de endogamiabiparental . Espera-
Se que a taxa de cruzamento uniloco sgja viciada para
baixo diante de qualquer endogamia adicional a
autofecundacao, gerando diferenca positivaem relagéo
a taxa de cruzamento multiloco, que por sua natureza
multiloco é menos susceptivel a violagdes das
pressuposi ¢Bes do model o (Ritland & Jain 1981, Ritland
& El-Kassaby 1985). A diferenca entre as taxas de
cruzamentos multiloco e uniloco indicou a presencade
7,8% de cruzamento entre parentes. Considerando a
auséncia de informagfes sobre o nimero de arvores
matrizes que deu origem as sementes utilizadas paraa
formagdo do arboreto e o fato de que no Brasil, até
hoje, muitos programas de reflorestamentos
desconsideram as recomendacBes sobre 0 nimero
adequado de arvores para a coleta de sementes,
acredita-se que estas tenham sido coletadas de uma ou
poucas arvores. Esta hipotese é reforgcada pela

estimativado alto indice de fixacao observado nasarvores
adultas do arboreto (tabela 3). A endogamia em uma
geracao corresponde a coancestria da geracéo parental
(Lindgren et al. 1996), deformaque o indice defixagado
nas arvores adultas corresponde a coancestria entre 0s
parentais que deram origem as sementes que formaram
o arboreto, e o indice de fixag&o medido nas progénies
do arboreto corresponde ao coeficiente de coancestria
entre as arvores adultas que se cruzaram no arboreto.
Assim, o indice defixacdo de 0,169 detectado no arboreto
sugere que a coancestria entre as arvores que se
cruzaram na populacé@o de C. echinata da Estacdo
Ecoldgica de Tapacura encontra-se entre a esperada
entre individuos meios-irméos (0,125) e irméaos-
completos(0,25) eo indice defixagdo de 0,095, estimado
nas progénies amostradas no arboreto, encontra-se
préximo ao esperado entreindividuos meios-irméaos, ou
seja, os resultados indicam gue as sementes que deram
origem ao arboreto foram geradas em parte por
cruzamentos entre individuos parentes entre os graus
de meios-irméaos eirmaos-completos e foram coletadas
de uma ou poucas arvores, caso contrario, o indice de
fixag@o nas progénies teria sido menor. Dessa forma,
se as sementes usadas na formacgdo do arboreto foram
coletadas de poucas arvores, esperava-se uma taxa
maior de cruzamento entre individuos parentes no
arboreto, comparativamente aos 7,8% observados.

A auséncia de selecdo entre o evento de
fertilizagdo e 0 momento de acesso aos gendtipos por
marcadores genéticos é uma das pressuposicoes
basicas do model o de reproducéo mista de Ritland &
Jain (1981) para a caracterizacdo do sistema de
reproducdo de uma espécie. Contudo, esta
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Figura 1. Estimativa da taxa de cruzamento multiloco
individual por plantamaterna ( t ) em Caesalpinia echinata
Lam. implantadaem arboreto experimental

Figure 1. Estimation of theindividua multilocus outcrossing
rate (t) in Caesalpinia echinata Lam. implanted in
experimental arboretum.
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pressuposicao dificilmente é verdadeira em espécies
arbéreas predominantemente de cruzamento, onde 0s
efeitos da depressdo endogamica sdo fortes (Sgrensen
1997). Como consequéncia, em espécies arboreas,
estimativas da taxa de cruzamento, provavel mente,
sempre sdo superestimadas devido a eliminagdo de
parte dos gendtipos advindos de autof ecundacéo e de
cruzamento entre individuos parentes. Por exemplo,
Moran & Brown (1980) observaram em Eucalyptus
delegatensis R.T. Bak. que a estimativa da taxa de
cruzamento aumentava com o aumento da idade dos
frutos retidos nas arvores. A explicacdo para o
fendbmeno foi de que as sementes nos frutos estavam
sob efeito constante da selecdo natural contra
endogamicas. Assim, em frutos mais velhosrestariam,
praticamente, somente sementes advindas de
processos de reproducdo que nao envolviam
endogamia e, por isso, a estimativa da taxa de
cruzamento em sementes de tais frutos seria sempre
superestimada, comparativamente a sementes
col etadas em frutos mais novos. Assim, é possivel que
ataxa de cruzamento entre parentes calculada em C.
echinata esteja subestimada e a taxa de cruzamento
multiloco esteja superestimada, devido, primeiro, a
hipotese de que o arboreto foi formado com sementes
col etadas de umaou poucas arvores matrizes, deforma
gue deva existir alto grau de parentesco no arboreto
e, segundo, devido aaltataxade mortalidade detectada
nas plantulas em relagdo as sementes coletadas nas
arvores matrizes do arboreto [média = 43%, variacéo
de8,16% (matriz 11) a73% (matriz 25)]. A mortalidade
observada em C. echinata pode, em parte, ser
atribuida a depressdo endogémica, causada pela
endogamia advinda de autofecundacdes e,
especia mente, devido aos cruzamentos entre parentes.
Assim, como somente pléantulas sobreviventes foram
analisadas por eletroforese de i soenzimas e essas so,
provavel mente, menos endogamicas do que todas as
sementes produzidas no evento reprodutivo de origem,
ataxade cruzamento pode estar superestimadae ataxa
de cruzamento entre parentes pode estar subestimada.
Cruzamentos correlacionados — A estimativa da
correlacdo de autofecundagdo (i) foi de 0,081, valor
considerado baixo e significativamente diferente de zero
(erro padréo da média igua a 0,012) (tabela 3). Esse
resultado indica que a variagdo nataxa de cruzamento
entre arvores foi baixa e existe uma certa
homogeneidade na estimativa da taxa de cruzamento
individual (ver figural). Por outro lado, aestimativada
correlacdo de paternidade (t)) foi 0,822, valor
consideravelmente alto. O erro padréo da correlagdo t,

demonstra que esta é significativamente diferente de
zero eindicaque grande parte das progénies amostradas
€ parente no grau de irmaos-completos. Portanto, indica
gue o processo de polinizacdo cruzadando foi aleatério
e muitos dos cruzamentos eram biparentais (mesmas
arvores materna e paterna envolvidas em sucessivos
cruzamentos). O numero médio de arvores que
contribuiram paraapolinizacdo foi estimado em apenas
1,2 (tabela 3).

Durante muito tempo acreditou-se que 0s
cruzamentos em populag@es naturais eram aleatérios.
Hoje, ainda, muitos estudos realizados com progénies
de polinizac&o aberta, em programas de mel horamento
florestal, assumem que essas foram geradas pela
contribuicdo de grande niimero de &rvores polinizadoras
€ que o parentesco entre plantas dentro de progénies &
de meios-irméos. Os resultados obtidos para a
C. echinata no arboreto discordam dessa hipétese. A
estimativa da correlacéo de paternidade indicou que
grande parte das progénies advindas de cruzamento foi
gerada por cruzamentos biparentais e, portanto, séo em
sua maioria aparentadas no grau de irméos-compl etos.
Multiplicando-se a taxa de cruzamento multiloco pela
correlacdo de paternidade determina-se que
aproximadamente 80% (¢ t)) das plantas dentro de
progénies eram parentes no grau de irmaos-completos
el7%][ t_(1-t)] eram meios-irmdos. Os cruzamentos
correl acionados séo causados pel o comportamento dos
polinizadores visitando de forma sistematica arvores
proximas. Isto explicaria os desvios de cruzamentos
aleatdrios observados nas frequiéncias alélicas entre o
pélen que fecundou cada arvore.

Em concordéancia com a alta correlagdo de
paternidade detectada em C. echinata, estimativas
realizadas com progénies de polinizacdo abertaem outras
especies arboreas tropicais vém mostrando que 0s
cruzamentos biparentais sdo, aparentemente, um
fendbmeno comum nessas espécies. Em populagdo
natural de Cryptocarya moschata Nees (Moraes &
Monteiro 1997), foi detectada correl acéo de paternidade
de 0,990. Em populacbes de Dryobalanops aromatica
Gaertn. f. (Lee2000), acorrelacao de paternidade variou
de 0,107 a0,428. Em Enterol obium cyclocar pum Jacq.
(Rocha & Aguilar 2001), a correlagdo 1, foi estimada
em 0,104 em arvores isoladas em pastagem e de 0,188
em arvores localizadas em floresta. Em C. legalis
(Sebbenn et al. 2000), a estimativa da correlagéo T,
variou de 0,212 a 0,324 e, em Esenbeckia leiocarpa
Engl. (Seoaneet al. 2001), variou de 0,749 a0,986. Em
Tabebuia cassinoides (Lam.) A.P. DC. (Sebbenn et al.
2001), foi detectada correlacdo de paternidade de 0,547
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em uma populagdo natural e 0,295 em uma manejada.
Em Caryocar brasiliensis Camb. (Collevatti et al.
2001), aestimativa dacorrelacdo de paternidade variou
de 0,212 a 0,324. Em populacdo natural de Chorisia
speciosa (Souza et al. 2003) foi detectada correlagéo
4% de 0,875. Assim, a pressuposicéo de que espécies
arbdreas reproduzem-se por cruzamentos aleatorios,
aparentemente, nem sempre € verdadeira, e sua adogéo
pode incorporar grandes erros nas estimativas de
parametros genéticos, no estudo da heranca de
caracteres quantitativos em programas de melhoramento
e na determinacdo de tamanhos amostrais para fins de
melhoramento e conservac@o genética e coleta de
sementes para reflorestamentos ambientais.
Dacorrelagdo de paternidade € possivel determinar
0 numero provavel de individuos polinizadores, se
algumas suposicoes forem feitas (Ritland 1989).
Considerando que existem “n” individuos reprodutivos
em umaareae que cadaum tem amesma probabilidade
de ser o parental masculino (doador de pélen) no
cruzamento com uma arvore materna, e se 0s
consecutivos cruzamentos forem independentes
(envolvem visitas separadas dos polinizadores), entdo a
probabilidade de que umindividuo polinizedor cruze duas
vezesé1/n. Assim, o nimero efetivo de polinizadores é
1/7,. Observando atabela 3, verifica-se que o nimero
efetivo médio de polinizadores das arvores de
C. echinatafoi um (1,2). Isto indicaque apesar daalta
densidade de &rvores no arboreto (262 arvores), a
dispersdo de pdlen é restrita na populacdo. Em
consequéncia, o tamanho efetivo retido em amostras
de sementes deve ser baixo, comparado a uma
popul acéo perfeitamente panmitica.
indices defixac30, coeficiente de coancestriaetamanho
efetivo devariancia— O indice de fixac&o meédio uniloco
foi de 0,169 para as arvores adultas (F) e 0,095 paraas
progénies ( ﬁp). Contudo, de acordo com o intervalo de
confianca a 95% de probabilidade, ambos os valores
nédo sdo significativamente diferentes de zero. Embora
o indice de fixacdo nas arvores adultas ndo seja
significativo, sua magnitude, 0,169, tem importante
aspecto genético. O indice de fixacdo positivo,
interpretado em termos de coeficiente de endogamia,
depende do sistema de reproducdo, da endogamia e do
parentesco na geracdo parental. Assim, a endogamia
detectada nas &rvores adultas sugere que a coancestria
entre as &rvores parentais na populacéo de origem
(Estacdo Ecolégica de Tapacura, PE) estava entre 0s
graus de meios-irméos e irmaos-completos. Por outro
lado, a menor endogamia nas progénies originadas das
arvoresdo arboreto pode ser explicada, do ponto devista

genético, pela depressdo por endogamia. Hipotetiza-se
gue a selecdo natural tenha eliminado grande parte das
progénies oriundas de cruzamentos entre parentes e de
autofecundacBes, de forma que parte da endogamiafoi
eliminadaentre afase defertilizaco e ade genotipagem
do material.

O coeficiente de coancestria (6,,) estimado nas
progéniesfoi de 0,269, valor consideravelmente alto e
superior ao esperado em progénies de meios-irmaos
(0,125). Este coeficiente € uma medida de parentesco
gue mede aprobabilidade de amostrar-se al eatoriamente
dois alelos em dois individuos e eles serem idénticos
por descendéncia. O significado dessa estimativa para
a populacdo em estudo é de que existem 27% de
probabilidade, aproximadamente, de amostrar-se dois
adosem doisindividuosde mesmaprogénieee esserem
idénticos por descendéncia. Essa alta coancestria nas
progénies de C. echinata € conseqiiéncia do sistema
de reproducgéo, mais especificamente dos cruzamentos
biparentais. A endogamia nas arvores adultas também
contribuiu para essa coancestria, mas em menor escala
do que os cruzamentos biparentais.

O coeficiente de coancestria tem importante papel
naestimativado coeficiente de correl agdo de parentesco
[, =26,,/(1+1)] entre plantas dentro de progénies, em
programas de melhoramento. Em caso de utilizag&o de
progénies de polinizacdo aberta de C. echinata
coletadas do presente arboreto, para fins de
mel horamento genético, serd necessériaa utilizacéo do
coeficiente de correlagdo de 0,538 em substituicdo ao
valor comumente usado de 0,25, caso contrério, as
estimativas de par@metros genéticos serdo altamente
superestimadas.

O conhecimento do coeficiente de coancestria
também éimportante na estimativado tamanho efetivo
de variancia (N, ), o qual mede a representatividade
genética de progénies em relagdo a populacdo de
referéncia ou parental. Em amostras de estruturas de
progénies de tamanho infinito, o tamanho efetivo de
varidnciaassumevaloresentreum (1) equatro (4). Vaor
um para progénies de autofecundacéo, dois para
progénies deirmaos-compl etos e quatro paraprogénies
de meios-irmaos. Assim, em progénies de popul acdes
perfeitamente panmiticas, o tamanho efetivo devariancia
atinge seu valor maximo, quatro (4). A estimativa do
tamanho efetivo de variancia (N,,,) de uma simples
progénie foi baixa, 1,86 (tabela 3), indicando que a
representatividade genética na descendéncia € muito
inferior a esperada em progénies de cruzamentos
aleatorios. O baixo valor obtido esta de acordo com as
observacdes anteriores de que as progénies séo
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compostas principa mente por irméos-compl etos.

O tamanho efetivo de variancia € uma medida de
grande valor para a determinacdo de tamanhos
amostrais em programas de mel horamento, conservacao
genética e para a coleta de sementes visando a
recuperacao ambiental, bem como parao monitoramento
da variabilidade genética em populacdes sob
mani pulagdo. Por exemplo, é possivel estimar o nimero
de arvores matrizes (m) necessarias para coleta de
sementes do presente arboreto visando reter um
determinado tamanho efetivo. Se o objetivo fosse coletar
sementes para recuperacdo ambiental e de cada arvore
fossem amostradas 1.000 sementes, para reter um
tamanho efetivo de referéncia minimo de 50, por
exemplo, seria necessario coletar sementes em 27
arvores (M=Nggggq/ ).

Em suma, os resultados do estudo do sistema de
reproducdo em C. echinata mostraram que existem altos
niveis de endogamia nas &rvores adultas do arboreto e
gue a espécie se reproduz predominantemente por
alogamia e, aparentemente, ndo é auto-incompativel.
Também foi observado que os cruzamentos nao
ocorreram de forma aleatéria, sendo parte atribuida a
cruzamentos endogamicos e parte a cruzamentos
biparentais. Ainda, observou-se gue grande parte das
progénies é aparentada no grau de irm&os-completos e
gue sementes col etadas do arboreto podem ser utilizadas
em reflorestamentos, desde que sejam col etadas de um
numero grande de arvores e apos, sejafeitaumaselegdo
contraindividuos que apresentem quai squer indicios de
endogamia.
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