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Introducao

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil. - Aquifoliaceae) é
uma espécie arbodrea, tipica das regides subtropicais e temperadas
da América do Sul, sendo encontrada no Brasil, Paraguai e
Argentina. Desempenha importante papel socioeconémico,
principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Parana e Santa
Catarina.

Para atender a crescente demanda de mercado, a
implantacao de ervais com elevada produtividade, qualidade e
rentabilidade é desejavel. Porém, a baixa qualidade genética das
sementes utilizadas tem sido um fator limitante e a producao
ainda é insuficiente (ZANON, 1988; RESENDE; STURION;
MENDES,1995; MACCARI JUNIOR, 2000).

Nesse sentido, a implantacdao de pomares de sementes sao
extremamente importantes para o melhoramento da espécie, pois
o sucesso de plantios a curto e longo prazo depende da qualidade
genética das sementes empregadas. A qualidade genética é
influenciada pelo sistema de reproducdo, como taxa de
autofecundacao, contaminagcao por pdlen externo, variacdes na
fenologia de florescimento, variacao individual na fertilidade
masculina e distancia de dispersao de pélen. Sendo assim, estudos



dos padrdes de isolamento, reproducao e dispersao de pdélen sao
extremamente importantes para assegurar a qualidade genética
das sementes produzidas em pomares de sementes (RITLAND;
EL-KASSABY, 1985; WANG, 2004). Diversos trabalhos tém sido
realizados utilizando marcadores bioquimicos (isoenzimas) e
moleculares para avaliar a dindmica reprodutiva de pomares de
sementes (XIE; KNOWLES, 1994; PLOMION et al., 2001;
COTTRELL; WHITE, 1995; MORIGUCHI et al., 2004; STOEHR;
NEWTON, 2002; HANSEN; KJAER, 20086).

O objetivo do nosso trabalho foi estudar os niveis de
imigracao, a distancia de dispersdo de pdlen e o sistema de
reproducdo em um pomar de sementes de |. paraguariensis.

Metodologia
Caracteristicas da espécie

|. paraguariensis é uma espécie didica criptica, com flores
diclinas e um dos sexos abortivo (FERREIRA et al., 1983) (Figura
1). O periodo de floracédo ocorre de setembro a dezembro (REITZ
et al., 1988; SOUSA et al., 2003). A polinizacdo é realizada,
principalmente, por insetos (entoméfila), podendo ocorrer alguma
transferéncia de pélen pelo vento. A dispersdao de sementes ocorre
por zoocoria, especialmente por aves (FERREIRA et al., 1983).
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Figura 1. Inflorescéncias (A - masculinas e B - femininas) e flores (C - masculinas
e D - femininas) de /. paraguariensis (Fotos cedidas por Valderés A. de Sousa
e Tiago L. Daros/Embrapa Florestas).

Local de estudo e amostragem

A area de estudo foi um pomar de sementes de /.
paraguariensis, localizado na Embrapa Florestas, em Colombo,
Paranad. O pomar é proveniente do desbaste realizado em um
teste combinado de procedéncias e progénies, sendo as arvores
selecionadas com base na producao de massa foliar. O mesmo é
formado por 82 arvores originadas de trés procedéncias do Estado
do Parana (Toledo, Cascavel e Campo Mourao) e uma do Estado
do Rio Grande do Sul (Soledade). Para as andlises genéticas,
coletaram-se tecidos foliares de 25 arvores matrizes, das suas
respectivas progénies (30 individuos por matriz) e de todas as
arvores masculinas do pomar (45 arvores). Doze arvores femininas
nao foram analisadas, pois ndo produziram o ndmero desejado
de descendentes. Amostras de folhas jovens foram coletadas
das arvores adultas e acondicionadas em geladeira a 5 °C. Os
frutos, apds a coleta, foram macerados para a separacao das
sementes. As mesmas foram secas, estratificadas, germinadas
e, posteriormente, repicadas para tubetes (36 plantulas de cada
matriz).

Extracao das enzimas e eletroforese

O tampao de extracao utilizado foi adaptado do empregado
em Araucaria angustifolia, detalhes em (WENDT, 2005). A
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separacao dos produtos protéicos foi realizada a partir de
eletroforese horizontal, tendo como suporte penetrose (13 %) e
sacarose (1,35 %). Quatro sistemas isoenzimaticos foram
utilizados para as anélises: PGl e GOT, no tampao Litio-borato
pH 8,1 e 6-PGDH e G-6PDH, no tampao Tris-citrato pH 7,5. Foram
analisados os seguintes locos génicos: GOT-A, PG/-B, 6-PGDH-
A, 6-PGDH-B e G-6PDH-A.

Andlise dos dados

O isolamento do pomar foi analisado por exclusao de
paternidade, utilizando o método de méaxima verossimilhanca
implementado no programa CERVUS 2.0 (MARSHALL et al.,
1998). Considerou-se pélen imigrante o pdélen que fecundou
sementes que nao tiveram um parental masculino determinado
dentro do pomar. O nivel de confianca utilizado foi de 80 %,
conforme sugere Marshall et al. (1998). Também considerou-se
a possibilidade de 30 % do pélen ser imigrante e taxa zero de
erro de tipagem entre o gendétipo das plantulas e do possivel
candidato a pai.

O sistema de reproducao foi analisado com base nos modelos
de reproducao misto de Ritland e Jain (1981) e cruzamentos
correlacionados (RITLAND, 1989), utilizando o programa
“Multilocos MLTR” (RITLAND, 2004). Os parametros estimados
foram: freqléncias alélicas dos 6évulo e pdlen; indice de fixacao

nas arvores maternas (F

mat )’

taxa populacional de cruzamento
multiloco (7, ); taxa populacional de cruzamento uniloco (¢, ); taxa
de cruzamento entre individuos aparentados (1-f,) e correlacéo

multiloco de paternidade (fp(m) ). O erro padrao das estimativas
dos parametros foi obtido por 500 reamostragens bootstraps. O

nimero efetivo de arvores polinizadoras (N,,) foi calculado da

correlacdo de paternidade por Nep =1/fp (RITLAND, 1989). A

inferéncia sobre os cruzamentos aleatérios foi também realizada
pelo teste de homogeneidade das freqiiéncias alélicas dos 6vulos
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e do pélen, usando a estatistica Fg, (WRIGHT, 1965). A

significancia estatistica do pardmetro para cada loco foi obtida
pelo teste de qui-quadrado, proposto por Workman e Niswander
(1970):, com, em que n é o nUmero de gametas nos dois grupos
(pdlen e 6vulo); kK o nUmero de alelos e s 0 niumero de grupos.
Esta estatistica também foi utilizada para verificar se as
freqUéncias alélicas do pdlen efetivo divergiam das freqiiéncias
alélicas das arvores masculinas e se as freqliéncias alélicas das
arvores masculinas diferiam das arvores femininas.

Os indices de fixacdo das arvores adultas (£, masculinas

mais femininas), arvores masculinas (£, ) e das progénies (Fp)

foram calculados a partir da expressao proposta por Weir (1996).
Os indices de fixacao e seus respectivos intervalos de confianca,
obtidos por 10 mil reamonstragens bootstraps, foram estimados
utilizando o programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 1999). O parentesco
dentro das progénies foi inferido da estimativa do coeficiente

médio de coancestria (@xy) entre plantas dentro de progénies,

usando a expressao proposta por Sousa et al. (2005) para espécies
didicas: ®,, =0,125(1+ F,)(1+7,) . Dos coeficientes de
coancestria e endogamia das progénies, estimou-se o tamanho
efetivo de variancia, N, = 0,5/{0_ [(n—1)/n]+ |1+ £, )/ 2n
(COCKERHAM, 1969), em que n é o nUmero de plantas dentro
de progénies.

Seguindo a metodologia proposta por Smouse et al., (2001),
realizou-se a andlise TwoGENER, usando o genétipo e a localizacao
espacial das drvores matrizes e os gendétipos de suas respectivas
progénies. O principio do método é estimar a diferenciacdo no

conjunto génico do pdlen ( ) recebido por diferentes arvores

de uma populacao, usando andlise de variancia. A contribuicao
paterna de cada semente é deduzida pela subtracdo do gameta
materno do gendtipo dipléide de cada semente, loco por loco.
Apébs, os gametas paternos de diferentes arvores matrizes sao
submetidos a uma analise de varidncia molecular (ANOVA), de
onde se obtém a medida de diferenciacao genética entre o pélen

349



recebido por diferentes arvores, a partir de uma correlacao
intraclasse [ 1, derivada dos componentes de
variacao genética entre a freqiiéncia do pdlen de diferentes arvores

(o-j) e dentro de arvores (0',2,, ). A analise TwoGENER foi conduzida

utilizando uma implementacao do algoritmo TwoGENER, programado
F. Austerlitz (Université Paris-Sud, France). O intervalo de

confianca a 95 % de probabilidade do parametro @ , foi estimado

por 1.000 reamostragens bootstrap entre progénies.
Adicionalmente, Austerlitz e Smouse (2001a) tém mostrado que

0 parametro pode ser superestimado se existir endogamia na
populacao parental. Assim, o pardmetro foi corrigido para o
coeficiente de endogamia na geracao parental ( ) por:

Q}, =®,/(1+F,) (AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001a). Contudo,

como o pardmetro @, é medido apenas em relacdo ao conjunto

de poélen (SMOUSE e SORK, 2004), a correcao foi realizada em
relacdo ao coeficiente de endogamia estimado nas arvores

paternas ( ) e o parametro Fp foi substituido na férmula por

!

F, .Do parametro @', foi também estimado o nimero de doadores

de pélen por, (SMOUSE et al., 2001). Seguindo a
metodologia de Austerlitz e Smouse (2001b; 2002), foi estimado
o valor global do pardmetro ® , e da distancia de disperséo de

pélen (), assumindo duas curvas de dispersdo: uma curva normal

e uma exponencial para a densidade de arvores masculinas
reprodutivas do pomar (d=0.0045). A area efetiva de vizinhanca

de polinizacdo ( ) foi calculada assumindo distribuicdo de pélen
circular homogénea ao redor de cada arvore matriz, de raio igual

a distancia de dispersao de pdlen, ,Qlep = \/5/3,1415 .
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Resultados e discussao
Taxa de imigracdo de pélen

Foram observados baixos niveis de imigracdao de pélen no
pomar. Das 638 sementes tipadas para os cinco locos
isoenzimaticos, apenas seis (cerca de 1 %) apresentaram
discordancia com o genétipo das 45 arvores masculinas do pomar.
Esse resulado era esperado, visto que nao existem outros
exemplares da espécie préximos ao pomar. Contudo, o poder de
exclusao de um candidato a pai, quando este nao é o verdadeiro
pai, para o conjunto de locos utilizados foi extremamente baixo
(0,520, variando entre locos de 0,035 a 0,284). A causa pode
ser atribuida ao limitado nimero de locos usados e baixo
polimorfismo destes locos.

Comparativamente a outros estudos de imigracao ou
contaminacao de pdlen em pomares de sementes de espécies
arboreas, a taxa aqui detectada é a mais baixa ja reportada. Foram
encontrados na literatura 4,3 % de contaminagdao em um pomar
clonal de Abies nordmanniana (HANSEN; KJAER, 2006) e 5 %
para Pinus contorta var. latifolia (STOEHR; NEWTON, 2002),
geralmente essas taxas sao superiores, como por exemplo, os
relatados em pomares de sementes de Picea abies 16 %, (XIE;
KNOWLES, 1993), Pinus pinaster 36 %, (PLOMION et al., 2001)
e Pseudotsuga menziesii minimo 31 %.

Freqiiéncias alélicas do 6vulo e pélen

A estimativa das divergéncias entre as freqiiéncias alélicas
do pélen e dos 6vulos mostrou diferencas significativas para os
locos PGI-B e 6-PGDH-B ao nivel de 0,1 % de probabilidade (Tabela
1). De acordo com a comparacao nas freqiéncias alélicas das
arvores masculinas e femininas (Tabela 1), existem diferencas
genéticas significativas entre os sexos para o loco G-6PDH-A.
Nas fémeas, o alelo A, foi predominante, enquanto nos machos,
as frequéncias dos alelos A, e A, foram semelhantes. Contudo,
isto nao explica os desvios observados nos locos PG/-B e 6-PGDH-
B. Acredita-se que, neste caso, as divergéncias entre as
freqliéncias de pdélen e 6vulo ocorram devido ao cruzamento entre
individuos aparentados, cruzamentos biparentais e/ou assincronia
do periodo de florescimento.
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Tabela 1. Divergéncia genética entre as freqiiéncias alélicas do pélen e évulo ( Fr(pp) ),

arvores femininas e masculinas ( Fsr ) ) Fsrpvry ) @M pomar de sementes

e polen e arvores masculinas (

de /. paraguariensis.

Loco Alelo Pélen Ovulo FST(PO) Fémeas Machos FST(FM) FST(R
GOT-A 1 0,930 0,940 0,940 0,922
2 0,070 0,060 0,000 0,060 0,078 0,001 0,000
PGI-B 1 0,149 0,280 0,280 0,167
2 0,673 0,600 0,600 0,711
3 0,108 0,080 0,080 0,067
4 0,069 0,040 0,011 * 0,012 0,002
*
* 0,040 0,056
6-PGDH-A 1 0,238 0,280 0,222 0,210
2 0,762 0,720 0,002 0,778 0,790 0,000 0,001
6-PGDH-B 1 0,947 0,980 0,980 0,956
2 0,053 0,020 0,008 * 0,005 0,000
* 0,020 0,044
G-6PDH-A 1 0,795 0,780 0,786 0,530
2 0,205 0,220 0,000 0,214 0,470 0,072 ** 0,079

(***) P<0,001; (**) P<0,01.



Homogeneidade nas freqiiéncias alélicas do pdlen efetivo
e das arvores masculinas

Apenas o loco G-6PDH-A apresentou divergéncia genética
significativa (P<0,01) entre as freqliéncias alélicas do pdlen
efetivo e das arvores masculinas (Tabela 1), indicando que o
poélen efetivo ndo representa as freqiiéncias alélicas da populacéao
masculina. Este resultado pode ser indicativo de desvios de
cruzamentos aleatérios, visto que nem todas as arvores
masculinas contribuiram de forma homogénea para a
descendéncia. Diversos fatores podem ser responsaveis por essa
divergéncia, dentre eles: cruzamentos biparentais, que podem
estar associados as vizinhancas de polinizacao; variacao espacial
e temporal na fenologia de florescimento e fecundidade; e a
proporcao de arvores adultas, contribuindo efetivamente no
processo reprodutivo (MURAWSKI et al., 1991). Outra causa pode
ser a presenca de cruzamentos correlacionados.

Endogamia no pomar

A estimativa do indice de fixacao foi positiva e nao

significativamente diferente de zero na populacdo adulta (]:“a=

0,061), mas positiva e significativa nas progénies (ﬁp = 0,105;
P<0,05), indicando endogamia e sugerindo a ocorréncia de selecéo
contra homozigotos entre as fases de sementes e adulta (Tabela
2). Em espécies didicas como /. paraguariensis, a causa de
endogamia é o cruzamento entre individuos parentes (endogamia
biparental). Como em espécies didicas o coeficiente de endogamia
nas progénies é igual ao coeficiente de coancestria entre os
parentais cruzados, é possivel afirmar que a endogamia de 0,105
(Tabela 2) foi gerada pelo cruzamento entre parentes

aproximadamente no grau de meios-irmaos (ny= 0,125). Isto

indica que embora o pomar tenha sido desbastado, permanecem
individuos parentes de sexos opostos e que estd ocorrendo a
reproducao entre estes.
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Tabela 2. Estimativas de parametros de endogamia, sistema de reproducao e fluxo
de polen em pomar de sementes de /. paraguariensis.

continua
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Tabela 2. Estimativas de parametros de endogamia, sistema de reproducao e fluxo
de pélen em pomar de sementes de /. paraguariensis.

Parametros

Estimativas

Diferenciacdo no conjunto de pdlen: cht

, A .
Diferenciacao corrigida no conjunto de pdlen: cDﬁ - (th /(1+Fm)

Numero efetivo de arvores polinizadoras:

Média da distancia de dispersado de pélen:
Média da distancia de dispersao de pdélen:

0

exp onencial (M)

Area de vizinhanca de dispersdo de pélen:
Area de vizinhanca de dispersdo de pélen:

Aep (exp onencial) (ha)

N, =1/2d,

modelo normal: 5normal (m)
modelo exponencial:

modelo normal: Aep(normal) (ha)
modelo exponencial:

0,149 (0,038 a 0,20
0,132 (0,027 a 0,18
3,8 (2,7 a 18,b)
14,1

15,9

0,06
0,08

() 1C

95%

a: Tipados para 5 locos.

= intervalo de confianca do erro padrdo (EP) a 95 % de probabilidade, 1,96 EP ;



Observa-se excesso significativo de heterozigotos nas

fémeas (F

mat

= -0,200, P<0,05) e endogamia significativa nos

machos (ﬁm = 0,125, P<0,05) (Tabela 2). Em espécies

lenhosas didicas, as fémeas apresentam um esforco
reprodutivo (florescimento e frutificagcado) superior aos machos,
empregando grande parte dos seus recursos na reproducao e
menos na manutencao e crescimento. Conseqlientemente, a
taxa de mortalidade é superior nas fémeas (LLOYD; WEBB,
1977). O excesso de heterozigotos observados nas fémeas de
. paraguariensis poderia ser justificado pela morte prematura
dos individuos endogadmicos, através da selecao natural, devido
a menor capacidade adaptativa e ao reduzido vigor ou pela
eliminacao das fémeas, supostamente homozigotas, menos
produtivas da populacao, visto que foi realizada uma selecao
em relacado a producao de massa foliar.

Taxas de cruzamento multilocos e unilocos

As taxas de cruzamento multilocos e unilocos foram altas
(>0.95) e estatisticamente diferentes de um, a julgar pelo
intervalo de confianca do erro a 95 % de probabilidade (Tabela
2). Em espécies didicas, toda a diferenca das taxas multilocos e
unilocos pode ser atribuida aos cruzamentos entre individuos
aparentados. A diferenca entre a taxa de cruzamento multilocos

da unidade (l—fm ), que no caso apresentou a menor estimativa

de cruzamento, indicou a ocorréncia de 4,5 % de cruzamentos
entre individuos parentes. Isto explica a alta endogamia observada
nas progénies e confirma que realmente ocorreram cruzamentos
entre parentes no pomar.

Cruzamentos correlacionados

Os resultados indicaram alta taxa de cruzamentos biparentais

(7, =0,401), e que aproximadamente 40 % das sementes de

arvores individuais eram parentes no grau de irmaos-completos.
Este resultado pode explicar os desvios observados entre as
freqliéncias alélicas das arvores masculinas e do pdlen que
efetivamente fecundou as arvores matrizes, assim como as causas 356
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dos cruzamentos biparentais que sdao as mesmas apresentadas
neste topico.

O numero efetivo de arvores (Nep) participando na

polinizacao foi estimado em apenas trés (2,5), demonstrando forte
restricdo na contribuicdo paterna (Tabela 2). Se no pomar os
cruzamentos fossem perfeitamente aleatdrios, todas as arvores
masculinas contribuiriam para a descendéncia e as progénies
seriam predominantemente de meios-irmaos.

Tamanho efetivo da variancia

O coeficiente médio de coancestria dentro de progénies
(0©,,) foi estimado em 0,186, valor este que é 32,8 % superior
ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). O tamanho
efetivo de variancia ( ) médio para cada progénies foi estimado

em 2,53. Este valor é 36,7 % inferior ao esperado em sementes
coletadas de 37 arvores matrizes de uma populacao idealizada,
onde o tamanho efetivo de variancia corresponde a quatro

( Ne(v)

caracterizam a populacéao idealizada causam reducdes no tamanho
efetivo de variancia.

=0,5/@xy=0,5/0,125). Desvios das pressuposicées que

Heterogeneidade no conjunto de pélen e nimero de doadores
de pélen

A andlise de varidncia do conjunto de poélen recebido por
diferentes arvores matrizes detectou forte estrutura genética

(CfDﬁ =0,149, P<0,05). A diferenciacdo génica no conjunto pode

ser afetada pela estrutura genética espacial das arvores adultas,
autofecundacao e endogamia na populacao parental
(AUSTERLITZ; SMOUSE, 2001a; SMOUSE; SORK, 2004). /.
paraguariensis é didica e, portanto, ndo ocorrem autofecundacoes,
de forma que se descarta este fator como causa da alta
heterogeneidade observada no conjunto de pdlen. A presente
populacao é também um pomar de sementes desbastado, a partir
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de alta intensidade de selecao, de forma que se permanece alguma
estruturacao espacial ela é provavelmente fraca. Contudo, um
alto grau de endogamia foi observado na populacdao parental
masculina (Tabela 2). Levando em conta este valor, a correcao
da medida de diferenciacao genética entre o conjunto de pdlen
para o coeficiente de endogamia das arvores masculinas reduziu
o valor de 0,149 para 0,132. Tal resultado sugere diferenca
significativa na distribuicdo do conjunto de pélen de arvore matriz
para arvore matriz, reforcando os prévios resultados que indicam
desvios de cruzamentos aleatérios dentro do pomar.

O ndmero efetivo de arvores polinizadoras também foi estimado

com o parametro ® , (SMOUSE et al., 2001), por meio da anélise

TwoGener, sendo igualmente baixo, . A pequena

diferenca entre os dois célculos se deve ao método de estimativa
dos valores. O modelo de cruzamentos correlacionados de Ritland
(1989) usa um método de maxima verossimilhanca para estimar
a correlacao de paternidade e, assim, explora melhor as
informacdes multilocos. O modelo TwoGEeNER, por sua vez, estima
este pardmetro indiretamente, a partir de um coeficiente de
correlacao intraclasse. Contudo, em termos praticos, ambos
indicam gque um baixo nimero de arvores polinizadoras (trés a
quatro arvores) fecundou cada arvore matriz.

Distancia de fluxo de pélen e area de vizinhanca de
polinizacao

A estimativa da distdncia média de dispersao de pdlen dentro
do pomar foi relativamente baixa. A distancia média calculada
pelo modelo normal indica que o pdélen é geralmente disperso
dentro de uma area de vizinhanca de polinizacdo de 0,06 ha, ou
dentro de um circulo com um raio de 14,1 m. A aplicacdo do
modelo exponencial indicou uma area de polinizacdo um pouco
maior. Para este modelo, a drea de vizinhanca foi estimada em
0,08 ha, ou uma area circular de raio igual a 15,9 m. A é&rea de
vizinhanca de polinizacdo estimada para o modelo exponencial
corresponde a apenas 10 % da éarea total do pomar, indicando
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uma forte limitacdo na distribuicdo do pdélen. As causas podem
ser o assincronismo no florescimento e comportamento dos
polinizadores visitando preferencialmente arvores préximas.

Conclusoes

1.

O pomar de sementes apresenta alto grau de isolamento de
polen externo;

A reproducao no pomar de sementes de /. paraguariensis
envolve cruzamentos entre individuos aparentados e
cruzamentos biparentais, gerando progénies de polinizacao
aberta com alto grau de parentesco e endogamia;

Existe forte heterogeneidade genética no conjunto de pdlen
recebido por diferentes arvores maternas;

A darea efetiva de vizinhanca de polinizacdo dentro do pomar
é restrita, corresponde a aproximadamente 10 % da éarea total
compreendida pelo pomar;

E necesséria a realizacao de uma nova selegao no pomar, no
sentido de eliminar arvores parentes de sexos diferentes;

O tamanho efetivo de variancia das sementes coletadas do
pomar é menor do que o tamanho efetivo potencial do pomar.
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