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Resumo

Alteragbes antropogénicas na densidade populacional de individuos reprodutivos podem afetar o sistema
de reproducao de arvores e resultar no aumento das taxas de autofecundacdo e cruzamentos correlacio-
nados. Neste estudo, investigou-se o sistema de reproducdo em populagbes fragmentadas da espécie
arbdrea neotropical polinizada por insetos Copaifera langsdorffii, utilizando-se oito locos microssatélites
e 0 modelo misto de reprodugcado e modelo cruzamentos correlacionados. Para tanto, sementes de poli-
nizagdo aberta foram coletadas de 15 arvores localizadas em uma pequena populagéo natural (4,8 ha),
denominada de bosque e em 14 arvores de outras pequenas populagbes fragmentadas, na regido no-
roeste do estado de Sao Paulo. Ndo foram detectadas diferengas significativas na taxa de cruzamento
multiloco entre as arvores do bosque (z,=0,933+0,028) e as arvores provenientes de outras populagbes
(1,=0,971%0,032), embora estas estimativas foram significantemente diferentes da unidade (1,0), sugerin-
do autofecundagdes. Foram detectadas altas taxas de cruzamentos entre parentes, nas arvores do bos-
que (¢, -t =0,478+0,05) e outras populagdes (¢, -t =0,475+0,018), sugerindo estruturagéo genética espacial
intrapopulacional nos fragmentos. Foram também detectadas altas taxas de cruzamentos correlacionados
nas amostras, indicando que grande parte das plantulas dentro de progénies sao irmaos-completos. Em
consequéncia das autofecundagdes, cruzamentos entre parentes e cruzamentos correlacionados, o coe-
ficiente de coancestria dentro de progénies foi igualmente alto nas arvores do bosque (0=0,237) e nas ar-
vores de outras populagbes (0=0,241) e o tamanho efetivo dentro de progénies menor do que o esperado
em populagdes panmiticas (N <4). Os resultados foram discutidos, focando a amostragens de sementes
em arvores matrizes para conservagao genética e recuperagdo ambiental.

Palavras-chave: Cruzamentos endogamicos, Copaiba, coancestria, cruzamentos correlacionados, taxas
de cruzamento, espécies arbdreas tropicais.

Abstract

Anthropogenic changes in the reproductive population density can affect the mating system and result in an
increase in selfing and correlated matings. This study investigated the mating system in small fragmented
populations of the insect pollinated tropical tree species Copaifera langsdorffii, using microsatellite loci and
the mixed and correlated mating models. Open-pollinated seeds were collected from 15 seed-trees located
in a small forest fragment (4.8 ha), denominated “Bosque” and from 14 other seed-trees located in other
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small forest fragments of the north-western region of Sdo Paulo State. No significant differences were
observed between the seed-trees from Bosque (¢,=0.933+0.028) and other fragments (¢ =0.971+0.032),
although these estimates were significantly different from 1.0, suggesting that selfing was occurring.
Differences between multilocus and unilocus outcrossing rate were significantly high in both seed-trees
of Bosque (¢ -£=0.478+0.05) and other forest fragments (¢, -t =0.475+0.018), suggesting a spatial genetic
structure in those stands. The results also showed high rates of correlated mating in the samples, indicating
that a good part of the offspring were full-sibs. As a consequence of selfing, mating among relatives and
correlated matings, the coancestry within families was equally high in the seed-trees of Bosque (©=0.237)
and in the seed-trees of the other forest fragments (©=0.241) and the effective population size was lower
than expected in panmitic populations (Ne<4). The results were discussed, focusing on the sample size of

seed-trees to collect seeds for genetic conservation and enviromental reforestation.
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INTRODUCAO

As florestas tropicais em todo mundo estao
sendo intensamente fragmentadas. As drvores,
devido ao seu porte geralmente grande e vida lon-
ga sao os principais componentes das florestas,
criando condi¢des ambientais para muitos outros
organismos sobreviverem (RAJORA et al., 2001).
Entretanto, as espécies arboreas tropicais sao mais
vulneraveis a fragmentacao das florestas continu-
as do que muitas espécies temperadas devido a
sua densidade geralmente baixa, presenca de sis-
temas de auto-incompatibilidade e alta taxa de
cruzamento (CASCANTE et al., 2002). H4 fortes
evidéncias na literatura que suportam a hipétese
de que a perturbagao antropica pode afetar nega-
tivamente os padroes de reproducao em plantas
(ECKERT et al., 2009; LOWE et al., 2005).

Processos antrépicos, tais como a fragmen-
tacao florestal podem reduzir a densidade de
arvores reprodutivas e afetar o comportamen-
to dos polinizadores e consequentemente, o
sistema de reproducao e o fluxo de poélen entre
e dentro das populagoes (BITTENCOURT; SE-
BBENN, 2007; FUCHS et al., 2003; MORAES;
SEBBENN, 2011). A formulacdo de hipéteses,
sobre o impacto da fragmentacao florestal sob
o sistema reprodutivo das populagoes de espé-
cies arboreas, é fundamental para compreender
como os individuos isolados em fragmentos
estio geneticamente isolados (MORAES; SE-
BBENN, 2011). Este conhecimento permite o
desenvolvimento de estratégias para conserva-
¢ao e melhoramento das espécies. Isto é espe-
cialmente importante para as espécies arboreas
da floresta tropical rica em diversidade, como a
floresta brasileira, onde a floresta natural tem
sido intensamente convertida em pequenos
fragmentos florestais e arvores isoladas na pai-
sagem em campos e pastagens. E crucial para as
futuras geracoes, a conservagao destas espécies

arbdreas neotropicais, visto que destas podera
ser obtido algum farmaco, produto quimico ou
outro recurso que necessitem. Nesse ambiente
particular, onde em um pequeno fragmento flo-
restal pode continuar a ter um grande nimero
de diferentes espécies arboreas (>50), mas em
geral com o tamanho das populacdes peque-
nas (<100 individuos), estratégias de conser-
vagao ex situ sao necessarias. No entanto, para
isso, é preciso coletar sementes dos individuos
e uma questdo importante, é de quantas arvo-
res deve-se coletar sementes para fundar novas
populagoes ex situ (bancos de germoplasma ou
reflorestamentos ambientais). Como os niveis
de diversidade genética, parentesco e tamanho
efetivo da variancia dentro de progénies de poli-
nizacao aberta sio determinados pelos padroes
de reproducao, compreender esses padroes é
fundamental para determinar corretamente
onde e de que niimero de drvores matrizes deve
ser coletado sementes para estes fins.

O sistema reprodutivo é um importante de-
terminante da estrutura e diversidade genética
das populagoes naturais, pois estabelece o pa-
drao da uniao dos gametas para formar a pro-
xima geracao (LIENGSIRI et al., 1999). Diversas
variaveis ecolégicas tém sido propostas como
fatores que podem afetar os padroes de cruza-
mento em espécies arboreas, por exemplo, o
isolamento espacial (CASCANTE et al., 2002;
FUCHS et al., 2003), fenologia de florescimen-
to (ODDOU-MURATORIO et al., 2006), densi-
dade de plantas (FRANCESCHINELLI; BAWA,
2000; MURAWSKI; HAMRICK, 1991) e a ativi-
dade de polinizadores. Entre esses fatores, tanto
o isolamento temporal (diferencas na fenologia
da floragao) quanto o isolamento espacial de
floracao (baixa densidade) tém sido propostas
como causas das altas taxas de autofecundacao
de algumas espécies arboreas (FUKUE et al.,
2007; MURAWSKI; HAMRICK, 1991).
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Com a reducio na densidade de plantas
adultas espera-se um aumento no grau de iso-
lamento espacial dos individuos e populagoes
remanescentes, aumentando a autofecundacao
e cruzamentos correlacionados (AGUILAR et
al., 2008; FUCHS et al., 2003; MORAES; SEB-
BENN, 2011). O aumento da autofecundagio
pelo isolamento espacial de populagoes e in-
dividuos pode resultar em endogamia nos
descendentes e depressdo por endogamia sub-
sequente, que é mais grave na espécie predomi-
nantemente de fecundagiao cruzada (NASON;
HAMRICK, 1997). O isolamento dos individu-
os pela fragmentagao florestal pode reduzir a
atividade dos polinizadores e aumentar a dis-
tdncia por recursos alimentares, sendo assim,
muitos podem investir mais tempo de forrage-
amento dentro do mesmo individuo, aumen-
tando a taxa de autofecundacao e cruzamentos
correlacionados (FUCHS et al., 2003; QUESA-
DA et al., 2001). Estas hip6teses de maior taxa
de autofecundacdao e cruzamentos correlacio-
nados em 4arvores isoladas do que em arvores
que ocorrem nos fragmentos florestais ou flo-
restas continuas tem implica¢ao importante na
coleta de sementes para planos de conservagao
e restauracao ambiental.

O sistema reprodutivo das espécies arbére-
as pode ser medido como a proporc¢ao de se-
mentes que resultam de cruzamentos ou au-
tofecundacao (MURAWSKI; HAMRICK, 1991).
Em sementes provindas de cruzamento, a re-
produc¢ao pode ser medida como a proporc¢ao
de sementes provenientes do mesmo doador
de pdlen (cruzamento correlacionado) ou de
doadores de pélen diferentes. Marcadores ge-
néticos tém sido utilizados de forma eficiente
para elucidar a taxa de cruzamento (ou auto-
fecundacao) em um conjunto de progénies
de polinizacao livre, permitindo a avaliacao
do produto final do ciclo de dispersao de p6-
len (ASHLEY, 2010). O sistema de reproducao
em arvores tem sido em geral, estudado com
base no modelo de sistema reprodutivo misto
(RITLAND; JAIN, 1981) e no modelo de cru-
zamentos correlacionados (RITLAND, 1989).
E importante determinar o nimero de arvores
para coleta de sementes para saber a coances-
tria e o tamanho efetivo de variancia dentro de
progénies (SEBBENN, 2003).

Neste estudo, investigou-se o sistema de re-
producao de uma pequena floresta fragmentada
e de outras arvores localizadas em outras peque-
nas populagoes altamente fragmentadas da es-
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pécie arborea neotropical Copaifera langsdorffii,
utilizando oito locos microssatélites e os mo-
delos de reproducao misto e correlacionados.
Em termos de conservacao e coleta de semen-
tes, as seguintes perguntas foram acessadas para
estes dois grupos de drvores: i) Qual o nimero
de arvores matrizes para coleta de sementes das
pequenas populacoes fragmentadas para fins
de conservacdo e reflorestamentos ambientais
ii) Ha diferencas na sobrevivéncia de sementes
coletadas no bosque e das drvores em outras pe-
quenas populagoes fragmentadas?

MATERIAL E METODOS

A espécie estudada

A Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae) é uma
espécie arborea semidecidua encontrada prin-
cipalmente na Floresta Latifoliada da bacia do
Parana. Ocorre tanto em floresta primaria como
em formacoes secunddrias, sendo caracteristica
das formacoes de transi¢ao do cerrado para Flo-
resta Estacional Semidecidual (LORENZI, 2000).
As copaibas sdo drvores de crescimento lento,
polinizadas por abelhas Apis melifera e Trigona
sp, alcancam de 25 a 40 m de altura, 100 cm de
diametro a altura do peito (DAP) e podem viver
até 400 anos (CARVALHO, 2003). As folhas sao
alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos
contém uma semente ovoide envolvida por um
arilo abundante e colorido (CORREA, 1984). A
arvore é utilizada na arborizac¢ao urbana e recu-
peracgao de areas degradadas (LORENZI, 1992).
No sudoeste do Brasil, especialmente no estado
de Sao Paulo, as dreas de florestas naturais de
sua ocorréncia foram drasticamente reduzidas
devido ao avango das fronteiras agricolas. Atu-
almente, a espécie é encontrada em alguns frag-
mentos florestais remanescentes, os quais estao
isolados na paisagem.

Areas de estudo e amostragem

O estudo foi conduzido no noroeste do esta-
do de Sao Paulo (Figura 1). Parte do estudo foi
conduzido no Bosque Municipal de Sdo José do
Rio Preto, o qual compreende 4,8 ha de floresta
semidecidua, localizado nas imediagoes perifé-
ricas do municipio (Figura 1). A drea é isolada
por uma cerca de mais de trés metros de altura,
visto tratar-se de um parque de recrea¢ao urba-
no e hospedar o zoolégico municipal. A drea
sofreu corte seletivo no passado e é rodeada por
drea urbana em sua maior extensio. A popula-
¢ao de C. langsdorffii encontra-se distribuida por
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toda a drea e pode ser observado desde indivi-
duos regenerantes até individuos com grandes
dimensoes, atingindo préximo a 1m de diame-
tro a altura do peito (DAP). Nessa drea, foram
coletadas sementes de polinizacido aberta de 15
drvores matrizes (22 a 25 sementes por matriz).
A outra parte do estudo foi conduzido utilizan-
do-se sementes de polinizacdo aberta de 14 ar-
vores (20 sementes por arvore) de C. langsdorffii
de outras pequenas populacoes fragmentadas,
ao longo das rodovias BR-153, Feliciano Salles
Cunha e Euclides da Cunha. A paisagem da re-
gido é caracterizada por grandes extensoes de
pastagens e plantacdes de cana-de-aglicar com
alguns poucos fragmentos pequenos.

Analise de microssatélites

Para os estudos, o material vegetal foi sub-
metido a extragdo de DNA genomico total e a
amplificacao através de reacoes da polimerase
em cadeia (PCR) de regides de microssatélites
utilizando oito primers SSR. A extracao de DNA
das plantas adultas de C. langsdorffii foi efetua-
da com base na metodologia de Doyle e Doy-
le (1990) modificada por Alzate-Marin et al.
(2005), para C. langsdorffii. Os oito primers uti-
lizados foram desenvolvidos por Ciampi et al.
(2000). A amplificagdo e o processo de detec-
cao dos oito locos microssatélites encontra-se
descrito em detalhes em Sebbenn et al. (2011).
Os oito locos microssatélites utilizados foram
CLO01, CLO2, CLO6, CL20, CL27, CL32, CL34 e
CL37. Estes locos sao todos microssatélites di-
nucleotideos simples.

Analise estatistica

As analises do sistema de reproduc¢ao foram
baseadas no modelo misto de reproducao (RI-
TLAND; JAIN, 1981) e modelo de cruzamentos
correlacionados (RITLAND, 1989) e as estimati-
vas obtidas utilizando o programa “Multilocos
MLTR” (RITLAND, 2002). As analises foram re-
alizadas em nivel de drvore matriz e em nivel
populacional, separadamente para as arvores do
bosque e das outras pequenas populacoes. O
método numérico utilizado foi de maxima ve-
rossimilhanca EM (Maximization Expectation)
em nivel de drvores matrizes, devido ao peque-
no tamanho amostral dentro de progénies (20
a 25 plantulas) e o Newton-Rapson em nivel de
populacoes, devido ao maior tamanho amostral
(300 a 371 plantulas). Os parametros estimados
foram a taxa de cruzamento multiloco (¢, ), taxa
de cruzamento uniloco (¢ ), taxa de cruzamento

entre aparentados (¢ -¢), a correlagao de auto-
fecundagao (r) e correlagio multiloco de pa-
ternidade (7, ). O intervalo de confianca das
estimativas foi obtido por 1.000 reamostragens
bootstraps. As unidades de reamostragem foram
as progeénies na andlise populacional e plantas
dentro de progénies nas analises individuais
por progénie. Estes parametros foram utilizados
para estimar outros parametros demograficos e
genéticos, como: nimero efetivo de drvores efe-
tivamente polinizadoras (NGPZJ/fp ) € o coefi-
ciente médio de coancestria (®) entre plantas
dentro de progénies, calculado pela seguinte ex-
pressao: ®=0.125(]+F’p)[4s+(fm+§fmfy)(l+fp)]
(RITLAND, 1989). Desta coancestria e do indice
de fixacao, foi estimado o tamanho efetivo po-
pulacional médio dentro de progenie (N, ):

V o= 0.5 ;
ev) n-1 +F
[6,)+ 5L
Fonte: (COCKERHAM, 1969),

em que, n é o tamanho amostral. O nimero de
arvores matrizes para a coleta de sementes foi
calculado assumindo que o objetivo é reter na
amostra total o tamanho efetivo de referéncia de
150, =N, . ... /N, (SEBBENN, 2003). E im-
portante ressaltar que esta tiltima estimativa é ba-
seada em duas pressuposicoes: i) que as arvores
matrizes nao sao parentes entre si; ii) que as ar-
vores matrizes recebem pélen de diferentes con-
juntos génicos, ou seja, ndo existe sobreposicao
no conjunto de polen entre as diferentes drvores.

Os niveis de endogamia dentro das progénies
foram estimados utilizando o indice de fixacao
(F) e o programa SPAGEDI 1.3 (HARDY; VEKE-
MANS, 2002). Para verificar se estes valores eram
significativamente diferentes de zero, foi utilizado
1.000 permutacoes de alelos entre individuos.

Taxa de sobrevivéncia

Para avaliar a taxa de sobrevivéncia, todas as
sementes obtidas foram semeadas. As sementes
foram germinadas em viveiro separadamente
por arvore matriz e a taxa de sobrevivéncia ava-
liada oito meses apds a semeadura. A taxa de
sobrevivéncia foi estimada dividindo o niimero
de sementes sobreviventes pelo niimero total de
sementes postas para germinar. Para verificar se
existe alguma associacao entre a sobrevivéncia e
o indice de fixacdo e a taxa de autofecundacao
de cada progeénie, foi utilizado o coeficiente de
correlacdo de Spearman. Este coeficiente de cor-
relacao foi estimado utilizando-se o programa
SAS (SAS, 1999).
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Legenda:

X Arvoresde outras populacies

[ Arvores aduttas no Bosque

RESULTADOS

Taxa de cruzamento

As estimativas da taxa de cruzamento multilo-
co no bosque (¢ =0,933) e nas drvores de outras
populagdes (¢, =0,971) foram significativamente
diferentes da unidade (1,0) (Tabela 1), sugerin-
do que ocorreram algumas autofecundagoes. A
estimativa da taxa de cruzamento multiloco foi
significativamente maior nas arvores de outras

O N B S S

Figura 1. Distribuicdo espacial dos gendtipos das arvores de outras populacdes nas beiras das rodovias e das arvo-
res adultas de Copaifera langsdorffii no Bosque Municipal de Sdo José do Rio Preto.

Figure 1. Spatial distribution of trees of other populations on the edges of highways and adult trees of the Copaifera
langsdorffii in the Municipal Bosque of Sdo José do Rio Preto.

populacoes do que nas do bosque, de acordo
com o intervalo de confianca do erro a 95% de
probabilidade. A taxa de cruzamento uniloco foi
também significativamente menor do que a uni-
dade, tanto no bosque (=0,455) como para as
arvores de outras populagdes (¢ =0,497). Conse-
quentemente, a diferenca entre a taxa de cruza-
mento multiloco e uniloco, que mede a taxa de
cruzamento entre parentes, foi alta e significati-
vamente diferente de zero (minimo de 0,475).

Tabela 1. Estimativa de parametros do sistema de reprodugdo na populacdo (bosque) e arvores de outras popula-

cOes de Copaifera langsdorffii Desf.

Table 1. Estimates of mating system parameters in the population (forest) and trees from others populations of

Copaifera langsdorffii Desf.

Parametro

Bosque

Outras populagoes

Taxa de cruzamento multiloco: ¢,

Taxa de cruzamento uniloco: ¢,

Taxa de cruzamento entre parentes: ¢ -z,
Correlagéo de autofecundagéo: r,
Correlagao multiloco de paternidade: r,
Numero médio de arvores polinizadoras: N,
Coancestria média dentro de progénies:
Tamanho efetivo de variancia: N,

Numero de matrizes: m

0,933 (0,919-0,947)

0,455 (0,429-0,481)

0,478 (0,453-0,503)

0,182 (0,141-0,223)

0,846 (0,814-0,878)
1,18 (1,14-1,23)

0,237 (0,234-0,240)
2,02 (2,00-2,04)

74 (73-75)

0,971 (0,954-0,986)

0,497 (0,478-0,519)

0,475 (0,466-0,484)

0,307 (0,300-0,314)

0,905 (0,871-0,930)
1,10 (1,08-1,15)

0,241 (0,235-0,246)
1,97 (1,93-2,01)

77 (75-78)

Sendo: m é o nimero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter o tamanho efetivo de 150.
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Taxa de cruzamentos correlacionados

A correlacao de autofecundagido, que mede
em termos praticos, a variacdo na taxa de cru-
zamento individual, foi baixa (maximo 0,307),
mas significativamente diferente de zero em
ambas as amostragens (Tabela 2). A taxa de cru-
zamento variou entre as drvores do bosque de
0,726 a 0,997 e nas arvores de outras popula-
¢oes de 0,705 a 0,998. Este resultado sugere que
a espécie nao é auto-incompativel. A correlacao
de paternidade média populacional foi préxima
a unidade e significativamente diferente de zero,
o que indica uma alta taxa de cruzamentos cor-
relacionados em ambas as amostras (Tabela 2).
Portanto, grande parte das sementes coletadas

das arvores siao irmaos-completos. Contudo,
embora a correlacao de paternidade tenha sido
maior nas arvores de outras populacgoes, ela ndao
difere significativamente da estimativa obtida
para o bosque. Em consequéncia disso, a coan-
cestria e o tamanho efetivo dentro de progénies
foram proximos aos valores esperados em pro-
geénies de irmaos-completos (©=0,25; N, ) =2,0).
Em virtude disto, para serem obtidas amostras
de sementes com o tamanho efetivo de 150, foi
determinada a necessidade de coletar-se semen-
tes para fins de conservagiao genética, recupera-
¢ao ambiental e melhoramento florestal de pelo
menos 74 arvores do bosque e de 77 arvores de
outras populagoes.

Tabela 2. Estimativa de parémetros do sistema de reproducdo em progénies de duas procedéncias de Copaifera
langsdorffii. F, é o indice de fixagdo estimado para as progénies; ¢ € a taxa de cruzamento multilocos; 7 -t

m m s

€ a taxa de cruzamento entre parentes; r, =€ a correlagdo multilocus de paternidade; N, € o numero
efetivo de pais polinizadores; © € a coancestria dentro de progénie; N, € o tamanho efetivo da progénie;
média % erro padrdao da média 95% de probabilidade.

Table 2. Estimates of mating system parameters in progenies from two sources of Copaifera lansgsdorffii Desf. F,
is the fixation index estimated in the families; ¢ is the multilocus outcrossing rate; ¢ -z is the outcrossing
rate among relatives, r, ~is the multilocus correlation of paternity; N, is the effective number of parents
pollinators; @ is the coancestry within progeny, N,  is the effective size of the progeny, mean + standard
error average 95% probability.

Progénie F, t t -t Fom " o0 N,
Bosque

9 0,269 * 0,919+0,043 0,334+0,044 0,396+ 0,027 2,53 0,188 2,63
10 0,268 * 0,919+0,020 0,406+0,021 0,850+0,014 1,18 0,236 2,12
13 0,222 * 0,997+0,002 0,396+0,016 0,491+0,042 2,04 0,187 2,64
16 0,452 * 0,997+0,002 0,471+0,010 0,909+0,012 1,10 0,239 2,09
21 0,419 * 0,997+0,002 0,179+0,007 0,868+0,018 1,15 0,234 2,13
34 0,261 * 0,997+0,002 0,527+0,013 0,897+0,005 1,11 0,237 2,10
38 0,387 * 0,997+0,002 0,589+0,009 0,90040,010 1,11 0,238 2,10
54 0,317 * 0,995+0,002 0,466+0,012 0,756+0,022 1,32 0,220 2,26
64 0,404 * 0,997+0,002 0,464+0,014 0,851+0,016 1,18 0,231 2,15
65 0,388 * 0,997+0,002 0,213+ 0,010 0,586+0,040 1,71 0,199 2,49
96 0,321 * 0,919+0,021 0,548+0,018 0,875+0,008 1,14 0,238 2,09
97 0,313 * 0,726+0,044 0,404+0,037 0,833+0,005 1,20 0,258 1,94
101 0,316 * 0,997+0,002 0,384+0,016 0,570+0,032 1,75 0,197 2,52
103 0,315~ 0,760+0,024 0,532+0,018 0,972+0,000 1,03 0,262 1,91
110 0,291 * 0,900+0,108 0,546+0,107 0,996+0,107 1,00 0,252 1,91
Outras populagées

600 0,301 * 0,998+0,000 0,613+0,016 0,927+0,011 1,08 0,241 1,97

602 0,285 * 0,949+0,021 0,581+0,019 0,951+0,000 1,05 0,245 1,94

604 0,110 * 0,998+0,000 0,356+0,014 0,969+0,000 1,03 0,246 1,93

605 0,186 * 0,998+0,000 0,388+0,018 0,817+0,024 1,22 0,227 2,08

607 0,195 * 0,998+0,000 0,443+0,020 0,591+0,038 1,69 0,199 2,34

609 0,178 * 0,998+0,000 0,449+0,015 0,919+0,0M1 1,09 0,240 1,98

611 0,223 * 0,998+0,000 0,434+0,015 0,942+0,004 1,06 0,243 1,96

612 0,305 * 0,705+0,086 0,358+0,078 0,910+0,004 1,10 0,266 1,80

614 0,272~ 0,949+0,021 0,511+0,017 0,910+0,008 1,10 0,241 1,97

615 0,267 * 0,998+0,000 0,395+0,021 0,622+0,030 1,61 0,203 2,30

617 0,136 * 0,998+0,000 0,321+0,021 0,845+0,021 1,18 0,231 2,05

618 0,172~ 0,998+0,000 0,395+0,012 0,828+0,030 1,21 0,229 2,06

620 0,203 * 0,997+0,000 0,464+0,013 0,959+0,000 1,04 0,245 1,94

621 0,173 * 0,998+0,000 0,371+0,012 0,959+0,001 1,04 0,245 1,94

*P< 0,05
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indice de fixacido

O indice de fixagao foi positivo e significati-
vamente diferente de zero em todas as progénies
(Tabela 2), sugerindo endogamia. Contudo, de
acordo com o intervalo de confianca a 95% de
probabilidade, o indice de fixacao médio esti-
mado nas progénies do bosque (£ =0,330, va-
riando de 0,269 a 0,363) foi significativamen-
te maior do que o estimado para a média das
progénies das drvores de outras populagoes
(F =0,215, variando de 0,182 a 0,247).

Taxa de sobrevivéncia e
associacoes com o indice de
fixacao e taxa de autofecundacao

A taxa de sobrevivéncia apds oito meses da
semeadura foi baixa, variou entre arvores ma-
trizes do bosque de 14 a 60%, com média de
28%, e entre as drvores matrizes de outras popu-
lagoes de 24 a 89%, com média de 51% (Tabela
3). De acordo com o erro padrao da média a
95% de probabilidade, a taxa de sobrevivéncia
foi significativamente maior nas drvores de ou-
tras populagées do que nas arvores do bosque.
O coeficiente de correlagio de Sperman entre a
sobrevivéncia e o indice de fixacao nao foi signi-
ficativo nem entre as arvores do bosque (p=0,14,
13 graus de liberdade, P>0,05), nem entre as ar-
vores de outras populagdes (p=0,12, 12 graus
de liberdade, P>0,05). Da mesma forma nao foi
observada nenhuma associacio entre a sobre-
vivéncia e a taxa de autofecundagao no bosque

(p=0,28, 13 graus de liberdade, P>0,05) e nas
arvores de outras populagoes (p=0,15, 12 graus
de liberdade, P>0,05).

DISCUSSOES

Taxa de cruzamento

De acordo com as estimativas da taxa de cru-
zamento multilocus (¢ ), C. langsdorffii € uma
espécie predominantemente de cruzamento
(Tabelas 1 e 2). Este resultado estd de acordo
com a taxa de cruzamento estimada para uma
populacdo da espécie a partir de locos de iso-
enzimas (7 =0,917, OLIVEIRA et al., 2002). Cru-
zamentos favorecem a manuten¢ao e ampliagao
da diversidade genética nas populagoes devido
a recombinac¢ido de gendtipos. Isso é altamente
favordvel a manutencao da viabilidade evoluti-
va das populagoes, pois a diversidade genética
é a matéria-prima da evoluc¢ao, bem como do
melhoramento genético. Populagdes com alta
diversidade genética sao mais propicias a sobre-
vivéncia em circunstincias de pressido seletiva
natural, visto que esta dltima pode favorecer a
sobrevivéncia dos gendétipos mais adaptados e
eliminar os menos adaptados as novas condi-
¢Oes ambientais.

Estudos tém observado que a taxa de cruza-
mento pode ser afetada pela densidade de in-
dividuos reprodutivos e populacoes com me-
nor densidade tendem a apresentar maior taxa
de autofecundacao do que populagoes de alta

Tabela 3. Taxa de sobrevivéncia individual por arvore matriz de Copaifera langsdorffii, originadas do Bosque e de
outras populacdes aos oito meses apos a semeadura em viveiro.

Table 3. Survival rate for Copaifera langsdorffii by individual seed tree derived from bosque and from other isola-
ted population, eight months after sowing in nurseries.
Bosque Outras populagées
Progénie N°sementes % de sementes germinadas | Progénie N° sementes % de sementes germinadas

9 192 25% 600 76 37%
10 110 24% 602 192 24%
13 192 45% 604 175 55%
16 178 60% 605 192 47%
21 191 32% 607 160 51%
34 72 32% 609 144 27%
38 192 14% 611 45 62%
54 150 29% 612 160 69%
64 152 17% 614 41 58%
65 192 27% 615 192 60%
96 192 17% 617 62 68%
97 176 19% 618 88 79%
101 192 30% 620 65 89%
103 192 31% 621 100 31%
110 192 22%

Total 2565 28% 1692 51%

IC 95% 22 a 34% 41 a61%

IC: intervalo de confianca do erro a 95% de probabilidade estimado entre progénies.
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densidade (ECKERT et al., 2009; FUKUE et al.,
2007; MORAES; SEBBENN, 2011; MURAWSKI;
HAMRICK, 1991; MURAWSKI et al., 1994). Uma
das hipoteses deste estudo era a de que as arvores
em outras pequenas populacdes apresentassem
menor taxa de cruzamento dos que as arvores
ocorrentes no bosque, devido a menor densida-
de local de individuos reprodutivo ou tamanho
de vizinhanga de polinizagao, o que poderia fa-
vorecer o aumento da taxa de autofecundacao,
como observado, por exemplo, na espécie arbo-
rea tropical Neobalanocarpus heimii (NAITO et al.,
2005). Contudo, neste estudo o resultado ob-
tido foi inesperado, visto que se acreditava que
as arvores em outras populagdes tivessem maior
taxa de autofecundacao por, provavelmente, re-
ceberem a visita menos frequente de insetos po-
linizadores. Entretanto, isso nao foi detectado e
ambas as estimativas obtidas no bosque e nas
arvores de outras populacoes foram altas e nao
significativamente diferentes entre si. Uma pos-
sivel explicagdo pode estar associada a depressao
por endogamia, que pode ter eliminado grande
parte das sementes originadas de autofecunda-
¢do nas arvores de outras populacoes. A depres-
sdo por endogamia tem potencial para alterar a
taxa de cruzamento entre o momento de fertili-
zagao e o momento de avaliagdo dos genotipos
por marcadores moleculares. Este fendmeno foi
descrito nas espécies arboreas tropicais Pseudo-
bombax mungumba (GRIBEL; GIBBS, 2002) e Pla-
typodium elegans (HUFFORD; HAMRICK, 2003).
Isso pode ter acontecido no presente caso, o que
resultou no aumento e na auséncia de diferencas
na taxa de cruzamento entre ambas as amostras
do bosque e das arvores de outras populagoes.
Por exemplo, a taxa de sobrevivéncia apos oito
meses da semeadura das sementes foi de ape-
nas 28% nas arvores do bosque e de 51% nas
arvores de outras populacoes. Estas baixas taxas
de sobrevivéncia podem ser o resultado da de-
pressio por endogamia, eliminando parte das
sementes advindas de autofecundacio e cruza-
mento entre parentes. Isso explicaria a alta mor-
talidade em sementes coletadas no bosque, onde
a presenca de estrutura genética espacial foi em-
piricamente comprovada. Obviamente, esta hi-
potese pode explicar também a alta mortalida-
de observada nas demais arvores avaliadas nos
outros fragmentos.

Taxa de cruzamento entre parentes
Um resultado interessante foi as altas taxas
de cruzamentos entre parentes detectados nas

arvores do bosque e nas arvores de outras popu-
lacOes. A alta taxa de cruzamento entre parentes
no bosque era esperada, visto que a populacao
apresenta forte estrutura genética espacial intra-
populacional (SEBBENN et al., 2011), o que per-
mite o cruzamento entre parentes, especialmen-
te se o pélen for disperso a curtas distancias.
Possivelmente, as outras populacoes apresen-
tam também estrutura genética, dado a similar
alta taxa de cruzamento entre parentes. Uma
explicacdo alternativa é a de que estes aparen-
tes cruzamentos entre parentes sao na realidade,
autofecundacoes. Contudo, se isso for verdade,
o mesmo poderia ser dito em relagio as altas
taxas de cruzamentos entre parentes nas arvo-
res do bosque, embora, neste caso, a estrutura
genética espacial previamente detectada nesta
populacao (SEBBENN et al., 2011) pode explicar
0S cruzamentos entre parentes.

Cruzamentos correlacionados

Outro resultado surpreendente foi as altas
correlagoes de paternidade em ambas as arvo-
res do bosque e das outras populagoes, especial-
mente pelo fato de que os frutos de C. langsdor-
ffii contem apenas uma semente. Os resultados
sugerem que apenas duas arvores efetivamen-
te polinizaram cada uma das arvores matrizes
amostradas, igualmente nas do bosque e nas
outras populagoes. Altas correlacdes de pater-
nidade tém sido observadas em algumas espé-
cies arboreas tropicais como Jacaranda copaia
(r, =0,780, JAMES et al., 1998), Stemmadenia
donnell-smithii (r, =0,970, JAMES et al., 1998),
Esenbeckia leiocarpa Engl (rp variando de 0,749 a
0,986, SEOANE et al., 2001) e Theobroma grandi-
florum (r,=0,930, ALVES et al., 2003). Contudo,
em geral, em espécies com frutos que contem
muitas sementes, a correlacio de paternidade
tem sido observada maior dentro de frutos do
que entre frutos, como relatado em Pachira qui-
nata (dentro de frutos - 7 =0,638, entre frutos
- r,= 0,252, dentro de frutos - r, =0,990, en-
tre frutos - r,= 0,120, QUESADA et al., 2001),
Samanea saman (floresta continua: dentro de
frutos - r,=0,990, entre frutos - r,=0,120; arvo-
res isoladas: dentro de frutos - r,=0,771, entre
frutos - r = 0,027, CASCANTE et al., 2002) e
Theobroma cacau (dentro de frutos - r, =0,607,
entre frutos - 7 = 0,099, SILVA et al., 2011). No
presente estudo, devido a cada fruto conter
apenas uma semente, era esperada uma baixa
correlacao de paternidade em ambas as drvores
do bosque e de outras populagdes, embora em
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especial nas do bosque pelo maior tamanho
de vizinhanca de polinizacao (nimero poten-
cial de arvores polinizadoras). A surpreendente
correlacao de paternidade no bosque pode ter
sido gerada por variacao na fenologia de flores-
cimento, associada a um pequeno nimero de
arvores florescendo ao mesmo tempo. C. lan-
gsdorffii apresenta florescimento supra-anual e
nem todas as arvores florescem todos os anos, o
que pode ter causado este resultado.

Parentesco e tamanho
efetivo dentro de progénies

O parentesco e o tamanho efetivo de vari-
ancia dentro de progénies de polinizacao aber-
ta sao diretamente afetados pelo sistema de
reproducao e estrutura genética espacial. Con-
sequentemente, como o tamanho efetivo de
varidncia afeta o nimero de arvores matrizes
para a coleta de sementes, o sistema de repro-
ducido também afeta este niimero. No presen-
te estudo, devido as altas taxa de cruzamentos
correlacionados e autofecundacdes foi obser-
vado que a coancestria e o tamanho efetivo das
progénies foi similar para as progénies coleta-
das no bosque e nas arvores em outras popu-
lacbes, de modo que a estimativa do niimero
de arvores matrizes necessdrias para a coleta
de sementes, visando reter amostras de grupos
de progénies com tamanho efetivo total de
150, foi igual para ambos os casos. Em suma,
de acordo com estes resultados, independen-
temente se a coleta ocorrer no bosque ou em
arvores nestas outras populacoes amostradas
serd necessdario coletar sementes de 109 arvo-
res matrizes. Este nimero é considerado alto,
se comparado ao estimado em outros estudos
com espécies arboreas, como por exemplo, 31
arvores matrizes em uma populagao de Arau-
caria angustifolia (BITTENCOURT; SEBBENN,
2007), 56 em Hymenaea courbaril (LACERDA
et al., 2008), 29 em Myracrodruon urundeuva
(GAINO et al., 2011) e 72 em Hymenaea stigo-
nocarpa (MORAES; SEBBENN, 2011).

CONCLUSAO

As estimativas dos parametros do sistema
de reproducao em sementes de C. langsdorffii
de polinizacao aberta coletadas nas arvores
de outras populacdes e no bosque permiti-
ram concluir que: i) A reducao na densidade
populacional, pelo isolamento espacial de ar-
vores nas outras populacdes, ndo aumentou a
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taxa de autofecundacao e taxa de cruzamentos
correlacionados; ii) Sementes de C. langsdor-
ffii coletadas de polinizagdo aberta de arvores
de outras populagoes tem mesmo grau de pa-
rentesco e endogamia que sementes coletadas
de arvores matrizes que ocorrem agrupadas
no bosque; iii) O namero de arvores matrizes
necessarias para a coleta de sementes foi igual
para arvores de outras populagoes e ocorren-
tes agrupadas no bosque; iv) A sobrevivén-
cia é maior nas sementes coletadas de arvo-
res de outras populacdes do que de arvores
coletadas no bosque.
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