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Baixa taxa de contaminação de pólen, desvios de cruzamentos aleatórios e 
endogamia em um pomar de sementes de Ilex paraguariensis l.

Low pollen contamination rate, deviations from random matings, 
and inbreeding in an Ilex paraguariensis I. seed orchard

Simone Neumann Wendt¹, Valderês Aparecida de Sousa², Marguerite Quoirin³, 
Maria Cristina Mazza4, José Alfredo Sturion², Alexandre Magno Sebbenn5

Resumo

Os níveis de imigração, a distância de dispersão de pólen e o sistema de reprodução foram investigados 
em um pequeno pomar de sementes de Ilex paraguariensis St. Hill. (erva-mate) em Colombo, estado do 
Paraná, Brasil, usando cinco locos isoenzimáticos. Para essa finalidade, foram amostradas todas as ár-
vores masculinas do pomar, e as sementes de polinização aberta de 25 árvores matrizes (30 sementes 
por árvore matriz). A taxa de imigração de pólen de fora do pomar foi baixa (cerca de 1%). Contudo, foram 
detectados cruzamentos entre indivíduos aparentados e alta taxa de cruzamentos correlacionados (1 - tm 
= 0,045, rp(m) = 0,401, respectivamente), indicando que a reprodução no pomar não foi aleatória. Usando 
análise TwoGener do conjunto gênico do pólen, foi detectada significante estrutura genética entre as ár-
vores matrizes (�ft = 0,132, P<0,05). O número efetivo de doadores de pólen foi baixo (Nep entre 3 e 4). As-
sumindo um modelo de dispersão exponencial e usando a atual densidade de árvores adultas reprodutivas 
do pomar, estimou-se uma área efetiva de vizinhança de polinização (Aep) de 0,08 ha, o que corresponde 
a um raio de polinização de 15,9 m ao redor das árvores matrizes. Os resultados indicam que sementes 
coletadas do pomar podem apresentar significativos níveis de endogamia, altos níveis de parentesco e 
baixo tamanho efetivo de variância. 

Palavras-Chave: Espécies arbóreas, Análise de paternidade, Análise TWOGENER, Distância de dis-
persão de pólen, Tamanho efetivo de variância

Abstract

Using five isozyme loci, the levels of pollen immigration, pollen dispersal distance, and mating system were 
investigated in a small Ilex paraguariensis seed orchard established in Colombo, Paraná State, Brazil. All 
male trees in the orchard, together with open-pollinated seeds from 25 seed-trees (30 seeds per seed-tree) 
were sampled for the analysis. The pollen immigration rate from outside of the orchard was low (about 1%). 
However, mating among relatives and high rate of correlated mating were detected (1 - tm = 0.045, rp(m) = 
0.401, respectively), indicating non-random mating in the seed orchard. Using TwoGener analysis of the 
pollen gene pool, a significant genetic structure across seed-trees was detected (�ft = 0.132, P<0.05). The 
number of effective pollen donors was low (Nep between 3 and 4). Assuming an exponential distribution and 
considering the actual density of adult male trees in the orchard, it was found that the effective pollination 
neighbourhood area (Aep) is 0.08 ha, that corresponds to a pollination radius of 15.9 m around seed trees. 
The results indicate that seed collections from the orchard can present some levels of inbreeding, high 
levels of relatedness, and low variance effective size. 

Keywords: Tree species, Paternity analysis, TWOGENER analysis, Pollen dispersal distance, Effective 
variance size
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INTRODUÇÃO

Um pomar de sementes consiste em um plan-
tio de árvores selecionadas onde sementes são pro-
duzidas massalmente para obter ganhos genéticos 
(ZOBEL e TALBERT, 1984). Pomares de sementes 
são de vital importância no melhoramento de es-
pécies arbóreas, visto que o sucesso de plantios no 
curto e longo prazo depende da qualidade gené-
tica das sementes que o pomar produz (KAYA et 
al., 2006). A qualidade genética das sementes é 
influenciada pelo sistema de reprodução no po-
mar, como taxa de autofecundação, contamina-
ção por pólen não melhorado de fora do pomar, 
variações na fenologia de florescimento, variação 
individual na fertilidade masculina e distância de 
dispersão de pólen. Todos estes fatores podem re-
duzir a qualidade genética das sementes e os ga-
nhos genéticos preditos para o pomar. Por isso, 
estudos dos padrões de isolamento, reprodução e 
dispersão de pólen são extremamente importantes 
para assegurar a qualidade genética das sementes 
produzidas em pomares de sementes (RITLAND e 
EL-KASSABY, 1985; WANG, 2004).

Marcadores isoenzimáticos e moleculares 
têm sido intensivamente utilizados para avaliar 
a dinâmica reprodutiva de pomares de semen-
tes. Tais estudos têm sido conduzidos para esti-
mar a taxa de autofecundação (XIE e KNOWLES, 
1994; COTTRELL e WHITE, 1995; STOEHR e 
NEWTON, 2002; MORIGUCHI et al., 2004), taxa 
de imigração ou contaminação dos pomares por 
pólen externo (FRIEDMAN e ADAMS, 1985; XIE 
e KNOWLES, 1994; ADAMS et al., 1997; BUITE-
VELD et al., 2001; STOEHR e NEWTON, 2002; 
BURCZYK et al., 2004; MORIGUCHI et al., 2004; 
SLAVOV et al., 2005; HANSEN e KJAER, 2006; 
KAYA et al., 2006), variação na fertilidade ou 
contribuição polínica (PLOMION et al., 2001; 
STOEHR e NEWTON, 2002), distância de fluxo 
de pólen dentro dos pomares (BURCZYK et al., 
2004), averiguação do número de doadores de 
pólen (MORIGUCHI et al., 2004; SLAVOV et al., 
2005; HANSEN e KJAER, 2006) e seleção no po-
mar de sementes (GRATTAPAGLIA et al., 2004). 

Embora pomares de sementes sejam geral-
mente isolados de plantios da mesma espécie, 
para evitar a contaminação por pólen externo 
não melhorado, e implantados seguindo deline-
amentos específicos, que favorecem a reprodu-
ção por grande número de diferentes genótipos, 
vários estudos têm revelado intensa contamina-
ção por pólen externo, autofecundações e des-
vios de cruzamentos aleatórios (PLOMION et 

al., 2001; BURCZYK et al., 2004; GRATTAPAGLIA 
et al., 2004; KAYA et al., 2006). Tais resultados 
explicam muitas diferenças observadas entre os 
ganhos genéticos preditos e os realizados para 
as sementes coletadas dos pomares.

Os padrões de isolamento e dispersão de 
pólen em pomares de sementes são geralmente 
avaliados utilizando-se análises de paternida-
des. Este tipo de análise permite verificar o grau 
de isolamento do pomar, quantificar a taxa de 
autofecundação, descrever a distância e o pa-
drão de dispersão de pólen, bem como avaliar 
a contribuição polínica efetiva dos indivíduos 
para as sementes. Contudo, análises de paterni-
dade requerem locos marcadores com um alto 
grau de polimorfismo, em termos de número de 
alelos por loco, para garantir um mínimo poder 
de exclusão (>0,99) que permita confiabilidade 
nos resultados obtidos. Recentemente, um novo 
método híbrido da análise de paternidade e 
análise do sistema de reprodução foi proposto. 
Este método, denominado de análises TwoGe-
ner, não requer uma grande quantidade de locos 
altamente polimórficos e que todos os genóti-
pos de uma população tenham sido acessados 
para descrever os diversos aspectos do processo 
de reprodução, como heterogeneidade no con-
junto do pólen recebido por diferentes árvores 
e distância de fluxo de pólen (SMOUSE et al., 
2001). A análise TwoGener acessa estes fatores 
combinando aspectos da demografia da popula-
ção estudada, como densidade de indivíduos re-
produtivos e modelos de dispersão de pólen (os 
mais usados são o modelo normal, exponencial 
e leptocurtica). Essa análise tem sido eficien-
temente usada para descrever tais padrões em 
populações naturais de várias espécies arbóreas 
(SORK et al., 2002; DICK et al., 2003; DEGEN et 
al., 2004; ROBLEDO-ARNUNCIO et al., 2004; 
SORK et al., 2005). Considerando as característi-
cas deste método, este pode também ser aplica-
do para descrever os padrões reprodutivos e de 
dispersão de pólen em pomares de sementes. 

O objetivo deste estudo foi investigar o nível 
de isolamento e os padrões de reprodução de 
um pequeno pomar de sementes de Ilex para-
guariensis St. Hil. implantado em Colombo, no 
estado do Paraná, usando cinco locos isoenzi-
máticos. Os seguintes aspectos foram acessados: 
i) Qual é a taxa de imigração de pólen externo 
não melhorado no pomar? ii) Os cruzamentos 
são aleatórios no pomar? iii) O conjunto de pó-
len recebido por diferentes árvores matrizes no 
pomar é homogêneo? iv) Qual é a área efetiva 



187
Sci. For., Piracicaba, v. 37, n. 82, p. 185-196, jun. 2009

de polinização e a distância média de fluxo de 
pólen dentro do pomar? v) Qual é o tamanho 
efetivo de variância de sementes coletadas de 
polinização aberta no pomar?

MATERIAL E MÉTODOS

A espécie estudada
Ilex paraguariensis, popularmente conhecida 

como erva-mate, é uma espécie dióica críptica, 
com flores díclinas e um dos sexos abortivo (FER-
REIRA et al., 1983). O período de floração ocor-
re de setembro a dezembro (REITZ et al., 1988; 
SOUSA et al., 2003). A polinização é realizada, 
principalmente, por insetos (entomófila), po-
rém, pode ocorrer alguma transferência de pólen 
pelo vento. A dispersão de sementes ocorre por 
zoocoria, especialmente por aves (FERREIRA et 
al., 1983). A espécie apresenta grande valor eco-
nômico pela utilização de suas folhas como chá, 
mas devido às suas propriedades fitoquímicas, 
possui grande potencial para outras aplicações 
industriais (MACCARI JUNIOR, 2000).

Local de estudo e amostragem
O estudo foi conduzido em um pequeno po-

mar de sementes por mudas de I. paraguariensis, 
com 14 anos de idade, proveniente do desbaste 
em um teste de combinado de procedências e 
progênies (Figura 1), localizado na Embrapa Flo-
restas, em Colombo, estado do Paraná, a 25º 20’ 
S, 49º 14’ W e 920 m de altitude. As árvores foram 
selecionadas para a produção de massa foliar. 

O pomar é constituído por 82 árvores origi-
nadas de três procedências do estado do Paraná, 
Toledo (24º 43’ S, 53º 45’ W e 530 m de alti-
tude), Cascavel (24º 57’ S, 53º 27’ W e 750 m 
de altitude) e Campo Mourão (24º 02’ S, 52º 
24’ W e 590 m de altitude), e uma do estado 
do Rio Grande do Sul, Soledade (28º 49’ S, 52º 
30’ W e 700 m de altitude). Da procedência To-
ledo foram selecionadas 21 árvores femininas e 
31 masculinas; de Cascavel foram selecionadas 
sete árvores femininas e cinco masculinas; de 
Campo Mourão foram selecionadas sete árvores 
femininas e seis masculinas; e de Soledade duas 
árvore feminina e três masculinas. 

Para as análises genéticas, no ano de 2003, 
coletaram-se tecidos foliares de 25 das 37 ár-
vores femininas, de suas respectivas progênies 
(30 indivíduos por matriz) e de todas as ár-
vores masculinas presentes no pomar (45 
árvores). Doze árvores femininas não foram 
analisadas, pois não produziram o número de 
descendentes desejados. 

Amostras de folhas jovens foram coletadas 
das árvores adultas e acondicionadas em ge-
ladeira a 5º C. Os frutos, após a coleta, foram 
imediatamente macerados para a separação das 
sementes, as quais foram secas, estratificadas 
para amolecimento do tegumento e maturação 
dos embriões, germinadas diretamente no solo 
e quando as plântulas atingiram, aproximada-
mente, 3 cm de altura e apresentaram três folío-
los, foram repicadas para tubetes (30 plântulas 
de cada matriz). 

Figura 1. Esquema do pomar de sementes de Ilex paraguariensis.
Figura 1. Map of the Ilex paraguariensis seed orchard.
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Extração das enzimas e eletroforese
Detalhes do processo de seleção dos siste-

mas isoenzimáticos, dos tampões de extração e 
condições de corrida são encontrados em Wendt 
(2005). Apresentam-se aqui apenas as informa-
ções mais relevantes. O tampão de extração uti-
lizado foi adaptado do empregado em Araucaria 
angustifolia (para detalhes ver WENDT, 2005). A 
separação dos produtos protéicos foi realizada 
a partir de eletroforese horizontal, tendo como 
meio suporte de penetrose (13 %) e sacarose 
(1,35%). Quatro sistemas isoenzimáticos foram 
utilizados para as análises: PGI e GOT, corri-
dos no tampão Lítio-borato pH 8,1 e 6-PGDH 
e G-6PDH, corridos no tampão Tris-citrato pH 
7,5. Foram analisados os seguintes locos gêni-
cos: GOT-A, PGI-B, 6-PGDH-A, 6-PGDH-B e G6-
PDH-A. A interpretação dos zimogramas seguiu 
padrões descritos por Alfenas (1998). As zonas 
codificadoras foram identificadas a partir da sua 
migração; a mais rápida (catódica) foi denomi-
nada de zona um; a de migração mais lenta (anó-
dica) como dois, e assim subsequentemente. Esta 
identificação foi empregada tanto para as zonas, 
como para os alelos. O estudo detalhado da he-
rança, segregação e ligação entre os locos indicou 
que os cinco locos tinham herança codominante 
e não estavam ligados (WENDT, 2005).

Análise dos dados
O isolamento do pomar foi analisado por 

simples exclusão de paternidade, utilizando o 
método de máxima verossimilhança implemen-
tado no programa CERVUS 2.0 (MARSHALL et 
al., 1998). As análises foram conduzidas a par-
tir dos genótipos de 25 árvores matrizes e suas 
progênies (30 indivíduos/matriz) e de todas as 
45 árvores masculinas candidatas a pai. Consi-
derou-se pólen imigrante o pólen que fecundou 
o óvulo que deu origem a semente e que não 
teve parental masculino determinado dentro do 
pomar. Também foi considerada uma taxa zero 
de erro de tipagem entre o genótipo das plân-
tulas e do possível candidato a pai. Com este 
procedimento, não foi considerado que o pai 
determinado era obrigatoriamente o verdadeiro 
pai, mas sim, que a plântula analisada poderia 
ter um pai dentro do pomar. Desta forma, a taxa 
de imigração de pólen foi determinada a partir 
de casos em que o genótipo das sementes não 
correspondia a nenhuma das possíveis árvores 
masculinas do pomar. Este procedimento foi 
adotado devido ao baixo poder de exclusão do 
conjunto de locos utilizados (0,520). 

O sistema de reprodução foi analisado com 
base nos modelos de reprodução mista de Ri-
tland e Jain (1981) e cruzamentos correlaciona-
dos (RITLAND, 1989), utilizando o programa 
“Multilocos MLTR” (RITLAND, 2002). Os parâ-
metros estimados foram: freqüências alélicas dos 
óvulos e pólen; índice de fixação nas árvores ma-
ternas (Fmat); taxa populacional de cruzamento 
multiloco (tm); taxa populacional de cruzamento 
uniloco (ts); taxa de cruzamento entre indivídu-
os aparentados (1-tm) e correlação multiloco de 
paternidade (rp(m)). O erro padrão das estimati-
vas dos parâmetros foi obtido por 500 reamos-
tragens bootstraps. O número efetivo de árvores 
polinizadoras (Nep) foi calculado da correlação 
de paternidade por Nep=1/rp (RITLAND, 1989). 
A inferência sobre os cruzamentos aleatórios foi 
também realizada pelo teste de homogeneida-
de das freqüências alélicas dos óvulos e do pó-
len, usando a estatística FST (WRIGHT, 1965). 
A significância estatística do parâmetro FST para 
cada loco foi obtida pelo teste de qui-quadrado, 
proposto por Workman e Niswander (1970): 
χ²=2nFST(k-1), com GL=(k-1)(s-1), em que n é 
o número de gametas nos dois grupos (pólen e 
óvulo); k o número de alelos e s o número de 
grupos. Esta estatística também foi utilizada para 
verificar se as frequências alélicas do pólen efeti-
vo divergiam das frequências alélicas das árvores 
masculinas e se as frequências alélicas das árvo-
res masculinas diferiam das árvores femininas. 

Os índices de fixação das árvores adultas (Fa, 
masculinas mais femininas), árvores masculinas 
(Fm) e das progênies (Fp) foram calculados a par-
tir da expressão proposta por Weir (1996). Os ín-
dices de fixação e seus respectivos intervalos de 
confiança, obtidos por 10.000 reamonstragens 
bootstraps, foram estimados utilizando o progra-
ma GDA (LEWIS e ZAYKIN, 1999). O parentesco 
dentro das progênies foi inferido da estimativa 
do coeficiente médio de coancestria (Θ) entre 
plantas dentro de progênies, usando a expressão 
proposta por Sousa et al. (2005) para espécies 
dióicas: Θ=0,125(1+Fp )(1+rp(m)). Dos coeficien-
tes de coancestria e endogamia das progênies, 
estimou-se o tamanho efetivo de variância, 

Ne(v)=
0,5

(COCKERHAM, 1969),Θ( n-1 )+ 1+Fo

n 2n
^

n é o número de plantas dentro de progênies.
Seguindo a metodologia proposta por Smou-

se et al. (2001), realizou-se a análise TwoGener, 
usando o genótipo e a localização espacial das 
árvores matrizes e os genótipos de suas respecti-

^
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vas progênies. O princípio do método é estimar 
a diferenciação no conjunto gênico do pólen 
(Фft) recebido por diferentes árvores de uma po-
pulação, usando análise de variância. 

A contribuição paterna de cada semente é 
deduzida pela subtração do gameta materno 
do genótipo diplóide de cada semente, loco por 
loco. Após, os gametas paternos de diferentes ár-
vores matrizes são submetidos a uma análise de 
variância molecular (ANOVA), de onde se ob-
tém a medida de diferenciação genética entre o 
pólen recebido por diferentes árvores, a partir de 
uma correlação intra-classe [�ft=�²A/(�²W+�²A)], 
derivada dos componentes de variação genética 
entre a frequência do pólen de diferentes árvo-
res (σ²A) e dentro de árvores (σ²W). 

A análise TwoGener foi conduzida utilizando 
uma implementação do algoritmo TwoGener, 
programado F. Austerlitz (Université Paris-Sud, 
France). O intervalo de confiança a 95% de 
probabilidade do parâmetro   foi estimado por 
1.000 reamostragens bootstrap entre progênies. 
Adicionalmente, Austerlitz e Smouse (2001a) 
têm mostrado que o parâmetro Фft pode ser su-
perestimado se existir endogamia na população 
parental. Assim, o parâmetro Фft foi corrigido 
para o coeficiente de endogamia na geração pa-
rental (FP) por: Ф’ft=Фft /(1+Fp ) (AUSTERLITZ 
e SMOUSE, 2001a). Contudo, como o parâme-
tro Фft é medido apenas em relação ao conjunto 
de pólen (SMOUSE e SORK, 2004), a correção 
foi realizada em relação ao coeficiente de en-
dogamia estimado nas árvores paternas (Fm) e 
o parâmetro Fp foi substituído na fórmula por 
Fm. Do parâmetro Ф’ft, foi também estimado o 
número de doadores de pólen por, Nep=1/2 Ф’ft 
(SMOUSE et al., 2001). 

Seguindo a metodologia de Austerlitz e Smou-
se (2001b), Austerlitz e Smouse 2002) foi estima-
do o valor global do parâmetro Фft e da distância 
de dispersão de pólen (δ), assumindo duas curvas 
de dispersão: uma curva normal e uma exponen-
cial para a densidade de árvores masculinas repro-
dutivas do pomar (d=0,0045). A área efetiva de 
vizinhança de polinização (Aep) foi calculada as-
sumindo distribuição de pólen circular homogê-
nea ao redor de cada árvore matriz, de raio igual à 
distância de dispersão de pólen, Âep=√�/3,1415.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Taxa de imigração de pólen
Foram observados baixos níveis de imigra-

ção de pólen no pomar. Das 638 sementes ti-

padas para os cinco locos isoenzimáticos, ape-
nas 6 (cerca de 1%) apresentaram discordância 
com o genótipo das 45 árvores masculinas do 
pomar. Esta baixa taxa pode ser erro de tipagem 
ou imigração real de pólen. Uma baixa taxa de 
imigração de pólen era esperada, dado que não 
existem outros exemplares da espécie próximos 
ao pomar. Contudo, o poder de exclusão de um 
candidato a pai, quando este não é o verdadeiro 
pai, para o conjunto de locos utilizados foi ex-
tremamente baixo (0,520, variando entre locos 
de 0,035 a 0,284). A causa pode ser atribuída ao 
limitado número de locos usados e baixo poli-
morfismo, em termos de riqueza alélica, típico 
de locos isoenzimáticos. Portanto, é interessante 
repetir este ensaio usando marcadores altamente 
polimórficos, como locos microssatélites, para 
confirmar o grau de isolamento aqui observado.

Comparativamente a outros estudos de imigra-
ção ou contaminação de pólen em pomares de se-
mentes de espécies arbóreas, a taxa aqui detectada 
é a mais baixa já reportada. Os valores mais baixos 
encontrados na literatura foram de 4,3% de con-
taminação para um pomar clonal de Abies nord-
manniana (HANSEN e KJAER, 2006) e 5% para 
Pinus contorta var. latifolia (STOEHR e NEWTON, 
2002). Em geral, os valores foram muito superio-
res, como por exemplo, os relatados em pomares 
de sementes de Pinus taeda (46%, FRIEDMAN e 
ADAMS, 1985), Picea abies (16%, XIE e KNOW-
LES, 1994), Pinus sylvestris (48%, HARJU e NI-
KKANEN, 1996), Pinus pinaster (36%, PLOMION 
et al., 2001), Eucalyptus regnans (14%, BURCZYK 
et al., 2002), Eucalyptus grandis (39,2%, CHAIX et 
al., 2003), Cryptomeria japonica (média de 47,8%, 
MORIGUCHI et al., 2004) e Pseudotsuga menzie-
sii (mínimo 31%, SLAVOV et al., 2005). A qua-
lidade das sementes produzidas por um pomar 
de sementes depende em parte do isolamento do 
pomar. A contaminação de pomares de sementes 
por pólen externo é prejudicial para a qualidade 
das sementes (FRIEDMAN e ADAMS, 1985; SLA-
VOV et al., 2005), causando a redução nos ganhos 
genéticos preditos (FRIEDMAN e ADAMS, 1985). 
Assim, no presente caso, dada a baixa taxa de con-
taminação por pólen externo ao pomar de I. para-
guariensis, acredita-se que o impacto da imigração 
é baixo ou até negligível. 

Frequências alélicas dos óvulos e pólen
A estimativa das divergências entre as frequên-

cias alélicas do pólen e dos óvulos mostrou diferen-
ças significativas para os locos PGI-B e 6-PGDH-B 
ao nível de 0,1% de probabilidade (Tabela 1). 

^

^ ^

^
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Loco Alelo Pólen Óvulo FST(PO) Fêmeas Machos FST(FM) FST(PM)

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 *** 0,040 0,056 0,012 0,002

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 *** 0,020 0,044 0,005 0,000

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 **

Tabela 1. Divergência genética entre as freqüências alélicas do pólen e óvulo (FST(PO)), árvores femininas e masculinas 
(FST(FM)) e pólen e árvores masculinas (FST(PM)) em pomar de sementes de Ilex paraguariensis.

Table 1.   Genetic divergence between pollen and ovules gene frequencies (FST(PO)), female and male trees (FST(FM)) and 
pollen and male trees (FST(PM)) in a seed orchard of Ilex paraguariensis.

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

Em plantas dióicas a heterogeneidade nas 
frequências alélicas do pólen e do óvulo pode 
ser atribuída a diferenças na função masculina 
e feminina das plantas, imigração de pólen ex-
terno à população amostrada, seleção entre o 
período de polinização e análise isoenzimáti-
ca, amostragem não representativa das árvores 
maternas, desvios de cruzamentos aleatórios 
provocados por cruzamentos biparentais, cruza-
mentos entre indivíduos aparentados e variação 
na fenologia de florescimento e hábitos dos po-
linizadores. A baixa taxa de imigração de pólen 
indica que esta não deve ser a causa das diferen-
ças observadas. De acordo com a comparação 
nas frequências alélicas das árvores masculinas 
e femininas (Tabela 1), existem diferenças ge-
néticas significativas entre os sexos para o loco 
G-6PDH-A. Nas fêmeas, o alelo A1 foi predo-
minante, enquanto nos machos, as frequências 
dos alelos A1 e A2 foram semelhantes. Contudo, 
isto não explica os desvios observados nos locos 
PGI-B e 6-PGDH-B. Acredita-se que, neste caso, 
as divergências entre as frequências de pólen e 
óvulo ocorram devido ao cruzamento entre in-
divíduos aparentados, cruzamentos biparentais 
e/ou assincronia do período de florescimento. 
Sousa et al. (2003) realizaram estudo de feno-
logia no pomar no mesmo ano em que foram 
coletadas as sementes para esse trabalho, e os 
resultados obtidos por esses autores confirmam 
assincronia no período de florescimento. 

Homogeneidade nas frequências  
alélicas do pólen efetivo e das  
árvores masculinas

Apenas o loco G-6PDH-A apresentou diver-
gência genética significativa (P<0,01) entre as 

frequências alélicas do pólen efetivo e das árvo-
res masculinas (Tabela 1), indicando que o pó-
len efetivo não representa as frequências alélicas 
da população masculina, ou seja, o pólen não 
representa o conjunto gamético polínico poten-
cial presente nos machos. Este resultado pode 
ser interpretado como indicativo de desvios de 
cruzamentos aleatórios, visto que nem todas as 
árvores masculinas contribuíram de forma ho-
mogênea para a descendência.

Diversos fatores podem ser responsáveis por 
essa divergência, dentre eles: cruzamentos bipa-
rentais, que podem estar associados às vizinhan-
ças de polinização; variação espacial e temporal 
na fenologia de florescimento e fecundidade; e a 
proporção de árvores adultas contribuindo efeti-
vamente no processo reprodutivo (MURAWSKI 
et al., 1991). Outra causa pode ser a presença de 
cruzamentos correlacionados.

Endogamia no pomar
A estimativa do índice de fixação foi positi-

va e não significativamente diferente de zero na 
população adulta (Fa= 0,061), mas positiva e 
significativa nas progênies (Fp= 0,105; P<0,05), 
indicando endogamia e sugerindo a ocorrência 
de seleção contra homozigotos entre as fases de 
sementes e adulta (Tabela 2). 

Seleção contra homozigotos ou a favor de 
heterozigotos em espécies arbóreas tropicais fo-
ram descritos, entre outros, por Sebbenn et al. 
(2000), Sousa et al. (2003), Gusson et al. (2006) 
e Sobierajski et al. (2006), comparando as ár-
vores adultas com suas progênies. Em espécies 
dióicas como I. paraguariensis, a única fonte ge-
ratriz de endogamia são os cruzamentos entre 
indivíduos parentes (endogamia biparental). 
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Tabela 2. Estimativas de parâmetros de endogamia, sistema de reprodução e fluxo de pólen em pomar de sementes de 
Ilex paraguariensis.

Table 2.   Estimates of inbreeding, mating system and pollen flow parameters in a seed orchard of Ilex paraguariensis.

Segundo Finkeldey (2005), a endogamia bipa-
rental, igualmente como a endogamia advinda 
de autofecundações pode ter efeitos negativos 
sobre a capacidade adaptativa e reprodutiva das 
populações, como perda de vigor e fertilidade. 
Ainda, como em espécies dióicas o coeficiente 
de endogamia nas progênies é igual ao coeficien-
te de coancestria entre os parentais cruzados, é 
possível afirmar que a endogamia de 0,105, esti-
mada pelo índice de fixação nas progênies (Ta-
bela 2), foi gerada pelo cruzamento entre paren-
tes aproximadamente no grau de meios-irmãos 
(θxy= 0,125). Isto indica que embora o pomar 
tenha sido desbastado, permanecem indivíduos 
parentes de sexos opostos e que está ocorrendo 
a reprodução entre eles.

Analisando-se separadamente as árvores ma-
ternas e paternas, observa-se excesso significa-
tivo de heterozigotos nas fêmea (Fmat = -0,200, 
P<0,05) em relação ao esperado pelo modelo 
de Equilíbrio de Hardy-Weinberg e endogamia 
significativa nos machos (Fm = 0,125, P<0,05) 
(Tabela 2). Em espécies lenhosas dióicas, as fê-
meas apresentam um esforço reprodutivo (flo-
rescimento e frutificação) superior aos machos, 
empregando grande parte dos seus recursos na 
reprodução e menos na manutenção e crescimen-

to. Consequentemente, a taxa de mortalidade é 
superior nas fêmeas (LLOYD e WEBB, 1977). 

Esses resultados foram comprovados em es-
tudos realizados com Ilex aquifolium (OBESO et 
al., 1998). O  maior número  de heterozigotos 
observados nas fêmeas de I. paraguariensis pode-
ria ser justificado pela morte prematura dos in-
divíduos endogâmicos, através da seleção natu-
ral, devido à menor capacidade adaptativa e ao 
reduzido vigor ou pela eliminação das fêmeas, 
supostamente homozigotas, menos produtivas 
da população, visto que foi realizada uma sele-
ção em relação à produção de massa foliar.

Taxas de cruzamento multilocos e unilocos
As taxas de cruzamento multilocos e unilocos 

foram altas (>0,95) e estatisticamente diferentes 
da unidade (1,0), a julgar pelo intervalo de con-
fiança do erro a 95% de probabilidade (Tabela 
2). Em espécies dióicas, como não ocorre autofe-
cundação, todas as diferenças das taxas multilo-
cos e unilocos da unidade, podem ser atribuídas 
aos cruzamentos entre indivíduos aparentados. 
A diferença entre a taxa de cruzamento multilo-
cos da unidade (1-tm), que no caso apresentou 
a menor estimativa de cruzamento, indicou a 
ocorrência de 4,5% de cruzamentos entre indi-

Parâmetros Estimativas
Endogamia
Índice de fixação na população adulta (n = 70):  Fa 0,061 (-0,023 a 0,161)
Índice de fixação nas árvores maternas (n = 25):  Fmat -0,200 (0,193 a 0,207)
Índice de fixação nas árvores masculinas (n = 45):  Fm 0,125 (0,016 a 0,241)
Índice de fixação nas progênies (n = 750):  Fp 0,105 (0,001 a 0,205)

Sistema de reprodução
Taxa de cruzamento multiloco (tm) 0,955 (0,938 a 0,972)
Taxa de cruzamento uniloco (ts) 0,964 (0,939 a 0,989)
Taxa de cruzamento entre aparentados (1-tm) 0,045 (0,011 a 0,061)
Correlação multiloco de paternidade (rp(m)) 0,401 (0,361 a 0,441)
Número efetivo de árvores polinizadoras: Nep=1/ rp(m) 2,5 (2,3 a 2,8)
Coeficiente médio de coancestria dentro de progênies: Θ 0,186 (0,170 a 0,209)
Tamanho efetivo de variância (Ne(v)) 2,53 (2,26 a 2,76)
Tamanho efetivo de variância total: Ne(v)(t)=mtNe(v)=37Ne(v) 94 (84 a 102)

Fluxo de pólen
Taxa de imigração de pólen: I (%) 0.94 (6/638)a

Diferenciação no conjunto de pólen:  �ft 0,149 (0,038 a 0,205)
Diferenciação corrigida no conjunto de pólen: Ф’ft= Фft /(1+Fm) 0,132 (0,027 a 0,182)
Número efetivo de árvores polinizadoras:  Nep= 1/2 Ф’ft 3,8 (2,7 a 18,5)
Média da distância de dispersão de pólen: modelo normal: δnormal (m) 14,1 
Média da distância de dispersão de pólen: modelo exponencial: δexponencial (m) 15,9
Área de vizinhança de dispersão de pólen: modelo normal: Aep(normal) (ha) 0,06
Área de vizinhança de dispersão de pólen: modelo exponencial: Aep(exponencial) (ha) 0,08

( ): IC95% = intervalo de confiança do erro padrão (EP) a 95 % de probabilidade, 1,96EP;
a: Tipados para 5 locos.

^
^
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víduos parentes. Isto explica a alta endogamia 
observada nas progênies e confirma que real-
mente ocorreram cruzamentos entre parentes 
no pomar. Em pomares de sementes, é desejável 
evitar qualquer nível de endogamia. Para tanto, 
é necessária a eliminação dos indivíduos paren-
tes de sexos opostos do pomar para evitar obter 
sementes que possam expressar algum grau de 
depressão endogâmica.

Cruzamentos correlacionados
A correlação de paternidade (rp(m)) mede a 

proporção de indivíduos gerados por cruzamen-
tos correlacionados (irmãos-completos). Os 
resultados indicaram alta taxa de cruzamentos 
correlacionados (rp(m)=0,401), e que aproxima-
damente 40% das sementes de árvores individu-
ais eram parentes no grau de irmãos-completos. 
Este resultado pode explicar os desvios observa-
dos entre as frequências alélicas das árvores mas-
culinas e do pólen que efetivamente fecundou 
as árvores matrizes. As causas dos cruzamentos 
correlacionados são as mesmas apresentadas 
para a heterogeneidade nas frequências alélicas 
do pólen efetivo. Alta correlação de paternidade 
também foi encontrada em outras espécies ar-
bóreas tropicais, como: Carianiana legalis (rp va-
riando de 0,210 a 0,324; SEBBENN et al., 2000) 
e Senna multijuga (rp variando de 0,249 a 0,309; 
RIBEIRO e LOVATO, 2004). 

O número efetivo de árvores (Nep) partici-
pando na polinização foi estimado em apenas 
três (2,5), demonstrando forte restrição na con-
tribuição paterna (Tabela 2). Se no pomar os 
cruzamentos fossem perfeitamente aleatórios, 
todas as árvores masculinas contribuiriam para 
a descendência e as progênies seriam predomi-
nantemente meios-irmãos. Neste caso, ter-se-ia 
detectado um valor de Nep de aproximadamente 
de 30, visto que este foi o número de sementes 
coletadas por matriz. Desvios da pressuposição 
de panmixia, em testes de progênies de polini-
zação aberta, podem gerar superestimativas na 
variância genética aditiva e nos demais parâme-
tros relacionados, como herdabilidade e ganhos 
esperados de seleção (SQUILLACE, 1974) e re-
querem a coleta de maiores tamanhos amostrais 
para programas de conservação genética ex situ e 
reflorestamentos ambientais (SEBBENN, 2002).

Tamanho efetivo da variância
Cruzamentos endogâmicos e biparentais au-

mentam o parentesco dentro das progênies e 
reduzem o tamanho efetivo de variância. O co-

eficiente médio de coancestria dentro de progê-
nies (Θ) foi estimado em 0,186, valor este que 
é 32,8% superior ao esperado em progênies de 
meios-irmãos (0,125). O tamanho efetivo de va-
riância (Ne(v)) médio para cada progênies foi es-
timado em 2,53. Assumindo, que as árvores ma-
trizes não são parentes entre sí e que cada uma 
amostra um conjunto gênico de pólen exclusivo 
(não sobreposto), sementes coletadas de todas as 
37 árvores matrizes no pomar corresponderão ao 
tamanho efetivo total de 94. Este valor é 36,7% 
inferior ao esperado em sementes coletadas de 37 
árvores matrizes de uma população idealizada. 

Em uma população idealizada (tamanho in-
finito, cruzamentos aleatórios, ausência de se-
leção, mutação e migração) o tamanho efetivo 
de variância corresponde a quatro (Ne(v)=0,5/
Θxy=0,5/0,125). Desvios das pressuposições que 
caracterizam a população idealizada causam re-
duções no tamanho efetivo de variância. Assim, 
se a reprodução fosse perfeitamente aleatória no 
pomar e se sementes fossem coletadas de todas 
as 37 árvores matrizes, o tamanho efetivo po-
tencial do pomar seria de 148.

Heterogeneidade no conjunto de  
pólen e número de doadores de pólen

 A análise de variância do conjunto de 
pólen recebido por diferentes árvores matrizes 
detectou forte estrutura genética (�ft=0,149, 
P<0,05). A diferenciação gênica no conjunto 
pode ser afetada pela estrutura genética espacial 
das árvores adultas, autofecundação e endogamia 
na população parental (AUSTERLITZ e SMOUSE, 
2001a; SMOUSE e SORK, 2004). I. paraguariensis 
é dióica e, portanto, não ocorrem autofecunda-
ções, de forma que se descarta este fator como 
causa da alta heterogeneidade observada no 
conjunto de pólen. A presente população é tam-
bém um pomar de sementes desbastado, a par-
tir de alta intensidade de seleção, de forma que, 
se permanece alguma estruturação espacial ela 
é provavelmente fraca. Contudo, um algo grau 
de endogamia foi observado na população pa-
rental masculina (Tabela 2). Levando em conta 
este valor, a correção da medida de diferenciação 
genética entre o conjunto de pólen para o coefi-
ciente de endogamia das árvores masculinas re-
duziu o valor de 0,149 para 0,132. Tal resultado 
sugere diferença significativa na distribuição do 
conjunto de pólen de árvore matriz para árvore 
matriz, reforçando os prévios resultados que in-
dicam desvios de cruzamentos aleatórios dentro 
do pomar. Não existem relatos de estimativas de 

^

^



193
Sci. For., Piracicaba, v. 37, n. 82, p. 185-196, jun. 2009

diferenciação genética no conjunto do pólen re-
cebido por diferentes árvores em pomares de se-
mentes, mas o valor estimado encontra-se entre 
os maiores encontrados na literatura para popu-
lações naturais de outras espécies arbóreas poli-
nizadas por animais, como Symphonia globulifera 
(�ft=0,205, DEGEN et al., 2004), Dizinia excelsa 
(�ft=0,002-0,104, DICK et al., 2003) e Sextonia 
rubra (�ft=0,061, VERON et al., 2005).

O número efetivo de árvores polinizadoras 
também pode ser estimado através do parâme-
tro �ft (SMOUSE et al., 2001). Igualmente, como 
previamente calculado a partir da correlação de 
paternidade, o número efetivo de árvores po-
linizadoras estimado por análise TwoGener foi 
baixo, Nep=3,8. A pequena diferença entre os 
dois cálculos se deve ao método de estimatição 
dos valores. O modelo de cruzamentos correla-
cionados de Ritland (1989) usa um método de 
máxima verossimilhança para estimar a correla-
ção de paternidade e, assim, explora melhor as 
informações multilocos (HARDY et al., 2004). 
O modelo TwoGener, por sua vez, estima este 
parâmetro indiretamente, a partir de um coe-
ficiente de correlação intraclasse. Desta forma, 
pode-se esperar observar diferenças entre dois 
métodos. Contudo, em termos práticos, am-
bos indicam que um baixo número de árvores 
polinizadoras (três a quatro árvores) fecundou 
cada árvore matriz.

Distância de fluxo de pólen e área  
de vizinhança de polinização

A estimativa da distância média de disper-
são de pólen dentro do pomar foi relativamen-
te baixa. A distância média calculada pelo mo-
delo normal indica que o pólen é geralmente 
disperso dentro de uma área de vizinhança de 
polinização de 0,06 ha, ou dentro de um cír-
culo com um raio de 14,1 m. A aplicação do 
modelo exponencial indicou uma área de po-
linização um pouco maior. Para este modelo a 
área de vizinhança foi estimada em 0,08 ha, ou 
uma área circular de raio igual a 15,9 m. A área 
de vizinhança de polinização estimada para 
o modelo exponencial corresponde a apenas 
10% da área total do pomar, indicando uma 
forte limitação na distribuição do pólen. As 
causas são as mesmas descritas anteriormente 
para a correlação de paternidade, ou seja, assin-
cronismo no florescimento e comportamento 
dos polinizadores visitando preferencialmente 
árvores próximas.

CONCLUSÕES

O pomar de sementes de I. paraguariensis apre-
senta alto grau de isolamento de pólen externo.

A reprodução no pomar de sementes envol-
ve cruzamentos entre indivíduos aparentados e 
cruzamentos correlacionados, gerando progê-
nies de polinização aberta com alto grau de pa-
rentesco e endogamia.

Existe forte heterogeneidade genética no 
conjunto de pólen recebido por diferentes ár-
vores maternas.

A área efetiva de vizinhança de polinização 
dentro do pomar é restrita, corresponde a apro-
ximadamente 10% da área total compreendida 
pelo pomar.

É necessária a realização de uma nova seleção 
no pomar no sentido de eliminar árvores paren-
tes de sexos diferentes.

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