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Sistema de cruzamento de Trema micrantha (L.)B. em fragmentos florestais
Mating system of Trema micrantha (L.)B. in forest fragments

Luciano Arruda Ribas! e Paulo Yoshio Kageyama?

Resumo

A utilizagdo dos principios genéticos no manejo e conservagao de espécies da floresta tropical requer
detalhado conhecimento do modo de reprodugao, sistema de cruzamento e estrutura genética nas popula-
¢Oes das espécies de interesse. Trema micrantha é espécie pioneira tipica, polinizada pelo vento e produz
muitas sementes que sao dispersas por animais. Seu sistema de cruzamento foi avaliado com base em
24 progénies com 10 individuos, obtidas de populagdes localizadas em dois fragmentos no Estado de Sao
Paulo. Os parametros foram estimados a partir de 13 locos isoenzimaticos polimorficos, somando-se 30
alelos. T. micrantha apresenta sistema de cruzamento misto, com preferéncia por alogamia (7 de 0,966 e
0,819), e suas populacdes estdo sujeitas a variagdes nas proporcdes de endogamia (F de -0,022 e 0,103)
€ a altas taxas de cruzamentos biparentais (fp de 0,653 e 0,605). Verificou-se significativa proporgao de
cruzamentos entre individuos aparentados (7 -Z de 0,106 e 0,151), indicando estruturagdo espacial dos
individuos sob condigbes naturais da espécie. A espécie tende a manter maior endogamia em suas popu-
lagdes e apresentar maiores propor¢des de cruzamentos correlacionados.
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Abstract

The utilization of genetics in the management and conservation of tropical forest species requires detailed
knowledge of the mating system and genetic structure in populations of the species of interest. Trema
micrantha is one of the first species to establish in abandoned areas and is wind pollinated and produces
seeds that are dispersed by animals. The mating system of this species was evaluated in two fragments
of a decidual tropical forest in the State of Sdo 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 13 polymorphic isozyme loci with 30 alleles. The results indicated: in a mixed mating system
T. micrantha, with preferential outcrossing (7 = 0.966 and 0.819, in both fragments); 2) variation in inbreed-
ing frequency (F = -0.022 and -0.103, in both fragments); and 3) high rates of biparental mating (fp =0.653
and 0.605). A significant proportion of related individuals were observed (7 -7 = 0.106 and 0.151, both frag-
ments), indicating a spatial structure of individuals under the species natural condition.
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INTRODUCAO

As florestas tropicais possuem grande diver-
sidade de espécies arboreas com diferentes sis-
temas reprodutivos associados as complexas
interacoes com agentes polinizadores e disper-
sores de sementes. Para a maioria destas espé-
cies arboreas, pode-se considerar que ocorrem
em baixas densidades, dependendo de animais
para a dispersao de pélen e/ou sementes e se re-
produzem por fecundacao cruzada, sendo pre-
dominantemente alégamas (BAWA, 1974).

Para 0 manejo e a conservacao de espécies ar-
boreas, é fundamental considerar o modo de re-
produgao, o sistema de cruzamento e a estrutura
genética nas populacoes das espécies de interesse.
A ocorréncia de endogamia, por exemplo, nao de-

pende apenas das caracteristicas genéticas do indi-
viduo, mas, também, da configuragao espacial dos
seus aparentados (BAWA e KRUGMAN, 1991).

O sistema de cruzamento é fundamental na
determinacao da composicao genética das popu-
lagoes. Ele regula a distribuicao da diversidade
genética entre e dentro de progénies, populagoes
e subdivisoes de uma populagio (HAMRICK,
1982). Assim, o sistema de cruzamento deter-
mina a associagao entre as progénies e o grau de
parentesco entre os descendentes que compdem
tais progénies, bem como afeta a heterogeneida-
de genética espacial dentro e entre populacoes
naturais. Ele é determinado pela taxa de autofe-
cundacao, cruzamentos correlacionados, padrao
de distribuicao de individuos parentes (estrutura
de familia) e pelas caracteristicas do fluxo génico
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da espécie. O florescimento das plantas e a mo-
vimentacao dos graos de polen e sementes entre
e dentro das populagdes caracteriza o fluxo géni-
co. O fluxo génico restrito define a variacao das
populacoes em resposta a selecao natural local
ou a deriva genética, enquanto que fluxo génico
por longas distadncias promove a homogeneida-
de genética entre as populagoes da espécie (SLA-
TKIN, 1985; ELLSTRAND, 1992).

Uma das principais mudangas causadas pelo
homem no meio ambiente é a fragmentacao e a
degradacao de florestas continuas (SAUNDERS et
al., 1991). As drasticas mudangas na geometria da
paisagem tendem a afetar as interacoes entre plan-
tas e animais e, conseqiientemente, a demogra-
fia e o recrutamento de plantas (JANZEN, 1980;
HOWE, 1984). A fragmentacio pode afetar a den-
sidade populacional de animais, a amplitude de
flutuacao das suas populacoes, as atividades dos
polinizadores e o arranjo de forrageamento dos
mesmos (SHAFFER, 1981; PULLIAM, 1988), atin-
gindo, potencialmente, a polinizagao e o nivel de
producao de sementes nas plantas (JENNERSTEN,
1988; MENGES, 1991). Da mesma forma, a repro-
ducao das plantas pode ser afetada pelas mudan-
¢as no microclima, em resposta as alteracoes do
vento, da insolacao e da dessecagdo (SAUNDERS
et al., 1991). Assim, as conseqiiéncias genéticas da
fragmentacao causam alteragoes no fluxo génico
original, refletindo diretamente na taxa de cru-
zamento por alterar o tamanho das populagoes
das espécies, ou indiretamente, por influenciar a
abundancia ou o comportamento dos agentes po-
linizadores (KARRON et al., 1995). Portanto, tais
conseqiiéncias tendem a aumentar a freqiiéncia de
cruzamentos endogadmicos nas populacoes rema-
nescentes. O aumento da endogamia ou homozi-
gosidade pode resultar em depressao endogamica,
sendo esta mais severa em espécies predominante-
mente al6gamas que mantém altos niveis de carga
genética (NASON e HAMRICK, 1997).

Para as espécies pioneiras ou populacdes de
plantas colonizadoras, a possibilidade de repro-
ducao pode ser vista como um desafio durante
o processo de ocupacao de novas areas (BAKER,
1955). Nesse aspecto, associado a ocorréncia de
gargalo genético (bottleneck) variando com o
tamanho da popula¢ao colonizadora, o sistema
de cruzamento apresenta papel fundamental na
sobrevivéncia das novas populacoes. Ele afeta
profundamente a diversidade genética e a es-
trutura das populacdes colonizadoras. Isso estd
associado a capacidade de resposta a pressao se-
letiva local (HAMRICK et al., 1979).
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Bawa (1974) afirma que, entre as espécies co-
lonizadoras, predomina a fecundacao cruzada.
Além disso, praticamente todas elas sdo auto-
compativeis (BROWN e MARSHALL, 1981).

Segundo Murawski et al. (1994), a ocorrén-
cia de espécies arboreas em grupos na floresta
é atipica e isto poderia aumentar os niveis de
endogamia devido aos cruzamentos entre apa-
rentados e biparentais, se os individuos dentro
do grupo forem parentes e a dispersao genéti-
ca for limitada. No entanto, seus estudos nao
confirmaram o esperado, e foram justificados
pela longa distancia de dispersao de pélen e de
sementes e, talvez, pela exclusio das progénies
endogamicas devido a competicao. No mesmo
trabalho, esses autores determinaram também,
que as taxas de endogamia, resultantes de auto-
fecundacao e de cruzamentos entre aparentados,
foram maiores nas florestas perturbadas. No en-
tanto, baseados em avaliacoes qualitativas, eles
verificaram que tais drvores sob condicbes de
perturbacdo tiveram maior produ¢ao média de
frutos e sementes.

Alguns estudos demonstram que as progénies
das arvores componentes das populacoes amos-
tradas nos continuos florestais, sao resultantes
de maior niimero de doadores de polen do que
as progenies de arvores isoladas (CASCANTE et
al., 2002; MENGES, 1991; NASON e HAMRICK,
1997). Seus resultados revelam, também, o efei-
to negativo da fragmentacao de habitats sobre
a quantidade e o vigor das progénies geradas, o
que é avaliado pela porcentagem e precocidade
de germinacao, e pela viabilidade das mudas.

De forma geral, o fluxo génico é mais in-
tenso em distancias moderadas de 0,5 a 1 Km,
mas, também, ocorre por distincias de 2 a 3 Km
(LEVIN e KERSTER, 1974). Hamrick (1982) de-
finiu que, nas populacoes de espécies arboreas
tropicais, as arvores individuais recebem polen
de relativamente poucos doadores. Porém, a
composicao genética do podlen recebido varia
grandemente entre drvores, e uma significativa
propor¢ao do pélen alcanca relativamente lon-
gas distancias.

Pesquisas genéticas tém revelado que os graos
de pdélen e sementes de arvores tropicais podem
atravessar grandes distancias mesmo em terrenos
fragmentados, sugerindo que arvores isoladas es-
pacialmente podem formar ligagoes vitais entre
populagoes (ALDRICH e HAMRICK, 1998).

Segundo Clegg (1980), uma forma eficiente
de se estimar a taxa de cruzamento ou de autofe-
cundacao é analisar o sistema de cruzamento de
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um conjunto de progénies por meio de marca-
dores genéticos. Esse conjunto de informacoes
pode ser utilizado para elucidar as variagoes lo-
cais dos parametros do sistema de cruzamento,
decorrentes de fatores ambientais e diferencas
entre populacdes marginais e centrais, indi-
cando mudancgas microevolutivas seguindo o
“efeito fundador” (SUN e RITLAND, 1998). Da
mesma forma, possibilita estudar os efeitos da
fragmentacao ou antropizagao, quando se com-
param populagoes localizadas em florestas con-
sideradas intactas com as fragmentadas.

Trema micrantha (Linnaeus) Blume é espécie ar-
bérea pioneira que ocorre em varios tipos de am-
bientes (exceto nos mais imidos), e possui toda a
regidao que se estende entre as latitudes 30°N (Es-
tados Unidos) e 30°S (Brasil), como area de ocor-
réncia natural. No Brasil, ocorre em 19 Estados,
além do Distrito Federal, tendo presenca marcan-
te tanto em Floresta Ombrofila Densa (Floresta
Amazonica e Floresta Atlantica) quanto nos Cam-
pos rupestres ou de altitude (CARVALHO, 1994).
Como uma das primeiras espécies a se estabelecer
em dreas abandonadas por agricultores (LOREN-
Z1,1992), ou até mesmo em locais minerados de
cassiterita e em dreas de dunas, sua agao pioneira
¢ marcante também em ecossistemas nao degra-
dados, tendo sido verificada a média de 25.000
individuos regenerantes por hectare, devido a ati-
vacao do banco de sementes, em Ilha Solteira, SP
(KAGEYAMA, 1992).

A espécie é classificada como hermafrodita
criptica por possuir plantas variando de monéi-
cas a didicas (TORRES, 1996). Suas flores sao
unissexuais ou bissexuais andrégenas, sendo
polinizadas principalmente pelo vento, mas,
também, visitadas por pequenos insetos (BAWA
etal., 1985). Devido a grande quantidade de fru-
tos produzidos, a espécie destaca-se na alimen-
tacao da fauna, sendo suas sementes dispersas
por aves, primatas e outros animais (CARVA-
LHO, 1994). Apresentando crescimento rapido,
chega a 6 m de altura em 14 meses (FERREIRA
et al., 1977) em regeneragao natural e artificial,
Trema micrantha é recomendada para reposi¢ao
de mata ciliar em locais sem inundagdo, para
conservacao de solos, recuperacao de dreas ero-
didas e de mineracao e estabilizacao de dunas.

Diante de toda essa exposta versatilidade eco-
logica, o objetivo deste estudo foi estimar os pa-
rametros do sistema de cruzamento da espécie
pioneira arborea Trema micrantha, a partir das
freqiiéncias génicas e genotipicas de progénies
amostradas de duas populagdes, obtidas por

eletroforese de isoenzimas, e avaliar os efeitos
da fragmentacao sobre os cruzamentos nas po-
pulacoes remanescentes.

MATERIAL E METODOS

Progénies foram amostradas de populagoes
de Trema micrantha (L.) B.. As populagoes estuda-
das foram amostradas na Estacao Ecoldgica dos
Caetetus (EEC) e na Reserva Municipal de Santa
Genebra (RMSG). A EEC estd situada entre a la-
titude 22° 22" a2 22° 27’ S e longitude 49° 40’ e
49° 43" W, entre os municipios de Galia e Alvi-
landia, SP. Ela compreende uma darea de 2.179
ha de floresta tropical latifoliada semidecidua,
com caracteristicas primarias. Nela, encontram-
se arvores com altura de até 30 m e DAP de 1 m.
A flora local é considerada praticamente intacta,
representando um dos maiores e mais conser-
vados remanescentes deste tipo de floresta em
todo o estado de Sao Paulo. A EEC esta inserida
em uma paisagem de intensa exploracao agrico-
la (principalmente café e laranja) e pecuaria.

A RMSG contém 251,8 ha de floresta tropi-
cal estacional semidecidua (IBGE, 1993) e esta
localizada nas coordenadas 22° 49" 45" S e 47°
06" 33” W, no Municipio de Campinas, SP. Ao
longo de sua drea levemente ondulada, com
altitudes variando de 580 a 610 m, verifica-se
um mosaico de vegetacdo, em que vdrias fases
sucessionais sdo encontradas. Ocorrem tanto
areas com floresta preservada, formando um
dossel continuo de 15 a 25 m de altura, como
também dreas muito perturbadas, ocupadas por
espécies em estagio sucessional inicial. Inserida
numa paisagem urbanizada, neste fragmento,
além dos processos naturais e os efeitos de bor-
da, ocorreram perturbagoes antrépicas como
queimada, extracao seletiva de madeira e corte
raso de pequenos trechos para extragao da lenha
(LEITAO-FILHO, 1995).

Para coleta das sementes, realizaram-se vi-
sitas a campo ao longo dos meses de janeiro
a junho de 2001, para ensacamento de ramos,
visando garantir a permanéncia de frutos madu-
ros nas plantas. As coletas foram realizadas indi-
vidualmente por drvore e o material foi levado
ao laboratorio. As sementes foram mantidas em
acido sulftirico concentrado por 20 minutos e
lavadas em dgua corrente por outros 10 (TOR-
RES, 1996). Posteriormente, foram novamente
lavadas com hipoclorito de s6dio comercial a
0,2%, antes de seguir para as caixas de germina-
¢ao (gerbox).
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As sementes foram submetidas ao fotoperiodo
de 8 h de escuro e 16 h de luz, a temperatura al-
ternada de 300C sob luz e 200C no escuro. Obte-
ve-se alta taxa de germinacao (> 85%), mas com
grande variacao entre as progénies. As plantulas
foram repicadas e aclimatadas no laboratorio, até
serem transferidas para a casa de vegetacao, para
producao das folhas para a analise enzimatica.

Somaram-se 24 progeénies, sendo 10 plantu-
las de cada progénie para as analises. Das pro-
génies, nove foram coletadas da populacao da
RMSG e as demais, da EEC.

Previamente a aplicaciao da técnica de eletro-
forese deisoenzimas, testaram-se quatro sistemas
tampao gel/eletrodo com 32 sistemas enzima-
ticos. Durante a extracao, utilizou-se a solucao
tampao de extracao 1, citada por Alfenas et al.,
(1991). Os procedimentos posteriores seguiram
as recomendacdes descritas pelos mesmos au-
tores. Feita a selecao, as enzimas extraidas das
folhas jovens de T. micrantha foram submetidas
a eletroforese e a revelagao para glutamato desi-
drogenase (GLUDH, E.C. 1.1.1.47), xiquimato
desidrogenase (SKDH, E.C. 1.1.1.25), fosfatase
acida (ACP, E.C. 3.1.3.2), isocitrato desidroge-
nase (IDH, E.C. 1.1.1.42), malato desidrogena-
se (MDH, E.C. 1.1.1.37), diaforase (DIA, E.C.
1.8.1.4), glutamato-oxaloacetato transaminase
(GOT, E.C. 2.6.1.1), glucose-6-fosfato desidro-
genase (G6PDH, E.C. 1.1.1.49) e esterase (EST,
E.C. 3.1.1.1). Desse processo, obtiveram-se os
zimogramas dos quais foram interpretados 13
locos polimérficos, somando 30 alelos.

Durante a eletroforese, as enzimas GDH, SKDH,
ACP IDH e MDH apresentaram melhor padrao
de revelacdo e resolucao, sob o sistema tampao
gel/eletrodo desenvolvido por Clayton e Tretiak
(1972), que é descrito com algumas modificagoes
(Sistema 8) em Alfenas et al. (1991). Para as de-
mais enzimas, optou-se pelo sistema tampao gel/
eletrodo desenvolvido por Hakim-Elahi (1980),
citado por Alfenas et al. (1991) (sistema 25).

Para inferir sobre o sistema de cruzamento,
com base nas freqiiéncias genotipicas obtidas da
analise isoenzimatica, utilizou-se o programa
MLIR (Multilocus Mating System Program, versao
1.1, revisado em novembro de 1996) desenvol-
vido por Ritland (1994). O programa permite
estimar a taxa de fecundacao cruzada (t et); o
coeficiente de endogamia de Wright (F); avaliar
cruzamentos correlacionados (r e r ). O progra-
ma informa também sobre as freqiiéncias aléli-
cas no conjunto de pélen (p) e nos 6vulos (0) e
determina os gen6tipos maternos.

O modelo de cruzamento misto assume que
as plantulas resultam de um mistura de cruza-
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mentos aleatérios e autofecundacoes, sendo
considerado que: 1) o conjunto de pélen é dis-
tribuido de forma homogénea para cruzamento
com todos os gendtipos maternos; 2) os alelos
de diferentes locos segregam independentemen-
te; 3) os locos nao sao afetados pela selecao ou
mutacdo no periodo desde o cruzamento até
a analise; 4) e os locos estao em equilibrio de
Hardy-Weinberg ou que a segregacao dos alelos
em plantas maternas heterozigotas é estritamen-
te mendeliana, em uma razao de 1:1, tanto para
producao de poélen como de 6vulo (RITLAND
e JAIN, 1981). Para se testar a hipotese de que
as populagoes estio em EHW, compararam-se
as freqiiéncias genotipicas observadas em rela-
¢ao as freqiiéncias genotipicas esperadas segun-
do o modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg,
avaliando se os desvios existentes sao ou nao
significativamente diferentes de zero. Para tan-
to, utilizou-se o teste Exato de Fisher. A analise
foi desenvolvida com auxilio do programa TFP-
GA disponibilizado por Miller (1997), quando
foram utilizadas dez baterias de andlises, com
1.000 permutagdes cada, num total de 10.000
permutacoes. Também se aplicou o teste qui-
quadrado para testar a homogeneidade (inde-
pendéncia) das freqiiéncias alélicas de pélen e
6vulos sobre as populacoes da espécie e respec-
tivas populacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados encontrados no tes-
te Exato de Fisher, quanto aos desvios das fre-
qiiéncias genotipicas observadas das esperadas
pelo modelo de EHW, verificou-se que poucos
locos nao apresentaram distribuicao aleatoria
das freqiiéncias génicas. Apenas os locos Skdh,
Idh, Mdh-2 e Mdh-1, na populagao amostrada
na RMSG, e os locos Skdh, Acp-2 e Est, da popu-
lacdo da EEC nao apresentaram distribuicoes es-
peradas segundo as propor¢oes de EHW ao nivel
de significancia de 5% (Tabela 1).

Desvios do EHW podem ser causados pelo
sistema de reproducdo ou por fatores evolutivos
como sele¢do, migra¢gdo, mutacgao e deriva genéti-
ca, agindo de forma isolada ou em conjunto (RI-
TLAND e JAIN, 1981). Para se separar os efeitos
reprodutivos dos fatores evolutivos, seria necessa-
rio aplicar o teste de equilibrio de endogamia de
Wright (EEW). No entanto, este teste s é realiza-
do em locos que apresentam mais de trés alelos.
Portanto, como apenas o loco Skdh permitiria a
aplicacao do teste, este foi inviabilizado.

De acordo com os resultados do teste de ho-
mogeneidade das freqiiéncias alélicas dos ovu-
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los e pélens para ambas populagdes (Tabela 2),
50% dos locos apresentaram homogeneidade
nas freqiiéncias alélicas. Os locos Skdh, Idh, Est,
Mdh-1, Dia-2 e Got indicaram distribuicao ho-
mogénea das freqiiéncias alélicas apenas na po-
pulacdo de EEC, enquanto o loco Acp-3 teve este
comportamento na populacio da RMSG.

Diferengas nas freqiiéncias génicas do pédlen e
do évulo indicaram desvios de cruzamentos aleato-
rios, sendo que a causa pode estar associada a dife-
rentes fatores. Para a espécie em questao, as diferen-
cas nas fungoes masculinas e femininas das plantas
e a amostragem nao representativa das plantas ma-
ternas sao justificativas plausiveis. A floragao ocorre
distribuida por um longo periodo, o que propicia
condigdes para que determinadas drvores troquem
gametas entre si, enquanto que outras se encon-
tram em fases distintas de desenvolvimento como
plena frutificagao, maturidade das suas flores, ou
mesmo, sem reprodu¢ao no ano em questao. Além
disso, a maioria das flores de T. micrantha é monos-
sexuada. Isso aumenta as chances de que as drvo-
res amostradas nao estejam no conjunto de polen
e 6vulos representantes das populagdes compostas
por grande nimero de individuos.

Tabela 1. Probabilidades obtidas nos testes de aderéncia
as proporgGes de Hardy-Weinberg, para os locos polimor-
ficos analisados nas progénies de Trema micrantha, de
duas populagdes, utilizando-se o teste Exato de Fisher.
(Exact probabilities of Hardy-Weinberg equilibrium in Tre-
ma micrantha progenies, sampled in two populations)

Populacoes
Locos RMSG EEC
Gludh 0,247 e
Skdh 0,004* 0,000**
Acp-3 0,249 0,252
Acp-2 0,231 0,016*
Acp-1 0,464 0,228
Idh 0,014* 0,076
Est 0,567 0,000**
Mdh-2 0,019* 1,000
L 1,000
Mdh-1 0,042* 0,286
Dia-2 0,433 0,453
Got 0,110 0,175
G6pdh 1,000 0,153

RMSG: Reserva Florestal de Santa Genebra

EEC: Estacao Ecoldgica dos Caetetus

----- Nao testado

*Freqliéncias génicas nao apresentaram distribuicdo ao acaso, segundo
as proporgoes de EHW, pelo teste Exato de Fisher, ao nivel de signifi-
cancia de 5%

**Frequéncias génicas nao apresentaram distribuicao ao acaso, segun-
do as proporc¢ées de EHW, pelo teste Exato de Fisher, ao nivel de sig-
nificancia de 1%

Tabela 2. Divergéncia genética entre freqiiéncias alélicas dos dvulos e polen em duas populagdes de Trema micran-
tha e probabilidades pelo teste qui-quadrado. (Allele frequencies divergence between ovule and pollen pool, in two
Trema micrantha populations, and Chi-square probabilities)

Alelo Populacoes
Loco RMSG EEC
Pélen Ovulo P Pélen Ovulo P

Gdh 1 0,922 (0,038) 0,889 (0,063) 0,993 (0,000) 0,968 (0,000)

2 0,078 (0,038) 0,111 (0,063) 0,425 0,007 (0,000) 0,032 (0,000) 0,201

1 0,900 (0,096) 0,722 (0,067) 0,511 (0,076) 0,452 (0,085)
Skdh 2 0,100 (0,096) 0,278 (0,067) 0,415 (0,075) 0,516 (0,085)

3 -—-- 0,001** 0,073 (0,025) 0,032 (0,000) 0,217

1 0,094 (0,030) 0,056 (0,023) 0,053 (0,023) 0,100 (0,043)
Acp-3 2 0,631 (0,133) 0,611 (0,065) 0,531 (0,056) 0,800 (0,053)

3 0,275 (0,138) 0,333 (0,067) 0,461 0,416 (0,051) 0,100 (0,045) 0,000**
Acp-2 1 0,666 (0,204) 0,500 (0,000) 0,159 (0,035) 0,533 (0,063)

2 0,334 (0,204) 0,500 (0,000) 0,017* 0,841 (0,035) 0,467 (0,063) 0,000**
Acp-1 1 0,094 (0,047) 0,222 (0,151) 0,398 (0,095) 0,167 (0,083)

2 0,906 (0,047) 0,778 (0,151) 0,013* 0,602 (0,095) 0,833 (0,083) 0,000**
Idh 1 0,100 (0,045) 0,222 (0,058) 0,271 (0,045) 0,200(0,059)

2 0,900 (0,045) 0,778 (0,058) 0,019* 0,729 (0,045) 0,800 (0,059) 0,237
Est 1 0,834 (0,145) 0,500 (0,028) 0,767 (0,053) 0,767 (0,066)

2 0,166 (0,145) 0,500 (0,028) 0,000** 0,233 (0,053) 0,233 (0,066) 1,000

1 0,840 (0,056) 0,778 (0,072) 0,985 (0,008) 0,967 (0,022)
Mdh-2 2 0,084 (0,030) 0,167 (0,069) 0,015 (0,008) 0,033 (0,022)

3 0,077 (0,031) 0,056 (0,061) 0,191 o 0,406
Mdh-3 1 0,077 (0,039) 0,053 (0,003) 0,007 (0,004) 0,032 (0,000)

2 0,923 (0,039) 0,947 (0,003) 0,491 0,993 (0,004) 0,968 (0,000) 0,201
Mdh-1 1 0,250 (0,086) 0,444 (0,136) 0,172 (0,060) 0,167 (0,080)

2 0,750 (0,086) 0,556 (0,136) 0,004** 0,828 (0,060) 0,833 (0,080) 0,929

1 0,133 (0,184) 0,316 (0,089) 0,177 (0,073) 0,167 (0,075)
Dia-2 2 0,534 (0,224) 0,632 (0,090) 0,792 (0,073) 0,800 (0,092)

3 0,332 (0,149) 0,053 (0,003) 0,000** 0,031 (0,017) 0,033 (0,027) 0,980

1 0,250 (0,107) 0,056 (0,048) 0,061 (0,042) 0,133 (0,052)
Got 2 0,562 (0,173) 0,556 (0,099) 0,402 (0,066) 0,467 (0,124)

3 0,188 (0,158) 0,380 (0,066) 0,000** 0,537 (0,049) 0,400 (0,107) 0,076
G6pdh 1 0,167 (0,064) 0,500 (0,021) 0,186 (0,062) 0,367 (0,093)

2 0,833 (0,064) 0,500 (0,021) 0,000** 0,814 (0,062) 0,633 (0,093) 0,004**

RMSG: Reserva Florestal de Santa Genebra; EEC: Estacao Ecolégica dos Caetetus;

: Nao testado; **Diferenga significativa entre as freqiiéncias
alélicas a 95% de probabilidade; *Diferenca significativa entre as freqiiéncias alélicas a 99% de probabilidade.
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A amostra de 24 progénies e 13 locos poli-
morficos é satisfatéria na obtencao das estima-
tivas dos parametros do sistema de cruzamento,
reduzindo os possiveis efeitos da violacao da
pressuposicao de homogeneidade das freqiién-
cias alélicas dos 6vulos e do pélen sobre tais es-
timativas (RITLAND e JAIN, 1981).

A populacao amostrada na EEC apresentou
distribuicao de alelos mais homogénea do que
na RMSG, refletindo os efeitos da fragmentacao
de continuos florestais sobre a popula¢ao da es-
pécie. Por outro lado, a maior propor¢ao de locos
com distribuicdo homogénea de pélen na RMSG
pode estar refletindo a entrada de graos de polen
de individuos localizados préximos a populacao
estudada. Este fragmento encontra-se em uma
paisagem que permite alta eficiéncia do vento no
transporte de pélen por grandes distancias.

As estimativas dos parametros do sistema de
cruzamento (Tabela 3) revelam elevadas taxas de
fecundacao cruzada multilocos e, com base no
desvio padrao, diferenca significativa entre as duas
populagoes (0,819 e 0,966 para RMSG e EEC, res-
pectivamente). Baseado nisso, pode-se considerar
que T. micrantha apresenta sistema de cruzamento
misto, com predominio de fecundagao cruzada.
O indice de fixacao estimado para a populacao da
RMSG foi positivo e elevado, podendo indicar en-
dogamia nesta populagio (£ de 0,103 e -0,022).
No entanto, o desvio padrao a partir de 1.000
reamostragens (bootstrapping) sobre progénies
indicou grande variagao nas estimativas. As dife-
rencgas entre as taxas de cruzamento multilocos e
unilocos foram positivas e significativas (7 -7 de
0,106 e 0,151), sugerindo que ocorrem cruzamen-
tos entre aparentados e que as populagoes estao
estruturadas espacialmente.

Tabela 3. Estimativa de taxa de cruzamento unilocus
(#), multilocos (7)), entre aparentados (7 -7), correlagdo
de cruzamentos (; ), correlagdo de patermdade (r ) e co-
eficiente de endogamla (F) para as populagbes de Tre-
ma micrantha, a partir de marcadores isoenzimaticos.
(Mating system estimations in two populations of Trema
micrantha. Single-locus outcrossing rate (7)), Multi-locus
outcrossing rate (7 ), biparental |nbreeend|g (¢-£), ou-

tcrossing correlation (7), paternity correlation (r), and
fixation index (£) estimated with isoenzymes).

. Populagoes
Parametros RMSG EEC
F 0,103 (0,104) -0,022 (0,096)
{ 0,819 (0,095) 0,966 (0,027)
i 0,713 (0,085) 0,815 (0,048)
f-f 0,106 (0,029) 0,151 (0,036)
7 0,418 (0,274) -0,100 (0,463)
P 0,605 (0,146) 0,653 (0,137)

p

() Erro padrao médio obtido pelo método de reamostragem (boots-
trap), utilizando-se 1.000 repeticoes sobre progénies; RMSG: Reserva
Florestal de Santa Genebra; EEC: Estagao Ecoldgica dos Caetetus.
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As estimativas de cruzamentos correlaciona-
dos entre pares de sementes foram contrastantes
entre as populacoes, sendo significativamente
diferente de zero na populacao da RMSG (7,
de 0,418 e -0,100 para RMSG e EEC, respecti-
vamente). Ambas as populacoes apresentaram
estimativas elevadas para correlagdo entre graos
de polen (fp de 0,605 e 0,653 para RMSG e EEC,
respectivamente), indicando que a maior par-
te dos individuos nas progénies de fecundacao
cruzada sdao irmaos completos.

Taxas de fecundacao cruzada foram estimadas
para cada progénie estudada (Tabela 4) e revelaram
grande variacao entre drvores, com 7 _variando de
0,20 a 1,48, na mesma populagdo. Salienta-se que
os valores 0,00 e 2,00 indicam nao convergéncia
dos dados ao modelo de cruzamento misto.

Tabela 4. Estimativas de taxa de fecundagdo cruzada
por progénie de Trema micrantha amostradas na Re-
serva Florestal de Santa Genebra (RMSG) e na Estagao
Ecoldgica dos Caetetus (EEC). (Outcrossing rate estima-
tes of each Trema micrantha progeny, sampled in Santa
Genebra Forest Reserve (RMSG) and Caetetus Ecological
Station (EEC)).

P Populagoes
Progénie RMSG EEC
F1 0,67 (0,17) 0,82 (0,46)
F2 2,00 (0,00) 1,32 (0,33)
F3 1,25 (0,39) 0,94 (0,54)
F4 0,20 (0,12) 0,95 (0,55)
F5 2,00 (0,00) 2,00 (0,00)
F6 2,00 (0,00) 0,91 (0,43)
F7 0,88 (0,59) 2,00 (0,00)
F8 0,71 (0,35) 0,72 (0,27)
F9 1,48 (0,31) 0,74 (0,37)
F10 1,09 (0,47)
F11 0,90 (0,52)
F12 0,85 (0,49)
F13 2,00 (0,00)
F14 0,82 (0,41)
F15 2,00 (0,00)

() Erro padrao obtido a partir de 1.000 reamostragens (bootstrap)
sobre locos; RMSG: Reserva Florestal de Santa Genebra; EEC: Estacao
Ecolégica dos Caetetus.

Foram obtidas estimativas negativas para o in-
dice de fixacao (Tabela 5), sugerindo excesso de
heterozigotos nos locos correspondentes. Isto,
juntamente com a grande freqiiéncia de cruzamen-
tos biparentais, o reduzido namero de alelos por
loco (cinco dos 13 locos apresentarem trés alelos)
e as freqiiéncias alélicas distantes de 0,50, podem
contribuir para a amplitude de variacao verificada
nas estimativas, obtidas para as progénies e para
os locos, referentes as taxas de fecundacdo cruzada
e indice de fixagao. Somado a grande variacao nas
estimativas dos diferentes locos analisados, o erro
padrao confirma a variagao na ocorréncia de cru-
zamentos nas progeénies estudadas.
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Tabela 5. Estimativas de indice de fixacdo (F) e taxa de fecundagdo cruzada (7), por loco analisado, para Trema
micrantha, nas populacdes da Reserva Florestal de Santa Genebra (RMSG) e Estagdo Ecoldgica dos Caetetus (EEC).
(Fixation index (F) and outcrossing rate (7), estimated with 13 loci, in Trema micrantha populations sampled in Santa
Genebra Forest Reserve (RMSG) and Caetetus Ecological Station (EEC))

Populagoes
Locos RMSG EEC
F 7 F 7

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 padrao obtido a partir de 1.000 reamostragens (bootstrap) sobre progénies; RMSG: Reserva Florestal de Santa Genebra; EEC: Estacao

Ecoldgica dos Caetetus; ---: Nao testado.

Segundo Coelho (2002), populagoes finitas
(dezenas de individuos) e flutuagdes nas taxas
de cruzamento entre geragoes, que é uma reali-
dade em populagoes naturais, resultam em dis-
crepancias entre estimativas de indice de fixacao
para diferentes locos. Tais variagoes refletem nas
estimativas de fecundacao cruzada, devido a elas
estarem sujeitas as alteragoes proprias da espécie
e também resultantes de processos estocdasticos
da natureza. Dessa forma, um conjunto de fato-
res pode influenciar na eficiéncia da aplicacao
do modelo de cruzamento misto, resultando em
estimadores menos robustos.

As estimativas dos pardmetros populacio-
nais indicam que T. micrantha é espécie de cru-
zamento misto, predominando as fecundagoes
cruzadas e, sendo bem flexivel quanto aos seus
cruzamentos, podem ser produzidas sementes
viaveis mesmo em eventos de autofecundacao.
Na RMSG, verificou-se maior ocorréncia de cru-
zamentos endogamicos por autofecundagao,
mas ocorreram propor¢oes semelhantes de cru-
zamentos biparentais em ambos os fragmentos.
As variacOes entre as estimativas dos diferentes
parametros de sistema de cruzamento indicam
que pode ter havido distidrbios na RMSG, favo-
recendo a ocorréncia de autofecundacoes que,
juntamente com a elevada taxa de cruzamentos
biparentais, podem trazer prejuizos para esta
populacdo. Por outro lado, as evidéncias de
cruzamentos entre individuos aparentados reve-
laram a ocorréncia de estrutura em familia na
distribuicao espacial dos individuos em ambas
as populacoes.

A distribuicao espacial de T. micrantha e a dis-
persao de seus graos de pélen pelo vento podem
favorecer cruzamentos entre individuos mais
préximos que coincidem nos seus periodos de
florescimento. Por outro lado, as autofecunda-
¢oes podem ser vidveis para a permanéncia da
populacao em casos de isolamento espacial ou
assincronismo na floragao, justificando o caracte-
ristico hermafroditismo criptico de T. micrantha.
Sob tais condicoes, a fecundacao cruzada torna-
se funcao do isolamento espacial dos individuos
reprodutivos, ja tendo sido discutido para Cava-
nillesia platanifolia, por Murawski et al. (1990).

T. micrantha apresentou maior indice de fixa-
¢ao na populagao da RMSG, sugerindo que a frag-
mentacao resultou num aumento de autofecun-
dacoes e endogamia na populagao. Esses efeitos
genéticos sao mais previsiveis em pequenas po-
pulacoes ocupando habitats isolados, sendo que
o aumento da endogamia ou homozigosidade na
populacdo pode resultar em depressao endoga-
mica em espécies predominantemente alégamas,
por possuirem altos niveis de carga genética.

Nas espécies florestais, de forma geral, a frag-
mentacgao atua diretamente sobre o fluxo génico
intra e inter populacional (Karron et al., 1995).
No entanto, para T. micrantha, que apresentou
maior proporcao de cruzamentos endogamicos
e biparentais no menor e mais alterado fragmen-
to, a fragmentagao estd associada a um maior
tamanho absoluto da populacdo. A maior den-
sidade deve-se a acao colonizadora da espécie
e, por existir menos barreiras aos ventos nesta
paisagem, a dispersao de polen pode ser favore-
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cida. Por outro lado, a espécie pioneira estudada
é dependente de animais, como primatas, mor-
cegos e aves, para a dispersao de suas sementes.
Esses agentes podem ser eficientes na dispersao
de propagulos, mas suas populacoes também
estao sujeitas aos impactos da fragmentacao,
podendo induzir uma dispersao mais ou menos
eficiente por longas distancias.

Os resultados deste estudo contrastam com
a teoria de que, em populagdes naturais, existe
o predominio de cruzamentos aleatérios. Por
outro lado, apresentando altas taxas de fecun-
dacdo cruzada e sendo espécie pioneira, essas
caracteristicas parecem realmente estar associa-
das a distribuicao agregada e ao ciclo de vida
curto das espécies deste estagio sucessional. As
estimativas indicando cruzamentos entre indi-
viduos aparentados e cruzamentos biparentais
em T. micrantha nao surpreendem, tratando-se
de espécie que apresenta distribuicao espacial
agregada e polinizacao por vento.

CONCLUSAO

e Trema micrantha possui sistema de cruzamento
misto com predominio de fecundagao cruzada;
¢ Boa parte dos individuos em suas progénies
resulta de cruzamentos biparentais, sendo ir-
maos completos;

¢ Com a fragmentacao de continuos florestais e
alteracdo da vegetacao, provavelmente, a espé-
cie tende a manter maior endogamia em suas
populagdes e apresentar maiores propor¢des de
cruzamentos correlacionados.
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