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ESTRUTURA GENETICA EM POPULACOES DE BRACATINGA (Mimosa
scabrella Benth.) POR MARCADOR ISOENZIMATICO E CARACTERES
QUANTITATIVOS

Autora: GRACIELA DA ROCHA SOBIERAJSKI
Orientador: PROF. DR. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

RESUMO

A Mimosa scabrella Bentham (bracatinga) € uma espécie arborea nativa da Mata
Atléntica, de ocorréncia restrita aos Estados do sul e sudeste do Brasil (RS, SC, PR, SP).
A espécie vem sendo cultivada no sul do pais e em outros paises como Costa Rica e
Ruanda, para os mais variados fins. Contudo, embora a espécie tenha diversas utilidades,
muito pouco tem sido feito em termos de melhoramento genético. Assim, em Maio de
2003, um teste de procedéncias e progénies de M. scabrella foi instalado na Estacdo
Experimental de Itatinga (ESALQ/USP), utilizando oito procedéncias nativas € uma
comercial, coletadas ao longo da distribuicdo geografica da espécie. O delineamento
usado foi o Blocos de Familias Compactas, com nove procedéncias, 10 a 20 progénies
por procedéncia, seis plantas por subparcela e cinco repeti¢des. Seis meses apds o
plantio foi medido o cardter altura total e sobrevivéncia de plantas no ensaio.
Concomitantemente, uma amostra de aproximadamente 50 plantas por procedéncia foi
usada para a analise de eletroforese de isoenzimas, revelando-se sete locos polimorficos.

Os resultados mostraram que a espécie tem sistema misto de reprodu¢do com

predominio de cruzamentos (média de fm =0,971).
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Na média das procedéncias foi detectada 7,6% de cruzamento entre individuos
parentes e 51,3% de cruzamentos biparentais, indicando fortes desvios de cruzamentos
aleatérios e que as progé€nies sdo constituidas por misturas de diferentes tipos de
parentescos. Em concordancia, o coeficiente médio de parentesco entre plantas dentro de

progénies foi alto (0,392). A andlise da diversidade genética detectou altos niveis de
heterozigosidades (I-AI . =0,580; béi , =0,530), embora em duas procedéncias (Cagador-

SC e Ituporanga comercial-PR) foram detectados excessos significativos de
homozigotos em relacdo ao esperado sob Equilibrio de Hardy-Weinberg. O estudo da
associacdo entre distancia genética de Nei (1978) com a distdncia geografica entre

procedéncias, usando o teste de Mantel, ndo detectou correlacdo significativa
(7=0,198;P =0,159), de forma que ndo € possivel atribuir o padrio de distancia
genética observado entre procedéncias ao modelo isolamento por distancia. A
comparacdo da medida de divergéncia genética entre procedéncias detectada por

caracteres quantitativos (Q ,= 0,039) com a detectada por locos isoenzimaticos (ép=

0,018) sugere que a divergéncia genética quantitativa observada entre as procedéncias

aos seis meses de idade para o carater altura foi causada por selecdo divergente
(Q, >6,). Pardmetros genéticos foram estimados para o cardter altura, usando os

modelos aleatério (assume progénies de polinizagdo livre como meios-irmaos) e misto
de reproducdo (assume progénies de polinizacdo livre como misturas de diferentes
parentescos). A estimativas da varidncia genética aditiva, os coeficientes de
herdabilidade e os ganhos esperados na selecdo foram superestimados em 36%, 48% e
41%, respectivamente, quando o modelo aleatério de reprodugdo foi usado ao invés do

modelo misto de reproducao.

Palavras-chave: Mimosa scabrella; teste de procedéncias e progénies; sistema de

reprodugdo; estrutura genética; melhoramento genético.



GENETIC STRUCTURE IN BRACATINGA POPULATIONS (Mimosa scabrella
Benth.) FOR QUANTITATIVE TRAIDS AND ISOZYME MARKERS

Author: GRACIELA DA ROCHA SOBIERAJSKI
Adviser: PROF. DR. PAULO YOSHIO KAGEYAMA

SUMMARY

Mimosa scabrella Bentham (Bracatinga), is a native tree species of Atlantic
Forest, of restricted occurrence to the Southwest and South of Brazil (RS, SC, PR and
SP). The species comes being cultivated in the Brazil south and in the other countries as
Costa Rica and Ruanda, for the most varied ends. But, although the species has a varied
ends, lack studies in the genetic breeding. Thus, in May of 2003, a M. scabrella
provenance progeny test was implanted in the Experimental Station of Itatinga
(ESALQ/USP). The design used was the Compact Family Block with eight provenances,
10 to 20 families per provenance, six plants per subplot and five replications (block).
Total height and survival at six months old were measured in the trials. Concomitantly, a
sampled of about 50 plants per provenance was used to analyses of isozymes
electrophoresis, reveling seven polymorphic loci. The results showed that the species has
a mixed mating system with outcrossing predominance (average fm: 0.971). In the
provenance average was detected 7.6% of biparental inbreeding and 51.3% of biparental
outcrossing, indicating strong deviations of random mating and that the families are
mixtures of different relatedness kinds. In agreement, the average relatedness coefficient
among plant within families was high (0.392). The analyses of genetic diversity detected

high levels of observed and expected heterozygosities (I:Ie: 0.580; PAIU =0.530,

respectively), although in two provenances (Cagador-SC and Ituporanga comercial-PR)
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were detected significant excess of homozygotes in relationship to expected in Hardy-
Weinberg equilibrium. The studied of association among Nei (1978) genetic distance

and geographic distances among provenances, using Mantel test, no detected significant
correlation (7 =0.198 ; P=0.159 ), indicating that the observed genetic distance among
provenance patters is not possible to attribute the isolation distance model. The
comparison of genetic divergence among provenance measured by quantitative traits
(Qp = 0.039) with the measure by isozymes loci (ép = 0.018) suggest that the
quantitative genetic divergence among provenance at six months old to height trait was

caused by divergent selection (Q , > ép ). Genetic parameters were estimated to height

trait, using the random (assume open-pollinated arrays with half-sibs) and mixed
(assume open-pollinated arrays with mixed of different relatedness kinds) mating model.
The additive genetic variance, heritabilities coefficients and expected gain selection
were 36%, 48% and 41%, respectively, super-estimates, where a random model was

used instead of mixed mating model.

Key words: Mimosa scabrella; test of origins and lineages; reproduction system; genetic

structure; genetic improvement.



1 INTRODUCAO

Desde o inicio da colonizacdo do Brasil, nossas florestas vém sofrendo uma
crescente exploragdo. O bioma mais afetado nesse periodo foi a Mata Atlantica, restando
hoje cerca de 7% de sua cobertura original. A Floresta Ombroéfila Mista ou Mata de
Araucéria, ¢ uma das formacgdes inseridas nos dominios da Mata Atlantica, e tem
ocorréncia restrita ao sul do pais. Dentro do bioma € a formagdo que apresenta maior
fragmentacdo, restando apenas 5% de sua area (MMA, 2002). Nas tltimas décadas
iniciaram-se trabalhos com o objetivo de preservar esses poucos remanescentes de Mata
Atlantica, e também de restaurar ambientes degradados pelo desmatamento, uso
intensivo da agropecudria e mineragdes. A caracterizacdo dessas formacgdes florestais
(estudos fitossocioldgicos, de distribuicdo espacial das espécies, processos ecolégicos e
genéticos) € imprescindivel para orientar os programas de uso e conservagao.

Com o desenvolvimento de técnicas de analises moleculares (isoenzimas, RFLP,
microssatélites), muitos trabalhos tém caracterizado a variabilidade genética das
espécies arboreas nativas, dos diferentes grupos sucessionais. Estudos t€m mostrado que
a variacdo genética isoenzimdtica difere entre espécies e grupos taxondmicos € que a
variacdo dentro das populagdes estd associada as caracteristicas dos historicos de vida
das espécies, como por exemplo, a distribuicdo geogréfica, o sistema de reprodugio, o
tempo de fecundidade e os mecanismos de dispersdo de pdlen e sementes (Brown, 1978;
Hamrick, 1983; Hamrick & Godt, 1990). Também tem sido verificado que a
variabilidade isoenzimdtica para espécies arbdreas tropicais é maior que para a média

das espécies arboreas e plantas anuais (Hamrick, 1983).



A Mimosa scabrella Benth., ou bracatinga, ¢ uma espécie arbérea leguminosa
nativa de grande importancia socio-econdmica no sul do Brasil. Essa drvore vem sendo
cultivada nos arredores de Curitiba - PR desde o inicio do século XX, consistindo no
sistema agroflorestal mais antigo do pais. O cultivo € praticado por pequenos e médios
proprietérios, geralmente pouco capitalizados, e principalmente em terrenos declivosos
(Carpanezzi, 1997). Na regido, € utilizado o sistema tradicional (Carpanezzi, 1997),
onde nos primeiros anos, a floresta € implantada juntamente com culturas agricolas
(milho, mandioca, feijdo...) (Carpanezzi, 1994).

Apesar do amplo uso, pouco se tem estudado em relacdo a estrutura genética e ao
melhoramento da espécie. Em situagdes onde a espécie possui uso regular pelos
produtores e ndo apresenta problemas em plantios de alta densidade, o melhor plano
para conservacdo da mesma € a instalacido de bancos de conservacdo ex situ,
principalmente sob a forma de testes de procedéncias e/ou progénies. Essa estratégia
permite aos pesquisadores realizarem estudos de genética populacional e de
melhoramento genético, a0 mesmo tempo em que a amostra de individuos permanece
conservada.

Diante do exposto, esse trabalho buscou estudar a estrutura genética em oito
populacdes naturais e uma comercial de M. scabrella, localizadas ao longo da
distribui¢do natural da espécie. Para o efetivo conhecimento da estrutura genética da
espécie investigaram-se o sistema de reproducdo e os niveis de variabilidade via
marcadores isoenzimdticos e caracteres quantitativos. Deseja-se com esse estudo
contribuir para as medidas de conservacdo e auxiliar em futuros programas de
melhoramento genético da espécie M. scabrella.

Especificamente buscou-se:

e Estudar o sistema de reprodu¢do de nove populacdes de M. scabrella;

e Determinar a variabilidade genética entre e dentro das populacdes de M. scabrella,
via caracteres quantitativos e marcadores isoenzimaticos;

e Comparar a divergéncia genética, obtida por marcador isoenzimadtico e caracteres

quantitativos, entre as populagdes ao longo da distribuicdo geografica da espécie;



e Estudar a influéncia do sistema de reproducdo misto nas estimativas dos parametros

utilizados no melhoramento da espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A espécie Mimosa scabrella Benthan

A Mimosa scabrella Bentham, popularmente conhecida como bracatinga, é uma
espécie leguminosa de ocorréncia restrita aos estados do Rio Grande do Sul, de Santa
Catarina, do Parand e de Sao Paulo. Sao reconhecidas e cultivadas duas variedades
botanicas de M. scabrella: a variedade scabrella (conhecida como tipica), e a variedade
aspericarpa (Hoehne) Burkart (conhecida como argentina). Apesar do nome popular,
ambas tem ocorréncia restrita ao Brasil (Carpanezzi, 1994).

Nativa de climas frios, a M. scabrella tem ocorréncia restrita na Floresta
Ombrdfila Mista, entre as latitudes 21° 30° S e 29° 40’ S, e longitudes 48° 30’ W e 53°
50 W (Carvalho, 1994). A altitude pode variar de 500 a 1500 m. O clima predominante
€, segundo a classificacdao de Koeppen, o Cfb (Rotta & Oliveira, 1981). Nessa zona de
distribuicao, ocorrem invernos rigorosos e apresenta umidade constante, sendo a espécie
resistente a geadas (Iede, 1981).

Segundo Carvalho (1994), a M. scabrella é uma planta perenifélia, helidfita e
indiferente as condi¢des do solo. Trata-se de uma espécie comum em associagOes
secunddrias, onde pode formar agrupamentos densos e quase puros, € sendo pouco
freqiilente em matas bem conservadas (Carpanezzi, 1997). Em populacdes naturais, as
arvores podem viver até 30 anos e atingir 20 m de altura e DAP de 40 cm (Carpanezzi,
1997).

A espécie apresenta tronco reto e esbelto quando plantada densamente, ou curto e
ramificado em darvores isoladas (Carpanezzi, 1994). As suas folhas sd@o compostas
(paripinadas), e muito varidveis em nimero de pares de pinas (4-14 pares), € em nimero

de foliolos por pinas (15-30 pares).



Como na maioria das Mimosoideae, as flores sdo reunidas em inflorescéncias do
tipo capitulo globoso (geralmente em nimero de trés). As flores sdo muito pequenas, de
corolas gamopétalas verdes, e com pistilo e estames livres amarelos (Catharino et al.,
1982). Os pistilos geralmente alcancam a maturacao antes da liberacdo do pdlen, em uma
mesma flor (Catharino et al., 1982). O fruto é do tipo Legume Craspédio, o qual
caracterizasse pela fragmentacdo transversal do pericarpo, mas essa ndo atinge as bordas
que ficam inteiras e persistem (Barroso et al., 1999). O legume apresenta cor marrom clara
com, em média, quatro sementes. Suas sementes apresentam dorméncia tegumentar sendo
impermedveis a dgua (Carpanezzi, 1997).

A inducdo a germinagdo pode ser realizada de duas formas: no campo e em
laboratério (ou viveiro). O modo realizado tradicionalmente é a queima dos residuos da
rotacdo anterior no campo. Mas essa prdtica vem sendo desvalorizada a0 mesmo tempo
que crescem as preocupacdes com a perda de nutrientes, conservacdo do solo e a
poluicdo ambiental. A alternativa € a produg¢do de mudas em viveiros, deixando as
sementes imersas em dgua a 80 °C (fora do aquecimento) por 5 minutos, ou em 4cido
sulfurico puro, variando de 1 a 4 minutos (Fonseca, 1982). Apesar de recomendada, esta
pratica € pouco utilizada visto que os custos de implantacdio aumentam
consideravelmente (Graca & Mendes, 1987). Outra forma seria a escarificacdo
mecanica, que desprende muito tempo, porém apresenta boa germinagao.

O florescimento inicia-se a partir dos oito meses sendo pouco abundante,
normalizando aos trés anos. A floracao inicia-se em abril prolongando até setembro (var.
scabrella), enquanto que a variedade aspericarpa floresce em novembro e dezembro. A
intensidade de floracdo altera anualmente em conseqiiéncia da variagdo climdtica. O
auge da floragdo ocorre no inverno, o que justifica a importancia dessa espécie para
apicultura (Carpanezzi, 1994). A frutificacdo estende-se pelos meses de dezembro até
marco (Cardoso, 1979).

As flores da M. scabrella ndo necessitaram de especializacdes por parte dos
polinizadores, mostrando-se uma espécie autofilica (Catharino et al., 1982). Alguns
possiveis polinizadores ja foram reconhecidos, como por exemplo, Apis mellifera,

Melipona marginata, M. quadrifasciata e Plebeia remota (Pirani, 1994). Catharino et al.



(1982) observaram além da A. mellifera, a Trigona sp. visitando as flores da M.
scabrella.

A exploracdo da madeira ocorre aos oito anos, quando a produ¢do volumétrica
atinge entre 12 e 15 m’/ha (Carvalho, 1994), sob regeneragdo natural. A segunda rotacdo
¢ normalmente induzida pelo fogo, que favorece a quebra da dorméncia tegumentar de
suas sementes (Carpanezzi, 1994). Assim, o reflorestamento com a bracatinga torna-se
muito facil e pouco dispendioso para os pequenos produtores (Carvalho, 1981b). Ao
contrario de outras pioneiras utilizadas em reflorestamentos, a M. scabrella nao rebrota
apos o corte ou fogo, facilitando o controle de invasdes indesejadas (Carpanezzi et al.,
1990).

Atualmente, o seu principal produto de exploracdo € madeira para lenha e carvao,
sendo a producdo de mel um subproduto pouco extraido pelos apicultores. Sua madeira
proporciona lenha e carvdo de excelente qualidade devido a sua alta densidade (0,58
g/m3 ) (Carpanezzi, 1997). O carvao proveniente dessa arvore tem alto rendimento, com
elevado teor de carbono fixo (Lisbdao Junior, 1981), e poder calorifico entre 7.239 e
7.554 Kcal/kg (Carvalho, 1994). Porém, apresenta o inconveniente de possuir alto teor
de cinzas (Lisbao Junior, 1981; Pereira & Lavoranti, 1986).

Por essa ser a principal utilizacdo da M. scabrella, vérios trabalhos foram
realizados, como os de Pereira & Lavoranti (1986) e Shimizu (1987) que estudaram trés
procedéncias de M. scabrella: Cagador (SC), Concérdia (PR) e Colombo (PR), visando
comparar a qualidade da madeira. Pereira & Lavoranti (1986) ndo encontraram
diferengas significativas entre as procedéncias para as caracteristicas de densidade basica
e teor de lignina. Entretanto, Shimizu (1987) considerou a procedéncia de Concordia
superior as demais para a caracteristica de produtividade volumétrica, sendo 214%
superior a testemunha comercial. Fonseca (1982) encontrou variagdes relacionadas com
o gradiente latitudinal principalmente para caracteristicas das sementes, embora ndo
tenha sido encontrada variacao significativa para densidade basica da madeira.

Segundo Carvalho (1981a) a espécie apresentou crescimento superior em relagao

a outras 19 nativas e duas exoéticas, em quatro locais no Paranid. Com excecdo do



guapuruvu - Schizolobium parahyba (em apenas um local), a M. scabrella apresentou os
melhores resultados para altura a taxa de sobrevivéncia.

A M. scabrella produz um mel escuro, mas de boa aceitacdo no mercado.
Pegorado & Carpanezzi (1995) estimaram em seu trabalho a produg@o de mel em 120Kg
de mel/ha, o que pode ser considerada uma boa produc¢do. Segundo andlise desenvolvida
por Cardoso (1979), o “mel de inverno” possui vitaminas A, B e C e uma quantidade
maior de sais minerais, 0 que o torna muito nutritivo, além de apresentar esséncias
perceptiveis ao olfato e ao paladar. A concentracdo média de agucar encontrada nesse
mel € de 24,16% (Pegorado & Carapanezzi, 1992).

Além dos usos com finalidades energéticas e meliferas, a M. scabrella também
apresenta utilizacdo como escoras para construcdo, madeira serrada, forrageira,
sombreadora para outras culturas, extracdo de goma (trigalactosil pinitol e
galactomanana), e para recuperagdo de solos degradados (Carvalho, 1994), entre outros.

No Parand, Poggiani et al. (1982) utilizaram a espécie na recuperagdo de solos
degradados pela exploracdo de xisto betuminoso. Nesse local, observou-se uma
acentuada deposi¢do de nitrogénio e fésforo pelas folhas da M. scabrella. A toxidade do
aluminio e manganés presentes no solo pareceu ndo ter causado danos as plantas.

Picado (1985, citado por Carpanezzi, 1997), relatou que na Costa Rica, a M.
scabrella é muito utilizada como sombreadora para o café. Com a mesma finalidade a
espécie € utilizada na Guatemala desde 1940 (Carvalho, 1994). Enquanto que em locais
de altitude em Ruanda, as suas folhas sdo utilizadas como forragem para caprinos
(Nyang et al., 1994). Por fornecer varios produtos, a M. scabrella é considerada uma
espécie de “uso multiplo”, sendo seu cultivo difundido no Brasil e em outros paises

(Carpanezzi, 1997).

2.2 Sistema de reproducao

O sistema de reproducdo € o modo como as espécies transferem suas
informacdes genéticas de uma geracdo para outra (Wright, 1921). Existem trés tipos de
sistemas de reproducdo: a autogamia, a alogamia, e 0 misto. Na autogamia ocorre a

fusdo dos gametas masculino e feminino de um mesmo individuo para a formagdo de um



novo, por meio da autopolinizagdo. Sucessivos ciclos de autofecundagao,
ineviatavelmente, geram a homozigose (Ramalho et al., 2001), e por conseqiiéncia, uma
menor diversidade genética.

A reproducdo das espécies aldgamas ocorre através do acasalamento entre
plantas, assim, um individuo qualquer € oriundo de gametas femininos e masculinos de
plantas diferentes (Souza Junior, 2001). Dessa forma, as plantas podem apresentar seus
locos em homozigose ou heterozigose. Esse ultimo permite que alelos recessivos, ou
deletérios, permanecam ocultos nas populacdes, ocasionando uma reducdo de vigor
quando as espécies aldgamas sdo submetidas a endogamia (Allard, 1971).

O terceiro tipo, o sistema misto de reproducdo, é uma mistura dos dois processos
anteriores, em maior ou menor intensidade de cada um. Normalmente, diz-se que uma
espécie € de reproducdo mista com predominancia a alogamia, ou a autogamia,
conforme a relacdo entre as taxas de cruzamento e autofecundac@o.

Nas ultimas décadas a aplicagdo de estudos do comportamento floral, utilizando
técnicas moleculares e a elaboracdo de modelos estatisticos mais complexos tém
permitido descrever, de forma mais detalhada, os sistemas de reproducdo de varias
espécies (Clegg, 1980). Dois trabalhos sdo cldssicos nessa drea: Bawa (1974) e Hamrick
(1983). Um dos primeiros estudos do sistema de reprodugcdo em espécies arboreas
tropicais, realizado por Bawa (1974), através de polinizagdo controlada e observacoes
sobre a biologia floral das espécies comprovou que 79,4% das espécies possuiam algum
mecanismo de auto-incompatibilidade, inclusive as que possuem flores hermafroditas. A
predominancia pela fecundag¢do cruzada nas espécies das florestas tropicais reflete a
importancia dos agentes polinizadores nesse ambiente.

A evolucdo das técnicas moleculares e dos modelos estatisticos possibilitou a
estimativa das taxas de cruzamento e de autofecundacdo das espécies de reproducao
mista. Tais estudos tém demonstrado que as espécies florestais tropicais, na sua maioria,
apresentam sistema misto de reproducdo com predominancia a alogamia (Hamrick,
1983). Sebbenn (2001) reunindo vérios trabalhos pode concluir que as espécies arboreas
tropicais possuem, em média, taxa de cruzamento de 0,880, sendo a média para as

espécies arboreas de 0,851. Outra compilagdo de trabalhos, realizado por Kageyama et



al. (2001), detecta que a taxa de cruzamento das espécies oscila entre 0,82 e 0,98,
variando conforme a espécie e quanto ao grupo sucessional ao qual pertence.

Por haver espécies que variam desde a total autogamia até a alogamia,
percorrendo por diferentes niveis de combinacdo entre os dois sistemas, a elucidagdo do
sistema de reproducdo tem grande importancia nos programas de conservacio e
melhoramento, visto que € esse habito que ird determinar a estrutura genética que terao

as suas populacdes.

2.3 Diversidade genética

A biodiversidade é um termo que adquiriu grande importancia nos dltimos anos.
De uma forma geral, representa a somatdria de todas formas de vida existentes,
incluindo os vdrios habitats e a diversidade genética dessas (Valois et al., 1996). A
biodiversidade, ou simplesmente diversidade, pode ser quantificada conforme sua
distribui¢io entre e/ou dentro de biomas, de ecossistemas, e de populagdes. E
fundamental para a conservagdo e o manejo dos recursos genéticos entender as causas, a
manutencdo e como a diversidade se distribui desde grandes biomas até ao nivel de
genes. Dentre os niveis classificados, a diversidade genética entre e dentro de
populacdes de uma espécie merece consideracdo especial pois, os efeitos das alteracdes
nas freqiiéncias alélicas sdo refletidos diretamente sobre os individuos que formam a
populacgao.

Os estudos de genética de populacdes avangaram significantemente na década de
60, a partir do desenvolvimento de técnicas de marcadores moleculares. H4 uma grande
amplitude de ferramentas passiveis de serem utilizadas em trabalhos de caracterizacdo
da diversidade genética, como os marcadores fenotipicos (altura, cor de pétalas), e
moleculares (isoenzimas, RAPD, RFLP, microssatélites) (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Grande parte desses permite ao pesquisador caracterizar de forma répida e facil a
variabilidade genética das populagdes de interesse.

A diversidade genética permite que as populacdes possuam plasticidade para se
adaptarem as modificagdes impostas pelo ambiente. Essa variabilidade € resultante da

interacdo de diversos fatores evolutivos, dentre eles, a sele¢do natural, a deriva genética,
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a mutacdo e a migragdo. A selecdo natural, assim como a deriva genética, diferencia as
populacdes. A mutacdo cria diversidade ao passo que, normalmente, as alteracdes do
genoma decorridas dessa ndo resultam da recombinacao reciproca (Futuyma, 1992). E a
migracdo (ou fluxo génico) amplifica a diversidade por permitir a recombinagdo entre
individuos de diferentes populacdes (Hartl & Clark, 1997).

Estudos que quantifiquem e caracterizem a distribuicdo da diversidade genética
de populagdes naturais sao imprencidiveis para os planos de conserva¢ao, melhoramento
e domesticacdo das espécies (Kageyama, 1987). Nos tultimos anos, vérios trabalhos tém
estudado a variabilidade genética das espécies florestais nativas. Esses trabalhos tém
mostrado que os valores obtidos para os diferentes parametros variam muito entre as
espécies. Isso justifica a intensificacdo das pesquisas nessa drea, refletindo a necessidade
de gerar conhecimentos que possam ser utilizados para conservacdo dos remanescentes

florestais.

2.4 Variacoes genéticas por caracteres quantitativos e marcadores moleculares

A variabilidade genética pode ser quantificada através de varios métodos que
possibilitam a obtencdo de diferentes parametros para realizar a sua caracterizagao.
Durante muito tempo os marcadores fenotipicos foram utilizados para caracterizacdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagdes, por esses apresentarem facil
deteccdo e mensuracdo. Esses marcadores podem ser utilizados porque os individuos
diferem fenotipicamente entre si, mesmo quando comparados dentro de progénies (Hartl
& Clark, 1997).

O desenvolvimento de técnicas moleculares teve uma grande contribuicdo para
os estudos de genética de populacdes e melhoramento genético por tornar possivel a
andlise de cada populacdo, ou individuo, de interesse em um pequeno espaco de tempo.
Podemos utilizar qualquer forma alélica (fragmento de DNA ou a expressdo de uma
proteina codificada por ele), originada de um genoma como marcador genético (Souza,
2001).

Um ponto fundamental difere esses dois métodos de deteccdo da diversidade

genética: a origem das diferencas encontradas por eles. A influencia ambiental sofrida
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pelos marcadores morfoldgicos é causada pela atuacdo da selec@o natural em conjunto
com a deriva genética. Diferentemente, as técnicas moleculares ndo apresentam a
influéncia da selecdo natural por seus locos serem, em geral, seletivamente neutros
(Torggler et al., 1995). A deriva genética pode ser definida como uma mudanga aleatéria
na freqiiéncia génica, e essa alteracdo contribui de forma significante para a
diferenciacdo entre as populagdes, eventualmente fixando (e extinguindo) um dos alelos
(Futuyma, 1992). As principais conseqiiéncias da deriva genética s@o a perda da
variabilidade genética dentro das populacdes e a divergéncia entre elas (Futuyma,
1992).

O conceito de selecdo natural é o principio fundamental na biologia evolutiva.
Ele pode ser entendido como uma diferenca ndo aleatéria no desempenho dos
individuos, e atua de maneira discriminativa sobre o seu fenétipo (Valois et al., 1996).
As variagdes ocasionadas na freqiiéncia alélica pela sele¢do natural sd@o determinadas
pelas circunstancias presentes, ndo podendo moldar-se previamente a ambientes futuros
(Futuyma, 1992). E fundamental reforcar que a deriva genética ocorre devido a fatores
casuais, enquanto que na selecao natural hd uma pressdo seletiva exercida por um
conjunto de fatores bidticos e abidticos sobre o individuo (Valois et al., 1996). A
importancia da selecdo natural para o desenvolvimento dos caracteres adaptativos é
inegdvel. Porém, os processos casuais sdo fundamentais no processo evolutivo dos
organismos ja que toda influéncia sobre o valor adaptativo depende da constitui¢do
prévia desses (Coelho & Valva, 2001). Assim, a divergéncia encontrada entre as
populacdes é resultante, principalmente, da interacdo em maior ou menos grau desses
dois fatores evolutivos.

Um dos parametros utilizados para quantificar a variabilidade genética é
divergéncia existente entre e dentro das populagdes. A divergéncia genética pode ser
avaliada tanto por caracteres quantitativos quanto por marcadores isoenzimdticos. A
unido dessas duas técnicas pode promover valorosas discussdes sobre qual a relacao
entre a deriva genética e a sele¢do natural como determinantes do processo evolutivo das

populacdes (Torggler et al., 1995).
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A reunido das duas técnicas possibilita fazer inferéncias sobre o efeito da selecdo
natural na divergéncia entre as populacdes. Comparando os resultados de divergéncia
genética entre populagdes estimadas por marcadores isoenzimdticos (Ost) com o obtido
para os caracteres quantitativos (Qst) pode-se fazer inferéncias sobre a origem dessa
divergéncia (Sebbenn et al., 2001a). Segundo a hipétese de divergéncia seletiva (Wright,
1951; Lande, 1992), ndao podemos negar que a sele¢do divergente esteja atuando caso os
valores encontrados para Qgsr sejam significativamente maiores que os obtidos para Osr.
Porém, se Qst apresentar valores semelhantes ou significativamente menores que Osr,
ndo podemos recusar a hipdtese de que essa divergéncia esteja sendo causada
principalmente pela deriva genética (Yang et al., 1996).

Apesar da relevancia do assunto, poucos estudos realizando a comparacdo dos
dados obtidos por caracteres quantitativos e marcadores isoenzimdtico foram realizados
(Hamrick, 1983). Moraes (1982) ao utilizar as isoenzimas e os caracteres quantitativos
para estudar a estrutura genética de duas populacdes de Myracrodruon urundeuva
observou alta coeréncia entre os resultados, mostrando que em ambos 0s casos a maior
parte da variabilidade genética encontrava-se dentro de progénies. Com o objetivo de
investigar as causas da divergéncia observada entre as populacdes de Pinus contorta ssp.
latifolia Yang et al. (1996) estudaram cinco populac¢des utilizando informacdes obtidas
de 19 sistemas isoenzimdticos € seis caracteres quantitativos. Em dois caracteres a
hipétese de divergéncia seletiva ndo pode ser aceita, mostrando que ha diferentes
pressoes seletivas entre os caracteres quantitativos (Yang et al., 1996). Jaramillo-Correa
et al. (2001) encontraram resultados semelhantes ao estudar a espécie Picea glauca. Para
quatro caracteres quantitativos estudados (de um total de 10), o valor encontrado de
divergéncia entre populacdes foi maior do que o encontrado para isoenzimas (Jaramillo-
Correa et al., 2001). Sebbenn et al. (2001a) ndo encontraram divergéncias significativas
entre as populacdes estudadas de Cariniana legalis. Por se tratar de uma espécie longeva
pode ser que ndo tenha transcorrido tempo suficiente para que as divergéncias tenham se
acentuado, seja por efeito da deriva genética, ou por selecdo natural (Sebbenn et al.,
2001a). Gonzalez-Martinez et al. (2002) comparando as divergéncias encontradas entre

19 populagdes por caracteres quantitativos e isoenzimas, concluiram que, para a espécie
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Pinus pinaster, todos valores encontrados para os trés caracteres quantitativos estudados
foram maiores que o observado para a média dos locos de isoenzimas.

De uma forma geral, os resultados encontrados por diversos autores para espécies
arbéreas mostram haver forte congruéncia entre os dados obtidos por caracteres
quantitativos e marcadores isoenzimaticos. Assim, torna-se essenciais os trabalhos que
combinem técnicas de marcadores moleculares aos de genética quantitativa visando um
melhor entendimento de como os processos evolutivos estdo atuando sobre as
populagdes, e como isso afeta a conservacdo e o melhoramento dos recursos genéticos

ali existentes.



3 ESTUDO PRELIMINAR DO SISTEMA DE REPRODUCAO EM NOVE
PROCEDENCIAS DE Mimosa scabrella BENTHAN (LEGUMINOSACEAE) -
PRELIMINAR STUDIED OF MATING SYSTEM IN NINE Mimosa scabrella
BENTHAN PROVENANCES (LEGUMINOSACEAE)

Resumo
O sistema de reproducdo de nove procedéncias de Mimosa scabrella da floresta
subtropical do Brasil foi investigado por andlise de isoenzimas usando o modelo misto

de reproducdo e o modelo de cruzamentos correlacionados. Em geral, o indice de
fixacdo estimados nas drvores maternas (ﬁ , variando de zero a 0,040) foi menor do que
o obtido nas progénies (Fp, variando de -0,022 a 0,154) sugerindo selecdo contra
homozigotos durante o crescimento das plantulas até a fase reprodutiva. Desvios do
modelo misto de reproducdo ficaram evidentes nas diferencas entre as freqiiéncias
alélicas dos 6vulos e do pdlen. A espécie foi encontrada por ser predominantemente de

cruzamento (fm entre procedéncias variando de 0,859 a 1,000). As diferencas entre a

A A .
taxa unilocus e multilocus foram positivas e significativas (7, -f , variando entre

procedéncias de 0,012 a 0,105) indicando endogamia biparental e provével estrutura

genética espacial nas procedéncias. A correlagdo de autofecundagdo foi baixa, mas
significativa nas procedéncias (fs , variando de 0,013 a 0,310), sugerindo possivel
variacdo na auto-incompatibilidade entre arvores. A correlacdo de paternidade observada
entre procedéncias foi alta e significativa (fP, variando de 0,153 a 0,694), indicando alta

proporc¢ao de irmaos-completos dentro das progénies.
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As estimativas do coeficiente de coancestria dentro de progénies (6’1)7 variando de 0,145
a 0,220) foram maiores do que as esperadas em progénies de meios-irmaos (0,125). A

estimativa do tamanho efetivo de variancia médio das progénies (N , variando de 2,27

e(v

a 3,46) foi menor do que o esperado em uma procedéncia idealizada (N, = 4)

e(v)
indicando fortes desvios de cruzamentos aleatérios. Os resultados sdo discutidos na Otica

do melhoramento e conservacdo genética.

Palavras-chave: Mimosa scabrella, isoenzimas, endogamia, coancestria, sistema misto

de reproducao.
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Summary
The mating system in nine Mimosa scabrella populations form Brazil subtropical
forest was investigated by allozyme analysis using the multi-locus mixed-mating system

and correlated mating models. In general, the fixation index estimates in mother trees
(F, range zero to 0.040) was lower than that obtained for progeny arrays (ﬁp, range to -

0.022 to 0.154) suggesting selection against selfed progenies during grown of seedlings
to reproductive size. Departures from the mixed-mating model were evident from

differences in pollen and ovule allele frequencies. The species was found to be

predominantly outcrossed (fm among populations ranged 0.859 to 1.000). Differences

between multi-locus and single-locus were positives and significant (fm—f ., range

between population at 0.012 to 0.105) indicating biparental inbreeding and probably

spatial genetic structure in the populations. Correlation of selfing was lower, but
significant in the populations (fs , range to 0.013 to 0.310), suggesting possible variation
in auto-incompatibility among trees. High and significant estimates of correlation of
paternity were observed among populations ( 7, range 0.153 to 0.694), indicating high
proportion of full-sibs within families. The estimates of coefficient of coancestry within

families (éxy ranged 0.145 to 0.220) were larger than that expected in half-sibs (0.125).
The variance effective population size estimates were lower (]Qe(v) range 2.27 to 3.46)

than the expected in a idealized population (]\7 = 4) indicating strong deviations of

e(v)
random matins. The results are discussed in the sense of genetic improvement and

conservation.

Keywords: Mimosa scabrella, isozymes, inbreeding, coancestry, mixed mating system.
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3.1 Introducao

Mimosa scabrella Bentham (Leguminosae-Mimosoideae) ou bracatinga € uma
espécie arborea subtropical brasileira que ocorre naturalmente entre que as latitudes
21°30° S (Coronel Pacheco-MG) a 29°40’S (RS), abrangendo os Estados de Minas
Gerais (sul), Rio de Janeiro, Sdo Paulo (leste e sul), Parand (sul e centro sul), Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (nordeste) em altitudes preferencialmente entre 400 m a
1.000 m (Carvalho, 1994). Sua freqiiéncia € descontinua, tornando-se as vezes muito
abundante, especialmente nas florestas de araucdria semi-devastadas e nas condi¢des de
vegetacdo secunddria (Reitz et al., 1978). Suas flores sdo polinizadas principalmente por
abelhas do tipo Apis e Trigona e tem suas sementes dispersas por autocoria. Seu
crescimento € rapido até aproximadamente os seis anos de vida, apds entra em fase de
crescimento lento e posteriormente (10 a 12 anos) tendem a entrar em fase de declinio
vital.

O sistema de reproducdo em plantas é afetado por uma ampla extensdo de fatores
externos as plantas, tais como vetores € comportamento de polinizacdo e, dentro de
plantas, tais como fenologia floral e alocacao de recursos dentro de frutos (Millar et al.,
2000). Outro mecanismo interno, de origem genética, tal como a auto-incompatibilidade
também afeta o sistema de reproducdo de plantas. Esses fatores geram variagdes no
sistema de reproducao entre frutos dentro de plantas, entre plantas dentro de populacdes
e entre populacdes. O conhecimento da variacdo no sistema de reproducdo em
populacdes de uma espécie é de fundamental importidncia para o delineamento de
estratégias para a conservacao e o melhoramento genético, visto que permite a aplicacio
de métodos amostrais mais efetivos e a aplicacdo de modelos matemédticos mais precisos
no estudo da heranca quantitativa de caracteres de interesse econdmico.

Espécies arboreas tropicais geralmente apresentam sistema misto de reproducdo
com predominio de cruzamentos. Segundo, Sebbenn (2001) a taxa de cruzamento média
em espécies arboreas folhosas € de 0,880, o que pode ser considerado uma taxa alta.

O objetivo deste capitulo foi estudar o sistema de reproducdo de nove
procedéncias de M. scabrella usando sete locos isoenzimaticos € o modelo misto de

reproducdo e modelo de cruzamentos correlacionados.
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3.2 Material e Métodos
3.2.1 Coleta das amostras

Esse trabalho foi desenvolvido com material genético proveniente de oito
procedéncias naturais € uma comercial, ao longo da distribuicdo geogrifica de M.
scabrella. Para a escolha das localidades foram consideradas as seguintes observagdes:
existéncia de procedéncias conhecidas e bem conservadas; e que as procedéncias
apresentassem um numero de matrizes suficiente (aproximadamente, 20 matrizes).
Também foi observada a recomendacdo de Kemp (1976), respeitando uma distancia
maxima de 1 grau de latitude entre as procedéncias. Em cada municipio foi localizada
uma procedéncia, exceto Ituporanga com uma procedéncia natural e uma comercial. A
identificacdo das procedéncias e a coleta das sementes foram realizadas por técnicos da
EMBRAPA/CNPF entre os anos de 1997 e 1999. A localizacio dos municipios estd
descrita na Tabela 1 e demonstrada na Figura 1.

Em cada local (procedéncia) foram coletadas sementes de 10 a 20 &4rvores
matrizes. De cada drvore foram coletadas sementes suficientes para producdo de 50
mudas por progénies. As sementes foram germinadas separadas por progénie no viveiro
do Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP. O teste de procedéncias e
progénies foi instalado em Maio de 2003 na Estacdo Experimental de Itatinga -
ESALQ/USP, municipio de Itatinga-SP (latitudes 23° 02° 01" S e 23° 02° 30 S;
longitudes 48° 38’ 34 W e 48° 37" 30 W; altitude média de 830 m; temperatura
média anual de 19,4 °C e minima de 12,8 °C; precipitacdo média de 1.635 mm e nos
més mais secos (julho) de 30 a 60 mm) (Scardua, 1994). O delineamento experimental
usado foi o de “Blocos de Familias Compactas” (Wright, 1978), com nove procedéncias
representando o efeito de parcela, 10 a 20 progénies por procedéncia, representando o
efeito de subparcela, seis plantas por subparcela, em cinco repeti¢cdes. O espacamento
adotado foi 0 3,0 x 1,5 m. O experimento foi rodeado por uma bordadura externa de trés
linhas.

Para caracterizar os niveis e a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro

das procedéncias a partir de dados de isoenzimas foram coletados tecidos foliares em



19

parte do experimento. Com o intuito de avaliar os efeitos do crescimento das drvores nos
niveis de diversidade genética isoenzimdtica e indice de fixacdo, foram coletadas
amostras, em cada procedéncia, das 10 plantas com maior altura, das 10 com menor
altura, e de 30 plantas aleatdrias no restante da procedéncia (entre as 10 menores e as 10
maiores). Aproximadamente 50 individuos foram amostrados por procedéncia,
totalizando 450 plantas no total do ensaio. As folhas foram coletadas, embaladas em
sacos plasticos devidamente identificados com o numero da arvore de origem e
transportadas para o Laboratério de Reproducdo e Genética de Espécies Arboreas
(LARGEA/ESALQ/USP), e submetidas imediatamente as andlises de eletroforese de

isoenzimas.

Tabela 1. Numero de progénies por procedéncia (m), coordenadas geograficas(altitude —
Lat; e longitude — Lon), altitude média (Alt) e temperatura média (T) dos

municipios onde foram localizadas as procedéncias

Municipio / m Lat Lon Alt T
Estado (Sul) (Oeste) (m) (°C)
Itararé / SP 20 24° 10 49° 16’ 1000 19,0
Pirai do Sul / PR 19 24° 502 49° 56’ 1250 18,0

Mandirituba / PR 20 25° 48’ 49° 18’ - -
Lapa /PR 20 25°48’ 49° 41’ 908 20,0

Honorio Serpa / PR 20 26°11° 52°26° - -
Turvo / PR 20 25° 03 51° 33 1200 17,0
Cacador / SC 20 27° 45’ 51°00° 1000 16,2
Ituporanga / SC 10 (n) e 19 (¢) 27°24° 49° 36’ 360 17,3

(n) = procedéncia nativa; (c) = procedéncia comercial.
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Figura 1- Mapa com a distribuicdo geografica da espécie M. scabrella, e localizacao das
prodecéncias e drea de estudo (distribuicdo geogréfica baseada em Rotta &
Oliveira, 1981) (1. Itararé — SP; 2. Pirai do Sul — PR; 3. Turvo — PR; 4. Lapa —
PR; 5. Mandirituba — PR; 6. Honério Serpa — PR; 7. Cacador — SC; 8.
Ituporanga — SC; 9. Estacdo Experimental de Itatinga ESALQ/USP)
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3.2.2 Eletroforese de iosenzimas

O protocolo de extracdo e revelagdo das isoenzimas foi desenvolvido com base
em Alfenas (1998). Para a extracdo das isoenzimas de tecidos foliares utilizou-se o
tampao de extragdo nimero um, citado em Alfenas (1998, pdg. 96). Para defini¢do dos
sistemas isoenzimaticos, foram testados trés sistemas de tampao gel-eletrodo (Citrato
Morfolina, Litio Borato, e Tris Citrato), e 17 sistemas isoenzimaticos. As enzimas que
apresentaram melhor atividade de resolu¢do e permitiram a interpretacdo foram:
Fosfogluco Isomerase (PGI-EC 5.3.1.9), Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDHH-
EC 1.1.1.49), Leucina Aminopeptidase (LAP-EC 3.4.11.1), Malato Desedrogenase
(MDH-EC 1.1.1.37), Isocitrato Desidrogenase (IDH-EC 1.1.1.42), Menadiona Redutase
(MR-EC 1.6.99.2), e a 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH-EC 1.1.1.44). As
reacOes isoenzimdticas foram baseadas em Alfenas (1998). Porém, com a finalidade de
melhorar a resolu¢do da enzima Fosfogluco Isomerase (PGI), optou-se pela alteracdo na
quantidade da enzima Glucose-6-Fosfato Desidrogenase de 6,5 ul para 7,5 pl. Os
padrdes de revelacdo dos sistemas isoenzimdticos, assim como, as representacdes
esquematicas dos fendtipos observados nos zimogramas podem ser observadas nas

Figuras 2 e 3.

3.2.3 Amostragem

O estudo do sistema de reprodugdo de M. scabrella foi realizado com material
amostrado em um teste de procedéncias e progénies instalado na Estacdo Experimental
de Itatinga (ESALQ/USP), em Maio de 2003. O teste abrangia nove procedéncias e 10 a
20 progénies por procedéncias, sendo oito procedéncias naturais € uma comercial. Para o
estudo do sistema de reproducdo foram amostradas entre sete e 12 progénies por
procedéncias. O nimero de progé€nies amostradas variou de trés a oito plantas. Ressalta-
se que o numero de progénies e plantas por progé€nies usado na amostragem encontra-se

longe do ideal, que seria de pelo menos 200 plantas por procedéncia.
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IDH
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Figura 2- Padrdo de revelacdo dos sistemas isoenzimaticos IDH, G6PDH, LAP e MR
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Figura 3- Padrao de revelacdo dos sistemas isoenzimaticos 6PGDH, MDH e PGI
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Contudo, devido a problemas de tempo e recursos financeiros para a finalizacao
do projeto, optou-se por uma amostragem minima de cada procedéncias, a fim de obter-
se pelo menos uma idéia do comportamento dos pardmetros do sistema de reprodugdo
em procedéncias de M. scabrella. A presente amostra serd futuramente complementada,
incluindo todas as progénies por procedéncias e pelo menos 15 plantas por progénie. O
nimero total de progénies por procedéncia, assim como o nimero de individuos, pode

ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Numero de progénies e de plantas amostradas por procedéncia de M.

scabrella, para o estudo do sistema de reproducao

Procedéncia Numero de progénies Numero de plantas
Itararé - SP 10 42
Pirai do Sul - PR 07 47
Mandirituba - PR 12 41
Lapa - PR 09 34
Hondrio Serpa - PR 11 39
Turvo - PR 12 44
Cacador - SC 09 46
Ituporanga - SC (nativa) 10 50
Ituporanga - SC (comercial) 09 41

3.2.4 Anilise Estatistica

O sistema de reproducdo de M. scabrella foi caracterizado para cada procedéncia
e para o conjunto das procedéncias, utilizando o modelo misto de reproducao (Ritland &
Jain (1981) e modelo de cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989), usando o
programa “Multilocos MLTR” (Ritland, 1997). O modelo misto assume que as
progénies resultam de uma mistura de autofecundag¢do e cruzamento e o modelo de
cruzamentos correlacionados assume que a parte originada de cruzamentos foi gerada

parte por cruzamentos aleatorios e parte por cruzamentos biparentais. O modelo de
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reproducdo misto de Ritland & Jain (1981) pressupdem quatro condi¢des: i) a
probabilidade de um individuo qualquer da procedéncia cruzar independe de seu
gendtipo; ii) que os alelos de diferentes locos segregam independentemente; iii) que o
conjunto de podlen é homogéneo para o cruzamento com qualquer genétipo da
procedéncia; vi) auséncia de selecdo entre o periodo de fertilizacdo e a avaliacdo da

isoenzimas. Os parametros estimados dos modelos foram: freqii€ncias alélicas do pdlen

e dos Ovulos, indice de fixagdo nas arvores maternas ( F,, ) e nas progénies ( F, ), taxa de
cruzamento multilocos (7, ), taxa média de cruzamento uniloco (7, ), taxa de cruzamento

entre parentes (f, —1,), correlagdo de autofecundagdo (7 ) e correlagdo de paternidade
(r,).

O teste de cruzamentos aleatérios foi avaliado comparando a freqiiéncia alélica
do pdlen e dos 6vulos, com base em seu intervalo de confianga a 95% de probabilidade.

O intervalo de confianca foi obtido do erro padrdo (SD) da média das freqiiéncias do

poélen e 6vulo por,
ICyy,, =1960 ,\/n (1)

em que, o, € o desvio padrdo da freqiiéncia alélica do pdlen e, n € o nimero de

progénies amostradas por procedéncia.
O teste de desequilibrio de ligacdo entre locos foi realizado para cada

procedéncia com base na medida composta de desequilibrio de ligagdo de Burrows (A,

Weir, 1996), estimada usando o programa GDA (Lewis & Zaykin, 1999). Esse método é
o mais indicado em espécies onde existe a possibilidade de os gametas nio se unirem na

fertilizacdo de forma aleatoria (Weir & Cockerham, 1984). A hipotese Hy: A[j =0 foi

testada com o teste de qui-quadrado ( ¥*) proposto por Weir (1996).
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O coeficiente de coancestria (éxy) entre plantas dentro de progénies foi estimado
pelo coeficiente de correlagdo de parentesco (7,,) dentro de progénies, conforme

derivacgdo de Ritland (1989),

r, =0.25(1+ F)(45 +(f + §i7, )1+ 7)] 2

em que, F ¢é o coeficiente de endogamia na geracdo parental e § € a estimativa da taxa
de autofecundagdo (1-¢, ). Assumindo auséncia de parentesco e endogamia na geragao

parental, o coeficiente de coancestria pode ser estimado do coeficiente de parentesco

por:

0 =+ 12 3)

O indice de fixacdo médio nas progénies ( Fp) foi estimado com base na férmula

proposta por Weir (1996),

s (A —H)+5 H, @
1

H,—5,H,
Para verificar se o valor médio de Fp era diferente de zero, estimou-se 0O

intervalo de confianga a 95% de probabilidade por reamostragem bootstrap, utilizando-
se 10.000 reamostragens sobre os locos, usando-se o programa GDA (Lewis & Zaykin,

1999). Adicionalmente, estimou-se o coeficiente de endogamia esperado a partir da taxa

de autofecundacio (ﬁ _) e pelo cruzamento entre parentes (I:"t )

F. =0551+F) &)
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P =F—F (©)

m s s p

O tamanho efetivo de variancia médio das progénies foi estimado baseado

em Cockerham (1969), assumindo progénies de tamanho infinito:

0,5 (7

3.3 Resultados
3.3.1 Equilibrio de liga¢iao

O teste de desequilibrio de ligagdo detectou poucos indicios de ligacdo entre os
locos isoenzimdticos avaliados em M. scabrella (Tabela 3). Dos 189 testes comparando
pares de locos foram observados desequilibrio em apenas oito casos (4,2%). Dos oito
pares de locos mostrando desequilibrio de ligacdo, apenas em dois casos os
desequilibrios foram significativos a 99% de probabilidade. As procedéncias Pirai do
Sul, Honério Serpa, Cacador e Ituporanga comercial ndo apresentaram nenhum par de

locos com indicios de desequilibrio gamético.

3.3.2 Freqiiéncias alélicas do pélen e do évulo

Foram observadas diferengas nas freqiiéncias alélicas do pdlen e dos dvulos em
varios alelos, dos varios locos e em todas as procedéncias (Tabela 4). Comparando o
intervalo de confianca a 95% de probabilidade das freqiiéncias alélica de pdlen e 6vulo
verificou-se diferencas em 150 dos 260 alelos, o que corresponde a desvios nas
freqiiéncias alélicas dos 6vulos e polen em 58% de todos os alelos avaliados. A andlise
conjunta de todas as procedéncias foi a que apresentou o maior nimero de desvios, com
desvios em 89% dos alelos. Entre procedéncias, a procedéncia Pirai do Sul foi a que
apresentou menos desvios, (19% dos alelos) e as procedéncias Lapa e Hondrio Serpa o

maior nimero de desvios (69% dos alelos).



Tabela 3. Probabilidades do teste de equilibrio ligagcdo entre sete locos isoenzimdticos em nove procedéncias de M. scabrella.

Locos Procedéncias
Itararé Pirai do Sul Mandirituba Lapa Hondrio Serpa Turvo Cagador Ituporanga Ituporanga
nativa comercial
Mr1/G6pdh 0,859 0,020* 0,867 0,734 0,426 0,570 0,677 0,299 0,060
Mrl/Pgi2 0,031* 0,312 0,385 0,883 0,477 0,924 0,816 0,933 0,048*
Mr1/Mdh4 0,348 0,717 0,601 0,225 0,535 0,438 0,535 0,407 0,515
Mrl/Lap 0,402 0,241 0,098 0,055 0,199 0,023* 0,999 0,201 0,569
Mri/6pgdh2 0,828 0,366 0,336 0,382 0,978 0,729 0,387 0,662 0,621
Mrl1/Idhl 0,638 0,697 0,643 0,531 0,057 0,845 0,304 0,465 0,153
G6pdh/Pgi2 0,747 0,708 0,996 0,092 0,521 0,689 0,655 0,832 0,330
G6pdh/Mdh4 0,828 0,870 0,742 0,509 0,802 0,079 0,833 0,198 0,415
G6pdh/Lap 0,493 0,527 0,190 0,355 0,496 0,080 0,116 0,702 0,209
G6pdh/6pgdh?2 0,922 0,058 0,134 0,460 0,540 0,038* 0,518 0,717 0,483
G6pdh/ldhl 0,002%* 0,522 0,033* 0,703 0,962 0,951 0,249 0,428 0,159
Pgi2/Mdh4 0,725 0,857 0,370 0,811 0,886 0,258 0,055 0,954 0,157
Pgi2/Lap 0,719 0,838 0,726 0,001%** 0,995 0,353 0,467 0,875 0,951
Pgi2/6pgdh?2 0,785 0,433 0,187 0,300 0,549 0,412 0,168 0,416 0,953
Pgi2/ldhl 0,055 0,367 0,426 0,402 0,696 0,265 0,130 0,237 0,780
Mdh4/Lap 0,982 0,094 0,150 0,455 0,681 0,281 0,762 0,376 0,972
Mdh4/6pgdh?2 0,056 0,123 0,937 0,097 0,446 0,538 0,621 0,887 0,308
Mdh4/1dh1 0,395 0,071 0,571 0,540 0,376 0,078 0,196 0,146 0,781
Lap/6pgdh2 0,553 0,617 0,693 0,570 0,694 0,239 0,122 0,789 0,782
Lap/Idhl 0,220 0,083 0,147 0,808 0,639 0,129 0,389 0,409 0,615
6pgdh2/Idhl 0,442 0,243 0,560 0,209 0,339 0,780 0,318 0,102 0,389

* P<0,05 e **P<0,01.

8¢C
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3.3.3 Taxa de cruzamento

As estimativas da taxa de cruzamento multilocos (fm) variaram de 0,859 a 1,00,

sendo que, conforme o intervalo de confianca a 95% de significancia, trés procedéncias
apresentaram taxa de cruzamento igual a 1,00 (Pirai do Sul, Mandirituba e Lapa) e as
demais diferencas significativas da unidade. A taxa de cruzamento para o conjunto das

procedéncias foi alta es estatisticamente diferente de um (0,9711£0,0025) (Tabela 5). As
estimativas de taxa de cruzamento unilocos (tAS ) foram altas e estatisticamente diferentes

de um e inferiores. As diferengas entre a taxa de cruzamento multilocos e unilocus (7, -

fs) variaram entre procedéncias de 0,012 a 0,105, sendo que apenas a procedéncia

Cacador-SC, nao apresentou valor diferente de zero, considerando o intervalo de

confianca a 95% de probabilidade.

3.3.4 Indices de fixacao

Os indices de fixacao nas drvores maternas (I:" ) ndo diferiram estatisticamente de
zero em seis das nove procedéncias estudadas (valores variando de zero a 0,004). A
estimativa do indice de fixacdo para as progénies variou de -0,022 a 0,154, sendo
significativo apenas nas procedéncias Cacgador (0,108) e Ituporanga comercial (0,154).
Comparando o indice de fixacdo nas arvores adultas com o observado nas progénies
verifica-se a tendéncia das progénies apresentaram maiores valores do que as arvores
adultas, sugerindo a possibilidade de estar ocorrendo selecdo contra homozigotos entre a

fase de plantulas e a fase adulta. Com excecdo das procedéncias Itararé e Pirai do Sul,
que apresentaram indice de fixacao nas progénies (F ,) menores do que zero (-0,002 e -
0,022, respectivamente), nas demais foi detectado menor coeficiente de endogamia em
equilibrio de endogamia (ﬁe variando de 0 a 0,076) do que o calculado nas progénies
(variando de 0,026 a 0,154), sugerindo que a apenas parte da endogamia observada nas
progénies foi gerada por autofecundacdo, sendo o restante da endogamia (F ) —ﬁe)

devido provavelmente aos cruzamentos entre parentes.
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3.3.5 Cruzamentos correlacionados

A estimativa de correlacdo de autofecundagao (fs ) foi baixa, porém significativa,
variando entre procedéncias de 0,013 a 0,310. A estimativa de correlagdo de paternidade
(7), que mede a propor¢do de progénies de cruzamento que sdo irmaos-completos, foi

significativamente diferente de zero em todas as procedéncias e variou de baixo (0,153)

a alto (0,695). Para o conjunto das procedéncias a correlagdo de paternidade foi de
0,513. O nimero de médio de individuos polinizadores (1/ ?P) foi baixo em todas as

procedéncias, variando de 1,44 a 6,54 (procedéncias Cagador e Lapa, respectivamente).
O coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies foi maior do que o
esperado em progénies de meios-irmaos, variando de 0,145 (Lapa) a 0,440 (Cagador). O
tamanho efetivo de variincia foi menor do que o esperado em progénies oriundas de
uma procedéncia idealizada (4), com valores variando de 2,27 (Cagador) a 3,46 (Lapa).
As progénies de polinizac¢do livre de todas as procedéncias foram constituidas
por misturas de no minimo meios-irmaos e irmaos-completos (procedéncias Pirai do Sul,
Mandiruba, Lapa e Ituporanga nativa). A procedéncia Lapa foi a que apresentou
caracteristicas reprodutivas mais préximas as esperadas pelo modelo de cruzamentos
aleatdrios, com 15,3% de irmaos-completos e 84,7% de meios-irmaos. A procedéncia
Cacador foi a que apresentou os maiores desvios no sistema de reproducao com 5,5% de
irmaos de autofecundacdo, 65,6% de irmaos-completos e 28,9% de meios-irmdos. Na
maioria das procedéncias, aproximadamente a metade das progé€nies era meios-irmaos e

a outra metade irmaos-completos.

3.4 Discussoes
3.4.1 Equilibrio de ligacao

Uma das pressuposi¢des basicas do modelo misto de reprodugdo € a auséncia de
associacdo ou ligacdo entre alelos de diferentes locos. A presenca de desequilibrio de
ligacdo vicia a estimativa de parametros em estudos do sistema de reproducao por incluir
nas andlises informacdes correlacionadas, gerando estimativas com tendéncias. O teste

de desequilibrio de ligacdo (Tabela 3) detectou poucos indicios de ligacdo entre os locos
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isoenziméticos avaliados em M. scabrella, sendo que na maioria das vezes, os desvios
foram fracos, de forma que se acredita de tais desvios causem poucos efeitos nas
estimativas multiloco de cruzamento. Assim, para o estudo do sistema de reproducao
nao foram excluidos nenhuns dos locos avaliados em M. escabrella.

Um dos fatores que contribuem para a variabilidade genética nas procedéncias é
a recombinacdo gé€nica, também conhecida como segregacdo dos cromossomos, ocorrida
durante a meiose. Esse fenomeno permite a formacdo de novas combinacdes de genes
através da troca de partes entre cromadtides ndo irmas de cromossomos homdlogos
(Valois et al., 1996). Para que a recombinagdo ocorra de forma eficiente é necessario que
os genes envolvidos na permuta estejam em diferentes locos distantes entre si nos locos,
ou seja, que esses estejam em estado de equilibrio de ligacdo. No caso de desequilibrio
de ligacdo, os dois locos sdo herdados juntos, como um loco tnico (Futuyma, 1997), que
ndo pode ser separado por recombinagdo cromossdmica. A ligacdo entre dois locos ndo
determina que as caracteristicas por eles codificadas se correlacionam, apenas
impossibilita que eles segregam independentemente. E importante salientar que, devido
a taxa de recombinacdo, presente em cada evento reprodutivo, esses locos ligados
caminham para a segregacdo independente. Quanto menor for a taxa de recombinacao,
mais geracdes de cruzamentos serdo necessarias para que se atinja o estado de equilibrio

de ligacao (Hartl & Clark, 1997).

3.4.2 Freqiiéncias alélicas do pélen e do évulo

O teste de homogeneidade detectou diferencgas significativas nas freqii€ncias de
pdlen e 6vulo em todas as procedéncias (Tabela 4). Diferencas foram observadas em 150
dos 260 alelos, o que corresponde a desvios nas freqii€ncias alélicas dos dvulos e pélen
em 58% de todos os alelos avaliados. Desvios nas freqiiéncias alélicas do pdlen e dos
ovulos em espécies monodicas como M. scabrella podem ser causados pela imigracao de
polen de fora da procedéncia, assincronismo no florescimento, comportamento dos
polinizadores visitando arvores de forma ndo aleatéria, cruzamentos entre parentes e
autofecundagdes. Embora, a homogeneidade nas freqiiéncias alélicas do pdélen e dos

ovulos seja uma das pressuposicdes bdsicas do modelo de cruzamentos mistos de
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Ritland & Jain (1981), desvios neste sentido, abrem a oportunidade de se estudar outras
facetas do sistema de reprodu¢do, como cruzamentos biparentais e endogamicos. Ainda,
segundo Ritland & Jain (1981), desvios na pressuposicio da homogeneidade nas
freqiiéncias alélicas do pdlen e dos dvulos tem poucos efeitos nas estimativas da taxa de

cruzamento multilocos.

3.4.3 Taxa de cruzamento

De acordo com as estimativas da taxa de cruzamento multilocos (7, ), M.

scabrella € espécie de sistema misto com predominio de cruzamentos (Tabela 5). As
estimativas da taxa de cruzamento multilocos variaram entre procedéncias de 0,859 a
1,00, sendo que, conforme o intervalo de confianga a 95% de probabilidade, quatro
procedéncias apresentaram taxa de cruzamento igual a 1,00 (Pirai do Sul, Mandirituba,
Lapa e Ituporanga nativa) e cinco procedéncias apresentaram taxa de cruzamento
significativamente diferente da unidade. A taxa de cruzamento médio para a espécie foi
igualmente alta (0,971£0,0025), mas estatisticamente diferente de zero. Comparando
estes resultados com a estimativa média da taxa de cruzamento multilocos calculado por
Sebbenn (2001) para 49 espécies arbdreas tropicais (0,880), verifica-se que M. scabrella
se reproduz com maior taxa de cruzamento que a média das espécies arbdreas tropicais.
Altas taxas de cruzamento favorecem a recombinacdo e a redug¢do da endogamia.
Contudo, € possivel que a taxa de cruzamento estimada para as procedéncias de M.
scabrella esteja superestimada, devido a possivel ocorréncia de selecdo entre a fase de
fertilizacdo e a fase de avaliacdo das progénies. Como as progénies avaliadas tinham
mais de seis meses de idade e passaram por diferentes condi¢cdes ambientais (viveiro e
plantio no campo) € possivel que parte das progénies com endogamia possa ter morrido
ou tenha sido eliminada durante o preparo das mudas e plantio, de forma que o material

avaliado possa ter sido originado predominantemente de cruzamento.
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3.4.4 Cruzamento entre parentes
A taxa de cruzamento entre aparentados (fm —f ;) variou entre procedéncias de

0,012 a 0,105, sendo que apenas a estimativa obtida para a procedéncias Cacador nao
difere estatisticamente de zero. Tais resultados indicam que ocorreram cruzamentos
entre individuos parentes dentro das procedéncias e possivel estrutura genética espacial.
M. scabrella dispersa suas sementes por autocoria (Carvalho, 1994), portanto, grande
parte das sementes sdo depositada nas vizinhancas da 4rvore materna, favorecendo a
formacdo de estrutura genética espacial. A estrutura genética espacial pode, por sua vez,
favorecer a ocorréncia de cruzamentos entre parentes, gerando endogamia na

descendéncia (progénies). Comparando o coeficiente de endogamia obtido da taxa de
autofecundagao (I:"S) com o obtido do cruzamento entre parentes (ﬁr,,,—rs ), verifica-se que

na maioria das procedéncias, a maior parte da endogamia observada nas progénies foi
gerada pelo cruzamento entre parentes. Como o coeficiente de endogamia em uma
geracdo corresponde ao coeficiente de coancestria da precedente geracdo (Lindgren et
al., 1997), observado a magnitude do coeficiente de endogamia gerado pelo cruzamento
entre parentes pode-se pressupor que a coancestria na procedéncia Ituporanga comercial
estd proxima a esperada em progénies de meios-irmaos, ou seja, que o plantio foi
realizado a partir de sementes de poucas arvores. Nas procedéncias Lapa, Hondrio
Serpa, Turvo, Cacador e Ituporanga comercial a magnitude do coeficiente de endogamia
sugere que a coancestria encontra-se entre primos de segundo grau (0,031) e primos de
primeiro grau (0,0625). O estudo detalhado da estrutura genética espacial das
procedéncias de M. scabrella, usando andlise de autocorrelagido espacial e marcadores

genéticos pode desvendar essas hipdteses.

3.4.5 Taxa de cruzamentos correlacionados
A estimativa de correlacdo de autofecundagao (fs ) foi baixa (variando de 0,013 a

0,310), porém significativa, indicando que, em algumas procedéncias, existe a tendéncia
de algumas progénies deixarem mais descendentes por autofecundacdo do que outras,

possivelmente devido a variagdo na auto-incompatibilidade entre e dentro das
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procedéncias. Aparentemente, a procedéncia Cagador apresenta maior variacdo entre

arvores na auto-incompatibilidade.

A estimativa de correlagdo de paternidade (7,) variou de média (0,153 + 0,074

na procedéncia de Lapa - PR), a alta (0,694 + 0,078 na procedéncia de Cacgador - SC),
evidenciando que grande proporcdo das progé€nies foram geradas por cruzamentos
biparentais e sdo parentes no grau de irmdos completos. A proporcdo estimada de
irmaos-completos variou entre procedéncias de 0,153 (Lapa) a 0,656 (Cacador). Tais

resultados também revelam que o numero efetivo médio de arvores polinizando €
restrito. O nimero de médio de individuos polinizadores (1/ ?P) variou de 1,44 a 6,54

(procedéncias Cagador e Lapa, respectivamente). De forma geral, esses resultados sao
melhor observados nas trés dltimas linhas da Tabela 5, onde sdo dadas as propor¢des de
irmaos de autofecundacdo (Pi4), de irmdos completos (Pic), e de meios-irmao (Pyy). A
procedéncia que apresentou menor nimero de parentais envolvidos nos cruzamentos
(Cagador - SC) também foi a que obteve maior propor¢ao de irmaos-completos. Por
outro lado, a procedéncia de Lapa (PR), além de ndo apresentar irmaos por
autofecundagdo, tem a menor porcentagem de irmaos-completos € o maior ndmero
efetivo de polinizadores (6,54). Assim, ndo é possivel assumir que progénies coletadas
de polinizacdo aberta de procedéncias de M. scabrella sao meios-irmaos.
Conseqiientemente, o uso do modelo aleatério, que assume que progénies de polinizacdo
aberta sdo meios-irmaos, para estimativa de pardmetros genéticos e coleta de sementes
para programas de melhoramento, conservacdo genética e recuperacao ambiental, pode
gerar fortes superestimativas na variancia genética aditiva e parametros afins, bem como
requere maiores tamanhos amostrais do que seriam necessarios coletar de populacdes de
espécies que se reproduzem com caracteristicas proximas a espécies panmiticas.

Em espécies arboreas tropicais, estudos do sistema de reproducdo baseados em
marcadores genéticos e nos modelos misto de reprodugdo e cruzamentos correlacionados
vém revelando que a ocorréncia de cruzamentos ndo aleatérios sdo, aparentemente,
comuns em tais espécies. Por exemplo, em Eucalyptus marginata (Millar et al., 2000) a

estimativa da correlagdo de paternidade variou entre populacdes de 0,53 a 0,.92, em
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Cariniana legalis (Mart.) Ktze (Sebbenn et al., 2000a), variou de 0,212 a 0,324, em
Dryolanops aromatica Gaertn. (Lee, 2000), variou de 0,107 a 0,428, em Eucalyptus
camaldulensis Dehnh (Butcher & Willians, 2002), variou de 0,079 a 0,365, em
Enterolobium cyclocarpum Jacq. (Rocha & Aguilar, 2001), variou de 0,174 a 0,462, em
Caryocar brasiliense Camb. (Dougl. ex Forbes) (Collevattii et al., 2001) variou de 0,042
a 0,205 e em Pachira quinata (Jacq.) Alverson (Fuchs et al., 2003), variou de 0,470 a
0,777. Portanto, na coleta de sementes de polinizagdo aberta de espécies arbdreas
tropicais para fins de melhoramento e conservacdo genética e para reflorestamentos
ambientais devem levar em conta a existéncia de mistura de diversos tipos de parentesco

dentro das progénies.

3.4.6 Indices de fixacao

Os indices de fixacao nas arvores maternas (I:“ ) ndo diferiram estatisticamente de
zero em seis das nove procedéncias estudadas. Nas demais procedéncias os valores sao
considerados baixos (méximo 0,012). Por sua vez, com excec¢do das procedéncias Itararé
e Pirai do Sul, que apresentaram indice de fixacdo nas progé€nies negativo, mas nao
significativos, as demais procedéncias apresentaram indice de fixacdo maior do que o
estimado para as drvores adultas (variando de 0,026 a 0,154), sugerindo a existéncia de
selecdo contra homozigotos entre a fase de plantulas e a fase adulta. Este fendmeno tem
sido relatado em diversos estudos comparando diferentes geracdes em espécies arbdreas
tropicais (Lee et al., 2000; Sebbenn et al., 2000a; 2001a e b; Seoane et al., 2001; Souza
et al, 2003; Alves et al., 2003; Gusson et al., 2004).

3.4.7 Coeficiente de coancestria e tamanho efetivo de variancia

O coeficiente médio de coancestria entre plantas dentro de progénies (49va ),
apresentou valores acima do esperado em progénies de meios-irmaos (0,125) em todas
as procedéncias avaliadas, com valores variando de 0,145 (Lapa) a 0,220 (Cacador).

Portanto, as coancestrias estimadas foram de 14% a 43% superiores as esperadas em

progénies de meios-irmaos. Na maioria das procedéncias o valor encontrado estava mais
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aproximou do esperado para progénies de irmaos-completos (éxy =0,250), do que
propriamente de meios-irmaos. Comparando o coeficiente de coancestria estimado para
o conjunto das procedéncias (0,196), com o estimado para a média de 24 espécies
folhosas polinizadas por animas, assumindo auséncia de endogamia e parentesco na
geragdo parental, 0,204+0,009 (Sebbenn, 2002), verifica-se que a coancestria de M.
scabrella encontra-se dentro do padrdo observado para outras espécies arboreas.

O conhecimento do coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies é
de fundamental importancia em programas de melhoramento genético. A avaliacdo da
herancga de caracteres quantitativos em progénies de polinizacdo aberta de espécies com
coeficiente de coancestria maior do que o esperado em progénies de meios-irmaos,
requerem modelos especificos como, por exemplo, o descrito por Ritland (1989). A

variancia genética entre progé€nies de meios-irmaos de populagdes sem endogamia e
parentesco estima Y% de varidncia genética aditiva (Gi =1/ 40'1). O termo Y
corresponde ao coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies (r,, ), que em
espécies diploides corresponde ao dobro do coeficiente de coancestria (r,, =26, ).
Assim, pode-se estimar a variancia genética aditiva entre progénies diretamente do
coeficiente de coancestria, Gi =G[2,/26’Xy. Portanto, considerando o conjunto das
procedéncias de M. scabrella, a varidncia genética aditiva deve ser estimada por
0, =0./03% endo por o, =1/40} ou 0, =0,/0,25.

O tamanho efetivo de variancia mede a representatividade genética de uma
populagdo a partir de suas progénies e ¢ uma medida de grande valor para o
monitoramento do potencial evolutivo de populagdes em programas de melhoramento e

conservacdo genética. O tamanho efetivo de varidncia de uma populacido idealizada

(tamanho infinito, cruzamentos aleatdrios, auséncia de sele¢do, mutacdo e migracio)
corresponde a quatro (N, = 4). Contudo, desvios das pressuposi¢oes que caracterizam

a populacdo idealizada causam redug¢des no tamanho efetivo de varidncia. Nas
procedéncias de M. scabrella, o tamanho efetivo de varidncia foi sempre inferior ao

esperado em progénies da populagdo idealizada, com valores variando de 2,27 a 3,46, ou
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seja, o tamanho efetivo de variancia atingiu valores 43% a 14% inferior ao esperado em
populacdes panmiticas. Isto implica que maiores tamanhos amostrais serdo necessarios
para a manuten¢do da variabilidade genética em programas de melhoramento e
conservacdo genética. Por exemplo, com base em Sebbenn (2002; 2003a e b) € possivel
estimar o nimero de progénies necessdrias para a conservacao genética ou inicio de um
programa de melhoramento genético, ou ainda, o nimero de drvores matrizes que devem
ter suas sementes coletadas para programas de reflorestamento ambiental. Suponha que
objetivo € iniciar um programa de melhoramento genético de longo prazo para M.
scabrella, usando uma populagdo base com tamanho efetivo de 150. Pergunta-se qual
seria 0 nimero de &rvores para a coleta de sementes ou o nimero de progénies
necessdrias para iniciar o programa. Substituindo o valor do tamanho efetivo requerido
(150) e o tamanho efetivo médio de variancia estimado para o conjunto das procedéncias
/N

na expressao m= N (Sebbenn, 2002, 2003b), conclui-se que seria

e(referéncia) e(v)

necessario coletar sementes em aproximadamente 59 drvores matrizes ou iniciar o

programa com pelo menos 59 progénies.



4 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM PROCEDENCIAS DE
Mimosa scabrella BENTHAN DO BRASIL - GENETIC DIVERSITY AND
STRUCUTE IN PROVENANCES OF Mimosa scabrelle BENTHAN FROM
BRAZIL

Resumo

A diversidade e estrutura genética da espécie arborea tropical Mimosa scabrella
foi medida por sete locos isoenzimaticos polimoérficos em nove procedéncias disjuntas
da principal area natural de distribuicdo da espécie no Brasil. M. scabrella tem altos
niveis de diversidade genética quando comparada a outras espécies arbdreas tropicas,
com ndmero médio de alelos por loco de 3,86, nimero médio efetivo de alelos por loco
de 2,38, heterozigosidade esperada de 0,580 e heterozigosidade observada de 0,530.

Entre procedéncias, a diversidade genética acomodou significantes 2,5% da variacao
total. Alto fluxo génico foi observado (Nm=171), sugerindo que as procedéncias ndao

estdo isoladas. Foi observado indice de fixacdo de Wright positivo e significativo em
duas procedéncias (Cagador, 0,108; Ituporanga comercial, 0,154), indicando a presenca
de altos niveis de endogamia. A distancia genética de Nei entre as procedéncias
produziu um agregamento proximo ao da localizagdo geografica das procedéncias,
embora o teste de Mantel (7=0,198, P=0,159) indicou auséncia de associagdo
significativa entre a distancia genética e a distancia geografica entre as procedéncias. Os
altos niveis de diversidade genética podem ser atribuidos a ambos estratégias ecoldgicas

e reprodutivas da espécie.
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Palavras-chave: Isoenzimas, espécies arboreas tropicais, endogamia, teste de

procedéncias e progénies.
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Summary

Genetic diversity and structure were measured at seven polymorphic isozyme
loci in Mimosa scabrella tropical tree form nine natural disjunct provenances,
representing the principal distribution area of the species in Brazil. M. scabrella has high
levels of genetic diversity when compared to another tropical tree species, with 3.86
average number of alleles per locus, 2.38 average effective number of alleles per locus,
0.580 expected heterozigosity and 0.530 observed heterozigosity. Among provenance,

genetic divergence accounted for a significant 2.5% of total variation. High gene flow

(Nm=17.7) was observed, suggesting that the provenances it is not isolated. Positive
and significant different from zero Wright’s gene fixation index were observed in two
provenances (Cacgador, 0.108; Ituporanga commercial, 0.154), indicating the presence of
high levels of inbreeding. Nei’s genetic distance among provenance produced close
agreement the geographic localization of the provenance, although the Mantel test
(r=0.198, P=0.159) indicated absence of significant association between Nei’s
genetic distance and geographic distance among provenances. The high levels of genetic
diversity may be attributable to both the ecological and reproductive strategies of the

species.

Key-words: Isozymes, tropical tree species, inbreeding, provenance and progeny test.
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4.1 Introducao

Os recursos genéticos florestais sao ameagados por uma ampla gama de fatores,
tais como mudancas climéticas, poluicdo ambiental, destruicao de habitats, competicao e
ataque de pragas. A capacidade das espécies arbOreas em sobreviver a essas ameagas €
persistirem em ambientes espacialmente e temporariamente heterogéneos, depende de
seu potencial adaptativo, que € determinado pela diversidade genética presente entre e
dentro de espécies. A diversidade dentro de espécies, por sua vez, € distribuida entre e
dentro de populacdes. Esta distribuicdo, em geral ndo é aleatéria, formando padrdes
onde populacOes proximas tendem a apresentar niveis mais similares de diversidade
genética do que populacdes localizadas espacialmente distantes. A distribuicdo da
diversidade genética entre e dentro de populacdes € influenciada por fatores tais como
sistema de reproducdo, distribuicdo geografica, mecanismos de dispersdo de sementes e
polen, selecao natural, deriva genética, mutacdo e caracteristica de histérico de vida, tais
como efeito fundador, efeito gargalo, intervengdes antrépicas, catdstrofes naturais etc.
Estudos realizados com espécies arbdreas tropicais relatando estrutura genética sao
muitos (Moran et al., 1989; Boshier et al., 1995; Chese et al., 1995; Liengsiri et al.,
1995; Garay-Arroyo & Alvarez-Buylla, 1997; Sebbenn et al., 1998a; 2001a e b; Seoane
et al., 2000; Moraes et al., 1999; Telles et al., 2001; 2003; Collevati et al., 2001, entre
outros). Em geral, o padrdo observado indica que a maior parte da diversidade genética
encontra-se dentro de populacdes (Hamrick et al., 1979; Hamrick, 1983; Hamrick &
Godt, 1990). A magnitude da diversidade genética dentro de populacdes de plantas é
influenciada pelas caracteristicas reprodutivas, ecoldgicas e de historia de vida das
espécies como também pelo histérico recente da populagdo (Hamrick & Godt, 1990).

Mimosa scabrella Bentham (Leguminosae-Mimosoideae) ou bracatinga é uma
espécie arborea de alta densidade populacional, endémica da regido subtropical
brasileira. Sua regido de ocorréncia natural ocorre entre as latitudes 21° 30’ S (Coronel
Pacheco-MG) a 29° 40’S (RS), abrangendo os Estados de Minas Gerais (sul), Rio de
Janeiro, Sdo Paulo (leste e sul), Parana (sul e centro sul), Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (nordeste) em altitudes preferencialmente entre 400 m a 1.000 m. A espécie é

polinizada principalmente por abelhas do tipo Apis e Trigona e tem suas sementes
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dispersas por autocoria, o que favorece a formacdo de estrutura genética espacial. A
espécie tem diversos usos, como madeira serrada e roli¢a, energia, celulose e papel,
goma, substancias tanantes, produgao de mel, reflorestamentos ambientais etc (Carvalho,
1994). Contudo, embora M. scabrella tenha diversas aplicagcdes, praticamente nada se
sabe sobre os niveis de diversidade e estrutura genética de suas populagdes. Segundo
Carvalho (1994) as informagdes existentes restringem-se a um Unico teste de
procedéncias.

Assim, usando dados de marcadores genéticos do tipo isoenzimas em nove
procedéncias de M. scabrella, os objetivos do presente estudo foram: a) acessar os niveis
de diversidade; b) determinar como a diversidade genética estd distribuida entre e dentro

das procedéncias e; c) determinar o padrdo da relacdo genética entre as procedéncias.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Coleta das amostras

Esse trabalho foi desenvolvido com material genético proveniente de oito
procedéncias naturais € uma comercial, ao longo da distribui¢do geogrifica de M.
scabrella. Para a escolha das localidades foram consideradas as seguintes observagdes:
existéncia de procedéncias conhecidas e bem conservadas; e que as procedéncias
apresentassem um nudmero de matrizes suficiente (aproximadamente, 20 matrizes).
Também foi observada a recomendacdo de Kemp (1976), respeitando uma distancia
méxima de 1 grau de latitude entre as procedéncias. Em cada municipio foi localizada
uma procedéncia, exceto Ituporanga com uma procedéncia natural e uma comercial. A
identifica¢do das procedéncias e a coleta das sementes foram realizadas por técnicos da
EMBRAPA/CNPF entre os anos de 1997 e 1999. A localizacdo dos municipios estd
descrita na Tabela 1 e demonstrada na Figura 1 (ambas inseridas no capitulo 3). Em cada
local (procedéncia) foram coletadas sementes de 10 a 20 arvores matrizes. De cada
arvore foram coletadas sementes suficientes para producao de 50 mudas por progénies.
As sementes foram germinadas separadas por progé€nie no viveiro do Departamento de
Ciéncias Florestais da ESALQ/USP. O teste de procedéncias e progénies foi instalado
em Maio de 2003 na Estacdo Experimental de Itatinga - ESALQ/USP, municipio de
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Itatinga-SP (latitudes 23° 02° 01’ S e 23° 02’ 30”’ S; longitudes 48° 38 34" W e 48°
37’ 30 W; altitude média de 830 m; temperatura média anual de 19,4 °C e minima de
12,8 °C; precipitacao média de 1.635 mm e nos més mais secos (julho) de 30 a 60 mm)
(Scardua, 1994). O delineamento experimental usado foi o de “Blocos de Familias
Compactas” (Wright, 1978), com nove procedéncias representando o efeito de parcela,
10 a 20 progénies por procedéncia, representando o efeito de subparcela, seis plantas por
subparcela, em cinco repeticdes. O espacamento adotado foi o 3,0 x 1,5 m. O
experimento foi rodeado por uma bordadura externa de trés linhas.

Para caracterizar os niveis e a distribui¢do da diversidade genética entre e dentro
das procedéncias a partir de dados de isoenzimas foram coletados tecidos foliares em
parte do experimento. Com o intuito de avaliar os efeitos do crescimento das drvores nos
niveis de diversidade genética isoenzimdtica e indice de fixacdo, foram coletadas
amostras, em cada procedéncia, das 10 plantas com maior altura, das 10 com menor
altura, e de 30 plantas aleatdrias no restante da procedéncia (entre as 10 menores e as 10
maiores). Aproximadamente 50 individuos foram amostrados por procedéncia,
totalizando 450 plantas no total do ensaio. As folhas foram coletadas, embaladas em
sacos plasticos devidamente identificados com o numero da arvore de origem e
transportadas para o Laboratério de Reproducdo e Genética de Espécies Arboreas
(LARGEA/ESALQ/USP), e submetidas imediatamente as andlises de eletroforese de

isoenzimas.

4.2.2 Eletroforese de isoenzimas

O protocolo de extragdo e revelacdo das isoenzimas foi desenvolvido com base
em Alfenas (1998). Para a extracdo das isoenzimas de tecidos foliares utilizou-se o
tampao de extragdo nimero um, citado em Alfenas (1998, pag. 96). Para defini¢do dos
sistemas isoenzimaticos, foram testados trés sistemas de tampao gel-eletrodo (Citrato
Morfolina, Litio Borato, e Tris Citrato), e 17 sistemas isoenzimaticos. As enzimas que
apresentaram melhor atividade de resolu¢do e permitiram a interpretacdo foram:
Fosfogluco Isomerase (PGI-EC 5.3.1.9), Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDHH-
EC 1.1.1.49), Leucina Aminopeptidase (LAP-EC 3.4.11.1), Malato Desedrogenase
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(MDH-EC 1.1.1.37), Isocitrato Desidrogenase (IDH-EC 1.1.1.42), Menadiona Redutase
(MR-EC 1.6.99.2), e a 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH-EC 1.1.1.44). As
reacOes isoenzimaticas foram baseadas em Alfenas (1998). Porém, com a finalidade de
melhorar a resolu¢do da enzima Fosfogluco Isomerase (PGI), optou-se pela alteracdo na
quantidade da enzima Glucose-6-Fosfato Desidrogenase de 6,5 ul para 7,5 ul. Os
padrées de revelacdo dos sistemas isoenzimdticos, assim como, as representacoes
esquemadticas dos fendtipos observados nos zimogramas podem ser observadas nas

Figuras 2 e 3 (capitulo 3).

4.2.3 Analise dos dados

A estrutura genética das procedéncias de M. scabrella foi caracterizada pelas
freqiiéncias alélicas e pelas estatisticas F, estimadas de acordo com o método de Weir &
Cockerham (1984) e usando o programa GDA (Lewis & Zaykin, 1999).

As freqiiéncias alélicas foram estimadas para as procedéncias pela expressao,

n, ®)

em que:
f?l.j = freqii€ncia do alelo i na procedéncia j;
n;j=numero de ocorréncia do alelo i na procedéncia j;

n.;=numero total de alelos amostrados na procedéncia j.
A andlise de varidncia das freqiiéncias alélicas foi realizada com base em no

modelo aleatério hierdrquico desbalanceado (Weir, 1996). O modelo estatistico para a

andlise hierarquica de individuos dentro de procedéncia foi,

Yijk =m +fi + bj(i) + 8kij) )
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em que: Yy = freqiiéncia do alelo k, dentro do individuo j, dentro da progénie i
m = média geral das freqiiéncias alélicas;
f,- = efeito da procedéncia i, com i =1, 2,....a;
bj(l-) = efeito do individuo j, dentro da procedéncia i, com j =1, 2,..., b;
8ij) = efeito do alelo k, dentro do individuo j, dentro da procedéncia i, com
k=1,2,....nj;.
Os componentes da variancia foram obtidos da Tabela 6, a partir da decomposi¢ao

das esperangas dos quadrados médios por,

& = oM (10)

6—2:QM1_QMG (1)
! 2

OA_ZZQMP_QM[ (12)
p kl

em que: k;= correspondem ao coeficiente das varidncia entre procedéncia (6’12,) no

modelo hierdrquico desbalanceado:

e ] ”
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Tabela 6. Esquema da andlise da variancia de freqiiéncias alélicas no modelo hierdrquico

desbalanceado para individuos dentro de procedéncia

FV GL QM E(OM)
Procedéncia a-1 QMp CL+207 +k; 0'127
Individuos/ procedéncia a QM; oL+20]

b j-a
i=1
Genes/Individuos . i b/ QMg Gé
Total niz—ll

O significado genético dos componentes da variancia sdo definidos abaixo:

o,=p(1-p)(8,) (14)

o =pU-p)( [ -6,) (15)
Og=pU-p)(1-f) (16)
O'§=0127+O'f+0'2(;=p(1-p) (17)

A

em que: p=freqiiéncia de um alelo em um determinado loco; & ,=coeficiente de

coancestria média entre plantas dentro de procedéncia ou divergéncia genética entre

A

procedéncia; F = correlacdo entre alelos, dentro de individuos de diferentes
procedéncia; f = indice de fixacdo ou correlagdo entre alelos dentro de individuos de

mesma procedéncia.
As estimativas do coeficiente de coancestria e dos indices de fixacao foram obtidas

dos componentes da variancia por:

(18)

>

Il
D
< o

>
'\]qt\)
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. 62 (19)
F=1-—%

GT
.~ (F—-0 (20)
f:( AP)

(1-6,)

A

Para verificar se as estimativas médias de @ P F , € f eram estatisticamente
diferentes de zero, estimou-se o intervalos de confianca a 95% de probabilidade pelo
método de reamostragem bootstrap, usando o programa GDA de Lewis & Zaykin

(1999). Utilizaram-se 10.000 repeti¢des sobre os locos.

O fluxo génico aparente ( Nm) entre populacdes foi estimado de forma indireta,

segundo modelo de ilhas proposto por Crow & Aoki (1984), o qual corrige a andlise

A

para pequeno numero de populacdes: ]\Afmz(ll 4a)[(1/ﬁST)—1], em que, N

A

corresponde ao tamanho efeito, mao numero de migrantes por gera¢do, F;, a
divergéncia genética entre populagdes e o a corre¢ao para o nimero de populacdes (n),
sendo: a=[n/(n—1)]". A estatistica ﬁST foi substituida por 6 » conforme sugerem

Cockerham e Weir (1993), para uma estimagdo de fluxo génico ndo viesada.

A diversidade genética intrapopulacional foi analisada pela heterozigosidade
observada, diversidade génica esperada segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg,
nimero médio de alelos por loco, porcentagem de locos polimérficos e indice de fixacao

de Wright, estimativas obtidas a partir do programa BIOSYS-1 (Swofford & Selander,
1989). A heterozigosidade observada (H ,) para cada loco foi obtida por:

H ,=1- Z P. , em que: P; = freqiiéncia dos gendtipos homozigotos. A diversidade
génica esperada (I:IE) para cada loco foi obtida segundo Nei (1978) por:
[{(6 =1- Z pi2 , em que: p; = freqiiéncia alélica estimada do i-ésimo alelo. A

porcentagem de locos polimérficos ( P ) foi estimado pela média aritmética do niimero
total de alelos pelo nimero de locos, sendo que um loco foi considerado polimérfico

quando a freqiiéncia do alelo mais comum n@o ultrapassava 95%. O nimero médio de
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alelos por locos ( A ) foi obtido pela divisdo do nimero total de alelos pelo nimero total

de locos. O indice de fixacdo de Wright ( f ) foi estimado em por:

H 21

Para verificar se os valores médios de f, eram diferentes de zero, estimou-se o

intervalo de confiangca a 95% de probabilidade pelo método de reamostragem bootstrap,
utilizando-se 10.000 reamostragens sobre os locos, através do programa GDA de Lewis
& Zaykin (1999).

Para entender a estrutura genética hierdrquica das procedéncias de M. scabrella
foi calculada a distancia genética de Nei (1978) e construido o dendrograma usando o
método de médias de distancias entre todos os pares de procedéncias (UPGMA). As
distancias genéticas e o dendrograma foram obtidos usando o programa TFPGA (Miller,
2000).

Para avaliar a existéncia de correlacdo entre as distancias geograficas e genéticas,
aplicou-se o Teste de Mantel entre a matriz de distancia genética e a matriz de distancia

geografica das procedéncias, usando o programa TFPGA (Miller, 2000).

4.3 Resultados
4.3.1 Freqiiéncias alélicas

Foram revelados sete locos polimérficos em sete sistemas isoenzimaticos
passiveis de interpretacdo (Tabela 7). O nimero médio alelos detectados nos locos foi
alto para marcadores isoenzimaticos, variando de trés a cinco. O nimero total de alelos
detectados variou entre procedéncias de 24 a 27. A procedéncia Mandirituba foi a que
apresentou p maior ndmero total de alelos e a procedéncia de Cacgador foi a que
apresentou o menor ndmero total de alelos (24). Apenas um alelo exclusivo raro foi

detectado na procedéncia Mandiruba, 0,010 (alelo 5 no loco Pgi-2).
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As freqiiéncias alélicas foram similares entre as procedéncias (Tabela 7). Nos
locos Pgi-2, Lap-1, 6Pgdh-2 e Idh-1, o alelo mais freqiiente em uma procedéncia
também foi o mais freqiiente nas demais. Por outro lado, no loco Mr-1, o alelo 5 foi o
mais freqiiente nas procedéncias Itararé, Pirai do Sul e Ituporanga natural e comercial, o
alelo 2 nas procedéncias Mandiruba e Cacador e o alelo 3 nas procedéncias Lapa,
Hondrio Serpa e Turvo. Variagdo semelhante € observada no loco G6pdh-1 ¢ Mdh-4.
Nenhum alelo em nenhuma das procedéncias apresentou freqiiéncia indicando
eminéncia de fixagdo (>0,95). O alelo de freqiiéncia mais alta foi o alelo 2 no loco Idh-1
da procedéncia de Cagador (0,905). Essa procedéncia também nao apresentou o alelo 3
no loco Idh-1. Nesse mesmo loco da procedéncia de Cagador ndo foi possivel encontrar
o alelo 3, presente em todas as demais procedéncias. Ainda, muitos alelos foram
detectados como sendo raros (p<0,05). Nas procedéncias de Turvo (PR) e de Cagador
(SC) nao foi detectado o alelo 1 do loco 6Pgdh-2, sugerindo que essas ja o perderam,

pois as freqii€ncias desse alelo nas outras procedéncia € baixo.

4.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Com o intuito de conhecer como estava organizada a estrutura genotipica dentro
das procedéncias, testou-se as proporcdes genotipicas observadas em cada loco nas
procedéncias em relagdo as propor¢des esperadas pelo modelo de Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), usando o teste exato de Fisher e a estimativa do indice de fixacao
para cada loco (Tabela 8). Com excecdo da procedéncia de Ituporanga natural, todas as
demais apresentaram desvios das propor¢des do EHW, em pelo menos dois dos sete

locos avaliados, de forma que nao € possivel assumir que essas procedéncias estejam em

EHW.

4.3.3 Diversidade genética intrapopulacional
A diversidade genética foi calculada para cada procedéncia separadamente e para
a espécie como um todo (Tabela 9). Todos os nove locos avaliados eram altamente

polimérficos com ntmero de alelos por locos variando de trés a cinco como

anteriormente comentado. O ndmero médio de alelos por locos (A) variou entre



53

procedéncias de 3,43 a 3,86, com média de 3,86 para a espécie. O nimero médio efetivo
de alelos por locos (Ae) foi inferior ao nimero médio de alelos por loco, variando de
2,13 a 2,51, com média de 2,38.

A heterozigosidade esperada (ﬁ , ) variou entre as procedéncias de 0,530 a 0,602,

com média de 0,580 (Tabela 9). A heterozigosidade observada (I-AI , ), por sua vez, variou

entre procedéncias de 0,472 a 0,615, com média de 0,530.
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Tabela 8. Estimativa do indice de fixagdo ( f ) para sete locos isoenzimdticos em nove

procedéncias de M. scabrella. (A significancia estatistica do indice f foi

dada pelo teste exato de Fisher para o Equilibrio de Hardy-Weinberg)

Procedéncia Mr-1 Gb6bpdh Pgi2 Mdh-4 Lap  6pgdh-2  Idh-1
Itararé 0,242%* -0,044 -0,048 0,225 -0,281* -0,182 -0,067
Pirai-do Sul 0,054 -0,087 -0,018  0,280%*  -0,157**%  -0,249%* -0,010
Mandiruba 0,002 -0,256** 0,029 0,444%**  -0,228**  -0,082* 0,190*
Lapa 0,176 -0,110* 0,023 0,509%*  -0,342%* -0,143 0,058
Hondrio Serpa 0,239%* 0,050 0,054 0,417*%*  -0,535%* 0,281%* -0,115
Turvo 0,227* -0,038 0,131 0,435%*  -0,304%* 0,133 0,274
Cagador 0,249%* 0,157 -0,035 0,175%* -0,106* 0,135* 0,224
Ituporanga natural 0,049 -0,070 0,059 0,069 -0,002 -0,033 0,220
Ituporanga Comercial 0,073 0,243**  (,0289 0,057 0,216%* 0,075 0,516**

* P<0,05; ** P<0,01.

Tabela 9. Estimativas de indices de diversidade genética e indice de fixagdo em nove

procedéncias de M. scabrella. (n € o tamanho da amostra; A € o ndmero

médio de alelos por loco; A, é o nimero médio efetivo de alelos por locos;

H . € a heterozigosidade esperada; H , € o heterozigosidade observada; f é

o indice de fixagao)

Procedéncia n A A, H, H, f
Itararé 47 3,71 2,45 0,591 0,592 -0,002
Pirai do Sul 47 3,71 2,51 0,602 0,615 -0,022
Mandirituba 47 3,86 2,28 0,561 0,546 0,026
Lapa 48 3,71 2,38 0,581 0,556 0,042
Hondrio Serpa 47 3,71 2,14 0,532 0,491 0,078
Turvo 46 3,57 2,21 0,547 0,472 0,138
Cacador 43 3,43 2,27 0,559 0,500 0,108*
Ituporanga (nativa) 47 3,71 2,13 0,530 0,512 0,034
Ituporanga (comercial) 45 3,71 2,45 0,593 0,502 0,154%**
Espécie 418 3,86 2,38 0,580 0,530 0,080

* P<0,05; ** P<0,01.
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4.3.4 Estrutura genética e indice de fixacao

O indice de fixacdao dentro das procedéncias ( f ) variou de -0,022 a 0,154

(Tabela 9). Nas populagdes Itararé e Pirai do Sul o indice de fixagao foi negativo (-0,002
e -0,022, respectivamente), indicando excesso de heterozigotos, embora os valores nao
sejam estatisticamente diferente de zero. Nas demais procedéncia, o indice de fixacgdo foi
positivo, mas significativo apenas nas procedéncias Cacador (0,108) e Ituporanga
comercial (0,154), indicando a presenca de endogamia. A média aritmética do indice de
fixacdo entre procedéncias foi positiva, mas ndo significativo (Tabela 9), sugerindo que
na média, as procedéncias encontram-se em EHW. O mesmo resultado foi observado na

média ponderada do indice de fixagdo entre procedéncias, 0,060 (Tabela 10). Por sua

vez, o indice de fixacdo estimado para a média do conjunto das procedéncias ( F ) foi

negativo, baixo e ndo significativo (-0,004), confirmando a hip6tese de EHW.
A média entre locos na divergéncia genética entre procedéncias (ép) foi baixa

(0,025), mas estatisticamente diferente de zero, mostrando que a maior parte da
diversidade genética encontra-se dentro das procedéncias (97,5%). A divergéncia

genética variou entre locos de 0,013 a 0,056. A estimativa do fluxo gé€nico aparente

(Nm) entre procedéncias foi alta, variando entre locos de 3,33 (G6pd) a 98,57 (Lap),

com média entre locos de 7,7, sugerindo que as procedéncias nio estdo isoladas..

4.3.5 Distancias genéticas

Os valores da distancia genética de Nei (1978) entre pares de procedéncias
variaram de 0,005 (Lapa vs Honério Serpa) a 0,074 (Mandiruba vs Ituporanga natural)
(Tabela 11). O dendrograma mostrando a relacdo entre as procedéncias produziu dois
grandes grupos. O grupo um constituido pela procedéncia Ituporanga comercial e o
outro, constituido pelas demais procedéncias. Esse tltimo grupo apresentou duas
subdivisdes, a primeira constituida pelas procedéncias Pirai do Sul e Mandiruba, e o
outro constituido pelas procedéncias Itararé, Lapa, Hondrio Serpa, Turvo, Cacgador e
Ituporanga nativa. Contrastando o dendrograma (Figura 4) com a Figura 1,

demonstrando a distribuicdo geografica das procedéncias, observa-se uma certa
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coeréncia entre ambos, sugerindo que procedéncias mais proximas entre si possam
apresentar menor distdncia genética do que procedéncias localizadas espacialmente
distantes, com excecdo das procedéncias Itararé e Hondrio Serpa, que se encontram
espacialmente distantes, mas agrupadas no dendrograma. Contudo, o teste de mantel
(Figura 5), correlacionando a matriz de distincia genética de Nei (1978) e o logaritmo
natural da distancia geografica entre procedéncias foi positivo, mas baixo (0,198) e ndo
significativo (0,159), sugerindo auséncia de associacdo entre a distdncia genética e a

distancia geografica das procedéncias.

Tabela 10. Estimativas das estatisticas F, com base no modelo de Weir & Cockerham
(1984), entre nove procedéncias de M. scabrella. ( f ¢ o indice de fixagdo
médio dentro das procedéncias; F é o indice de fixacdo para o conjunto das
procedéncias; ép ¢ a divergéncia genética entre procedéncias; Nm ¢ a

medida de fluxo gé€nico aparentes entre procedéncias)

Loco 7 R 5 fim

Mrl 0,150 0,166 0,019 10,20
Gopd -0,017 0,040 0,056 3,33

Pgi2 0,024 0,038 0,014 13,91
Mdh4 0,291 0,317 0,037 5,14
Lap -0,202 -0,199 0,002 98,57
6pgdh2 -0,019 0,003 0,022 8,78
Idhl 0,140 0,157 0,020 9,68
Média 0,060 0,083 0,025 7,70
IC-superior 0,172 0,195 0,037 15,00

IC-inferior -0,057 -0,004 0,013 5,14
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Tabela 11. Distancias genéticas de Nei (1978) entre pares de procedéncias de M.

scabrella
Pirai do Mandi- Lapa  Honério Turvo Cacador Ituporanga Ituporanga
rituba Serpa nativa comercial
Itararé 0,030 0,041 0,034 0,014 0,026 0,023 0,050
Pirai do Sul 0,023 0,033 0,051 0,054 0,020 0,039 0,064
Mandirituba 0,026 0,041 0,046 0,034 0,040 0,074
Lapa 0,005 0,026 0,018 0,041 0,037
Honério Serpa 0,011 0,023 0,028 0,038
Turvo 0,020 0,031 0,020
Cacador 0,016 0,056
Ituporanga natural 0,061
I i i i |
05 0,021 00123 0007 LI
— Lapa
Hondrio Serpa
5
ttararé
2
Turyo
L] 4
7 2 Cacador
tuparanga nativa
g o Pirai o Sul
Mandiruba

fuparanga comer cial

Figura 4- Dendrograma demonstrando a estrutura hierdrquica de relacdo genética entre

procedéncias de M. scabrella. (Os agrupamentos foram produzidos usando o

método de médias de distancias entre todos os pares de grupos (UPGMA)

aplicado sobre a matriz de distancia genética de Nei, 1978)
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Figura 5- Demonstracdo grafica da relacdo entre a distancia genética de Nei (1978) e o
logaritmo natural da distancia geogréfica (km) entre as procedéncias de M.

scabrella (F =0,198, P =0,159)

4.4 Discussoes
4.4.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Com excecdo da procedéncia Ituporanga natural, todas as demais apresentaram
desvios das propor¢cdes do EHW, em pelo menos dois dos sete locos avaliados (Tabela
8). Desvios do EHW podem ser atribuidos cruzamentos nao aleatérios (autofecundagdes,
cruzamentos endogamicos) ou a fatores evolutivos como selecdo, mutacdo, migracao e
deriva genética. Os desvios foram causados por excesso de homozigotos nos locos Mr-1
(Itararé), G6épdh (Ituporanga comercial), Mdh-4 (Pirai do Sul, Mandiruba, Lapa, Honério
Serpa, Turvo e Cagador), Lap (Ituporanga comercial), 6pgdh-2 (Honério Serpa e
Cacador) e Idh-1 (Mandiruba e Ituporanga comercial), como demonstrado pelo indice de
fixacdo (Tabela 8) positivos e estatisticamente diferentes de zero. O excesso de
homozigotos pode ser atribuido a endogamia advinda de autofecundagdes e cruzamentos
endogamicos (capitulo 3). Por outro lado, nos demais locos mostrando desvios
significativos do EHW, a causa foi o excesso de heterozigotos (G6pdh, Mandiruba; Lap,
Pirai do Sul, Mandiruba, Lapa, Honério Serpa, Turvo, Cacador; 6pgdh-2, Pirai do Sul,

Mandiruba) como demonstrado pelo indice de fixa¢do negativo (Tabela 8). O excesso de
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heterozigotos pode ter sido causado pela selecdo natural, a favor de heterozigotos.
Selecao para heterozigotos entre a fase de plantula e a fase adulta tem sido detectada em
diversos estudos com espécies arbéreas baseados em dados de isoenzimas como, por
exemplo, em Pinus ponderosa (Linhart et al., 1981), Pseudotsuga menziensii (Shaw &
Allard, 1982), Eucalyptus rhodantha (Sampson et al., 1989), Genipa americana
(Sebbenn et al., 1998b), Metrosideros excelsa (Schimidt-Adams et al., 2000), Cariniana
legalis (Sebbenn et al, 2001a). Assim, as populacdes de M. scabrella podem gerar
progénies parcialmente endogdmicas e a selecdo natural, provavelmente, atuem no

sentido de reduzir, sendo toda, parte da endogamia.

4.4.2 Diversidade genética intrapopulacional

O numero médio efetivo de alelos por locos (A,) foi menor do que o nimero

médio de alelos por locos (A ). A causa € presenga de grande nimero de alelos raros nos
locos. Alelos raros contribuem pouco para as estimativas baseadas em freqiiéncias
alélicas como nimero efetivo de alelos por locos e heterozigosidade esperada em EHW.
Esses estimadores dependem mais da freqiiéncia dos alelos comuns. Por exemplo, a
procedéncia Mandiruba encontrava-se entre as procedéncias com menor nimero efetivo
de alelos por loco, embora seja a procedéncia com maior nimero médio de alelos por
locos (3,86) e nimero total de alelos (27). Porém, nove dos 27 alelos (33%) tinham
freqiiéncia inferior a 10% (0,1), o que fez com que esses contribuissem pouco para as
medida.

Comparando os niveis dos indices de diversidade observados para a média das

procedéncias de M. scabrella (Tabela 9) com os detectados para locos isoenziméticos
em cinco espécies arbdreas tropicais brasileiras por Kageyama et al. (2003) (A variando
de 2,1 a 3,4, PAIe variando de 0,255 a 0,480; PAIU variando de 0,132 a 0,446), verifica-se

que a espécie apresenta altos niveis de diversidade genética. Ainda, comparando a
heterozigosidade esperada de M. scabrella com a média detectada em espécies arbdreas
tropicais comuns, 0,211 (Hamrick & Loveless, 1989), confirma-se os altos niveis de

diversidade presentes na espécie. M. scabrella tem caracteristicas que contribuem para a
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existéncia de altos niveis de diversidade genética, como apresentar alta densidade
populacional em condi¢cdes naturais. A alta densidade populacional favorece,
adicionalmente ao fato de tratar-se de espécie arbérea de vida longa (vive mais de 10
anos), a ocorréncia de mutacdes, as quais muitas podem ser indesejaveis (deletérias),
mas muitas podem ser favordveis (tem algum valor evolutivo ou adaptativo) ou serem
neutras (sem valor adaptativo aparente).

Comparando as procedéncias de M. scabrella observa-se que a Pirai do Sul

A A A

apresenta os maiores indices A,, H, e H, e a Ituporanga nativa os menores indices A,

o

A

e H,, e Turvo menor H,. Em termos de numero efetivo de alelos por locos e

heterozigosidade observada, as procedéncias localizadas ao norte da distribui¢do natural
da espécie tende a apresentar maiores valores, relativamente as localizadas ao sul,
portanto, essas procedéncias também seriam as mais indicadas para a conservacao
genética in situ e ex situ bem como as mais adequadas para a coleta de sementes para
programas de melhoramento genético.

A procedéncia Ituporanga comercial apresentou maiores valores para os indices

A

AeH . » comparada a procedéncia Ituporanga nativa (Tabela 9). A causa dos maiores

e
indices A, e H, pode ser atribuida ao menor nimero de alelos raros na procedéncia

comercial (apresentou 2 alelos raros), comparativamente a procedéncia nativa
(apresentou 4 alelos raros) (Tabela 7). Dois alelos que eram raros na procedéncia
Ituporanga nativa (alelo 1 no loco Mr-1, p=0,024; alelo 5 no loco Pgi-2, p=0,05)
apresentaram maior freqiiéncia na procedéncia Ituporanga comercial (alelo 1 no loco
Mr-1, p=0,065; alelo 5 no loco Pgi-2, p=0,14). Aumento na freqii€ncia de outros alelos
nao raros (p>0,05) também pode ser observado, comparando ambas as procedéncias. Em
geral, a procedéncia Ituporanga comercial apresentou freqiiéncia alélicas mais proxima a
esperada pela média aritmética do ndmero de alelos segregando nos locos (1/n,, sendo n,
o nimero de alelos em cada loco), o que levou essa procedéncia a apresentar maiores

niveis de diversidade genética nos indices comparada a procedéncia Ituporanga nativa.

Contudo, a heterozigosidade observada H ,» ou a freqiiéncia média de gendtipos
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heterozigotos foi maior na procedéncia Ituporanga natural (0,512), comparada a
Ituporanga comercial (0,502). Por outro lado, a heterozigosidade observada foi menor do
que a esperada em EHW em ambas as procedéncias (Tabela 7), mas a diferenca entre

elas foi maior na procedéncia comercial, gerando um indice de fixacdo positivo e

estatisticamente diferente de zero ( f = 0,154), indicando a presenca de forte endogamia

no plantio avaliado.

4.4.3. Indice de fixacao

O indice de fixagdo foi positivo na grande maioria das procedéncias, embora
tenha sido significativo apenas nas procedéncias Cacador (0,108) e Ituporanga
Comercial (0,154). Indices de fixacdo positivos e significativos sugerem que as
procedéncias de Cacador e de Ituporanga comercial apresentam excesso de
homozigotos, possivelmente como resultado da ocorréncia de autofecundacdo e
cruzamentos endogdmicos. No caso da procedéncia Ituporanga comercial, a causa do
alto indice de fixac@o pode estar associada ao processo de domesticacdo. As sementes
que deram origem ao plantio podem ter sido colhidas de uma pequena vizinhanga
genética (arvores proximas), onde existia forte estrutura genética espacial e ocorreu o
cruzamento entre individuos aparentados. M. scabrella ocorre naturalmente em alta
densidade populacional e tem suas sementes dispersas, em grande parte, nas vizinhancas
da arvore materna, o que favorece a formagao de estrutura genética espacial e a posterior
cruzamento entre individuos parentes, gerando endogamia na descendéncia. Isto também
explicaria a endogamia detectada na procedéncia de Cacador. Contudo, a estrutura
genética espacial de M. scabrella ainda ndo foi acessada, permanecendo, assim, um
campo fértil para estudos posteriores da dinamica da endogamia entre geracdes de M.
scabrella.

Considerando que a endogamia em uma geragcdo corresponde a coancestria da

geragdo parental (f =6,) e assumindo, para fins de simplificacdo, que toda a

endogamia gerada por autofecundagdo foi eliminada pela selecdo natura, através da

depressao por endogamia, permanecendo somente a endogamia advinda de cruzamentos
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entre individuos parentes, poderia-se afirmar que a coancestria na geracdo parental

(6, =0,154) que deu origem ao plantio comercial, aproxima-se da esperada em

individuos meios-irmaos (0,125). Em outros termos, significa que o plantio pode ter sido
gerado a partir de sementes coletadas do cruzamento entre meios-irmaos. A coleta de
sementes em um prévio plantio estabelecido a partir de sementes de uma ou poucas
arvores explicaria a endogamia observada no plantio comercial de Ituporanga.

Outras hipéteses para a forte endogamia observada na procedéncia Ituporanga
comercial poderia ser a de que as sementes foram coletadas de arvores isoladas ou em

arvores onde ocorreu alta taxa de autofecundacao.

4.4.4 Estrutura genética e fluxo génico

A andlise da distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de procedéncias
indicou que apenas 2,5% da diversidade genética total encontra-se entre procedéncias e,
portanto, a maior parte encontra-se dentro de procedéncias. O padrdo de estrutura
genética com maior parte da diversidade distribuida dentro das procedéncias ou
populacdes é coerente com o padrido esperado em espécies que se reproduzam
predominantemente por cruzamento, tem vida longa (>10 anos), alta densidade
populacional e eficientes mecanismos de dispersio sementes e pdlen, como a M.
scabrella. Maior diversidade genética dentro de populacdes, relativamente a presente
entre populacdes tem sido observada na grande maioria dos estudos conduzidos com

marcadores genéticos em espécies arbdreas tropicais, podendo citar como exemplo os

estudos com Cordia alliodora (R. and P.) Oken (éST =0,117, Chese et al., 1995),
Pterocarpus macrocarpus Kurz. (ﬁST =0,117, Liengsiri et al., 1995) Cryptocarya
moschata Nees (ép =0,123, Moraes et al., 1999), Esenbeckia leiocarpa Engl.
(6, =0,121, Seoane et al., 2000), Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze. (8, =0,09,
Sebbenn et al., 2001a), Araucaria angustifolia (Bert.) Ktze. (éP =0,044, Auler et al.,
2002), Annona crassiflora Mart. (éST =0,188, Telles et al., 2003) e Eugenia

dysenterica DC (ﬁST =0,269, Zucchi et al., 2003). A causa da baixa diferenciagdo entre
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procedéncias deve-se, provavelmente, ao fluxo génico remoto, como detectado pelo alto

nimero médio aparente de migrantes por geracao (Nm =7,7).

Contudo, embora a divergéncia genética entre as procedéncias seja baixa, as
estimativas das distancias genéticas entre pares procedéncias (Tabela 11) e seu
respectivo dendrograma (Figura 4) sugerem que, em geral, as procedéncias localizadas
espacialmente préximas tém menor distancia genética do que procedéncias localizadas
espacialmente distantes, de forma que o fluxo génico deva ter ocorrido mais
intensivamente entre as procedéncias proximas. No entanto, o teste de Mantel,
correlacionando a matriz de distancia genética de Nei (1978) e o logaritmo natural da

distancia geografica entre procedéncias nao suportou esta hipdtese (7=0,198,
P =0,159), de forma que ndo é possivel atribuir a distancia genética detectada entre

procedéncias ao isolamento por distincia entre as populagdes de origem das

procedéncias.



5 VARIACAO GENETICA ENTRE E DENTRO DE PROCEDENCIAS DE
Mimosa scabrella BENTHAN POR CARACTERES QUANTITATIVOS E
DADOS DE ISOENZIMAS - GENETIC VARIATION AMONG AND WITHIN
POPULATIONS OF Mimosa scabrella BENTHAN FOR QUATITATIVE
TRAIS AND ISOZYME DATAS

Resumo

Para analisar a variagdo quantitativa e isoenzimadtica entre dez a 20 progénies de
nove procedéncias de Mimosa scabrella (bracatinga), uma espécie arborea tropical de
ampla distribuicio no sudeste e sul do Brasil, foi usada a estatistica F. Sete locos
isoenziméticos polimérficos foram usados para testar a hipétese nula de que a selecao
natural é determinante da evolucdo quantitativa do crescimento em altura de M.

scabrella aos seis meses de idade. O crescimento em altura mostrou maior diferenciacao

entre procedéncias (QST = 0,039) do que as isoenzimas (ép = 0,018), mas menor
diferencia¢do entre progénies dentro de procedéncias (Q »»=0,008) do que as isoenzimas

(6

L,/,= 0,080), sugerindo que a sele¢do natural foi a causa da diferenciagdo entre
procedéncias e a deriva genética a causa da diferenciacdo entre progénies dentro de
procedéncias. A adaptacdo diferencial para padrdes locais e regionais de precipitagao,
temperatura, tipo de solo e altitude parece ser a melhor explicacdo para a diferente
estrutura genética encontrada entre procedéncias para altura de plantas e locos
isoenziméticos. Por outro lado, erros de amostragem parecem ser a melhor explicacao

para a diferente estrutura genética detectada entre progénies dentro de procedéncias para

altura e locos isoenzimaticos.
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Palavras-chave: Caracteres quantitativos, isoenzimas, estrutura genética, espécies

arboreas tropicais; teste de procedéncias e progénies.
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Summary

F-statistics were employed to analyse quantitative and isozyme variation among
and within ten to 20 families from nine provenances of Mimosa scabrella (bracatinga), a
tropical tree species with wide distribution in southwest and south Brazil. Seven
polymorphic isozyme loci were used to test a null hypothesis that natural selection is

determinant of quantitative evolution of M. scabrella height growth at six moths old.

Total height growth showed higher differentiation among provenances (QST: 0.039)
than isozymes (ép: 0.018), but showed lower differentiation among families within

provenances (Q »»= 0.008) than isozymes (9pp = 0.080), suggesting that natural selection

was the cause of differentiation among provenances and genetic drift was the cause of
genetic differentiation among families within provenances. Differential adaptation to
regional e local patterns of precipitation, temperature, soil type and altitude seem to be
the best explanation of the different genetic structure found among provenances in total
height and isozyme loci. In another hand, sampling errors seem to be the best
explanation of the different genetic structure found among families within provenances

in total height and isozyme loci.

Key-words: Quantitative traits, isozymes, genetic structure, tropical tree species,

provenance and progeny test.
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5.1 Introducao

Mimosa scabrella Bentham (Leguminosae-Mimosoideae) ou bracatinga é uma
espécie arborea subtropical brasileira que ocorre naturalmente entre que as latitudes
21°30° S (Coronel Pacheco-MG) a 29°40’S (RS), abrangendo os Estados de Minas
Gerais (sul), Rio de Janeiro, Sdo Paulo (leste e sul), Parana (sul e centro sul), Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (nordeste) em altitudes preferencialmente entre 400 m a
1.000 m (Carvalho, 1994). Sua freqiiéncia € descontinua, tornando-se as vezes muito
abundante, especialmente nas florestas de araucdria semidevastadas e nas condicoes de
vegetacdo secundaria (Reitz et al., 1978). Suas flores sdo polinizadas principalmente por
abelhas do tipo Apis e Trigona e tem suas sementes dispersas por autocoria. Seu
crescimento é rapido até aproximadamente os seis anos de vida, apds entra em fase de
crescimento lento e posteriormente (10 a 12 anos) tendem a entrar em fase de declinio
vital.

M. scabrella tem diversos usos, como madeira serrada e rolica, energia, celulose
e papel, goma, substancias tanantes, producao de mel, reflorestamentos ambientais etc
(Carvalho, 1994). Em condicdes naturais, as drvores podem atingir até 20 m de altura e
50 cm de DAP (Reitz et al., 1978). Embora, M. scabrella tenha diversas aplicacdes,
praticamente nada se conhece sobre a estrutura genética de suas populacdes e, segundo
Carvalho (1994), as informagdes existentes restringem-se a um Unico teste de
procedéncias.

Marcadores isoenzimdticos sdo, geralmente, neutros e, portanto, ndo sdo afetados
pela selecao natural, de forma que a divergéncia genética detectada entre populacdes ou
procedéncias possa ser interpretada em termos de deriva genética e migracdo. Por outro
lado, caracteres quantitativos como altura, DAP e volume sdo considerados caracteres
indicativos de vigor e adaptabilidade e sdo fortemente afetados pela selecdo natural, de
forma que a diferenciac@o genética detectada entre populacdes possa ser interpretada em
termos de selec@o natural, deriva genética e migracao ou isolamento (Yang et al., 1996;
Sebbenn et al., 2001a). Quando estimativas da divergéncia genética entre populagdes sao
obtidas simultaneamente para caracteres quantitativos e marcadores supostamente

neutros, como isoenzimas, diversas hipdteses sobre as causas das diferencas genéticas
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entre populacdes podem ser testadas (Yang et al., 1996; Sebbenn et al., 2001a;

Gonzélez-Martinez et al., 2002, Howe et al., 2003). Se as estimativas de F, sao iguais
a Q,, elas sugerem que a selec@o natural tenha pouco influéncia sobre a diferenciacio
entre populagdes para caracteres quantitativos. Se a estimativa de F, € maior do que
Q4 . entdo a selecdo estabilizadora para o mesmo fenétipo em diferentes populacdes
estd provavelmente limitando a diferenciagdo entre populagdes. Se Fg, € menor do que
O, , entdo a selecdo para alternativos fendtipos estd provavelmente contribuindo para a

diferenciacdo das populagdes (Howe et al., 2003). Contudo, embora a combinag¢do dessa
metodologia seja de grande valor para entender os processos causadores das diferencas
genéticas entre populagdes, portanto, para programas de melhoramento e conservacao
genética de espécies, tais estudos restringem-se a poucos trabalhos com espécies
arboreas, podendo-se citar os estudos de Yang et al. (1996) com populagdes de Pinus
contorta ssp. latifolia, Sebbenn et al. (2001a) com populacdes de Cariniana legalis e de
Gonzalez-Martinez et al. (2002) com Pinus pinaster.

O objetivo desse capitulo foi investigar a diferengas na estrutura genética de nove
populacdes de M. scabrella usando o cardter quantitativo altura total e dados de sete
locos isoenzimdticos polimorficos. Foi testada a hipdtese nula de que a evolucdo
quantitativa é o principal determinante da estrutura genética entre progénies dentro de

procedéncias e entre procedéncias de M. scabrella.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Areas de coleta de sementes

Esse trabalho foi desenvolvido com material genético proveniente de oito
procedéncias naturais € uma comercial, ao longo da distribui¢do geografica de M.
scabrella. Para a escolha das localidades foram consideradas as seguintes observagdes:
existéncia de procedéncias conhecidas e bem conservadas; e que as procedéncias
apresentassem um nudmero de matrizes suficiente (aproximadamente, 20 matrizes).
Também foi observada a recomendacdao de Kemp (1976) respeitando uma distancia

maxima de 1 grau de latitude entre as procedéncias.
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Em cada municipio foi localizada uma procedéncia, exceto Ituporanga com uma
procedéncia natural e uma comercial. A identificagdo das procedéncias e a coleta das
sementes foram realizadas por técnicos da EMBRAPA/CNPF entre os anos de 1997 e
1999. A localizacdo dos municipios estd descrita na Tabela 1 e pode ser observada na

Figura 1 (ambas no capitulo 3).

5.2.2 Amostragem e teste de procedéncias e progénies

O material genético testado se constitui da amostra de sementes coletadas em 10
a 20 arvores matrizes por procedéncia (Tabela 1), em oito procedéncias naturais € uma
comercial de M. scabrella (Figura 1). De cada 4rvore foram coletadas sementes
suficientes para produc¢do de 50 mudas por progé€nies. As sementes foram germinadas
separadas por progénie no viveiro do Departamento de Ciéncias Florestais da
ESALQ/USP. O teste de procedéncias e progénies foi instalado em Maio de 2003 na
Estacdo Experimental de Itatinga - ESALQ/USP, municipio de Itatinga-SP (latitudes 23°
02’ 01" S e 23° 02’ 30" S; longitudes 48° 38° 34’” W e 48° 37° 30"’ W; altitude média
de 830 m; temperatura média anual de 19,4 °C e minima de 12,8 °C; precipitacdo média
de 1.635 mm e nos més mais secos (julho) de 30 a 60 mm) (Scardua, 1994). O
delineamento experimental usado foi o de “Blocos de Familias Compactas”, com nove
procedéncias, 10 a 20 progénies por procedéncia, seis plantas por subparcela, em cinco
repeticoes. O espacamento usado foi o 3,0 x 1,5 m. Também foi usada uma bordadura

externa ao experimento de trés linhas.

5.2.3 Eletroforese de isoenzimas

O protocolo de extragdo e revelacdo das isoenzimas foi desenvolvido com base
em Alfenas (1998). Para a extracdo das isoenzimas de tecidos foliares utilizou-se o
tampao de extragdo nimero um, citado em Alfenas (1998, pag. 96). Para definicdo dos
sistemas isoenzimaticos, foram testados trés sistemas de tampdo gel-eletrodo (Citrato
Morfolina, Litio Borato, e Tris Citrato), e 17 sistemas isoenzimaticos. As enzimas que
apresentaram melhor atividade de resolu¢do e permitiram a interpretacdo foram:

Fosfogluco Isomerase (PGI-EC 5.3.1.9), Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDHH-
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EC 1.1.1.49), Leucina Aminopeptidase (LAP-EC 3.4.11.1), Malato Desedrogenase
(MDH-EC 1.1.1.37), Isocitrato Desidrogenase (IDH-EC 1.1.1.42), Menadiona Redutase
(MR-EC 1.6.99.2), e a 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH-EC 1.1.1.44). As
reacoes isoenzimaticas foram baseadas em Alfenas (1998). Porém, com a finalidade de
melhorar a resolu¢do da enzima Fosfogluco Isomerase (PGI), optou-se pela alteracdo na
quantidade da enzima Glucose-6-Fosfato Desidrogenase de 6,5 ul para 7.5 ul. Os
padrées de revelacdo dos sistemas isoenzimdticos, assim como, as representacoes
esquematicas dos fendtipos observados nos zimogramas podem ser observadas na Figura

2 e 3 (capitulo 3).

5.2.4 Dados

A distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro das procedéncias e
progénies foi caracterizada a partir da andlise de isoenzimas e caracteres quantitativos.
Seis meses apds o plantio foram avaliados os caracteres quantitativos altura e
sobrevivéncia. A altura foi medida em todas as drvores sobreviventes com o auxilio de

uma trena e a sobrevivéncia foi obtida pela contagem direta das plantas vivas.

5.2.5 Analise dos dados de isoenzimas
A estrutura genética das procedéncias de M. scabrella foi caracterizada para os
dados de marcadores isoenzimadticos pelas estatisticas F, estimadas de acordo com o

método de Weir & Cockerham (1984) e usando o programa GDA (Lewis & Zaykin,

1999). O parametros estimados foram a divergéncia genética entre procedéncias (4, ) e a
divergéncia genética entre progénies dentro de procedéncias (8,,). A significAncia

estatistica das estimativas médias entre locos de éPP e d » foram obtida pelo intervalo
de confianga a 99% de probabilidade, calculado por reamostragem bootstrap, usando o
programa GDA (Lewis & Zaykin, 1999). Foram utilizadas 10.000 repeti¢des sobre os

locos para obter-se o intervalo de confianca.
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5.2.6 Analise do carater altura

A distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro de procedéncias para o
carater altura foi avaliada por andlise de variancia, usando o programa SAS (SAS,
2000). Da andlise de variancia foram estimados os componentes de variancia, os quais

permitiram a estimativa dos parametros genéticos. O modelo estatistico usado foi:

Yi =m+14S8i+pSii)+pritpStign+e ) (22)

em que:

Yiju = valor do cardter medido na /-ésima planta, da k-ésima progénie, da j-
ésima procedéncia, na i-ésima repeticao;

m = média geral do cardter;

1; = efeito da repeticao i;

s; = efeito da procedéncia j;

psk() = efeito da k-ésima progénie dentro da j-ésima procedéncia;

prj = efeito da interag¢@o da j-ésima procedéncia com a i-€sima repeti¢ao;

psrii) = efeito da interacdo da k-ésima progénie, com a j-ésima procedéncia,
e com a i-ésima repeticao;

eijky = efeito da [-ésima planta, dentro da k-ésima progénie, da j-ésima
procedéncia, na i-ésima repeticao.

A estrutura da andlise da variancia para dados balanceados pode ser observada na

Tabela 12.
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O teste F estimado para o efeito de procedéncia nao foi exato, sendo necessdria a
decomposicdo dos quadrados médios. Da mesma forma, novos graus de liberdade foram
obtidos usando Satterthwaite (Sebbenn, 2001) para verificar a significancia estatistica do

teste F:

. (Q, +0,)° (23)
BN (Q5)’
1Y (K, =DI(J =1
_ (©Q;+0,)’ (24)
’ (Q,)° ©Q,)’°

I-DJ -1 1Y (K, -1)]

a) Estimativa de componentes da variancia
Os componentes da variancia foram obtidos pela decomposicao das esperangas

dos quadrados médios [E(QM)] da andlise de variincia:

25
Variancia entre blocos: &} = -9 (25)
JKL
+ 26
Variancia genética entre procedéncias: 6; = 0, +05) (26)
IKL(Q, +0,)
27
Variancia do Erro a: 67, Q3 Qs 27)
KL
- 28
Variancia genética entre progénies dentro de procedéncias: 6‘f,P = 9, ILQS (28)
29
Variancia do Erro b: 67, = o LQ6 (29)

Varincia fenotipica dentro de progénies: 62 = Q, 64 (30)
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b) Estimativa de parametros genéticos
A divergéncia genética entre procedéncia e progénies foi calculada a partir de

duas correcdes intraclasses:

. o (31)
P = X ~ N
6; +0'§p +a§

. 6’ (32)

pp

w T A2 A2 A2
6,+to0,+0,

A diferenca entre as médias de altura das procedéncias foi analisada pelo

intervalo de confianga (IC) a 95% de probabilidade.

ICos54,=tEP (33)

Sendo ¢ o valor tabela do ¢ de Student, 1,96. EP (= o/ \/; ) € o erro padrao da média de

altura das procedéncias, ¢ € o desvio padrio; n € o nimero de individuos mensurados.

5.3 Resultados
5.3.1 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia média das procedéncias foi alta no experimento (97,1%),
variando de 93,52% (procedéncia Pirai do Sul-PR) a 98,48% (procedéncia Turvo-PR).
Observando o intervalo de confianca da média a 95% de probabilidade (Tabela 13),
verifica-se que as diferencas entre procedéncias na sobrevivéncia sdo estatisticamente

significativas.
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Tabela 13. Tamanho da amostra (n), taxa de sobrevivéncia (%) e crescimento médio em
altura aos seis meses, com seus respectivos intervalos de confianga, para as

procedéncias de M. scabrella. (IC a 95% de probabilidade)

Procedéncia n Sobrevivéncia (%) Altura (m)
Itararé - SP 390 97,05 £0,14 0,84 + 0,02
Pirai do Sul - PR 202 93,52 +0,14 0,79 £ 0,04
Mandirituba - PR 505 97,87 £0,14 0,81 +0,02
Lapa - PR 564 95,92 +0,14 0,81 £0,02
Hondrio Serpa - PR 508 97,32 £0,14 0,84 +£0,02
Turvo - PR 455 98,48 + 0,14 0,85 +£0,02
Cacador - SC 308 96,85 0,14 0,79 £0,03
Ituporanga - SC (nativa) 289 98,30 £ 0,14 0,96 + 0,03
Ituporanga - SC (comercial) 426 97,26 £0,14 0,84 +£0,03

5.3.2 Crescimento em altura

O crescimento médio em altura variou entre as procedéncias, 0,079 a 0,96
(Tabela 13). O teste de médias, baseado no intervalo de confianca do erro da média a
95% de probabilidade, detectou diferengas entre procedéncias. A procedéncia Ituporanga
(SC - nativa) apresentou a maior altura média (0,96 m), sendo o seu crescimento
estatisticamente superior as demais. As procedéncias Pirai do Sul — PR e Cacador — SC
apresentaram o menor crescimento (0,79 m) e ndo diferiram estatisticamente entre si e
das procedéncias Itararé — SP (0,84 m), Mandirituba — PR (0,81 m), Lapa — PR (0,81 m),
Hondério Serpa — PR (0,84 m) e Ituporanga - SC (comercial) (0,84 m).

5.3.3 Analise de variancia

O teste F' da andlise de varidncia detectou diferencas significativas a 5% de
probabilidade entre blocos, indicando que o delineamento experimental baseado em
blocos, para o controle da variacdo ambiental, foi eficiente. O teste F da andlise de

variancia revelou diferencas significativas a 5% de probabilidade entre procedéncias
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para o cardter altura de plantas (Tabela 14). Entre progénies dentro de procedéncias ndo

foram detectadas diferencas significativas.

Tabela 14. Andlise da varidncia para o cardter altura aos seis meses para as nove
procedéncias de M. scabrella. Sdo apresentados: as fontes de variacdo
(FV), os graus de liberdade (GL), os quadrados médios (QM) e o teste de

significancia (F)

FV GL 0)%| F
Bloco 4 0,9359 5,92%
Procedéncia 8 0,7726 4,75%
Progénie/Procedéncia 130 0,1633 1,03
Erro b 482 0,1591
Erro Dentro 3022 0,0453
Total 3646

CV: 25,44%; Média: 0,84 m. * P> 0,05.

5.3.4 Variacao genética entre e dentro de procedéncias

A divergéncia genética entre procedéncias (Q ,) para o cardter altura foi de 0,039
e a divergéncia genética entre progénies dentro de procedéncias (Qpp) foi de 0,008, de

forma 95,3% (I—QP—QPP) da variagdo total, encontrava-se distribuida entre plantas

dentro de progénies (Tabela 15). Para as isoenzimas, a divergéncia genética média entre
procedéncias, para a média dos locos, acomodou 1,8% da diversidade total, com
variacdo entre locos de -0,001 a 0,046. Entre progénies, para a média dos locos, foi
detectados 8,0% de divergéncia genética, com variacdo entre locos de 0,018 (Lap) a
0,114 (Pgi-2). Avaliando os limites do intervalo de confianca do erro a 99% de

probabilidade, conclui-se que essas diferencas sdo estatisticamente significativas.
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Tabela 15. Estimativas das estatisticas F, para dados de isoenzimas com base no modelo

de Weir & Cockerham (1984) e para o cardter quantitativo altura de plantas

entre nove procedéncias de M. scabrella. (6, € a divergéncia genética entre

procedéncias;

procedéncias; @, € a divergéncia genética entre procedéncias; Q,,

divergéncia genética entre progénies dentro de procedéncias)

pp

divergéncia genética entre progénies

dentro de

A

Loco 9,,,, 9,, Carater 0, 0,
Mr-1 0,047 0,017

Gopd 0,089 0,046

Pgi-2 0,114 0,006

Mdh-4 0,131 0,026

Lap 0,018 -0,001

6pgdh-2 0,055 0,018

Idh-1 0,111 0,010

Média 0,080 0,018 Altura 0,008 0,039
IC-superior 0,116 0,033

IC-inferior 0,042 0,006

5.4 Discussoes

5.4.1 Caracteres quantitativos

Caracteristicas adaptativas, ou seja, que sofrem sele¢do natural, sdo apropriadas

aos estudos de estrutura genética de procedéncias por permitirem a deteccdo da

competicdo intra-especifica. Dessa forma, a avaliacdo da variabilidade genética para os

caracteres altura e sobrevivéncia tornou-se pertinentes por informar de como estd

distribuida a variabilidade entre e dentro de procedéncias, conseqiientemente, permitindo

o delineamento de estratégias para a selecdo de procedéncias para o melhoramento e

conservagao genética.
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a) Sobrevivéncia

A sobrevivéncia média das procedéncias foi alta no experimento (97,1%),
embora tenham sido detectadas diferencas significativas entre procedéncias. Isso indica
que a origem geografica das sementes possa estar influenciando a adaptacdo das
procedéncias no local de experimentagdo e, que a escolha da origem adequada possa ter
influéncia sobre a adaptagdo e produtividade local. Contudo, embora, existam diferencas
significativas entre procedéncias para sobrevivéncia de planta, todas apresentaram altas
taxas, o que por sua vez, sugere que a espécie, aparentemente, adapta-se bem as
condi¢cdes edafoclimdticas da regido de experimentacdo (Estacdo Experimental de
Itatinga). Ainda, os valores observados de sobrevivéncia sdo condizentes com 0s
resultados ja obtidos para a M. scabrella. Carvalho (1981a) encontrou valores entre 84 e
99,2% para a sobrevivéncia da espécie, variando conforme o local de experimentacao.

A sobrevivéncia de plantas é, provavelmente, um cariater que estd sob forte
controle genético em espécies arbdreas. A alta sobrevivéncia pode ser vista como um
indicativo de que no processo de reproducdo, pouca endogamia foi gerada
(autofecundacdo e cruzamentos entre parentes) ou, que esta foi eliminada pela sele¢ao

natural entre a fase de formacgao do zigoto e a fase atual (plantulas).

b) Crescimento em altura

O crescimento médio em altura variou entre as procedéncias, 0,79 a 0,96 (Tabela
13). O teste de médias, baseado no intervalo de confianca do erro da média a 95% de
probabilidade, detectou diferencas entre procedéncias. A procedéncia Ituporanga (SC -
nativa) apresentou a maior altura média (0,96 m), sendo o seu crescimento
estatisticamente superior as demais. As procedéncias Pirai do Sul — PR e Cacador — SC
apresentaram o menor crescimento (0,79 m) e ndo diferiram estatisticamente entre si €
das procedéncias Itararé — SP (0,84 m), Mandirituba — PR (0,81 m), Lapa — PR (0,81 m),
Honério Serpa — PR (0,84 m) e Ituporanga - SC (comercial) (0,84 m). Embora, esses
resultados sejam preliminares, eles indicam que a procedéncia Ituporanga (SC - nativa) é
a mais adequada para o reflorestamento na regido de Itatinga. Seu crescimento (0,96 m)

foi 18% superior ao observado nas duas procedéncias de pior performance (0,79 m; Pirai
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do Sul — PR e Cacador — SC). Comparando com a procedéncia Ituporanga comercial
verifica-se que a Ituporanga nativa cresceu 12,5% a mais. A causa da diferenca entre a
procedéncia Ituporanga nativa e comercial é provavelmente o processo de domesticacao
a partir de uma base genética restrita, como detectado pelo indice de fixacdo (capitulo
4). Resultados mais consistentes poderdao ser obtidos em avaliacdes subseqiientes,
quando as arvores estiverem pelo menos com idade correspondente a um terco da idade
de rotacdo da espécie, ou seja, aproximadamente aos dois anos.

Os resultados aqui observados divergem dos encontrados para altura de M.
scabrella aos quatro anos de idade por Dias (1988). Embora o autor ndo tenha
encontrado tendéncias coerentes entre altura e latitude, os individuos mais altos eram
representantes das procedéncias proximas do local de plantio. O oposto foi encontrado
nesse estudo onde a procedéncia que se destacou positivamente € a que apresenta
localiza¢do mais meridional. A diferenca nos resultados pode ser atribuida a jovialidade
do plantio em Itatinga (SP). Como possivelmente a altura esteja sobre controle de um
grande nimero de genes que sdo influenciados pelo ambiente, sua expressao pode ser
alterada, em maior ou menor grau, com o desenvolvimento dos individuos. Portanto, os
resultados sdo preliminares e € necessdrio acompanhar o experimento até que as médias

de crescimento se estabilizem.

¢) Analise de variancia

O teste F' da andlise de variancia revelou diferencas significativas a 5% de
probabilidade entre procedéncias para o cardter altura de plantas (Tabela 14), indicando
que existem diferencas significativas entre as médias de crescimento em altura de pelo
menos duas procedéncias e a possibilidade de obter-se ganhos genéticos pela selecao
da(s) procedéncia(s) de maior crescimento (por exemplo, Ituporanga nativa). Entre
progénies dentro de procedéncias ndo foram detectadas diferencgas significativas, o que
sugere, até a presente data (seis meses de experimentacdo), demonstrando baixa
possibilidades de capitalizar-se ganhos genéticos pela selecdo das melhores progénies

dentro das procedéncias € fraca.
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5.4.2 Variacao genética entre e dentro de procedéncias por caracteres quantitativos
Estudou-se a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de procedéncias

de M. scabrella para o carater altura, com base em correlacdes intraclasses. A
divergéncia genética detectada entre procedéncias (Q,) para o cardter quantitativo altura

total de plantas foi baixa (0,039), indicando que a maior parte da variagdo total encontra-
se distribuida dentro de procedéncias (entre progénies e entre plantas dentro de
procedéncias). Esse padrao de estrutura genética, com baixa variacdo entre procedéncias
e alta dentro de procedéncias tem sido reportada para a grande maioria das espécies
arboreas. Praticamente todos os estudos de estrutura genética de populacdes baseadas
em caracteres quantitativos tém detectado que a maior parte da diversidade genética
encontra-se dentro das populagdes ou procedéncia, podendo-se citar como exemplo os
estudos Yang et al. (1996) com Pinus contorta ssp. Latifolia; Siqueira et al. (2000) com
Balfourodendron riedelianum (Engler) Engler; Sebbenn et al. (2001a; 2002b; 2003a e b)
com Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze, Gallesia gorarema Vell. Moq., e Araucaria
angustifolia (Mart.) O Ktze; Ettori et al. (2002) com Pinus oocarpa Schiede; e Baleroni
et al. (2003) com Myracrodruon urundeuva Fr. All, entre outros. A maior variacio
dentro de procedéncias ocorre devido a uma combinacdo do sistema de reproducio,
predominantemente por cruzamento em espécies arboreas, vida longa das espécies
arboreas e eficientes mecanismos de dispersao de pdélen e sementes, fazendo com que a
variabilidade genética das populagdes seja homogeneizada e, conseqiientemente,

reduzindo a diversidade entre populagdes.
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Tabela 16. Estimativa da divergéncia genética entre procedéncia ou populagdes (QP)

para o carater altura total de plantas de algumas espécies arboreas

Espécie Idade QP Autor
(anos)
Araucaria angustifolia 1 0,288  Sebbenn et al. (2003a)
3 0,086
5 0,158
18 0,065
Araucaria angustifolia 21 0,062  Sebbenn et al. (2003b)
Balfourodendron riedelianum 4 0,013  Siqueira et al. (2000)
9 0,001
11 0,000
Cariniana legalis 17 0,010  Sebbenn et al. (2001a)
Grevillea robusta 11 0,192  Sebbenn et al. (2003¢)
Myracrodruon urundeuva 13,5 0,152  Baleroni et al. (2003)
14,5 0,097
Pinus pinaste 30 0,790  Gonzalsez-Martinez et al. (2002)
P. contorta ssp. latifolia 10 0,195  Yangetal. (1996)
Pinus oocarpa 18 0,102  Ettori et al. (2002)
18 0,061
18 0,170
P. caribaea var. bahamensis 2,5 0,185  Zhengetal. (1994)
Média 0,146

Em relacdo a magnitude da divergéncia genética detectada entre procedéncias
para o cardter altura (0,039), comparado a média obtida para altura de plantas para as
espécies listadas na Tabela 16 (0,146), verifica-se que as procedéncias de M. scabrella,
aos seis meses de idade, expressao baixa diferenciacdo genética entre si. A divergéncia
de detectada s6 foi superior a observada em B. riedelianum (Siqueira et al., 2000) e C.
legalis (Sebbenn et al., 2001a). Contudo, é importante ressaltar que a divergéncia pode
se alterar com o desenvolvimento das arvores, no sentido de aumentar ou diminuir. Em
geral, de acordo com a Tabela 16, o que acontece € que a divergéncia diminui com o
crescimento. A causa € que as arvores, igualmente como qualquer outro organismo,
podem expressar diferentes genes, ou complexos génicos, em diferentes fases de vida.
Em exemplo, simples para entender esse processo é o caso da reprodugdo sexual, que
um em grande numero de organismos, ai inclui-se as espécies arbdreas, ndo sdo

reprodutivos na fase inicial de desenvolvimento ou fase juvenil, tornando-se
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reprodutivos em fases mais avancadas, devido a ativacdo de genes responsaveis pela
reprodugdo sexual. Assim, genes que determina a reproducdo sexual estdo inativos ou
“desligados” na fase juvenil e tornam-se ativos em fases mais avancadas. A mesma
explicacdo pode ser atribuida a diferente expressdo da divergéncia genética entre
procedéncias medida para os caracteres quantitativos, sendo que na fase de pré-
competi¢do, alguns genes responsdveis, por exemplo, pelo crescimento em altura,
podem nao estar se expressando e vir se expressar em fases mais avancgadas, ou vice-
verso, genes que estdo se expressando na fase pré-competitiva podem ser desligados na
fase de competi¢do, aumentando ou diminuindo a quantidade de diferenciacdo genética
entre procedéncias.

A variagdo entre progénies dentro de procedéncias foi também baixa
(Q,,=0,008) e menor do que a variagdo entre procedéncias (Q,= 0,039), o que sugere

eficientes mecanismos de dispersdo genética (pdlen e sementes) dentro das populagdes
de origem das procedéncias. Esse resultado também demonstra que a maior parte da
diversidade genética das procedéncias de M. scabrella reside entre plantas dentro de

progénies.

5.4.3 Variacao genética entre e dentro de procedéncias por dados de isoenzimas

A andlise da distribuicao da diversidade genética entre e dentro de procedéncias
por marcadores isoenzimaticos indicou que apenas 1,8% da diversidade genética total
encontra-se entre procedéncias e, portanto, a maior parte encontra-se dentro de
procedéncias. O padrio de estrutura genética com maior parte da diversidade distribuida
dentro das procedéncias ou populacdes € coerente com o padrao esperado em espécies
que se reproduzam predominantemente por cruzamento, tem vida longa (>10 anos), alta
densidade populacional e eficientes mecanismos de dispersdo sementes e pdlen
(Hamrick, 1983), como M. scabrella. Maior diversidade genética dentro de populagdes,
relativamente a presente entre populacdes tem sido observada na grande maioria dos

estudos conduzidos com marcadores genéticos em espécies arbdreas tropicais, podendo

citar como exemplo os estudos com Cordia alliodora (R. and P.) Oken (éST =0,117,



85

Chese et al., 1995); Pterocarpus macrocarpus Kurz. (ﬁST =0,117, Liengsiri et al.,

1995); Cryptocarya moschata Nees (ép =0,123, Moraes et al., 1999); Esenbeckia
leiocarpa Engl. (ép =0,121, Seoane et al., 2000); Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze.
(6, =0,09, Sebbenn et al., 2001a); Araucaria angustifolia (Bert.) Ktze. (ép =0,044,

Auler et al., 2002); Annona crassiflora Mart. (GST =0,188, Telles et al., 2003); e

Eugenia dysenterica DC (ﬁST:0,269, Zucchi et al., 2003). A causa da baixa

diferenciacao entre procedéncias deve-se, provavelmente, ao fluxo génico remoto.

5.4.4 Comprando a estrutura genética detectada por dados quantitativos com
dados de isoenzimas

Marcadores isoenziméticos sao, geralmente, neutros e, portanto, ndo sio afetados
pela selecao natural, de forma que a divergéncia genética detectada entre populacdes ou
procedéncias possa ser interpretada em termos de deriva genética e migracdo. Por outro
lado, caracteres quantitativos como altura, DAP e volume sdo considerados caracteres
indicativos de vigor e adaptabilidade e sdo fortemente afetados pela sele¢do natural, de
forma que a diferenciagdo genética entre populacdes possa ser interpretada em termos de
selecdo natural, deriva genética e migracdo (Sebbenn et al., 2001a). Assim, quando
estimativas da divergéncia genética entre populacdes ou procedéncias sdo obtidas
simultaneamente para caracteres quantitativos e marcadores supostamente neutros, como
isoenzimas, diversas hipéteses sobre as causas das diferencas genéticas entre populagdes

podem ser testadas. Se as estimativas de Fy, sdo iguais a Qg elas sugerem que a

selecao natural tenha pouco influéncia sobre a diferenciacdo entre populacdes para

caracteres quantitativos. Se a estimativa de F, € maior do que (g, , entdo a selecdo

estabilizadora para o mesmo fendétipo em diferentes populagdes estd provavelmente

limitando a diferenciacdo entre populacdes. Se F; € menor do que O, , entdo a sele¢do
para alternativos fenétipos estd provavelmente contribuindo para a diferenciacdo das
populacdes (Howe et al., 2003). Assim, comparando as estimativas de Qp (0,039)

obtidas para altura aos seis meses de idade com as obtidas para a média dos sete locos
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isoenziméticos (0,018) avaliados nas procedéncias de M. scabrella (Tabela 15), pode-se
supor que a diferenciacdo entre procedéncias para o cardter altura esteja sob o efeito da

selecao natural. Por outro lado, comparando a divergéncia genética entre progénies,

medida para altura de plantas (Qpp: 0,008) com o medida para as isoenzimas

(épp =0,080), verifica-se que a diferenca quantitativa entre progénies estd sob o efeito da

deriva genética aleatdria.

Contudo, é importante ressaltar que esse quadro pode ser alterado com o
desenvolvimento das drvores. A divergéncia genética medida entre procedéncias com
base em dados de isoenzimas ndo serd alterada, mas a divergéncia genética entre
procedéncias ou entre progénies dentro de procedéncias pode alterar-se devido a
mudancas na pressdo de selecdo em diferentes fases de vida das plantas, de forma que
tais divergéncias podem aumentar ou diminuir, conforme for a pressao de selecao sobre
o carater. Em outros termos, um cardter pode mostrar diferencas genéticas, por exemplo,
entre procedéncias devido a selecdo natural, em uma fase de vida das plantas e por
deriva genética em outra fase, simplesmente porque a pressdo de selecdo sobre o caréter
mudou.

Os resultados observados para altura total de plantas em M. scabrella podem ser
comparados com outros realizados com espécies arboreas. Yang et al. (1996) estudando
a estrutura genética de cinco populagdes Pinus contorta ssp. latifolia por caracteres
quantitativos e por locos isoenzimaticos detectaram maior diferenciacdo entre
populacdes para os caracteres quantitativos densidade especifica da madeira (0,133),
DAP (0,166), altura (0,195) e comprimento dos galhos (0,161) relativamente as
isoenzimas (0,019), indicando que a selecdo € a principal causa da diferenciacao
quantitativa entre as populacdes. Por outro lado, os autores observaram auséncia de
diferencas estatistica entre a medida de divergéncia genética entre procedéncias para os
caracteres angulo dos ramos (0,006) e diametro dos ramos (0,057) e as isoenzimas,
concluindo que a causa da divergéncia quantitativa entre as populagdes ocorreu por
deriva genética. Sebbenn et al. (2001a) estudou a diferenciacdo entre trés populacdes de

C. legalis usando caracteres quantitativos e isoenzimas e observou que os caracteres
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quantitativos forma e volume tinham maior valor para o Qp 0,047 e 0,127,

respectivamente) em relagdo as isoenzimas (0,009), sugerindo a selecdo como a cauda

da diferenciacdo genética entre as populacdes. Para os caracteres DAP e altura os
autores observaram o oposto (Qp: 0,001 para ambos caracteres), ou seja, que a

diferenciacdo quantitativa entre as populacdes foi causada por deriva genética.
Gonzdlez-Martinez et al. (2002) por sua vez, compararam a estrutura genética por
caracteres quantitativos e isoenzimas em 19 populagdes de Pinus pinaster Ait., e
observaram que todos os caracteres quantitativos apresentaram maior diferenciacao
genética entre procedéncias (variagao entre caracteres de 0,732 a 0,973) do que a média
dos locos isoenzimdticos (0,048) e, assim, atribuiram a diferenciacdo quantitativa entre
procedéncias aos efeitos da selecao natural.

Em suma, existem diferencas genéticas significativas entre procedéncias de M.
scabrella tanto para o cardter quantitativo altura total de plantas como para os sete locos
isoenziméticos, mas a diferenciacdo entre procedéncias é maior para altura de plantas do
que para a média dos locos isoenzimaticos, de forma que se atribui a diferenciacao para
altura entre procedéncias aos efeitos da selecdo natural, favorecendo as arvores de
procedéncias de maior crescimento. Assim confirmou-se a hipétese de que a evolucao
quantitativa € o principal determinante da diferenciacdo entre procedéncias de M.

scabrella.



6 ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS EM POPULACOES DE
Mimosa scabrella BENTHAM USANDO OS MODELOS ALEATORIO E
MISTO DE REPRODUCAO - ESTIMATES OF GENETIC PARAMETERS IN
Mimosa scabrella BENTHAM POPULATIONS USING RANDOM AND
MIXED MATING SYSTEM MODELS

Resumo

Herdabilidades e ganhos esperados na selecdo foram estimados para nove
procedéncias de Mimosa scabrella Benth., usando os modelos aleatério e misto de
reprodugdo para célculo do coeficiente de parentesco médio entre plantas dentro de
progénies. O teste de procedéncia e progénie foi instalado na Estacdo Experimental de
Itatinga (ESALQ/USP), a partir de nove procedéncias, 10 a 20 progénies por
procedéncia, seis plantas por parcela e cinco repeticdes. As procedéncias foram
amostradas ao longo da distribui¢do geografica natural da espécie (sudeste e sul do
Brasil). O cariter altura foi mensurado seis meses apds o plantio no campo.
Adicionalmente, uma amostra de progénies de todas as procedéncias foi analisada a
partir da técnica de eletroforese de isoenzimas, visando estimar parametros do sistema
de reproducdo. M. scabrella possui o sistema misto de reprodu¢do, com predominio de

cruzamentos. O coeficiente médio de parentesco (7,,) dentro procedéncias, estimado de

parametros do sistema de reproducdo foi de 0,392, portanto, foi 36% superior ao
esperado em progénies de meios-irmdos (0,25). As estimativas médias da variancia
genética aditiva, herdabilidade dentro de progénies e ganhos esperados na selecio entre
e dentro de progénies, calculadas com base no modelo aleatério de reproducdo, que

assume que progénies de polinizacdo aberta sdo meios-irmaos, foram superestimadas,
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em 36%, 48% e 41%, respectivamente, quando comparadas com as estimativas obtidas
com base no modelo misto de reprodugdo, que assume mistura de diferentes tipos de

progénies como meios-irmaos, irmaos-completos e irmaos de autofecundagao).

Palavras-chave: Coeficiente de coancestria, parentesco, endogamia, sistema de

reprodugdo, melhoramento florestal, isoenzimas.
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Summary

Heritability coefficients and expected gains selection were estimates for nine
Mimosa scabrella Bentham provenances, using a random and mixed mating system
models to calculate the average coancestry coefficient among plants within families. The
provenance and progeny test was implanted in the Itatinga Experimental Station
(ESALQ/USP), from nine provenances, 10 to 20 families per provenance, six plants per
plot and five replications. The provenance were sampled form all natural geographic
distribution of species (southwest and south of Brazil). The trait measured was height at
six years old. Additionally, a sample of progeny of all provenances was evaluated by
isozymes electrophoresis analysis, to estimate the mating system parameters. M.
scabrella has a mixed mating system with predominance of outcrossing. The average

relatedness coefficient (7,,) within provenances, estimate of mating system parameters

was 0.392, therefore, was 36% highest to expected in half-sibs progenies (0.25). The
average estimate of additive genetic variance, within progeny heritability and among and
within progeny expected gains selection, calculated with base on random mating model,
that assume open-pollinated progenies are half-sibs, were super-estimate in 36%, 48%
and 41%, respectively, where compared with estimates with base in mixed mating
system model, that assume mixtures of different kind of progenies, as half-sibs, full-sibs

and self-sibs).

Keywords: Coancestry coefficient, relatedness, inbreeding, mating system, forest

breeding, isozymes.
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6.1 Introducao

A Mimosa scabrella Bentham (bracatinga) é uma espécie arbdrea nativa de
grande importancia socioecondmica para a regidao sul do Brasil. A espécie vem sendo
cultivada nos arredores de Curitiba - PR desde o inicio do século XX, consistindo no
sistema agroflorestal mais antigo do pais. A técnica € praticada por pequenos e médios
proprietarios pouco capitalizados e, principalmente, em terrenos ingremes (Carpanezzi,
1997).

Muitas das caracteristicas silviculturais de M. scabrella sao conhecidas.
Entretanto, faltam estudos sobre a genética da espécie, tanto em termos de
melhoramento como de conservacdo. A regido brasileira de ocorréncia natural de M.
scabrella estd entre as mais degradas e fragmentadas do Brasil, devido a intensa
urbanizacdo, industrializacdo e desenvolvimento agropecudrio. O risco de perda de
variabilidade genética € iminente, tendo em vista que as populacdes remanescentes
encontram-se, em sua maioria isolada, em fragmentos florestais.

As espécies arboreas, em geral, t€ém baixa produtividade em populagdes naturais.
O uso de técnicas de melhoramento genético pode aumentar consideravelmente a
produtividade (Clement, 2001). O melhoramento genético de espécies arboreas nativas €
similar ao de espécies exodticas, porém, merece alguns cuidados especiais na coleta de
sementes e na instalacdo de experimentos. Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de
técnicas de analises moleculares, muitos trabalhos tém caracterizado a variabilidade das
espécies arbdreas, assim como o seu sistema de reproducdo. Tais estudos sdo
fundamentais para a efetiva conservacdo e o melhoramento genético de uma espécie,
visto que sdo estas informagdes que permitiram o delineamento de estratégias Gtimas
para esses fins (Brown, 1978; Resende et al., 1995).

Um fator importante no melhoramento genético de espécies florestais tropicais é
que essas apresentam, em sua maioria, sistema misto de reproducdo, combinado a
reprodugcdo predominantemente por cruzamentos com parcial autofecundacido (Bawa,
1974). O sistema de reproducdo determina como as informagdes genéticas sdo

transferidas de uma geracdo para a outra (Wright, 1921), podendo influenciar fortemente
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o potencial de recombinacdo da populacdo e a estrutura genética da populacdo (Allard,
1971).

Os trabalhos de melhoramento genético t€ém evoluido muito, mas geralmente na
suposicao de endogamia total (autégamas), ou de panmixia (alégamas) (Vencovsky et
al., 2001). As populagdes de sistema de reproducao misto diferem das que apresentam
autogamia ou alogamia completa, por possuir uma mistura de individuos com diferentes
graus de endogamia e parentesco (Vencovsky et al., 2001).

Em programas de melhoramento genético, baseado em progénies de poliniza¢ao
aberta, em geral tem-se assumido que a coancestria entre plantas dentro de progénies é
igual a esperada em progénies de meios-irmados (0,125), de forma que a variancia
genética aditiva entre plantas dentro de progénies estima % da variancia genética aditiva
(Sebbenn et al., 2002a). Contudo, esse modelo, conhecido como modelo aleatério de
reproducdo, tem sido questionado (Namkoong, 1966; Squillace, 1974; Surles et al.,
1990; Sebbenn, 2002), devido a populagdes naturais, muitas vezes, apresentarem
estrutura genética espacial, endogamia e a reproducdo nao ser perfeitamente aleatoria,
combinando cruzamentos aleatdrios, biparentais, endogdmicos e autofecundagdes
(Sebbenn, 2003b). Por isso, em programas de melhoramento genético baseados em
progénies de polinizagdo aberta, alguns pesquisadores tem advogado o uso do
coeficiente de parentesco de 0,333 (Bridgwater, 1992), ao invés de 0,25, afim de corrigir
os desvios da pressuposicdo do modelo aleatério de reproducgao.

Diversos modelos tém sido propostos para a estimativa de parametros genéticos
em caracteres quantitativos de espécie de sistema misto de reprodu¢do como, por
exemplo, os modelos de Ghai (1982) e Cockerham & Weir (1984). O modelo de Ghai
(1982), apesar de simples, tinha a desvantagem de ndo considerar o desequilibrio de
ligacdo entre locos e fazer com que a varidncia genética aditiva e variancia de
dominancia variassem com a taxa de autofecundacdo (Cockerham & Weir, 1984). Por
sua vez, o modelo de Cockerham & Weir (1984) é baseado no modelo de equilibrio de
endogamia de Wright, e assume que as progénies de polinizacdo aberta foram originadas
por misturas de cruzamentos aleatdrios e autofecundagdes, de forma que sdo constituem

misturas de meios-irmdos e irmaos de autofecundagdo. Com base no modelo de
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Cockerham & Weir (1984) a variancia genética aditiva (O'j) podia ser estimada
diretamente do coeficiente de endogamia (F) por, ¢ =40, /(1+F), sendo o, a

variancia genética entre progénies. Contudo, o modelo de Cockerham & Weir (1984)
nao € o mais apropriado para espécies arbdreas, devido a muitas populacdes naturais
apresentaram estrutura genética espacial e endogamia e reproduzir-se por misturas de
cruzamentos aleatorios, biparentais, endogamicos e autofecundagdes (Sebbenn, 2002).
Ritland (1989) apresentou um novo modelo para a estimativa da varidncia genética
aditiva em caracteres quantitativos de espécies de sistema misto de reprodugdo, baseado

na estimativa do coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies (r,,) a

partir de parametros do sistema de reprodugdo como, taxa de cruzamento (7), taxa de
autofecundacdo (s ), coeficiente de endogamia na geracdo parental ( F ), correlacdo de

autofecundagdo (r,) e correlagdo de paternidade (r,), que pode ser descrido como,
oy =0./025(1+F)[4s+(t* +str)(1+7,)].

Esse é o modelo mais completo atualmente, embora ele ndo acomode a presenca
de cruzamentos entre parentes e foi utilizado por Sebbenn et al. (2002a) para estimar
parametros genéticos em caracteres quantitativos de Cariniana legalis (Mart.) O. Ktze.

O objetivo desse capitulo € estimar e comparar parametros genéticos para o
cardter altura de plantas em populacdes de M. scabrella, calculados usando os modelos
aleatério e misto de reproducdo. Os parametros do sistema de reproducdo para cada
populacdo foram previamente estimados de dados de sete locos isoenziméticos. Os
parametros genéticos estimados foram: a variincia genética aditiva, os coeficientes de
herdabilidade em nivel de plantas individuais e entre plantas dentro de progénies e os

ganhos esperados na selecdo.
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6.2 Material e Métodos
6.2.1 Coleta das amostras

Esse trabalho foi desenvolvido com material genético proveniente de oito
procedéncias naturais € uma comercial, ao longo da distribuicdo geogrifica de M.
scabrella. Para a escolha das localidades foram consideradas as seguintes observagdes:
existéncia de procedéncias conhecidas e bem conservadas; e que as procedéncias
apresentassem um numero de matrizes suficiente (aproximadamente, 20 matrizes).
Também foi observada a recomendacdo de Kemp (1976), respeitando uma distancia
méxima de 1 grau de latitude entre as procedéncias. Em cada municipio foi localizada
uma procedéncia, exceto Ituporanga com uma procedéncia natural e uma comercial. A
identifica¢do das procedéncias e a coleta das sementes foram realizadas por técnicos da
EMBRAPA/CNPF entre os anos de 1997 e 1999. A localizacdo dos municipios estd
descrita na Tabela 1 e demonstrada na Figura 1 (capitulo 3). O nimero de progénies
amostradas por procedéncia para estimar os parametros genéticos (m), e utilizadas na

andlise isoenzimatica podem ser observada na Tabela 17.

Tabela 17. Nimero de progénies amostradas por procedéncia para utilizagdo no teste de

procedéncias e progénies (m), € na analise isoenzimadtica (ni).

Municipio - Estado m ni
Itararé — SP 20 10
Pirai do Sul — PR 19 07
Mandirituba — PR 20 12
Lapa - PR 20 09
Hondrio Serpa — PR 20 11
Turvo — PR 20 12
Cacador — SC 20 09
Ituporanga - SC - pop. nativa 10 10

Ituporanga - SC - pop. comercial 19 09
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Em cada local (procedéncia) foram coletadas sementes de 10 a 20 arvores
matrizes. De cada arvore foram coletadas sementes suficientes para produgdao de 50
mudas por progé€nies. As sementes foram germinadas separadas por progénie no viveiro
do Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP. O teste de procedéncias e
progénies foi instalado em Maio de 2003 na Estacdo Experimental de Itatinga -
ESALQ/USP, municipio de Itatinga-SP (latitudes 23° 02° 01" S e 23° 02’ 30’ S;
longitudes 48° 38’ 34" W e 48° 37" 30 W; altitude média de 830 m; temperatura
média anual de 19,4 °C e minima de 12,8 °C; precipitacio média de 1.635 mm e nos
més mais secos (julho) de 30 a 60 mm) (Scardua, 1994). O delineamento experimental
usado foi o de “Blocos de Familias Compactas” (Wright, 1978), com nove procedéncias
representando o efeito de parcela, 10 a 20 progénies por procedéncia, representando o
efeito de subparcela, seis plantas por subparcela, em cinco repeti¢des. O espagamento
adotado foi 0 3,0 x 1,5 m. O experimento foi rodeado por uma bordadura externa de trés

linhas.

6.2.2 Dados

O carater quantitativo avaliado foi a altura total de plantas, aos seis meses apds o
plantio. Adicionalmente, para estimar os parametros do sistema de reproducdo de M.
scabrella e calcular o coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies, uma
amostra parcial de progénies e plantas por progé€nie foi tomada do ensaio (Tabela 17).
Com o intuito de avaliar os efeitos do crescimento das arvores nos niveis de diversidade
genética isoenzimdtica e indice de fixacdo, foram coletadas amostras, em cada
procedéncia, das 10 plantas com maior altura, das 10 com menor altura e de 30 plantas
aleatérias no restante da procedéncia (entre as 10 menores e as 10 maiores).
Aproximadamente 50 individuos foram amostrados por procedéncia, totalizando 450
plantas no total do ensaio. As folhas foram coletadas, embaladas em sacos plasticos
devidamente identificados com o nimero da drvore de origem e transportadas para o
Laboratério de Reproducao e Genética de Espécies Arboreas (LARGEA/ESALQ/USP) e

submetidas imediatamente as analises de eletroforese de isoenzimas.
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6.2.3 Eletroforese de isoenzimas

O protocolo de extragdo e revelacdo das isoenzimas foi desenvolvido com base
em Alfenas (1998). Para a extracdo das isoenzimas de tecidos foliares utilizou-se o
tampao de extragdo nimero um, citado em Alfenas (1998, pag. 96). Para defini¢do dos
sistemas isoenzimaticos, foram testados trés sistemas de tampado gel-eletrodo (Citrato
Morfolina, Litio Borato, e Tris Citrato), e 17 sistemas isoenzimaticos. As enzimas que
apresentaram melhor atividade de resolu¢do e permitiram a interpretacdo foram:
Fosfogluco Isomerase (PGI-EC 5.3.1.9), Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDHH-
EC 1.1.1.49), Leucina Aminopeptidase (LAP-EC 3.4.11.1), Malato Desedrogenase
(MDH-EC 1.1.1.37), Isocitrato Desidrogenase (IDH-EC 1.1.1.42), Menadiona Redutase
(MR-EC 1.6.99.2), e a 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH-EC 1.1.1.44). As
reacOes isoenzimaticas foram baseadas em Alfenas (1998). Porém, com a finalidade de
melhorar a resolu¢do da enzima Fosfogluco Isomerase (PGI), optou-se pela alteracdo na
quantidade da enzima Glucose-6-Fosfato Desidrogenase de 6,5 ul para 7,5 ul (Figuras 2
e 3, do capitulo 3).

6.2.4 Analise estatistica
a) Parametros do sistema de reproducao

O sistema de reproducdo de M. scabrella foi caracterizado para cada procedéncia
e para o conjunto das procedéncias, utilizando o modelo misto de reproducao (Ritland &
Jain (1981) e modelo de cruzamentos correlacionados (Ritland, 1989), usando o
programa “Multilocos MLTR” (Ritland, 1997). O modelo misto assume que as
progénies resultam de uma mistura de autofecundacdo e cruzamento € o modelo de
cruzamentos correlacionados assume que a parte originada de cruzamentos foi gerada

parte por cruzamentos aleatdrios e parte por cruzamentos biparentais. Os parametros

estimados foram: taxa de cruzamento multilocos (fm ), taxa média de cruzamento uniloco
(tAx ), taxa de cruzamento entre parentes (fm —fs ), correlacdo de autofecundacdo (7,),

correlagdo de paternidade (7, ) e, coeficiente de endogamia na geragdo parental (F).
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b) Coeficiente de Correlacao de Parentesco

Com base nos parametros do sistema de reproducdo, estimou-se o coeficiente de

correlagdo de parentesco (r,,) entre plantas dentro de progénies, com base no modelo de

Ritland (1989):
r, =025(1+ F)(45+ (@ +§i7 )1+ F)] (34)

¢) Analise de variancia
A andlise de variancia para o cardter altura foi obtida usando o programa SAS

(SAS, 2000) com base no seguinte modelo estatistico,
Yijkl =M+ri+S;+PSi)tPTjitPST i)t €ijki) (35)

em que:
Y = valor do cardter medido na /-ésima planta, da k-ésima progénie, da j-
ésima procedéncia, da i-€sima repeticao;
m = média geral do caracter;
r; = efeito da repeticdo i;
s; = efeito da procedéncia j;
pskj) = efeito da k-€sima progénie dentro da j-ésima procedéncia;
prj; = efeito da intera¢do da j-ésima procedéncia com a i-ésima repeticao;
psris = efeito da interacdo da k-ésima progénie, com a j-ésima procedéncia,
e com a i-ésima repeticao;
eijry = efeito da [-ésima planta, dentro da k-ésima progénie, da j-ésima
procedéncia, na i-ésima repeticao.
Os componentes de variancia foram obtidos da andlise de variancia usando o
procedimento VARCOM em combina¢do com a rotina RELM, devido ao nimero
desigual de progénies por procedéncia e a mortalidade diferencial entre subparcelas. A

partir dois componentes de variancia foram estimados os parametros genéticos.
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d) Variancia genética aditiva
A varidncia genética aditiva para as procedéncias de M. scabrella foi estimada
usando dois modelos: 0 modelo aleatério e 0 modelo misto de reprodugio.
i) Modelo aleatério de reproducio: assume que cada planta de uma progénie
foi gerada por um parental paterno diferente, de forma que as progénies sdo
aparentadas como meios-irmaos (MI). A variancia genética aditiva € obtida

por:

(36)

e como em meios-irméos a correlagdo de parentesco dentro de progénies (r,,) € 0,25,

tem-se que:
5 37)
A2 O-P A2 (
o = =46
Y025
ii) Modelo misto de reproducio: assume que as planta de uma progénie podem

ter sido geradas por qualquer forma de reprodugdo, como autofecundacoes,
cruzamentos aleatérios e cruzamentos biparentais, de forma que as progénies
podem conter diferentes graus de parentesco como irmaos de autofecundagdo
(IA), meios-irmaos (MI), irmdos-completos (IC) e irmdos de cruza,mento e

autofecundacgdo. A variancia genética aditiva é obtida por:

(38)
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sendo a correlagdo de parentesco dentro de progénies (r,) estimada por,

ry =025+ F)(45 + (7 + 8t )(1+ 7,)], como anteriormente descrito.

e) Parametros genéticos

Os coeficientes de herdabilidade no sentido restrito em nivel de plantas
individuais (h2), médio entre progénies (h2), dentro de progénies (h2), foram

estimados conforme Vencovsky & Barriga (1992):

f_ 6] (39)
i a2 22 22
6,+6, +36,
)
};2 _ P (40)
m Of; 2 GA 2
G2+ %4 4 =4
i J nJ
a2
o (1-r,)0, (41)
A« T T2
G,
Os indices J, K, I, i~ e as variancias ja foram previamente definidos.
Os ganhos esperados pela selecao foram preditos conforme Falconer (1987):
i) Ganho esperado na selecdo entre progénies: Gs =i & h2 42)
e e’ p''m
ii) Ganho na selecdo dentro de progénies: Gs, =i,6, ;;5 (43)
iii) Ganho na selecdo entre e dentro de progénies: Gs,,, =i,6, ﬁ,i +i,6, ;}j (44)

Os indices de selecdo foram estipulados objetivando selecionar 25% das

progénies de melhor performance (i,=1,271), e os trés melhores individuos de cada 30

pertencentes a uma progénie (i,=1,673) (Hallauer & Miranda Filho, 1988).
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6.3 Resultados
6.3.1 Parametros do sistema de reproducio e coeficiente de correlacao de parentesco

As estimativas dos pardmetros do sistema de reproducdo para as procedéncias
sao apresentadas na Tabela 18. A taxa de cruzamento multilocus (fm) média entre
procedéncias foi de 0,971, o valor minimo foi 0,859 e o maximo 1,00. As estimativas da

taxa de cruzamento unilocus foram sempre menores do que a multilocus, sugerindo a

ocorréncia de cruzamento entre parentes. A diferenca entre a taxa de cruzamento

multilocus e unilocus (fm -f ;) variou entre procedéncias de 0,012 a 0,105, com média de
0,076. A correlacdo de autofecundacao (fs ) média entre as procedéncias foi de 0,091,

variando de 0,013 a 0,109. A estimativa da correlagdo de paternidade (fp) variou de
0,153 a 0,694, com média entre procedéncias de 0,513. A estimativa média do

coeficiente de parentesco (fxy) entre procedéncias foi de 0,392, variando de valores

proximos ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,290) e préximos ao esperado em

irmaos-completos (0,440).

6.3.2 Analise de variancia
O Teste F da andlise de variancia revelou diferengas significativas entre
procedéncias para o carater altura (Tabela 19), mas auséncia de diferencas estatisticas

entre progénies dentro de populagdes.
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Tabela 18. Estimativa de parametros do sistema de reproducdo em nove populagdes de

M. scabrella

Procedéncias
Parametros Itarar¢ ~ Piraido Mandi- Lapa Honério Turvo Caga- Itupor. Itupor. Espécie
Sul rituba Serpa dor nativa Comer.
Fﬁ 0 0 0 0,004 0,004 0 0 0,004 0 0,012
l:\ 0,949 1,000 1,000 1,000 0,979 0,859 0945 1,000 0,958 0,971*
f 0,877 0,985 0,923 0,913 0,917 0,801 0,933 0926 0,853 0,895
N
l’: _ f 0,072 0,015 0,077 0,087 0,062 0,058 0,012 0,074 0,105 0,076
m N
,’; 0,026 0,109 0,109 0,113 0,095 0,013 0,310 0,107 0,052 0,091
S
,’;P 0,521 0,449 0,477 0,153 0,244 0476 0,694 0495 0,529 0,513
7 0,396 0,362 0,370 0,290 0,320 0,414 0,440 0,376 0,394 0,392
xy

Tabela 19. Significancia do teste F' para o cardter altura

populacgdes de M. scabrella

aos seis meses, para as nove

Fonte de variagcdo GL QM F
Bloco 4 0,9359 5,92%
Procedéncia 8 0,7726 4,75%
Progénie/Procedéncia 130 0,1633 1,03
Erro b 482 0,1591
Erro Dentro 3,22 0,0453
tal 3,46
* P> 0,05.

6.3.3 Componentes da variancia

Os componentes da variancia para a andlise desdobrada dos efeitos de progénies

dentro de procedéncias sdao apresentados na Tabela 20. O componente que mais

contribuiu para a variancia fenotipica total (&), em todas as procedéncias, foi a

variancia fenotipica dentro de progénies (87 ), seguido pela varidncia ambiental (67) e

variancia genética entre progénies (oA'Z). Portanto, os fenétipos das arvores foram
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influenciados principalmente por efeitos ambientais e, em menor escala, pela variacdo
genética entre progénies.
Comparando as procedéncias, a Cacador foi a que apresentou maior variagao

genética entre progénies (c?f, ) e a Pirai do Sul a menor variacdo genética. Esse resultado

leva a crer que maiores ganhos genéticos poderdo ser capitalizados na selecdo dentro da

procedéncia de Cagador.

Tabela 20. Componentes da variancia fenotipica dentro de progénies (&7, ), ambiental
entre parcelas (87 ), genética entre progénies (6;) e fenotipico total (67 )

em M. scabrella

Procedéncia 5—5 5—62 5—; oA'ﬁ
Itararé — SP 0,0341 0,0195 0,0012 0,0548
Pirai do Sul - PR 0,0542 0,0195 0,0007 0,0744
Mandirituba - PR 0,0431 0,0195 0,0025 0,0651
Lapa — PR 0.0498 0,0195 0,0023 0,0716
Honorio Serpa - PR 0,0419 0,0195 0,0023 0,0637
Turvo — PR 0,0427 0,0195 0,0004 0,0626
Cagador — SC 0,0494 0,0195 0,0043 0,0732
Ituporanga - SC (nativa) 0,0400 0,0195 0,0012 0,0607
Ituporanga - SC (comercial) 0,0547 0,0195 0,0039 0,0781

6.3.4 Parametros genéticos

As estimativas dos coeficientes de variagdo genética, variancia fenotipica dentro
de progénies, da varidncia genética aditiva e dos coeficientes de herdabilidade
encontram-se na Tabela 21. O coeficiente de variacdo genética variou entre procedéncias
de 2,35% (Turvo) a 8,30% (Cacgador), com média de 2,38%. O coeficiente de variacao
fenotipica dentro detectado para a média das procedéncias de M. scabrella, variou de

20,83% a 29,47%, com média de 25,57%.
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A variancia genética aditiva, as herdabilidades em nivel de plantas individuais e
fenotipica dentro de progénies e os ganho na selecao dentro de progénies e entre e dentro
de progénies foram estimadas para dois modelos, assumindo progénies de polinizacdo
aberta como sendo meios irmaos, MI (modelo aleatério de reproducdo) e como sendo
misturas de diferentes graus de parentesco, MS (modelo misto de reproducao) (Tabelas
21 e 22). Todos estes parametros apresentaram resultados superestimados quando o
modelo aleatério de reproducdo foi assumido, com excecao da herdabilidade em nivel de
média de progénies (ﬁi) e ganhos esperados na sele¢do entre progénies (Gs,). A

superestimativa na variancia genética (&) aditiva e na herdabilidade em nivel de

plantas individuais (ﬁiz) foi a mesma, variando de 13,97% (Lapa) a 54,55% (Cacador),
com média entre procedéncias de 36,22%. A superestimativa na herdabilidade entre
plantas dentro de progénies (ﬁj) foi maior que a detectada na herdabilidade em nivel de

plantas individuais e foi a mesma que a observada no ganho esperado na sele¢do entre
plantas dentro de progénies, variando de 18,39% (Lapa) a 72,73% (Cagador), com média
de 48,30%. A superestimativa no ganho esperado na selecio entre e dentro de progénies
(Gs,,,) variou entre procedéncias de 13,73% (Lapa) a 53,07% (Cagador), com média
entre procedéncias de 40,86% (Tabela 22).

A variancia genética aditiva (67 ) estimada para o modelo misto de reprodugio
variou entre procedéncias de 0,0010 (Turvo) a 0,0099 (Ituporanga comercial) com média
de 0,0016. A herdabilidade em nivel de média de progénies (ﬁi) foi superior as demais
estimativas de herdabilidade, variando entre procedéncias de valores baixos 0,0775
(Turvo) a médios 0,4561 (Cacador), com média entre procedéncias de 0,068. O
coeficiente de herdabilidade em nivel de plantas (ﬁf) e dentro de progénies (ﬁj)

apresentaram valores similares entre as mesmas procedéncias e variaram de baixos
(0,0255, populacdo Turvo-PR) a moderados (0,2250, populagdao Cacgador, SC).

A estimativa dos ganhos esperados na selecdo entre progénies (Gs,) foram

baixas, variando de 0,23% (Lapa) a 4,81% (Cagador), com média de 0,20% e inferiores
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aos observados nas estimativas dos ganhos esperados na selecdo dentro de progénies

(Gs,) para o modelo misto de reprodugdo, que variou entre procedéncias de 0,54%

(Turvo) a 5,21% (Lapa). Os ganhos esperados na selecdo entre e dentro de progénies

(Gs,,,) foram em geral baixos, variando de 0,74% (Turvo) a 8,89% (Ituporanga

comercial), com média de 0,71%.
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6.4 Discussoes
6.4.1 Parametros do sistema de reproducio e coeficiente de correlacao de parentesco
A andlise do sistema de reproducdo das procedéncias de M. scabrella indicou que
a espécie apresenta sistema misto de reproducgao (fm variando de 0,859 a 1,00) com
predominio de cruzamentos (Tabela 18). A diferenca entre a taxa de cruzamento
multilocus e unilocus (tAm—[AS, variando de 0,012 a 0,105) detectou que parte dos
cruzamentos ocorreram entre individuos parentes. Por sua vez, a estimativa da
correlagdo de paternidade (7,) sugere que parte das progénies de cruzamento sio
parentes no grau de irmaos-completos (variando de 15,3% a 69,4% das progénies). Em

concordancia, a estimativa do coeficiente de parentesco (7,,) entre plantas dentro de

progénies (variando de 0,290 a 440) foi muito superior ao esperado em progénies de

meios-irmdos (0,25). A estimativa média entre procedéncias para o coeficiente 7.,

(0,392) foi 36,2% superior ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,125). Assim,
evidentemente, assumir que progénies de polinizacio aberta de M. scabrella sao meios-
irmdos, causard forte superestimativa na varidncia genética aditiva e parametros
dependentes dessa, como herdabilidade em nivel de plantas individuais, herdabilidade
média dentro de progénies, ganhos esperados na selecdo dentro de progé€nies e ganho

esperado na selecdo entre e dentro de progénies.

6.4.2 Analise de variancia

O Teste F da andlise de variincia revelou diferencas significativas em altura de
plantas entre procedéncias (Tabela 19), demonstrando a possibilidade de obter-se ganhos
pela selecdo entre procedéncias. Contudo, entre progé€nies dentro de procedéncias nao
foram detectadas diferencas significativas. A auséncia de diferencas entre progénies
dentro de procedéncias pode estar associada a precocidade das plantas. A avaliacdo aos

seis meses € preliminar e o ensaio deverd ser novamente mensurado em fases mais

. . . A e L. AD
avangadas de desenvolvimento. Comparando a estimativa da varidncia genética (&)

entre as procedéncias, a Cacador foi a que apresentou maior variagdo genética e a Pirai
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do Sul a menor, levando a crer que maiores ganhos genéticos poderdo ser capitalizados

na selec@o dentro da procedéncia Cacador.

6.4.3 Coeficientes de variacio

O coeficiente de variagdo genética entre progénies (CV,) variou entre

procedéncias de 2,35% (Turvo) a 8,30% (Cacador) com média de 2,38%. Comparado
com o coeficiente de variacao genética obtida por Dias (1988) para altura de arvores de
M. scabrella, aos quatro anos de idade, para trés procedéncias da espécie (variando de
0,6% a 3,4%), pode-se afirmar que a variacdo genética expressao no presente ensaio, até

a presente data, € superior. Comparando o CV, obtido para a procedéncia Itararé

(4,12%) com o obtido em por Dias (1988) para a mesma procedéncia (0,6%) fica
novamente evidente a maior expressdao de variagdo genética do material, aos seis meses
de idade nas condi¢des de Itatinga, relativamente as condi¢des ambientais do
experimento de Dias (1988) em Itararé. Por outro lado, o valor médio do coeficiente

CV, € inferior ao relatado por Sebbenn (2001) para a média de 15 espécies arbéreas
nativas (CV,=7,49%), sugerindo que, em termos médios, as procedéncias de M.

scabrella apresentam baixa varia¢do genética, comparada a outras espécies nativas.

O coeficiente de variacdo fenotipica dentro de progénies detectado para a média
das procedéncias de M. scabrella (25,57%) foi superior ao encontrado para a média do
crescimento em altura de 15 espécies arbdreas Sebbenn (2001; 25,36%). Tal informacao
¢ importante porque, em espécies de cruzamento como as arbdreas, grande parte da
variancia genética aditiva encontra-se dentro de progénies (até 75%) e ganhos genéticos
podem ser capitalizados pela selecao seqiiencial das melhores plantas das melhores
progénies. Em termos gerais, a magnitude de ambos os coeficientes de variagdao genética
entre progénies e fenotipico dentro de progénies, indica que maiores ganhos na selecao

podem ser esperados na procedéncia de Cagador.
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6.4.4 Variancia genética aditiva
A estimativa da variancia genética aditiva (87 ) e dos pardmetros genéticos para

os modelos aleatério (MI) e misto de reproducdo (MS) detectou forte superestimativas
quando o modelo aleatdrio foi usado ao invés do modelo misto de reproducio (Tabelas
21 e 22). A procedéncia Lapa (PR) foi a que apresentou a menor superestimativa em
todos os pardmetros e a Cacador (SC) a maior. A causa € o sistema de reproducdo. A
procedéncia de Lapa teve a maior taxa de cruzamento estimada (1,00), a menor
correlagdo de paternidade (0,153) e, conseqiientemente, o coeficiente de parentesco
(0,290) mais préximo ao esperado em progénies de meios-irmaos (0,25). Por outro lado,
a procedéncia de Cacgador apresentou taxa de cruzamento (0,945) menor do que a
unidade e a maior estimativa da correlacdo de paternidade (0,694), indicando que
aproximadamente 70% das progénies geradas por cruzamentos eram parentes no grau de
irmaos-completos. Em conseqiiéncia disso, o coeficiente de parentesco entre plantas
dentro de progénies assumiu valor (0,440) préximo ao esperado em progénies de irmaos-
completos (0,5). O erro na suposi¢do da forma de reprodugdo na procedéncia de Cagador
e, conseqiientemente, no grau médio de parentesco entre plantas dentro das progénies
resultou na superestimativa da variancia genética aditiva em 54,55%.

Os outros parametros genéticos dependentes da variancia genética aditiva como
herdabilidade entre plantas dentro de progénies e ganhos esperados na selecao dentro de
progénies e entre e dentro de progénies seguiram o comportamento da variancia genética
aditiva, com valores fortemente superestimados quando o modelo aleatério de
reproducdo foi empregado ao invés do modelo misto de reproducdo. Superestimativas
em parametros genéticos em espécies arboreas quando o modelo aleatério € usado ao
invés do modelo misto de reprodugdo, sdo relatados em diversos outros estudos. Surles
et al. (1990) detectaram em Robinia pseudoacacia, superestimativas no ganhos
esperados na selecdo de até 38% quando o modelo aleatério foi usado ao invés do
modelo misto. Askew & El-kassaby (1994) corrigiram a estimativa do coeficiente de

herdabilidade em nivel de plantas individuais, em cedro vermelho do oeste, usando o
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modelo de Cockerham & Weir (1984), baseado na estimativa do coeficiente de
parentesco entre plantas dentro de progénies a partir do coeficiente de endogamia
estimado da taxa de autofecundagdo assumindo o equilibrio de endogamia. Observou-se
superestimativas na herdabilidade de 29% quando as progénies foram assumidas como
meios-irmaos (Askew & El-kassaby, 1994). Usando o modelo de Cockerham & Weir
(1984) para estimar o coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies, Costa
et al. (2000) estudando progénies de polinizacdo aberta de Hevea brasiliensis detectaram
superestimativas nos ganhos esperados na selecao de até 30,5%, quando o modelo
aleatdrio foi usado ao invés do modelo misto de reprodugdo. Sebbenn & Ettori (2001)
compararam as estimativas de parametros genéticos em teste de progénies combinado de
Esenbeckia leiocarpa, Myracrodruon urundeuva e Peltophorum dubium e detectaram
superestimativas na variancia genética aditiva variando de 40% a 50%. Sebbenn et al.
(2002a), por sua vez, comparando a estimativa de parametros genéticos em Cariniana
legalis obtidas com base no modelo aleatério e no modelo misto de reproducido de
Ritland (1989) detectaram superestimativas nos ganhos esperados na selecdo de até
33%. Fato interessante nos resultados dessa espécie é que, mesmo a taxa de cruzamento
sendo praticamente 1,0, houve interferéncia na estimativa da variancia genética aditiva.
Isso porque o modelo utilizado pelos autores além de ponderar a autofecundacdo,
também admite os cruzamentos biparentais nas suas andlises (Sebbenn et al., 2002a).

As superestimativas da variancia genética aditiva, herdabilidades e ganhos
esperados na selecdo ocorrem porque se presume que as progénies de polinizagdo aberta
retém 1/4 da variancia genética aditiva e o coeficiente de correlagdo de parentesco de
0,25. Essa pressuposi¢ao € valida somente quando ndo existe endogamia e parentesco na
geracdo parental, a espécie € perfeitamente aldgama, ndo ocorram cruzamentos
biparentais e um grande nimero de polinizadores participam da reproducao. Se um dos
fatores, ou ambos, acima citados nao for(em) cumprido(s), haverd uma redistribuicao da
variancia genética aditiva entre e dentro de progénies e a incorporacdo de parte da
variancia genética de dominancia, levando a uma superestimag¢do da variancia aditiva

(Sebbenn et al., 2002a).
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Em suma, o modelo aleatério de reprodugdo, que assume que progénies de
polinizacdo aberta s@o aparentadas no grau de meios-irmaos, ndo ¢ adequando para
descrever a heranca de caracteres quantitativos em de M.scabrella, devido a seu sistema

misto de reproducao.

6.4.5 Coeficientes de herdabilidade

Os coeficientes de herdabilidades em nivel de plantas (ﬁf) e dentro de progénies

(h;) estimados para o modelo misto de reprodugdo foram similares entre mesmas

procedéncias e variaram de baixos (0,0154, procedéncia Turvo-PR) a moderados

(0,1267, procedéncia Ituporanga comercial). Por sua vez, o coeficiente de herdabilidade

2
m

em nivel de media de progénies (ﬁ ) variou de baixo (0,0775, procedéncia Turvo-PR), a

alto (0,4561, procedéncia Cagador, SC). Esses resultados, primeiro indicam que as
procedéncias apresentam diferentes potenciais para a sele¢do, ou seja, algumas
apresentam maior controle genético sobre o fendtipo, portanto, maiores chances de
progressos genéticos pela selecdo. Segundo, os resultados indicam que maiores ganhos
poderdo ser obtidos pela selecdo entre progé€nies, relativamente a entre plantas no
experimento (selecdo massal) e entre plantas dentro de progénies (selecio massal dentro
de progénies). O uso da selecdo seqiiencial entre e dentro de progénies € sem duvida
mais adequado, ou ainda, o uso da selecdo com base em valores genéticos a partir de

indices de selecdo, como o indice multi-efeitos (Resende & Higa, 1994).

6.4.6 Ganhos na selecio

As procedéncias que apresentaram maiores coeficientes de variacdo genética e
herdabilidades (Cagador, Ituporanga - comercial, e Mandirituba), também obtiveram as
melhores perspectivas de ganhos na selecdo. Os ganhos esperados, mesmo com a
correcdo a partir do modelo misto de reproducdo, foram altos, atingindo até 8,89%.

Contudo, essas estimativas sdo preliminares e o ideal para a capitalizacdo de ganhos
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genéticos € a selecdo na metade do ciclo de rotagdo da espécie (Zobel & Talbert, 1984),

algo em torno de quatro a cinco anos para M.scabrella.



7 CONCLUSOES

1.

R

8.
9.

M. scabrella reproduz-se por sistema misto de reproducdo, com predominio
de cruzamentos;

Parte dos cruzamentos nas populacdes de M. scabrella ocorre entre parentes;

Progénies de polinizacdo aberta de M. scabrella podem ser compostas por
misturas de irmaos de autofecundac¢do, meios-irmaos, irmaos-completos e
irmaos de cruzamento e autofecundagao;

Aparentemente, existe forte selecdo contra individuos endogamicos entre a
fase de plantulas e a fase adulta;

M. scabrella tem altos niveis de diversidade genética quando comparada a
outras espécies arbdreas tropicas;

Existe baixa divergéncia genética entre as procedéncias de M. scabrella para
locos isoenzimaéticos, provavelmente, devido ao intenso fluxo génico ocorrido
no passado;

A divergéncia genética entre procedéncias, aparentemente, ndo pode ser
explicada pelo modelo de isolamento por distancia;

Existem diferencas genéticas entre procedéncias para o carater altura;

A maior parte da variagdo quantitativa total e isoenzimdtica encontra-se

dentro de procedéncias;

10. A variacdo entre procedéncias aos seis anos de idade é maior para o carater

altura relativamente as isoenzimas, portanto, a divergéncia genética
quantitativa entre procedéncias pode ser explicada principalmente pelos

efeitos da selecdo natural;
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11. A variagdo genética quantitativa entre progénies dentro de procedéncias é
menor do que a observada pelas isoenzimas, de forma que a diferenca
quantitativa entre as progénies pode ser atribuida aos efeitos da deriva
genética;

12. A avaliacdo da herancga de caracteres quantitativos em testes de progénies de
M. scabrella baseados em progénies de poliniza¢do aberta deve ser realizadas
utilizando modelos que acomodem desvios da pressuposi¢do de cruzamentos

aleatorios.
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