SISTEMA DE REPRODUCAO EM POPULACOES DE Esenbeckia leiocarpa Engl.!

RESUMO

O sistema de reprodugio de duas
populagdes naturais de Esenbeckia leiocarpa
(guarantd) foi estudado em dois fragmentos

orestais do Estado de Sdo Paulo, a partir da
analise de eletroforese de isoenzimas. A analise da
taxa de cruzamento mostrou a espécie como
alégama, porém o teste de homogeneidade nas
freqiiéncias do conjunto génico do podlen ¢ dos
ovulos e a correlagio. de paternidade (7))
revelaram que os cruzamentos nas popula¢des
naturais de E. leiocarpa ndo foram aleatorios,
gerando uma pequena quantidade de individuos por
cruzamentos entre aparentados e preferenciais. A
correlagiio da taxa de autofecundagdo (7 ) revelou
que os individuos de autofecundagdo encontram-se
aleatoriamente distribuidos dentro das progénies ¢ a
correlagiio de paternidade (7)) indicou a existéncia
de uma alta proporgdo de irfidos completos dentro
das progénies de polinizagdo livre. Por sua vez,
comparando os parametros do sistema de
reprodugiio entre os fragmentos, verificou-se a
auséncia de diferengas entre o maior (Caetetus) € o
menor (Ibicatu) fragmento.

Palavras-chave: sistema de reprodugio; Esenbeckia
leiocarpa elctroforese de isoezimas,

%enética de populagdes; fragmentagdo
orestal.

1 INTRODUCAO

Estudos da estrutura genética das
populagdes naturais buscam descrever os niveis € a
distribuig¢do da variabilidade genética entre e dentro
de populagdes. Esta distribuigdo ¢ decorrente do
sistema de reprodugiio, da forma de cruzamento ¢
da sindrome de dispersio de polen ¢ sementes. Tais
fatores permitem explicar o comportamento dos
alelos nas populagdes (Wright, 1943).

A fragmentagdo florestal, além de isolar
reprodutivamente individuos que contém apenas
uma pequena amostra do conjunto génico da
populagdo original (gargalo genético), pode causar
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continua perda de alelos por deriva genética, caso a
populagiio remanescente permanega isolada por
varias geragoes (Hamrick, 1989). As predigdes
tedricas indicam que quando se tem poucas
geragbes, os resultados observados se devem ao
efeito de gargalo genético (Young et al., 1996) ¢
quanto menor for o remanescente populacional,
maior sera a perda da variabilidade genética.

A curto prazo, a perda de variabilidade
genética pode reduzr a aptidio individual da espécie,
inviabilizando o remanescente populacional. A longo prazo,
a redugdo da riqueza alélica deve limitar a habilidade
das espécies a responderem as mudangas devidas a
acdo de forgas seletivas (Ellstrand & Ellan, 1993).
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E. leiocarpa, ou guarantd, ¢ espécie da
familia Rutaceae, semidecidua e escidfita,
caracteristica da floresta latifoliada primaria, onde
apresenta distribuigdo espacial agregada, na forma
de reboleiras, consideradas neste trabalho como
subpopulagdes, que podem se estender por centenas
de metros. A polinizagio ¢ miofilica, com
fecundagdo cruzada obrigatoria (Crestana et al.,
1982). O fruto é autocorico, podendo ser langado
até cinco metros de distancia da planta mie. As
sementes sio uma recompensa em potencial para
dispersores. Como a miofilia e a autocoria sido
pouco eficientes em termos de distincia de
dispersdo, os individuos dentro das subpopulagdes,
provavelmente apresentam um maior grau de
parentesco entre si do que individuos de diferentes
subpopulagdes, ou seja, as subpopulagdes devem
consistir de estruturas de familias. Assim sendo,
importante fragdo da variabilidade genética das
populagdes seria dada pelo grande nimero de
subpopulagdes que constituem a populagio em
ambientes naturais ou em fragmentos maiores.
Contudo, em fragmentos de tamanho reduzido,
o fluxo geénico ficara restrito entre as
subpopulagdes remanescentes, o que podera
acarretar em erosdo genética por efeito de deriva
genética, a longo prazo.

A deriva genética acarreta em endogamia,
podendo ser detectada na analise do sistema de
reprodugdo, pelos cruzamentos entre aparentados.
Considerando ainda, que o sistema de cruzamento
determina como os genes sdo transmitidos de uma
geragdo para outra € como estes sio organizado nos
individuos, ele tem um papel fundamental na
determinagdo da estrutura genética das populagdes,
juntamente com os mecanismos de dispersdo de
polen e sementes (Hamrick & Loveless, 1986;
Hamrick & Schnabel, 1985).

Este estudo objetivou estimar o sistema de
cruzamento de duas populagdes de E. leiocarpa em
dois fragmentos de diferentes tamanhos, a fim de
verificar os efeitos da fragmentagdo sobre o sistema
de reprodugio da espécie.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado cm dois fragmentos
de Floresta Mesofila Semidecidua, Caetctus ¢ Ibicatu:
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Estagio Ecoldgica de Caetetus, que ocupa uma
area de 2.178 hectares e localiza-se entre as
Latitudes 22°22° ¢ 22°27’S e Longitudes de 49°40” a
49°43°W, entre os municipios de Galia e
Alvinlandia-SP; Estagdo Ecologica de Ibicatu,
que ocupa uma area de 76 hectares, e localiza-se
entre as Latitudes 22°47° ¢ 22°48’ S ¢ Longitudes de
47°49° a 47°50°W, no municipio de Piracicaba-SP.
Ambas as estagdes sdo patrimdnios do Instituto
Florestal de Sdo Paulo. A distincia entre os
dois fragmentos ¢é de aproximadamente 250 km.
A espécie apresenta distribuigdo agregada em
reboleiras compostas por at¢ 100 plantas. Para
a caracterizagio do sistema de reprodugdo foram
coletadas sementes de 10 matrizes de cada
populagdo. Também foram amostrados 20
individuos adultos em duas subpopulagdes de cada
fragmento, totalizando 40 individuos por
populagio, a fim de comparar-se os niveis de
endogamia entre a geragdo adulta que deu origem
as sementes € a geragdo das sementes. As sementes
foram germinadas e 20 plantas de cada matriz
(progénies) foram genotipadas para seis sistemas
isoenzimaticos. A eletroforese de isoenzimas foi
realizada no Laboratério de Reprodugdo e Genctica
de Espécies Arboreas (LARGEA/ESALQ/USP),
em Piracicaba, SP, com tecidos foliares segundo
a metodologia proposta por Kephart (1990) e
Alfcnas (1998). A eletroforese foi a horizontal,
conduzida em meio suporte de gel de amido de
milho (penetrose 30) a 13%. O tampdo de cuba
e gel utilizado foi o Citrato Morfolina (CM, pH
6.1 - Clayton & Tretiak, 1972). As enzimas foram
extraidas de tecidos foliares, empregando-se
aproximadamente 20 mg de tecido de limbo
foliar, 10 mg de areia lavada, 7 mg de Polivinil
Pirrolidona (PVP 40), 7 mg de  Polivinil
Pirrolidona (PVP-60) ¢ 200 microlitros da
solugio de extragio numero 1 de Alfenas
(1998), alterada pela auséncia de Mercaptoetanol.
As isoenzimas reveladas foram: Alfa-Estcrase
(-EST-E.C. 3.1.1.1), 6-Fosfogluconato Desidrogenase
(6PGDH-E.C. 1.1.1.44), Fosfoglucose Isomcrase
(PGI-E.C. 5.3.1.9), Malato Dcsidrogenase
(MDH-E.C. 1.1.1.37), Peroxidase (PRX-E.C. 1.11.1.7)
¢ Xiquimato Desidrogenase (SKDH-E.C. 1.1.1.25).
As receitas de revelagdo das isoenzimas cncontram-se
em Alfcnas (1998).



21

SEOANE, C.E. S.; SEBBENN, A. M. & KAGEYAMA, P. Y. Sistema de reprodugio em populagdes de Esenbeckia leiocarpa Engl.

A partir dos gendtipos individuais
estimou-se as frequiéncias alélicas que por sua vez
permitiram os calculos dos indices de diversidade
genética como: heterozigosidade média observada
(ﬁ , ), heterozigosidade média esperada segundo
expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg
(1:12) e indice de fixagio de Wright (f). Estes
indices foram obtidos a partir do programa
BIOSYS1 de Swofford & Selander (1989).

O sistema de reprodugdo das populagdes
de E. leiocarpa foi analisado com base no modelo
de cruzamento misto de Ritland & Jain (1981), com
o auxilio do programa “Multilocos MLTR” de
Ritland (1997). Foi estimado: 1) a taxa de

cruzamento multilocos da populagio (fm), pclo

método de maxima verossimilhanga (Expectation-
Maximization - EM); 2) a taxa de cruzamento

média unilocos da populagdo (£,); 3) a taxa de
cruzamento entre aparentados (£ = [, -1) 4

as freqiiéncias alélicas dos dvulos e do pdlen (o e
p), também pelo método de maxima
verossimilhanga; 5) a correlagdo de autofecundagio

(7,), € 6) a correlagdo de cruzamento paterno (¥ 5 ).

O modelo de cruzamento misto assume que as
progénies resultam de uma mistura de cruzamentos
aleatérios e autofecundagdo, cujas pressuposigdes
basicas sdo: a) que o conjunto de poélen ¢
homogéneo para o cruzamento de todos os
genotipos maternos; b) que os alelos de diferentes
locos segregam independentemente, e ¢) que os locos
avaliados ndo sofreram selegdo ou mutagdo entre o
evento reprodutivo e a analise dos individuos
(Ritland & Jain, 1981; Ritland, 1990; Ritland,

1997). Para estimar o erro padrio da média de fm,
li \ fp J 7"; . fp, o e p, utilizou-se o procedimento
de reamostragem do tipo bootstrap, com 1000
reamostragens, onde as unidades de amostragem
foram as plantas dcentro das progénies. O teste
de cruzamentos aleatdrios foi rcalizado pelo teste
de homogeneidade das freqiiéncias alélicas dos

6vulos e do polen, pela estimativa FST (Wright,

1965), utilizando-a apenas como uma medida
de divergéncia genética entre freqiiCneias alélicas de
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grupos distintos. Para testar a significancia de F i,
para cada loco, aplicou-se o testc de qui-quadrado
[x* = 2n [ (k-1); GL = (k-I)(s-1)], proposto por
Workman & Niswander (1970), onde: n = nimero de
gametas nos dois grupos (polen e dvulos), k = numero
de alelos ¢ s = numero de grupos (2 - podlen e
ovulo). O indice de fixagdo em nivel de progénics
(f) e de individuos adultos (fp) foi obtido por

analise de varidncia das freqiiéncias génicas para
cada populagio e seus respectivos intervalos de
confianga por 10.000 reamostragens bootstrap.
estimativas obtidas pelo programa GDA (Lewis
& Zaykin, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de cruzamento multilocos (f ) foi
alta (> 0,925) nas duas populagdes, indicando que a
espécie ¢ de reprodugdo mista, predominantcmente
alogama (TABELA 1). Contudo, considcrando o
intervalo de conflanga da estimativa de ¢, verifica-se
que estas estimativas ndo sio diferentes de 1.0,
logo existe 50% de probabilidade da espécie ser
totalmente alégama. Crestana er al.  (1982)
estudaram o sistema de reprodugio de £. leiocarpa
por polinizagdo controlada, concluindo que a
espécie ¢ aldgama e auto-incompativel. A taxa dc
cruzamento média inferior a 1,0 e a probabilidade
de 50% dcstc valor ser ainda menor que a
média  estimada, pode ser erro de amostragem.
Uma das maiores fontes de crros nas estimativas
da taxa de cruzamento, pelo modelo misto dc
reprodugdo de Ritland & Jain (1981) ¢ a violagio
da pressuposigio de homogeneidade nas freqiiCncias
alélicas dos dvulos e do pdlen. Na TABELA 2,
observa-se que dos sete locos avaliados no
fragmento Cactetus, dois apresentaram desvios
do modelo de homogeneidade nas freqiiéncias
alélicas dos ovulos ¢ do polen ¢ no fragmento
Ibicatu trés dos scis locos. Este resultado pode
ter contribuido para erros nas estimativas da
taxa de cruzamento. Ainda, a falta de
homogencidade indica que os cruzamentos nio
foram aleatorios, tendo ocorrido também
cruzamentos preferenciais.
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TABELA | - Taxa de cruzamento multilocos da planta materna (£ ), parimetros do sistema de reprodugio
e indices de diversidade genética nas populagdes de E. leiocarpa em dois fragmentos

(Cactetus ¢ Ibicatu).

Caetetus Ibicatu
Progénie 1 () 1,00 (0,00) 0,72 (0,30)
Progénie 2 (£ ) 0,90 (0,11) 1,00 (0,00)
Progénie 3 () 1,00 (0,00) 0,60 (0,14)
Progénie 4 () 1,00 (0,00) 0,51 (0,16)
Progénie 5 () 0,99 (0,01) 1,00 (0,01)
Progénie 6 () 0,92 (0,20) 0,95 (0,10)
Progénic 7 (f ) 0,29 (0,13) 1,00 (0,00)
Progénie 8 (f) 0,98 (0,11) 1,00 (0,00)
Progénie 9 () 1,00 (0,00) 0,76 (0,18)
Progénic 10 (f) 0,39 (0,12) 0,74 (0,15)

Taxa de cruzamento multilocos (£,,)

Taxa de cruzamento unilocos (£,)

A

Taxa de cruz. entre aparentados (£ b= t, -1)

Correlagio de autofecundagio (7“\s )
Correlagdo de paternidade (fP )
Heterozigosidade observada ( H o)
Heterozigosidade esperada ( H e)
indice de fixagdo nas progénies ( j )

indice de fixagdo nos adultos ( f ) )

0,925 (0,081)
0,859 (0,065)
0,066 (0,032)
0,099 (0,033)
0,986 (0,037)
0,183 (0,075)

0,168 (0,072)

-0,068 [-0,243 a 0,243]

-0,187 [-0,367 a 0,246]

0,997 (0,017)
0,937 (0,020)
0,061 (0,018)
0,104 (0,004)
0,749 (0,080)
0,168 (0,084)

0,172 (0,079)

-0,001 [-0,091 a 0,091]

-0,040 [-0,095 a 0,199]

(): erro padrao da média; [ ]: intervalo de confianga, obtido por 10.000 reamostragens bootstrap.
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TABELA 2 - Divergéncia genética entre freqiiéncias alélicas dos 6vulos ¢ do pdlen (FA‘W) e teste de qui-quadrado (x?) em duas
populagdes de E. leiocarpa.

Pop. Caetetus Pop. Ibicatu

100T ‘9Z-61'(1)€[ ‘Ojed OFS “divff Isuf ‘ady

Owvulo

Owulo

Loco Al Polen ﬁsr z Polen 5 X
6Pgdl 1 0,982 (0,012) 0,952 (0,002) (]

) 0,018 (0,012) 0,048 (0,002) 0,007 gl g
Skdh1 1 0,995 (0,003) 0,952 (0,002) [

20,005 (0,003) 0,048 (0,002) 0,018  3,58* -
Mdh1l 1 0,994 (0,004) 0,950 (0.034) (1]

2 0,006 (0,004) 0,050(0,034) 0018 219
Mdh3 1 0,950 (0,019) 0950 (0,031) (] 0,720 (0,078) 0,619 (0,072)

20,050 (0,019) 0,050 (0,031) 0,0 0,0 0,245 (0,085) 0,333 (0,072) 2]

g 0,034 (0,027) 0,048 (0,002) 0010 365
Mdhd 1 0967 (0,011) 0,850 (0,058) 0,942 (0,023) 0,810 (0,063)

20,027 (0,011) 0,050 (0,030) 2] 0,039 (0,018) 0,143 (0,065) 2]

30,005 (0,000) 0,100 (0,055 0,034  12,38%* 0,019 (0,009) 0,048 (0,002) 0,033 12,22%*
Pgil 1 0,702 (0,045 0,700 (0,072) (] 0,815 (0,097) 0,600 (0,089) (]

2 0,298 (0,045 0,300(0,072) 0,0 0,0 0,185 (0,097) 0,400 (0,089) 0,056 9,10%*
Estl 1 0465(0,112) 0,350 (0,073) 0,184 (0,069) 0,048 (0,033)

20250 (0,079) 0,250 (0.104) 2] 0,564 (0,097) 0,524 (0,052)

3 0,285(0,070) 0400 (0,100) 0,010 3,80 0,238 (0,082) 0,381 (0,063) 3]

4 0.014 (0,008) 0,048 (0,002) 0,016 630 % 1
Prxl 1 0,179 (0,046) 0,190 (0,071) 0,646 (0,165) 0,700 (0,096)

2 0342(0,059) 0,333 (0,085) 0,158 (0,067) 0,250 (0,082) 2]

3 0474 (0,072) 0,429 (0,043) 3] 0,196 (0,128) 0,050 (0,029) 0,017 6,27

4 0,006 (0,003) 0,048 (0,002) 0,002 0,57 —

(): erro padrio da média; [ ] graus de liberdade; ** e *: significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente.
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Vale ressaltar, ainda, que a auto
incompatibilidade ¢ um mecanismo que atua em diferentes
etapas do processo de florescimento das plantas, podendo
existir fases em que a autofecundagio seja possivel. Esta
poderia ser uma das explicagdes para os resultados

observados. De qualquer forma, a estimativa de fm foi
alta (minimo de 0,925), sugerindo que a espécie apresenta
populagbes com altos niveis de heterozigose, fato
confumado pelas altas estimativas da heterozigosidade

observada (1:1 ,) € esperada (ﬁ . )- As heterozigosidades

foram no minimo 0,168, valor similar ao estimado
para espécies polinizadas por animais (0,167) e
superior a espécies de dispersdo das sementes do tipo
explosiva (0,097) e arboreas tropicais (0,142),
segundo estudos de Hamrick & Godt (1989).
Entretanto, apesar das altas taxas de
cruzamentos obtidas, a taxa de cruzamento unilocos

A
(Z,) foi inferior a taxa de cruzamento multilocos
(Z,,), demonstrando que ocorreram cruzamentos

[, (Shaw & Allard, 1982;

entre aparentados, [

Ritland & El-Kassaby, 1985; Ritland, 1990).
Ambas as populagdes apresentaram
aproximadamente 6% de cruzamentos entre
aparentados, sendo estas estimativas significativas,
de acordo com seus intervalos de confianga. O
cruzamento entre aparentados gera endogamia
dentro das populagdes, apesar de ser menos drastico
do que a autofecundagio efetiva (Allard, 1971). As

estimativas significativas de p também sugerem

que as populagdes apresentam subpopulagdes
estruturadas em familias, colaborando para a
hipotese de que as espécies que apresentam
distribuigio  agregada, apresentam  estrutura
genética intrapopulacional. Este resultado ¢ de
grande importincia para o caso de submeter-se £.
leiocarpa a programas de melhoramento genético.
Em tal situagdo, o parentesco deve ser considerado
nas estimativas dos parimetros genéticos, caso
contrario corre-se o risco de obter-sc estimativas
erroneas da variincia genética aditiva e parimetros
afins (Squillace, 1974; Surles et al., 1990).

As estimativas da correlagio de

autofecundagio (f_, ) foram baixas (maximo de 0,104),

mas significativas, sugerindo que em ambos
os fragmentos os individuos dc autofecundagio
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encontram-se  aleatoriamente  distribuidos nas
progénies, ndo existindo a tendéncia de algumas
progénies  apresentarem  mais  individuos de
autofecundagio do que outras. Por sua vez, a

correlagdo de paternidade ( fp) foi alta (minimo de
0,749) e significativa em ambas as populagdes,
confirmando o resultado anterior revelado pela

heterogeneidade entre as freqii€ncias alélicas dos
ovulos € do polen, isto ¢, ocorreram cruzamentos
preferenciais nas populagdes. Ja a magnitude de i:P
evidencia que as progénies originadas por cruzamentos
sdo compostas em grande parte por irmios completos,
tendo uma menor proporgio de meios irmidos. Assim,
a partir destes resultados, pode-se esperar que na
média das populagdes, a progénie de uma planta
matema seja composta, principalmente, por individuos
de cruzamento, sendo que estes, por sua vez, sio na
maioria irmdos completos. Este resultado também
deve ser considerado em programas de melhoramento,
caso contrario, as estimativas de parametros genéticos
terdo pouco valor na caracterizagio das populagdes.

A taxa de cruzamento a nivel de plantas
maternas variou consideravelmente dentro das
populagées (TABELA 1). Nas duas populagdcs,
seis das dez plantas maternas apresentaram taxas
de cruzamento inferior a 1,0, sendo contudo, apenas
duas significativamente diferentes de 1,0 na
populagdo Caetetus (progénies 7 ¢ 10) e quatro na
populagdo Ibicatu (progénies 3, 4, 9 e 10), a julgar
pelo erro padrio da média. As taxas inferiores a 1,0
podem ter duas explicagdes: primeiro, 0 mecanismo
de auto-incompatibilidade nio atua durante todo o
processo de florescimento ou varia entre plantas,
sendo que a autofecundagio detectada teria ocorrido
durante o periodo em que este ndo estava atuando,
ou apenas em plantas que ndo apresentam auto-
incompatibilidade; segundo, a taxa de autofecundagio
detectada, a nivel de plantas maternas, seria na
verdade cruzamento entre aparentados € como a
cstimativa multilocos da taxa de cruzamento
individual ndo separa a taxa de autofccundagdo da
taxa de cruzamento entre aparcntados, como no
caso das estimativas médias populacionais, a taxa
de cruzamento entre aparcntados teria sido
confundida com a taxa de autofccundagio. As duas
hipoteses sdo plausiveis ¢ um estudo detalhado da
heranga e expressio da auto-incompatibilidade pode
evidenciar melhor este resultado.
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Comparando-se os niveis de fixagio de
alelos entre a geragio de progénics (f) ¢ a adulta
(f,), verifica-se que em todos os casos cxiste um

pequeno excesso de heterozigotos, cm rclagio ao
modelo de EHW, porém estes indices ndo foram
diferentes dc zero, de acordo com o intervalo de
confianga, podendo-sc assim afimmar quc as populagdes
encontram-se em EHW. Todavia, obscrva-se ecm
ambas as populagdes que o indice dc fixagio na
geragdo de adultos (0,187 ¢ -0,040) tende a conter
maior excesso de heterozigotos, rclativamente as
progénies (-0,068 ¢ -0,001), sugerindo sclegio para
heterozigotos entre a fasc de plantula ¢ a fase
adulta. Por sua vez, considcrando as isoenzimas
como marcador neutro, a selegio para heterozigotos
poderia ser atribuida ao efeito de ligagdo entre locos
isoenzimaticos ¢ de efeito adaptativo.

Finalmente, verifica-se que, dc modo gcral,
os resultados nio mostraram diferengas marcantes na
taxa de cruzamento entrc o maior fragmento
(Cactetus) ¢ o menor (Ibicatu). A maior difcrenga
detectada foi o dobro do numero de plantas matemas
com taxa de cruzamento baixa e significativa no
fragmento Ibicatu em relagiio a populagio Caetctus.

4 CONCLUSOES

. A anilise da taxa de cruzamento de £
leiocarpa mostrou a espécie como alogama.

2. O teste de homogeneidade nas freqiiéneias do
conjunto génico do polen ¢ dos dvulos ¢ a

correlagio de paternidade (f p) revclaram que

os cruzamentos nas populagdes naturais de k.
leiocarpa ndo foram alcatdrios, gerando uma
pequena quantidade de individuos por
cruzamentos entre aparentados e preferenciais.
3. A correlagio de autofecundagdo (#;) revelou

que os individuos de autofecundagio encontram-se
aleatoriamente  distribuidos  dentro  das

progénies ¢ a correlagio de paternidade (fp)

indicou a existéncia de uma alta proporgio de
irmios  completos entre  individuos dc
cruzamento, dentro das progénies.

4. Nio foram detectadas difcrengas na taxa dc
cruzamento entre o maior (Cactctus) ¢ o menor
(Ibicatu) fragmento.
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