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DIVERSIDADE GENETICA E SISTEMA DE CRUZAMENTO EM
POPULACOESNATURAIS DE DUAS ESPECIES PIONEIRAS ARBOREAS

Autor: LUCIANO ARRUDA RIBAS
Orientador: Prof. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

RESUMO

O conhecimento sobre o sistema de cruzamento e a forma como a diversidade
genética estd distribuida em populagbes de espécies arboreas é de fundamental
importancia para se plangjar seu mangjo e conservagdo. Espécies arbdreas pioneiras
estdo cada vez mais fregientes dentro e fora dos fragmentos florestais remanescentes.
Trema micrantha é uma das primeiras espécies a se estabel ecer em areas abandonadas e
Cecropia pachystachya € uma espécie pioneira didica e seletivamente higréfita. Ambas
sd0 polinizadas pelo vento e produzem muitas sementes que sdo dispersas por animais.
Estudou-se a diversidade e estrutura genética e o sistema de cruzamento em popul agdes
de ambas espécies e, para T. micrantha, avaliou-se também o banco de sementes como
um potencial tamp&o génico para a espécie. As popul agdes foram amostradas na Estacéo
Ecolégica dos Caetetus (Gdlia-S.P.) e na Reserva Floresta de Santa Genebra
(Campinas-S.P.), onde se amostrou 177 individuos de T. micrantha, distribuidosem 6 e
5 subpopulactes, e 178 individuos de C. pachystachya, em 2 e 3 subpopul acdes, nos
respectivos fragmentos. Os sistemas de cruzamento foram avaliados com base em 24

progénies de 10 individuos por progénie de cada espécie. As estimativas para 0s



parametros de diversidade genética nas popul agdes de plantas do dossel foram obtidas a
partir do polimorfismo de oito locos isoenziméticos, num total de 20 aelos para T.
micrantha e sete locos isoenziméticos num total de 17 alelos para C. pachystachya. Da
mesma forma, utilizou-se 13 locos com 30 alelos para T. micrantha e sete locos com 17
alelos para C. pachystachya, no estudo dos sistemas de cruzamento. Verificou-se que as
popul agdes de ambas espécies contém baixos niveis de endogamia ( f de -0,204 e 0,066
em T. micrantha; -0,052 e 0,049 em C. pachystachya, em ambos fragmentos) e alta
diversidade (H_de 0,373 e 0,392 em T. micrantha; 0,355 e 0,335 em C. pachystachya,

em ambos fragmentos). A divergéncia genética existente entre populagdes € menor do
que entre subpopulagtes (épde 0,026 e -0,007, ¢, de 0,086 e 0,068, para C.
pachystachya e T. micrantha, respectivamente). T. micrantha apresenta sistema de
cruzamento misto, com preferéncia por alogamia (f, de 0,966 e 0,819, em ambos
fragmentos) e esta sujeita a variagdes na freqiiéncia de cruzamentos endogamicos (F de
-0,022 e 0,103) e a dtas taxas de cruzamentos biparentais (f, de 0,653 e 0,605). Sendo
espécie didica, as estimativas de fecundagéo cruzada obtidas para C. pachystachya ndo
corresponderam as expectativas (i, de 0,816 e 0,794). No entanto, as estimativas
indicaram que espécie esta sujeita a cruzamentos biparentais (f, de 0,868 e 0,990). Os

resultados sugerem que uma acirrada competicio nas etapas de germinacéo e
desenvolvimento de plantulas durante a regeneracdo de T. micrantha, bem como a
distribuicdo espaciad em clareiras e o €ficiente fluxo génico nesta espécie sdo

fundamentais para manter atas taxas de diversidade genética em suas popul agles.



GENETIC DIVERSITY AND MATING SYSTEMSIN NATURAL POPULATIONS
OF TWO PIONEERS TREE SPECIES

Author: LUCIANO ARRUDA RIBAS
Adviser: Prof. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

SUMMARY

The knowledge about the breeding system and the genetic structure of populations of
tree species is of great importance in order to plan their management and conservation.
Pioneer tree species are more and more frequent inside and outside remaining forest
fragments. Trema micrantha is one of the first tree species to be established in
abandoned areas and Cecropia pachystachya is a pioneer dioecious tree and selectively
adapted to wet soils. Both species are pollinated by wind and produce seeds that are
dispersed by various animals species. We studied the diversity, the genetic structure and
the mating system of both pioneer species populations. The seed bank of T. micrantha
was also evaluated as a potential genetic buffer for this species. Populations were
collected in the “ Estac&@o Ecol 6gica dos Caetetus’ (Gélia, Sdo Paulo State, Brazil) and in
the “Reserva Florestal de Santa Genebra’ (Campinas, S&o Paulo State, Brazil), where
177 plants of T. micrantha, distributed into six and five subpopulations, and 178 plants
of C. pachystachya, distributed into two and three subpopulations were respectively
sampled from both fragments. Ten seeds per plant and 24 plants per population were
germinated to generate progeny arrays used in the mating system anayses. The



estimates for the genetic diversity genetic parameters in the plant populations of the
dossel were obtained from eight polymorphic isozyme loci with 20 aleles for T.
micrantha and seven isoenzymatic loci with 17 alleles for C. pachystachya. Similarly,
13 loci with 30 aleles for T. micrantha and seven loci with 17 aleles for C.
pachystachya were used in the mating system study. The results showed that populations
of both species have low levels of inbreeding (f =-0.204 and 0.066 for T. micrantha;

f =-0.052 and 0.049 for C. pachystachya, in both fragments, respectively) and high
diversity (He= 0.373 and 0.392 for T. micrantha; He = 0.355 and 0.335 for C.
pachystachya, in both fragments). The genetic divergence among populations was lower
than among subpopulations (ép: 0.026 and -0.007; ésp = 0.086 and 0.068, for C.

pachystachya and T. micrantha, respectively). T. micrantha presents a mixed mating

system, with preference to outcrossing (f,, = 0.966 and 0.819, in both fragments) and is

subject to variations in the inbreeding frequency and high rates of biparental mating
(f, = 0.653 and 0.605 in both fragments, respectively). The estimates obtain for C.

pachystachya did not correspond to the expectations of a dioecious species (i, = 0.816

and 0.794 in both fragments). A significant proportion of related individuals were
observed (im—ts= 0.072 and 0.128, both fragments), indicating a spacial structure of
individuals under the species natural condition. The estimates showed that the great
majority of C. pachystachya progenies are composed of full-sib matings (, = 0.868 and

0.990 in both fragments), resulting from biparental matings. Besides, the results suggest
that a tough competition in the phases of germination and seedling development during
the regeneration of T. micrantha, as well as the spatial distribution in gaps and the
efficient gene flow are important in order to maintain high rates of genetic diversity in

its populations.



1 INTRODUCAO

As florestas tropicais sdo admiradas por todo o mundo devido sua
biodiversidade, caracterizando-se por uma grande heterogeneidade no modo de
ocorréncia de suas espécies e pela diversidade genética nas mesmas. A diversidade
genética existente em popul ages naturais deve ser quantificada e avaliada quanto a sua
distribuicdo entre e dentro de populacdes, devido sua distribuicdo apresentar grande
variacdo por ser influenciada pelo tamanho efetivo populacional, ocorréncia geografica
das espécies, modo de reproducdo e sistema de cruzamento, pelos mecanismos de
dispersdo de sementes e até mesmo pelo estagio de sucessdo ecoldgica da espécie em
questdo. Estudos sobre genética de popul acdes de espécies arboreas tropicais vém sendo
desenvolvidos para espécies representantes dos diferentes grupos ecoldgicos
sucessionais. Seus resultados tendem a proporcionar maior conhecimento da genética de
popul acdes dessas espécies e de varias outras espécies com caracteristicas populacionais
semelhantes, oferecendo maiores subsidios para se plangjar a melhor maneira de se
realizar 0 manejo das espécies, seu uso na restaurag@o de areas degradadas, na formacéo
de corredores de fluxo génico, bem como compreender melhor os tamanhos minimos de
reservas e desenvolver programas de coleta de sementes.

Espécies pioneiras possuem caracteristicas préprias de extincdo local e
recolonizagdo que, juntamente com a existéncia de banco de sementes e a longa
distancia de dispersdo de pdlen e sementes, apresentam importantes consequéncias
genéticas e ecoldgicas para as espéecies. Exemplos claros sdo os bancos de sementes
poderem agir como “tampdo génico” devido sua capacidade de repor a diversidade
genética perdida pela populacéo de plantas e a longa disténcia de dispersdo de sementes

e pdlen reduzir a disténcia entre popul agbes geograficamente distantes (Alvarez-Buylla



& Garay, 1994). Sob este aspecto, percebe-se que a similaridade genética entre a
populacéo do banco de sementes do solo com a de plantas adultas da mesma espécie,
depende de caracteristicas do sistema de cruzamento e de variagdes, ho tempo e espago,
na producdo e sobrevivéncia de sementes e plantulas. A distancia de dispersdo de
sementes, bem como os fatores que afetam a longevidade das mesmas no banco de
sementes do solo, sdo tdo importantes quanto as variaces na fecundidade e posterior
sobrevivéncia de suas plantulas. Da mesma forma, a proporcdo de mudas resultantes da
germinacdo de sementes do banco de sementes do solo em relacdo aquelas originadas do
ultimo evento reprodutivo, também sdo responsavels pela dindmica da populacdo de
plantas da mesma espécie (Tonsor et a. 1993). Obviamente, o entendimento das
mudancas entre a populacdo do banco de sementes e das plantas adultas depende de um
vasto conjunto de informagoes.

Objetivos gerais

Os principais objetivos deste trabalho foram:

1- Estimar a diversidade genética e avaliar sua distribuicdo em populacfes naturais das
espécies pioneiras arboreas. Trema micrantha e Cecropia pachystachya;

2- Determinar o sistema de cruzamento em popul acdes dessas duas espécies pioneiras;

3- Avadliar o impacto da fragmentacéo florestal sobre a diversidade genética e o sistema
de cruzamento nas populactes de ambas especies;

4- Avadliar ainfluéncia do banco de sementes na manutencdo da diversidade genética de

Trema micrantha.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As florestas tropicais

As florestas tropicais ocupam cerca de 7% da superficie do planeta, mas estima-
se que contenham mais de 50% do total das espécies existentes. Sua érea original de 16
milhdes de km?® estava reduzida, j& em 1985, a 10,5 milhdes km?® e estima-se que s&0
perdidos cerca de 180.000 km? por ano (Myers, 1991; Sayer & Whitmore, 1991).
Referindo-se a Mata Atlantica, apenas 5% da sua area original ainda se mantém em pé
(Myers, 1986), estando reduzida a fragmentos isolados que, provavelmente, ndo déo
suporte as popul acdes de muitas espécies de ampla extensdo natural. Os solos do Estado
de Sdo Paulo, particularmente, suportaram florestas tropicais semideciduas. Hoje,
possuem extensas dreas destinadas a agricultura e pecudria, sendo que o planalto
existente logo apés as escarpas da Serra do Mar foi um dos primeiros habitats a ser
destruido (Primack & Rodrigues, 2001).

Verifica-se, portanto, que as comunidades biol 6gicas existentes variam daguelas
que estdo praticamente intactas aguelas que estdo, em grande parte, alteradas pela acéo
do homem. Ao mesmo tempo, Mesmo nas &reas mais remotas, pode-se observar a acéo
do ser humano e, naguelas bastante ateradas pelo homem, ainda encontra-se
remanescentes da biota original. De qualquer forma, sdo os habitats em nives
intermediérios de perturbacdo que consistem em um dos mais interessantes desafios e
oportunidades para conservacao biol 6gica, por ocuparem maiores éreas (Bazzaz, 1991).

Dada sua incrivel biodiversidade, os ecossistemas tropicais sdo extremamente
complexos e se caracterizam por extraordindrias interagdes entre espécies da sua flora e

fauna. Sobretudo, estando as florestas reduzidas a fragmentos, estas sdo fortemente



influenciadas por efeitos de borda, que correspondem as mudancas ecoldgicas
associadas a ocorréncia abrupta de bordas artificiais. As mudancas de radiacdo solar,
temperatura, umidade e velocidade dos ventos gque penetram a floresta resultam em
alteracBes no seu microclima, acarretando mudangas na composicdo de espécies das
comunidades florestais apés a fragmentacdo (Murcia, 1995). Em funcéo do aumento da
turbuléncia e do estresse hidrico, as taxas de mortalidade de érvores aumentam
drasticamente proximo as bordas, levando a maior freqliéncia de formagéo de clareiras
que alteram a estrutura e a composicao da floresta (Laurence et al. 1998). Estudos
sugerem gue os fragmentos abaixo de 100-400 ha sdo bastante alterados ecol ogicamente
e gue a grande maioria dos fragmentos florestais em paisagens antrépicas estdo nesta
classe de tamanho ou abaixo desta (Primack & Rodrigues, 2001).

A fragmentacdo de continuos florestais pode resultar em grandes prejuizos para
toda a comunidade biolégica. Como exemplo, enquanto a reducéo do tamanho efetivo
em populagbes de arvores representa uma diminuicdo no numero de individuos
reprodutivos e na quantidade de pdlen depositado, ela também pode refletir na
abundancia de agentes polinizadores (Powell & Powell, 1987, Sih & Baltus, 1987;
Jennersten, 1988; Klein, 1989; Aizen & Feinsinger, 1994). Fragmentos florestais
pequenos e isolados tendem a experimentar uma reducdo na taxa de fluxo de polen
(Bawa, 1990), o qual pode afetar negativamente na producéo de frutos e na qualidade e
quantidade das sementes produzidas (Cunningham, 2000). A fragmentacdo florestal
também afeta na predacéo e dispersdo de sementes e nos niveis de herbivoria sobre as
populacéo de plantas remanescentes. Efeitos de borda associados com a fragmentagéo
floresta diminuem a chuva de sementes e 0 estabelecimento de mudas de espécies
tropicais (Benitez-Malvido, 1998; Benitez-Malvido et a. 1999; Bruna, 1999).

No entanto, o tipo e intensidade do disturbio depende da natureza do processo de
uso da terra que ocorre nas diferentes regides alteradas, tendo influéncia no padréo de
recuperagcdo natural do ecossistema. Em vista do problema, muitos estudos tém sido
realizados com o objetivo de conhecer melhor 0s processos naturais de recuperacéo em
pastagens (Uhl et a. 1988), areas cultivadas para agricultura (Wiesenmller et al. 1995)
e floresta alterada (Viana, 1990).



2.2 Espécies pioneiras na sucessao

Estudos sobre a dindmica de florestas tropicais tém sido desenvolvidos, sendo
um grande desafio entender sua estrutura, a organizagdo das comunidades, a dinamica
das populacbes, bem como as especiacdes e as variacdes fisiolégicas que atribuem
caracteristicas demograficos e comportamentais que sustentam o processo. Sabendo-se
que as florestas tropicais sdo potencialmente importante fonte de alimento, madeira e
medicamentos, tem-se tentado desenvolver préticas de mango baseadas num
entendimento da biologia basica de arvores e seu ambiente. Devido sua grande
importancia no manegjo florestal, a dindmica da regeneracdo apds a exploracdo tem
recebido particular atencéo (Bazzaz, 1991).

A sucessdo secundaria em comunidades de plantas ndo é tdo constante e
previsivel. Como citado em Whitmore (1991), existem dois modelos basicos para se
explicar o processo de sucessdo, sendo que, na realidade, eles ndo sdo mutualmente
exclusivos. No primeiro, um grupo de espécies invasoras ou pioneiras é posteriormente
substituido por espécies climacicas, tolerantes a sombra. Num modelo aternativo,
espécies com variagOes na tolerancia a sombra colonizam, as vezes simultaneamente,
durante o primeiro ou segundo ano, sendo que algumas crescem mais rapidamente e sdo
mais dominantes nos anos iniciais da sucessdo. As mals exigentes por luz crescem
rapidamente e, normalmente, sdo de vida mais curta do que as menos exigentes,
morrendo e deixando que o segundo grupo torne-se dominante. Fora as espécies
pioneiras e climacicas, pode-se ainda distinguir um grupo de espécies que ocupam apos
a colonizagdo inicial, tornando-se dominantes na fase entre as pioneiras de rgpido
crescimento e as espéecies climacicas de crescimento bem lento. Budowski (1965) as
classifica como secundérias tardias, sendo muitas delas comercia mente valiosas.

Mudas de espécies pioneiras ndo estdo presentes no momento em gue uma
grande clareira é criada. Elas se desenvolvem de sementes que j& estavam presentes no
solo como um banco de sementes ou daquelas que chegaram apds abertura da clareira
como chuva de sementes. Os estudos tém mostrado gque, no solo das florestas Umidas,

existem banco de sementes e que sua germinacdo € estimulada por mudancas na



qualidade da luz ou pela elevacdo da temperatura na superficie do solo (respostas
fotoblastica e termoblastica) (Whitmore, 1991). No entanto, ainda existe muito para ser
desvendado sobre variaghes espacia e temporal no banco de sementes no solo.

De forma geral, espécies pioneiras sdo intolerantes a sombra e dependentes de
luz, aém de terem habito ndmade, por estarem associadas a eventos de colonizagéo e
extincdo local. Elas produzem, anualmente e por longos periodos, sementes pequenas
que sdo dispersas pelo vento ou animais, por médias a longas distancias; sendo que tais
sementes permanecem no solo durante bom tempo, compondo o banco de sementes da
espécie. Suas plantas sdo muito bifurcadas e possuem raizes superficiais, apresentando
rapido crescimento e produzindo madeira macia e de baixa densidade. Suas folhas sdo
repostas periodicamente, realizam ata taxa fotossintética e respiratOria, apresentam
baixa toxidade e so susceptiveis a predacéo por herbivoros e patégenos. As espécies
pioneiras apresentam alta fenotipoplasticidade e ampla ocorréncia geogréfica por
possuirem alto potencial de aclimatacéo e rgpida resposta as mudangas nos niveis de
recursos (Bazzaz, 1991).

As especies pioneiras tém se tornado cada vez mais frequentes nas florestas e
foradelas. Devido ataxa de substitui¢éo de arvores em florestas consideradas primarias,
cerca de 1% das arvores morrem anualmente e, considerando gque existem poucas areas
de florestas tropicais sem influéncia antropica, subentende-se frequentes aberturas de
clareiras com diferentes dimensdes e por varios motivos (Whitmore, 1991). Além disso,
a maioria das espécies pioneiras, e muitas secundarias, possuem caracteristicas
desgjaveis para compor os diversos tipos de programas de restauragdo vegetal, estando

cada vez mais presentes fora das suas condi¢coes naturais.

2.3 Efeitos da fragmentacao

Devido suas caracteristicas reprodutivas e demogréficas, arvores tropicais sao
particularmente vulneraveis aos efeitos da fragmentacdo florestal. A maioria das
espécies arboreas tropicais ocorrem em baixa densidade, dependem de animais para

redizar a polinizacdo e dispersdo de suas sementes, apresentam altas taxas de



fecundacdo cruzada e sistemas reprodutivos que envolvem complexos mecanismos de
auto-incompatibilidade (Bawa, 1974; Hamrick & Murawski, 1990). Dessa forma, a
fragmentac&o de continuos florestais resultando em pequenos e separados remanescentes
pode causar prejuizos na genética das populacdes de espécies arbéreas, como mudancas
na estrutura genética das populacbes remanescentes (Loveless & Hamrick, 1984;
Hamrick et al. 1992; Nason & Hamrick, 1997). A reducdo do tamanho origina da
populacdo e, consequentemente, do numero total de individuos reprodutivos aumenta a
probabilidade de cruzamentos entre individuos aparentados. Isto, a longo prazo, pode
proporcionar a perda de diversidade genética nas popul agdes remanescentes devido aos
fatores associados com endogamia e deriva genética (Menges, 1991; Ellstrand & Elam,
1993).

Os resultados dos trabal hos sobre os efeitos da fragmentagao florestal na genética
de populacdes variam entre as espécies arboreas. Prejuizos da fragmentacdo de
continuos florestais podem ocorrer devido as populacdes remanescentes se tornarem
menores do que o tamanho de vizinhanga natural, como verificado por Boshier et al.
(1995) para a espécie Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Cham., que apresenta uma érea de
vizinhanca de aproximadamente 7 ha, sendo esta &rea proporcional mente menor do que
varios fragmentos florestais que existem na Costa Rica.

Da mesma forma, Hall et a. (1996) identificaram significativa reducéo na
diversidade genética e aumento da divergéncia genética entre populactes sob efeito da
fragmentac8o, para Pithecellobium elegans. Sendo espécie de arvores emergentes no
dossel, polinizada por insetos e dispersa por vento, os autores verificaram que, com 0
aumento da disténcia dos fragmentos em relagdo a uma grande populagdo intacta na
Costa Rica, aumentava-se 0 efeito da fragmentacdo sobre o fluxo génico
interpropulacional na espécie.

Também Prober & Browns (1994) demonstraram efeitos parecidos de isolamento
de populagdes, na diversidade genética. Pequena populagdo de Eucalyptus albens (<500
individuos reprodutivos) que estava a menos de 250 m de uma grande populacéo tinha
ata riqueza aélica, enquanto populacdes mais isoladas de tamanho similar se viram

geneticamente depouperadas. Ambos resultados alertaram para a importancia do fluxo



génico a partir de uma grande populacdo na manutencéo da diversidade genética. Além
disto, os autores encontraram uma relacdo positiva entre o tamanho das popul agdes
remanescentes e a heterozigosidade, sugerindo que a diminuicdo na heterozigosidade
acompanha a reducéo da populagdo. A diminuicdo observada de variagdo foi maior do
que esperada devido a0 gargalo e deriva genética isoladamente e, presumiu-se num
aumento de endogamia.

Por outro lado, Nason & Hamrick (1997) examinaram o fluxo génico dentro de
pequenas populacdes em florestas fragmentadas da espécie arborea Spodias mombin, no
Panama. A espécie € de estagio inicial de sucessao, polinizada por insetos, hermafrodita
e de dossel. Com marcador isoenzimético e genétipos de progénies, os autores
verificaram que a migracéo de pdlen entre fragmentos ocorre para, no minimo, metade
dos eventos de cruzamentos nas populagdes analisadas, mesmo com a distancia de
isolamento de um quilémetro. Isto sugere que, para esta espécie, os eventos de fluxo
génico podem ndo ter sido truncados pela fragmentac&o.

Da mesma forma, Foré et a. (1992) compararam a divergéncia genética
interpopulacional obtida em préfragmentacdo com a pés-fragmentacdo de 15
populacbes de Acer saccharum Marshall, em Ohio, nos EUA. A espécie € polinizada
tanto por insetos como pelo vento e suas sementes sdo dispersadas por vento. A
diversidade genética entre populacfes estimada na pés-fragmentacdo foi menor do que a
metade daguela estimada na pré-fragmentacdo, sugerindo aumento no fluxo génico
interpopulacional. Diante das condicfes, os autores atribuiram a reducéo da divergéncia
genética a0 aumento na velocidade do vento através dos campos que separavam 0s
fragmentos.

Trabalhando com a mesma espécie no Canada, Young et a. (1993) encontraram
aumento significativo no fluxo entre popul agbes na paisagem fragmentada. Baseados na
ocorréncia de alelos alozimaticos nas populacdes de Acer saccharum, os autores
compararam a amostragem realizada sobre fragmentos com uma outra realizada em
equivaente sitio na floresta intacta. Combinado com maior polimorfismo médio nas
populacbes fragmentadas, os resultados também apontaram para aumento de fluxo

génico interpopulacéo como uma consequiéncia da fragmentacéo para esta espécie.



Fazendo comparacOes diretas do padréo de cruzamento entre populacdes
fragmentadas e intactas de espécies florestais, Schmidt-Adam et al. (2000) compararam
taxas de fecundacdo cruzada entre duas populagdes intactas em ilhas e trés popul agdes
fragmentadas de Metrosideros excelsa Sol ex Goertm, espécie arbérea polinizada por
passaros, na Nova Zelandia. Esperava-se encontrar maiores taxas de autofecundacéo nas
popul acbes mantidas em fragmentos porgue nestes foram encontrados somente uma das
trés espécies de passaros polinizadores presentes nas populagdes intactas. No entanto,
ndo existiu considerdvel diferenca nos niveis de autofecundacéo entre as popul acbes
fragmentadas e as intactas, nem diminuicdo na heterozigosidade em progénies das
diferentes condigdes. Tal resultado sugeriu que espécies de passaros exoticos podem ter
exercido o papel das espécies nativas perdidas nas popul agdes mantidas nos fragmentos.

Em contraste com a resiliéncia aparente do sistema de cruzamento de M. excelsa
diante da fragmentacdo, Young et a. (1999) encontraram significativas mudancas no
padrédo de cruzamento em populaces remanescentes de tamanho reduzido e grande
isolamento de Rutidoris leptorrhynchoides. Embora as taxas de fecundagdo cruzada néo
tenham sido afetadas devido a forte auto-incompatibilidade nesta espécie, existiu clara
mudanca no padrédo de paternidade. Populacfes pequenas (< 10 plantas) ou médias (100
a 200 plantas), isoladas por mais do que 5 quildmetros, exibiram aumento na
probabilidade de producdo de progénies irmds-completas, em relacdo as grandes
populacdes (> 10.000 plantas) ou aguelas de tamanho médio e a 2 quilémetros de uma
grande. Embora aparentemente sem endogamia, este aumento na producéo de irmaos
completos, combinado com limitada dispersdo de sementes nesta espécie, descreveu a
possibilidade de significativa endogamia por cruzamentos biparentais nas geragoes
futuras.

No trabalho de Murawski et al. (1994) sobre as taxas de fecundacéo cruzada de
duas espécies endémicas (Shorea congestiflora e S. trapezfolia), os autores verificaram
uma mistura de autofecundacdo e fecundagdo cruzada em algumas familias de S
congestifiora e considerou que seria decorrente de um fraco sistema de auto-
incompatibilidade em alguns individuos. Para S. trapezfolia, os autores verificaram uma

variagao de completa fecundacdo cruzada para completa autofecundagéo. Tal variagéo ja



foi visto para Ceiba pentandra e Cavanillesia platanifolia (Murawski et al, 1990;
Murawski & Hamrick, 1992a, 1992b), indicando que a espécie € auto compativel. A S
trapezifolia, asssm como a C. platanifolia e C. pentandra sdo exigentes por luz em fase
inicial de crescimento, crescem rapido e persistem sobre o dossel ou como arvores
emergentes nas florestas maduras. Estas espécies apresentam fecundacéo cruzada abaixo
de 80% e ocorrem em baixa densidade de adultos com poucos ou nenhum individuo
presente nas florestas primarias. Segundo os autores, sistemas de cruzamentos mistos

podem ser esperados as espéci es destes grupos de plantas por regenerarem em ambientes
raros, como as clareiras.



3 SISTEMA DE CRUZAMENTO DE DUAS ESPECIES PIONEIRAS DA
FLORESTA TROPICAL: Trema micrantha (L.) B. e Cecropia pachystachya
Trec.,, AVALIADOSEM FRAGMENTOS FLORESTAIS

Resumo
A utilizag@o dos principios genéticos no manejo e conservagdo de espécies da floresta

tropical requer detalhado conhecimento do modo de reproducéo, sistema de cruzamento
e estrutura genética nas populacdes das espécies de interesse. Trema micrantha é uma
das primeiras espécies a se estabelecer em éreas em inicio de sucessdo, e Cecropia
pachystachya € espécie pioneira didica e seletivamente higrofita. Ambas espécies sdo
polinizadas pelo vento e produzem muitas sementes que sdo dispersas por animais. Os
sistemas de cruzamento destas espécies foram avaliados com base em 24 progénies com
10 individuos, obtidas de populacbes localizadas em dois fragmentos da Floresta
Tropical Semidecidual, no Estado de S8 Paulo. Os parametros de sistema de
cruzamento foram estimados a partir de locos isoenziméticos polimorficos, somando-se
sete locos com 17 alelos para C. pachystachya e 13 locos com 30 aelos para T.
micrantha. Os resultados indicaram que T. micrantha apresenta sistema de cruzamento
misto, com preferéncia por alogamia (i, de 0,966 e 0,819), que suas popul acdes estéo
sujeitas a variagdes nas proporgdes de endogamia (F de -0,022 e 0,103) e a altas taxas
de cruzamentos biparentais (7, de 0,653 e 0,605). As estimativas de cruzamento obtidas
para C. pachystachya ndo corresponderam as expectativas para espécies didicas (f,, de
0,816 e 0,794). Verificou-se significativa propor¢éo de cruzamentos entre individuos

aparentados (t,, - t, de 0,072 e 0,128), indicando estruturacdo espacial dos individuos

sob condicBes naturais da espécie. As estimativas revelaram que a grande maioria das



progénies de C. pachystachya séo compostas por irméos completos (f, de 0,868 e 0,990)

resultantes de cruzamentos biparentais.

Summary

[Mating system of two pioneer tree species of the tropical forest: Trema micrantha
(L.)B. and Cecropia pachystachya Tre.]

The utilization of genetics in the management and conservation of tropical forest species
requires detailed knowledge of the mating system and genetic structure in the
populations of the species of interest. Trema micrantha is one of the first species to be
established in abandoned areas and Cecropia pachystachya is a pioneer dioecious tree
and selectively adapted to wet soils. Both species are pollinated by wind and produce
seeds that are dispersed by animals. The mating systems of these species were evaluated
in two fragments from the decidual tropical forest, in the State of S0 Paulo. Ten seeds
per plant and 24 plants per population were germinated to generate progeny arrays used
in the analyses. The mating system parameters were estimated from seven polymorphic
isozymatic loci with 17 alleles for C. pachystachya and 13 loci with 30 alleles for T.
micrantha. The results indicated that T. micrantha presents a mixed mating system, with

preference to outcrossing (f . = 0.966 and 0.819, in both fragments), that it is subject to

variations in the frequency of inbreeding (F = -0.022 and -0.103, for both fragments)
and to high rates of biparental mating (f, = 0.653 and 0.605). The estimates obtain for
C. pachystachya did not correspond to the expectations of a dioecious species (f =

0.816 and 0.794 in both fragments). A significant proportion of related individuals were
observed (fm-fs= 0.072 and 0.128, both fragments), indicating a spacia structure of
individuals under the species natural condition. The estimates showed that the great
mgjority of C. pachystachya progenies are composed of full-sib matings (f, = 0.868 and

0.990 in both fragments), resulting from biparental matings.



3.1 Introducéo

As florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies arboreas com
diferentes sistemas reprodutivos, associados as complexas interagdes com agentes
polinizadores e dispersores de sementes. Para a maioria destas espécies arbéreas, pode-
se considerar que elas ocorrem em baixas densidades, que dependem de animais para a
dispersdo de pdlen elou sementes e que redizam fecundagdo cruzada, sendo
predominantemente al6gamas (Bawa, 1974). Assim, admite-se que as espécies arboreas
tropicais possuem um modo complexo e variado de reproducéo.

Para se pensar 0 manegjo e a conservacao de espécies arboreas, € fundamental se
ter conhecimento sobre o modo de reproducgdo, o sistema de cruzamento e a estrutura
genética nas populacdes das espécies de interesse. A ocorréncia de endogamia, por
exempl o, ndo depende apenas das caracteristicas genéticas do individuo, mas também da
configuragao espacial dos seus aparentados (Bawa & Krugman, 1991).

O sistema de cruzamento é fundamental na determinagdo da composi¢ao genética
das populactes. Ele regula a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de
progénies, populacdes e subdivisdes de uma populagdo (Hamrick, 1982). Assim, o
sistema de cruzamento determina a associagcdo entre as progénies e o grau de parentesco
entre os descendentes que compdem tais progénies, bem como afeta a heterogeneidade
genética espacial existente dentro e entre populacdes naturais. Ele é determinado pela
taxa de auto fecundacdo, cruzamentos correlacionados, padrdo de distribuicdo de
individuos parentes (estrutura de familia) e pelas caracteristicas do fluxo génico da
espécie. O florescimento das plantas e movimentac&o de gréos de pdlen e sementes entre
e dentro das populagdes caracteriza o fluxo génico. O fluxo génico restrito define a
variagao das populaces em resposta a selecdo natural local ou deriva genética, enquanto
fluxo génico sobre longa distancias promove homgeneidade genética entre as
popul acbes da espécie (Slatkin, 1985; Ellstrand, 1992).

Uma das principais mudangas causadas pelo homem é a fragmentacéo e
degradacd@o de florestas continuas (Saunders et a. 1991). As drésticas mudancas na
geometria da paisagem tendem a afetar as interagbes entre plantas e animais e,



consequentemente, a demografia e recrutamento de plantas (Janzen, 1983; Howe, 1984).
A fragmentacdo pode afetar a densidade populacional de animais, a amplitude de
flutuacdo das suas populagOes, as atividades dos polinizadores e o arranjo de
forrageamento dos mesmos (Shaffer, 1981; Pulliam, 1988), atingindo potencialmente a
polinizacdo e o nivel de producéo de sementes nas plantas (Jennersten, 1988; Menges,
1991).

Da mesma forma, a reproducdo das plantas pode ser afetada pelas mudancas no
microclima, em resposta as alteracdes do vento, da insolacéo e da dessecacéo (Saunders
et al. 1991). Dessa forma, as conseqliéncias genéticas da fragmentacéo sdo alteraces no
fluxo génico original, refletindo diretamente na taxa de cruzamento por aterar o
tamanho das popul agbes das espécies, ou indiretamente, por influenciar a abundancia ou
comportamento dos agentes polinizadores (Karron et a. 1995). Portanto, tais
consequéncias tendem aumentar a freqUéncia de cruzamentos endogamicos nas
popul agdes remanescentes. O aumento da endogamia ou homozigosidade pode resultar
em depressdo endogamica, sendo esta mais severa em espécies predominantemente
al6gamas que mantém altos niveis de carga genética (Nason & Hamrick, 1997).

Para as espécies pioneiras ou populacdes de plantas colonizadoras, a
possibilidade de reproducéo pode ser vista como um desafio durante o processo de
ocupacdo de novas &eas (Baker, 1955). Neste aspecto, associado a ocorréncia de
gargalo genético (bottleneck) variando com o tamanho da populagdo colonizadora, o
sistema de cruzamento apresenta um papel fundamental na sobrevivéncia das novas
populacdes. Ele afeta profundamente a diversidade genética e a estrutura das popul acoes
colonizadores e est4 associado a capacidade de resposta a pressdo de selecdo local
(Hamrick et a. 1979).

Segundo Clegg (1980), uma forma eficiente de se estimar a taxa de cruzamento
ou de autofecundacéo € analisar o sistema de cruzamento de um conjunto de progénies
por meio de marcadores genéticos. Essa conjunto de informagdes pode ser utilizado para
elucidar as variages locais dos parametros do sistema de cruzamento, consequentes de
fatores ambientais e diferencas entre populacdes marginais e centrais, indicando

mudancas microevol utivas seguindo o efeito fundador (Sun & Ritland, 1998). Da mesma



forma, possibilita estudar os efeitos da fragmentagdo ou antropizacdo quando se
compara populacbes localizadas em florestas consideradas intactas com florestas
fragmentadas.

Diante do exposto, o0 principal objetivo deste estudo é estimar os parametros do
sistema de cruzamento de duas espécies pioneiras arbéreas. Trema micrantha e
Cecropia pachystachya, a partir das fregtiéncias génicas e genotipicas de progénies de
duas populagdes de cada espécie. As popul ages foram amostradas em fragmentos bem
distintos quanto ao estado de conservacdo e &rea florestal total permitindo que os
resultados sgjam discutidos quanto aos efeitos da fragmentagcdo sobre o sistema de

cruzamento destas espécies.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Caracterizacao das espécies

Progénies foram amostradas de populages das espécies Cecropia pachystachya
Trec. e Trema micrantha (L.) B.. C. pachystachya é planta di6ica que pode atingir 4 a7
m de altura e 15 a 25 cm de didmetro. E espécie pioneira e seletiva higrofita, ocorrendo
em varias formacOes florestais no Brasil, desde o Ceard até Santa Catarina. Possui
ocorréncia rara no interior da mata priméria densa, € mais comum em matas secundarias
e também em capoeiras novas Situadas junto as vertentes ou cursos d &gua. Sua
polinizacéo € pelo vento e produz uma grande quantidade de sementes que sdo dispersas
por ampla diversidade de passaros e por morcegos (Lorenzi, 1992).

T. micrantha ocorre em véarios tipos de ambientes, exceto nos mais tmidos. E
uma das primeiras espécies a se estabel ecer em &reas abandonadas, continuando a existir
nos estégios da sucessdo secundéria, exceto na floresta climax (Lorenzi, 1992). Esta
espécie ocorre entre as latitudes 30°N (Estados Unidos) e 30°S (Brasil) e é classificada
como hermafrodita criptica por possuir plantas variando de mondicas a didicas (Torres,

1996). Suas flores so unissexuais ou bissexuais androgenas e a dispersdo das sementes



é realizada por aves e outros animais (Carvaho, 1994). A espécie é polinizada
principalmente pelo vento, mas pode ser visitada por pequenos insetos (Bawa et al.
19854).

3.2.2 Areas de estudo

As populactes estudadas foram amostradas na Estacdo Ecoldgica dos Caetetus
(EEC) e na Reserva Florestal de Santa Genebra (RMSG). A EEC é administrada pelo
Ingtituto Florestal de S&o Paulo e esta situada entre a latitude 22° 22 a 22° 277 S e
longitude 49° 40" e 49° 43 O, entre os municipios de Gdalia e Alvilandia-SP. Ela
compreende uma &rea de 2.179 ha de floresta tropical latifoliada semidecidua, com
caracteristicas primarias. Nela, encontram-se &vores com aturas de até 30 m e
digmetros de 1 m. Sobretudo, a flora local € considerada praticamente intacta,
representando um dos maiores e mais conservados remanescentes deste tipo de floresta
em todo o Estado de S&o Paulo (Perecin, 2000). A EEC esta inserida em uma paisagem
de intensa exploracdo agricola (principamente café e laranja) e pecuaria.

A RMSG possui 251,8 ha de floresta tropical estacional semidecidua (IBGE,
1993) e esta localizada nas coordenadas 22° 49’ 45’ Se 47° 06" 33"’ W, no Municipio
de Campinas - SP. Ao longo de sua area levemente ondulada, com altitudes variando de
580 a 610 m, verifica-se um mosaico de vegetacdo, em que varias fases sucessionais sdo
encontradas. Ocorrem tanto areas com floresta preservada, formando um dossel continuo
de 15 a 18 metros de altura, com espécies emergentes de até 25 m, como areas muito
perturbadas ocupadas por espécies de estédgio sucessiona inicial. Além destas,
encontram-se areas mais baixas com solos encharcados ocupados por uma Floresta
Paludosa. Encontrando-se numa paisagem urbanizada, neste fragmento, aém dos
processos naturais e os efeitos de borda, ocorreram perturbacBes antrépicas como
queimada, extracdo seletiva de madeira e corte raso de alguns pequenos trechos para
utilizacdo dalenha (L eitéo-Filho, 1995).



3.2.3 Amostragem

Para coleta das sementes realizou-se visitas a campo, ao longo dos meses de
janeiro ajunho de 2001, para ensacamento de ramos e garantia da permanéncia de frutos
maduros nas plantas de T. micrantha e para acompanhar o amadurecimento das
infrutescéncias de C. pachystachya. As coletas foram realizadas individualmente por
arvore e 0 material foi levado ao laboratdrio de sementes de espécies florestais do Depto.
de Ciéncias Florestais, ESALQ-USP. As sementes de T. micrantha receberam
tratamento para acelerar a germinacéo, sendo mantidas em acido sulfurico concentrado
por 20 minutos e lavadas em &gua corrente por outros 10 (Torres, 1996). Posteriormente,
foram novamente lavadas com hipoclorito comercial a 0,2%, antes de seguir para as
caixas de gerbox.

As sementes de ambas espécies foram submetidas & mesmas condigdes de
fototropismo, com 8 horas de escuro e 16 de luz, e a temperatura alternada de 30°C sob
luz e 20°C, quando em escuro. Ambas espécies gpresentaram ata taxa de germinagéo (>
85%) mas com grande variacdo entre as progénies de T. micrantha. As plantulas foram
repicadas e aclimatadas no laboratério, até serem transferidas para casa de vegetacao.

Somaram-se 24 progénies para ambas espécies, sendo 10 plantulas de cada
progénie submetidas as andlises de isoenzimas. Das progénies de C. pachystachya, 14 se
originaram de plantas da EEC enquanto o restante foi coletado de plantas compondo um
grande grupo de individuos localizados as margens da Rodovia Geraldo de Barros (SP
191, préximo ao km 265), no Municipio de S Manuel — S.P., a 146 quildmetros
daquele fragmento. Das progénies de T. micrantha, 9 foram coletadas da populacéo da
RMSG e as outras 15, da EEC.

3.2.4 Protocolos

Previamente a aplicagdo da técnica eletroforese de isoenzimas, testou-se quatro
sistemas tampéo gel/eletrodo com 32 sistemas enzimaticos. Durante a extragado, utilizou-

se 0 tampéo 1, citado em Alfenas et al. (1991). Os procedimentos posteriores seguiram



as recomendacdes descritas pelos mesmos autores. Feita a selecdo, as enzimas extraidas
das folhas jovens das mudas de T. micrantha foram submetidas a eletroforese e a
revelacdo para glucose desidrogenase (GDH, EC-1.1.1.47), xiquimato desidrogease
(SKDH, EC-1.1.1.25), fosfatase &cida (ACP, EC-3.1.3.2), isocitrato desidrogenase (IDH,
EC-1.1.1.42), malato desidrogenase (MDH, EC-1.1.1.37), diaforase (DIA, EC-1.8.1.4),
glutamato oxaloacetato transaminase (GOT, EC-2.6.1.1), glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH, EC-1.1.1.49) e esterase (EST, EC-3.1.1.1). Deste processo,
obtive-se os zimogramas dos quais foram interpretados 13 locos polimorficos, somando-
se 30 alelos.

Das folhas jovens de C. pachystachya, foram reveladas as enzimas fosfogluco
isomerase (PGI, EC-5.3.1.8), fosfatase acida (ACP, EC-3.1.3.2), fosfoglucomutase
(PGM, EC-5.4.2.2), isocitrato desidrogenase (IDH, EC-1.1.1.42), xiquimato
desidrogease (SKDH, EC-1.1.1.25) e glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC-
1.1.1.49). Da interpretacdo destes zimogramas SOmou-se sete 1ocos isoenziméticos
polimorficos e um total de 17 alelos.

Durante a eletroforese, as enzimas GDH, SKDH, ACP IDH e MDH de T.
micrantha e a PGI, ACP e PGM de C. pachystachya apresentaram melhor padréo de
revelacdo e resolucdo, sob o sistema tampéo gel/eletrodo desenvolvido por Clayton e
Tretiak (1972), que € citado com agumas modificaces (sistema 8), em Alfenas et al.
(1991). Para as outras enzimas, optou-se pelo sistema tampéao gel/eletrodo desenvolvido
por Hakim-Elahi (1980), citado em Alfenas et al. (1991) (sistema 25).

3.2.5 Analise dos dados

Para inferir sobre o0 sistema de cruzamento, com base nas freqliéncias genotipicas
obtidas da andlise isoenzimética, utilizou-se o programa MLTR (Multilocus Mating
System Program, versdo 1.1, revisado em novembro de 1996) desenvolvido por Ritland
(1994). O programa permite obter estimativas sobre: taxa de fecundagcdo cruzada
baseada em mdltiplos locos (tm); taxa de fecundagdo cruzada para cada loco
individualmente e a média das estimativas para a populagdo (ts); coeficiente de



endogamia de Wright (F); correlacéo entre pares de sementes quanto ao cruzamento (ry),
correspondente a taxa de cruzamento dentro de progénies; correlagdo entre graos de
polen dos pares de sementes de fecundagéo cruzada (1), inferindo-se sobre a origem dos
gréos de pblen. Além das estimativas dos parémetros citados, o programa também
calcula as freqliéncias aélicas no conjunto de pdlen (p) e nos évulos (0) e determina os
gendtipos maternos. A rotina do programa desenvolvida para se estimar os parametros
do sistema de cruzamento foi descrita por Ritland & Jain (1981); outros detalhes sobre a
estimativa dos genétipos maternos e da freqliéncia génica no conjunto de pélen podem
ser encontrados em Brown e Allard (1970) e em Ritland (1983), respectivamente.

Todas as estimagdes desenvolvem-se com base nas fregiiéncias génicas obtidas
das progénies analisadas. A partir destas frequiéncias, pode-se inferir sobre os gendtipos
das arvores matrizes, do grupo de pdlen (p), taxa de cruzamento (t) e o coeficiente de
endogamia de Wright (F). Todos estes parametros séo utilizados simultaneamente
durante a rotina de estimagdo através da solucdo de equacOes de probabilidade,
envolvendo o método de Newton-Ranphson. A descri¢do do processo de estimacéo de
méxima verossimilhanga das estimativas dos pardmetros do sistema de cruzamento séo
apresentados por Ritland e El-Kassaby (1985).

Os parametros do modelo de cruzamentos correlacionados (r; e rp) Sdo
estimadores da taxa de autofecundagdo e fecundagdo cruzada dentro de progénies,
considerando a origem dos gametas. O método para se obter estas estimativas,
conhecido como modelo de pares de progénies, baseia-se em repetidas amostragens de
pares de sementes das progénies dentro de populacdo, seguida pela comparacéo entre 0s
gendtipos das duas sementes amostradas (Ritland, 1989). Desta forma, em cada
repeticdo, pode-se inferir sobre a origem do pdlen para aquele par de gendtipos, podendo
ser ambas formadas por autofecundacdo, uma por autofecundacdo e outra por
fecundacdo cruzada, ou ambas por fecundacdo cruzada, sendo que, neste ultimo, os
gréos de pdlen podem ter sido originados de apenas uma Unica arvore ou de diferentes
arvores.

O modelo assume que as plantulas resultam de um mistura de cruzamentos

aleatdrios e autofecundactes, sendo considerado que o conjunto de polen é distribuido



de forma homogénea para o cruzamento com todos os gendti pos maternos, que os aelos
de diferentes locos segregam independentemente, que os locos ndo sdo afetados pela
selecdo ou mutacdo entre o tempo de cruzamento e andlise, e que os locos estdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg ou que a segregacdo dos alelos em plantas maternas
heterozigotas € estritamente mendeliana, em uma razéo de 1:1 tanto para producdo de
polen como de 6vulo (Ritland & Jain, 1981). Para se testar a hipbtese de que as
populacdes estdo em EHW, comparou-se as frequiéncias genotipicas observadas em
relacdo as freqliéncias genotipicas esperadas segundo o modelo de Equilibrio de Hardy-
Weinberg, avaliando se os desvios existentes sdo ou ndo significativamente diferentes de
zero. Para tanto, utilizou-se o teste Exato de Fisher. Este teste exige computacdo intensa
e recorre ao agrupamento de gendtipos, quando se refere a locos com mais de dois
aelos. A andlise foi desenvolvida com auxilio do programa TFPGA disponibilizado por
Miller (1997), quando foram utilizadas dez baterias de andlises, com 1.000 permutacdes
cada, num total de 10.000 permutagdes. Também aplicou-se o teste qui-quadrado para
testar a homogeneidade (independéncia) das freqiiéncias a élicas de pdlen e 6vulos sobre
as popul acBes das espécies e respectivas popul acoes.

3.3 Resultados

3.3.1 Teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg

Com base nos resultados encontrados no teste Exato de Fisher, para verificar
desvios das freqUéncias genotipicas observadas das esperadas pelo modelo de EHW,
verifica-se que poucos locos ndo apresentaram distribuicdo ao acaso das frequéncias
génicas. Apenas os locos Skdh, Idh, Mdh-2 e mdh-1, na populagdo de T. micrantha
amostrada na RMSG, e os locos Skdh, Acp-2 e Est, da populagdo da EEC, néo
apresentaram distribuicbes esperadas segundo as proporcoes de EHW ao nivel de
significancia de 5% (Tabela 1).



Para a espécie C. pachystachya, apenas os locos Pgm-1 e Pgm-2 da populacédo
EEC ndo aderiram as proporgdes de EHW. Desvios do EHW podem ser causados pelo
sistema de reproducéo ou por fatores evolutivos como selegdo, migragdo, mutacdo ou
deriva genética (Ritland & Jain, 1981). Para se separar os efeitos reprodutivos dos
fatores evolutivos seria necessario aplicar o teste de Equilibrio de Wright (EEW). No
entanto, este teste so é realizado em locos que possuem, ho minimo, trés alelos. Portanto,
como apenas o loco Skdh de T. micrantha permitiria a aplicagdo do teste, este foi
inviabilizado.

Tabela 1. Probabilidades obtidas nos testes de aderéncia as proporcdes de Hardy-
Weinberg, para os locos polimorficos analisados nas progénies de Trema
micrantha e Cecropia pachystachya, utilizando-se o teste Exato de Fisher.

Trema micrantha Cecropia pachystachya
Locos RMSG EEC Locos RMSG EEC
Gdh 0,247 - Pgi-3 1,000 0,404
Skdh 0,004** 0,000** Acp-2 0,144 1,000
Acp-3 0,249 0,252 Pgm-1 0,410 0,006**
Acp-2 0,231 0,016* Pgm-2 1,000 0,002**
Acp-1 0,464 0,228 Idh-1 1,000 0,841
Idh 0,014* 0,076 Skdh 1,000 -
Est 0,567 0,000** G6pdh 0,751 0,579
Mdh-2 0,019* 1,000
Mdh-3 - 1,000
Mdh-1 0,042* 0,286
Dia2 0,433 0,453
Got 0,110 0,175
G6pdh 1,000 0,153

3.3.2 Homogeneidade nas frequéncias alélicas dos 6vulos e
poélen

De acordo com os resultados do teste de homogeneidade das fregliéncias a élicas
dos 6vulos e pdlens para ambas espécies e populacdes (Tabelas 2 e 3), 50% dos locos

apresentaram homogeneidade nas frqiiéncias alélicas, nas populagdes de T. micrantha.



Tabela 2. Divergéncia genética entre freqliéncias alélicas dos évulos e pélen em

populacdes de Trema micrantha e probabilidades pel o teste qui-quadrado.

Populacéo EEC Populagdo RMSG
Loco Aleo Polen Ovulo P Pélen Ovulo P
Gdh 1 0,993 (0,000) 0,968 (0,000) 0,922 (0,038) 0,889 (0,063)
2 0,007 (0,000) 0,032(0,000) 0,201 0,078(0,038)  0,111(0,063) 0,425
Skdh 1 0511(0,076) 0,452 (0,085) 0,900 (0,096) 0,722 (0,067)
2 0415(0,075) 0,516 (0,085) 0,100 (0,096) 0,278 (0,067)
3 0,073(0,025) 0,032 (0,000) 0,217 0,001**
Acp-3 1 0,053(0,023) 0,100 (0,043) 0,094 (0,030) 0,056 (0,023)
2 0531(0,056) 0,800 (0,053) 0,631 (0,133) 0,611 (0,065)
3 0416(0,051) 0,100(0,045)  0,000** 0,275 (0,138) 0,333 (0,067) 0,461
Acp-2 1 0,159(0,035) 0,533 (0,063) 0,666 (0,204) 0,500 (0,000)
2 0841(0,035 0467(0,063) 0000*  0,334(0,204) 0,500 (0,000) 0,017+
Acp-1 1 0,398(0,095) 0,167 (0,083) 0,094 (0,047) 0,222 (0,151)
2 0,602(0,095) 0,833(0,083) 0,000** 0,906 (0,047) 0,778 (0,151) 0,013*
Idh 1 0,271(0,045) 0,200(0,059) 0,100 (0,045) 0,222 (0,058)
2 0,729(0,045) 0,800 (0,059) 0,237 0,900 (0,045) 0,778 (0,058) 0,019*
Est 1 0,767 (0,053) 0,767 (0,066) 0,834 (0,145) 0,500 (0,028)
2 0,233 (0,053) 0,233 (0,066) 1,000 0,166 (0,145) 0,500 (0,028) 0,000**
Mdh-2 1  0,985(0,008) 0,967 (0,022) 0,840 (0,056) 0,778 (0,072)
2 0,015(0,008) 0,033 (0,022) 0,084 (0,030) 0,167 (0,069)
3 0,406 0,077 (0,031) 0,056 (0,061) 0,191
Mdh-3 1 0,007 (0,004) 0,032 (0,000) 0,077 (0,039) 0,053 (0,003)
2 0,993(0,004) 0,968 (0,000) 0,201 0,923 (0,039) 0,947 (0,003) 0,491
Mdh-1 1 0,172(0,060) 0,167 (0,080) 0,250 (0,086) 0,444 (0,136)
2 0,828(0,060) 0,833(0,080) 0,929 0,750 (0,086) 0,556 (0,136)  0,004**
Dia-2 1 0177(0,073) 0,167 (0,075) 0,133 (0,184) 0,316 (0,089)
2 0,792 (0,073) 0,800 (0,092) 0,534 (0,224) 0,632 (0,090)
3 0031(0017) 0,033(0,027) 0980  0,332(0,149) 0,053 (0,003)  0,000**
Got 1 0,061(0,042) 0,133(0,052) 0,250 (0,107) 0,056 (0,048)
2 0,402(0,066) 0,467 (0,124) 0,562 (0,173) 0,556 (0,099)
3 0537(0,049) 0,400 (0,107) 0,076 0,188 (0,158) 0,380 (0,066)  0,000**
Gépdh 1 0,186 (0,062) 0,367 (0,093) 0,167 (0,064) 0,500 (0,021)
2 0814(0,062) 0,633(0,093) 0,004** 0,833 (0,064) 0,500 (0,021)  0,000**

() Desvio Padréo obtido por 1.000 reamostragem (bootstrap) sobre progénies
* Diferencasignificativa entre as freqiiéncias al élicas a 95% de probabilidade
** Diferencasignificativa entre as freqiiéncias alélicas a 99% de probabilidade



Os locos Skdh, Idh, Est, Mdh-1, Dia-2 e Got indicaram distribuicdo homogénea das
freqUéncias aélicas apenas na populacéo de EEC, enquanto o loco Acp-3 teve este
comportamento para a populagdo da RMSG. Para esta espécie a populagdo da EEC
mostrou maior homogeneidade na distribuicéo de pélen. Em C. pachystachya os locos
Pgi-3 e Pgm-1 apresentaram diferencas nas freqiéncias génicas de polen e do évulo
apenas na populacdo EEC, enquanto o loco Acp-2 e Pgm-2 apresentaram apenas para a
populacéo RMSG. Os locos Skdh e G6pdh apresentaram diferencas em ambas
popul acbes (Tabela 3).

Diferencas nas fregtiéncias génicas do pdlen e do évulo indicam desvios de
cruzamentos aleatérios, sendo que a causa pode estar associada a diferentes fatores. Para
as espécies em questdo, as diferencas nas fungdes masculinas e femininas das plantas e a
amostragem nado representativa das plantas maternas sao justificativas plausiveis. Ambas
espécies apresentam floracdo distribuida por um longo periodo de tempo, o que
caracteriza que determinadas &rvores troguem gametas entre si, enquanto outras ja estéo
em plena frutificacdo, ainda ndo atingiram a maturidade das suas flores, ou mesmo, n&o
estdo reproduzindo no ano em questdo. Como uma segunda justificativa, C.
pachystachya é espécie didica e T. micrantha possui a grande maioria de suas flores
monossexuadas. Dessa forma, aumenta-se as chances de muitas arvores ndo serem
amostradas no conjunto de pdlen e 6vulos representantes das popul agdes compostas por
grande nimero de individuos.

O numero de 24 progénies para cada espécie e sete e 13 locos polimorficos sdo
satisfatorios na obtengdo das estimativas dos parédmetros do sistema de cruzamento, o
que reduziriam os possiveis efeitos da violagdo da pressuposicéo de homogeneidade das
freqUiéncias alélicas dos 6vulos e do pdlen sobre tais estimativas (Ritland & Jain, 1981).

A partir dos resultados obtidos para T. micrantha, a populacdo amostrada na EEC
apresenta distribuicéo de alelos mais homogénea, o que também pode estar refletindo os
efeitos da fragmentac&o de continuos florestais sobre a populacdo da espécie. Por outro
lado, a maior proporcao de locos com significancia para homogenei dade na distribuicdo
de pdlen na RMSG pode estar refletindo a entrada de gréos de polen de individuos

localizados proximos da populacdo estudada. Este fragmento se encontra em uma



paisagem que permite maior eficiéncia do vento no transporte de pélen por maiores

distancias.

Tabela 3. Divergéncia genética entre frequéncias alélicas dos Ovulos e polen em
populacbes de Cecropia pachystachya e probabilidades pelo teste qui-

guadrado.

Populacéo EEC Populagcdo RMSG
Loco Aldo Pélen Ovulo P Pélen Ovulo P
Pg-3 1  0056(0,049) 0,071 (0,044) 0,199 (0,097) 0,167 (0,081)
2 0872(0060) 0,607 (0,046) 0,801 (0,097) 0,833 (0,081)
3 0073(0,046) 0321(0,058) 0,000 0,558
Acp2 1  0138(0069) 0,179 (0,068) 0,498 (0,209) 0,333 (0,079)
2 0862(0069 0821(0,068) 0427 0502(0,209) 0,667 (0,079 0,018
Pgm-1 1 0,584 (0,167) 0,750 (0,068) 0,500 (0,201) 0,500 (0,000)
2 0416(0,167) 0250(0,068) 0013  0,500(0,201) 0,500 (0,000) 1,000
Pgm2 1  0751(0,094) 0,786 (0,063) 0,857 (0,040) 0,667 (0,106)
2 0249(0094) 0214(0063) 0557 0,143(0,040) 0,333(0,106) 0,002**
ldh-1 1  0380(0,181) 0,393 (0,074) 0,232 (0,072) 0,333 (0,072)
2 0233(0,156) 0,536 (0,075) 0,684 (0,070) 0,500 (0,070)
3 0382(0,145) 0071(0,041) 0000** 0,084 (0071) 0,167 (0,071) 0,025*
Skah 1 0026(0,008) 0,034 (0,000) 0,100 (0,065) 0,111 (0,065)
2 0974(0008) 0966(0,000) 0,740 0,900 (0,065) 0,889 (0,065) 0,800
Gepdh 1  0,364(0,161) 0,071 (0,043) 0,367 (0,000) 0,053 (0,000)
2 0127(0,107) 0,857 (0,054) 0,449 (0,072) 0,684 (0,072)
3 0509(0217) 0071(0,037) 0000** 0,184 (0,072) 0,263(0,072) 0,000**

() Desvio Padrdo obtido por 1.000 reamostragem (bootstrap) sobre progénies
*  Diferencasignificativa entre as freqliéncias alélicas a 95% de probabilidade
** Diferencasignificativa entre as freqiiéncias a élicas a 99% de probabilidade



3.3.3 Sistemas de cruzamentos

As estimativ-as dos parametros do sistema de cruzamento para as espécies T.
micrantha e C. pachystachya sdo apresentadas individualmente para as populagtes
amostradas na RMSG e EEC (Tabela 4). T. micrantha apresentou elevadas taxas de
fecundacdo cruzada multilocos e, com base no desvio padrdo, revelou diferenca
significativa entre as duas populaces (0,819 e 0,966 para RMSG e EEC,
respectivamente). Diante destas estimativas, T. micrantha possui sistema de cruzamento
misto, com predominio de fecundacdo cruzada. O indice de fixacdo estimado para
populacéo da RM SG foi positivo e elevado, podendo indicar endogamia nesta popul agéo
(F de 0,103 e -0,022). No entanto, o desvio padrdo obtido a partir de 1.000
reamostragens (bootstraps) sobre progénies, indicou grande variagdo nas estimativas. As
diferengas entre as taxas de cruzamento multilocos e unilocos foram positivas e
significativas (t,,- t; de 0,106 e 0,151), sugerindo que ocorrem cruzamentos entre
aparentados e que as popul agbes estéo estruturadas espacial mente.

As estimativas de cruzamentos correlacionados variaram entre as popul agoes,

sendo significativamente diferente de zero nas progénies da populagdo da RMSG (1, de

0,418 e 0,100 para RMSG e EEC, respectivamente). Ambas populacbes de T.

micrantha apresentaram estimativas elevadas para r (0,605 e 0,653), indicando que a

maior parte dos individuos nas progénies de fecundacdo cruzada sdo irmaos completos
resultantes de cruzamentos biparentais.

C. pachystachya € espécie didica, 0 que garante taxas de fecundacdo cruzada
maximas. No entanto, as estimativas obtidas sdo significativamente diferentes de um,
que é o valor esperado para espécies didicas (t,, de 0,794 e 0,816). As diferencas entre
as taxas de fecundacdo cruzada multilocos e unilocos sugerem cruzamentos entre

individuos aparentados (t_ - t, de 0,072 e 0,128, para RMSG e EEC, respectivamente),
indicando que a distribuicdo espacia dos individuos na populacdo da EEC apresenta

maior grau de estruturacdo em familias. Ambas popul agbes apresentam indice de fixacao
total proximo de zero (F de—0,019 e —0,020).



Tabela 4. Estimativa de taxa de cruzamento unilocus (f,), multilocos (f,,), entre
aparentados (f, - f.), correlagio de cruzamentos (f,), correlagio de
paternidade () e coeficiente de endogamia (F) para ambas espécies
estudadas, a partir de marcadores i soenzimaticos.

Espécies Trema micrantha Cecropia pachystachya
Populagbes RMSG EEC RMSG EEC
= 0,103 (0,104) -0,022 (0,096) -0,019 (0,403) -0,020 (0,159)
t 0,819 (0,095) 0,966 (0,027) 0,794 (0,211) 0,816 (0,072)
ts 0,713 (0,085) 0,815 (0,048) 0,722 (0,195) 0,689 (0,087)
t - 0,106 (0,029) 0,151 (0,036) 0,072 (0,050) 0,128 (0,038)
F, 0,418 (0,274) -0,100 (0,463)
3 0,605 (0,146) 0,653 (0,137) 0,990 (0,102) 0,868 (0,122)

() Desvio padrdo obtido pelo método de reamostragem bootstrap, utilizando-se 1.000 repeticdes sobre
progénies

Sendo espécie didica, ndo se considera a existéncia de progénies compostas por
algum individuo resultante de autofecundac&o, sendo desprezado o parémetro que avalia
a correlagdo nos cruzamentos. Por outro lado, a correlagdo de paternidade apresentou

estimativas muito elevadas (r, de 0,990 e 0,868), sugerindo que a grande maioria das

progénies sdo compostas com individuos irmdos completos, resultantes de cruzamentos
biparentais.

Taxas de fecundacdo cruzada foram obtidas para cada progénie de ambas
espécies e estdo apresentadas na Tabela 5. Verifica-se grande variagdo nas taxas de

cruzamentos entre as arvores. Para T. micrantha, verifica-se t,, variando de 0,20 a 1,48,

na mesma populacdo. Da mesma forma, as estimativas variaram entre 0,28 e 1,69 para
C. pachystachya, estando 14 estimativas abaixo e quatro acima da unidade esperada para
uma espécie didica. Salienta-se que os valores 0,00 e 2,00 indicam n&o convergéncia dos

dados ao modelo de cruzamento misto.



Nas Tabelas 6 e 7, estdo apresentadas as estimativas de indice de fixacdo e taxas
de cruzamentos obtidas para locos independentes. Verifica-se estimativas negativas para
indice de fixacdo em C. pachystachya e T. micrantha, sugerindo excesso de
heterozigotos nos locos correspondentes. Somado a grande variagdo nas estimativas dos
diferentes locos analisados, 0 erro padréo reflete a variagdo na ocorréncia de

cruzamentos nas progénies estudadas.

Tabela 5. Estimativas de taxa de fecundagdo cruzada por progénie de ambas espécies,
amostradas na Reserva Florestal de Santa Genebra e na Estacdo Ecoldgica dos

Caetetus.
Trema micrantha Cecropia pachystachya
Progénie RMSG EEC RMSG EEC

F1 0,67 (0,17) 0,82 (0,46) 0,00 (0,00) 0,80 (0,43)
F2 2,00 (0,00) 1,32 (0,33) 0,43 (0,43) 0,28 (0,29)
F3 1,25 (0,39) 0,94 (0,54) 2,00 (0,00) 1,08 (0,46)
F4 0,20 (0,12) 0,95 (0,55) 0,68 (0,38) 0,78 (0,33)
F5 2,00 (0,00) 2,00 (0,00) 0,45 (0,23) 0,67 (0,28)
F6 2,00 (0,00) 0,91 (0,43) 0,00 (0,00) 0,92 (0,59)
F7 0,88 (0,59) 2,00 (0,00) 0,78 (0,33) 0,89 (0,34)
F8 0,71 (0,35) 0,72 (0,27) 2,00 (0,16) 0,89 (0,32
F9 1,48 (0,31) 0,74 (0,37) 1,18 (0,32 0,84 (0,27)
F10 1,09 (0,47) 1,00 (0,27)
F11 0,90 (0,52) 0,86 (0,29)
F12 0,85 (0,49) 0,53 (0,15)
F13 2,00 (0,00) 1,69 (0,22)
F14 0,82 (0,41) 0,40 (0,24)
F15 2,00 (0,00)

() erro padréo obtido a partir de 100 bootstraps sobre locos



Tabela 6. Estimativas de indice de fixacdo e taxa de fecundacdo cruzada por loco de
Cecropia pachystachya, para as populacbes da Reserva Florestal de Santa

Genebra e Estacao Ecol 6gica dos Caetetus.

Locos RMSG EEC

F f F f
Pgi-3 0,990 (0,198) 0,979 (0,165) -0,080 (0,447) 0,540 (0,195)
Acp-2 -0,990 (0,360) 0,375 (0,219) -0,673 (0.704) 0,966 (0,329)
Pgm-1 -0,556 (0,291) 0,909 (0,416) 0,449 (0,335) 0,594 (0,099)
Pgm-2 -0,689 (0,449) 1,009 (0,213) -0,022 (0,599) 0,703 (0,361)
Idh-1
Skdh -0,990 (0,928) 1,963 (0,491) 0,000 (0,000) 0,000 (0,000)
G6pdh 0,392 (0,237) 0,983 (0,296)

() erro padrdo obtido a partir de 100 bootstraps sobre progénies

Tabela 7. Estimativas de indice de fixacdo e taxa de fecundacdo cruzada por loco de
Trema micrantha, para as populagdes da Reserva Florestal de Santa Genebrae

Estac&o Ecol 6gica dos Caetetus.
Locos RMSG EEC
F t F t

Gdh-2 -0,990 (0,647) 0,807 (0,719) 0,990 (0,001) 0,000 (0,000)
Skdh 0,357 (0,787) 0,531 (0,253) 0,222 (0,266) 0,488 (0,172)
Acp-3 -0,990 (0,131) 0,887 (0,356) -0,990 (0,155) 1,380 (0,205)
Acp-2 -0,990 (0,001) 0,766 (0,166) -0,607 (0,275) 0,813 (0,083)
Acp-1 0,600 (0,84) 0,885 (0,217) 0,280 (0,719) 0,690 (0,248)
Idh 0,600 (0,860) 0,584 (0,121) -0,990 (0,001) 0,648 (0,121)
Dest -0,990 (0,001) 0,848 (0,501) -0,990 (0,001) 0,535 (0,196)
Mdh-2 0,749 (0,42) 0,688 (0,337) -0,990 (0,893) 1,999 (0,657)
Mdh-3 0,990 (0,001) 0,990 (0,001) 0,075 (0,035)
Mdh-1 0,100 (0,599) 0,539 (0,188) 0,280 (0,672) 0,782 (0,324)
Dia-2 -0,667 (0,208) 0,958 (0,301)
Got 0,749 (0,242) 0,926 (0,396) 0,406 (0,257) 0,707 (0,123)
G6pdh 0,100 (0,504) 0,959 (0,151) -0,005 (0,367) 1,034 (0,199)

() erro padrdo obtido a partir de 100 bootstraps sobre progénies



3.4 Discussao

As taxas de fecundacdo cruzada ndo correspondem as expectativas para C.
pachystachya que, por ser uma espécie didica, espera-se que todos os eventos de
fertilizacdo resultem de fecundag@o cruzada. As estimativas obtidas se baseiam num
conjunto de progénies que apresentam proporcdes variadas de fecundagéo cruzada. Da
mesma forma que as estimativas se distribuem numa amplitude de variacdo para as
progénies, as estimativas obtidas para locos também apresentaram grande variagdo entre
as taxas de fecundagdo cruzada e indice de fixacao.

As estimativas de indice de fixacdo expbem elevadas proporcbes de
heterozigotos nos locos analisados para C. pachystachya, estando relacionadas a
ocorréncia de selecdo, sendo uma das possibilidade de violagdo das pressuposicoes do
modelo de cruzamento misto (Ritland, 1983). Da mesma forma, a grande frequiéncia de
cruzamentos biparentais, 0 reduzido nimero de aelos por loco (apenas dois dos sete
locos apresentarem trés alelos) e as freqléncias aélicas distantes de 0,50, também
podem ter contribuido para as estimativas pouco consistentes obtidas para C.
pachystachya. Além disso, segundo Coelho (2002), populacdes finitas (dezenas de
individuos) e flutuagdes nas taxas de cruzamento entre geraces, que € uma realidade em
populacdes naturais, resultam em discrepancias entre estimativas de indice de fixagéo
para diferentes locos. Tais variagOes refletem nas estimativas de fecundagéo cruzada
para popul acdes da mesma espécie, devido a elas estarem sujeitas a ateracdes proprias
da espécie e também resultantes de processos estocasticos da natureza.

Desta forma, um conjunto de fatores podem tornar pouco eficiente a aplicacéo do
modelo de cruzamento misto, resultando em estimadores pouco robustos. Para C.
pachystachya, da mesma forma que as estimativas de fecundagdo cruzada demonstram
tendéncias, estas também influenciam nos outros parametros do sistema de cruzamento,
por todos serem estimados a partir de um processo dinamico e interativo (Ritland & Jain,
1981). Assim, as estimativas obtidas para os diferentes parametros devem ser vistas com

cautdla



As progénies estudadas representam individuos localizados em populagdes, a
principio, bem distintas devido as condicdes dos fragmentos. A RMSG é um fragmento
jabem alterado e de area reduzida, sendo o oposto da EEC. Quando se refere as espécies
pioneiras, percebe-se que estas ocorrem com mais freqiéncia nas condigdes de
ambientes mais aterados. Sobretudo, os exemplares de T. micrantha podem ocorrer
individualmente ou em grupos, podendo estes serem bem numerosos, como encontrado
no pequeno fragmento préximo a EEC (dezenas de individuos adjacentes), ou pequenos,
sendo comuns na EEC (média de 3 individuos por grupo). A espécie apresenta
distribuicéo espacial agregada, podendo existir individuos bem proximos entre si ou
mais distantes. Como constatado em campo, a distancia entre os individuos do mesmo
grupo varia também em relagcdo a idade, sendo que individuos mais velhos, de copas
mais bem formadas e em plena capacidade reprodutiva s&0 mais comuns em grupos
Menos NUMerosos e caracteristicos de clareiras mais antigas.

Diante das estimativas, T. micrantha é espécie de cruzamento misto,
predominando as fecundacbes cruzadas e, sendo bem flexivel quanto aos seus
cruzamentos, podem ser produzidas sementes viaveis mesmo em eventos de
autofecundacdo. Na RMSG verificou-se maior ocorréncia de cruzamentos endogamicos
por autofecundagdo, mas ocorreram proporgdes semelhantes de cruzamentos biparentais
em ambos fragmentos. Devido a variagdo entre as estimativas dos diferentes parametros
de sistema de cruzamento, percebe-se que os disturbios na RMSG favoreceram a
ocorréncia de autofecundagdes que, juntamente com a elevada taxa de cruzamentos
biparentais, podem trazer prejuizos para esta populacdo da espécie. Por outro lado, os
cruzamentos entre individuos aparentados revelam a ocorréncia de estrutura em familia
na distribuicdo espacia dos individuos em ambas popul agdes.

A distribuicdo espacial daespécie e a dispersdo de seus gréos de pdlen pelo vento
podem favorecer cruzamentos entre individuos mais préximos cujos periodos de
florescimento coincidem. Por outro lado, as autofecundagBes podem ser viaveis para a
permanéncia da populagdo em casos de isolamento espacial ou assincronismo na
floracdo, justificando o caracteristico hermafroditismo criptico de T. micrantha. Sob tais

condicoes, a fecundacdo cruzada torna-se funcdo do isolamento espacial dos individuos



reprodutivos, ja tendo sido isso discutido para Cavanillesia platanifolia, por Murawski
et a. (1990). Sendo esta planta de sucessdo inicia polinizada por beija-flor e grandes e
pequenas abelhas, que produz frutos dispersados pelo vento, os autores verificaram que
individuos mantidos em grupos sdo predominantemente de fecundagdo cruzada,
enquanto os mais isolados tém um maior grau de autofecundacéo. Seus dados também
indicam que as proporcdes de autofecundacdo variam de ano para ano, também em
funcéo da densidade de arvores reprodutivas nas proximidades. Para C. platanifolia, a
heterogeneidade na idade e a distancia entre as arvores no dossel tornam menos
provaveis os cruzamentos entre as individuos aparentados.

T. micrantha apresentou maior indice de fixacdo na populacdo da RMSG,
sugerindo que a fragmentagcdo pode ter resultado num aumento de autofecundacdes e
endogamia na populacdo. Estes efeitos genéticos sGo mais previsiveis em pequenas
populacbes ocupando habitats isolados, sendo que o aumento da endogamia ou
homozigosidade na populagcdo pode resultar em depressdo endogamica em espécies
predominantemente al6gamas, por possuirem altos niveis de carga genética. Murawski
et a. (1990), discutindo sobre o estégio sucessiona e a condicdo de compatibilidade,
cita que Stebbins (1957) associa a autofecundacdo a condicdo de sucesséo inicial,
estando especialmente presente entre daninhas e espécies colonizadoras. Bawa (1974)
afirma que as espécies colonizadoras sdo sempre de fecundagdo cruzada e Brown &
Marshall (1981) concordam que praticamente todas elas sdo auto-compativeis. Da
mesma forma, o dioicismo é um mecanismo de auto-incompatibilidade e est4 presente
em cerca de 24% das espécies levantadas nas florestas tropicais (Bawa et al.1985b,
Ashton, 1969), mas as espécies de sucessdo inicia sdo muito pouco representadas neste
grupo.

Considerando um evento de colonizag&o iniciado por poucos individuos, os
potenciais cruzantes (doadores de pdlen) provavelmente estardo amplamente espacados
e, sendo uma espécie didica, a probabilidade de que o vizinho mais préximo seja do sexo
oposto é meio. Por outro lado, sendo espécie hermafrodita, a probabilidade de
compatibilidade de cruzamento com o vizinho mais préximo € maior, mesmo se a

espécie for auto-incompativel. Se, no entanto, 0 nimero de alelos auto-incompativeis for



limitado e os cruzamentos aparentados conduzirem para menor fecundidade, as
provaveis desvantagens do dioicismo sdo minimizadas. Isto é particularmente verdade
para espécies na qual episddios de colonizagdo sdo iniciados por muitas sementes de um
ou poucos frutos. Para estas, as consequiéncias deletérias dos cruzamentos entre irmaos
numa espécie auto-incompativel restringem o0 sucesso da colonizagdo, enguanto o
simulténeo estabelecimento de varios individuos aumentaria a possibilidade de
cruzamentos para plantas didicas (Anderson & Stebbins, 1984). Diante de tais
consideracdes, o dioicismo existente na C. pachystachya associado a producdo de
centenas de pequenas sementes dispersas por passaros € morcegos, garantem a
ocorréncia de varios co-especificos durante um episddio de colonizagdo. Da mesma
forma, o hermafroditismo criptico na T. micrantha também oferece condigdes eficientes
para colonizacdo. No entanto, suas populacBes podem estar mais vulnerdveis as
consequéncias da endogamia devido a autofecundacéo.

Nas espécies florestais, de forma geral, a fragmentaco atua diretamente sobre o
fluxo génico intra e inter populacional (Karron et a. 1995). No entanto, para a espécie
pioneira T. micrantha, que apresentou maior propor¢cdo de cruzamentos endogamicos e
biparentais no menor e mais aterado fragmento, a fragmentacéo esta associada a um
maior tamanho absoluto da populagdo. A maior densidade se deve a agdo colonizadora
da espécie e, por existir menos barreiras de ventos nesta paisagem, a dispersdo de polen
pode ser favorecida. Por outro lado, ambas espécies pioneiras estudadas séo dependentes
de animais e aves para a dispersao de suas sementes. Estes agentes podem ser eficientes
na dispersdo de propagul os, mas suas popul agdes também estdo sujeitas aos impactos da
fragmentacdo, podendo induzir uma dispersdo mais ou menos eficiente sobre longas
distancias.

As pesguisas genéticas tém revelado que os gréos de pdlen e sementes de arvores
tropicais podem atravessar grandes distancias mesmo em terrenos fragmentados,
sugerindo que arvores isoladas espacialmente podem formar ligagbes vitais entre
populacBes. Aldrich & Hamrick (1998) demonstraram que arvores de Symphonia
globulifera presentes nos pastos podem dominar a reproducdo e a regeneracdo nos

remanescentes florestais. Esta espécie de sucessdo tardia € polinizada por beija-flores e



tem suas sementes dispersas por morcegos. Os autores demonstraram que a
fragmentacdo ndo mantém os individuos isolados nos remanescentes florestais. Ao
mesmo tempo, surpreenderam-se quando verificaram que 68% das mudas existentes nos
remanescentes foram produzidas pelas plantas adultas dispostas nos pastos que
circundavam os remanescentes estudados. Para esta espécie, os autores verificaram que
boa parte das sementes produzidas pelas arvores dos pastos foram transportadas por
centenas de metros, alcancando os remanescentes florestais das proximidades. Como
citado neste trabalho, os morcegos raramente comem nas &rvores visitadas, eles
carregam frutos para determinados galhos (poleiros) ou os transportam para locais de
convivio do grupo para a alimentacdo de filhotes.

Murawski et al. (1994) consideraram que a ocorréncia de espécies arbdreas em
grupos na floresta € atipica e anteciparam que este agrupamento aumentaria os niveis de
endogamia devido aos cruzamentos entre aparentados e biparentais, se individuos
dentro do grupo fossem parentes e a dispersdo genética fosse limitada. No entanto, seus
resultados ndo apoiaram 0 esperado e foram justificados pela longa distancia de
dispersdo de pdlen, combinado com a dispersdo de sementes e, talvez, pela selecéo
contra progénies endogamicas. Por outro lado, neste mesmo estudo, 0s autores também
determinaram que as taxas de endogamia, autofecundacéo e de cruzamentos entre
aparentados foram maiores nas florestas perturbadas. Mesmo assim, baseados em
avaliagOes qualitativas, eles verificaram que as arvores das florestas que sofreram
distarbios tiveram maior producdo média de frutos e sementes.

Cascante et a. (2002) também realizaram um estudo para avaliar os efeitos da
fragmentacdo numa espécie de &rvore tropical (Samanea saman), do grupo inicial de
sucessdo. Eles integraram parémetros de biologia reprodutiva com parametros de
genética de populacéo, que estimam o sistema de cruzamento e niveis de endogamia em
progénies de arvores de florestas isoladas e de areas continuas. S. saman € polinizada
por mariposas noturnas capazes de voar longas distancias. Os gréos de pdlen de
cruzamentos nas arvores isoladas vieram de individuos distantes de 500 m, sugerindo
que esta distancia ndo é uma barreira para fluxo de polen. Comparacfes de provaveis

irméos completos entre plantas de areas continuas e arvores isoladas sugerem que o



comportamento do polinizador pode ser afetado pela fragmentacdo, reduzindo o nimero
de arvores paternais envolvidas na fertilizacdo de évulos. Os resultados sugeriram que
em S saman a taxa de autofecundacéo e o coeficiente de endogamia das progénies de
arvores isoladas foi maior do que para arvores das populagdes continuas. Como
consequéncia, seus estudos revelaram significantiva reducéo na taxa de germinacéo de
sementes, area foliar e biomassa das mudas que compunham as progénies de arvores
Isoladas.

Menges (1991) e Nason & Hamrick (1997) também concluiram que as progénies
de &rvores das populagdes amostradas nos continuos florestais foram servidas por mais
doadores de pdlen do que as progénies de arvores isoladas. Seus resultados, portanto,
também revelam o efeito negativo da fragmentacdo de habitats sobre o vigor das
progénies, devido a qualidade e quantidade inferior dos gréos de pdlen que fertilizam os
ovulos de arvores isoladas.

De qualquer forma, os efeitos demograficos na endogamia e depresséo
endogamica dependem do modo de expressdo génica, do estagio do ciclo de vida afetado
e da intensidade de selecéo contra progénies homozigoticas. Se a depressdo endogamica
€ severa, podem ser esperados efeitos significativos sobre a viabilidade de populacoes.
Por outro lado, sob algumas circunsténcias, a acdo de selecdo contra as progénies
resultantes de cruzamentos endogamicos pode resultar na eliminacéo de alelos deletérios
e restaurar o vigor da populagcdo (Barrett & Charlesworth, 1991; Hedrick, 1994). No
entanto, estudos comparativos de carga genética em grandes e pequenas popul agdes de
plantas tém encontrado poucas evidéncias a respeito.

As espécies pioneiras foram evolutivamente selecionadas para agir como
eficientes colonizadoras. Assim, a producdo de grandes quantidades de sementes,
resultantes também de cruzamentos endogamicos, traz vantagens na manutencdo da
espécie a curto prazo. Por outro lado, a ocorréncia de aglomerados de individuos
estimula severa concorréncia favorecendo a permanéncia dos mais vigorosos. Desta
forma, a eliminacdo de aelos que se tornam deletérios em homozigose deve ser
constante nas espécies colonizadoras, resultando em reduzida carga genética e



possibilitando o estabel ecimento de individuos endogamicos, na auséncia de competicéo
(Epperson & Alvarez-Buylla, 1997).

Cruzamentos biparentais sdo predominantes nas populacbes de Cecropia
pachystachya. Como esta é espécie didica, variaveis como a densidade e o espacamento
entre as arvores dos diferentes sexos se tornam importantes na eficiéncia do fluxo génico
em suas populacBes. Sobretudo, € assunto de complexa discussdo e, considerando
populagbes em condigdes naturals, espera-se proporgdoes iguais e distribuicdo espacia ao
acaso em relacdo aos individuos de diferentes sexos.

Os resultados contrastam com a teoria de que, em populacdes naturais, existe o
predominio de cruzamentos aleatérios. Por outro lado, apresentando altas taxas de
fecundagdo cruzada e sendo ambas espécies pioneiras, essas caracteristicas parecem
realmente estar associadas a distribuicdo agregada e ao ciclo de vida curto das espécies
deste estégio sucessional. As estimativas indicando cruzamentos entre individuos
aparentados e cruzamentos biparentais ndo surpreendem, tratando-se de espécies que
apresentam distribuicdo espacial agregada e contam com a polinizagdo realizada por
vento.

De forma geral, o fluxo génico é mais freqliente em disténcias moderadas de 0,5
a 1 quildmetro, mas também ocorre por distancias de 2 a 3 quilébmetros (Levin &
Kerster, 1974). Hamrick (1982) definiu que, nas populacdes de espécies arboreas
tropicais, as arvores individuais recebem pélen de relativamente poucos doadores,
porém a composicdo genética de pdlen recebido varia grandemente de arvore para
arvore, e que uma significativa propor¢do de pdlen alcanca relativamente longas
disténcias.

Em sua discussdo sobre area de vizinhanca genética, Boshier et al. (1995)
comentam que espécies de arvores tropicais, que ocorrem em baixa densidade,
polinizadas por grandes insetos ou morcegos e tém suas sementes dispersas por aves
frugivoras e primatas, podem ter area de vizinhanga que sdo de uma ou duas ordens de
magnitude maior do que sugerido para populacdes de Cordia alliodora em ambientes
perturbados. Para esta espécie, que € polinizada por insetos e seus frutos sao dispersos

pelo vento, a area de vizinhancga foi definida por 7 ha, sendo que a grande maioria dos



graos de polen acancam 75 m, mas podem atingir até 280 m. Por outro lado, Hamrick &
Murawski (1990) sugeriram que a unidade de cruzamento efetivo para espécies de
arvores tropicais seriam da ordem de 25 a 50 ha.

A polinizagdo por animais predomina entre as espécies de arvores tropicais
(Janzen, 1980). No entanto, as espécies dispostas em ambientes mais ventilados, como
as gramineas e ciperaceas, nas savanas, brejos e outros habitats, sdo beneficiadas pelo
transporte dos seus gréos de pdlen pelo vento. Nestas condigdes existe menor
diversidade de espécies e as plantas surgem em manchas, diferentemente da regra geral
para a maioria das espécies de plantas tropicais. Assim, mesmo sendo um transportador
de pdlen pouco €ficiente, o vento garante a polinizacdo entre individuos adjacentes
(Janzen, 1980).

A dispersdo de pdlen ou o fluxo génico via pdlen, em C. obtusifolia, por outro
lado, mostrou ser eficiente, sendo o suficiente para homogeneizar a espécie por longas
regides. Para C. obtusifolia verificou-se que gréos de pdlen foram recebidos por plantas
distantes de mais do que 10 quildmetros (Kaufman et al. 1998). Consequentemente,
mesmo populacdes relativamente isoladas podem receber pdlen de populacbes
separadas. Os autores, da mesma forma que Friedman & Adams (1985) para coniferas,
verificaram que o cruzamento entre vizinhos mais proximos predominam; porém, a
participagdo de pdlen das populacBes vizinhas garantiram a producdo de 36% dos
descendentes.

3.5 Conclusdes

As estimativas dos par@metros de sistemas de cruzamento sugerem que Trema
micrantha possui sistema de cruzamento misto com predominio de fecundagdo cruzada;
que seus individuos sdo dispostos de forma estruturada no espaco, em familias, e que
boa parte dos individuos em suas progénies resultam de cruzamentos biparentais, sendo

Irmaos compl etos.



Cecropia pachystachya, que é espécie didica, também pode apresentar individuos
estruturados espacialmente em familias, favorecendo cruzamentos entre individuos
aparentados. A grande maioria dos individuos compondo suas progénies sdo resultantes
de cruzamentos biparentais, sendo irm&os compl etos.

Como provaveis efeitos da fragmentacdo e alteracdo da vegetacdo, Trema
micrantha tende a manter maior endogamia em suas populacdes e apresentar maiores

propor¢des de cruzamentos correl acionados.



4 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM POPULACOES NATURAIS
DE Trema micrantha (L.) B. E Cecropia pachystachya Trec.

Resumo

A diversidade e estrutura genética foram estudadas para populacdes de duas espécies
pioneiras. Trema micrantha e Cecropia pachystachya. Populacdes foram amostradas na
Estacdo Ecoldgica dos Caetetus (Gdlia — SP) e na Reserva Florestal Santa Genebra
(Campinas — SP), onde se amostrou 177 individuos de T. micrantha, distribuidos em 6 e
5 subpopulactes, e 178 individuos de C. pachystachya, em 2 e 3 subpopulacdes, nos
respectivos fragmentos. A partir das frequéncias génicas obtidas do polimorfismo de
aloenzimas para cada espécie, quantificou-se a distribuicdo da diversidade genética nas
popul acdes das espécies. Nesta etapa, somaram-se oito locos polimérficos, num total de
20 a€los, para T. micrantha e sete locos, num total de 17 alelos, para C. pachystachya.
Verificou-se que as populagdes de ambas espécies mantém baixos niveis de endogamia
(f de -0,052 e 0,049 em C. pachystachya; -0,204 e 0,066 em T. micrantha) e alta
diversidade (5, de 0,355 e 0,335 em C. pachystachya; 0,373 e 0,392 em T. micrantha).
A divergéncia genética estimada entre populacbes € menor do que entre subpopul acdes
(épde 0,026 e -0,007, ¢, de 0,086 e 0,068 para C. pachystachya e T. micrantha,

respectivamente). Os resultados sugerem forte selecdo atuando dentro de clareiras
favorecendo a manutencdo de elevada heterozigosidade na populacdo do fragmento mais
aterado. Da mesma forma, a distribuicdo espacial em clareiras € importante para
preservar a diversidade genética e se verificou que a participagdo dos agentes
dispersores de sementes é fundamental na realizacdo do fluxo génico nestas espécies.



Summary

[Diversity and genetic structure in natural populations of Trema micrantha Trec. and
Cecropia pachystachya (L.)B.]

The diversity and genetic structure were studied for populations of two pioneer tree
species. Trema micrantha and Cecropia pachystachya. The study was conducted with
populations of the “Estacdo Ecologica dos Caetetus’ (Galia, Sdo Paulo State, Brazil) and
from the “Reserva Florestal de Santa Genebra’ (Campinas, Sao Paulo State, Brazil)
where 177 plants of T. micrantha, distributed in six and five subpopulations, and 178
plants of C. pachystachya, distributed in two and three subpopulations, were sampled
from both fragments, respectively. Eight polymorphic loci with 20 alleles for T.
micrantha and seven loci with 17 alleles for C. pachystachya were used to estimate
diversity and genetic structure. The results indicated that populations of both species
have low levels of inbreeding (f = —0.052 and 0.049 in C. pachystachya, from both

fragments respectively; f =-0.204 and 0.066 in T. micrantha) and high diversity index

(H,=0.355 and 0.335 in C. pachystachya; ﬁe = 0.373 and 0.392 in T. micrantha, from

both fragments respectively). The genetic divergence among populations is lower than
among subpopulations (¢, = 0.026 and -0.007, de» = 0.086 and 0.068 for C.

pachystachya and T. micrantha, respectively). These results suggest a strong selection
acting within gaps and favoring the maintenance of high heterozygosity in the
population of the most atered fragment. Similarly, the spatial distribution in gaps is
important to preserve the genetic diversity in these species and it was verified that the

seed dispersal agents are important in the achievement of gene flow in these species.

4.1 Introducéo

Muitas pesquisas sobre a dinamica de florestas tropicais tém sido desenvolvidas

de forma acelerada devido a grande pressdo antropica sobre seus ecossistemas. Por



apresentar alto nivel de diversidade bioldgica, € um grande desafio entender sua
estrutura, considerando a organizagao das comunidades, a dinamica das popul agdes, bem
como as especiagdes e as variagdes fisiologicas que atribuem caracteristicas
demogréficos e comportamentais que sustentam toda sua complexidade. Sobretudo, a
dindmica de regeneracéo tem merecido particular atencéo devido sua grande importancia
no manegjo florestal (Bazzaz, 1991).

Tem se observado muitas mudangas na composi¢do de espécies de comunidades
florestais, resultantes da constante fragmentac&o dos continuos florestais (Murcia, 1995).
Percebe-se que, com a fragmentac&o, ocorre imediata reducdo do nimero de individuos
nas espécies, no tamanho médio de suas populacdes e, como os individuos podem se
tornar restritos a peguenos fragmentos, pode resultar em isolamento espacial entre
populacdes remanescentes. Tais ateracOes refletem nos processos de deriva genética,
fluxo génico, selecdo e no sistema de cruzamentos. Sendo esses processos determinantes
da quantidade de diversidade genética na espécie, bem como sua distribuicdo entre
individuos e popul agles, os trés principais e possiveis efeitos genéticos da fragmentacéo
florestal sdo a diminuicéo da diversidade genética nas popul agcdes e espécies, a mudanca
na estrutura genética populacional e o aumento da endogamia, que acarretam fortes
prejuizos as populaces e as espécies florestais (Young & Boyle, 2001; Primack &
Rodrigues, 2001).

Por outro lado, estimativas de fluxo génico interpopulacional, por métodos
indiretos, tém indicado elevadas incidéncias de troca génica entre popul acdes distantes,
mesmo considerando centenas de quildmetros (Hamrick & Loveless, 1989).
Similarmente, as estimativas diretas de distancia de dispersdo de pdlen e sementes em
florestas primérias mostram que o fluxo génico é realmente eficiente, destacando-se
espécies que possuem interagOes com agentes dispersores que apresentam grandes areas
de forrageamento (Loveless, 1992; Boshier et a. 1995). Dessa forma, as possiveis
consequéncias diante do efeito da fragmentacdo variam em ralacdo as caracteristicas de
histéria de vida, abundancia, longevidade e sistema de cruzamento das espécies. Além

disso, os efeitos ainda podem ser diferentes e mais complicados de interpretacdo, devido



as interagdes com outras especies, que também podem estar sofrendo os efeitos da
fragmentacdo (Nason & Hamrick, 1997).

O processo de sucessao ecol 6gica, que é aforma como as florestas se regeneram,
envolve um conceito amplo e que pode servir como critério para classificar as espécies
em grupos basicos como pioneiras, secundarias e climax (Budowski, 1965). Sob o ponto
de vista de paisagens fragmentadas, as espécies pioneiras tém-se tornado cada vez mais
freglientes nas florestas e também fora delas. Nas florestas, sua presenca esta associada a
taxa de subgtituicdo de arvores, 0 que subentende-se abertura de clareiras de diferentes
dimensbes e por varios motivos (Whitmore, 1991). Fora delas, adém das espécies
pioneiras estarem presentes em pequenas manchas de vegetacdo na paisagem, a maioria
delas possui caracteristicas desejaveis para compor 0s diversos tipos de programas de
restauracdo vegetal, estando cada vez mais presentes fora das suas condi¢oes naturais.

Espécies pioneiras possuem caracteristicas préoprias de extincdo local e
recolonizagdo, o que pode contribuir efetivamente para o aumento do fluxo génico,
reduzindo a diferenciaco genética entre populactes (Slatkin, 1985, 1987). A existéncia
de banco de sementes e a longa distancia de dispersdo de pdlen e sementes apresentam
importantes conseqiiéncias genéticas e ecol bgicas para as especies. Exemplos claros sdo
0s bancos de sementes poderem agir como um tampao génico devido sua capacidade de
repor a variagdo genética perdida pela populacdo de plantas apds a extingdo local, e a
longa distancia de dispersdo de sementes e pdlen poderem reduzir a distancia entre
popul acbes geograficamente distantes (Alvarez-Buylla & Garay, 1994).

Sob esse aspecto, torna-se importante o conhecimento da estrutura genética de
populacdes de espécies pioneiras. Este conhecimento resultaria em maiores subsidios
para se plangjar a melhor maneira de realizar o seu manejo, desenvolver programas para
coletas de sementes de forma adequada ao uso de tais espécies em projetos de
restauracdo de areas degradadas, bem como naformacéo de corredores de fluxo génico.

Uma das formas ainda mais utilizadas para se quantificar a diversidade genética
em populagdes naturais é baseado no polimorfismo em locos que codificam proteinas
especificas, sendo acessado por meio de eletroforese de isoenzimas. Com as informagoes

obtidas a partir da aplicacdo desta técnica, também € possivel entender como a



diversidade esta distribuida nas populacdes de interesse que compdem a amostra
(Alfenas et a. 1998).

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de quantificar e
entender a distribuicdo da diversidade genética em populagcdes de duas espécies
pioneiras tipicas (Trema micrantha e Cecropia pachystachya), sendo avaliadas pelo
polimorfismo obtido através da eletroforese de isoenzimas. Os resultados obtidos sdo
discutidos considerando-se as caracteristicas ecoldgicas das espécies e 0 efeito da
fragmentacdo dos continuos florestais sobre a viabilidade das populacdes dessas

espécies pioneiras arboreas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Espécies estudadas

Foram amostradas popul agdes de duas espécies pioneiras tipicas e representativas
da Mata Atlantica, Cecropia pachystachya Trec. e Trema micrantha (L.) B.. T.
micrantha ocorre em variados tipos de ambientes, exceto nos mais Umidos. E uma das
primeiras espécies a se estabelecer em areas abandonadas, continuando a existir em
todos os estagios da sucessdo secundaria, exceto na floresta madura (Lorenzi, 1992).
Ocorre naturalmente entre as latitudes 30°N (Estados Unidos) e 30°S (Brasil), e é
classificada como hermafrodita criptica por possuir individuos variando de mondicos a
didicos e suas flores serem unissexuadas ou bissexuadas andrégenas (Torres, 1996).
Suas flores sdo polinizadas principalmente pelo vento, podendo também ser visitadas
por pequenos insetos (Bawa et al. 1985a), enquanto a dispersdo das sementes € por
zoocoria, principalmente por aves (Carvalho, 1994).

Ja C. pachystachya é planta didica que pode atingir 4 a 7 m de alturae 15 a 25
cm de didmetro. Esta espécie € pioneira e seletiva higréfita que ocorre em varias
formacBes florestais, sendo encontrada desde o Ceara até Santa Catarina. E raro

encontr&la no interior da mata primaria densa, sendo mais comum em matas



secundarias e também em capoeiras novas situadas junto a vertentes ou cursos d’ agua.
Seus graos de polen também sdo dispersos pelo vento e a espécie produz uma grande
guantidade de sementes que sdo dispersas por ampla diversidade de passaros (Lorenzi,

1992), morcegos e outros frugivoros.

4.2.2 Locais de estudo

As populacbes estudadas foram amostradas na Estacdo Ecolégica dos Caetetus
(EEC) e na Reserva Florestal de Santa Genebra (RMSG). A EEC é administrada pelo
Instituto Florestal de S80 Paulo e esta situada entre a latitude 22° 22 a 22° 27 Sul e
longitude 49° 40" e 49° 43" Oeste, entre 0os municipios de Gdlia e Alvilandia—SP. Ela
compreende uma area de 2.179 ha de floresta tropical latifoliada semidecidua, com
caracteristicas primérias e espécies tipicas desse tipo de floresta do centro-oeste do
Estado. Nela, encontram-se arvores com alturas de até 25 a 30 m e didmetros de 1 m,
sendo que, a flora local € considerada praticamente intacta, representando um dos
maiores e mais conservados remanescentes deste tipo de floresta em todo o Estado de
Sé0 Paulo (Perecin, 2000).

A RMSG possui 251,8 ha de floresta tropical estacional semidecidua (IBGE,
1993), localizados nas coordenadas 22° 49’ 45" S e 47° 06" 33" W, no municipio de
Campinas-SP. Ao longo de sua érea levemente ondulada, com altitudes variando de 580
a 610 m, verificase um mosaico de vegetacdo, em que vérias fases sucessionais sdo
encontrados. Ocorrem tanto areas com floresta preservada, formando um dossel
continuo de 15 a 18 metros de altura e com espécies emergentes de até 25 m, como areas
muito perturbadas, ocupadas por espécies de estagio sucessional inicial. Além destas,
encontram-se areas mais baixas com solos permanentemente encharcados ocupados por
uma Floresta Paludosa. Neste pequeno fragmento, além dos processos naturais que
estimulam a regeneracdo, ocorreram perturbacfes antropicas como gueimadas, extracéo
seletiva de madeiras nobres e corte raso de alguns pequenos trechos para utilizacéo da
lenha (L eitéo-Filho, 1995).



4.2.3 Amostragem

Amostrou-se 178 individuos de T. micrantha e 177 de C. pachystachya. Da
primeira espécie, 96 individuos representam a populacdo da RMSG e os outros 82 a
EEC. Para C. pachystachya, 94 e 83 individuos foram amostrados representando as
populacbes de ambos fragmentos, respectivamente. As amostragens foram realizadas
considerando os individuos dispostos em diferentes clareiras como sendo subpopul acfes
dentro das duas populacbes, para ambas espéecies. Dessa forma, a populacéo de T.
micranta foi amostrada na EEC diferenciando-se cinco subpopulagdes, sendo quatro
localizadas a0 longo de uma estreita estrada que corta longitudinalmente todo o
fragmento e uma quinta subpopulacdo em um pequeno fragmento distante 1,7
quildmetro da borda do fragmento da EEC. Ainda na EEC, a populacdo de C.
pachystachya esta representada por individuos amostrados em dois brejos, considerados
como duas subpopulacdes localizadas na borda da floresta, estando cercados por
lavouras de café da fazenda vizinha.

A populagdo de T. micrantha amostrada na RMSG foi considerada como seis
subpopulacdes constituindo dois tipos de clareiras. Quatro destas clareiras se
caracterizam como grandes areas abertas, provavel mente pela extracdo de madeira e pela
ocorréncia de queimadas num passado recente. Outras duas subpopul agdes ocorrem em
condicdo menos alterada, em pequenas clareiras formadas pela abertura de trilhas para
visitacdo. Verificou-se que aquelas quatro subpopulacdes possuiam arvores mais
distantes entre si, além de mais velhas do que essas outras duas. Na RM SG, a populagéo

de C. pachystachya é representada por trés subpopul agcdes |ocalizados em brejos.

4.2.4 Protocolos

Coletou-se folhas jovens de plantas adultas para analise genética em laboratorio.
As folhas de T. micrantha foram acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo.

Diferentemente, as folhas de C. pachystachya exigiram que, logo apos retiradas da



planta, fossem envolvidas em papel aluminio e imersas em nitrogénio liquido. O tecido
foliar coletado de individuos de ambas espécies foi macerado apos chegar ao LARGEA
(Laboratério de Reproducdo e Genética de Espécies Arboreas), na ESALQ/USP.
Durante a extragdo, utilizou-se o tampéo 1, citado em Alfenas et al. (1991). As amostras
foram mantidas em freezer — 80°C, na forma de “wiks’, até o momento de serem
submetidas a eletroforese de isoenzimas. A eletroforese horizontal de isoenzimas foi
realizada em géis de 400 ml contendo penetrose (34,29g) e amido de batata (18,299).
Inicialmente, testou-se quatro sistemas tampéao gel/eletrodo com 32 sistemas enzimaticos
para ambas especies.

Diante das avaliacOes da atividade enzimética e resolucdo dos zimogramas para
T. micrantha, revelou-se as enzimas malato desidrogenase (MDH, EC-1.1.1.37),
glucose desidrogenase (GDH, EC-1.1.1.47), xiquimato desidrogease (SKDH, EC-
1.1.1.25), NADH-desidrogenase (NADHDH, EC-1.6.99.3), diaforase (DIA, EC-
1.8.1.4), menadiona redutase (MR, EC-1.6.99.2), isocitrato desidrogenase (IDH, EC—
1.1.1.42) e glutamato oxal oacetato transaminase (GOT, EC-2.6.1.1). A eletroforese foi
realizada sob o sistema tamp&o gel/eletrodo nimero 25, citado em Alfenas et a. (1991).
Nesta etapa, selecionaram-se 8 locos polimorficos, num total de 20 alelos.

Para as amostras de C. pachystachya revel ou-se as enzimas fosfogluco isomerase
(PGI, EC-5.3.1.9), malato desidrogenase (MDH, EC-1.1.1.37), peroxidase (PO, EC—
1.11.1.7), isocitrato desidrogenase (IDH, EC-1.1.1.42) e xiquimato desidrogease
(SKDH, EC-1.1.1.25). Para esta espécie, a eletroforese foi realizada com o sistema
tampdo gel/eletrodo nimero 25, quando se obteve a revelacdo das trés primeiras
enzimas, e com o sistema 3, para as Ultimas duas enzimas. Nas andlises trabalhou-se
com 7 locos isoenziméticos polimérficos e um total de 17 aelos.

4.2.5 Andlises estatisticas

A partir das freqliéncias alélicas e genotipicas, obteve-se 0s seguintes indices de
diversidade genéticaintrapopulacional: nimero de alelos por locos (A), heterozigosidade
esperada sob as condi¢des de Equilibrio de Hardy-Weinberg (E.H.W.) ou diversidade



génica (He), heterozigosidade observada (H,) e o coeficiente de endogamia
intrapopulacional (f).

A estrutura genética avaliada em trés niveis hierarquicos, considerando
individuos dentro de subpopulacfes dispostas nas populacdo da RMSG e da EEC, foi
caracterizada pela andlise da variancia das freqiéncias génicas (Weir, 1996). Os
parémetros estimados foram: indice de fixagdo meédio dentro das populagdes ( f ); indice
de fixagdo total da espécie (F ); o coeficiente de coancestralidade entre individuos
dentro de populactes ou divergéncia genética entre populagdes (4,) e coeficiente de
coancestralidade entre individuos dentro de subpopulagfes ou divergéncia genética entre
subpopulagdes (6,). A significancia estatistica dos parametros foi estimada pelo
intervalo de confianca a 95% de probabilidade, obtido por reamostragem bootstrap,
utilizando-se 1.000 repeticdes sobre locos. Os parametros relacionados acima e 0s
bootstraps foram estimados com o auxilio do programa GDA de Lewis & Zaykin
(1999).

O fluxo génico aparente (N,,) entre populagdes e subpopul agdes foi estimado de
forma indireta, segundo método proposto por Crow e Aoki (1984), o qual corrige a
anélise realizada com pegueno niimero de populagdes: N = (1/4a)[1/ F,)-1], em que

Nm corresponde ao nimero de migrantes por geracéo, IfSt a divergéncia genética entre

populacdes e o a correcdo para o numero de populacbes (n), sendo: o = [n/(n—l)]z.

Substituiu-se Ifst por @_ conforme sugerem Cockerham & Weir (1993), para uma

p
estimag&o de fluxo génico ndo viesada.

Testando a hipotese de que a distribuicéo das frequéncias dos alelos é idéntica
nas subpopulacbes estudadas, recorreu-se ao programa TFPGA (Miller, 1997), o qua
possibilitou utilizar a metodol ogia descrita por Raymond & Rousset (1995), empregando
reamostragem numérica do tipo Cadeias de Markov. O procedimento testa a
homogeneidade do padrdo de distribuicdo das freqUéncias aélicas entre as
subpopulacdes, analisando loco aloco e assume que as freqliéncias provenientes de cada

loco sdo independentes entre si. Para 0 procedimento, utilizou-se 10 baterias de testes,



com 1.000 permutacfes por bateria e 1.000 passos de desmemorizagdo. Comparou-se

todas as subpopul acdes em pares separadamente para T. micrantha e C. pachystachya.

4.3 Resultados

4.3.1 Frequéncias alélicas

As freguiéncias alélicas nos oito locos polimorficos analisados para T. micrantha
apresentam variagoes entre as onze subpopul agdes estudadas (Tabela 8). No loco Mdh-1,
o adelo a foi exclusivo para duas subpopulacbes de RMSG e o alelo b foi 0 mais
freqlente entre populagbes estudadas, estando fixado na subpopulacdo 2 deste
fragmento. O alelo a do loco Gdh-2 se mostrou fixado em cinco subpopulacoes,
engquanto este apresentou a mesma fregiéncia que o alelo b na subpopulagcdo 11.
Curiosamente, o alelo ¢ do Skdh esteve presente nas cinco subpopulagdes da EEC,
enguanto o mesmo foi exclusivo da subpopulacdo 6, na RMSG.

Dadas as frequéncias alélicas nos sete locos analisados para C. pachystachya
(Tabela 9), apenas o loco Mdh-2 apresenta alelo fixado em uma das subpopulagdes
estudadas. Da mesma forma, para esta espécie ndo houve casos de a elos exclusivos para
nenhum dos seus locos.

O teste de diferenciacdo foi aplicado com a hipéstese de nulidade para
distribuicdo semelhante das fregiiéncias aélicas nas subpopulacfes consideradas. Desta
forma, considerando-se 95% de probabilidade, boa parte das comparacfes apresentaram
diferencas significativas (Tabelas 10 e 11).

Para T. micrantha, dos 55 confrontos, 40% foi significativo, chamando-se
atencdo para as subpopulacdes 1-1, 1-2, 1-3 e 1-6. Por outro lado, a maioria dos

confrontos indicaram probabilidade de semelhanca entre as subpopul acdes desta espécie.



Tabela8. Frequéncias aélicas nos respectivos |ocos isoenzimaticos analisados nas onze
subpopul acdes de plantas adultas de Trema micrantha.

Subpopulagdes
Locos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Mdh-1
(N) 16 10 13 15 11 30 7 15 8 14 37

a 0,000 0,000 0,038 0,000 0000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
b 0906 1000 0962 0933 0,955 0,950 1,000 0933 0,938 0,964 0,959
c 0094 0,000 0000 0,067 0045 0,017 0,000 0,067 0,063 0,036 0,041

Gdh-2

(N) 13 6 13 14 7 27 7 14 7 9 19
a 092 1,000 0923 0893 0,929 0,963 1,000 1,000 1,000 1,000 0,500
b 0038 0000 0077 007 0,071 0,037 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500

Skdh
(N) 14 5 13 13 4 26 7 15 8 14 28
a 0143 0500 0500 0462 0500 0,365 0,143 0,333 0,438 0,321 0,518
b 0857 0500 0500 0538 0500 0,615 0,643 0500 0,500 0,607 0,429
c 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,019 0,214 0,167 0,063 0,071 0,054

Nadhdh
(N) 16 9 13 15 11 30 7 15 8 13 1
a 0000 0,722 0692 0533 0545 0,183 0,071 0,267 0,188 0,346 0,000
b 1000 0278 0308 0467 0455 0817 0929 0,733 0,813 0,654 1,000

Dia-2
(N) 16 9 12 15 11 29 7 14 8 12 22
a 0344 0611 0458 0,367 0,318 0,276 0,357 0,357 0,313 0,375 0,386
b 0375 0278 0500 0,333 0,227 0,638 0429 0429 0,313 0458 0,432
c 0281 0111 0,042 0,300 0455 0,086 0,214 0,214 0,375 0,167 0,182

Mr
(N) 8 9 12 14 11 28 4 9 7 11 1
a 0188 0611 0583 0429 0409 0304 0,250 0,389 0,214 0,273 0,000
b 0750 0278 0417 0357 0318 0,679 0,750 0,500 0,571 0,500 1,000
c 0063 0111 0,000 0214 0,273 0,018 0,000 0111 0,214 0,227 0,000

Idh

(N 16 8 2 15 11 29 7 15 8(N) 14 38

a 0094 0438 0083 0200 0,182 0310 0286 0,233 0250 0,286 0,250
b 0906 0563 0917 0800 0818 0690 0714 0,767 0,750 0714 0,750

Got
(N) 16 8 12 15 11 28 7 15 8 14 1
a 0656 0,750 0,667 0567 0591 0875 0500 0,500 0,813 0,821 1,000
b 0344 0250 0,333 0433 0409 0,125 0,500 0,500 0,188 0,179 0,000

SubpopulacBes de 1 a6 : Reserva Florestal de Santa Genebra
Subpopulagdes de 7 a 11 : Estacdo Ecoldgica dos Caetetus

N : Numero de individuos analisados por subpopulago, nos respectivos locos



Tabela 9. FreqUéncias alélicas nos respectivos locos isoenziméticos analisados nas
cinco subpopulagdes de plantas adultas de Cecropia pachystachya .

Subpopul agbes
Locos 1 2 3 4 5

Pgi-1

(N 28 26 34 42 39
a 0732 0808 0779 0,893 0,782
b 0268 0192 0221 0107 0218

Pgi-3

(N 30 29 33 40 39
a 0000 0052 0061 0025 0,026
b 0050 0,55 0076 0,063 0,000
c 0950 0,793 0864 0913 0974

dh

(N 26 27 33 39 37
a 0615 0222 0379 0615 0595
b 038 0778 0621 0385 0405

Mdh-1

(N 28 27 34 42 39
a 0107 0426 0118 0,190 0,462
b 0893 0574 0882 0810 0538

Mdh-2

(N 28 28 34 41 39
a 0000 0286 0059 0,134 0,385
b 1,000 0679 0941 0,854 0,603
c 0000 0036 0000 0012 0,013

Po-1
(N 27 26 32 4 37

a 0426 0481 0500 0,634 0,635
b 0537 0442 0500 0,341 0,297
c 0037 0077 0000 0,024 0,068

Skdh

(N 26 21 25 33 37
a 0712 0595 0780 0,909 0,865
b 028 0405 0220 0091 0,135

Subpopulacbes de 1 a 3 : Reserva Florestal de Santa Genebra
Subpopulages de 4 e 5 : Estacdo Ecol 6gica dos Cagetetus
N : Namero de individuos analisados por subpopulacao, nos respectivos locos;



Ainda para T. micrantha, as combinacfes entre as subpopulacbes representando o
mesmo fragmento, curiosamente, indicaram resultados contrastantes entre os fragmentos
estudados. Para as subpopulacbes da EEC, verificou-se semelhancga entre as mesmas,
mesmo para a subpopulacéo 2-5, que se encontra mais distante do fragmento. Por outro
lado, 40% dos contrastes para as subpopulacbes da RMSG foram significativas. A
subpopulacdo 1-1, por exemplo, mostrou-se distinta em relacdo a todas as outras
consideradas neste fragmento.

Para C. pachystachya apenas um contraste indicou alguma tendéncia a
semelhanca entre as subpopul acdes, estando ambas na RMSG. Com este teste, verifica
se que existe diferencas significativas entre as subpopul agdes de C. pachystachya.

De forma geral, os resultados indicam que existem variagbes ndo a0 acaso na
distribuicdo das frequéncias génicas, comparativamente entre as subpopulacdes das
espécies estudadas. Para T. micrantha, por outro lado, as variagOes verificadas entre as
subpopulagdes amostradas na RMSG n&o se repetiram entre as subpopulagdes
amostradas na EEC.



Tabela 10. Matriz de probabilidades, obtidas sobre 8 locos, combinadas para cada par
comparativo de 11 subpopul acdes de Trema micrantha.

1 12 13 14 15 16 21 22 23 24 25
I R—

1-2 0,0000 ------

1-3 00001 0,6062 -------

1-4 00015 03980 02770 -------

1-5 00020 05445 0,0913 1,0000 -------

1-6 00001 0,0002 0,0003 0,0000 0,0000 -------

2-1 03558 0,0019 0,0003 0,0214 00670 0,0701 -------

2-2 00328 00164 00017 02623 02480 0,0052 0,9919 -------

2-3 0,062 0,0759 0,0040 04533 0,6876 0,3059 0,6981 0,8330 -------

2-4 00014 03474 00159 02659 0,4010 03158 0,3333 0,6409 0,9977 -------

2-5 00032 03053 00074 03375 09394 00011 0,302 05352 09994 0,6449 -------

1-1 Populacdo RMSG, subpopulacéo 1 2-1 Populacdo EEC, subpopulacéo 1
1-2 Populacdo RM SG, subpopulagéo 2 2-2 Populacéo EEC, subpopulacéo 2
1-3 Populacdo RM SG, subpopulacéo 3 2-3 Populacdo EEC, subpopulagéo 3
1-4 Populacgo RM SG, subpopulagéo 4 2-4 Populacdo EEC, subpopulacéo 4
1-5 Populacdo RM SG, subpopulacéo 5 2-5 Populacdo EEC, subpopulagéo 5

1-6 Populacdo RM SG, subpopulagéo 6

Tabela 11. Matriz de probabilidades combinadas, obtidas sobre 7 locos, para cada par
comparativo de 5 subpopul agdes de Cecropia pachystachya.

T
12 00000 --------

1-3 01126 0,0000 --------

2-1 00006 000000 0,0032 --------

22 0,0000 00000 0,0000 0,0001 --------

1-1  Populacdo RMSG, subpopulagéo 1 2-1 Populagdo EEC, subpopulagéo 1
1-2  Populacdio RMSG, subpopulacéo 2 2-2 Populacdo E.E.E., subpopulagdo 2
1-3  Populagio RMSG, subpopualgdo 3



4.3.2 Diversidade genética

Como se pode verificar na Tabela 12, as estimativas de heterozigosidade foram
bem altas em ambas espécies, sendo que, nas populacdes da RM SG, a heterozigosidade
observada foi maior do que se esperava, sob as proporgoes de E.H.W. (0,446 e 0,373
para T. micrantha, 0,373 e 0,355 para C. pachystachya, respectivamente). Jana EEC, as
estimativas de heterozigosidade observada foram menores do que se esperava (0,366 e
0,392 para T. micrantha; 0,319 e 0,335 para C. pachystachya, respectivamente),
indicando excesso de gendtipos homozigotos. A partir da estimativa de nimero médio
de aelos por locos, T. micrantha apresentou 75% da heterozigosidade maxima possivel
nestas popul agdes (0,411 para 0 méximo de 0,548). J& as populagdes de C. pachystachya
apresentaram 63,76% da heterozigosidade méaxima (0,351 para 0 maximo de 0,551).

As estimativas do indice de fixacdo intrapopul acional foram positivas e proximas
de zero para as populacdes da EEC (0,066 e 0,049 para T. micratha e C. pachystachya,
respectivamente), enquanto as estimativas referentes as populagbes localizadas na
RMSG foram negativas (-0,204 e -0,052 para T. micratha e C. pachystachya,
respectivamente). As estimativas negativas indicam que existe um favorecimento aos
gendtipos heterozigotos dentro das subpopulaces analisadas, sendo que este pode
indicar um processo de selecdo atuando de forma mais severa na populacéo da RMSG.
De qualquer forma, houve grande variacdo no indice de fixacdo para 0s pequenos grupos
de individuos analisados como subpopul agfes, sendo que nove das onze subpopul agdes
de T. micrantha e quatro das cinco de C. pachystachya indicaram existir desvios nas
proporc¢des de gendtipos observados em relacéo aos esperados sob condicdes de E.H.W.,
considerando os valores positivos ou negativos, maiores que 5%.



Tabela 12. Estimativas para os parametros de diversidade genética intrapopulacional,
estando apresentados 0 nimero de individuos amostrados na subpopul agéo
(n) nimero de alelos por locos (A), heterozigosidade média observada
(H,), heterozigosidade media esperada (H_) e coeficiente de endogamia
(f), para ambas espécies estudadas, nos diferentes locais de estudo, a
partir de marcadores i soenzimaticos.

Espécies Pop.  Subpop. n A H, H, f
Trema micrantha
RM.S.G 1 16 2,12 0,278 0,290 0,041
2 12 2,00 0,498 0,380 -0,339
3 13 2,12 0,503 0,360 -0,423
4 15 2,25 0,531 0,444 -0,205
5 12 2,25 0,484 0,438 -0,104
6 30 2,50 0,779 0,325 -0,164
Média 2,20 0,446 0,373 -0,204
EEC 1 7 2,12 0,437 0,378 -0,176
2 15 2,25 0,384 0,406 0,055
3 8 2,25 0,366 0,388 0,059
4 14 2,25 0,315 0,389 0,197
5 38 2,20 0,345 0,337 -0,024
Média 2,2 0,366 0,392 0,066
Média geral 14,5 2,211 0,411 0,376 -0,097
Cecropia pachystachya
RM.S.G 1 30 2,00 0,284 0,304 0,067
2 30 2,43 0,461 0,439 -0,051
3 34 2,14 0,375 0,322 -0,165
Média 2,20 0,373 0,355 -0,052
EEC 1 44 2,43 0,250 0,295 0,153
2 39 2,14 0,387 0,374 -0,034
Média 2,30 0,319 0,335 0,049
Média geral 32,9 2,229 0,351 0,347 -0,013

RMSG — ReservaFlorestal de Santa Genebra
EEC - Estagéo Ecoldgicados Caetetus



4.3.3 Estrutura genética

As estimativas do indice de fixagdo médio para subpopulagdes foram pequenas e
negativas para ambas espécies pioneiras (-0,090 e -0,006 para T. micrantha e C.
pachystachya) e, considerando o intervalo de confianca, as estimativas sugerem gue as
subpopulacdes se apresentam sob panmixia. No entanto, variacBes deste parametro
obtidos nos diferentes locos indicam o oposto, sendo que as estimativas para cinco dos
oito locos analisados para T. micrantha e para todos os sete locos em C. pachystachya
indicaram desvios de panmixia (estimativas positivas ou negativas maiores do que 5%)
(Tabelas 13 e 14).

O indice de fixagdo total médio nas populagdes foi positivo para C. pachystachya
e negativo para T. micrantha (0,080 e -0,016, respectivamente), mas as estimativas
indicam que suas populacfes praticamente ndo armazenam ou armazenam muito pouca
endogamia. No entanto, novamente se verifica grande variagdo nas estimativas entre os
locos analisados em ambas espécies. A estimativa média de T. micrantha, que sugere
uma Unica populagdo panmitica, apresenta quatro locos indicando excesso de genotipos
homozigotos e outros dois com deficiéncia destes gendtipos.

Ja as estimativas médias obtidas para divergéncia genética entre popul acdes, que
foram minimas para ambas espécies (-0,007 e 0,026 para T. micrantha e C.
pachystachya, respectivamente) ndo apresentaram grandes variagOes entre os locos.
Estas estimativas indicam que a maior parte da diversidade genética encontra-se
distribuida dentro das populaces, sendo um padréo de distribuicdo normalmente
observado para a maioria das espécies arbéreas e com o esperado em espécies al dgamas
ou de sistema misto de cruzamento, com predominio de alogamia.



Tabela 13. Estimativas do coeficiente médio de endogamia dentro das subpopulaces
(f); coeficiente de endogamia tota nas populagdes (F ); divergéncia
genética entre populagdes (6, ), e divergéncia genética entre subpopul acoes
(04 ); obtidas de 11 subpopulagdes em duas populagdes naturais Trema
micrantha (N=178), empregando-se 8 locos isoenziméticos, num total de 20

alelos.
Loco f F ) 0,
SP P

Mdh-1 0,186 0,173 -0,016 0,000
Gdh-2 0,175 0,192 0,021 0,051
Skdh -0,360 -0,296 0,047 0,002
Nadhdh 0,063 0,272 0,222 -0,030
Dia -0,041 -0,002 0,037 -0,004
Mr -0,181 -0,102 0,068 0,000
Idh -0,031 -0,021 0,010 -0,006
Got -0,002 0,053 0,054 -0,019
Média -0,090 -0,016 0,068 -0,007
I.C. (020120026  (-0139a0124)  (0,030a0123)  (-0,016 a0,002)

() Estimou-se o intervalo de confianga a 95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap,
utilizando-se 1.000 repeti¢des sobre locos.

Da mesma forma, as estimativas para divergéncia genética entre subpopul agcbes
dentro de populagdes também sdo baixas (0,068 e 0,086, para T. micrantha e C.
pachystachya). No entanto, estas estimativas sd80 maiores que aquelas encontradas para
divergéncia entre populacdes e diferentes de zero, sugerindo que a distribuicdo espacial
agregada em clareiras, ou grupos de individuos, € importante para manutencdo da
diversidade genética nas espécies estudadas. As baixas estimativas de diversidade
genética entre populacdes e subpopulagdes indicam ocorréncia de fluxo génico entre e
dentro de populacBes. Em T. micrantha uma maior taxa de fluxo é verificada entre
populagdes do que entre subpopulagdes (N, de 9,34 e 2,85, respectivamente), ndo sendo
verificado t&o grande diferenca para C. pachystachya (N, de 2,36 e 2,12).



Tabela 14. Estimativas do coeficiente medio de endogamia dentro das subpopul acbes
(f); coeficiente de endogamia total nas populagbes (F ); divergéncia
genética entre populagdes (&, ), e divergéncia genética entre subpopul agoes
(04 ); obtidas de 5 subpopulages em duas populagdes naturais Cecropia
pachystachya (N=177), empregando-se 7 locos isoenzimaticos, hum total

de 17 al€los.
Loco f F 0 o
S P

Pgi-1 -0,072 -0,057 0,015 0,010
Pgi-3 0,298 0,321 0,032 0,009
Idh 0,213 0,306 0,118 0,047
Mdh-1 0,057 0,168 0,118 -0,041
Mdh-2 0,206 0,328 0,154 0,000
P6-1 -0,300 -0,245 0,043 0,046
Skdh -0,202 -0,078 0,103 0,086
Média -0,006 0,080 0,086 0,026
I.C. (-0,169 a0,164) (-0,098 a0,254) (0,050 a0,119) (-0,006 a2 0,052)

() Estimou-se o intervalo de confianga a 95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap,
utilizando-se 1.000 repeticOes sobre locos.

4.4 Discussdo

Este estudo foi desenvolvido com onze subpopul agdes de T. micrantha e cinco de
C. pachystachya dispostas em dois fragmentos. Os fragmentos sdo bem distintos quanto
a area total e condicbes de conservacdo. Por outro lado, o Estado de S&o Paulo se
encontra quase que totalmente desflorestado, restando apenas alguns poucos e pequenos
fragmentos, sendo a EEC o segundo maior do interior do Estado e representante da
floresta priméaria original. Sobretudo, percebe-se que existem faixas de vegetacdo ao
longo dos cursos d’'agua que cortam todo o Estado, bem estreitas e muitas vezes
despreziveis. No entanto, ricas em espécies pioneiras.

C. pachystachya € comum ao longo das margens de rios e corregos, além de estar
presente em grandes grupos de individuos, em varzeas esguecidas em propriedades
rurais. T. micrantha também é muito comum, ndo sO nas faixas de vegetacdo ao longo

dos cursos d &gua, mas também em capoeirdes, pastos mal conservados e, até mesmo,



nos terrenos baldios nos centros urbanos. Esta espécie, devido sua grande plasticidade
em se adaptar aos diferentes tipos de ambientes, tem sido muito utilizada em projetos de
revegetacao e agrosivicultura (Carvalho, 1994; Kageyamaet al. 2001).

Diante de téo eficiente capacidade de colonizacdo, tornam-se justificaveis as
estimativas de diversidade genética verificadas para ambas espécies. Tais estimativas
foram atas quando comparadas a média das oito espécies do estagio inicia de sucessao
levantadas por Hamrick et al. (1992), bem como para as espécies dos estégios
intermediario e avancado (He = 0,137; 0,171 e 0,182, respectivamente). Da mesma
forma, as estimativas foram superiores as médias obtidas para espécies arbdreas de vida
curta (0,111), para as popul acbes de espécies arboreas de vida longa e que dependem do
vento para realizar fecundacdo cruzada (0,154) ou que dependem de animais para
dispersar suas sementes (0,149). As estimativas apresentadas por Hamrick & Loveless
(1986), considerando 29 espécies arbdreas comuns na floresta tropical semidecidua na
Ilha Barro Colorado, Republica do Panama, também foram bem inferiores (0,111). Mas,
no trabalho de Loveless & Hamrick (1987), as médias de diversidade genética para as
espécies analisadas (0,240) e para Soroceae affinis (0,239), que é polinizada pelo vento e
tem sementes dispersas por animais, janao foram téo inferiores.

As taxas de heterozigosidade observadas nas popul acbes da RM SG, superiores as
esperadas sob as condi¢des de E.H.W., sugerem que estas especies estdo bem adaptadas
aos ambientes alterados. T. micrantha, principamente, observada com elevadissima
heterozigosidade e negativo coeficiente de endogamia intrapopulacional, expde sua
habilidade de manter diversidade genética em condicdo de natureza antropizada. Sua
ocorréncia, sobretudo, depende de agentes dispersores de sementes e da acdo de fluxo
génico dentro e entre populacbes mantidas sob as mais diferentes condicdes. Elas
possuem sistema de polinizagdo dependente de ventos, mas contam com animais para
dispersar suas sementes por médias e longas distancias. Aves e morcegos sdo atraidos
pelas infrutescéncias maduras da C. pachystachya, enquanto os frutos de T. micrantha
s80 muito procurados por aves e primatas. Segundo Santos (1994), os morcegos tém
grande facilidade para voar em ambientes abertos e, estudando suas habilidades em

dispersar pdélen de Bauhynia forficata, verificou-se v6os noturnos ao longo de quase



cinco quilémetros, sendo bastante frequientes entre fragmentos. Ja Janzen (1980) cita que
polinizadores vertebrados podem vigjar quilémetros entre plantas da mesma espécie,
sendo que morcegos voam 3 a 16 quildmetros numa noite em busca de alimentos.

Os resultados encontrados para T. micrantha e C. pachystachya indicaram,
portanto, eficiente fluxo génico entre populagbes e dentro das mesmas, sendo o
suficiente para manter alta diversidade genética nas espécies e estreita relacéo genética,
mesmo entre populacdes distanciadas por mais de 200 km. Sobretudo, as estimativas
também indicam desvios da panmixia e que a estruturacdo espacial de forma agregada é
favoravel para manutencdo da diversidade genética nestas especies.

As estimativas da divergéncia genética entre subpopulagbes maiores gque entre
populagdes sugerem que a dispersdo de pdlen pelo vento ocorre de forma mais restrita
aos pequenos grupos dentro de clareiras. Mesmo existindo esta tendéncia de estruturacéo
genética espacial nas respectivas subpopulacdes, a divergéncia entre clareiras proximas
sugere um processo de selecdo microambiental com favorecimento de multiplos
gendtipos atuando dentro de cada clareira.

A partir das estimativas de diversidade genética obtidas, acredita-se que as
espécies pioneiras estudadas podem se manter, sem prejuizos genéticos a curto prazo,
sob condigdes de paisagem antropizada. Na RMSG, que representa uma vegetacao
bastante alterada, existe diferenca significativa entre as estimativas de heterozigosidade
observada e esperada, obtidas para T. micrantha (H, de 0,446 e He de 0,373), causada

por excesso de heterozigotos. Da mesma forma, diferencas entre as estimativas de
heterozigosidade observada, comparativamente entre os dois fragmentos, para ambas
espécies (H, de 0,446 e 0,366 para T. micrantha; 0,373 e 0,319 para C. pachystachya,
paa RMSG e EEC, respectivamente), também revelam maior fregiéncia de
heterozigotos nas populagdes amostradas no fragmento mais alterado. Porém, ndo se
observou a mesma magnitude nas diferencas verificadas entre as estimativas de
heterozigosidade esperada sob condicGes de E.H.W. (He de 0,373 e 0,392 para T.
micrantha; 0,355 e 0,335 para C. pachystachya).

Diante desta situacdo, um processo de selecdo em favor dos individuos mais

heterozigoticos esta atuando nas espécies estudadas, porém, de uma forma mais severa



na populacdo de T. micrantha, localizada na RMSG. As maiores proporcdes de
heterozigotos mantidas nas subpopulacdes, pode ser devido a condicdo de alta
competicdo dentro das clareiras. Resultados sob 0 mesmo foco de discussdo foram
encontrados por Epperson & Alvarez-Buylla (1997). Os autores estudaram popul agoes
de Cecropia obtusifolia comparativamente entre diferentes estégios de vida, quando seus
resultados evidenciaram selecdo microambiental pelo favorecimento de maltiplos
gendtipos dentro de uma dada clareira, além de também terem verificado menores
estimativas para divergéncia genética entre popul agdes mais distantes entre si.

Segundo Wright (1931), a fragmentacdo aumenta a divergéncia genética
interpopulacional quando a estrutura populacional é estavel e o tamanho da populacéo e
fluxo génico correspondem a Nem < 1. NO entanto, quando a estrutura populacional é
instavel, a divergéncia genética depende da fregliéncia de eventos de colonizagdo e
extincdo e do numero de fontes de colonisadores (Wade & McCauley, 1998; Land,
1992; Whitlock, 1992). Dessa forma, como citado por Y oung e Boyle (2001), se a taxa
de extingdo e colonizagdo for mais que o dobro da taxa de migragdo, pode ocorrer
substancial reducdo da variancia genética entre subpopulagbes. Por outro lado, para
Slatkin (1987) seria necessario o fluxo génico de quatro migrantes por geracdo entre
populacbes para se prevenir o efeito de deriva genética sobre a diferenciacdo genética
local e, portanto, a divergéncia entre populagdes. Nossas estimativas indiretas de fluxo
génico entre populacdes e subpopulagdes ndo superam tal valor, com excegéo para o
fluxo estimado entre populacfes de T. micrantha.

Para Loveless (1992), o nimero médio de migrantes trocados entre popul agdes
locais sera baixo se a espécie tiver populagdes muito isoladas. Mas pode acontecer de
serem obtidas estimativas de fluxo génico satisfatorias entre populagcdes aparentemente
distanciadas por recentes ateragcbes do uso da terra. Desta forma, as estimativas de
migracdo de genes e diversidade genética estariam indicando uma continua distribuicéo
da espécie num passado recente. Tal possibilidade foi explicada por aguele autor,
afirmando que as medidas indiretas de fluxo génico refletem taxas histéricas de fluxo
génico para a distribuicéo atual da diversidade genética, e ndo representam o padrdo de

fluxo génico em um determinado ano ou Unica geracao.



As espécies em questdo sdo mais facilmente encontradas em florestas
secundarias e ao longo de paisagens fragmentadas do que dentro das florestas primérias.
Ta possibilidade de adaptacdo as condicbes de fragmentacdo esta provavelmente
associada a eficiéncia de fluxo génico e diretamente dependente da existéncia de agentes
dispersores. As estimativas de fluxo génico dentro das popul agdes das espécies pioneiras
estudadas sdo menores do que aquelas obtidas entre as populacdes. Provavelmente, tal
fato estad associado as diferentes caracteristicas de forrageamento entre seus agentes
dispersores. O fluxo génico via polen ndo é muito eficiente ficando mais restrito as
clareiras. No entanto, estudos para espécies anemdfilas ja demonstraram que gréos de
polen podem percorrer maiores distancias, como para uma espécie de pinus em que
constataram distancia de dispersdo de até 500 m, garantindo grande frequéncia de
migracdo entre populacBes (Hamrick, 1989). Passaros sdo dispersores para ambas
espécies e morcegos apenas para C. pachystachya. Alvarez-Buylla e Martinez-Ramos
(1990) verificaram que a maioria das sementes de C. obtusifolia caiam a poucos metros
da planta mée, mas também foram encontradas sementes distantes 500 m da mesma.

Como ja verificado em alguns estudos, até mesmo as solité&rias arvores
remanescentes deixadas nos pastos podem exercer consideravel influéncia no nivel de
fluxo génico entre populacdes fragmentadas (Chase et a. 1996; Aldrich & Hamrick,
1998). Tais érvores podem servir como trampolins para migracdo génica entre
populacdes, participando diretamente na troca de polens entre as populagdes nos
fragmentos ou agindo como um corredor para movimentacdo de polinizadores e
dispersores. Também as estimativas obtidas para T. micrantha e C. pachystachya
sugerem que suas populagdes distribuidas em paisagens fragmentadas e os individuos
remanescentes em pastos e ao longo de matas ciliares sGo cruciais na manutencdo da
coesdo genética entre populacdes apos a fragmentacdo. Desta forma, diante da maior
freqiéncia de individuos nas formagdes florestais secundarias, da posi¢éo de eficientes
colinizadoras em areas abandonadas, bordas de fragmentos e outras condi¢fes comuns
em paisagens antropizadas, a diversidade genética dessas espécies pode ser mantida
facilmente nas popul agdes sob fragmentacéo.



45 Conclusdes

As espécies pioneiras arbéreas Trema micrantha e Cecropia pachystachya
apresentam alta diversidade genética em suas popul agoes.

O fluxo génico entre e dentro das populagdes € realizado de forma a garantir
maior diversidade dentro do que entre populagdes. No entanto, a divergéncia genética
verificada entre suas subpopulacdes distantes por 200 m é maior do que entre as
populacbes distantes por 200 km. Tal resultado sugere que a disposicdo de individuos
em clareiras é favoravel para manutencdo da alta diversidade genética nas espécies.

Ambas espécies pioneiras estudadas podem se manter, sem prejuizos genéticos a
curto prazo, sob condi¢fes de paisagens antropizadas. Tal habilidade esta associada a
uma alta competicdo dentro das clareiras resultando em um processo de selecdo em

favor da manutencéo de maiores proporcdes de heterozigotos.



5 ESTRUTURA GENETICA EM DIFERENTES ESTADIOSDE VIDA
EM UMA POPULACAO DE Trema micrantha (L.)B.

Resumo

Espécies do primeiro estagio sucessional possuem caracteristicas génicas e ecolbgicas
préprias resultantes da existéncia de banco de sementes e da longa distancia de dispersdo
de suas sementes. Este trabalho visou quantificar e comparar a distribuicdo da
diversidade genética presente nos diferentes estadios de vida (sementes do solo,
progénies e plantas do dossel) em uma populacdo natural da espécie pioneira Trema
micrantha (Ulmaceae), avaliando o banco de sementes como um potencial tampé&o
génico para a espécie. Amostrou-se folhas de 69 plantas do dossel, de plantulas de 10
progénies, além de 100 plantulas obtidas a partir do banco de sementes do solo. A coleta
de solo foi realizada em cinco clareiras, das quais foram amostradas as plantas do dossel,
escolhidas a0 acaso na Reserva Florestal Mata de Santa Genebra, um fragmento com
252 ha de floresta tropical semidecidua, no municipio de Campinas-SP. A diversidade
genéticafoi avaliada por polimorfismo isoenzimético, a partir de eletroforese em sistema
horizontal e gel a 13% de penetrose e amido. Os resultados revelaram alta diversidade
genética na populacdo. As estimativas para o indice de fixag&o e divergéncia genética
entre subpopulacdes obtidas nos diferentes estadios de vida sugerem significativas
proporcdes de cruzamentos endogamicos, acirrada competicao nas etapas de germinacéo
e desenvolvimento das plantulas favorecendo a selecdo aumentando a proporcdo de
heterozigotos e importante participagdo dos agentes dispersores de sementes na
realizagdo do fluxo génico intrapopulacional.



Summary

[Genetic structure in different life stages in a population of Trema micrantha (L.)B.]

Species of the first successional level present genetical and ecological characteristics
resultant from the seed bank existence and from the long distance dispersal of its seeds.
This work aimed to quantify and to compare the genetic diversity distribution in the
different life stages (soil seeds, progeny and adults plants from the dossel) in a natural
population of the tropical pioneer tree Trema micrantha (Ulmaceae), evaluating the seed
bank as a potential genetic buffer for this species. Leaves of 69 plants and of seedlings
of 10 progenies, and from 100 seedlings from the soil seeds were sampled. The soil
collection was performed in five natural gapsin the Reserva Florestal de Santa Genebra,
a fragment with 252 ha of decidual tropical forest, in Campinas, Sao Paulo State-Brazil.
The genetic diversity was evauated for allozyme variation, from horizontal
electrophoresis and 13% penetrose and starch gels. The results revealed high genetic
diversity in the population. The fixation indices and the genetic differentiation estimates
among subpopulations obtained in the different life stages suggested significant
proportions of inbreeding in the mating system, competition during seed germination
and seedling development with selection favoring heterozygosity and important
participation of the seed dispersor agents in the achievement of the intrapopulation gene

flow.

5.1 Introducéo

Espécies do primeiro estégio sucessiona, conhecidas como pioneiras, sdo
consideradas possuidoras de caracteristicas proprias de extingcdo local e recolonizagéo,
podendo resultar no aumento do fluxo génico e reducéo da diferenciacdo genética entre
populagoes (Slatkin, 1985, 1987). A existéncia de banco de sementes e alonga disténcia
de dispersdo de pdlen e sementes apresentam importantes consequiéncias genéticas e

ecol 0gicas para estas espécies. Exemplos destas sdo a possibilidade do banco de semente



agir como tampao génico, sendo capaz de repor a diversidade genética perdida pela
populacdo do dossel, fazendo a dispersdo de sementes e polen reduzir a distancia
genética entre populacfes geograficamente distantes (Alvarez-Buylla & Garay, 1994).
Estudos tedricos resultaram em modelos primeiramente desenvolvidos para espécies
anuais e poucos estudos empiricos comparam a estrutura genética de bancos de sementes
com outros estadios de vida (Tonsor et al. 1993; Alvarez-Buylla & Garay, 1994;
Alvarez-Buylla et al. 1996).

O banco de sementes é caracterizado como a quantidade de sementes existente
numa determinada area de solo, num dado momento. Ele é entendido como um sistema
dindmico, com entrada de sementes via dispersdo e chuva de sementes e saida por
predacdo, doencas ou germinagdo. O balanco entre estes processos € que determina a
taxa de renovacgao do banco de sementes num determinado local (Hyatt & Casper, 2000).

Funcbes ecoldgicas tém sido propostas para as sementes sobreviventes por
longos periodos no banco de sementes. Elas podem agir como uma reserva de
propagul os, tornando o banco de sementes com potencial parareduzir a probabilidade de
extingdo de populagdes (Cohen, 1966; Venable & Brown, 1988). Como o banco de
sementes contém alelos que podem estar presentes em diferentes frequiéncias em relacéo
a populagdo sobre o solo, 0 banco de sementes pode retardar a taxa de evolugdo ou
mudar a estrutura genética da populagdo de plantas do dossel (Levin, 1990).
Caracteristico de espécies especiadizadas em clareiras, 0 banco de sementes pode
facilitar a coexisténcia de espécies potencialmente competitivas (Pake & Venable,
1995). Finalmente, ele pode perfeitamente ser o principa recurso da comunidade de
plantas seguindo mudancgas ambientais, tais como queda de arvores, restauracdo de &rea
alterada e mesmo queimadas, todos com potencial para acionar a germinacdo de
sementes dormentes (Hyatt & Casper, 2000). Sobretudo, tais funcbes dependem da
persisténcia das sementes no solo.

Dessaforma, estreitas relagOes parecem existir entre o banco de sementes no solo
e a evolugdo e dindmica genética da populacdo de plantas da mesma espécie. No
entanto, muitas questdes ainda permanecem sem respostas. Percebe-se que a

similaridade genética do banco de sementes com a populacdo de plantas do dossel



depende de uma complexa relacéo entre o sistema reprodutivo, distancia de disperséo de
sementes, padrdo espacial e temporal de selecdo, variagcdo na sobrevivéncia e
fecundidade. Estes sdo fatores que afetam a longevidade das sementes nos bancos de
sementes e da proporcdo de mudas resultantes da germinagdo de sementes do banco
persistente no solo em relacdo aquelas originadas do ultimo evento reprodutivo (Tonsor
et al. 1993).

Obviamente, o entendimento das mudangas entre as populagbes do banco de
sementes e das plantas reprodutivas depende de um vasto conjunto de informacdes
ecologicas e genéticas sobre a espécie de interesse. O conhecimento da distribuicéo da
diversidade genética, ao longo de diferentes estédios de vida na mesma populacéo,
torna-se muito Util para o entendimento das for¢as evolucinérias na estruturagcdo genética
da espécie. Considerando modelos de simulagdo, a dispersdo das sementes diminui a
estrutura genética espacial encontrada entre as plantas produtoras das sementes (Rohlf &
Schnell, 1971; Turner et al. 1982). No entanto, é necessario considerar que 0 mecanismo
de polinizagéo, a densidade de adultos, a presenca do banco de sementes e a selecéo
microambiental também participam da estruturacéo genética populacional, devendo ser
diferente para diferentes espécies de plantas.

Sob esse aspecto, realizando-se a amostragem em clareiras e obtendo-se as
estimativas dos parédmetros de diversidade genética intra e interpopulacional para
diferentes estadios de vida, espera-se que a importancia da dispersdo de sementes para a
espécie se manifeste através da diminuicdo da diversidade genética interpopulacional
estimada para sementes do banco em relagéo as progénies e plantas do dossel. Por outro
lado, a permanéncia de semente no banco de solo, por sucessivos eventos reprodutivos,
também podem ser responsaveis pela diminuicdo da estrutura genética espacia no banco
de sementes. Se existir um favorecimento de gendtipos em diferentes clareiras (selecéo
microambiental), espera-se obter estimativa interpopulacional maior para a populacéo do
dossel em relacéo ao banco de sementes do solo. Além disso, se gendtipos heterozigotos
trouxerem vantagens competitivas serdo verificados menores niveis de endogamia na

populacéo de plantas do dossel.



Diante de tais consideracoes, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
quantificar e entender a estruturacdo genética na populacéo de plantas amostradas no
dossel da floresta, na populagdo de progénies e também na populagdo de sementes
presente no banco de solo, para a espécie pioneira Trema micrantha. A diversidade
genética foi avaliada através do polimorfismo de isoenzimas e os resultados foram
avaliados quanto a influéncia dos agentes dispersores, da demografia associada as
clareiras e quanto a participacéo do banco de sementes na manutencdo da diversidade
genética na popul ag&o.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Espécie estudada

Neste estudo, foram amostradas subpopulacdes da espécie pioneira Trema
micrantha (L.)B., Ulmaceae. Esta espécie ocorre em praticamente todos os tipos de
formacdes florestais e € uma das primeiras espéecies a se estabelecer em clareiras e areas
abandonadas, a partir do banco de sementes do solo (Lorenzi, 1992; Durigan et al.
2002). Esta presente entre as latitudes 30°N (Estados Unidos) e 30°S (Brasil) e é
classificada como hermafrodita criptica por possuir individuos variando de mondicos a
didicos (Torres, 1996). Suas flores sd0 unissexuais ou hissexuais andrdgenas,
polinizadas principalmente pelo vento e a dispersdo das suas sementes é por zoocoria,

envolvendo grande diversidade de aves (Carvalho, 1994).

5.2.2 Locaisde estudo

A amostragem foi realizada na Reserva Florestal Mata de Santa Genebra
(RMSG), a qual possui 251,8 ha de floresta tropical estacional semidecidua (IBGE,
1993), localizada nas coordenadas 22° 49' S e 47° 06" W, no municipio de Campinas-

SP. Ao longo de sua area levemente ondulada, com atitudes variando de 580 a 610 m,



verifica-se um mosaico de vegetacdo em gue varias fases sucessionais séo encontradas.
Ocorrem tanto areas com floresta preservada, formando um dossel continuo de 15 a 18
metros de altura com espécies emergentes de até 25 m, como areas muito perturbadas
ocupadas por espécies de estagio sucessional inicial (Leitdo-Filho, 1995). Neste
fragmento, além dos processos naturais que estimulam a regeneracdo, ocorreram
perturbacdes antropicas como queimadas, extracdo seletiva de madeiras e retirada de

lenha

5.2.3 Amostragem
Banco de sementes do solo

Na RMSG, foram localizadas cinco areas onde se observaram plantas de T.
micrantha. Dentre as areas, trés corresponderam a grandes clareiras abertas
provavelmente por retirada de madeira e ocorréncia de incéndio. As outras duas
coincidem com &reas menos perturbadas, com vegetacdo arbustiva predominante e as
clareiras se devem a abertura de estreitas estradas de acesso.

Foram coletadas 100 amostras da camada superior do solo (50x50 cm, com 5 cm
de profundidade) em janeiro de 2001, utilizando-se um gabarito de madeira nas
dimensdes desejadas (0,25 m?). Considerando a camada de liteira, as amostras foram
coletadas ap acaso, sendo vinte pontos de coleta para representar cada uma das cinco
referidas &reas deste fragmento. O solo amostrado foi acondicionado em sacos de
polietileno com identificacdo referente e transportado para o0 viveiro de espécies
florestais do IPEF, em Piracicaba, ESALQ/USP. O solo foi distribuido aleatoriamente
em esguadria de madeira constituindo canteiros, onde foi monitorado e irrigado
diariamente. Os canteiros foram montados sobre lona pléastica preta, de forma que cada
amostra do solo foi transferida para um espaco com as mesmas dimensoes.

Todas as 1054 pléantulas de T. micrantha que regeneraram do banco foram
envolvidas em papel aluminio, identificadas quanto ao quadrante referente, imersas em

nitrogénio liquido e levadas para armazenamento em freezer a 80°C negativos.



Armazenadas desta forma, 100 plantulas, sendo 20 obtidas a0 acaso dentro das cinco

clareiras, foram utilizadas para as analises em laboratorio.

Plantas do dossdl

Foram coletadas folhas jovens de 69 plantas de T. micrantha existentes naquelas
mesmas clareiras e transportadas para andlise genética em laboratério. As amostras
permaneceram em caixa de isopor contendo gelo e foram processadas no Laboratério de
Genética e Reproducdo de Espécies Arboéreas (LARGEA), na ESALQ/USP, Piracicaba -
S.P.

Progénies

Frutos de T. micrantha foram coletados de 10 arvores individual mente e levados
ao laboratorio de sementes de espécies florestais do Depto. de Ciéncias Florestais,
ESALQ-USP, onde foram lavados com auxilio de uma peneira. As sementes (diasporos)
receberam tratamento para acelerar a germinagdo (Torres, 1996), foram dispostas sobre
papel de germinacdo, dentro de caixas de gerbox e mantidas em germinador. Em
germinador, foram submetidas as condi¢oes de fototropismo com 8 horas de escuro e 16
de luz, e atemperatura alternada de 30°C sob luz e 20°C quando em escuro. As plantulas
foram repicadas para substrato e transferidas para casa de vegetagdo, onde foram
mantidas até as andlises de isoenzimas. A populacdo de progénies foi representada por

dez progénies, com dez individuos cada.

5.2.4 Protocolos

Previamente a aplicacdo da técnica de eletroforese horizontal de isoenzimas,
testou-se quatro sistemas tampdo gel/eletrodo, combinados com 32 sistemas

enziméaticos, para as plantulas e também para as plantas do dossel. Durante a extracéo,



utilizou-se o tampé&o 1 citado em Alfenas et a. (1991). Todo o procedimento utilizado
durante a aplicacdo da técnica seguiu as indicagdes dos mesmos autores.

Feita a selecdo, as enzimas foram extraidas das plantulas de T. micrantha
referentes as progénies e banco de sementes, e submetidas para revelacdo da glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT, EC-2.6.1.1), diaforase (DIA, EC-1.8.1.4), glucose-6-
fosfodesidrogenase (G6PDH-1.1.1.49), isocitrato desidrogenase (IDH, EC-1.1.1.42),
glucose desidrogenase (GDH, EC-1.1.1.47), malato desidrogenase (MDH, EC-1.1.1.37),
xiquimato desidrogease (SKDH, EC-1.1.1.25) e fosfogluco isomerase (PGI, EC-5.3.1.9).
Durante a eletroforese, as enzimas IDH, GDH, MDH e SKDH apresentaram melhor
padrdo de revelacdo e resolucdo sob o sistema tampéo gel/eletrodo desenvolvido por
Clayton & Tretiak (1972), que é citado com algumas modificagdes em Alfenas et al.
(1991), como sistema 8. Para as outras enzimas (GOT, G6PDH, DIA e PGI), optou-se
pelo sistema tampdo gel/eletrodo desenvolvido por Hakim-Elabi (1980), citado por
aqueles autores como sistema 25. Da interpretacéo dos zimogramas, obteve-se genotipos
apartir de nove locos isoenzimaticos polimorficos, somando-se 20 alelos.

Para as plantas do dossel, revelou-se as enzimas malato desidrogenase (MDH,
EC-1.1.1.37), glucose desidrogenase (GDH, EC-1.1.1.47), xiquimato desidrogease
(SKDH, EC-1.1.1.25), NADH-desidrogenase (NADHDH, EC-1.6.99.3), diaforase (DIA,
EC-1.8.1.4), menadionaredutase (MR, EC-1.6.99.2), isocitrato desidrogenase (IDH, EC-
1.1.1.42) e glutamato oxaloacetato transaminase (GOT, EC-2.6.1.1). A eletroforese foi
realizada sob o sistema tampé&o gel/eletrodo nimero 25, citado em Alfenas et al. (1991).

Nesta etapa, somaram-se 0ito locos polimorficos, num total de 20 alelos.

5.2.5 Andlises estatisticas

A caracterizacdo da diversidade genética existente nas clareiras foi reaizada
baseando-se nos gendtipos dos locos polimorficos para cada um dos trés estadios de
ciclo de vida amostrados. Os parametros de diversidade genética intrapopulacional

utilizados foram: proporcdo de aelos por locos polimorficos (A), heterozigosidade



esperada sob condigcbes de Equilibrio de Hardy-Weiberg (He), heterozigosidade
observada (H,) e o coeficiente de endogamia intrapopulacional (f).

A estrutura genética foi estudada pela andlise da variancia das frequiéncias
génicas (Weir, 1996) quando se considerou as cinco clareiras dentro da RMSG como
populacbes. Os parametros estimados foram: indice de fixagdo médio (f); coeficiente de
endogamia total (F) e divergéncia genética entre populacdes (0,). Para verificar se as
estimativas médias destes parametros eram diferentes de zero, estimou-se o intervalo de
confianca a 95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap, utilizando-se
1.000 repeticBes sobre locos. As andlises de variancia descritas acima, os bootstraps,
bem como as estimativas de diversidade genética intrapopulacional, foram obtidos com
0 auxilio do programa GDA de Lewis & Zaykin (1999).

5.2.6 Comparagdes entre estadios de vida

Baseando-se na caracterizacdo genética realizada para popul agbes de plantas do
dossel, progénies e de sementes do banco do solo, comparou-se a diversidade genética
existente e sua distribuicdo nos trés estadios de vida. Além disto, anaisou-se a
distribuicéo das freguiéncias alélicas nos locos para verificar a existéncia de diferencas
significativas entre as popul aces destes estadios. Para tanto, utilizou-se apenas 0s seis
locos isoenzimaticos comuns aos diferentes estégios, sendo eles: Got, Dia-2, 1dh, Gdh-2,
Mdh-2 e Skdh, os quais somam 15 alelos.

O teste para verificar a existéncia de diferencas nas freqiiéncias aélicas entre as
populacdes dos diferentes estadios de vida (plantas do dossel, plantulas do solo e de
progénies) foi realizado através do programa TFPGA, desenvolvido por Miller (1997).
Realizou-se comparacfes entre as popul acdes e se testou a hipoétese de que a distribuicdo
dos alelos € idéntica nas geracdes. A metodologia utilizada para a andlise foi descrita por
Raymond & Rousset (1995) e o procedimento assume que os dados provenientes de
cada loco sdo independentes entre si. Foram utilizadas 10 baterias de testes, com 2.000
permutagOes por bateria, quando se realizou comparagOes entre as populagdes dos

diferentes estadios de vida.



5.3 Resultados

Como se pode observar na Tabela 15, ocorrem variagdes nas frequéncias a élicas

dos locos analisados entre os estadios de vida. Para a Got apenas o0 aelo ¢ ndo ocorre
nos trés estadios de vida amostrados, estando presente apenas nas progénies produzidas
no periodo. Neste loco, 0 a€elo b é bastante fregliente nas progénies enquanto € o alelo a
0 mais frequente na populagdo do dossel e no banco de sementes.
Variagdes nas freguiéncias de alelos entre estadios de vida também ocorrem para Skdh e
Mdh-2. Ambos locos tiveram o aelo a mais fregiiente nas progénies enquanto o alelo b
foi mais freqliente no banco e nas plantas do dossel. Por outro lado, os alelos mais
freqUentes coincidiram nos locos Dia-2, Idh e Gdh-2.

As variacOes nas estimativas de diversidade e sua distribuicdo verificada entre as
populacbes de T. micrantha nos diferentes estadios de vida, também podem ser
observadas nos resultados do teste de diferenciagdo de frequéncias alélicas (Tabela 16).
Verificase que 44% das comparagdes indicaram haver algumas semelhangas nas
freqUéncias alélicas nos diferentes locos (probabilidades maiores que 5%), estando os
extremos nos locos Gdh-2 e Mdh-2, podendo ser confirmados pela distribuicdo das
freqléncias alélicas apresentada na tabela 15. Sobretudo, as estimativas dos testes qui-
quadrado (grau de liberdade igual a 12 e 95% de probabilidade) rejeitam a existéncia de
igualdade na distribuicdo das frequiéncias aélicas entre as populagdes nos diferentes
estédios de vida
Mesmo verificando as grandes diferencas que existem nas frequiéncias alélicas entre as
populacles, a estatistica resultante da comparacdo da populacdo do banco com a
populacéo de plantas do dossel foi menor gque as obtidas para ambas as outras. Esta
observacdo salienta que a diversidade da populacdo de plantas do dossel estd melhor
representada pela populagdo existente na forma de banco de sementes do solo do que

aquela presente nas progénies da espécie estudada.



Tabela 15. Freguéncias alélicas nas populagdes de plantas do dossel, progénies e do
banco de sementes do solo de Trema micrantha, localizadas na RM SG.

Locos Alelos Dossdl (59) Progénies (83) Banco (84)
Got a 0,637 0,091 0,652
0,363 0,719 0,348
0,000 0,189 0,000
Dia-2 a 0,405 0,268 0,326
0,349 0,708 0,623
0,246 0,024 0,050
Idh a 0,177 0,149 0,193
b 0,823 0,851 0,807
Gdh-2 a 0,934 0,940 0,910
b 0,066 0,060 0,090
Mdh-2 a 0,008 0,798 0,276
0,946 0,143 0,693
0,046 0,059 0,031
Skdh a 0,388 0,747 0,392
b 0,612 0,253 0,608

() Tamanho total da amostra

As estimativas de diversidade genética intrapopulacional (Tabela 17) variaram
entre os diferentes estadios de vida, sendo que as menores propor¢oes de
heterozigosidade se referem a populacdo de progénies (0,218 e 0,263 para
heterozigosidade esperada e observada, respectivamente). As mesmas estimativas foram
préximas entre a populacéo de plantas do dossel (0,351 e 0,420) e a de sementes do solo
(0,394 e 0,404). As estimativas de heterozigosidade observadas foram superiores as
esperadas nos trés estadios de ciclo de vida, tendo sido obtidos indice de fixacéo
negativos para ambos estadios (-0,205, -0,225 e -0,027, respectivamente para a

populacéo de plantas do dossel, progénies e do banco de sementes).



Considerando os parametros de estruturacdo genética (Tabela 18), observa-se que
as estimativas do indice de fixacdo intrapopulacional prevalecem negativas nas
subpopulagdes dos trés estédios de vida (-0,186, -0,231 e -0,020, respectivamente para
plantas do dossel, progénies e banco), mas apenas o intervalo de confianca definido para
progénies confirma desvios significativos. Da mesma forma, a endogamia total na
populacdo de progénies é significativamente diferente de zero e bem maior do que as
estimativas obtidas para as populagdes de plantas do dossel e do banco (0,249, -0,140 e
0,026, respectivamente).

Tabela 16. Testes de diferenciacdo de frequéncias aélicas entre populactes
representativas do banco de solo, progénies e plantas do dossel de
Trema micrantha.

Banco versos Progénies Banco versos Dossel Progénies versos Dossel

Locos Probabilidade erropadrdo Probabilidade Erropadréo  Probabilidade  erro padréo

Got 0,0000 0,0000 0,3129 0,0220 0,0000 0,0000
Dia-2 0,1736 0,0147 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
[dh 0,4844 0,0153 0,5211 0,0164 0,4980 0,0094
Gdh-2 0,3583 0,0109 0,6330 0,0050 0,8064 0,0046
Mdh-2 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Skdh 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Probabilidade média 0,0000 0,0000 0,0000
GL 12 12 12
X-gq 66,4254 ** 44,1560 ** 81,0529 **

** gignificativo a 1% de probabilidade e 12 graus de liberdade



Tamanho da amostra, estimativas médias de heterozigosidade esperada e

Tabela 17.
observada e indice de fixagdo obtidos entre as subpopul agbes de plantas do
dossel, progénies e o banco de sementes do solo de Trema micrantha,
localizadas na RM SG.
Dossel Progénies Banco
N 69 (5) 90 (9) 100 (5)
H, 0,420 0,263 0,404
H, 0,351 0,218 0,3%4
- 0,205 - 0,225 - 0,027

—h

() nimero de subpopulagdes consideradas na andlise

Tabela 18. indice de fixacdo médio, indice de fixagZo total na populacio e diversidade
genética entre subpopulacdes das populagdes representando as plantas do
dossel, progénies e 0 banco de sementes do solo de Trema micrantha,

localizadas na RM SG.

Dossel Progénies Banco

f - 0,186 -0,231 - 0,020
(-0,441a0,078) (-0,298 a—-0,130) (-0,163 a0,138)

= - 0,240 0,249 0,026
(-0,321 a0,087) (0,146 a0,348) (-0,060 a 0,144)

gp 0,039 0,384 0,045
(-0,010 a0,084) (0,326 a0,446) (0,005 a0,091)

() intervalo de confianca a 95% de probabilidade e 1.000 bootstraps sobre subpopul agcdes



Quanto a diversidade genética entre as subpopulacdes, as estimativas indicaram
divergéncia genética insignificante no estédio de plantas do dossel e significativamente
diferente de zero para as sementes do solo (0,039 e 0,045, respectivamente). Ja a
divergéncia verificada entre progénies esta acima da esperada entre progénies de irmaos
completos (0,384).

Estimativas de diversidade genética sdo apresentadas para cada subpopulacéo da
populacdo do dossel (Tabela 19). Verifica-se que é mantida alta diversidade genética nas
subpopulacdes e as estimativas do indice de fixagdo intrapopulacional sdo negativos e
elevados para quatro das cinco subpopulagdes, sendo que as estimativas variaram de
0,023 a —0,442. Desta forma, apenas a subpopulacdo um ndo apresenta excesso de
heterozigotos em seus locos.

Na Tabela 20, estédo apresentadas as estimativas dos parametros de estruturacdo
genética, estimados para cada loco da populacdo do dossel. As estimativas variaram
bastante entre locos. O indice de fixac&o intrapopulacional variou de 0,226 a—0,697 para
os locos Gdh-2 e Skdh, respectivamente. Para os mesmos locos, as estimativas do indice
de fixac8o total para populagdo foram de 0,192 e —0,500. Ambos indices de fixac&o
apresentaram estimativas médias negativas para a populacéo, indicando excesso de
heterozigotos. No entanto, comparando-se com os intervalos de confianga, estas
estimativas ndo sdo diferentes de zero. Quanto a divergéncia genética obtidas paralocos,
apenas 0 Skdh resultou em estimativa elevada (0,116).

As estimativas dos mesmos parametros para a populacdo do banco de sementes
do solo estéo apresentadas nas Tabelas 21 e 22. Elas apresentam variagdo entre as
subpopulacdes e também entre os locos. As estimativas médias dos parédmetros de
estruturacdo genética obtida para populagdo foram bem proximas de zero.

Por outro lado, as estimativas de diversidade genética obtidas individualmente para as
progénies, indicam excesso de heterozigotos em todos locos (Tabelas 23 e 34). O indice
de fixacdo intrapopulaciona também resultou em estimativas negativas e diferentes de

zero para os sete locos analisados.



Tabela 19. Estimativas dos parametros de diversidade genética intrapopulacional
obtidas para cada subpopulacéo de Trema micrantha amostrada no dossel

daRMSG.
Subpopulacéo N H . H o f
1 15 0,315 0,308 0,023
2 7 0,341 0,442 -0,323
3 12 0,321 0,455 -0,442
4 14 0,395 0,477 -0,216
5 9 0,382 0,418 -0,087
Meédia 11,83 0,351 0,420 -0,205

Tabela 20. Estimativas dos parémetros de estruturacéo genética obtidas para cada loco
de aoenzimas amostrados da populacéo de Trema micrantha, no dossel da

RMSG.

Locos f F gP
Mdh-2 -0,037 -0,043 -0,006
Gdh-2 0,226 0,192 -0,044
Skdh -0,697 -0,500 0,116
Dia-2 -0,221 -0,173 0,039
Idh 0,076 0,135 0,064
Got 0,015 -0,008 -0,023
Média -0,186 -0,140 0,039

(-0,441 a0,078) (-0,321 a0,087) (-0,010 a0,083)

() Intervalo de confianca a 95% de probabilidade obtido a partir de 1.000 bootstraps sobre subpopul agtes

Estas variaram de —0,079 a —0,322, sendo referentes aos locos Gdh-2 e Got. Enquanto é
indicado grande proporcéo de heterozigotos nos locos e progénies analisados, o indice
de fixacdo total dos mesmos locos indicam endogamia na populacdo. As estimativas
variam de 0,093 e 0,385, para os locos Got e Skdh, respectivamente, e a média sobre
locos é significativamente diferente de zero. Para melhor entendimento desta variacéo,



as estimativas de divergéncia entre progénies foram positivas e elevadas para todos os
locos. A menor estimativafoi 0,236 para o locos Gdh-2, sendo bem proxima da esperada

entre progénies de irmaos completos

Tabela 21. Estimativas dos parametros de diversidade genética intrapopulacional
apresentados por subpopulacbes do banco de sementes de Trema
micrantha amostrado na RM SG.

Subpopul agbes N H . H o f
1 19 0,413 0,433 -0,049
2 19 0,377 0,351 0,070
3 18 0,350 0,290 0,175
4 20 0,374 0,412 -0,107
5 14 0,457 0,535 -0,195
Média 18,23 0,394 0,404 -0,027

Tabela 22. Estimativas dos parametros de estruturacdo genética obtidas para cada loco
de aoenzimas amostrados do banco de sementes de Trema micrantha na

RMSG.

Locos f F 0,

Got 0,241 0,228 -0,017
Dia-2 -0,267 -0,098 0,133

Idh 0,036 0,070 0,035
Gdh-2 0,101 0,108 0,009
Mdh-2 -0,049 0,009 0,055
Skdh -0,095 -0,075 0,018
Média -0,020 0,026 0,045

(-0,163a0,138) (-0,060 a0,144) (0,005 a0,091)

() Intervalo de confianca a 95% de probabilidade obtido a partir de 1.000 bootstraps sobre subpopul aces



Tabela 23. Estimativas dos parametros de diversidade genética intrapopulacional
obtidas para cada progénie de Trema micrantha amostrada na RM SG.

Progénies n H, H, f
1 10 0,048 0,050 -0,038
2 10 0,394 0,517 -0,335
3 9 0,271 0,296 -0,099
4 10 0,104 0,117 -0,125
5 10 0,144 0,167 -0,169
6 7 0,290 0,342 -0,198
7 7 0,208 0,228 -0,109
8 9 0171 0,212 -0,262
9 9 0,332 0,441 -0,355
Média 9,26 0,218 0,263 -0,225

Tabela 24. Estimativas dos paréametros de estruturagcdo genética obtidas para cada loco
de aoenzimas amostrados das progénies de Trema micrantha da RM SG.

Locos f F gp
Gdh-2 -0,079 0,175 0,236
Skdh -0,085 0,385 0,433
Idh -0,161 0,332 0,425
Mdh-2 -0,317 0,341 0,500
Dia-2 -0,272 0,156 0,337
Got -0,322 0,093 0,314
Média -0,231 0,242 0,384

(-0,298 a-0,130) (0,246 a 0,348) (0,326 a 0,446)

() Intervalo de confianca a 95% de probabilidade obtido a partir de 1.000 bootstraps sobre subpopul ages



5.4 Discussao

As estimativas de diversidade genética foram atas e apresentaram diferencas
entre os diferentes estadios de vida analisados. A populacdo de plantas do dossel
apresentou tendéncia a manter maior heterozigosidade do que o banco de sementes e as
progénies. As estimativas de heterozigosdade esperada foram menores do que as
observadas, resultando em valores negativos para os coeficientes de endogamia médio
intrapopulacional. Uma maior proporcéo de heterozigotos para a populagdo de plantas
em relacdo a outras estadios do ciclo de vida ja foi encontrado para outras espécies
(Schaal & Levin, 1976; El-Kassaby et al. 1987; O'Malley et a. 1988; Eguiarte et al.
1992; Hamrick et a. 1993; Tonsor et a. 1993; Conte, 2001). Ta condicdo é
normal mente associada a competicdo entre os descendentes nas fases de plantula, muda
e juvenil. A condicdo de ata diversidade com excesso de heterozigotos pode ser
relacionada a agcdo de selegdo favorecendo a manutencdo de gendtipos heterozigotos
atuando ja no processo de germinacdo das sementes. Kalisz (1989) confirmou a
associacdo da maior porcentagem de germinacdo entre heterozigotos em relagdo aos
homozigotos, quando trabalhou com algumas espécies de plantas.

Variagdes nas estimativas dos parametros de diversidade e estruturacdo genética
salientam a associacdo dos heterozigotos com o vigor de germinagdo e permanéncia das
plantulas nesta populacdo de T. micrantha. Primeiro, verificase um aumento na
heterozigosidade observada nas subpopul agbes do banco de sementes comparativamente
as progénies. A esta, pode se acrescentar a dréstica reducio na estimativa do indice de
fixacdo total verificada novamente entre as fases de progénie e banco de sementes,
indicando diminuicéo da endogamiatotal na populagdo. Por Ultimo, pode-se considerar a
manutencdo das altas proporcOes de heterozigosidade observada e o aumento dos
desvios em relacdo a esperada, verificados nas subpopulacdes de plantas do dossel em
ralacéo aguelas do banco de sementes.

A populagdo analisada como banco de sementes sdo plantulas resultantes da
germinacdo das sementes existentes nas amostras da superficie de solo. Deve-se

considerar que estas foram submetidas um processo de selecdo tendo sido excluidos



parte dos individuos endogamicos ou menos vigorosos. Sob este aspecto, as progénies
foram germinadas sob condi¢bes controladas de temperatura e fototropismo sendo,
posteriormente, levadas para desenvolvimento em casa de vegetacdo. Mesmo as
progénies tendo sido obtidas sob condigdes ambientais mais favoraveis para a
germinacdo do que aguelas do banco de sementes, existiu grande mortalidade entre as
plantul as da popul acdo de progénies, passando a contribuir para 0 aumento na proporcao
de heterozigotos nesta popul agéo.

Diante das consideragdes, a permanéncia das sementes no banco de solo pode ser
considerada um fator chave na reposicdo da diversidade genética da populacéo de
plantulas. No entanto, os poucos resultados sobre 0 assunto demonstraram que o tempo
de permanéncia das sementes de pioneiras no solo ndo € tdo longo. A Cecropia
obtusifolia, por exemplo, possui um banco de sementes com uma razéo de renovagédo de
1,07 anos, sendo que, enquanto a grande maioria das suas sementes contam com uma
média de vida de 7 dias, algumas podem alcancar muito mais idade (Alvarez-Buylla &
Garcia-Barrios, 1991). Para esta espécie, considerou-se muito pouco provavel que as
sementes mantidas no solo ficassem o tempo suficiente para diminuir a divergéncia
genética entre clareiras, dado que a taxa de renovacdo da espécie € muito rgpida e muito
poucas sementes sd0 capazes de permanecer no solo de um ano para o outro (Alvarez-
Buylla et a. 1996). Plantago lanceolata é uma espécie herbacea com dorméncia de
sementes e também foi estudada quanto a variagdes na estrutura genética em diferentes
fases de vida. Os resultados ndo demonstraram diferencas significativas entre as
estimativas para as sementes do solo em relacdo as plantulas (Tonsor et a. 1993). Para
esta espécie alongevidade de suas sementes também € desconhecida.

As sementes de T. micrantha permanecem no solo na forma de diasporos, sendo
0 pericarpo espesso, garantindo protecdo das suas sementes até mesmo contra patégenos
(Torres, 1996). Os diasporos sdo bastante impermeavels e podem ser armazenados por
longos periodos sem perder o potencial de germinacdo. Nao existem informacfes quanto
a viabilidade dos mesmos em condigdes de solo, mas seu periodo de permanéncia e sua
taxa de renovagdo no banco devem ser bem maior do que verificado paraa C. obtusifolia

devido a sensibilidade a0 ataque de patogenos desta, quando lancada ao solo. Além



disto, os diasporos precisaram ser tratados com &cido sulfurico concentrado durante 20
minutos, no processo de obtencdo das progénies para este estudo, sem que afetasse o
potencia de germinacdo de uma porgdo consideravel dos didsporos iniciais. De qualquer
forma, s80 necessarios estudos para se definir a permanéncia e a taxa de renovagéo do
banco de sementes de T. micrantha parater uma discussdo mais embasada.

As estimativas dos parametros de estruturacdo genética apresentaram variacoes
marcantes entre os diferentes estédios de ciclo de vida estudados. Na obtencéo destas
estimativas, cada clareira, onde se amostrou o solo e as plantas do dossel, foi analisada
como uma populacdo, sendo que, para a populacéo de progénies, cada progénies foi uma
populacdo. Este detalhe é importante para entender as elevadas estimativas do indice de
fixacdo total e divergéncia genética entre populacdes verificados para as progénies,
enquanto estimativas bem préximas de zero foram encontradas para as populacdes do
banco de sementes e das plantas do dossel.

T. micrantha produz grande quantidade de sementes resultantes de um sistema de
cruzamento misto, com significativa freqiéncia de cruzamentos biparentais. Como
consequéncia, ocorre a elevacdo da proporcéo de gendtipos repetidos e também em
homozigose dentro das progénies. Sabendo-se disto, e diante das variagbes nas
estimativas de divergéncia genética e do alto indice de fixacdo total para as progénies,
verifica-se que o seu sistema reprodutivo € vulnerdvel aderiva genética. A ocorrénciade
deriva esta associa ao assincronismo no florescimento entre as plantas reprodutivas e
pela polinizacéo ocorrer principalmente de forma restrita dentro de clareiras. Por outro
lado, as variacBes também demonstram que a espécie conta com um eficiente fluxo
génico via sementes, devido a diminuicdo da divergéncia genética entre clareiras do
banco, comparativamente a obtida para populagéo de progénies.

O sistema reprodutivo desta espécie € marcado pelo assincronismo ho
florescimento mantido ao longo do seu periodo reprodutivo (Torres, 1996), o que resulta
em variagOes nas freqiéncias aélicas do conjunto de polens e ovulos entre clareiras.
Assim, aelos pouco freguentes na populacdo de plantas do dossel podem ter mais
freqliéncia nas progénies se aquelas plantas que possuem tais aelos participaram de

forma efetiva no periodo reprodutivo em questdo e vice-versa. Portanto, a variacdo na



diversidade dentro e divergéncia genética entre clareiras esta intimamente associada a
deriva genética. A espécie, no entanto, também pode contar com uma dispersdo por
maiores distancias por suas &rvores serem freqlentemente encontradas nas bordas de
fragmentos e nas florestas secundérias que predominam nas paisagens fragmentadas,
estando as arvores mais expostas a agéo do vento.

Seus frutos podem cair sob a copa de suas arvores, mas boa parte deles € dispersa
por passaros e animais, 0s quais podem distribuir os frutos por consideraveis distancias.
O amadurecimento dos frutos ocorre ao longo de vérias semanas, 0 que favorece a
visitacdo de dispersores quase diariamente (Torres, 1996) e estes visitam varias arvores
dispostas também em diferentes clareiras. Considerando tais caracteristicas, o fluxo
génico pode ser considerado eficiente o suficiente para alterar drasticamente a
divergéncia genética verificada entre progénies, da mesma forma como aguns autores
sugerem que o0 modo de dispersdo de sementes afeta a estrutura genética espacial
(Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick et al. 1993).

Como mencionado anteriormente, existe uma tendéncia para a selegdo atuar ao
longo dos diferentes estédios do ciclo de vida, sendo ela mais acirrada na fase inicial de
regeneracdo devido a grande competicéo entre plantulas. No entanto, pode-se acreditar
num processo de selecdo diferenciada de gendtipos, variando com as caracteristicas
microambientais nas diferentes clareiras. Sob tais condi¢es, considerase que a
divergéncia genética entre as subpopulagdes de plantas, estando estas restritas as
clareiras, tende a variar com a idade da clareira. Tal processo se baseia no fato das
clareiras se tornarem internamente mais homogéneas e seletivas do que quando eram
clareiras jovens (Martinéz-Ramos, 1992, citado por Alverez-Buylla et al. 1996). De
qualquer forma, por se ter amostrado clareiras ao acaso, sem considerar a idade das
mesmas, a competicdo e selecdo provavel mente permanecem favorecendo a divergéncia
genética entre os grupos de plantas restritos as clareiras, se tornando cada vez menos
densa para as espécies do primeiro estagio sucessional.

A espécie pioneira C. obtusifolia também foi estudada quanto & estrutura
genética de populacles para diferentes estédios de vida (Alvarez-Buylla et a. 1996).

Como seus agentes dispersores transportam sementes coletadas da mesma



infrutescéncia, sendo estas normalmente dispersas de forma agregada, os autores
encontraram correl acdes elevadas entre gendtipos de pléantulas amostradas nas clareiras
recentes. Em contraste, entre plantas jovens e adultas se verificou apenas um pequeno
agrupamento de individuos genotipicamente aparentados, prevalecendo a distribuicédo
espacial proxima do acaso. Para esta espécie também foi considerado que, em cada
geracdo, muito da estrutura € removida devido a competicdo individual num espaco
limitado pela abertura do dossel e, com a selecdo atuando conjuntamente, ocorrem
flutuagdes na distribuicdo genctipica entre classes de idade (Epperson & Alvarez-
Buylla,1997).

A ocorréncia de estrutura em familia resultante da dispersdo de progénies
préximo da arvore mée é considerado comum entre espécies arboéreas (Libby et al.
1969) e, assm como foi proposto para a C. obtusifolia (Epperson & Alvarez-Buylla,
1997), também pode ocorrer para T. micrantha. No entanto, os resultados obtidos pelos
autores concordaram que a estruturacdo genética espacial varia com a idade da
regeneracao, e que 0s agrupamentos de progénies proximos a planta mée séo submetidos
a competicdo e selecdo, resultando numa diminuicdo dessa estrutura até formar nova
populacéo de adultos. Além disso, o fluxo génico nagquela espécie pioneira se mostrou
eficiente 0 bastante para romper a estruturacdo espacia ao longo das geracOes,
diminuindo a possibilidade do isolamento por distancia sobre repetidas gerages de
ciclosdevida.

Esse aspecto pode ser considerado também para T. micrantha e explica os atos
nivels de diversidade genética esperados em populacdes de espécies preferencialmente
alogamicas, que sio polinizadas pelo vento e possuem sementes dispersas por animais,
como citado por Hamrick et a. (1992). Justificando seu ponto de vista, os autores
verificaram maiores estimativas de divergéncia genética entre clareiras para popul agdoes
no estagio de plantulas do que juvenil ou adulto. Suas andlises revelaram que esta
variacdo foi devido a diferencas no grau de concentracdo de poucos gendtipos
especificos dentro de clareiras em relacdo aos diferentes estadios de vida.

T. micrantha se enquadra na condicdo de elevado recrutamento e, enquanto o

agrupamento de progénies foi encontrado em espécies arboreas tropicais, existem poucas



evidéncias de estrutura entre adultos (Epperson & Allard, 1989; Schnabel & Hamrick,
1990; Perry & Knowles, 1991), exceto para as populagdes de plantas com baixa
dispersdo de pdlen e sementes (Epperson & Clegg, 1986; Schoen & Latta, 1989). Tais
resultados, vistos como discrepantes por alguns autores, podem ser explicadas
simplesmente pela reducdo do numero de individuos diante da competicdo. Com a
mesma idéia, Epperson (1992) justifica que a elevada densidade de sementes ou
plantulas no estégio inicial de regeneracdo em relacdo aos pais favorece altas taxas de
correlagcdo genética entre as mudas, mas é esperado que esta diminua bruscamente com o
desenvolvimento das plantas, tendendo a ser eliminada.

A populacdo amostrada neste estudo esta inserida numa paisagem amplamente
urbanizada. Os resultados demonstram que a diversidade genética presente no banco é
satisfatéria para representar a alta diversidade existente na populagdo do dossel da
floresta, expondo a plasticidade da espécie em se estabelecer em condic¢des de paisagem
bastante alterada. Dessa forma, a dta diversidade mantida na populacéo justifica a
agressividade da espécie T. micrantha para colonizar diferentes ambientes ao longo da
sua grande &rea de ocorréncia, bem como em projetos de restauracéo de vegetacdo sob

diferentes condicdes edafocliméticas.

5.5 Conclusdes

A populacdo de Trema micrantha estudada apresenta elevada diversidade
genética nos trés estadios de vida analisados. No entanto, as plantas do dossel e as
sementes do banco de solo mantém maior diversidade genética, estando ela bem
distribuida nas clareiras.

Os agentes dispersores de sementes e a permanéncia de sementes no banco do
solo sGo os provaveis responsaveis pela drastica reducdo na estruturagdo genética
presente na populacdo de progénies, sendo eles fundamentais na distribuicdo da

diversidade genética sobre grandes areas de ocorréncia.



Diferencas entre os estadios de vida estudados sugerem que a acirrada
competicdo entre plantulas e mudas, principalmente durante o periodo inicial da
regeneracdo, resulta em forte selecéo favorecendo a manutengdo de alta diversidade na
populacéo de plantas do dossel e reducdo da endogamia presente na populacdo de
progénies.

Os resultados indicam gue a espécie apresenta el evada eficiéncia adaptativa para
colonizagdo e permanéncia em paisagens intensamente alteradas, coerente para espécies

pioneiras.



6 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Trema micrantha possui sistema de cruzamento misto com predominio de fecundagédo
cruzada. Seus individuos sdo dispostos de forma estruturada no espaco e boa parte dos
individuos em suas progénies resultam de cruzamentos biparentais, sendo irmaos

completos.

Diferencas entre os estadios de vida estudados em uma populacdo de Trema micrantha,
sugerem que a acirrada competicdo entre pléantulas e mudas, principamente durante o
periodo inicial da regeneracdo, resulta em forte selecdo favorecendo a manutencéo de
alta diversidade na populacdo de plantas do dossel e reducdo da endogamia presente na

populacéo de progénies.

Os agentes dispersores de sementes e a permanéncia de sementes no banco do solo sdo
0S provaveis responsaveis pela drastica reducdo na estruturacdo genética presente na
populacéo de progénies, comparativamente a populacdo do banco de sementes e de
plantas do dossel.

Como provaveis efeitos da fragmentacdo e alteracdo da vegetagdo, Trema micrantha
tende a manter maior endogamia em suas populacdes e apresentar maiores proporgoes
de cruzamentos correlacionados. No entanto, €la apresenta elevada eficiéncia adaptativa
para colonizacdo e permanéncia em paisagens intensamente alteradas, coerente para

espécies pioneiras.



Cecropia pachystachya, que € espécie didica, também pode apresentar individuos
estruturados espacialmente em familias, favorecendo cruzamentos entre individuos
aparentados. A grande maioria dos individuos compondo suas progénies sdo resultantes
de cruzamentos biparentais, sendo irm&os compl etos.

As espécies pioneiras arboreas Trema micrantha e Cecropia pachystachya apresentam
alta diversidade genética em suas populacdes. O fluxo génico entre e dentro das
populacdes é realizado de forma a garantir maior diversidade dentro do que entre
populacdes. A disposicdo de individuos em clareiras € favoravel para manutencéo da alta

diversidade genética nas espécies.
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