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RESUMO

SISTEMA DE CRUZAMENTO E VARIACAO GENETICA ENTRE POPULAGOES E
PROGENIES DE ESPINHEIRA-SANTA

Os objetivos deste trabalho foram obter informacoes sobre o sistema de cruzamento
da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss - Celastraceae, a variagdo
genética entre populagbes e progénies e sobre aspectos silviculturais. Foram
coletados frutos de 105 arvores. Os municipios que contribuiram com maior nimero
de matrizes foram Viamao, RS, Arroio dos Ratos, RS, Campos Novos, SC, Agua
Doce, SC, Laranjeiras do Sul, PR e Araucaria, PR, todos na Regido Sul do Brasil.
Foi instalado um experimento em delineamento em blocos ao acaso, com quatro
repeticoes e oito tubetes por parcela, para avaliar a germinagdo e desenvolvimento
das mudas na fase de viveiro. Quinze progénies de Viamao, num total de 279
individuos, foram utilizadas para estimar a taxa de fecundacio cruzada, com dados
obtidos por eletroforese de isoenzimas e analisadas pelo programa MLTR. Foram
instalados dois testes de progénie, um em Ponta Grossa, PR, com 44 progénies e
outro em Sado José dos Pinhais, PR, com 32 progénies. O delineamento do
experimento, em ambos os locais, foi em blocos ao acaso, com cinco repetigbes e
quatro plantas por parcela. Aos 23 e aos 38 meses, foi avaliado o crescimento em
altura. A variagao genética entre quatro populagdes foi avaliada com base em dados
obtidos por eletroforese em uma amostra tomada no teste de progénies em S&o
José dos Pinhais. Os dados foram analisados utilizando-se o programa BIOSYS 1.7.
As enzimas utilizadas para as estimativas da taxa de fecundagio cruzada e da
variacao entre populacées foram IDH, 6PGDH-2, GOT-1, MnR e PGI-2, todas
polimérficas. A estimativa da taxa de fecundacdo cruzada em espinheira-santa foi
99,6%, indicando que & uma espécie aldgama. Os resultados da andlise de
diversidade entre populacdes indicaram que a maior parte da variagdo genética
concentra-se dentro das populagdes. A identidade genética entre as populagdes,
com base no coeficiente de Nei (1978), diminui a medida em que aumenta a
distancia geografica entre as populagoes amostradas. A menor identidade genética
foi verificada entre a populagado antropogénica (Viamao, RS) e as populagdes
naturais. Quanto aos aspectos silviculturais, os resultados demonstram que ha
variagao genética significativa entre as progénies, com relagdo a germinagéo e ao
crescimento inicial. Embora crescimento em altura das progénies tenha sido maior
em Sao José dos Pinhais do que em Ponta Grossa, ndo houve interagao
genétipo x ambiente. A correlacao genética entre os dois locais foi elevada. Como o
namero e o tamanho das familias nos testes de progénies foram pequenos nao foi
possivel conciliar a manutencdo de um tamanho efetivo adequado (minimo de 30 a
50 individuos) com ganhos genéticos acentuados em crescimento em altura.

Palavras-chave: Maytenus ilicifolia, Planta Medicinal
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ABSTRACT

MATING SYSTEM AND GENETIC VARIATION AMONG AND WITHIN
POPULATIONS AND PROGENIES OF ESPINHEIRA-SANTA

The objectives of this work were to obtain information on the mating system of
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss — Celastraceae), the genetic
variation among populations and progenies and about silvicultural aspects. Fruits of
105 trees were collected. The municipal districts that contributed with the largest
numbers of plants sampled were Viamao, RS, Arroio dos Ratos, RS, Campos Novos,
SC, Agua Doce, SC, Laranjeiras do Sul, PR and Araucaria, PR, all in the Southemn
Region of Brazil. An experiment was installed in randomized complete blocks design,
with four replications and eight plugs per plot, for the evaluation of the germination
and the development of seedlings in the nursery. Fifteen progenies from Viaméao,
with a total of 279 individuals, were used to estimate outcrossing rate, using isozyme
data and the MLTR software. Two progeny tests were installed, one in Ponta Grossa,
PR, with 44 progenies and the other in Sdo José dos Pinhais, PR, with 32 progenies.
The experimental design, in both locations, was in randomized complete blocks with
five replications and four plants per plot. When the plants were 23 and the 38 months
old, the plant heights were measured. The genetic variation among the four
populations was estimated based on isozyme data obtained from a sample taken
from the progeny test in Sdo José dos Pinhais. The data was analyzed using
BIOSYS 1.7. software. The enzymes considered for the estimations of outcrossing
rate and of variation among populations were IDH, 6PGDH-2, GOT-1, MnR and PGI-
2, all polymorfic. The outcrossing rate in espinheira-santa was estimated at 99,6%,
indicating that this species is alogamous. The genetic diversity analysis indicated that
most of the variation is contained within populations. The genetic identity among
populations, based on Nei's (1978) coefficient decreased as the physical distance
among them increased. The smallest genetic identity was found between the
antropogenic population in Viamao and natural populations. With regard to
silvicultural aspects, the results revealed a significant genetic variation among
progenies with regard to seed germination and the initial growth. Although height
growth was faster in Sdo José dos Pinhais than in Ponta Grossa, no genotype x
environment interaction was found. The genetic correlation among-these locations
was high. As the number and sizes of the families in the present tests were small, it
will not be possible to conciliate the maintenance of a desired minimum effective
population size (between 30 and 50 individuals) with fast genetic improvement in
growth.

Key-Words: Maytenus ilicifolia, medicinal herbs
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1 INTRODUCAO

As folhas da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. -
Celastraceae) sao utilizadas, ha muito tempo, pela populagdo, no tratamento de
problemas digestivos. Também, sdo atribuidas a esta espécie, propriedades
curativas do cancer, motivo pelo qual um de seus nomes populares € ‘cancorosa’. A
espinheira-santa apresenta-se na forma arbustiva e arbérea e ocorre em toda a
Regigo Sul do Brasil.

Em 1988, as propriedades curativas da espinheira-santa foram confirmadas
por pesquisadores do Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais, coordenado
por técnicos da Central de Medicamentos do Ministério da Saude. Esta confirmacao
provocou aumento no extrativismo, pois a planta ainda ndo era cultivada. O aumento
no extrativismo, associado & reduco das areas de sua ocorréncia natural devido a
expansdo da agricultura, provocou rapida diminuicdo das populagdes naturais da
espécie. Diante disso, os produtores de plantas medicinais passaram a buscar, junto
aos o6rgaos de extensdo e de pesquisa, informagdes para iniciar o seu cultivo. As
experiéncias empiricas de cultivo foram bem sucedidas, mas ndo ha como atender a
demanda por sementes para ampliar as areas de plantio. Para implementar um
programa que permita atender essa demanda, sao necessarias informagdes sobre o
sistema reprodutivo da espécie, a estrutura genética e o tamanho efetivo das
populacbes de forma que as sementes apresentem boa qualidade genética e
fisiolégica. Tal programa se justifica quando se leva em considerag&o que o cultivo e
0 manejo de plantas medicinais vém se expandindo no Parana e representam, hoje,
uma fonte de renda adicional para muitas familias. Além disso, a continuidade do
extrativismo coloca a espécie em risco de tomnar-se rara, como ja foi verificado por
técnicos da Secretaria Estadual de Meio Ambiente do Parana. A preocupagao com a
preservacao das plantas medicinais e do ambiente, também, foi manifestada pelos
especialistas reunidos na Consultoria Internacional sobre Preservacdo de Plantas
Medicinais, realizada em 1988 na Tailandia. A Declaragdo de Chiang May, resultante
desse evento, conclama a todos para que ‘salvem vidas salvando plantas’
(AKERELE; HEYWOOD; SYNGE, 1991, p. xix).

Este trabalho teve como objetivo geral gerar informacdes sobre a biologia

reprodutiva e a distribuicdo de variacao genética entre as populagdes e progénies de



espinheira-santa. Com estas informagdes, sera possivel definir estratégias de coleta
de sementes tanto para o cultivo e 0 manejo quanto para a conservagdo do
germoplasma. Os objetivos especificos foram:

a) estimar a taxa de fecundagdo cruzada da espécie, visando orientar
futuros trabalhos de sele¢ao e de conservagao;

b) determinar a distribuicdo da variagdo genética entre populagcdes
oriundas de areas de ocorréncia natural da espécie;

c) avaliar as progénies quanto a caracteristicas silviculturais como
germinacao, sobrevivéncia e crescimento inicial, visando ao futuro cultivo comercial
da espécie;

d) estabelecer um teste de progénies visando dar continuidade a
avaliacdo das progénies e sua futura transformagédo em pomar de sementes por

mudas.



2 REVISAO DE LITERATURA

A pratica da medicina tradicional e, em especial, o uso de plantas medicinais,
vém recebendo atencdo crescente dos organismos internacionais voltados a area de

saude, por sua importancia nos cuidados primarios da saude de 80% da populagdo

mundial (FARNSWORTH et al, 1985). A 3128 Assembléia Mundial de Salde,
realizada em 1978, recomendou ao Diretor Geral da Organizagdo Mundial da Saude

que designasse centros regionais de pesquisa e ensino para o estudo das plantas

medicinais. A 4028 Assembléia Mundial de Satde, realizada em maio de 1987, instou
aos Estados Membros que empreendessem amplos programas de identificacéo,
avaliacao, elaboracao, cultivo e conservacao de plantas medicinais utilizadas na
medicina tradicional (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1993).

No Brasil, técnicos do Ministério da Saude elaboraram, em 1981, as
“Diretrizes e Prioridades para Investigagcdo em Saude” (BRASIL, 1981), documento
que incluiu o estudo de plantas medicinais. Técnicos da Central de Medicamentos
(CEME) coordenaram, de 1983 a 1996, o Programa de Pesquisa em Plantas
Medicinais, que envolveu 61 espécies em fase de pesquisa. Dentre essas, oito
tiveram sua eficacia terapéutica comprovada, inclusive a espinheira-santa, para
tratamento de gastrite e ulcera gastrica (CARLINI, 1988). Técnicos do Projeto de
Fitoterapia do SUS/TECPAR incluiram a espinheira-santa entre as espécies
prioritarias a serem estudadas, visando a producdo de fitoterapicos para o Sistema
Unico de Sadde. Eles enfatizaram a necessidade de pesquisas visando ao seu
cultivo ou manejo, por ser uma espécie nativa sobre a qual se dispée de poucas
informacbes além de ser uma espécie que estd ameacgada pelo extrativismo que
vem sofrendo, em decorréncia da comprovacao cientifica das suas propriedades
terapéuticas (PEROZIN, 1988). Isto resultou na sua inclusdo na ‘Lista vermelha de
plantas ameacadas de Extincao no Estado do Paran&’ (PARANA, 1995).

Além de sua importancia nos cuidados primarios em saude, o conjunto das
espécies medicinais pode ser uma importante fonte de divisas para o Pais. A
participacdo do Brasil no mercado internacional de plantas medicinais € expressiva.
As exportacOes brasileiras. em 1984, foram equivalentes a US$ 20 milhdes em
produtos naturais obtidos de plantas (VIEIRA, 13993). Em 1995, segundo a Secretaria



de Comércio Exterior (SECEX), o Brasil exportou produtos derivados de plantas
aromaticas e medicinais no valor de US$ 61,7 milhdes (incluindo-se ai produtos
desidratados, extratos vegetais e 6leos essenciais). As importagdes, nesse mesmo
ano, foram da ordem de US$ 46,3 milhdes, havendo um saldo positivo de US$ 15,4
milhées. Entretanto, em 1997, as exportagdes somaram US$ 59,1 milhdes, enquanto
que as importacoes foram de US$ 64,7 milhGes, gerando um saldo negativo de US$
5,6 milhées. A maior dificuidade esta em descobrir o que estd sendo importado e
exportado, uma vez que muitos produtos estdo enquadrados no item ‘outros’,
dificultando a sua identificacdo. Essa dificuldade aumentou com a adogéo, a partir
de 1997, da Nomenclatura Comercial do MERCOSUL (NCM) que reduziu ainda mais
as categorias de plantas (SCHEFFER, CORREA JUNIOR, 1997).

Apesar da escassez de informagdes disponiveis, especialistas neste mercado
estimam que as vendas, no varejo, de produtos derivados de plantas medicinais
situam-se na ordem de US$ 14 bilhdes por ano. Destes, US$ 7 bilhdes sao gerados
na Europa, US$ 2 bilhées nos Estados Unidos, US$ 1 bilhdo na América Latina e os
restantes US$ 4 bilnGes na Asia e na Africa. Estima-se, ainda, que o volume de
vendas ira triplicar nos préximos dez anos. O maior crescimento € esperado nos
Estados Unidos seguido da América Latina e da Europa (GRUNWALD, 1997).

2.1 A ESPINHEIRA-SANTA

O uso das folhas de espinheira-santa, com fins medicinais, foi referendado
pelo médico paranaense Aluizio Franga, em 1922, em comunicagio a Sociedade de
Medicina do Parana (STELLFELD, 1934). Tradicionaimente, as fothas da espinheira-
santa s&o coletadas em areas de ocomréncia natural. Ha poucos dados acerca dessa
atividade, uma vez que os coletores agem clandestinamente. A clandestinidade é
determinada pela auséncia do registro no 6rgao de fiscalizacdo ambiental devido a:
(a) desconhecimento da legislacao, (b) coleta realizada em areas de propriedade de
outros ou em areas de preservacido permanente (proibidas); e (c) auséncia de
informacbes necessarias para elaboracdo de plano de manejo, que € necessario
para o registro de areas de coleta.

Os coletores recebem. em qeral. R$ 0.40 por auilo de planta fresca (folhas

com ramos finos). Apds secagem, sdo comercializadas por R$ 2,50 a 3,50 por quilo.



O preco das folhas secas de plantas cultivadas pode chegar a remunerar de R$ 8,00
a 12,00 por quilo (s6 folhas secas). Ao chegar ao consumidor final, na forma de
folhas rasuradas e embaladas, o preco varia entre R$ 30,00 a 50,00 por quilo.

O cultivo, ainda em pequena escala, € praticado por produtores que vém
testando, empiricamente, espacamentos e formas de manejo, sempre a pleno sol. A
tendéncia é de ampliacao das areas de cultivo, uma vez que a Agéncia Nacidnal de
Vigilancia Sanitaria exige que o fabricante de fitoterapicos, para registro de seus
produtos, comprove estar adquirindo matéria-prima de fornecedores em
conformidade com a legislacdo ambiental. Essa legislacdo estabelece as normas
para registro de pessoas fisicas ou juridicas que consomem, exploram ou
comercializam matéria-prima florestal (BRASIL, 1985; BRASIL, 1995; BRASIL;
2000).

Para que o cultivo seja bem sucedido, € necessario, além de outros
conhecimentos, um programa de produgdo ou coleta de sementes com boa
qualidade genética e fisioldgica. Isso exige conhecimento da biologia reprodutiva, da
estrutura genética e do tamanho efetivo das populagdes da espécie (FERREIRA,
ARAUJO, 1981; KANASHIRO, 1992). No caso de espécies com poucas informacoes
disponiveis, recomenda-se que a geracao de informacgdes e o desenvolvimento de
materiais genéticos sejam feitos em varias etapas. Na auséncia de informagoes
suficientes sobre o comportamento silvicultural da espécie, a primeira etapa seria
uma amostragem simples, ao acaso, de poucas popuiacdes dispersas em diferentes
locais. Os dados obtidos nesta etapa serviriam para determinar as tendéncias do
comportamento da espécie como um todo. Estes ensaios permitiriam ainda, avaliar a
espécie em condi¢cdes de cultivo, bem como obter informacdes sobre competidores,
pragas € patégenos. A segunda etapa envolveria testes mais rigorosos envolvendo
amostragens em areas menores da regidao de distribuicio natural da espécie visando
estimar, com precisdo, as médias e as variancias das populagbes. As etapas
subsequentes teriam por objetivo a selegdo de arvores individuais, de uma ou mais
populacbes, para assequrar que os melhores genétipos sejam utilizados. Tal
recomendacao é feita, dada a constatagdo de que, os procedimentos recomendados
de coleta para teste de procedéncias e proagénies. reauereriam 0 envolvimento de

um grande numero de populagcdes a serem ensaiadas. Isto tornaria o programa



extremamente grande e de dificil controle pela auséncia de informagbes basicas
(KANASHIRO, 1992).

Os métodos de melhoramento fundamentam-se na existéncia de variabilidade
genética na populagado, na qual é aplicada a selegcao para alterar a sua média. Esta
selecdo é feita com base no mérito genético dos individuos e, conforme o método
adotado e possibilita combinar informagdes relativas as familias e a outros
caracteres para maximizar o ganho e a acuracia da sele¢do. A maneira tradicional
para avaliar a variacdo genética entre individuos é o teste de progéniess. Este
constitui 0o passo inicial para um programa de melhoramento. Uma vez que a
avaliacido € feita com base em valores genéticos deduzidos a partir das
caracteristicas fenotipicas, a repeticao dos ensaios em diferentes locais € importante
para avaliar, também, uma possivel interagdo genétipo x ambiente (KANASHIRO,
1992).

2.1.1 Descri¢cao Botanica

O género Maytenus Mol. é constituido por 225 espécies e esta representado.
no Brasil, por 77 espécies e 14 variedades. Inclui representantes arboreos,
arbustivos e subarbustivos. As espécies da se¢do Oxyphylla, que inclui M. ilicifolia,
tém porte variando entre 1,5 e 8,0 m de altura. Os ramos s&o geralmente eretos e
simples e os intemodios da maioria das espécies sao expostos. Os ramos sao
considerados fortes indicadores taxonémicos pois apresentam variagcdes na forma e
no tipo de cobertura da superficie (CARVALHO-OKANO, 1992).

As folhas sao extremamente variaveis no género e mesmo entre individuos de
uma mesma espécie, sendo insuficientes para distincdo de espécies quando
utilizadas isoladamente. No género, a filotaxia pode ser altema ou oposta. O
comprimento do limbo é variavel entre espécies e entre individuos de uma mesma
espécie, ocorrendo o mesmo com a forma e as dimensoes da lamina foliar, que é
basicamente plana. O bordo é variavel ao longo do género e é utilizado para
delimitar a secdo Oxyphylfla. Nessa secdo, as espécies apresentam folhas com
margem sempre espinescente. O numero e a disposicao dos espinhos ao longo do
bordo & varidvel entre as espécies. Algumas apresentam distribuicdo simétrica. A

venacdo € do tipo pinado e as nervuras apresentam variagbes quanto a



proeminéncia em relagdo a superficie do limbo e quanto ao didmetro e inclinagéo
das nervuras secundarias em relacio a principal. Estas caracteristicas sao utilizadas
para distinguir espécies ou grupos de espécies dentro do género (CARVALHO-
OKANO, 1992).

As inflorescéncias do género Maytenus séo, geralmente, axilares e cimosas,
do tipo dicasio. Na taxonomia do género, as inflorescéncias sao excelente
caracteristica diagndstica para espécies e grupos de espécies, dada a sua ampla
variacao e relativa fidelidade (CARVALHO-OKANO, 1992).

As flores sao pequenas, com 3 a 5 mm de comprimento, e coloragao branco-
esverdeada. Embora os caracteres florais sejam excelentes caracteristicas
diagnésticas para o reconhecimento da familia e mesmo dos géneros, para
categorias infragenéricas s&o pouco expressivas. O calice € gamossépalo e a corola
dialipétala. As flores apresentam um disco bem desenvolvido, de consisténcia
carnosa; na antese, apresenta coloragdo verde e secreta néctar. Os cinco estames
estdo situados externamente a porgdo basal do disco, alternando-se com as pétalas.
Seu comprimento e posi¢do sdo variaveis em relacdo ao gineceu. O genéro
apresenta um gineceu glabro, sincarpico. bicarpelar, bilocular, placentacdo axilar,
com dois 6vulos por Iéculo, inseridos na base do eixo.

Segundo CARVALHO-OKANO (1992), M. ilicifolia esta enquadrada na segdo
Oxyphylla, cuja caracteristica & a presenca de espinhos no bordo foliar. E um sub-
arbusto ou arvore, ramificado desde a base, medindo até cinco metros de altura. Os
ramos novos sao glabros, angulosos, tetra ou multicarenados. As folhas sao
coriaceas e glabras, o peciolo de 2 a 5 mm de comprimento, as estipulas
inconspicuas, o limbo de 22 a 89 mm de comprimento e de 11 a 30 mm de largura e
as nervuras proeminentes na face abaxial. A forma das folhas varia de eliptica a
estreitamente eliptica, com base aguda a obtusa e apice agudo a obtuso,
mucronado ou aristado; podem ter a margem inteira ou com espinhos, em namero
variavel, distribuidos regular ou irregularmente no bordo, geralmente concentrados
na metade apical de um ou de ambos os semilimbos. As inflorescéncias sdo em
fasciculos multifloros, os pedicelos florais de 2 a 5 mm de comprimento, as sépalas
semicirculares, ciliadas, com cerca de 1 mm de comprimento, as pétalas ovais,
inteiras, com cerca de 2 mm de comprimento e 2 mm de largura. Os estames tém

filetes achatados na base, o estigma é capitado, séssil ou com estilete distinto. O



ovario pode ser saliente ou totalmente imerso no disco camoso (Figura 1). O fruto é
uma capsula bivalvar, orbicular; a coloragdo do epicarpo € vermelho-alaranjada
(Figura 2) e suas dimensdes variam de 7 a 10 mm. As sementes sao eretas,
suborbiculares, elipsoides ou obovais, as vezes angulosas, em nimero variavel de
um a quatro por fruto, sendo mais comumente duas ou trés, envoltas inteiramente
pelo arilo. A testa é rija, lisa e brilhante, em geral, com coloragdo castanha ou negra.
O endosperma é abundante; o embrido & axial com cotilédones planos,
membranaceos e eixo hipocotiloradicula reto e curto. O arilo € suculento, de
coloracdo branca, cobrindo toda a semente. As espécies extra-amazonicas deste
género apresentam sementes com forma e cor homogéneas, de baixo valor
diagnédstico taxondmico. Em geral, os arilos sdo atrativos para passaros e estido
relacionados a dispersao das sementes (CARVALHO-OKANO, 1992).

M. ilicifolia é facilmente distinguivel das demais espécies da secao, pelos
ramos angulosos tetra ou multicarenados e frutos orbiculares de coloragdo
vermelho-alaranjada. Porém, é freqientemente confundida com M. aquifolia,

espécie-tipo da secao, cujo nome comum também & espinheira-santa.
2.1.2 Biologia Reprodutiva e Fenologia da Espinheira-Santa

As flores da espinheira-santa sdo, aparentemente, monoclinas. Porém, ha
fortes evidéncias de que muitas delas sejam funcionalmente diclinas. Foram
observadas flores com estames praticamente sésseis, adpressos na parede
ovariana. Supde-se que esses sejam estéreis e as flores funcionalmente pistiladas.
A posicao do ovario em relagdo aos verticilos florais e ao disco é variavel na espécie
e, muitas vezes, na mesma planta; ocorre desde inteiramente supero a infero, com
passagem pelo semi-infero. E provavel que as flores portadoras de ovario
completamente infero sejam funcionalmente estaminadas (doadoras de pélen), ou
estéreis, servindo como atrativos a polinizagdo, uma vez que, na antese, o disco
secreta néctar. Esta suposicao é sustentada, primeiramente, pelo grande nimero de

flores produzidas por planta e pelo pequeno namero de frutos



FIGURA 1: Partes de planta de espinheira-santa. No sentido anti-horario: detalhe do
ramo; detalhe da inflorescéncia; botao floral; flor aberta; corte longitudinal da
flor (imagem cedida pela pesquisadora Elisabete de Castro Oliveira)




FIGURA 2: Partes de planta de espinheira-santa. No sentido anti-horario: detalhe do
ramo; capsula aberta com trés sementes; capsula aberta com quatro
sementes (imagem cedida pela pesquisadora Elisabete de Castro Oliveira)
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formados; em segundo lugar, pela auséncia de vestigios do perianto na porgao
apical dos frutos (CARVALHO-OKANO, 1992).

Segundo as observagoes de CALAGO (1996), em uma populacido de cerca
de 50 plantas, em condi¢des de cultivo, & possivel distinguir flores diclinas por aborto
de um dos 6rgaos reprodutores. No campo, € marcante, a distingao entre plantas de
flores pistiladas e estaminadas. As estaminadas nunca produzem sementes,
produzem flores que secam aproximadamente dois dias apds a floragdo, mais ou
menos, mas nao resultam em frutos. J4, as pistiladas, produzem grande quantidade
de sementes. E possivel distinguir flores estaminadas pela coloracdo dos estames.
Os estames dessas flores apresentam coloracdo amarela forte e produzem pdlen. O
ovario é afundado no disco. As flores pistiladas possuem os estames de coloragio
amarelo palido, ndo produzem pélen e o ovario &€ mais proeminente, com o estilete
sobressaindo um pouco. Algumas plantas sdo marcadamente diclinas. Porém,
existem outras que apresentam flores completas, estaminadas e pistiladas. No
entanto, apods isolar flores aparentemente completas, estas nao desenvolvem frutos.
Diante dessas observagoes, CALAGO (1996) sup6 que a presenca de polinizadores
€ muito importante para a espécie, tendo observado a presenga de pequenas
vespas, nao identificadas, além de formigas, que podem atuar como polinizadores
ou como simples pilhadoras de néctar.

O florescimento de M. ilicifolia concentra-se nos meses de setembro a
dezembro e a frutificacdo de outubro a fevereiro (ROTTA, 1981; CERVI et al., 1989;
CARVALHO-OKANO, 1992). Os frutos apresentam sindrome de dispersao
zoocorica, especialmente por aves (CARVALHO-OKANO, 1992; TABARELLI;
VILLANI; MANTOVANI, 1993).

Com relagdo a frutificagdgo, SCHEFFER e ARAUJO (1998) observaram
(a) presencga de frutos somente em arvores que recebem insolagdo direta durante
pelo menos parte do dia; (b) mesmo recebendo luz direta, nem todos os individuos
da populagao frutificam no mesmo ano; (c) a frutificacao ocorre durante um periodo
relativamente longo, iniciando no Estado do Rio Grande do Sul, seguindo por Santa
Catarina e, por fim, por Parana, concentrando-se, respectivamente, nos meses de
novembro, dezembro/janeiro e janeiroffevereiro; (d) os frutos, do tipo capsula
deiscente, concentram-se nos ramos do ano anterior; e (e) ha grande variagdo no
tamanho e peso das sementes.
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2.1.3 Ocorréncia Natural e Aspectos Ecolégicos

No Brasil, a espinheira-santa ocorre, principalmente, nas Florestas Ombréfila
Mista e Estacional Semidecidual e em capdes e margens de rios das Estepes, nos
Estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, especialmente nas areas de influéncia fluvial (KLEIN, 1972; OCCHIONI;
HATSCHBACH, 1972; CARVALHO, 1980; ROTTA, 1981; CERVI et al, 1989;
CARVALHO-OKANO, 1992; SILVA; SALOMAO; MARTINS NETTO, 1993;
TABARELLI; VILLANI; MANTOVANI., 1993).

A espinheira-santa é encontrada em sub-bosques de florestas em fase de
sucessdo secundaria tardia ou climacicas (MARTINEZ-CROVETTO, 1963;
CARVALHO-OKANO, 1992; SILVA; SALOMAO; MARTINS NETTO, 1993;
TABARELLI; VILLANI; MANTOVANI, 1993), mas ocorre, também, em capdes
(KLEIN, 1968; KLEIN, 1972; OCCHIONI; HATSCHBACH, 1972).

Esta espécie apresenta uma distribuicido predominantemente subtropical
(CARVALHO-OKANO, 1992). Sua ocorréncia foi relatada em regiGes com
temperatura média do més mais quente de 22 °C e temperatura média do més mais
frio superior a 10 °C e precipitacdo média anual de 1442 mm. Esta presente em
solos podzdlico vermelho-amarelo distrofico (CARVALHO, 1980); cambissolo gleico
distrofico epieutréfico, cambissolo profundo alico e solo litélico (RADOMSKI, 1998).

2.1.4 Aspectos Silviculturais

Os frutos devem ser colhidos quando as capsulas se abrem, expondo o arilo
branco. Neste ponto, as sementes estdo com coloragdo marrom-escura e brilhante.
A extracdo das sementes & feita removendo-se, manualmente, o arilo. Apds a
secagem, as sementes, com cerca de 6% de umidade, podem ser armazenadas em
camara fria. Com 44% de umidade, 0 niumero de sementes por quilo, € de 10.090
(ROSA; BARROS, 1999). Lotes de sementes, com cerca de 6% de umidade,
oriundas de Castro, PR, Prudentdpolis, PR e Agudos do Sul, PR apresentaram,
respectivamente, 34.246, 36.496 e 23.397 sementes por quilo (SANTOS; ARAUJO;
SCHEFFER, 1999). As sementes sdo de comportamento ortodoxo (EIRA; DIAS;
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MELLO, 1993) e, quando armazenadas fora da camara fria, perdem a viabilidade
rapidamente (SCHEFFER; DONI FILHO, KOEHLER, 1994; ROSA; BARROS, 1999).

Para a propagacdo da espinheira-santa varias técnicas foram estudadas:
micropropagacao (PEREIRA, 1993), transplante de mudas obtidas em florestas
nativas (MAGALHAES et al., 1991) e producio de mudas a partir de sementes
(MAGALHAES et al., 1992).

Observou-se que o volume do recipiente tem influéncia decisiva sobre o
desenvolvimento da muda. Num ensaio envolvendo seis tipos de recipiente e dois
tipos de substrato, com ou sem condicionador de solo, as mudas se desenvolveram
melhor em sacos de polietileno preto quando comparado com o desenvolvimento em
tubetes de diferentes volumes. Quanto maior o volume de substrato disponivel,
maior o desenvolvimento da muda. A altura média das mudas produzidas em
canteiro sobre o solo, em sacos de polietileno preto, com volumes de 240 ml, 670 ml
e 1350 ml, foi de 21,1 cm, 24,4 e 25,3 cm, respectivamente (SANTOS; ARAUJO;
SCHEFFER, 1999). -

RADOMSKI (1998) verificou que ha alta comrelagdo positiva entre a
luminosidade e os caracteres como peso foliar especifico e teores de polifendis
totais, polifendis nao tanantes e de taninos. Por outro lado, ndo foi observada
correlagao significativa entre a disponibilidade de nutrientes no solo e esses mesmos

caracteres, em quatro microambientes, exceto para o ferro.
2.1.5 Variagdo Genética em Espinheira-Santa

A forma de distribuicdo linear ao longo dos rios, a dispersdo de sementes
zoocodrica e a baixa densidade populacional influem no padrao de distribuicdo da
variacdo genética entre e dentro de populacbes (WRIGHT, 1976; KAGEYAMA;
CASTRO; CARPANEZZI, 1989). Na espécie M. boaria, foi verificada variacdo clinal
em relagado a latitude na razdo comprimento/largura das folhas e na capacidade de
germinacao das sementes (DONOSO; WENDLER, 1985).

Cinco populacbes de M. aquifolia analisadas por PERECIN (2000)
apresentaram medidas de polimorfismo (ndmero de alelos, heterozigosidade
observada e heteroziqaosidade esperada) comparaveis as encontradas na literatura

para espécies com alta variabilidade genética. Porém, diversos alelos variaram em
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frequéncia dependendo da populagdo considerada e algumas delas apresentaram
alelos raros e exclusivos. As populacdes apresentaram elevada endogamia e alta
diferenciagcdo genética entre populacdes, aparentemente ndo relacionadas com a
distancia geografica, com o tipo de floresta nem com o nivel de interferéncia
antropica nas populagdes. Algumas populagbes distantes apresentaram maior
similaridade genética do que outras mais proximas. A espécie M. licifolia
compartilhou a presenca de muitos alelos das populagdes de M. aquifolia, indicando
que a primeira é muito proxima, filogeneticamente, a esta dltima. O fluxo génico
estimado entre espécies sugere a possibilidade destas nao estarem completamente
isoladas reprodutivamente ou, se estiverem, esse isolamento ocorreu em um espaco
de tempo ndo muito distante.

O teor de taninos nas folhas de espinheira-santa, coletadas em diversos
ambientes, revelou grande variagdo. Isso foi associada as caracteristicas
morfolégicas e as condi¢cdes de insolacdo (BERNARDI;, WASICKY 1959). Porém,
num experimento com M. aquifolia, com arvores originadas de sementes de mesma
procedéncia, foi encontrada diferenca significativa no teor de fendis totais dos
individuos (PEREIRA et al.; 1994). Nao se pode desprezar a hipétese de haver,
também, variagdo devido a fatores genéticos em relacdo ao teor de taninos nas
folhas, pois n3ao é raro que espécies medicinais apresentem ragas quimicas
(BERNARDI, WASICKY, 1959).

2.2 IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DO SISTEMA DE CRUZAMENTO

Os sistemas de cruzamento determinam o padrdo de transmissdo genética e
influem na organizacdo da variacdo genética numa populacdo. A autogamia
restringe a heterozigose e a migragcao de genes pelo fluxo de pdlen, reduzindo a
variacdo dentro de populacbes e aumentando a variagdo entre populagbes. Em
contraste, a alogamia favorece o fluxo de genes e reduz a probabilidade de
diferenciagdo microgeografica e subestruturamento de populagdes. Ha cinco tipos
basicos de sistemas de cruzamento: (a) predominantemente autégama;
(b) predominantemente alégama; (c) sistema misto; (d) parcialmente apomitica; e
(e) autogamia parcial de gametéfitos (KEARNS; INOUYE, 1993).
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Mesmo em populacdes alégamas, alguma autofecundagdo combinada com
cruzamentos entre individuos aparentados e dispersao de sementes restrita pode
levar ao isolamento reprodutivo e a formagdo de subpopulagées. O estudo dos
padroes de transmissao de genes, em populacbes naturais, € importante para se
entender a evolugao e a manutengao da autofecundacgao, da dioicia e de sistemas
de cruzamento que restringem o numero de reprodutores disponiveis. O
conhecimento do sistema de cruzamento, também, tem aplicagbes praticas
importantes em culturas agricolas e florestais, no manejo de pomares de semente e
no manejo de espécies raras ou ameagadas para conservar sua variabilidade
genética. Os planos de manejo de tais espécies devem estar fundamentadas nas
avaliagbes quantitativas do tamanho da vizinhanga, do tamanho efetivo da
populagio e da migracao de genes (KEARNS; INOUYE, 1993).

2.3 CONTEXTO ECOLOGICO DOS SISTEMAS DE CRUZAMENTO

Sistemas de cruzamento s&o influenciados por fatores ambientais e, por
serem regulados por genes, sdo afetados pela selecdo. Consequentemente, o
sistema de cruzamento pode variar entre populagdes. Mesmo dentro de populagdes,
pode haver diferencas entre individuos na taxa de fecundagdo cruzada. Por
exemplo, as plantas que florescem na extremidade fenoldgica da floragdo podem ser
predominantemente autégamas, enquanto que as do pico de floragao,
predominantemente alégamas. As plantas no centro de populagdes densas podem
ser predominantemente alégamas, enquanto que as das margens,
predominantemente, autdgamas. Populacdes onde os polinizadores sao abundantes
podem apresentar padroes distintos daquelas onde os polinizadores s&o raros. Num
mesmo individuo, as flores localizadas nas partes mais baixas da copa podem ter
maior taxa de autofecundacdo do que as das partes mais altas. O modo de
polinizacdo, a complexidade arquitetonica das flores e das plantas, bem como o
tamanho e a densidade das populagGes interagem com o controle genético do grau
de auto-incompatibilidade para determinar a taxa de fecundacgdo cruzada. (KEARNS;
INOUYE, 1993; BROWN; BURDON; JAROSZ., 1989).

Comparacoes entre espécies anemofilas e entomofilas demonstraram
influéncia consideravel do modo de polinizagéo sobre a taxa de fecundag&o cruzada.



16

Espécies anemdfilas tendem apresentar pouca variagdo na taxa de fecundagao
cruzada entre populagbes pois a taxa de fecundagdo cruzada é influenciada,
principalmente, pela estrutura floral e grau de auto-incompatibilidade. Por outro lado,
espécies entomofilas apresentam mais variagdo na taxa de fecundagdo cruzada,
tanto dentro quanto entre espécies, bem como entre e dentro de populagoes. Isto
porque os insetos s30 mais sensiveis as flutuagbes ambientais. Por exemplo, em
condigbes climaticas adversas a alimentacdo dos insetos € reduzida (KEARNS;
INOUYE, 1993; BROWN; BURDON; JAROSZ., 1989). O grau de incompatibilidade
determina a influéncia da atividade do polinizador sobre a taxa de fecundacao
cruzada. No caso de espécies auto-incompativeis, a atividade do polinizador s6 influi
na quantidade de sementes produzidas e ndo na taxa de fecundagio cruzada. Em
espécies auto-compativeis, o padrdo da atividade dos polinizadores determina a
taxa de fecundacio cruzada, uma vez que ocorre autofecundagdo na auséncia de
polinizadores (BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989).

Os efeitos da dinamica espacial da populagédo na taxa de fecundacao cruzada
podem ser divididos em: (@) causadas por mudangas no tamanho da populagao; e
(b) causadas por mudanc¢as na densidade da populacdo. Pouco se conhece sobre
os efeitos do tamanho da populagao. Porém, um decréscimo marcante na taxa de
fecundacdo cruzada foi detectado em Clarkia exilis, uma espécie omamental
herbacea, devido a reducdo no tamanho da populacdo (KEARNS; INOUYE, 1993;
BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989). O efeito da densidade populacional na taxa de
fecundacdo cruzada pode ser complexo. E importante considerar a influéncia das
diferencas em niveis de auto-incompatibilidade, modo de fomecimento de pdlen e
plasticidade da arquitetura das plantas. Esta ultima caracteristica é ilustrada com
dois exemplos. Echium plantagineum, uma herbacea nativa da Europa, € uma
espécie entomdfila e plastica em resposta a densidade populacional. Em situagbes
de baixa densidade e competicdo, produz individuos com muitos caules e ramos.
Embora cada ramo tenha poucas flores, o conjunto proporciona muitas flores
receptivas, simultaneamente. Nestas circunstancias, a distancia média entre flores
na mesma planta € menor do que entre plantas, fazendo com que um polinizador
visite mais flores numa mesma planta, favorecendo a autopolinizagdo. Em
densidades maiores, os individuos tendem a ser menores, com poucas flores,

favorecendo a fecundacgao cruzada. Por outro lado, ha espécies como Trillium. uma
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herbacea ornamental, cujas plantas produzem uma ou poucas flores por ano. Neste
caso, a elevada densidade populacional resulta numa menor taxa de fecundagao
cruzada aparente, pois, as plantas vizinhas tém maior probabilidade de terem o
mesmo gendtipo por apresentarem, também, propagacdo vegetativa (BROWN,
BURDON; JAROSZ, 1989).

Entre as caracteristicas ecolégicas, a densidade floral €, provavelmente, mais
importante do que a densidade de plantas quanto a influéncia sobre o
comportamento alimentar dos polinizadores e, consequentemente, sobre a taxa de
fecundacao cruzada. Porém, a fenologia reprodutiva e, em especial, a sincronia no
momento da antese, influi significativamente no sistema de cruzamento, levando a
uma maior quantidade de cruzamentos dentro da mesma classe fenolégica. Uma
vez que isto € uma caracteristica com herdabilidade elevada, pode ocorrer maior
numero de cruzamentos entre individuos aparentados (PRAT; ARNAL, 1994). Assim,
é relevante estudar a variagdo temporal na taxa de fecundagdo cruzada durante a
estacdo. Embora a maioria das plantas apresente consideravel variagdo intra-
estacional na densidade de flores abertas, os efeitos desta variacdo raramente tem
sido mensurados (KEARNS; INOUYE, 1993; BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989).

Nem todas as variagdes na taxa de fecundagao cruzada ao longo da estacao
ou de estacdes consecutivas podem ser atribuidas a mudancas no comportamento
dos polinizadores devido a variagoes ambientais. Num estudo sobre sistemas
reprodutivos em Eucalyptus e Pinus, ao longo de varias estagdes, observou-se que
as taxas de fecundacgao cruzada eram maiores nos individuos mais velhos. No caso
da maioria das espécies de Eucalyptus poder-se-ia atribuir estas diferencas a
alteragbes no comportamento dos polinizadores nos distintos anos, mas nao em
Pinus, que é anemofilo. Uma explicagdo mais provavel é a da sobrevivéncia
preferencial dos heterozigotos das progénies de ambos os géneros (BROWN,;
BURDON; JAROSZ, 1989).

Destaca-se, ainda, a influéncia do cruzamento entre individuos aparentados
na taxa de fecundacado cruzada. Em girassol a taxa de fecundagao cruzada em
populagcdes com alta densidade foi estimada em 54% enquanto que em populagoes
de baixa densidade foi de 91%. Essa diferenca foi atribuida a maior probabilidade de
cruzamento entre individuos aparentados em populagcdes com alta densidade

(HAMRICK, 1989). Um outro estudo, em uma espécie havaiana ginodidica de
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Bidens, revelou que a taxa de fecundagdo cruzada estimada em individuos
hermafroditas, em oito populacdes, foi de 55%, enquanto que em individuos
estritamente femininos, foi de 85%. Portanto, pelo menos 15% da endogamia nos
individuos hermafroditas era devida a cruzamentos entre individuos aparentadas ao
invés de autofecundagao (HAMRICK, 1989).

2.3.1 Uso de Isoenzimas na Estimativa de Taxa de Fecundacéo Cruzada

A consciéncia crescente da diversidade nos sistemas de cruzamento e sua
importancia na determinac&o da biologia de populagdes de plantas € um dos fatores
responsaveis pelo crescimento recente na pesquisa sobre o assunto. Nesse
contexto, o estudo de polimorfismo isoenzimatico proporciona algumas vantagens
sobre os estudos morfolégicos: (a) as variantes aloenzimaticas expressam-se de
forma codominante; (b) muitos locos isoenzimaticos sao polimérficos na maioria das
populagdes; e (c) € improvavel que as aloenzimas, por si, sejam submetidas a fortes
pressoes de selegcdo (BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989).

Os estudos sobre sistemas de cruzamento podem ser abordados com:
(a) avaliacdo (estimativa) de sistema da taxa de fecundacao cruzada de individuos; e
(b) estimativa de parametros de cruzamento em populagcdes. Embora estas areas
tenham pontos em comum, elas diferem na abordagem estatistica. Em estudos em
nivel de individuo, obtém-se maior precisdo, aumentando a informacdo genética
sobre cada individuo (ex. analisando mais locos). Por outro lado, procedimentos
experimentais mais eficientes para problemas em nivel de populacdes geralmente
necessitam de analise de poucos locos e maior nimero de individuos (BROWN,;
BURDON; JAROSZ, 1989).

O modelo mais comumente empregado no estudo de populagbes de plantas é
o modelo do sistema reprodutivo misto. Esse modelo parte do pressuposto de que
ha dois tipos de unides de gametas. Cada zigoto é resultado de autofecundacao,
com uma probabilidade fixa ‘s’, ou de fecundagao por um grao de pdlen proveniente
aleatoriamente da populagdo, com probabilidade de ‘' (=1-s). No modelo de
sistema reprodutivo misto é possivel estimar a taxa de fecundagdo cruzada com
base somente na freqiéncia de heterozigotos entre adultos ou progénies na

populacédo como um todo. O procedimento pressupde, entretanto, qgue o sistema
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reprodutivo € a unica forga atuante sobre as freqéncias genotipicas e que a
populacgao esta em equilibrio com o sistema reprodutivo. As estimativas quantitativas
ndo sao, portanto, confidveis pois sao totalmente dependentes deste pressuposto
(BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989).

A segunda opc¢ao experimental requer um numero suficiente de descendentes
de cada genitor materno, de modo que seu gendtipo possa ser inferido com
confiabilidade. Também, este modelo se baseia em uma série de pressupostos e
caracteristicas (BROWN; BURDON; JAROSZ, 1989).

Ha modelos e procedimentos mais complexos. Dois procedimentos
envolvendo varios locos utilizam o conceito de probabilidade de detecgdo. Cada
descendente de uma determinada matriz pode ser classificado como sendo, ou néo,
resultado de fecundacgao cruzada. A probabilidade de um cruzamento ser detectado
no gendtipo maternal (G;) depende do grdo de pélen ser portador, ou ndo, de um
alelo nao-materno em algum dos locos analisados. O principal problema do método
€ que o calculo da probabilidade de detecgdo (G;) requer informagdes sobre a
frequéncia dos gendtipos mulitilocos do pélen (BROWN; BURDON; JAROSZ., 1989).

SHAW; KAHLER e ALLARD (1981) desenvolveram e simplificaram esta
abordagem para tratar de muitos locos e genétipos maternos. O estimador proposto
pressupde que todos os cruzamentos tém a mesma probabilidade de deteccéo,
independente do genodtipo matemo. RITLAND e JAIN (1981) apresentaram um
procedimento formal, completo, de estimativa por maxima verossimilhanca, baseado
em muitos locos independentes. Demonstrou-se, numericamente, que estimativas
muitilocos sdo menos influenciadas por selecdo e cruzamentos nao-aleatérios do
que estimativas em locos unicos. As andlises destes autores indicaram que, na
maioria dos casos, trés a quatro locos aproximam-se da menor variancia possivel. A
combinacao de gendtipos de varios locos é recomendada para aumentar o numero
de diferentes conjuntos possiveis, proporcionando maior namero de graus de

liberdade e maior precisao estatistica.
2.4 ISOENZIMAS NO ESTUDO DA VARIACAO GENETICA DE POPULACOES

Segundo ADAMS (1993), a anadlise de polimorfismo isoenzimatico €,
atualmente, o melhor método para avaliar a diversidade genética em espécies
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florestais. Pode-se identificar dois componentes na diversidade genética. O primeiro
refere-se a riqueza alélica, ou seja, o nimero de diferentes alelos encontrados em
uma determinada amostra. O segundo componente é o de igualdade na distribuicdo
das frequéncias alélicas, considerando-se, por exemplo, que uma amostra com trés
alelos de mesma freqiéncia apresenta maior diversidade que uma amostra com um
alelo predominante e dois alelos raros (BROWN; WEIR, 1983). O estudo dos
padroes de variagdo isoenzimatica em populagbes naturais pode servir de base
para, por exemplo, se estimar o impacto da domesticacdo sobre os niveis de
variabilidade genética. Os efeitos dos diversos métodos de regeneragédo sobre a
manutencdo da variabilidade genética devem ser investigados. O delineamento da
estratégia mais eficiente para conservacao de recursos genéticos requer informacao
sobre a distribuicao da diversidade genética entre e dentro de populagdes
(ROBINSON, 1998).

Marcadores genéticos sdo caracteristicas com heranca mendeliana simples,
facilmente reconhecidas, cuja expressao ndo € influenciada pelo ambiente. Os
primeiros marcadores genéticos utilizados foram as caracteristicas morfolégicas.
Entretanto, os marcadores morfolégicos, frequentemente, sdo controlados por genes
dominantes, ndo permitindo distinguir plantas heterozigotas. Marcadores
morfologicos, como a presenga de pigmento nas flores ou caracteristicas de frutos e
sementes, sdo expressos somente na planta adulta, ndo sendo praticos quando se
trabalha com espécies que levam muitos anos para atingir a fase reprodutiva. Esses
marcadores podem ainda exercer influéncia sobre o valor adaptativo da planta. Por
exemplo, a coloracao das flores pode influenciar no comportamento dos insetos
polinizadores. Isso ndo é desejavel se essa caracteristica for empregada na
detrminacdo dos sistemas de cruzamento. Marcadores genéticos bioquimicos e
moleculares, além de serem identificaveis em qualquer idade da planta, nao
interferem no processo biolégico que se deseja estudar. Por definicdo, os
marcadores genéticos bioquimicos sdo produtos da expressdo de genes (proteinas
ou compostos secundarios como os terpenos) (ROBINSON, 1998).

As isoenzimas sdo diferentes formas moleculares de uma enzima, catalisando
a mesma reacao na célula. Quando as isoenzimas sao controladas por alelos de um
unico loco, elas sdo chamadas de aloenzimas. Estas representam a conseqiéncia

bioquimica da substituicdo, delecdo ou adicdo de um ou mais aminoacidos no
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polipeptideo, interferindo na sua carga elétrica e, consequentemente, na sua
mobilidade durante a eletroforese. A mobilidade da molécula através do gel
depende, também, do seu peso molecular e de sua conformacado. Apds a separagdo
das isoenzimas por eletroforese, elas sao identificadas por meio de reagdes
quimicas baseadas em suas atividades cataliticas especificas. O conjunto de bandas
coloridas que uma enzima forma no gel € denominado zimograma. Quando se
deseja examinar os processos evolutivos em uma populacao, os marcadores sao
necessariamente os locos e os respectivos alelos, identificados na interpretagao de
zimogramas. A interpretacdo de zimogramas baseia-se no conhecimento da
estrutura quimica da enzima (monomeérica, dimérica ou mais complexa) e no modo
de heranca dos padrées observados (numero de locos e de alelos envolvidos)
(ROBINSON, 1998).

Quando ndo se dispde de informacdes prévias sobre o polimorfismo de
isoenzimas na espécie em estudo, recomenda-se examinar amostras coletadas em
varios locais dentro da area de distribuicdo geografica da espécie, visando aumentar
a probabilidade de encontrar maior nimero de alelos. Para determinar o mecanismo
de herangca nas enzimas polimérficas, € necessario examinar progénies,
preferencialmente de cruzamentos controlados (progénie de autofecundagado ou de
irm&os germanos). Apods estabelecida uma hip6tese preliminar sobre o modo de
heranca da enzima, verifica-se se esta explica todos os zimogramas obtidos. Ao
interpretar zimogramas, deve-se ter em mente que, em certos sistemas enzimaticos,
formam-se bandas resultantes de interagbes entre locos, podendo ocorrer
superposicdo de bandas de diferentes locos. Deve-se estar atento, também, a
possivel segregacao de alelos nulos ou, ainda, de genes modificadores capazes de
afetar a velocidade de migracéo de determinada enzima durante a eletroforese. A
analise de progénies de cruzamentos controlados permite verificar o modo de
segregacio nos locos estudados (ROBINSON, 1998). Essa informacgdo é necessaria
em procedimentos estatisticos, nos quais se utilizam varios locos simultaneamente,
como na analise de sistemas de cruzamento ou da estrutura genética de populagdes
(RITLAND; JAIN, 1981; ROBINSON, 1998), porque os modelos genéticos utilizados
baseiam-se em marcadores independentes.

Segundo HAMRICK (1989), cerca de 50% dos locos de isoenzimas costumam
ser polimorficos, dentro de espécies, e cerca de um terco deles é polimérfico na



populagdo. Analisando os padroes isoenzimaticos em plantas, é possivel relacionar
o nivel e a distribuicdo da variabilidade genética com a histéria natural das espécies.
HAMRICK (1989) examinou a influéncia de caracteristicas como o modo de
reproducao, o sistema de cruzamento, os mecanismos de dispersao de sementes e
de propagulos, a amplitude da distribuicdo geografica e a fase de sucessdo em que
a espécie se enquadra, sobre a distribuicdo da variabilidade entre e dentro de

populacdes de plantas.
2.41 Indice de Fixagao

Um das medidas utilizadas para quantificar a variabilidade entre e dentro de
populacdes é o indice de fixagdo de Wright. O coeficiente F, de Wright (1951'),
citado por ROBINSON (1993) é o parametro utilizado para medir o grau de fixagio
génica resultante da endogamia biparental. Segundo ROBINSON (1993), o
coeficiente F é definido como sendo a correlagdo entre os alelos nos gametas que
formam um zigoto. Inicialmente utilizado para descrever endogamia sob diferentes
esquemas de cruzamento, foi estendido para quantificar a diferenciagcdo genética de
populagbes segundo niveis hierarquicos de endogamia. Wright descreveu os
seguintes coeficientes de endogamia, aplica'veié a uma populagcao com subdivisao
em niveis hierarquicos:

F = Desvio das frequéncias genotipicas da populacdo em relacéo ao equilibrio
de Hardy-Weinberg. Esses desvios sdo resultantes de cruzamentos
nao ao acaso (e.g. endogamia por autofecundagdo, ou endogamia
biparental). |

0 = Coeficiente de ancestria, representando a probabilidade de que dois
individuos pertencentes a subpopulagdes distintas possuam um alelo
idéntico por descendéncia (proveniente de um ancestral comum).

f = Endogamia, em nivel de individuo (a probabilidade de que dois alelos
presentes no mesmo individuo sejam idénticos por descendéncia)

O coeficiente f apresenta as seguintes propriedades:

f=F-0)/(1-0)=(1-t)/(1+¢)

" WRIGHT, S. 1951. The genetical structure of populations. Ann. Eugen. V. 15, p. 313-354.
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sendo t a taxa de fecundacdo cruzada na populacdo. Como t =1 -s, sendo s O
coeficiente de autofecundacao, pode-se demonstrar quef=s/(2 - s).
Com esses coeficientes, Wright descreveu a varidncia genética das
freqliéncias alélicas na populag¢ado para locos com dois alelos como
Var(p)=p(1-p)[0+ (F-0)/N+(1-F)/2N]
Onde p é a frequéncia do alelo na populagéo e N é o numero de individuos na
populacao.
A partir dos coeficientes f, F e 0, derivou-se a seguinte relaggo:
(1-Fr)=(1-Fis) (1-Fsr)
em que os diferentes valores de F representam, respectivamente:
Fr=F Fis=f FsT=0
Os valores Fir e Fis representam o indice de fixacdo de individuos em relagcao
a popula§éo total e aos niveis hierarquicos analisados, respectivamente, enquanto
que Fgr quantifica a razao entre a variancia verificada entre os niveis hierarquicos
analisados e o valor maximo possivel esperado quahdo este nivel hierarquico esta
totalmente isolado (SWOFFORD; SELANDER, 1989).
Os valores de Fis, Fir e Fst apresentam tendéncias diferentes, de acordo com
a densidade, distribuicdo espacial e tamanho efetivo das populagdes, bem como
com o sistema de cruzamento e o0 modo de dispersdo do podlen e das sementes
(WRIGHT, 1969). Além disso, em geral, a selegcdo e a deriva genética tendem a
aumentar a diferengca entre populagbes. Espécies com maior fluxo de pdlen e
sementes apresentam menor diferenciacdo entre progénies do que aquelas com
fluxo restrito. A combinacdo do sistema de cruzamento com mecanismos de
polinizacdo € o que apresenta a melhor predicdo da variagcgdo nos padroes
isoenzimaticos. Espécies anuais autégamas detém mais de 50% de sua variagdo
genética entre populacdes, enquanto que as aldgamas anemodfilas apresentam
menos de 10% entre populagdes. Plantas polinizadas por animais tém variagao entre
populagcbes ligeiramente maiores que aquelas polinizadas pelo vento. Os
mecanismos de dispersao de sementes tém efeitos similares na distribuicdo da
variacao genética (HAMRICK, 1989). Porém, plantas polinizadas por insetos de véo
longo apresentam padrao de diversidade semelhante ao das plantas alégamas
anemoafilas (DIAS; KAGEYAMA, 1991).
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2.4.2 Coeficientes de Identidade e de Distancia Genética

Outras medidas de diversidade genética utilizadas s&o os coeficientes de
identidade ou de distancia genética. Segundo DIAS (1998), esses coeficientes
combinam conceitos genéticos e geométricos e devem reunir um ou mais dos
seguintes atributos: ser métrico, utilizar freqiéncias alélicas para seu calculo e
refletir o predominio dos fatores de natureza genética sobre os fatores ambientais
que estao sendo avaliados.

As medidas de identidade e de distancia genética de Nei tém sido as mais
utilizadas. Segundo NEI (1972) o coeficiente de identidade genética pode ser
utilizado para comparar quaisquer conjuntos de dados de populagdes, que nao
precisam, necessariamente, estar em equilibrio de Hardy-Weinberg, mas os
coeficientes obtidos aplicam-se somente aquele conjunto de dados pois s&o
influenciados pela amostragem. O coeficiente D proposto por NEI (1972) pressupote
uma medida de identidade genética (I), expressa pela probabilidade de que dado
alelo de um loco, tomado ao acaso de duas diferentes populagdes, seja idéntico em
relagcdo a probabilidade de que dois alelos do mesmo loco, tomados também ao
acaso em cada populagido sejam também idénticos (ROBINSON, 1998). Ou seja, o
coeficiente mede a correlagado entre as frequéncias alélicas em cada loco, em duas
populacdes (X e Y, respectivamente) (ALFENAS et al.,, 1991). A estatistica D, de
Nei, & considerada uma medida robusta de distancia genética pois leva em conta
tanto os locos polimérficos quanto os monomdrficos. Como os valores de D séo
calculados a partir de amostras das populacdes, eles variam entre amostras. Os
fatores que influenciam os valores de D sdo a quantidade de divergéncia genética
entre as populagoes, os tamanhos das amostras e o numero de locais estudados.

As diferencas genéticas entre populagbes podem ser medidas por
coeficientes de identidade ou de distancia genética e estes utilizados em analises de
agrupamento por métodos de andlise multivariada. O principio geral de todos os
métodos de analise de agrupamento € o de maximizar a similaridade dentro de
grupos e a dissimilaridade entre grupos, buscando detectar padrées na distribuicdo
da diversidade. Os métodos hierarquicos aglomerativos sdo os mais utilizados em
biologia. Tais métodos se processam por séries sucessivas de fusdes. Os n itens

sao classificados em n-1, n-2 etc.,, grupos que, por sua vez, sdo gradualmente
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fundidos até unir todos os itens em um unico grupo. As fusbes sdo baseadas em
subdivisbes hierarquicas operadas sobre uma matriz de distancia, permitindo a
geracdo de uma arvore de classificacdo bidimensional, denominada dendrograma.
‘Em todos os métodos a distancia entre itens € o critério aplicado para definir grupos.
Em termos de melhoramento genético, o método das médias das distancias
(UPGMA - Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic averaging) € considerado
superior aos métodos do vizinho mais préoximo e do vizinho mais distante (DIAS,
1998).

Outra forma de avaliagdo dos métodos de agrupamento é a analise do grau
de concordancia entre o dendrograma e a matriz de identidade genética 1. Esta
analise é feita a partir da matriz cofenética (C) formada com as distancias entre os
pares de itens (c;) que representam os niveis de fus&o verificados no dendrograma.
O coeficiente de correlacdo cofenética € obtido pela correlagéo dos elementos dj e ¢;
das matrizes I e C, respectivamente, pelo coeficiente de correlagdo de Pearson (rp).
Valores de rp acima de 0,80 indicam um bom ajuste entre as duas matrizes (DIAS,
1998).

2.4.3 Importancia do Tamanho Efetivo das Populagées

A fragmentacao de areas de florestas ocasionada pelo avango da agricultura
e de outras atividades antropicas leva ao isolamento de subpopulagbes e,
consequentemente, a deriva genética e a8 endogamia. Ha forte correlacéo entre
tamanho da populagcdo e os graus de variabilidade genética. Estas decrescem
rapidamente quando ha redugdo no tamanho das populagbes. Quando uma
populagdo é iniciada por poucos individuos, sua variabilidade dependera da amostra
de alelos trazida por estes fundadores. Esse efeito fundador pode causar diferencas
significativas entre as freqiéncias alélicas na populagdo original e na populagao
recém-formada (ROBINSON, 1998).

As amostragens, visando a conservagao dos recursos genéticos ex sifu ou a
sua utilizacdo em programas de melhoramento, devem fundamentar-se no conceito
do tamanho efetivo populacional (Ne), levando em consideragao a representatividade
genética das amostras (ROBINSON, 1998, RESENDE, STURION, MENDES, 1995).

Quando pequeno numero de individuos representa alguma populagdo, o tamanho
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reduzido do N ndo permite reter alelos raros. Neste caso, a reunidao de diferentes
populagdes em uma populacéo composta é desejavel em termos de tamanho efetivo
pois havendo cruzamentos entre individuos de diferentes populac¢des, resulta num
aumento da base genética final. A amostra composta tera seu tamanho efetivo
maximizado quando as amostras individuais tiverem tamanhos efetivos iguais ou,
pelo menos semelhantes (VENCOVSKY, 1988).

As diferencas nas frequéncias alélicas entre e dentro de populagées podem
ser geradas pela deriva genética ou pela selecdo. O grau dessa diferenciagdo
dependera do balanco entre o fluxo génico e a intensidade das demais forcas
evolutivas. Se a troca de genes dentro de cada populagdo for menor que o
necessario para assegurar a panmixia em toda suas extensdo, forma-se uma
estrutura interna na qual cada individuo esta cercado por uma ‘vizinhanga genética’.
Uma vizinhanca genética corresponde & area ao redor de um individuo dentro da
qual todos os demais tém a mesma probabilidade de ser um de seus progenitores e
seu tamanho depende do sistema de cruzamento, das distancias cobertas pela
dispersdao do pélen e sementes, e da distancia coberta pela propagacao clonal
(ROBINSON, 1998).

Na fase inicial de um programa de melhoramento, é fundamental que a
eficiéncia genética do pomar de semente seja monitorada. Os pomares de semente
sao o principal meio pelo qual o melhoramento genético obtido pela selegdo pode
ser “embalado” para uso em plantios. No caso de espécies alégamas, quando os
individuos, selecionados pelo elevado valor genético, que compdem o pomar de
semente atingem a maturidade, pressupbe-se que eles se cruzargo ao acaso e
produzirdo sementes de elevada qualidade genética mantendo a variabilidade
genética inerente ao método de selecdo. Entretanto, quando os cruzamentos nos
pomares decorrem de polinizagdo pelo vento a eficiéncia genética pode nao ser
plena. Os fatores que reduzem a eficiéncia genética em pomares de semente de
espécies anemdfilas sdo: (a) elevados niveis de autofecundacao (resultando em
progénies com depressao endogamica); (b) contaminacdo de pdlen de individuos
externos ao pomar (e, portanto, nao selecionados); e (c) cruzamentos ndo aleatoérios
entre os individuos (ex. incompatibilidade cruzada, diferencas na produgao de flores
ou falta de sincronia na floragdo entre os individuos, dispersao de podlen restrita),

resultando em menor numeros de fecundagbes cruzadas e, portanto, menor
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variabilidade genética do que a esperada no pomar. Os marcadores genéticos
isoenzimaticos tém se mostrado uteis nos estudos dos fatores atuantes na eficiéncia
genética dos pomares de semente (ADAMS, 1983).

Isoenzimas tém sido, também, utilizadas para se estimar a propor¢do da
progénie dos pomares de semente que resulta de autofecundagdo. Um
procedimento de estimativa baseado em varios locos revelou que 8% da progénie
viavel produzida por em pomar de semente clonal de Douglas-fir (Pseudotsuga
menziesii), com 20 anos de idade, eram de autofecundacdo. Esta estimativa €
consistente com estimativas feitas em populagdes naturais. Entretanto, os valores
estimados variaram de zero a 16% entre seis individuos do pomar clonal. Assim,
enquanto o numero médio de descendentes resultantes de autofecundacdo nao é
maior do que a encontrada em populacdes naturais, alguns genitores parecem ter
uma taxa de autofecundacio superior a média. Removendo-se estes do pomar ou
evitando a coleta de suas sementes a porcentagem das sementes resultantes de
autofecundacgio pode ser reduzida significativamente (ADAMS, 1983).

As isoenzimas podem auxiliar, ainda, na sele¢do de -caracteres
economicamente importantes. Foi detectada correlagdo positiva, em alguns casos e
para algumas espécies, entre heterozigose nos caracteres isoenzimaticos e taxa de
crescimento. A correlacdo do coeficiente de regressdo entre crescimento e
heterozigose foi maior nas populagdes mais velhas, indicando que a superioridade
dos heterozigotos s6 € expressa quando ocorre competicdo mais intensa quando
aumenta a densidade populacional. Embora esta correlagdo possa auxiliar na
selecado precoce, € importante investigar, primeiramente, o mecanismo que controla
este comportamento, antes de aplicar as informacdes na sele¢cao precoce (ADAMS,
1983).

2.4 4 LimitagcGes do Uso de Isoenzimas

Os estudos envolvendo isoenzimas limitam-se as enzimas soltveis em agua e
somente sdo detectadas as substituicbes de aminoacidos que resultam em
diferencas na mobilidade da proteina durante a eletroforese. A presenca de alelos
nulos pode causar dificuldades na interpretacao de zimogramas e pode introduzir
erros nas estimativas das freqiéncias alélicas naquele loco (ROBINSON, 1998).
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A duplicacdao de genes ocorre, também, dentro do genoma de espécies
diploides e seus produtos podem estar confinados em diferentes compartimentos da
célula. O sistema enzimatico da malato desidrogenase (MDH), por exemplo, inclui
isoenzimas encontradas no citoplasma, nas mitocondrias e nos microssomos, 0 que
pode resultar em zimogramas complexos (ROBINSON, 1998).

Outro fato a ser considerado é o nivel de variabilidade genética em diferentes
sistemas enzimaticos. As enzimas podem ser divididas em dois grupos: (a) enzimas
do Grupo | que agem sobre um substrato fisiolégico Unico e incluem enzimas
reguladoras e a maioria das envolvidas no metabolismo intermediario, na glicélise e
no Ciclo de Krebs; (b) enzimas do Grupo Ill, como as esterases, fosfatases,
peroxidases, alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase que utilizam substratos
multiplos, frequentemente de origem externa, e respondem diretamente a
diversidade ambiental. Essas s30 menos numerosas que as do Grupo I, porque tém
fungdes mais generalizadas na célula. A variabilidade genética das enzimas do
Grupo | é mais baixa que a das enzimas do Grupo Il (ROBINSON, 1998).

Um problema levantado por diversos pesquisadores é o fato de que as
enzimas mais polimérficas tendem a ser mais freqientemente escolhidas para
quantificar a variabilidade genética. Dessa forma, nao representam uma amostragem
ao acaso da variabilidade contida no organismo examinado. Esse € um aspecto
importante a ser considerado na escolha de marcadores em geral. Para se
descrever a variabilidade genética em determinada espécie, é importante utilizar um
grande numero de locos, incluindo enzimas representativas de ambos os grupos
(ROBINSON, 1998).

A validade da informacdo obtida por meio de isoenzimas para andlise de
processos evolutivos baseia-se na suposi¢do de que essas sejam marcadores
neutros, que conferem o mesmo valor adaptativo ao individuo (ROBINSON, 1998).
Porém, ha exemplos de respostas fisiologicas especificas associadas a certas
isoenzimas. O mecanismo pelo qual formas altemativas de uma enzima interferem
no valor adaptativo dos seus portadores implica num nivel de atuacdo mais
complexo ainda nao devidamente esclarecido, nem nos casos mais evidentes desse
tipo de associacdo (MITTON, 1989). Nesses casos, as informagbes devem ser
interpretadas com cautela, no momento da tomada de decis6es em programas de
melhoramento (ADAMS, 1983).
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3 MATERIAL E METODOS

A coleta de sementes foi realizada de novembro de 1995 a marco de 1996,

nos trés Estados da Regido Sul, com o objetivo de instalar testes de progénies. As

areas de coleta do material foram definidas a partir de informacgdes prévias sobre a

localizagao das plantas, por parte de pessoas das comunidades locais.

3.1 AREAS DE COLETA

As coletas foram realizadas em seis locais distintos (tabela 1), tendo-se

realizado as seguintes atividades em cada local:

a)

b)

Viamé&o, RS

A coleta de sementes foi realizada na Estagdo Experimental da Fundacao
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO). O local conta com uma
colecdo de arvores de espinheira-santa, transplantadas de diferentes regides
do Estado, em especial, da regidao conhecida como Depressao Central. Foram
coletados frutos de 19 arvores. Para o estudo do sistema de cruzamento
foram utilizadas as progénies desta populagdo antropogénica, pelo fato desta
conter o maior numero de individuos em frutificacdo ao mesmo tempo e com
boa produgcdo de sementes, gerando numerosas progénies. Nos estudos
sobre a variagdo genética entre populacdes, este grupo foi denominado
Viam&o Total. Parte das progénies desta populacdo foi incluida no teste de

progénies e é indicada por Viamao TP.

Arroio do Conde, RS.
A coleta foi realizada dentro do municipio de Arroio dos Ratos, RS, na regido
da Depressao Central do Rio Grande do Sul. Foram coletados frutos de oito

individuos localizados em uma mata ciliar do rio Jacui.

Campos Novos, SC
Municipio localizado no centro-oeste do Estado de Santa Catarina. Foram

localizados oito individuos com frutos em uma mata ciliar do rio Sao Jo&o.
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Foram coletados, também, frutos de trés arvores na area urbana do

municipio, totalizando 11 matrizes.

d) Agua Doce, SC
No municipio Agua Doce, distante cerca de 85 km de Campos Novos, a coleta
foi feita na mata ciliar do rio Agua Doce. Foram coletados frutos de 23
individuos, apesar da quantidade de frutos por arvore ter sido pequena
(apéndice 1).

e) Laranjeiras do Sul, PR (Laranjeiras do Sul / Guarapuava)
Em Laranjeiras do Sul, foram coletados frutos de seis plantas localizadas em
um pequeno capao, na area rural do municipio. Em Guarapuava, foram

coletados frutos de duas arvores na area urbana, totalizando oito individuos.

f) Regiao Metropolitana de Curitiba, PR
(Campina Grande do Sul / Quatro Barras Pinhais / Araucaria / Campo Largo)
No parte oeste da Regido Metropolitana de Curitiba (RMC), Parana, em
Araucaria e Campo Largo, foram coletados frutos de 17 individuos., Porém, o
namero de frutos obtido por arvore foi pequeno. Na regido leste, Campina
Grande do Sul e Quatro Barras, foram coletados frutos de cinco arvores,

totalizando 22 matrizes na RMC.

Foram efetuados coleta, também, em Balsa Nova, Castro, Bom Sucesso,
Reserva Indigena de Marrecas (proximo a Guarapuava) e em arvores localizadas na
area urbana de Curitiba, totalizando 105 matrizes. Os frutos foram levados ao
Laboratério de Genética e Melhoramento da Escola de Florestas da UFPR onde
foram secos ao ambiente e, apds a abertura das capsulas, removeu-se,

manualmente, o arilo que revestia as sementes.



TABELA 1 - Dados geograficos e climaticos referentes aos locais de coleta de frutos de espinheira-santa e das areas
experimentais

Local Latitude Longitude Altitude Temperatura (°C) Precipitagéo

(S) (W) m.s.n.m. meédia minima maxima (mm)
Viam&o, RS " 29°57’ 51°06' 7 20,4 14 26 1397
Arroio do Conde, RS " 29°48' 51°49' 76 20,1 14 25 1509
Campos Novos, SC ? 27°24' 51°12' 920 16,5 11,6 22,8 1800
Agua Doce, SC ? 27°24' 51°12' 920 16,5 11,6 22,8 1800
Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR ¥ 25°30’ 51°30’ 1058 17,0 12,6 23,5 1959
Regiéo Metropolitana de Curitiba, PR * 25°25’ 49°08’ 930 16,7 12,5 22,5 1426
Ponta Grossa, PR ¥ 25°13' 50°01" 880 17,8 13,3 241 1542
Sé&o José dos Pinhais, PR 25°25' 49°08’ 930 16,7 12,5 22,5 1426

FONTES: " Fundag#io Estadual de Pesquisa Agropecuaria, Viamao, RS; ? Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extenséo Rural de Santa Catarina, Campos Novos, SC;
o ¥ Instituto Agronémico do Parand, Londrina, PR.
NOTA: m.s.n.m = metros sobre o nivel do mar
As coordenadas geogréficas referem-se a estagéo meteorolégica mais préxima do local citado; respectivamente:
Cachoeirinha, RS para Viamé&o; Taquari, RS para Arroio do Conde; Campos Novos,SC para Campos Novos e Agua Doce; Guarapuava, PR para Laranjeiras do
Sul e Guarapuavae; Pinhais, PR para Regi&o metropolitana de Curitiba e S&o José dos Pinhais; e Ponta Grossa para Ponta Grossa.
Os dados referentes & temperatura e & precipitagéo s&o médias anuais.
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3.2 DETERMINACAO DO NUMERO MEDIO DE SEMENTES POR FRUTO

Foi determinado o numero médio de sementes por fruto em 4 repeticoes de
25 frutos. Os critérios para a sele¢ao de matrizes para essa avaliagdo foram:

a) namero suficiente de frutos para realizar a amostragem; e

b) frutos suficientemente preservados que permitisse a contagem das

sementes.

O peso de 1000 sementes foi determinado em oito amostras de 100 sementes
cada (BRASIL, 1993), envolvendo 13 matrizes. Alternativamente, foi estimado o
peso médio de 1000 sementes em uma amostra de 200 sementes de 43 matrizes
(Apéndice 1) (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985). Apds essas determinacgdes, as
sementes foram armazenadas em geladeira, a temperatura de 5° C.

3.3 FASE DE VIVEIRO

Em novembro de 1996, foi instalado um teste de progénies, em viveiro, com
sementes de 100 matrizes, em delineamento experimental de blocos completos ao
acaso, com quatro repeticdes. Cada parcela foi composta de oito tubetes com
capacidade para 370 ml e foram semeadas duas sementes em cada tubete. Como
substrato, foi utilizada uma mistura de terra, vermicomposto e vermiculita (3:1:1).
Nessa fase inicial, o0 ensaio foi coberto com tela de nylon preta, com reducdo de 70%
da luminosidade. Durante toda a fase de viveiro, foram realizados, quando
necessario, irrigacao, retirada manual de ervas daninhas e controle de fungos, por
meio de aplicagdo de solugdo de bicarbonato de sé6dio a 3%. Aos 45 dias, foi
realizada a contagem de plantulas. Aos 11 meses, foram realizadas a contagem do
namero final de plantas por parcela e a medi¢do da altura de plantas e do diametro
do caule.

Paralelamente, foram produzidas mudas em sacos de polietileno preto para
instalar os testes de progénies no campo e para estudos de polimorfismo
isoenzimaticos. Nesta fase, foi utilizado o mesmo substrato, semeando-se trés
sementes por recipiente. Inicialmente, os recipientes foram cobertos com tela de
sombreamento de 70%, e durante todo o periodo, foram realizados os mesmos

tratos culturais mencionados anteriormente. No final do inverno, 8 meses apoés a
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semeadura, foi retirada a tela de sombreamento, preparando-se as mudas para o

plantio no campo.
3.4 FASE DE CAMPO

Aos 15 meses, 44 matrizes produziram pelo menos vinte mudas com altura
maior que 20 cm, considerado necessario para integrar o estudo no campo. Destas
matrizes, 19 eram do Rio Grande do Sul, 10 de Santa Catarina, e 15 do Parana. Em
abril de 1998, foi instalado um teste de progénies em Ponta Grossa, PR, na base
fisica da Embrapa Negécios Tecnoldgicos. O delineamento experimental adotado foi
em blocos completos ao acaso, com cinco repeticbes e quatro plantas por parcela.
Foram plantadas as 20 maiores mudas dentre as produzidas em canteiros.

Os solos dos locais de instalagio dos testes foram analisados (tabela2).

A area escolhida para instalagdo do teste foi riscada com sulcador a uma
distancia de 2,5 m entre linhas e as mudas foram plantadas a uma distancia de 2,0
m, entre si, nas linhas, abrindo-se as covas com enxada. Para o plantio foi feita uma
estratificagao por altura, buscando-se reduzir a variacido dentro das parcelas e,
assim, o erro experimental. As mudas mais altas ficaram no primeiro bloco'e as
menores no ultimo. Nos dias em que se realizou o plantio, choveu no final da tarde.
Foram realizadas capinas para controle de plantas invasoras.

Em novembro de 1998, foi instalado um teste com 32 progénies em Sao José
dos Pinhais, PR, em delineamento experimental semelhante ao anterior. Nesse teste
foram selecionadas as 20 maiores mudas restantes (apbés o plantio em Ponta
Grossa) dentre as produzidas em canteiros.

As mudas foram plantadas em covas de 40 cm x 40 cm x 40 cm. Dois meses
antes do plantio, misturou-se a terra de cada cova, 1,5 kg de esterco curtido de
galinha, 250 g de calcario e 24 g de hiperfosfato natural de Gafsa. Também neste
teste de progénies, as mudas foram estratificadas por tamanho. Os tratos culturais
realizados foram capina de plantas invasoras e adubacdo com adubo organico
(varredura de cama de aviario). Em ambas as areas experimentais, a altura das
plantas foi medida em dezembro de 1998 e margo de 2000.



TABELA 2 - Resultado da anélise de solo (0 a 20 cm) das areas experimentais dos testes de progénies de espinheira-santa
(Ponta Grossa, PR e S&o José dos Pinhais, PR - 2000)

Identificag8o da amostra pH cmolg/dm® gldm® mg/dm®
Local Bloco CaCl, AP H*+ AP Ca*+Mg*  Ca* K* M.O. P Na
SJPY 1 3,82 1,30 5,35 6,70 505 0,16 40,21 133,0 38
SJP 2 4,40 0,50 6,21 5,25 365 0,12 43,56 83,0 33
SJP 3 4,66 0,50 5,15 6,00 365 0,09 40,21 102,0 32
SJP 4 4,72 0,40 4,96 6,15 325 0,11 46,91 95,0 34
SJP 5 14,36 0,50 4,96 4,85 2,90 0,08 38,20 55,0 21
PG? 1 3,78 0,50 5,15 3,85 265 0,19 33,51 1,6 68
PG 2 4,38 0,60 5,76 2,25 130 0,20 35,52 0,7 61
PG 3 4,86 0,50 5,98 3,80 295 026 33,51 1,5 91
PG 4 4,38 0,80 5,35 2,50 1,35 0,23 33,51 1,1 72
PG 5 4,57 1,50 7,20 1,55 0,75 0,10 30,16 0,2 16

" gJP = S#o José dos Pinhais; 2 PG = Ponta Grossa
NOTA: Andlise realizada no Laboratério de Solos e Nutrigdo de Plantas da Embrapa Florestas, Colombo, PR.



35

3.5 ANALISE DE ISOENZIMAS

Para a andlise de isoenzimas por eletroforese foi utilizado tecido foliar de
mudas. As folhas foram coletadas em casa e transportadas para o laboratério sob
refrigeracdo para minimizar a perda da atividade enzimtica. O periodo maximo
entre a coleta e a extracao foi de trés dias. As eletroforeses foram realizadas sempre
no mesmo dia da extragao, em géis de amido de batata ou de milho, preparados
conforme descrito por ALFENAS et al. (1991). O tamp&o de extragdo e as solugbes
de revelagdo das enzimas foram preparados conforme descrito por ALFENAS et al.
(1991) com as modificagbes testadas por SPIR. (1998). Os géis foram submetidos a
corrente elétrica com amperagem constante de 80 mA, com controle para o limite de
300 V. Quando, eventualmente, a voltagem chegava préximo ao limite, a
amperagem era ligeiramente reduzida e a alteragdo e o horario eram anotados no
livro de procedimentos do laboratério. As eletroforeses no sistema morfolina-citrato
tiveram duracdo média de quatro horas e as no sistema litio-borato, cinco horas.
Foram testadas dez enzimas (tabela 3).

TABELA 3 - Enzimas de espinheira-santa interpretadas em eletroforese (L.aboratério
de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, 1998)

SISTEMA SIGLA CODIGO NOME

MC56/6,1" PGM 5422 Fosfoglucomutase

MC56/6,1 MDH 1.1.1.37 Malato Desidrogenase
MC5,6/6,1 F-EST 3.1.11 Esterase Fluorescente

MC 5,6/6,1 6PGDH 1.1.1.44 6 — Fosfogluconato Desidrogenase
MC 5,6/6,1 IDH 1.1.1.42 Isocitrato Desidrogenase

LB 8,1/8,6? GOT 26.1.1 Glutamato-Oxaloacetato Transaminase
LB8,1/86 ACP 3.1.32 Fosfatase Acida

LB8,1/86 MnR 1.6.99.2 Menadiona Redutase

LB8,1/86 PGI 53.1.9 Fosfoglucose Isomerase
LB8,1/86 DIA 1.814 Diaforase

FONTE: BRUNE, ALFENAS; JUNGHANS, 1998.

NOTA: " MC 5,6 / 6,1 = sistema morfolina-citrato, pH 5,6 no tampao do gel e 6,1 no tampao do eletrodo
2B 8,1/8,6 = sistema o litio-borato, pH 8,1 no tampao do gel e 8,6 no tamp3o do eletrodo



3.5.1 Interpretagdo dos Géis

Convencionou-se indicar os diferentes alelos numerando-os de acordo com a
velocidade de migracdo no gel, onde o niumero 1 corresponde ao alelo de maior
migrag3do. A distancia percorrida pelo alelo mais freqiiente em cada loco, foi atribuido
o valor 100 e a migragdo relativa dos demais alelos foi calculada dividindo-se a
distancia percorrida do alelo pela distancia percorrida pelo alelo mais freqiente.
Havendo mais de uma regiao de atividade essas foram numeradas a partir daquela

com maior velocidade de migragao, iniciando pelo numeral 1 (figura 3).

FIGURA 3 - Esquema de interpretacdo de bandas de isoenzimas em
espinheira-santa (Laboratorio de Genética, Embrapa Florestas,
Colombo, PR, 1999)

— 115

== 100 -/ 120
— 89
-—179 -~ 100
-2 - 187
- 133
- 129 - 140
= 200 — 55 - === 100 - 100
—— 67
— 100 -4 —_73
- 40
GOT-1 MnR IDH
GOT-2 6PGDH-2 PGI-2

NOTA: As bandas em negrito representam a distancia percorrida pelo alelo mais fregiiente e sdo
indicadas pelo valor 100; os demais valores representam a distancia relativa percomida pelos
demais alelos

3.5.2 Sistema de Cruzamento

Para os estudos da taxa de fecundagdo cruzada, foram selecionadas 15
progénies da populacéo coletada em Viamé&o, RS, que contava com maior nimero
de familias, totalizando 279 individuos. Extratos de folhas jovens foram submetidos a
eletroforese e os zimogramas interpretados conforme descrito anteriormente. Os
dados foram tabulados e submetidos a analise com o programa MLTR (Mulftilocus
Mating System Program) (RITLAND, 1996).




37

A estimativa da taxa de taxa de fecundagdo cruzada, a partir desse
procedimento foi baseada num algoritmo que permite estimar, simultaneamente, os
valores de “t” (taxa de fecundagao cruzada) e “p” (freqiéncias dos alelos), usando
gendtipos compostos (RITLAND; JAIN, 1981). A progénie de cada planta
representou uma familia de meios-irmaos e irmaos germanos em proporgdes ditadas
pela taxa de fecundagao cruzada t. O algoritmo calculou as frequéncias alélicas no
conjunto de familias, bem como as freqiéncias esperadas dos genodtipos simples
(um loco de cada vez) e dos genétipos compostos (todos os locos simultaneamente).
Para dar inicio aos calculos, foram fornecidos valores iniciais ficticios para t e p, a
partir dos quais foram calculados os valores das frequéncias esperadas dos
genotipos em cada familia e comparados com os das freqiiéncias observadas. Em
seguida os valores iniciais de t e p foram ajustados de modo a obter concordancia
entre as freqiéncias observadas e as esperadas. Por meio de iteragdo, os célculos
foram repetidos até que fossem alcangados os valores de t e p que maximizassem a
probabilidade da distribuicdo dos genétipos em cada familia e na populagdo como
um todo. Este processo de ajuste simultdneo das estimativas € relatado por
RITLAND (1986). Para as estimativas de t, feitas com base em genétipos simples
(t5), inicia-se da premissa de que os locos utilizados tém segregacao independente.
A estimativa de t, a partir dos gendtipos compostos (ty,), baseou-se na distribuicdo
da probabilidade de se obterem os diferentes genétipos compostos (ROBINSON,
1998). Neste programa utiliza-se o conceito de endogamia efetiva, considerando-se
que, para uma determinada populacdo, o grupo de individuos ja acumulou
endogamia em geragdes anteriores e sua taxa de autofecundacio é representada
por s; , enquanto que no grupo que nao sofreu endogamia a taxa de autofecundacao
é representado por s,. A endogamia efetiva é representada, entao, pela expressao:

E=Fsi+(1-F) s,

onde F é o indice de Sewall Wright (ROBINSON, 1998).

Quando n&o se tem os gendtipos da plantas-mae, as frequéncias de parentais
masculinos e femininos sdo pressupostos como sendo iguais porque a endogamia
efetiva é definida em termos de covariancia génica normalizada e, se a expectativa
de duas vanaveis de Bernoulli forem diferentes. a covariancia do produto p (1-p) ngo
sera normalizada (RITLAND, 1986).
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As estimativas fornecidas foram:

Tm - taxa de fecundacdo cruzada da populagao com base em todos os locos

Ts - média da taxa de fecundagdo cruzada da populagdo baseada em um

unico loco (variancia minima).

F - coeficiente de endogamia médio dos individuos maternais (variancia

minima).

Foi estimado, também, a correlacéo de paternidade dos individuos formados
por fecundacao cruzada (rp) que representa a probabilidade de que dois individuos
tomados ao acaso, de uma mesma progénie, sejam irmaos germanos.

Utilizou-se o gendtipo materno mais provavel para as estimativas, pois a
maioria das familias contava com mais de oito individuos, seguindo-se as
orientacdes de RITLAND (1996). Para solucionar a equagdo de maxima
probabilidade (verossimilhancga) utilizou-se o método de Expectation-Maximization
(EM), recomendado nos casos em que ha muitas falhas nos dados (tipagens nao
realizadas). As variancias estatisticas foram estimadas pelo método de bootstraps,
que implica em rearranjar as progénies, recalcular as estimativas e examinar a
distribuicdo das estimativas de cada boofsfrap (rodada de estimacao), a qual se
pressupde ter distribuicdo estatistica proxima da distribuicdo original (RITLAND,
1990). Foram realizados 100 bootstraps.

3.5.3 Diversidade Genética entre as Populagoes do Teste de progénies

As progénies componentes do teste instalado em Sao José dos Pinhais foram
utilizadas para o estudo da diversidade entre as populagdes representadas, pois néo
ha dados sobre variagdo genética entre populagées de espinheira-santa com base
em isoenzimas. Foram coletadas e analisadas amostras de cinco individuos de cada
familia (um em cada bloco). Foram analisadas 31 familias oriundas de quatro
populacbes (Viamao, Amoioc do Conde, Campos Novos e Laranjeiras do
Sul/Guarapuava). Os dados foram analisados com o programa BIOSYS-1.7
(Computer Program for the Analysis of Allelic Variation in Population Genetics and
Biochemical Systematics) (SWOFFORD; SELANDER, 1989). Neste programa cada
populacao foi representada pela freqiiéncia de cada um dos genétipos de cada loco

enzimatico e foram incluidos cinco locos polimoérficos.
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3.5.3.1 Frequéncia dos alelos

Sendo P; a freqiéncia dos homozigotos AjA; na populagéo e 2 Py a dos

4 1

heterozigotos e as frequéncias genotipicas, indicadas pelo sinal grafico * ~

1

consideradas estimativas das freqiéncias populacionais correspondentes, a

nésimo

freqiénciadoii alelo na populacdo ¢ definida como

Pi= Z Pij

F
e é estimada diretamente das freqiéncias dos gendtipos observados, pela

expressao:
Pi = Y Pij = > Pij (BROWN; WEIR, 1983)
3 i

O simbolo do * # ' é usado para indicar um estimador n&o-tendencioso

(unbiased) do parametro de interesse. A variancia de Pi é estimada, sob as
suposicdes anteriores, pela expresséo: -
var (Pi)={1+(k-1)(1+s)?/4}[Pi(1-P)/n(2-s)]
(BROWN; WEIR, 1983)

onde s é a taxa de autofecundacao, k € o numero de individuos da progénie, e n é o
numero de progénies.

Nesta equacao de variancia da amostra, supde-se que estimativas imparciais
dos parametros serdo utilizados na avaliacdo. A estrutura da equagao ilustra como a
complexidade do sistema de cruzamento e da amostragem interferem na variancia.
Destaca-se que, quando s = 0 e k = 1, que € o0 modelo mais simples e comumente
pressuposto, a variancia da freqiéncia dos genes toma-se binomial tipica. De outra
forma, a variancia aumenta na medida em que se afasta do modelo simplificado
(BROWN; WEIR, 1983)

3.5.3.2 Numero médio de alelos por loco (na).

O ndmero médio de alelos por loco representa a riqueza alélica, uma das
expressdes da diversidade genética. Porém, € desconsiderada a distribuicido das
freqiéncias dos alelos, tomando esse parametro dependente do numero de

individuos da amostra, na medida em que alelos raros requerem amostras maiores
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para serem detectados. Esse parametro foi calculado dividindo-se o numero total de
alelos encontrados na populacdo pelo numero total de locos analisados (BROWN,;
WEIR, 1983).

3.5.3.3 Porcentagem de locos polimorficos

A porcentagem de locos polimérficos € considerada indicador do grau de
polimorfismo genético, mas depende do tamanho da amostra, do namero e do tipo
de enzimas incluidas na pesquisa (BROWN; WEIR, 1983). No programa
BIOSYS-1.7 este parametro é estimado usando-se trés critérios de polimorfismo; o
loco é considerado polimérfico quando:

a) qualquer variacao for observada na populacgéo;

b) a freqiéncia do alelo mais comum foi < 0.99; e

c) a freqiéncia do alelo mais comum foi < 0,95 (SWOFFORD; SELANDER,

1989). o

3.5.3.4 Heterozigosidade

A heterozigosidade esperada € uma das medidas mais comuns de
diversidade aloenzimatica, sendo considerada o equivalente genético do indice de
Diversidade Ecologica de Simpson (BROWN; WEIR, 1983). A transformacao
aplicada as frequéncias dos alelos é a soma dos quadrados das frequéncias dos
alelos na amostra em um loco, subtraido de um, computando-se, em seguida, a

média em relacio aos locos amostrados, pela expressao:
h=1- z 25; /' m (BROWN; WEIR, 1983)
i

onde P; representa a freqiiéncia do i*™ alelo no j**™ loco e m é o nimero de locos

amostrados.

O valor obtido pode ser considerado a heterozigosidade média esperada por
loco quando dois gametas escolhidos, aleatoriamente, da populacdo sao
comparados (heterozigosidade panmitica ou em Equlibrio de Hardy-Weinberg). O

estimador nao-tendencioso é:

h=h (2-s)n/{2-s)n-[1+(k-1)(1+s)°/4]}



41

e a variancia desse parametro em um unico loco é estimado por:
var (h)=[>P} - (3 P2V 1[4+ (k-1)(1+sy]/n(2-5)
(BROWN,; WEIR, 1983)
Esta medida é relativamente independente do nuimero de individuos da amostra,
quando comparado a ‘porcentagem de locos polimoérficos’ e ao ‘numero médio de
alelos por loco’. Porém, a express@o € dependente da freqiéncia dos dois alelos
mais comuns. Além disso, seu valor toma-se menos sensivel a alteragdes na
freqiéncia dos alelos na medida em que estas se aproximam da igualdade
(BROWN; WEIR, 1983). Por outro lado, € uma medida independente de frequiéncias
genotipicas, adequando-se igualmente para espécies autégamas e alégamas. Em
populagdes alégamas em equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade equivale
a freqiiéncia esperada de heterozigotos. Em caso de locos muditiplos, calcula-se a
média aritmética dos valores h sobre todos os locos (ROBINSON, 1998). Neste
trabalho, a heterozigosidade esperada foi indicada por He.
A heterozigosidade observada de um déténninado loco foi calculada

diretamente dos dados a partir da expressao:

H=H=1-YP (BROWN; WEIR, 1983)

e a variancia desse parametro, em um unico loco, foi estimado com a expressao:
Var(H)=H(1-H)/n+(k-1)Q/n (BROWN; WEIR, 1983),
onde
Q=(1+s-7s*/4)H-(2+3s-s)H /4-(1-8°(1+2s)(1- 2 P} )/ (2-5)
Neste trabalho, a heterozigosidade observada foi indicada por H,.
A heterozigosidade média foi calculada de trés maneiras:
a) proporcao dos individuos amostrados que efetivamente s&o heterozigotos
(contagem direta = heterozigosidade observada);
b) estimativa com base na freqéncia esperada pela lei de Hardy-Weinberg
(heterozigosidade esperada), e

c) estimativa ndo-tendenciosa com base na expectativa condicional conforme
LEVENE', citado por SWOFFORD e SELANDER (1989).

"LEVENE, H. 1949. On a matching problem arising in genetics. Ann. Math. Stat., v. 20, p. 91-94.
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3.5.3.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para verificar se a populagdo analisada esta em equilibrio de Hardy-

Weinberg, foram realizados trés testes:

(a) teste de ¥

(b) teste de x% com agrupamento dos gendtipos em trés classes:
Quando a freqiéncia esperada para algumas classes é muito baixa, recomenda-
se agrupar os genotipos em trés classes: (i) homozigotos do alelo mais comum;
(i) heterozigotos do alelo mais comum e um dos outros alelos; (iii) todos os

~ outros gendtipos; e

(c) teste de significancia exata das probabilidades, evitando as dificuldades
encontradas no uso da distribuicido do x° para amostras pequenas. Nos locos
com mais de dois alelos, o teste é realizado utilizando-se o0 agrupamento descrito
em (b) (SWOFFORD; SELANDER, 1989).

3.5.3.6 Coeficiente F

O programa BIOSYS-1.7 calcula as seguintes estatisticas F:
a) por subpopulacao:

Fisik Fis para o K™ alelo na i*™ subpopulagio
Fisi média ponderada de Fis de todos os alelos do loco na i&™
subpopulagao.
b) para cada alelo:
Fisk Média ponderada (por subpopulagio) dos valores Fisix do k*™
alelo (KIRBY2, citado por SWOFFORD; SELANDER, 1989). Os
pesos s3o p; (1 - pi), onde p; é a frequéncia do k=™ alelo na

i*™ma subpopulagido. A ponderacdo ndo é feita com base no

tamanho da subpopulacdo porque o tamanho da populacao da
qual foram extraidos os dados relativos a subpopulagdo
raramente sao conhecidos.

Frx Fir para o K™ ajelo.
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késimo

Fsx Fstparao alelo.
C) para cada loco:
Fis média ponderada dos valores de Fsi por alelo
Fir média ponderada dos valores de F por alelo
Fst média ponderada dos valores de Fsrx por alelo (equivalente

numericamente ao coeficiente Gsr de Nei).

d) médias de F;s, Fir e Fsy para todos os locos.

3.5.3.7 Identidade genética

A identidade genética foi estimada com a expresséo:

Iny = 2% (NEI, 1978)
‘\/Jx])‘
onde jx=Xp’ jy=Ip’ e xy=Zpip; e
pi= frequéncia de um dado alelo na populagao i
p; = freqGéncia de um dado alelo na populacio j.

Para varios locos considerados em conjunto, o indice foi definido por:

Ixy = Ty
V3T

Sendo Jx , Jy e Jxy as médias dos valores jx , jy € jxy , respectivamente. A

distancia genética entre duas populacGes € definida por
=—€n (Ixy)

Os valores de I variam de 0 a 1, o de D variam de 0 a infinito.
Pelo programa BIOSYS-1.7, foram obtidas as matrizes dos coeficientes de
identidade genética de NEI (1978% citado por SWOFFORD; SELANDER, 1989).

Essas mesmas matrizes foram utilizadas na analise de agrupamento.

2 KIRBY, G. C. 1975. Heterozygote frequencies in small populations. Theor. Popul. Biol. v. 8,
p. 3148,



3.5.3.8. Analise de agrupamento

Foi gerado, com o BIOSYS-1.7, um dendrograma baseado no método
UPGMA, utilizando os coeficientes de identidade genética ndo tendenciosa
(unbiased genetic identity) de NEI (1978%, citado por SWOFFORD; SELANDER
(1989). Foi calculado, também, o respectivo coeficiente de correlagdo cofenética.

3.6 ANALISE DE VARIANCIA

Para a analise de variancia, os dados obtidos da fase de viveiro referentes ao
nimero de plantas aos 45 dias (NP45d) e nimero de plantas aos 11 meses
(NP11m) foram transformados para raiz quadrada de (x + 0,5) para obter maior
homogeneidade nas variancias. A andlise de variancia dos dados coletados no teste
de progénies na fase de viveiro foi realizada usando-se o programa MSTATC
(Microcomputer Program for the Design, Management, and Analysis of Agronomic
Research Experiments) (NISSEN, 1991).

A andlise de variancia dos dados dos testes de progénies em campo foi
realizada usando-se programa SELEGEN (Selecdao Genética Computadorizada)
(RESENDE et al., 1994) que forneceu, também, as estimativas de parametros
genéticos e fenotipicos.

O modelo matematico utilizado considerou todos os efeitos aleatérios
conforme a expressao:

Yik = p + pi + bj + € + dix

onde:

Yix: observacéo relativa a planta k, da progénie i, no bloco j;

u: média geral;

pi. efeito da progénie i;

b;: efeito do bloco j;

€. erro experimental associado a parcela ij;

di: efeito do individuo k dentro da parcela ij.

® NEI, M. 1978. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small
number of individuals. Genetics, v. 89, p. 583-590.
* op. citada
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O esquema utilizado para se estimar as varidncias, ao nivel de médias de
parcelas, em cada local (tabela 4), € semelhante ao recomendado por VENCOVSKY
e BARRIGA (1992).

As variancias dentro das parcelas (c.) foram estimadas utilizando-se dados

de plantas individuais e considerando-se a média ponderadas destas variancias,
como o respectivo quadrado médio. As estimativas dos demais componentes da
variancia foram obtidas equacionando-se a equacao da esperanca matematica dos

quadrados médios aos quadrados médios dos respectivos efeitos.

TABELA 4 - Esquema de analise de variancia segundo o delineamento de blocos

completos ao acaso

Fonte de Variacdo G.L. Q.M. E(Q.M.)
Blocos r-1 _

Progénies p-1 Q; c; NG, +rno.
Ermro ' (-1)p-1) Q, - G2 +no’
Dentro r p(n-1) Q; G,

onde:

6. : variancia genética entre médias de progénies;
o> variancia genética entre plantas, dentro de parcela;

o. : variancia do erro experimental entre parcelas;

r, p - namero de repeticdes e progénies, respectivamente; e

n : namero de plantas por parcela (média harmdnica),
3.6.1 Estimativas dos Coeficientes de Herdabilidade

Os coeficientes de herdabilidade associados aos diferentes efeitos do modelo
linear, em cada local, foram estimados usando-se as seguintes equacdes

(RESENDE; HIGA, 1994):

a) Herdabilidade no sentido restrito referente ao efeito de individuo na

parcela



h2 = G40,

ip 2
Gy

b) Herdabilidade no sentido restrito referente ao efeito de progénies

h2o [G+nb)(dnb) s}
f <52+E:—+ﬁ
b b

sendo:
n = ndmero de plantas/parcela
b = ndmero de blocos

c) Herdabilidade no sentido restrito referente ao efeito de parcela
L _ Bk
P

o+

€ n

d) Herdabilidade no sentido restrito para o efeito de individuo no bloco

2
h2 — GA
» =

62 +0. +0;
e) Herdabilidade no sentido restrito referente ao efeito de plantas individuais

no experimento

2
hZ = Ca

©

62 +0. +0; +0,
3.6.2 Coeficientes de Variagdo Genética e Experimental

Os coeficientes de variacdo genética (CVy%) e experimental (CVe%) foram
estimados seguindo-se as equagdes apresentadas por VENCOVSKY e BARRIGA
(1992

2

G
_ Y
CVg (%) = =100

2 2
CVe(%) = °°§+ S 100
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onde o) é a variancia genética total e ¢} e o; representam, respectivamente,

as variancias entre e dentro de parcelas.

3.6.3

(tabela 5), é semelhante ao recomendado por VENCOVSKY e BARRIGA (1992).

Interac@o Gendtipo X Ambiente

O esquema utilizado para se estimar a interagdo genétipo x ambiente

TABELA 5 - Esquema de andlise de variancia conjunta segundo o delineamento de

blocos completos ao acaso

Fonte de Variacdo G.L QM. E(Q.M))

Blocos/locais 1(r-1) Q o’ +po} Q1/Qs
Locais 1-1 Q; o’ +ro) +po; tpro} (Qa+Qs)/(Q1+Qy)
Progénies p-1 Q o’ +ro) +1r0) Qa/Q,
Locais x Progénies  (1-1)(p-1) Qs o’ +ro} Q4/ Qs
Erro médio 1-p-1) Q o’ -

onde:

o’ variancia genética entre progénies;

]

o} : variancia entre locais;
o} variancia entre blocos;

o, . variancia da interacao progénies x locais;

o?: ¥ QM Residuo de cada local / nimero de locais

r :nuamero de repeti¢cdes dentro de cada local;
1 :numero de locais;

p :numero de progénies;

A correlagdo genética foi estimada a partir da

RESENDE (1998).

expressao

proposta por



. & (F-1)

(F-1)+L(1-1/F%

Onde: F e F* s3o as estatisticas F de Snedecor para os efeitos das fontes de
variagdo progénie e interacdo genétipo x ambiente, e L € o numero de locais

incluidos na analise de variancia conjunta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INTERPRETACAO DOS ZIMOGRAMAS

As enzimas PGM, F-EST e ACP apresentaram-se como monoméricas. No
caso da F-EST, observou-se apenas uma regido de atividade enzimatica. AACP e a
F-EST foram muito irregulares, podendo ser visualizadas nitidamente apenas em
alguns géis.

De acordo com o padréo de distribuicido das bandas obtido em alguns
zimogramas de PGM, aparentemente existem dois locos de atividade enzimatica,
parcialmente sobrepostos, com dois alelos em cada um deles. Entretanto, ISSHIKI;
OKUBO e FUJIEDA (1994) relataram, também, a existéncia de duas regides de
atividade. em PGM, com o aparecimento de bandas secundarias em PGM-1, na
espécie Solanum melongena. Neste trabalho, outros zimogramas reveleram tanto
bandas adicionais (Apéndice 2) quanto auséncia de bandas, em comparag¢ao com o
padrao esperado na interpretacao proposta de dois locos com dois alelos. Para que
os zimogramas de PGM de espinheira-santa possam ser interpretados com maior
precis@o, serdo necessarios estudos sobre o controle genético dessa enzima,
usando plantas obtidas por cruzamentos controlados.

As enzimas 6PGDH, IDH, GOT e PGI apresentaram um padrao de bandas
tipico de enzimas diméricas. Os géis de 6PGDH revelaram duas regides de
atividade. A primeira (6PGDH-1), com pouca resolugdo, ndo pode ser caracterizada,
enquanto que a segunda (6PGDH-2) ficou nitida (Apéndice 3).

Os géis IDH apresentaram uma unica regido de atividade com trés alelos
(Apéndice 4).

Foram observadas duas regides de atividade de GOT; a primeira (GOT-1),
polimérfica, com quatro alelos e a segunda (GOT-2), também polimorfica, porém,
sem resolugao suficiente das bandas (Apéndice 5).

A PGI apresentou duas regides de atividade. Na primeira (PGI-1) néo se
obteve resolugéo suficiente para caracterizar os individuos. Na segunda (PGI-2) os
alelos tornaram-se bem visiveis. Nestas ultimas, cerca de 50 minutos apos a adigdo
da solucdo de revelagao, ocorreu o aparecimento de bandas de cor mais intensa em

sobreposi¢cao ao segundo loco, dificultando a interpretagcdo dos zimogramas. Em
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geral, estas bandas apresentaram coloragéo e intensidade distintas, permitindo uma
adequada caracterizacdo dos individuos. A reagao de coloragdo do PGI-2 foi mais
rapida. Assim, como a interpretagido do zimograma foi feita logo apds a reacao
(cerca de 40 minutos) ndo houve interferéncia desta segunda regido de atividade na
interpretacao. Apos a secagem do gel, esta tornou-se nitidamente distinta em quase
todos os zimogramas (Apéndice 6).

A MnR apresenta uma regidao de atividade e o padrdo de distribuicado de
bandas correspondeu ao de enzimas tetramérica (Apéndice 7). Em alguns
zimogramas, porém, apareceu uma segunda regido de migragao, mais rapida que a
primeira, confundindo-se, algumas vezes com a “frente de migragcao’. Nesta regiao,
observou-se presenca ou auséncia de bandas, num padrédo semelhante ao relatado
por MARQUARD et al. (1995), sugerindo a existéncia de um segundo loco ou a
revelacdo de DIA (SCALTSOYIANNES; ROHR; PANETSOS, 1994). Isto ocorre
porque grupos distintos de flavoproteinas vegetais sao capazes de reduzir o
substrato. Em varias espécies, a mesma solugdo pode revelar ambas as enzimas
(WENDEL; WEEDEN, 1989) e, aparentemente, o mesmo ocorreu com a espinheira-
santa pois, os zimogramas de MnR e os de DIA apresentaram padroes semelhantes.
Assim, optou-se por interpretar somente os zimogramas de MnR que, em geral,
apresentavam melhor resolu¢gdo. Os géis de MnR foram secos antes de fazer a
‘tipagem’, visto que a transparéncia do gel seco facilitou a visualiza¢do das bandas.

Os zimogramas de MDH apresentaram trés regides distintas de atividade,
fortemente coloridas. Foram observadas variagbes em todas as regides. Porém a
baixa resolugdo na primeira e na terceira nao permitiu contar os alelos e caracterizar
os individuos. Na maioria dos zimogramas, a regido intermediaria apresentou
somente uma banda fortemente colorida, tendo-se observado, em alguns casos, a
ocorréncia de trés bandas (Apéndice 8). Especialmente em individuos originarios de
Viamao e de Arroio do Conde, ndo foram observadas bandas de atividade de MDH
na regiao intermediaria. A interpretacao de zimogramas desta enzima é complexa na
maioria das espécies, sendo relatadas sobreposi¢coes de alelos de locos distintos,
formacdo de bandas secundarias (Bl et al., 1997), genes modificadores de
velocidade de migragdo, e formagcdo de heteromultimeros inter e intralocos
(BREITENBACH-DOREFER; GEBUREK, 1995) que dificultam a interpretacdo dos

zimogramas quando n&o se conhece o controle genético sua expressao.
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4.2 SISTEMA DE CRUZAMENTO

A estimativa da taxa de fecundacdo cruzada da populacdo, com base em
todos os locos em conjunto (tm) e na média dos locos simples (ts) (Tabela 6) indicou
que a espinheira-santa & uma espécie alégama. O coeficiente de endogamia médio
dos individuos maternais estimado (F) foi zero. A correlacdo de paternidade dos
individuos (probabilidade de que dois individuos numa progénie sejam irmaos
germanos) foi 99%.

TABELA 6 — Sistema de cruzamento na populacdo de espinheira-santa de Viaméao,
RS (Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

Pardmetro Estimativa (desvio padréo)
Coeficiente de endogamia médio parental 0,000 ( 0,000)
Taxa de cruzamento (método multilocos) (tm) 0,996 (0,013)
Taxa de cruzamento (média dos locos individuais) () = 0,974 ( 0,004}
Diferenca tm —t 0,023 (0,011)
Correlacdo de patemidade dos individuos 0,990 (0,003)

Apesar da espinheira-santa ter flores hermafroditas, a hipotese da espécie ser
predominantemente alégama ja havia sido levantada com base na observacio da
existéncia de flores com érgaos sexuais atrofiadas (CARVALHO-OKANO, 1992,
CALAGO, 1996). Quanto a elevada correlagdo de paternidade, algumas hipéteses
podem ser levantadas para explica-la. Primeiramente, assincronia na floragcao das
plantas doadoras e receptoras de pdlen. Outra causa pode ser o comportamento do
agente polinizador, ainda n3o identificado, que pode ter um raio de aco limitado. As
flores da espinheira-santa sdo pequenas e cada fruto pode produzir até quatro
sementes. Assim, € grande a probabilidade de que as sementes contidas num
mesmo fruto tenham sido formadas por pélen do mesmo doador. Além disso, como
as flores concentram-se ao longo dos ramos, se o0 agente polinizador for um inseto, é
provavel que ele visite muitas flores ao longo do mesmo ramo, polinizando-as todas
com o pélen de um unico doador (HAMRICK, 1989). Essas hipbteses poder&o ser
testadas nos experimentos instalados em Ponta Grossa e Sao José dos Pinhais,

assim que as plantas atingirem a idade reprodutiva.
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As estimativas apresentadas referem-se as 15 progénies de uma populacao
antropogénica, formada por arvores transplantadas de diferentes locais. Isso pode
explicar a auséncia de endogamia dos genitores, uma vez que, no plantio das
‘mudas, n&o foi feito nenhum agrupamento por origem. Em populacGes naturais de
Maytenus aquifolia, foram verificadas taxas significativas de endogamia (PERECIN,
2000) atribuidas ao cruzamento entre individuos aparentados e, eventualmente, a
autofecundacdo. Assim, recomenda-se determinar a taxa de fecundagdo cruzada,
também, em progénies obtidas a partir de populacdes naturais, em diferentes anos,
uma vez que podem ocorrer variagdes devido a influéncia climatica e da quantidade
e comportamento de polinizadores (HAMRICK, 1989; BROWN,; BURDON; JAROSZ,
1989).

Considerando o objetivo de transformar o teste de progénies em pomar de
semente, - sera importante verificar a influéncia das variagbes regionais no
fotoperiodo, na temperatura e na precipitacdo sobre o florescimento e a frutificagdo
da espinheira-santa. Outro aspecto a ser investigado € o grau de controle genético
da variacdo sobre a fenologia da frutificacdo. A fenologia & uma caracteristica com
herdabilidade elevada. Se os individuos ndo apresentarem sincronia na antese,
podera ocorrer maior freqiéncia de cruzamentos entre individuos aparentados
(PRAT; ARNAL, 1994).

Todas essas informagbes devem ser consideradas em programas de
melhoramento com transformaca@o do teste de progénies em pomar de semente.
Esses fatores sdo importantes, também, na definicdo de estratégias de coleta
visando a conservacao de germoplasma, para que o tamanho efetivo da populacéo

seja suficiente para conter a diversidade genética da espécie.

4.3 DIVERSIDADE GENETICA NAS POPULACOES REPRESENTADAS NO
TESTE DE PROGENIES

4.3.1 Frequéncia dos Alelos
Foram encontrados 19 alelos nos cinco locos analisados (Tabela 7). Esse

namero € menor que o apresentado por PERECIN (2000), que encontrou 22 alelos

em dez locos, em uma populacao de espinheira-santa localizada em Cacgador, SC.
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TABELA 7 - Frequéncia alélica em progénies de uma populagédo antropogénica e de
quatro populagbes de espinheira-santa representadas no teste de
progénies em Sao José dos Pinhais, PR (Laboratorio de Genética,
Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

POPULACAOQ ,
LOCO Viamzo total' Viamdo TP* Amoiodo  Campos Laranjeiras do
Conde Novos  Sul/Guarapuava
PGI-2
(N) 279 58 23 33 13
1 0,357 0,353 0,000 0,030 0,000
2 0,289 0,241 0,217 0,318 0,192
3 0,326 0,345 0,435 0,333 0,308
-4 0,014 0,034 0,217 0,303 0,462
5 0,014 0,026 0,130 0,015 0,038
6PGDH-2
(N) 226 57 21 33 18
1 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000
2 0,828 0,886 0,833 0,985 1,000
3 0,162 0,114 0,095 0,015 0,000
IDH
(N) 190 65 24 37 20
1 0,000 0,000 0,000 0,122 0,000
2 0,997 0,992 0,979 0,743 0,650
3 0,003 0,008 0,021 0,135 0,350
GOT-1
(N) 167 57 22 34 22
1 0,090 0,044 0,068 0,162 0,068
2 0,695 0,684 0,773 0,676 0,864
3 0,156 0,175 0,091 0,147 0,068
4 0,060 0,096 0,068 0,015 0,000
MnR
(N) 118 29 15 20 11
1 0,034 0,069 0,067 0,125 0,227
2 0,394 0,328 0,567 0,550 0,318
3 0,432 0,448 0,300 0,325 0,455
4 0,140 0,155 0,067 0,000 0,000

NOTA: ' total de individuos de Viamao, RS, analisados; 2 individuos de Viam3o representados no
teste de progénies

Entretanto, no estudo desse autor sdo relatados somente trés alelos no loco
PGl-2 e dois no loco 6PGDH-2, enquanto que, no presente estudo, foram
observados, respectivamente, cinco e trés. Essa diferenca deve-se, provaveimente,

ao fato de PERECIN (2000) ter analisado uma unica populagdo dessa espécie.



O alelo 1 do loco 6PGDH-2 foi detectado somente na amostra de Arroio do
Conde, e o alelo 1 do IDH exclusivamente na amostra de Campos Novos. Por outro
lado, ndo foram observados o alelo 1 do PGI-2, o alelo 3 do 6PGDH-2, o alelo 4 do
GOT e do MnR na amostra de Laranjeiras do Sul/Guarapuava. Na amostra de Arroio
do Conde, nao foi observado o alelo 1 do PGI-2 e, na amostra de Campos Novos, o
alelo 4 do MnR.

A causa da ndo observancia desses alelos pode ser o numero reduzido de
individuos amostrado nesses locais, ja que, nas populacdes onde foram detectados,
os alelos estdo com baixa freqiéncia baixa. A realizacdo de mais analises
envolvendo coletas adicionais podera escarecer se a auséncia desses alelos é

decorrente da amostragem ou se constitui um diferencial entre populages.
4.3.2 Heterozigosidade

Em todas as populagdes, a diferenca entre a heterozigosidade observada e a
esperada de acordo com a Lei de Hardy-Weinberg foi pequena (Tabela 8). O nimero
de locos polimérficos, pelo critério de 95% foi de quatro em cinco (80%), em todas as
populacdes. Porém, nas populagbes de Viamao e Arroio do Conde, a enzima que
n&o apresentou polimorfismo foi a IDH, enquanto nas populagées de Campos Novos
e Laranjeiras do Sul/Guarapuava, foi a 6PGDH-2.

As heterozigosidades observadas (H,) e esperadas (He) no presente trabalho
foram maiores do que as relatadas por PERECIN (2000), em seu estudo envolvendo
10 locos em 31 individuos de uma populagao natural em Cagador, SC, com 70% dos
locos polimérficos € média de 2,1 alelos por loco. Os valores encontrados foram
maiores, também, aos relatados por HAMRICK (1989). Porém, deve-se ressalvar
que a inclusdo de somente locos polimorficos na andlise pode acarretar
superestimacio da heterozigosidade devido a correlagdo negativa entre 0 numero
de individuos da populacdo em reproducao (N) e a heterozigosidade esperada,
quando se considera somente locos polimérficos (Hep). Em populagdes numerosas,
observa-se maior nimero de alelos raros. Apesar desses alelos n&o contribuirem
muito para a heterozigosidade nos locos polimérficos, eles aumentam,

substancialmente, o nimero de locos polimérficos da amostra. Assim, o valor médio
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da Hep se reduz com o aumento do numero de individuos amostrados (BROWN,;
WEIR, 1983; SUN, 1995).

TABELA 8 - Variabilidade genética em cinco locos polimérficos em progénies de
espinheira-santa representadas no teste de progénies em Sdo José
dos Pinhais, PR (Laboratério de Genética, Embrapa Fiorestas,
Colombo, PR - 1999)

Tamanho  Numero Percentagem Heterozigosidade média
POPULACAO médiode médio de de locos
amostra  alelos por  polimérficos' Observada Esperada

por loco loco

Viamao Total? 190,0 3.4 80,0 0,416 0,417
(27.2)* (0,6) (0,126) (0,126)

Viamao TP? 53,2 3,4 80,0 0,412 0,418
(6.2 (0,6) (0,132) (0,134)

Arroio do Conde 21,0 3.4 80,0 0,353 0,410
(1,6 (0,4) (0,109) (0,118)

Campos Novos 314 3,6 80,0 . 0,397 0,450
2,9 (0,5) (0,101) (0,115)

Laranjeiras do Sul 16,8 2,6 80,0 0,404 0,414
/ Guarapuava 2,1) (0,5) (0,133) (0,130)

NOTA: ' Um loco foi considerado polimérfico quando a fregiiéncia do alelo mais comum n3o
ultrapassou 95%; 2 total de individuos de Viamdo, RS analisados; > individuos de Viamio
representados no teste de progénies; * o numero entre parénteses refere-se ao erro padrio da
respectiva média.

4 3.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Em nenhum dos locos a diferenga entre a frequéncia de heterozigotos
observada e a esperada foi significativa, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de qui-quadrado (Tabela 9). Isso pode ter sido decorréncia da selecdo intensa,
aplicada na escolha das plantas para o teste de progénies. Mesmo sendo possivel
ndo se detectar desvios no equilibio de Hardy-Weinberg, quando um dos
pressupostos € violado (HEDRICK, 1983; HARTL, 1980), no presente estudo as
amostras foram muito pequenas e, nessas circunstancias, o numero esperado de
heterozigotos pode aumentar e o de homozigotos diminuir na mesma proporcao,

distorcendo a analise.



TABELA 9 - Teste de %2 para desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg das classes de gendtipos de cinco locos em quatro
populagdes de espinheira-santa representadas no teste de progénies em S&o José dos Pinhais, PR (Laboratério

de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

Loco Classes ! Viaméo TP Arroio do Conde Campos Novos Laranjeiras do Sul /
Guarapuava
Noz) Nes) X2 No Ne X2 No Ne X2 No Ne X2
A 9 7.13 4 4,22 8 3,56 3 2,64
PGI-2 B 23 28,74 12 11,56 10 14,89 8 8,72
c 26 24,13 7 7,22 17 14,55 4 3,64
1,16M° 0,04"° 3,70 0,16"°
A 44 4489 15 14,51 32 32
6PGDH-2 B 13 11,62 5 5076 1 1
c 0 0,69 1 0,51
0,86"° 0,64"° 0,00
A 64 64 23 23 20 20,34 7 8,33
IDH B 1 1 1 1 15 14,31 12 9,33
o} 0 0 0 0 , 2 2,34 1 2,33
0,00 0,00 0,09M® 1,74"
A 30 28,57 12 13,05 17 1545 17 16,35
GOT-1 B 18 24,85 10 7,91 12 15,10 4 5,30
c 9 5,75 0 1,05 5 3,45 1 0,35
4,433 1,68"° 1,49N° 1,56
A 7 5,70 6 4,69 7 5,92 2 2,14
MnR B 12 14,60 5 7,62 8 1015 6 5,71
o} 10 8,70 4 2,69 5 3,92 3 3,14
0,95"° 1,01"8 0,95"° 0,30"S

NOTA: " A = namero de homozigotos para o alelo mais comum, B = nimero dg heterozigotos entre o alelo mais comum e outros alelos; C = numero de
homozigotos raros e demais heterozigotos; 2 N, = nimero observado; ¥ N = nimero esperado; * significativo ao nivel de 5% de probabilidade;

S) ndo significativo



57

Nesses casos, o agrupamento dos gendtipos com base no alelo mais
frequente, como foi feito, &€ recomendado, mas também coloca-se, como regra geral,
que o namero de individuos esperados, em cada classe, deve ser maior que cinco
(HEDRICK, 1983). Este estudo restringiu-se as populagées representadas no teste
de progénies que ndo atingem esse limite minimo em todas as classes. E importante
que se aumente o nimero de populagdes e o nimero de individuos amostrados por
populacdo para que os estudos sobre a variacdo genética possam ser
aprofundados. Por outro lado, pode haver equilibrio de Hardy-Weinberg quando a
selecdo é feita em um dnico sexo e favorece os heterozigotos em fecundidade ou
viabilidade (HEDRICK, 1983). Para tanto, € necessario admitir que a espinheira-
santa apresenta depressdo endogamica e que essa se reflete no vigor das mudas. O
estudo do vigor relativo de heterozigotos em relagdo aos homozigotos n&o foi objeto

do presente trabalho.
4.3.4 indice de Fixagdo de Wright

O indice de fixagdo médio nos diferentes locos em cada populagéo (Fis) ndo
apresentou tendéncia definida quanto ao excesso ou deficiéncia de heterozigotos
em relagdo ao esperado conforme a Lei do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 10). Os valores extremos foram 0,425 na populacao de Arroio do Conde, no

loco MnR e - 0,319 na populagdo de Laranjeiras do Sul/Guarapuava, no loco IDH.

TABELA 10 - indice de fixacdo médio dos alelos (Fis) nas populagdes de espinheira-
santa representadas no teste de progénies em S3o José dos Pinhais,
PR (Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

Loco Populagédo

Viamao TP Arroio do Conde Campos Novos  Laranjeiras do Sui/

Guarapuava

PGI-2 -0,040 0,005 0,084 -0,059
6PGDH-2 -0,129 0,183** -0,015 -
IDH -0,008 -0,021 0,022 -0,319
GOT-1 0,105 -0,180 0,167 0,257
MnR 0,012* 0,425** 0,132 0,148

NOTA: *) significativo ao nivel de 5% de probabilidade e **) significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste
de x2 para equilibrio de Hardy-Weinberg considerando todas as classes de gendtipos.
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Os maiores valores de Fig foram encontrados nos aleios que sd@o exclusivos
em uma populacao (alelo 1 do loco 6PGDH-2 em Arroio do Conde e alelo 1 do loco
IDH em Laranjeiras do Sul/Guarapuava) (Tabela 11). O indice de fixacdo médio dos
alelos considerando todas as populagées (Fis) variou de - 0,148 no loco IDH a 0,173
no loco MnR (Tabela 11).

TABELA 11 - indices de fixagdo de Wright em populagées de espinheira-santa
representadas no teste de progénies em S&o José dos Pinhais

(Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 19399)

Loco F Alelo Média
1 2 3 4 5
IS 0,114 -0,085 0,025 0,038 -0,102 -0,002
PGI-2 T 0,341 -0,072 0,034 0,158 -0,055 0,070
ST 0,257 0,012 0,010 0,125 0,042 0,071
s 0,641 0,026 -0,110 _ 0,051
6PGDH -2 T 0,661 0,094 0059 0,107
ST 0,055 0,070 0,046 0,059
1S 0,368 -0,190 -0,245 -0,148
IDH T 0,427 0,006 -0,036 0,034
ST 0,094 0,165 0,168 0,159
s 0,070 0,104 0,065 0,020 0,079
GOT-1 T 0,095 0,132 0,081 0,055 0,104
ST 0,026 0,021 0,017 0,036 0,027
s 0,119 0,181 0,184 0,197 0,173
MnR m 0,154 0,227 0,201 0,259 0,208
ST 0,040 0,056 0,021 0,077 0,042

NOTA: Fis, Fi7 e Fsy = média ponderada do indice de fixagao dos alelos dentro da populagao; na
espécie e da medida de diferenciacao entre populagoes, respectivamente

A variacdo do F;s entre populacoes (Tabela 10) e na média das populacoes
(Tabela 12) reflete o nimero reduzido de progénies representando cada populagdo,
sendo influenciado, provavelmente, pelo genétipo da matrii (BROWN; WEIR, 1989).
Assim, o grau variavel de fixagdo dos alelos nas populagdes representadas no teste
de progénies ndo reflete, necessariamente, o que esta ocorrendo nas populagdes de
origem.
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TABELA 12 - Média ponderada do indice de fixacdo dos alelos dentro da populagéo
(Fis), na espécie (Fi1) e da medida de diferenciagido entre populacdes
(Fst) para quatro populagdes de espinheira-santa representadas no
teste de progénies em S3o José dos Pinhais, PR (Laboratério de

Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

Loco F|s Frr Fs'r
PGI-2 -0,002 0,070 0,071
6PGDH-2 0,051 0,107 0,059
IDH -0,148 0,034 0,159
GOT-1 0,079 0,104 0,027
MnR 0,173 0,208 0,042
MEDIA 0,053 0,114 0,065

Outro fator que pode influenciar nos indices de fixagdo € o desequilibrio de
ligacao. Esta ligagdo pode ser entre os genes que controlam a expressao das
isoenzimas analisadas nesse trabalho ou entre os genes que controlam essas
isoenzimas e outros genes, que determinam caracteres qualitativos ou quantitativos.
A existéncia de ligagao entre os locos podera ser verificada em estudos envolvendo
progénies obtidas a partir de cruzamentos controlados.

A medida de diferenciacdo entre popula¢des (Fst) variou de 0,027 no loco
GOT-1 até 0,159 no IDH (Tabela 12). O valor médio de 0,065, estimado para Fsr, €
considerado moderado (HARTL, 1980), dentro do esperado para individuos de uma
mesma espécie (CRAWFORD, 1983). Com relagdo a influéncia do sistema de
cruzamento e do modo de dispersdo das sementes sobre a diversidade genética
entre populacgdes, os valores de Fsr obtidos estdo mais proximos dos esperados em
espécie alégamas com polinizagao anemofila (0,068) e dispersao pelo vento (0,079),
do que esperado para eépécie alégamas polinizadas por animais (0,187) e cujas
sementes sao dispersas por ingestao por animais (0,332) (HAMRICK, 1989).

4.3.5 Identidade Genética e Analise de Agrupamento

Os coeficientes de identidade genética de NEI (1978) entre populagbes
referentes a cada loco (Tabela 13) revelaram que PGI-2 é o loco que proporciona a
maior diferenciacdo entre as populagdes. Para todos os locos, exceto MnR, o
coeficiente de identidade entre populacdes diminui a medida que se aumentou a
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distancia geografica entre elas (Figura 5). Essa tendéncia € no dendrograma de

analise de agrupamento dos locais pelo método UPGMA (Figura 4).

TABELA 13 - Matrizes dos coeficientes de identidade genética (NEI, 1978) entre as
populagbes representadas no teste de progénies em Sao José dos

Pinhais, PR (Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo,

PR - 1999)
Enzima Populacdo 1 2 3 4
PGI-2 1. Viamao TP, RS ek
2. Arroio do Conde, RS 0,732 **
3. Campos Novos, SC 0,720 0,973 i
4. Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR 0,549 0,930 0,991 bl
6PGDH-2 1. Viamao TP, RS il
2. Arroio do Conde, RS 1,000 ***
3. Campos Novos, SC 0,995 0,997 sl
4. Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR 0,993 0,995 1,000 ***
IDH 1. Viamao TP, RS S
2. Arroio do Conde, RS 1,000 *
3. Campos Novos, SC 0,978 0,980 il
4. Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR 0,894 0,900 0,954
GOT-1 1. Viaméao TP, RS i
2. Arroio do Conde, RS 1,000 **
3. Campos Novos, SC : 0,990 0,998 x
4. Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR 0,984 1,000 0,991 ek
MnR 1. Viamao TP, RS b
2. Arroio do Conde, RS 0,929 **
3. Campos Novos, SC 0,917 1,000 i
4. Laranjeiras do Sul / Guarapuava, PR 0,989 0,915 0,957 o




FIGURA 4 - Dendrograma de similaridade genética entre as populagdes de espinheira-santa representadas no teste de
progénies em S&o José dos Pinhais, PR (Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)
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NOTA: foram utilizados o método UPGMA e os coeficientes de identidade genética de Nei (1978);
enzimas: PGI-2, 6PGDH-2, IDH, GOT-1 e MnR;
" Populag#o antropogénica
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FIGURA 5 — Locais de coleta dos frutos de espinheira-santa representados no teste

de progénie em Sao José dos Pinhais, PR

N A

FONTE: IBGE
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Na matriz cofenética de identidade para andlise de agrupamento pelo método
UPGMA (Tabela 14) o menor valor encontrado foi de 0,935, entre Viaméo e as
demais populagées. Isto se deve, provavelmente, ao fato da amostra de Viamao ser
de uma populacdo antropogénica, formada por individuos transplantados de
diversos locais do Estado do Rio Grande do Sul. De modo geral, a identidade entre

as populacgoes foi grande. Isto é coerente com o valor estimado de Fsy = 0,065.

TABELA 14 - Matriz cofenética de identidade entre as populagdes representadas no
teste de progénies em Sao José dos Pinhais, PR, utilizando a média
dos coeficientes de identidade genética de NEI (1978) (Laboratério de
Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

Populacdo 1 2 3 4
1. Viamao TP, RS 1,000
2. Arroio do Conde, RS 0,935 1,000
3. Campos Novos, SC 0,935 0,983 1,000
4. Laranjeiras do Sul / 0,935 0,959 0,959 1,000

Guarapuava, PR

NOTA: cormrelagao cofenética é de 0,652.

A identidade genética média esperada entre populacbes de uma mesma
espécie, em geral, € maior que 0,90, independente do sistema de cruzamento
(CRAWFORD, 1983). Disto se deduz que a maior parte da diversidade genética das
espécies, em geral, esta contida dentro de cada populagéo. Diante desse panorama,
DIAS e KAGEYAMA (1991) recomendaram que, na conservacao de populagées cuja
estrutura genética é desconhecida, a amostragem deve ser tdo ampla quanto
possivel, com énfase em poucas populagdes com muitos individuos por populagao.
Entretanto, devido a rapida destruicdo dos ambientes onde a espinheira-santa
ocorre naturalmente, € dificil encontrar populagcoées dela com distribuicio continua.
Nao se tem informacbes suficientes sobre o alcance da atuag&o dos polinizadores e
dos dispersores de sementes. Assim, a coleta de sementes em pequeno nimero de
plantas em populagbes proximas entre si aumenta a possibilidade de perda de
variagdo genética (PRAT; ARNAL, 1994). Assim, a estratégia de coleta mais

prudente, no momento, inclui a amostragem, ao acaso, de poucas plantas no maior



namero de locais possiveis e reuni-las em uma amostra composta unica, com o
objetivo de aumentar a base genética da geracéo seguinte, garantindo, assim, um
tamanho efetivo populacional suficiente que ndo limite as futuras etapas dos
trabalhos (VENCOVSKY, 1988).

4.4 ASPECTOS SILVICULTURAIS E VARIACAO GENETICA ENTRE PROGENIES
4.4.1 Numero Médio de Sementes por Fruto

_ Das 105 matrizes das quais foram coletados frutos, somente 49 permitiram
fazer a avaliagdo de numero de sementes por fruto. A variagdo no numero de
sementes foi significativa (Tabela 15), e o nimero médio de sementes por fruto

variou entre 3,05 e 1,36 (Tabela 16), sendo quatro o nimero maximo possivel.

TABELA 15 - Analise de variancia do nimero médio de sementes por fruto de
espinheira-santa (Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1997)

FV GL SQ Qm F
Matriz 48 20976,5 437,01 18,1
Ermo 147 3549,5 2414
Total 195 24526,0

NOTAS: Coeficiente de variagdo do emo experimental = 10.39%
FV = fonte de variagao; GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado
médio; F = teste F de Snedecor ** significativo ao nivel de 1%

A variacao no numero de sementes por fruto é influenciada por fatores como
idade da planta, presenga e atividade de polinizadores, fatores nutricionais e
genéticos. Dentre as 25 matrizes com os maiores niumeros médios de sementes por
fruto, 21 eram de populagdes naturais e somente 4 de cultivo. Entre as 24 matrizes
com os menores numeros médios de sementes por fruto, 19 eram de arvores
cultivadas e somente 5 de populagdes naturais (Tabela 16). Essa tendéncia pode
estar associada a varios fatores. Um deles é a idade das plantas. No momento da
coleta dos frutos para o presente estudo, as arvores de Viamao haviam sido
plantadas ha quatro anos.
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TABELA 16 - Namero médio de sementes por fruto de espinheira-santa (Escola de

Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1997)

continua

Matriz Origem Cuttivo” Média?

14 Arroio do Conde, RS N 3,05 a

86 Campo Largo, PR N 2,99 ab

15 Arroio do Conde, RS N 2,67 abc

10 Arroio do Conde, RS N 2,50 abced

42 Guarapuava, PR S 2,41 abcde

47 Laranjeiras do Sul, PR N 2,40 abcde

11 Arroio do Conde, RS N 2,39 bcde

96 Campo Largo, PR N 2,39 bcde

456 Laranjeiras do Sul, PR N 2,35 bedef

85 Campo Largo, PR N 2,33 cdef

88 Campo Largo, PR N 2,28 cdefg

45 Laranjeiras do Sul, PR N 2,14 cdefgh

12 Arroio do Conde, RS N 2,13 cdefgh

33 Campos Novos, SC N 2,10 cdefghi

27 Viamao, RS S . 2,08 cdefghij

91 Campo Largo, PR N 2,05 cdefghijk

31 Campos Novos, SC S 2,04 cdefghijk

21 Piraquara, PR N 1,95 defghijkl

90 Campo Largo, PR N 1,93 defghijkl

97 Campo Largo, PR N 1,89 defghijkl

56 Campina Grande do Sul, PR N 1,86 defghijkl

57 Campina Grande do Sul, PR N 1,86 defghijkl

39 Viamao, RS S 1,85 defghijki

84 Campo Largo, PR N 1,83 efghijkl

20 Sananduva, RS N 1,82 efghijki

99 Viamao, RS S 1,80 efghijki

55 Campina Grande do Sul, PR N 1,79 efghijkl

30 Campos Novos, SC S - 1,71 fghiikl

1 Viamao, RS S 1,71 fghijkl

19 Passo Fundo, RS N 1,67 ghijkl

36 Viamao, RS S 1,66 ghijkl

3 Viamao, RS S 1,61 hijkl

25 Viamao, RS S 1,61 hijkl

87 Campo Largo, PR N 1,59 hijkl

54 Castro, PR S 1,59 hijkl

38 Viamao, RS S 1,55 hijkl

40 Viamao, RS S 1,55 hijkl

41 Viamao, RS S 1,55 hijkl

2 Viamao, RS S 1,53 hijkl

4 Viamao, RS S 1,53 hjikl



TABELA 16 - Numero médio de sementes por fruto de espinheira-santa (Escola de
Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1997)

conclusao
Matriz Origem Cultivo Média
94 Campo Largo, PR N 1,52 hijkl
24 Viamao, RS S 1,51 hijkl
22 Viamao, RS S 1,49 hijkl
6 Viamao, RS S 1,45 ijkl
9 Viamao, RS S 1,44 ki
23 Viaméao, RS S 1,42 ki
28 Lapa, PR N 1,41 ki
18 Guarapuava, PR S 1,36 i
8 Viamao, RS S 1,36 |

NOTA: ¥ n = ndo; S = sim; ? Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey

N3o se conhece a idade das arvores nas populag¢des naturais das quais foram
coletados frutos, mas supde-se que sejam mais velhas que aquelas cultivadas. A
diferenca na idade das matrizes pode ser um dos fatores influenciaram no menor
numero de sementes das arvores de cultivos, pois arvores jovens, quando iniciam a
frutificagdo, em geral produzem pequenas quantidades de sementes (FIGLIOLA,
AGUIAR, 1993). '

Outro fator que pode estar influenciando a tendéncia de menor produgcao de
sementes por fruto nas arvores cultivadas € o grau de perturbagdo do ambiente de
cultivo refletindo, especialmente, na presenca de polinizadores. Apesar de nao se ter
conhecimento de quais seriam os polinizadores especificos da espinheira-santa, o
tipo da flor leva a crer que seja polinizada por agentes bidticos. Como o sistema de
cruzamento da espinheira-santa € aldgamo, a presenca e a atividade destes agentes
é determinante para a frutificagdo e a produgdo de sementes (KAGEYAMA; PINA-
RODRIGUES, 1993).

O peso médio de 1000 sementes (Apéndice 1) variou entre 16,8 g (matriz 11)
e 42,8 g (matriz 40), de forma que o numero de sementes por quilo variou entre
59.523 e 23.364. O teor de umidade de sementes secas ao ar, mesmo método
utilizado no presente trabalho, variou entre 6,72 e 7,42% para trés lotes de
sementes, oriundas de Castro, PR, de Prudentdpolis, PR e de Agudos do Sul, PR
(SANTOS, ARAUJO; SCHEFFER, 1999). Esses valores sdo préoximos ao valor de
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6% de umidade encontrado por EIRA; DIAS; MELLO (1995), que realizaram a
secagem das sementes em camara a 22° C e 15% umidade relativa do ar. Em
sementes oriundas de Castro, Prudentépolis e Agudos do Sul o peso médio de 1000
sementes foi 29,2 g, 27,4 g e 42,7 g, respectivamente (SANTOS; ARAUJO;,
SCHEFFER, 1999). A amplitude dos valores encontrados no presente trabalho foi

ainda maior
442 Fase de Viveiro

O ndmero médio de plantas por parcela aos 11 meses, variou entre 1,25 e 14,
de um maximo possivel de 16 (Apéndice 9). Somente 25 matrizes apresentaram
emergéncia igual ou maior que 50%. A altura média das plantas aos onze meses
variou de 2,2 cm a 13,2 cm e o diametro médio variou de 0,6 mm a 2,6 mm. As
variacoes entre progénies, com relacdo a numero de plantas aos 45 dias, namero de
plantas aos 11 meses, altura média e diametro médio foram significativas ao nivel
de 1% pelo teste F (Tabela 17).

TABELA 17 - Andlise de variancia de aspectos silviculturais de espinheira-santa em
viveiro (Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1998)

Fonte de variagio e NP45d" NP11m" AM (cm) DM (mm:
GL QM F QM F QM F QM  F

Blocos 3 168 92" 131 76 3629 55 271 96

Progénies 99 2,30 126 242 140 3111 48* 120 42*

Emo 297 0,18 0,17 5,53 0,28

CV.% 21,86 17,99 33,67 31,68

Média geral® 4,0 56 76 1,7

NOTAS: Convencoes utilizadas:
NP45d = namero de plantas aos 45 dias; NP11m = namero de plantas aos 11 meses;
AM = altura média; DM = didametro médio
GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste F de Snedecor; ** significativo ao
nivel de 1% de probabilidade
') dados transformados em raiz quadrada de (x+0,5), sendo x o dado coletado.
2) dados sem transformagao
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Houve grande variacdo no tempo de emergéncia das plantas. Para algumas
matrizes os numeros de plantas aos 45 dias e aos 11 meses foram semelhantes,
enquanto que, para outras, a emergéncia aos 45 dias representou menos de 50% do
numero de plantas aos onze meses (Apéndice 9). A diferengca no tempo de
germinacgao pode indicar a existéncia de um maior ou menor grau de dorméncia nas
sementes. Como as sementes foram armazenadas em camara fria por oito meses
apos a coleta, as baixas temperaturas podem ter induzido dorméncia secundaria. A
dorméncia, passivel de controle genético, pode ser alterada significativamente por
fatores pré e pds-colheita. Além disso, os lotes podem apresentar mistura de
sementes dormentes e nao-dormentes e a persisténcia da dorméncia pode variar
entre as sementes (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985).

Outro fator a considerar é a condicdo edafo-climatica a qual cada matriz
esteve submetida, que pode influenciar na qualidade fisiolégica (por exemplo,
velocidade e taxa de germinagio) das sementes (SALISBURY; ROSS, 1992). Além
disso, como a espinheira-santa é predominantemente alégama, e pressupbe-se que
a endogamia tenha um efeito deletério no vigor das sementes, caracterizado pela
velocidade de germinacao (HAMRICK, 1989). A hipdtese do efeito deletério em caso
de endogamia é reforgada pelo fato de que poucas sementes das matrizes 27 e 37,
sabidamente isoladas, germinaram e derem origem a mudas com baixo
desenvolvimento.

Um periodo de germinagd@o amplo é indesejavel na producdo de mudas em
grande escala e as causas da diferenca na velocidade de emergéncia devem ser
investigadas. A selecao visando obter sementes com maior uniformidade no tempo
de germinacdo deve ser feita com cautela pois podera comprometer a variabilidade
genética dos futuros povoamentos (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1985).

4.4.3 Testes de progénies
4.4 3.1 Sobrevivéncia
De modo geral, a sobrevivéncia nas areas experimentais foi grande. Em

Ponta Grossa a porcentagem de falhas na primeira avaliacdo, aos 23 meses de
idade, foi 2,8% e em Sao José dos Pinhais, somente 0,7%. Na segunda avaliagao,
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aos 38 meses de idade, as falhas foram de 5,7% em Ponta Grossa e 3,6% em Sao
José dos Pinhais (Tabela 18). Entretanto, em Ponta Grossa, das 25 plantas
consideradas falhas (2,8%) na primeira avaliagdo, nove (1,0%) rebrotaram. Em Sao
José dos Pinhais somente uma planta considerada falha na primeira avaliagao
voltou a rebrotar. Portanto, somente nas proximas avaliagbes sera possivel
averiguar se as falhas verificadas na segunda medi¢cao foram decorrentes da morte

das plantas ou de seu corte acidental durante a limpeza.

TABELA 18 - Numero de falhas nos testes de progénies (Embrapa Negécios
Tecnologicos, Ponta Grossa, PR e Sao José dos Pinhais, PR - dez.
1998 e mar. 2000)

Local N° total de Idade
plan@s no 23 meses 38 meses
experimento
N° falhas % N° falhas %
Ponta Grossa 880 25 28 50 57
Sao José dos Pinhais 640 5 0,70 23 3,6

A taxa de sobrevivéncia observada neste experimento foi semelhante a
verificada por KAGEYAMA et al. (1992) em espécies secundarias iniciais ou tardias.
A tolerancia da espinheira-santa ao plantio em campo aberto ja foi constatada,
também, em outros experimentos (RACHWALL; CURCIO; MEDRADO, 1998). Com
isto, & possivel recomendar seu plantio em campo aberto ou associado a culturas
agricolas ou outras espécies florestais que ndo provoquem sombreamento

excessivo.

4.4.3.2 Avaliagcao do crescimento

O crescimento das plantas foi avaliado em dezembro de 1998 (23 meses) e
em margo de 2000 (38 meses), nos dois locais de testes (Ponta Grossa e Sao José
dos Pinhais). Houve grande diferenca entre esses locais, quanto ao crescimento das
progénies. As plantas, em Ponta Grossa, cresceram, em média, 5,1 cm entre os 23 e
38 meses de idade (um incremento de 14,4% em relacdo a altura média aos 23

meses). Em Sao José dos Pinhais, elas cresceram, em média, 18,1 cm nesse
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mesmo intervalo, representado um incremento de 69,9% em relagio a altura aos 23
meses.

As andlises de variancia do crescimento em altura da espinheira-santa
(Tabela 19) indicaram variagdes significativas entre progénies ao nivel de 1% de
probabilidade nas duas idades de avaliagdo em Ponta Grossa. Em Sao José dos
Pinhais, as variagcées foram significativas ao nivel de 1% de probabilidade na
primeira avaliacéo e ao nivel de 5% de probabilidade na segunda. A estratificacdo
das plantas por altura, no momento do plantio, contribuiu para acentuar variagcées
entre blocos. Os coeficientes de variagdo encontrados na primeira avaliagdo sao
considerados médios e aumentaram na segunda, sendo o coeficiente de variacao de
Sao José dos Pinhais considerado alto (> 20%) (GOMES, 1990). Nao ha citagdes
bibliograficas referentes a testes de progénies de espinheira-santa para comparar

estes valores.

TABELA 19 - Analise de variancia da altura da espinheira-santa em teste de
progénies em dois locais (Embrapa Negocios Tecnoldgicos, Ponta
Grossa, PR e Sao José dos Pinhais, PR - dez. 1998 e mar. 2000)

Ponta Grossa ‘ S3ao José dos Pinhais
Altura Altura Altura Altura
(23 meses) (38 meses) (23 meses) (38 meses)
X (cm) 353 40,4 259 440
QM Progénies 164,84** 209,39** 63,84 164,21*
QM Blocos 890,39** 800,81** 95,12* 224 77"
CV.(%) 11,85 15,45 12,00 22,60
CV, (%) 21,93 20,43 17,96 11,62

NOTAS: Convengoes utilizadas:
X = altura média das progénies; QM = quadrado médio; CV.% = coeficiente de variagio
experimental; CV;% = coeficiente de variagao genética; NS = ndo significativo; ** = significativo
a 1% de probabilidade; * = significativo a 5% de probabilidade pelo teste F de Snedecor;

Os coeficientes de variagdo genética, que expressam a magnitude da
variacdo genética existente, em cada local de estudo, relativamente a média, foram
mais expressivos em Ponta Grossa do que em Sao José dos pinhais, indicando um
ambiente mais propicio para a expressdao da variabilidade genética entre as

progénies na fase inicial de desenvolvimento.
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Em ambos os testes, ocorreu seca de ponteiros em algumas plantas. Em
Ponta Grossa, este fator provocou reducdo na média das alturas de algumas
progénies (Tabela 20).

Em Sao José dos Pinhais, os teores de calcio e fosforo disponiveis no solo
(Tabela 2) foram maiores do que em Ponta Grossa. Estas diferengas, associadas as
diferengas climaticas, podem ter sido responsaveis pela diferen¢a no crescimento da
espinheira-santa entre esses locais.

O fésforo € um dos elementos essenciais para o crescimento das plantas
mas, com frequiéncia, em disponibilidade baixa ou nula nos solos brasileiros. Plantas
com deficiéncia de fésforo apresentam, em geral, crescimento retardado e folhas
com coloragdo verde escura. O calcio é essencial para o funcionamento das
membranas celulares, atuando na ligagdo dos fosfolipidios uns aos outros e as
outras proteinas das membranas. Os sintomas de deficiéncia de calcio sdo mais
evidentes nos tecidos jovens pois as zonas meristematicas sdo as mais suscetiveis,
resultando em tecidos deformados que morrem logo (SALISBURY; ROSS, 1992).

A avaliacéo de producdo de folhas nos experimentos do presente estudo nio
pode ser realizada dada a pouca idade das plantas. Essas avaliagbes deverao ser
realizadas em anos posteriores. No teste de progénies, em Ponta Grossa, sera
necessario realizar uma adubacao pois as plantés nao se mostraram tolerantes as
deficiéncias nutricionais constatadas no local.
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TABELA 20 - Altura média das progénies (cm) de espinheira-santa nos dois locais
de estudo (Embrapa Negdcios Tecnolégicos, Ponta Grossa, PR e S&o
José dos Pinhais, PR - dez. 1998 e mar. 2000)

continua
Progénies Ponta Grossa S3ao José dos Pinhais
23 meses 38 meses 23 meses 38 meses
1 379 454 272 38,6
3 375 39,5 215 335
4 38,9 37,9* 27,6 43,1
6 38,6 40,5 30,6 46,5
8 453 49,9 32,8 50,3
9 36,6 37,1 29,9 50,2
10 340 32,5* 23,1 345
11 36,6 36,9 25,3 459
12 343 34,1* 22,7 33,1
14 321 371 20,9 37,7
15 29,2 28,6* 21,7 43,7
18 35,8 48,6
23 404 45,3 . 284 429
24 348 36,1 26,1 430
25 449 46,8 28,5 48,6
30 38,0 512 256 52,3
31 32,2 39,7 216 37,7
33 39,0 50,0 26,2 50,6
34 416 48,9 : 29,0 491
35 38,8 456 29,1 454
36 413 43,1 328 48,3
38 40,5 40,7 30,2 46,8
39 38,7 38,7 27,8 51,1
40 48,1 497 27,5 439
42 32,7 40,8 23,5 446
43 246 31,3 22,5 41,3
44 359 46,0 242 47.8
45 30,9 33,5
46 40,4 50,8 25,8 513
48 40,7 48,7
49 412 45,7 25,7 471
52 38,2 43,5 26,4 42,4
53 32,1 43,7 22,6 46,0
55 29,1 36,3
56 27,8 32,0
58 319 38,6
69 30,0 36,2
75 29,3 39,7

85 28,8 33,7
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TABELA 20 - Altura média das progénies (cm) de espinheira-santa nos dois locais
de estudo (Embrapa Negocios Tecnologicos, Ponta Grossa, PR e Sao
José dos Pinhais, PR - dez. 1998 e mar. 2000)

conclusao
Progénies Ponta Grossa Sao José dos Pinhais
23 meses 38 meses 23 meses 38 meses
90 225 27,6
94 277 35,0
96 28,8 36,0
97 26,6 31,5 176 349
99 37,2 38,5 246 348
Média 353 404 259 : 440

NOTA: * reducdo na altura média devido a seca dos ponteiros.

4.4 3.3 Estimativa de parametros genéticos

Os valores altos de herdabilidade da altura no sentido restrito dos individuos
na parcela, das progénies, das parcelas e individuo no experimento, estimados a
partir dos dados coletados aos 23 meses (Tabela 21) foram provocados pelo modo
como as mudas foram selecionadas e estratificadas para o plantio, que evidenciou
as variagoes entre as progénies.

Na segunda avaliagao, aos 38 meses, a estimativa de herdabilidade da altura
ao nivel de individuo no experimento foi menor para as progénies plantadas em Sao
José dos Pinhais do que em Ponta Grossa. Uma das causas da redugado da
herdabilidade pode ser a maior variagdo ambiental em Sao José dos Pinhais,
provocada por variagdes do solo da area experimental. O aumento na variacdo
ambiental também pode ser provocado pela redugao do efeito materno (FALCONER,
1989). Como, em Sao José dos Pinhais, as mudas cresceram mais rapidamente, a
influéncia da variagdo ambiental foi mais pronunciada. Em Ponta Grossa, na
segunda avaliagao, os valores estimados de herdabilidade mantiveram-se altos tanto
ao nivel de progénies quanto ao nivel de individuo no experimento, refletindo a
condigdo inicial de plantio, pois neste local as mudas nao se desenvolveram no

mesmo ritmo que em Sao José dos Pinhais.
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TABELA 21 - Coeficientes de herdabilidade da altura de espinheira-santa (método
univariado) associados a diferentes efeitos, nos dois locais de estudo
(Embrapa Negadcios Tecnolégicos, Ponta Grossa, PR e Sdo José dos
Pinhais, PR - dez. 1998 e mar. 2000)

Locais Efeitos Herdabilidade
23 meses 38 meses
(H5) 0,64 0,31
( h7) 0,94 0,86
Ponta Grossa, PR ( h[% ) ‘ 0,44 0,25
(h3) 0,73 0,47
(h2) 0,58 0,45
(h) 0,35 0,07
(h}) 089 0,42
S3o José dos Pinhais, PR (k) 0,28 0,03
(h5) 0,49 0,10
(h2) 0,47 0,11

NOTAS: h,%,= herdabilidade no sentido restrito ao nivel de individuo na parcelz; h} = herdabilidade no sentido
restrito ao nivel de progénies; h; = herdabilidade no sentido restrito ac nivel de parcela;
h ,-Zb = herdabilidade no sentido restrito ao nivel de individuo no bloco; h;ze = herdabilidade no sentido

restrito ao nivel de individuo no experimento.

A analise conjunta dos testes de progénies para a altura, aos 38 meses, nos
dois locais confirmou a diferenga significativa no crescimento entre os locais
(Tabela 22). Porém, ndo foi detectada interacdo local x gendtipos. A correlagdo
genética entre os dois locais foi 0,91.

Comparando-se as médias das alturas aos 38 meses entre familias comuns
aos dois locais, as duas familias de maior crescimento foram as mesmas em ambos
os locais; entre as dez familias de maior crescimento nos dois locais, sete foram as
mesmas (Tabela 23). Se esse padrao de comportamento ocorrer com os caracteres
de biomassa e de metabdlitos secundarios, futuramente, poderdo ser usados,
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indices de selecdo combinando informag¢des de mais de um local. Porém, como
somente dois locais foram considerados nessa fase, é importante ampliar o namero
de locais de experimentagcdo, usando um numero restrito de matrizes, para verificar
se a alta correlacdo genética se mantém mesmo quando se envolvem ambientes

com caracteristicas edafo-climaticas mais distintas.

TABELA 22 - Anélise de variancia conjunta da altura das progénies de espinheira-
santa nos dois locais (Embrapa Negbdcios Tecnolégicos, Ponta
Grossa, PR e Sao José dos Pinhais, PR - mar. 2000)

Fonte de variacao Altura aos 38 meses
G. L QM F
Locais (L) 1 90,39 5,70~
~ Progénies (P) 31 55,81 3,562**
LxP 31 15,85 1,13
Residuo Médio 248 14,03
Média geral 4280 cm
Correlacao genética 0,91
Coeficiente de variagao (%) 8,75

NOTAS: Convencoes utilizadas:
GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; F = teste F de Snedecor; **significativo a 1% de
probabilidade ; ™ = nao significativo

As perspectivas quanto a utilizagao dos testes de progénies como pomar de
sementes por mudas para futuras etapas de selegdo estdo limitadas pelo pequeno
numero de familias e de individuos por familia. Recomenda-se, de modo geral, a
amostragem de 25 a 50 individuos por populacdo, distantes no minimo 100 m entre
si, 0 que proporcionaria maior seguranca contra perda de genes e preservar as
médias e variancias genéticas de uma populagdo (DIAS; KAGEYAMA, 1991). No
presente ensaio, estas recomendagdes nao foram observadas pois as populagdes
amostradas eram pequenas, havendo o risco coletar frutos oriundos de cruzamentos
entre individuos aparentados, conforme verificado em M. aquifolia por PERECIN
(2000).

Considera-se que tamanho efetivo minimo que conserva a variabilidade
genética da populacao esta entre 30 e 50. Para obter N, de cerca de 30 individuos, o
percentual selecionado, em Ponta Grossa, seria 5,68% e, em Sao José dos Pinhais,

7,81%. Porém, esta estimativa de N, é tedrica, pois esta baseada no pressuposto da



76

TABELA 23 - Ordenamento das progénies de espinheira-santa por altura média (cm)
aos 38 meses nos dois locais (Embrapa Negodcios Tecnoldgicos, Ponta
Grossa, PR e Sdo José dos Pinhais, PR, mar. 2000)

~_Progénie Ponta Grossa ~ Progénie Sao José dos Pinhais
512 3

a4 . 508 B

g 50,0 =39

8 - 499 33

40 497 B=

34 489 9

25 46,8 34

44 46,0 25

49 E 457 ——— 36

35 456 44

1 45,4 49

23 453 38

53 437 6

3 43,6 53

52 435 11 459
36 43,1 35 454
42 40,8 42 446
38 40,7 40 439
6 40,5 15 437
31 39,7 4 43,1
39 38,7 24 430
99 38,5 23 429
4 37,9 52 424
9 37,1 43 41,3
14 37,1 1 38,6
11 36,9 31 37,7
24 36,1 14 37,7
12 34,1 97 34,9
10 32,5 99 34,8
97 31,5 10 34,5
43 31,3 3 33,5
15 28,6 12 33,1

NOTA: sombreado, em destaque, respectivamente, as duas e as dez progénies que apresentaram maior
crescimento

panmixia. A correlacdo de paternidade (probabilidade de dois individuos da mesma
progénie serem irmaos germanos) estimada na populagao de Viamao foi 0,99. Para
que se possa estimar corretamente o tamanho efetivo do grupo de individuos

selecionados para transformacdo do teste em pomar de semente por mudas, é
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necessario realizar estudos complementares visando determinar o tamanho da
vizinhanga genética, que depende, além do sistema de cruzamento, das distancias
cobertas pela dispersdo do pdlen e das sementes, bem como da disténcia coberta
. pela propagacao clonal (ROBINSON, 1998), esta ultima é representada, no caso da
espinheira-santa, por rebrota das raizes.

Devem ser amostrados mais populacoes e maior nimero de individuos por
populagdo para que a intensidade de sele¢cdo possa ser aumentada, permitindo a
obtencado de maiores ganhos e com maior acuracia. As dificuldades nesta proposta
sdo o tempo e o custo envolvidos. Como ha necessidade imediata de produgao de
sementes de boa qualidade genética e fisiologica, a alternativa sera aplicar baixa
intensidade de selegcdo nos testes de progénies instalados, visando preservar o
tamanho efetivo e, consequentemente, a variabilidade genética ja obtida. As
sementes das arvores selecionadas podem ser utilizadas para instalar se um novo
teste de progénies com maior numero de individuos por progénie, de tal forma que
se possa aplicar maior intensidade de selecdo de progénies e obter ganhos
significativos, pois a correlagdo entre genétipo e fendtipo, para caracteres
fisiolégicos ligados ao crescimento € mais baixa que para caracteres morfologicos
como o crescimento do tronco e da copa (DIAS; KAGEYAMA, 1991).



78

5 CONCLUSOES

A espinheira-santa € uma espécie alégama.

A maior parte da variagao genética concentra-se dentro das populagdes.

A identidade genética entre as populacdes, com base no coeficiente de Nei
(1978), diminui a medida que aumenta a distancia geografica entre as mesmas.

A interferéncia humana, agregando méteriais genéticos de diversas
procedéncias para formacdo da populagdo antropogénica de espinheira-santa,
tornou-a geneticamente distinta das populagdes naturais examinadas.

As progénies apresentaram variagdo significativa com relacio a germinacao e
crescimento inicial, indicando a possibilidade de ganhos genéticos por meio de
selegao para estes caracteres.

As condigbes ambientais em Sao José dos Pinhais s&o mais favoraveis do
que em Ponta Grossa para o crescimento da espinheira-santa.

A correlagéo genética entre os dois locais foi elevada e, aparentemente, nao
ocorre interagdo genodtipo x ambiente em espinheira-santa, o que permite

estabelecer um programa de melhoramento para as duas regides, simultaneamente.
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APENDICE 1 - Origem dos lotes de sementes de espinheira-santa, ambiente,
numero de sementes/100 frutos; peso de 1000 sementes e nuimero
de sementes por lote (Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - nov.
1995 a mar. 1996)

continua

SEMENTES PESO 1000 TOTAL
MATRIZ ESTADO CULTIVO EM 100 SEMENTES SEMENTES

FRUTOS (9) AMOSTRA
001 RS S 171 29,8 1055
002 RS S 1563 29,1 587
003 RS S 161 231 613
004 RS S 163 31,3 396
005 RS S - 134 429
006 RS S 145 30,2 518
007 RS S - 133
008 RS S 136 26,6 941
009 RS S 144 23,7 1217
010 RS N 250 20,6 1005
011 RS N 239 168 1327
012 RS N 213 20,9 490
013 RS N - 64
014 RS N 305 22,3 396
015 RS N 267 233 400
016 RS N - 116
017 RS N - 79
018 PR S 136 36,4 720
020 RS N 182 201 205
021 PR N - 34,5 356
022 RS S 149 162
023 RS S 142 38,9 487
024 RS S 151 41,0 240
025 RS S 181 41,6 399
028 PR N 140 184
029 PR S - 137
030 SC S 171 32,5 280
031 SC S 204 26,4 248
032 SC N - 56
033 SC N 210 25,2 778
034 SC N 205 32,3 439
035 SC N - 20,7 1870
036 RS S 166 28,3 2827
037 PR S - 21,9 283
038 RS S 155 271 1538
039 RS S 185 234 387
040 RS S 154 42,8 695
041 RS S 154 21,9 2654
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APENDICE 1 - Origem dos lotes de sementes de espinheira-santa, ambiente,
namero de sementes/100 frutos; peso de 1000 sementes e numero
de sementes por lote (Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - nov.
1995 a mar. 1996)

continuagao

SEMENTES PESO 1000 TOTAL
MATRIZ ESTADO CULTIVO EM 100 SEMENTES SEMENTES

FRUTOS (9) AMOSTRA

042 PR S 241 34,3 401
043 PR N - 257 200
044 PR N - - 185
045 PR N 214 20,9 232
046 PR N 235 20,2 845
047 PR N 240 35,3 920
048 PR N - 29,6 2015
049 SC N - 254 383
050 SC N 121 -

051 SC N - - 122
052 SC N 180 . 203 593
053 SC S 248 22,9 896
054 PR N 158 39,6 236
055 PR N 179 314 367
056 PR N 186 273 435
057 PR N 186 31,9 313
058 PR N - 28,6 1218
059 SC N - - 152
060 SC N - - 63
061 SC N - - 118
062 SC N 144 - 174
063 SC N - - 82
064 SC N - - 82
065 SC N - - 114
066 SC N - - 108
067 SC N - - 57
068 SC N - - 41
069 SC N 212 - 185
070 SC N - - 42
071 SC N - - 124
072 SC N - - 117
073 SC N - - 122
074 SC N - - 150
075 SC N 133 18,3 239
076 SC N - - 7
077 SC N - - 24
078 SC N - - 120
079 SC N - - 81



APENDICE 1 - Origem dos lotes de sementes de espinheira-santa, ambiente,
naumero de sementes/100 frutos; peso de 1000 sementes e numero
de sementes por lote (Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - nov
1995 a mar 1996)

conclusao

SEMENTES PESO 1000 TOTAL
MATRIZ ESTADO CULTIVO EM 100 SEMENTES SEMENTES

FRUTOS Q) AMOSTRA
080 SC N - 133
081 sC N - 85
082 PR N - - 164
083 PR N - . 164
084 PR N 183 29,5 250
085 PR N 233 30,8 432
086 PR N 299 313 855
087 PR N 159 242 470
088 PR N 228 295 416
089 PR N ; - 70
090 PR N 193 261 290
091 PR N 205 22,9 602
092 PR N - - 109
093 PR N - - 26
094 PR N 152 - 178
095 PR N - - 156
096 PR N 239 316 268
097 PR N 189 283 528
098 PR ) - - 133
099 RS s 180 257 1784




APENDICE 2 - Imagens digitalizadas de zimogramas da enzima fosfoglucomutase (PGM) em espinheira-santa (Laboratério cc
Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

a) zimograma com duas regides de atividade

b) zimograma com duas regides de atividade e bandas secundarias



APENDICE 3 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) em espinheira-san
(Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

S

6PGDH-2 22 | 23 22/ 23/ 22 /| 22 /23 23 | | 22 2323 2323 23 / 22 23 22

NOTA: os numeros indicam a interpretag&o dos fenétipos



APENDICE 4 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima isocitrato desidrogenase (IDH) em espinheira-santa (Laboraté:io
de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR -1999)

ST

R T = "

22 22 22 | 22 22 22 22 22 22 23 22 23 22 22 13 22 22 22 22 22 22 22 22 23 22 22 22 22

NOTA: os nimeros indicam a interpretagdo dos fenétipos



APENDICE 5 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT) em espinhei: -
santa (Laboratério de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

GOT-1 22 / 22 242213 / [ | 22 22 | 22 34 /22 12 24 | 22 22 33 23 13 1222 / 12 23 33
GOT-2 22 /22 /12 [ 22/ [ 22 12 /] 22 22/ 22 22 /| | | 2222222222/ | 22 |/

NOTA: os numeros indicam a interpretagéo dos fenétipos nas respectivas regiées de atividade



APENDICE 6 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima fosfoglucose isomerase (PGl) em espinheira-santa (Laboratério
de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

yron

-

PGl-2 231223 / 25 2325/ 122315 1212 11 / 13 11 23121512 1211 13 12 22 23 12 22 11

NOTA: os numeros indicam a interpretagéo dos fenétipos na regido de atividade indicada



APENDICE 7 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima menadiona redutase (MnR) em espinheira-santa (Laboratério /¢
Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)

/ 34 33 / 33 [/ 23/ 2333/ 33/ [/ / 133413 / 33 / / 34 23 33 33 34 23 33 33

NOTA: os numeros indicam a interpretacéo dos fenétipos.



APENDICE 8 - Imagem digitalizada de zimograma da enzima malato desidrogenase (MDH) em espinheira-santa (Laboratério
de Genética, Embrapa Florestas, Colombo, PR - 1999)
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APENDICE 9 - Desenvolvimento de mudas de espinheira-santa na fase de viveiro
(Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1998)

continua
- MATRIZ" ESTADO MUNICIPIO NP45d NP11m AM(cm) DM (mm)
& ® RS Viaméao 26 37 9,1 1,8
RS Viamao 2 4 48 1,1
RS Viamao 2 5 6,4 1.4
RS Viamao 12 33 7,5 1,5
RS Viamao 0 0 0,0 0,0
RS Viamao 16 20 117 1,9
RS Viaméao 4 6 9,9 1,8
RS Viaméao 17 19 13,2 2.3
RS Viaméao 17 24 8,2 1,6
RS  Arroio do Conde 52 56 9,6 2.1
RS  Arroio do Conde 20 43 7.3 1,5
RS  Arroio do Conde 20 27 7.4 1,7
RS  Armoio do Conde 41 42 9,5 2.2
RS  Arroio do Conde 53 56 9,9 1,9
RS  Arroio do Conde 45 50 7.9 1,8
RS  Arroio do Conde 33 ~ - 33 9,7 1,9
RS  Arroio do Conde 22 24 9.1 1,9
PR  Guarapuava 10 17 6,6 1,6
RS  Sananduva 0 0 0,0 0,0
PR Piraquara 2 -] 44 1,1
RS Viaméao 18 17 11,9 2.5
RS Viamao 29 30 11,1 o
RS Viaméo 25 30 10,3 1.9
RS Viamao 26 28 10,0 21
PR Castro 5 7 8,5 1,9
PR  Castro 1 1 22 0,6
PR Lapa 13 22 10,0 2,3
PR Balsa Nova 2 3 55 1.4
SC  Campos Novos 28 28 10,3 2,0
SC Campos Novos 18 29 8,9 20
SC Campos Novos 9 9 10,2 2.1
SC Campos Novos 23 25 9,6 2.3
SC Campos Novos 24 33 9,1 2,0
SC Campos Novos 9 10 12,2 24
RS Viaméao 22 29 9,8 2,0
PR Bom Sucesso 9 4 24 0,7
RS Viamao 34 41 9,2 1,9
RS Viamao 12 13 11,9 24
RS Viamao 17 19 11,3 2.3
RS  Viamao 4 6 8,9 1,8
PR  Guarapuava 14 15 8,4 1,6
PR Laranjeiras do Sul 47 49 9,8 2.1

PR Laranjeiras do Sul 32 36 10,2 2,2
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APENDICE 9 - Desenvolvimento de mudas de espinheira-santa na fase de viveiro

(Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1998)

continuagao
- MATRIZ" ESTADO MUNICIPIO NP45d NP11m AM (cm) DM (mm)

-~ 45 . PR Laranjeiras do Sul T 23 7.1 1,8
46 PR Laranjeiras do Sul 8 20 6,1 1.4
47 PR Laranjeiras do Sul 1 1 22 0,7
PR Laranjeiras do Sul 6 7 12,6 2,3
SC  Campos Novos 23 26 9.1 2,0
SC Campos Novos 0 0 0,0 0,0
SC Campos Novos 23 31 8,7 1,8
SC Campos Novos 23 24 9,7 2,0
SC Campos Novos 30 34 9,7 232
PR Castro 0 0 0,0 0,0
PR  Campina Grande do Sul 10 13 7.8 1,8
PR  Campina Grande do Sul 5 6 74t 1.7
PR  Campina Grande do Sul 4 8 7.9 2,0
PR  Campina Grande do Sul 7 12 7.1 L 4
SC  Agua Doce 21 40 8,3 1,7
SC  AguaDoce 30 36 10,6 2,3
SC  AguaDoce 6 13 3,7 0,8
SC  Agua Doce 2 8 3,1 0,8
SC  Agua Doce 12 19 9,3 1,8
SC  Agua Doce 11 26 6,3 1,8
SC  Agua Doce 18 29 6,9 Tt
SC  Agua Doce 13 30 6.4 1,5
SC  Agua Doce 21 27 9,4 2,2
SC  Agua Doce 20 23 8,2 2,0
SC  Agua Doce 31 31 10,4 2,6
SC  Agua Doce 13 16 8,2 1,9
SC  AguaDoce 35 41 8,5 1,8
SC  Agua Doce 31 34 8,6 1.9
SC AguaDoce 19 32 8,0 1,8
SC Agua Doce 17 36 7.4 1,8
SC  Agua Doce 25 29 8,1 2,0
SC Agua Doce 49 49 9,2 21
SC  AguaDoce 9 18 6,2 1,4
SC  Agua Doce 28 33 7,3 1,9
SC  Agua Doce 16 21 6,9 2,0
PR  Araucaria 13 30 54 1,3
PR  Araucaria 20 36 7,2 1,6
PR  Araucaria 5 13 5.2 1,4
PR  Araucaria 16 31 6,1 1,6
PR  Araucéria 1 14 5.1 1,2
PR  Araucaria 4 19 6,7 1,5
PR  Araucaria 3 8 4.8 11
PR  Araucaria 21 40 71 1.5
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APENDICE 9 - Desenvolvimento de mudas de espinheira-santa na fase de viveiro
(Escola de Florestas, UFPR, Curitiba, PR - 1998)

conclusao

MATRIZ" ESTADO MUNICIPIO NP45d NP11m AM (cm) DM (mm)
90 - PR  Araucaria 15 30 52 1.5
91 PR  Araucaria 3 11 54 1,2
92 PR Araucaria 12 24 57 14
94 PR Araucéria 18 28 8,5 2,0
95 PR  Araucaria 0 3 2,6 0,6
96 PR  Arauciaria 12 20 6,8 1,6
~ PR Araucaria 5 25 5,8 1,5
PR  Araucaria 2 3 3,7 0,8
= RS Viamao 11 18 9.4 1,7
100 PR  Curitiba 5 9 Fit- 1,7
101 PR  Marrecas 23 37 7.9 1,6
102 PR  Marrecas 13 19 8,3 1,8
104 PR Marrecas 4 6 6,8 1,6
105 PR  Guarapuava 10 16 7,9 1,9

NOTAS: " Convengdes utilizadas:
~Matrizes incluidas sé no teste de progénie em Ponta Grossa
= Matrizes incluidas no teste de progénie em Ponta Grossa e em S3o José dos Pinhais

NP45d = nimero de plantas aos 45 dias; NP11m = numero de plantas aos 11 meses;

AM = altura média aos 11 meses; € DM = diametro médio aos 11 meses.



