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EXTRATO

RIBAS, Luciano Arruda, M.S., Universidade Federal \dicosa, novembro de
1999. Variabilidade isoenzimatica e sistema de cruzamentode
Parapiptadenia rigida em pomar de sementesOrientador: Acelino Couto
Alfenas. Conselheiros: Ingrid Peters Robinson, lAmt6nio dos Santos Dias
e Ismael Eleotério Pires.

Por meio da aplicacdo da técnica de eletroforesesaknzimas, foram
estudados o sistema de cruzamento e a variabiligadética presentes em um
pomar de sementes de angico-gurucBergpiptadenia rigida(Benth.) Brenan).
Trinta familias, com 20 individuos, foram amostsadi® pomar formado para
conservacao geneétiax situe producdo de sementes geneticamente superiores
(pomar de sementes — PS), tendo outra amostrasteartamanho sido obtida de
pequenos fragmentos dispostos ao longo da margasidira do lago da represa
de Itaipu (colecéo regional — CR). A partir da iptetacdo genética de quatro
locos polimorficos (Dia-1, Dia-3, 6Pgdh-2 e Sod-@ym total de 11 alelos,
estimou-se em 94,8 % a taxa de cruzamento no PShiv@ss de variacao
genética nas duas condicbes amostradas foram r@sjilcom 2,08 e 1,93 alelos
por loco polimorfico, 73,34 e 65% de locos polindws, valores de
heterozigosidade observada (Hle 0,2596 e 0,2599 e de heterozigosidade
esperada (k) de 0,2276 e 0,2150, para PS e CR, respectivamalén disto,
nado se encontrou diferenca entre as estimativaarndietadas pelo indice de
diversidade de Shannon-Weaver (0,4242 e 0,4265a pa6 e CR,
respectivamente), com base nas frequéncias fecedipide sete locos
polimorficos (Adh, Dia-1, Dia-3, Est-1, Est-3, SBd 6Pgdh-2). A dispersao dos
graos de polen em poliades faz com que a maiosafrdtos formados (64%)
possua sementes-irmads completas, 0 que esta ddrgaissociado a ocorréncia

de cruzamentos correlacionados na espécie. A f@ndg pomar de sementes
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foi potencialmente efetiva para conservagxosituda variabilidade genética
existente na espécie, na regido amostrada, e falodarecombinacdo génica

entre individuos ndo-aparentados.
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ABSTRACT

RIBAS, Luciano Arruda, M.S., Universidade Federal \dicosa, November of
1999. Allozyme variability and mating system ofParapiptadenia rigida in
seed orchard.Adviser: Acelino Couto Alfenas. Committee membédngrid
Peters Robinson, Luiz Antonio dos Santos Dias anthél Eleotério Pires.

The mating system of angico treeBafapiptadenia rigida(Benth.)
Brenan] in a seed orchard (SO) establishedefosituconservation is described.
Isozyme variability of seeds harvested in this ardhwas examined and
compared to seeds harvested from isolated angies tgrowing in forest
remnants (FR) at least 500 meters apart along theilBn side of the Itaipu
reservoir, in Parana State. Both the samples (RDF&) consisted of 20 seeds
from each of 30 families. The outcrossing rateha brchard population was
94.8%, based on four polymorphic loci (Dia-1, DiaéPgdh-2 and Sod-2). The
genetic variability observed in the SO and FR sasiplas comparable (2.07 and
1.93 mean numbers of alleles per locus; mean obddmeterozygosity equal to
0.260 in both samples; mean expected heterozygaditp.228 and 0.215,
resectively). Shannon-Weaver indices based on Bi#1, Dia-3, Est-1, Est-3,
Sod-2, and Pgdh-2 loci were also comparable (0.42400.4265 for SO and FR,
respectively). Pollen d®. rigidais packed into polyads and most fruits examined
contained full sib seeds as inferred from correlateating. We concludede that
the seed orchar is effectively contributing é® situ conservation of genetic
variabilily in P. rigida and allowing for recombination of genotypes presigu

isolated among small forest fragments.
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1. INTRODUCAO

A fragmentacdo de continuos florestais expde aslpofies a problemas
ecoldgicos e genéticos causados pela endogamieda ge variacao por deriva
genética. As reducBes na variabilidade genética pigmilacbes de espécies
arboreas podem causar a perda da capacidade rieyaodia resisténcia a
doencas e da plasticidade das populacbes em sdaapas mudancas
ambientais, tornando-as suscetiveis a extincao {iMBYD e STUART, 1994).

Logo ap6s a formacgdo dos fragmentos florestaisaiaria das espécies
permanece nos fragmentos por algum tempo. Conugl@roblemas causados
pelo desequilibrio do ecossistema atuam de modwadcer o predominio de
poucas ou de uma Unica espécie sobre as demais.ob&ante, pequenos
fragmentos florestais ainda possuem importanterviaésa a manutencdo da
biodiversidade, embora sejam influenciados pelatdm, pela forma e pelo grau
de isolamento entre eles, e deles em relacdo aegafireas remanescentes
(TURNER e CORLETT, 1996).

A conservacdo dos recursos genéticos pode seradalem condicfes
naturais em gque se encontram (conservatdadu), ou fora dela (conservacaa
situ). A conservacaan situ € a mais recomendada, por possuir vantagens
econdmicas, genéticas e ecologicas sobex aitu (ERIKSSON et al., 1993).
Véarias espécies dependem das acbes conservagoriastao em virtude da
continuidade da exploragdo dos recursos florestgisanto da falta de
conhecimentos sobre a classificacdo de areas ideals seu tamanho ideal para
preservacdo, o que possibilita manter as condiedeBgicas suficientes para
continuidade do processo evolutivo (ZUIDEMA et 2D96).

Sob o ponto de vista da conservacdo genéticaaedcride pomares de
sementes, compostos por individuos obtidos por wmagesn estratificada em
subpopulacdes, pode favorecer a recombinacdo gargticonseqiuentemente, a

recuperacao de alelos perdidos por algumas sulpmjmd, que, muitas vezes
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reduzidas a pequenos fragmentos, aumentam a plidadbi de extincdo de
alelos. Esta pratica, portanto, minimiza a erosfigatiacdo genética e favorece a
recombinacéo entre as subpopulacdes (ERIKSSON &oai3).

Estudos de variabilidade genética sdo desenvolvidwa conhecer o
nivel de variacdo genética dentro de populacdesspacies, bem como o modo
como ela se distribui dentro e entre populacdes MRKCK, 1983). Estas
questdes vém sendo abordadas com o auxilio decééchioquimicas, como a
analise de isoenzimas, por permitir a obtencdo stenativas da variacdo
geneética.

Isoenzimas sdo formas diferentes de uma mesma &ngime ocorrem
num mesmo organismo e com afinidade para um mesigtrato. Podem ser
controladas por um ou varios alelos situados nusmodoco, ou em diferentes
locos. As isoenzimas que representam a expressatiffiea de alelos situados
num mesmo loco sdo denominadas alozimas ou aloaszZlALFENAS et al.,
1991). Mesmo com o desenvolvimento de técnicas culaiees que oferecem
grande polimorfismo em nivel de DNA, a eletroforase isoenzimas ainda
oferece algumas vantagens na obtencéo das esasdivvariabilidade genética
e dos parametros que descrevem o sistema de cmizarffARKER et al.,
1998).

O sistema de cruzamento refere-se ao modo comarostgs se unem
em uma populacdo, na formacdo de sementes. Pggstanto, importancia
fundamental na probabilidade de fertilizacdo, nstrithuicdo dos genotipos
dentro de uma populacdo, na diferenciagcdo e nd divdluxo génico entre
populacdes e no potencial evolutivo das espécidd.(PPS e BROWN, 1977).
Além do sistema de cruzamento, os conhecimentbgttzgia floral, do modo de
dispersédo e do comportamento das sementes no sohpdem aspectos
importantes da biologia reprodutiva das espéciesds fundamentais para
compreender a estrutura genética de populacdes BYAMA e DIAS, 1982).
Assim, o modo de reproducdo e o sistema de cruZanwmacteristicos da

espécie de interesse determinam como a variabdiggaética se organiza no
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espaco e no tempo, sendo essas informagdes neémespara o0 estudo, o
monitoramento e a manutencdo da variabilidade gan&m programas de
conservacao.

Os modelos de cruzamentos foram desenvolvidos casoalas teorias
de genética de populacdo, e sao utilizados come paia a analise de dados
genéticos. O modelo que melhor corresponde a esldidda distribuicdo da
variacao genética em populacdes naturais de espg@tiéreas é o de cruzamento
misto, que considera tanto a ocorréncia de fecdwdaguzada (t) quanto a de
autofecundacao (s=1-t). Desta forma, os individpos compdem uma familia,
ou seja, sementes ou individuos obtidos de um megnibor materno, podem
ser meios-irmaos ou irmaos completos entre si,csaagropor¢des ditadas pelas
taxas de autofecundacéo (s), de fecundacéo crjaelda frequéncia alélica (p)
no polen da populacdo (BROWN e ALLARD, 1970).

A espécie Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Leguminosae -
Mimosoideae), vulgarmente conhecida como angicagaia, angico-vermelho,
angico-cedro, angico-do-banhado e outros, ocorreuh@los Estados de Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, sendo cam#iim Rio Grande do Sul.
Nos paises vizinhos ao sul do Brasil, ocorre nadrai, na Argentina € no
Uruguai (CARVALHO, 1994).

O angico-gurucaia € caracterizado como espéciendéda inicial,
agressiva, tolerante ao frio e indiferente as aiedi fisicas do solo. Possui
madeira considerada altamente valiosa, pela sw@bitidade, boa qualidade para
lenha e producdo de carvdo. Diante da grande demdedsua madeira e da
ocorréncia em regiao historicamente agricola, @a@spencontra-se ameacada de
extingio (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUIAR -
EMBRAPA, 1986).

A Companhia Hidrelétrica de Itaipu, para prevemiassoreamento do
lago formado pelo represamento do rio Parana entjae qualidade da agua,
vem realizando a recomposicdo de matas ciliaresagagens do lago, mediante o

plantio de mudas de espécies florestais nativasgiao. Visando a conservacao
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ex situde espécies arboreas tropicais, a producédo densssmde boa qualidade
para formac&do de mudas utilizadas nas matas cileeatender as necessidades de
sementes pelas comunidades vizinhas, formou-se, 1891, um pomar de
sementes por mudas, a partir de uma amostragemtifesida de sementes,
realizada ao longo da margem brasileira do lagitegieu (PETERS-ROBINSON

e ZELAZOWSKI, 1991).

Neste trabalho objetivaram-se: i) descrever @siatde cruzamento em
um pomar de sementes Eerigida; ii) quantificar e comparanariacdaenética
presente no pomar de sementes e na colecdo refoomalda por 30 familias
amostradas ao longo da margem brasileira do lagtag®u; e iii) avaliar a

eficiéncia do pomar de sementes quanto a estratigiamostragem que foi

utilizada para a conservacép situda espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta do material

As sementes utilizadas para as analises genéticas fcoletadas em
1997, em arvores de uma populacédo de ocorrénaimahdtolecéo regional) e,
também, de arvores compondo um pomar de semense&rvAres amostradas
estdo localizadas na regido oeste do Estado dm&a@amargem brasileira da
represa da usina hidrelétrica de Itaipu (Figura 1).

A regido compreende uma faixa que se estende p&t52km,
acompanhando o contorno do lago de Itaipu, desd&r&24 04" 44" de
latitude sul e 5418 02" de longitude) até Foz do Iguacu®(32" 45” de latitude
sul e 54 35" 07” de longitude). Segundo a classificacaddppen, o clima da
regido € Cfa, tipico de clima mesotérmico, subt@lpiimido, com verdes
quentes, sem estacdo seca, de inverno definidoadagepouco freqientes.
Apresenta precipitacdo média anual de 1.650 mnpoesgdo média anual de
1.000 mm e temperaturas média, maxima e minimaiamnga2l, 40 e L,
respectivamente. Como parte da zona da mata plsmmitopical nas margens do

rio Parana, em 1976 a regido se apresentava co@3028e remanescentes
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Municipios

1 - Mundo Novo

2 - Guaira

3 - Terra Roxa

4 - Mercedes

5 - Mal. Candido Rondon
6 - Pato Bragado

7 - Entre Rios D’Oeste

8 - Sao José da Palmeira
9 - Santa Helena

10 - Diamante D’Oeste

11 - Missal

12 - Itaipulandia

13 - Medianeira

14 - Sao Miguel do Iguagu
15 -  Terezinha de Itaipu
16 - Foz do Iguacu

Figura 1 - Mapa esquemaético do lago da represaaiaulBinacional, sendo
enumerados todos 0s municipios contidos na exteszrsague foram
amostradas as familias da colecao regional.
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florestais, 24,8% de capoeira e 50,3% de cultugagc@as (MAACK, 1968;
NETTO, 1984).

2.1.1. Colecéo regional e coleta de sementes

Com o objetivo de realizar uma amostragem repraseatde toda a
populacdo da espécie a margem brasileira do lagnafio pelo represamento de
200 km do rio Paranda, coletaram-se, separadamseneentes de 30 arvores-
matrizes, espacadas de, no minimo, 500 m entrosiongo de 2.915 km, as
arvores amostradas localizavam-se nos fragmentossthis remanescentes da
Floresta Estacional do Rio Parand e as margenssidadas que cortam as
propriedades rurais da regiao.

Em 1991, as mudas obtidas de sementes dessassanuorde arvores
localizadas préoximo a estas foram usadas para gqoompopomar de sementes

experimental da Itaipu Binacional.

2.1.2. Pomar de sementes e coleta de sementes

O pomar de sementes de Itaipu esta localizado figgRede Bela Vista,
em Foz do lguacu, o qual faz parte do sistemasirvas biologicas pertencentes
a Itaipu Binacional. Essa populacéo esta a 220 altiflede e visa a conservacéo
ex situde 15 esséncias florestais nativas, entre elagicagurucaia. O pomar
compreende seis blocos, cada qual medindo 80 ni®rm. Em cada bloco
existem trés plantas, representando a progénieada uma das 30 matrizes
originais, por espécie. As 90 arvores de cada esp@esentes em cada bloco,
estdo espacadas 8 m entre si e cercadas por r#argss de seis outras especies

dentro de parcelas hexagonais (Figura 2). Paraesepte trabalho, foram
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coletadas, em 1997, sementes de 30 arvores deoamgiuocaia presentes no
bloco 1 do pomar.

Em julho de 1998, realizou-se outra coleta no pon@rsementes.
Enquanto nas coletas anteriores era mantida, skgraemte, grande quantidade
de sementes colhidas de cada uma das 30 arvoras.epa seguida, obter uma
amostra para analise genética, na coleta de 198 fobtidos 36 frutos de nove
arvores do pomar (4 frutos/arvore), em posicoestagadas copas. Para impedir
que as sementes fossem liberadas pela deiscérgiiutios e se misturassem,
estes foram mantidos fechados individualmente, corauxilio de barbante.
Sabendo-se que a espécie estudada produz pokadesssa coleta pretendeu-se
obter material para realizar estudos sobre a infiaédas poliades no sistema de

cruzamento da espécie.

s . 80m

? pm. Ibr ipr ang
%
(0]
e
act gua Ipb amd act

| ipr ang pm lbr ipr ang
2m

‘ Ipd amd act gua Ipd amd

_2m

As abreviaturas representam 0s nomes comuns paegasmtes espécies: pm = pau-marfim, Ibr = louro-
branco, ipr = ipé-roxo, act = acoita-cavalo, guguapuruvu, Ipb = louro-pardo, amd = amendoim e=ang
angico-gurucaia.

Figura 2 - Disposicéao (linhas e colunas) das panb pomar de sementes de um
dos blocos e disposicao hexagonal de outras esp&ti¢orno de uma
planta de angico-gurucaia.
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2.2. Preparo do material para analise de isoenzimas

Tanto as sementes coletadas das 60 arvores em(399% pomar de
sementes e 30 na colecdo regional) quanto aquetafrutos das nove arvores
coletadas em 1998 foram preparadas para andliseel&zimas, na Universidade
Federal de Vigosa, vigcosa-MG.

Das sementes coletadas em 1997, utilizaram-se grdpo75 a 125
sementes por arvore-matriz. As sementes foram aonddas para germinacao
sobre papel germitest, umedecido com agua deiamizhmhtro de caixas gerbox,
em geminador mantido a 25, com 100% de umidade relativa e sob luz
continua. Foram feitas contagens das sementesrgetas a cada 24 horas, como
também a selecéo para analise de isoenzimas.

Para essa analise, selecionaram-se as 20 semargegegminaram
primeiro, por grupo de sementes de cada arvoreézm@btiveram-se, portanto,
30 familias com 20 individuos, para a colecdo majice para o pomar de
sementes. O termo familia refere-se a sementedasbpior polinizacao livre,
coletadas em uma Unica arvore, podendo incluir sriemdos e irmaos
completos, conforme a origem do polen.

J& as sementes coletadas em 1998 foram mantid@e den frutos até o
momento de serem colocadas para germinar, nas mesomalicoes citadas
anteriormente. No entanto, as sementes de cadafémam dispostas dentro do
mesmo gerbox, visando manter o controle por fryporeregido da copa de cada

uma das nove arvores amostradas no pomar.

2.3. Procedimentos eletroforéticos
As andlises eletroforéticas foram realizadas nootatbrio de Patologia

Florestal e Marcadores Moleculares/BIOAGRO da Umivkade Federal de

Vicosa.
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O sistema-tampao gel/eletrodo utilizado correspammle? 9, conforme
citacdo em ALFENAS e BRUNE (1998), tendo os sistenazimaticos
utilizados sido escolhidos, inicialmente, com bage resultados de RIBAS et al.
(1997). Aléem das enzimas selecionadas pelos autdesgnvolveram-se novos
testes com o material em estudo. Foram selecionaslaseguintes enzimas:
diaforase (DIA, EC 1.8.1.4), esterase (EST, EC 131}, 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH, EC 1.1.1.49), superoxidoutese (SOD, EC 1.15.1.1)
e alcool desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1), por amtasem locos polimérficos,
bem ativos e de boa resolucéo.

Nessa etapa, foram consideradas germinadas as tesmeue
apresentavam a radicula exposta. As sementes g@elasineram envolvidas,
individualmente, em papel aluminio, identificadasingersas em nitrogénio
liquido, antes de serem armazenadas em freezBtCan@gativos.

As proteinas foram extraidas do eixo embrionaranesndosperma de
sementes germinadas individualizadas, medianteragio com o auxilio de
almofariz e pistilo de porcelana, contendo 3p@la solucdo-tampao extratora
namero 1 de ALFENAS et al. (1991).

Para preparo dos géis, aplicacdo das amostrasdacarletroforética,
corte dos géis em fatias, revelacdo das enzimeagsem e armazenamento dos
geéis, utilizaram-se as recomendacdes descritas IFRENRAS et al. (1991). As
fatias de gel, coradas e fixadas, foram fotodoctats e digitalizadas, segundo
os procedimentos descritos em ALFENAS e BRUNE ().998

2.4. Analise dos dados

2.4.1. Interpretacao dos zimogramas

Para interpretacdo dos zimogramas, esquematizaane® papel

milimetrado, as zonas de atividade e suas respsctiandas eletroforéticas,
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detalhando-se as distancias de migracao, a laeganatensidade das bandas. As
regides de atividade foram numeradas em ordem simaree de mobilidade, em
relacdo a origem, de modo que a regido com as baldoforéticas de maior
mobilidade para o sistema isoenzimatico foi idesada como regido 1 (ex:
Sod-1).

Na descricdo do polimorfismo observado nos locaensimaticos,
utilizaram-se letras minusculas para designar sesgfo dos diferentes alelos no
mesmo loco. Portanto, identificou-se com® alelo de maior mobilidade em
cada loco, e assim sucessivamente, até o alelosmedeel em relacéo a origem.
Para esses sistemas enzimaticos interpretadosicgenente, a descricdo do
polimorfismo resultou na genotipagem dos individoas familias amostradas.

Os padrées de bandas revelados de sistemas epsnatiao-
interpretados geneticamente foram esquematizadopagel milimetrado, e os
diferentes fenotipos encontrados foram codificagasa ordenar a leitura dos
géis. A leitura foi realizada diretamente nos gaiginais e, ou, a partir do

material fotodocumentado.

2.4.2 Medidas de variabilidade genética

Para estimar a variabilidade genética com basdregi&éncias génicas
dentro da colecao regional e do pomar, utilizarano-s:tmero médio de alelos
por loco polimorfico (A), a propor¢cdo de locos padirficos (P), as
hetorozigosidades observaday)l¢ esperada e, com base nas frequéncias
fenotipicas, o indice de diversidade (H’) de SHAN\N®OWEAVER (1964).

As estimativas do indice de diversidade de ShaWdeaver foram
obtidas mediante o uso do programa JACKKDIV (der@atdo professor Paulo
de Marco, DBG / UFV), que permite estimar o indicas suas variancias, pelo
uso da técnica de reamostragem numérica Jackknife.

Segundo SHANNON e WEAVER (1964), a fungéo é deéimar:
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em que
n = numero de classes fenotipicas;
P, = frequéncia fenotipica na classe i; e
log = logaritmo com base 2.

Obtiveram-se as estimativas do indice e, dadaraagtsagem dentro de
locos, as variancias para os locos Adh, Dia-1,3®i&st-1, Est-3, Pgd-2 e Sod-2,
para a colecéo regional e a do pomar. Com o awdliprograméstatistica for
Windows- STAT (1995), foram obtidos os limites do intervale confianca (a
5% de probabilidade) para cada loco, o que refldtiatamente na igualdade
entre as estimativas obtidas para o mesmo locaolegdo regional e na do
pomar de sementes.

Para se obterem as outras medidas de variabil{dfiedgiéncias alélicas,
namero meédio de alelos por loco polimérfico (A),rgentagem de locos
polimérficos (P), heterozigosidade observadg) (&1 heterozigosidade esperada
(He) nas populacdes), utilizou-se o programa BIOSY&WOFFORD e
SELANDER, 1989). As estimativas foram obtidas peada familia, com base
nos locos interpretados geneticamente (no caso2Sbua-1, Dia-3 e Pgdh-2,
perfazendo um total de 11 alelos). Para a coleegmmal e para o pomar de
sementes, as estimativas foram obtidas a partimddia das 30 familias,
respectivamente.

A porcentagem de locos polimorficos (P), considéoaloco polimorfico
aguele que possui seu alelo mais comum a uma fie@iéle até 95%, foi
estimada pela funcdo do numero de locos polim&fiem relacdo ao niumero
total de locos analisados.

Estimou-se o0 numero médio de alelos por loco pafice (A), em
funcdo do somatério do numero de alelos nos lootimrficos em relacdo ao

namero de locos polimorficos.
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A heterozigosidade observada,(ledm um loco particular foi obtida pela
expressdo (BROWN e WEIR, 1983):

A

Ho =1- 2R

em que R é a frequéncia observada de homozigotos, pagsionie alelo no loco
em questao.

A heterozigosidade esperada)Ho mesmo loco em particular foi obtida
por (NEI, 1978):

l:le =1‘Zpi2

em que pé a frequéncia esperada do i-ésimo alelo no Inabsado.

As estimativas de He H foram obtidas por familia como a média dos
valores obtidos para os quatro locos analisadoa. dtdencao destas medidas em
nivel de populacdo, calcularam-se as médias ar piat estimativas das 30

familias da colecéo regional e do pomar de sememtgsectivamente.

2.4.3. Sistema de cruzamento

Para obter o sistema de cruzamento com base rigfrdas génicas
obtidas da andlise isoenzimatica, utilizou-se ograma MLTR - Multilocus
Mating System PrografRITLAND, 1994).

As estimativas foram obtidas pela interpretacdoétiem dos locos
isoenzimaticos: Sod-2, Dia-1, Dia-3 e Pgdh-2, @80 familias amostradas do
pomar de sementes e, posteriormente, para as amikak representadas pelos
frutos colhidos em 1998. Estimaram-se 0s segupdagametros:

1 - taxa de fecundacédo cruzada, com base em loghplos, estimada

em nivel de populacaaojt
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2 - taxa de fecundacao cruzada para cada locaduodivmente, obtendo-
se a média das estimativas para a populagéo (t

3 - coeficiente de endogamia de Wright, com baselowos individuais
(F);

4 - correlacdo entre pares de sementes quantazancento ¢J; e

5 - correlacdo entre gréos de poélen dos paresmenses de fecundacao
cruzada (J), correspondente a probabilidade de duas fantbimsidas ao acaso
serem irmas completas.

Além das estimativas dos parametros, o programééen calcula as
frequéncias alélicas no conjunto de pdlen (p) e daslos e determina 0s
genaotipos maternos.

A rotina do programa, desenvolvida para estimarpasametros do
sistema de acasalamento, foi descrita em RITLANDAEN (1981), e outros
detalhes sobre a estimativa dos genotipos matermies frequéncia génica no
conjunto de polen podem ser encontrados em BROWNLARD (1970) e em
RITLAND (1983), respectivamente.

Todas as estimacbes desenvolveram-se com base req8érfcias
genotipicas obtidas das familias analisadas. Arpdettas frequiéncias, podem
ser obtidos 0s genotipos das arvores-matrizes (ipestparentais maternais), o
grupo de polen (p), a taxa de cruzamento (t) eeaigente de endogamia de
Wright (F). Todos estes parametros foram utilizagosultaneamente, durante a
rotina de estimacdo, por meio da solucdo de eqmaci@e probabilidade,
envolvendo o método de maxima verossimilhanca. Awvewméncia das
estimativas de maxima verossimilhanca dos paramduo®istema de cruzamento
desenvolve-se comparativamente ao modelo de crugamasto, utilizando o
método de maximizacdo da esperanca (ME), como iauplara limitar as
estimativas ao intervalo de 0 a 1. A descricdo dmgsso de estimacédo de
maxima verossimilhnanca das estimativas dos paré@metto sistema de
acasalamento, bem como o meétodo auxiliar, é apeeerpor RITLAND e
EL-KASSABY (1985).
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As variancias das estimativas dos parametros fotgidas, gerando 100
repeticdes, pelo método “bootstrap” (WEIR, 199@),que as familias dentro das
populacdes foram unidades de reamostragem.

Os parametros de sistema de cruzamentos corredaasn(y e ) Sao
estimadores das frequéncias de autofecundacaauedfgio cruzada dentro de
familias, considerando a origem dos gametas. O doéfara obter essas
estimativas, conhecido como “modelo de pares dgémies” progeny-pair
mode), baseia-se em repetidas amostragens de paresramtes das familias
dentro de populacédo, seguidas pela comparacdo estigenodtipos das duas
sementes amostradas (RITLAND, 1989). Desta formmcada repeticdo, pode-
se inferir a origem do pélen para aquele par dedtgmrs, podendo ser ambas
formadas por autofecundacéo, uma por autofecundagéidra por fecundacéo
cruzada, ou ambas por fecundacdo cruzada, devendessaltar que, neste
altimo, os graos de polen podem ter sido originatkbgapenas uma unica arvore
ou de diferentes arvores.

Segundo RITLAND e JAIN (1981), o modelo de cruzamemisto
apresenta as seguintes suposic¢oes:

1. Todos os gendtipos maternos cruzam numa mesmadagatir de um
conjunto de polen geneticamente homogéneo solwpdgtéo.

2. Os alelos de diferentes locos segregam independente.

3. A segregacdao dos alelos em plantas maternas hgas é estritamente
mendeliana em uma razéo de 1:1, tanto para prodleggfdlen como de évulo.

4. Os marcadores isoenzimaticos ndo sdo afetadosefggas e mutacéo
entre o tempo de cruzamento e a amostragem ddsagami

Alguns testes foram aplicados para verificar endeaa dos possiveis
desvios dos dados obtidos do pomar de sementeglagdo as pressuposicoes
do modelo de cruzamento.

O teste qui-quadrado foi essencial nessa etapdo tsido aplicado em
todas as situacdes. Para ambas as condi¢des deaeos aplicou-se o teste de

qui-quadrado para verificar a existéncia de desdosequilibrio de Hardy-
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Weinberg, considerando o niumero observado e espeladl alelos e quatro
locos.

Para verificar a homogeneidade na distribuicdogilass de poélen sobre
a populacdo, como também a associacdo entre os lmcalisados, foram
utilizadas as metodologias descritas em O’'MALLEYakt(1988). No primeiro
caso, o teste de qui-quadrado foi aplicado pardicar a homogeneidade no
namero de sementes heterozigotas nas familias derear homozigotas
identificadas no pomar. Seu uso permite verifi@mnges homozigotas, para o
mesmo alelo, produzem quantidades comparaveis détiges heterozigotos,
com base na légica de que se a mde é homozigaeta &asdsementes heterozigotas
produzidas sdo resultantes de fecundacdo cruzaelsta Dorma, ao testar a
homogeneidade na distribuicdo de heterozigoto® exgrfamilias, estara sendo
verificado se as arvores-maes receberam propoigd@mparaveis de gréos de
polen.

A verificagcdo de associacbes entre locos foi radhzcom o uso de
tabelas de contingéncia para independéncia dosataps locos. Ao relacionar o
namero de amostras para todas as possiveis corfbmde gendtipos entre pares
de locos, verifica-se que o teste de qui-quadraplecaalo em tabelas de
contingéncia indica desajustes quanto as distidlesicdas frequéncias nas
colunas e linhas das tabelas. A existéncia de géwiana distribuicdo das
amostras é considerada como tendéncia, em virtadessbciacdo entre genes de

diferentes locos.
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2.4.4. Teste de paternidade multipla

A existéncia de poliades na espécie estudada condap
desenvolvimento de um estudo rapido, para compezandlhor a sua influéncia
no processo de distribuicdo dos gametas duranmgzarmento entre plantas.

Utilizando a metodologia aplicada por MUONA et €1991), para a
Acacia melanoxylorR. Br., desenvolveram-se testes que permitirantiaava
possibilidade de mais de uma poliade poder fecuadaresma flor. Os testes
baseiam-se no grau de parentesco entre as serderdada fruto, podendo variar
de irmé&s completas (uma uUnica poliade) a meiassirma

Mediante o uso dos genétipos resultantes da imtEqio dos locos
Sod-2, Dia-1, Dia-3 e 6Pgdh-2 para as sementedrdts colhidos das nove
arvores do pomar, em 1998, e dos genotipos matasionados pelo MLTR,
foram obtidos os alelos multilocos trazidos peldog de polen que participaram
da fertilizacdo e formacdo de cada semente. Emidsegutilizaram-se trés
critérios para detectar a paternidade multipla pada fruto:

1 - Presenca de mais de dois tipos de alelos nmrdonde gréos de
polen de um unico fruto.

2 - Teste de segregacao multilocos, aplicado sarmaria os frutos que
receberam contribuicdo paternal de dois tiposrdagide alelos, para mais de um
loco. Os frutos foram testados para verificar a@@vcia de segregacédo dos alelos
nos diferentes locos, comparando as frequénciastipezas encontradas com as
esperadas em condicdo de segregacdo multilocopeindente. O resultado de
ocorréncia de paternidade multipla baseia-se n#ildigdo uniforme dos
gametas nas classes genotipicas, segundo a dgginkdos alelos existentes nos
gametas masculinos e femininos. A hipotese dermdsete multipla foi testada a
1%.

3 - Presenca de mais de oito copias do mesmo@eaiam aos gréos de

polen, em um loco. Este método baseia-se na pr@rdssque, se existe uma
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Unica poliade por estigma, ndo pode existir maiguaoito copias de um mesmo
alelo de uma fonte de polen heterozigota.

Utilizando o mesmo material, verificou-se a ococién de
autofecundacdo na formacdo de cada fruto. Estedeestai baseado na
comparacao entre os alelos do genoétipo multilocatemo e os alelos do mais
provavel genotipo multilocos paterno em cada frdeyendo-se ressaltar que, se
existisse algum alelo compondo o gendtipo pateusor@io existisse no genotipo
materno, tratava-se de um caso ndo-ambiguo de dacéia cruzada, com
envolvimento de pelo menos uma poliade.

Os genotipos multilocos maternais foram estimadds PILTR, em que
as familias eram compostas por sementes de todostas da mesma planta. Ja
na estimacdo dos mais provaveis genotipos patebaseou-se em familias
compostas por sementes de um mesmo fruto, e némaenesma arvore, como
anteriormente citado. Na comparacao, excluiramssal@os que possivelmente
foram introduzidos pelo conjunto de pdlen, e assunessivamente, para 0S
quatro locos dentro de cada fruto, estimando-se ats mrovavel genotipo

paterno.
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3. RESULTADOS

3.1. Descricao dos zimogramas

Dos cinco sistemas enzimaticos selecionadoszardm-se sete locos
polimorficos, com boa atividade e resolucdo e coadrfles de bandas
interpretaveis (Figuras 3, 4, 5,6 e 7).

Detectaram-se trés zonas de atividade de superdigchutase (SOD), e
inferiu-se que cada uma € controlada por um loagu(g 3). As zonas de maior
(Sod-1) e menor (Sod-3) mobilidade apresentaram dtivedade e resolucéo,
sendo a primeira monomorfica e a segunda aparenterpelimérfica. Todavia,
dada a baixa resolucédo deste ultimo para a malagdamilias, ele n&do foi usado
nas interpretacées genotipicas.

O loco Sod-2, com trés alelos, permitiu a distingé cinco genotipos. O
genaotipo_ccnao foi detectado em quaisquer das familias. @&dpadas bandas
correspondente ao genatipo i#istra a estrutura dimérica da enzima, conforme
citado por ALFENAS et al. (1991, 1998). No entamios padrdes genotipicos ac
e bc ndo se visualizou a banda heterodimérica, possergk por causa da
formacdo de heterodimeros sem atividade enziméjeadtipo_afr ou da nao-

formacdo de heterodimeros pelos polipeptideosteedas do alelo ¢gendtipo
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Genotipos
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Figura 3 - Padrdo isoenzimatico de superéxido dismutase emantss de
Parapiptadenia rigidae representacdo esquematica dos possiveis

fendtipos para este sistema, com interpretacdo genotipica [mra
polimdrfico Sod-2.
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bc). Na colecéo regional, predominou o genotipoebbdo foram detectados os
genotipos a& acnas amostras analisadas.

A enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDHbi@xduas zonas
de atividade, sendo a de maior mobilidade monow®rfenquanto a menos
movel (6-Pgdh-2) apresentou quatro alelos (Figuja Para esse loco,
distinguiram-se nove genétipos na colecdo regienapenas oito no pomar de
sementes, em razdo da auséncia do gendtippnmaduas familias. O fenaotipo
correspondente ao padrdo homozigoto para o alef@al foi detectado em
nenhuma amostra.

Os geéis corados para diaforase (DIA) mostrarasiZohas de atividade
enzimatica, tendo Dia-1 e Dia-3 se apresentado cpalionorficos e o loco
intermediario, como monomorfico (Figura 5). Ambos locos polimérficos
apresentaram padrdo de bandas caracteristico dmaenzonomérica. O loco
Dia-3 apresentou-se com atividade e resolucéovieistéo que impossibilitou sua
interpretacdo para algumas familias. O genotipodaaDia-1, predominou na
maioria das amostras. Em algumas familias encostouma banda adicional
mais anddica, considerada artefato, observada mmmiandas amostras com maior
espessura, baixa resolucéo e menor atividade qienaais bandas desse loco.

A alcool desidrogenase (ADH) apresentou uma Urice de atividade,
mas altamente polimorfica (Figura 6). Muito ativa mespécie, a enzima
apresentou diferentes padroes de bandas nédo-gttereis geneticamente, mas
que possibilitaram distinguir 12 fenotipos, sendds cddestes correspondentes a
padrdes de genes em homozigose (fenotipos 1 ©%Xendtipos 10 e 11 foram
detectados apenas na colecéo regional.

Encontraram-se quatro zonas de atividade paraasst€dEST), sendo
uma delas com migracéo catodica (Figura 7). As doasas anddicas de maior
migracdo foram consideradas como locos distintes,entanto, a de menor

mobilidade (regido 2) apresentou-se muito instévabm resolucdo muito baixa.
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Locos
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Figura 4 - Padréao isoenzimatico de 6-fosfoglucom@sidrogenase em sementes
de Parapiptadenia rigidae representacdo esquematica dos possiveis
fendtipos para este sistema, com interpretacaotigere para o loco
polimorfico 6Pgdh-2.
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Figura 5 - Padrdo isoenzimatico de diaforase emestn deParapiptadenia
rigida, com interpretacdo genotipica para os locos pofiou® Dia-1
e Dia-3 e representacdo esquematica dos genotifsrprietados para
os locos polimérficos Dia-1 e Dia-3.
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Figura 6 - Fendtipos isoenzimaticos de alcool degehase em sementes de
Parapiptadenia rigida
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Figura 7 - Fenotipos isoenzimaticos de esterassesnentes dlarapiptadenia
rigida.
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A terceira regido anodica, e de menor mobilidadastrou atividade associada a
regido catodica, tendo sido analisadas como unta @iegiao.

A regido de maior mobilidade (Est-1) apresentous tq@adroes
polimorficos. Para o padrédo 1, voltou-se a atepg&a uma banda mais ativa em
regido mais superior do loco, o que permitiu ardifeiacdo deste padrdo com o
segundo. O padrédo 3 diferenciou-se claramente,cposa de uma banda de
atividade estavel, localizada na base da regiao.

Analisando as regifes anodica e catodica maisrpa&xda origem e que
apresentaram atividade associada como uma unic@ordg atividade (Est-3),
distinguiram-se 12 padrbes de bandas, sendo quates correspondentes a
padroes de alelos em homozigose. Todos os difsreptdroes foram
encontrados na colecéo regional e no pomar de sesnek interpretacdo desta
regido foi dificultada pela instabilidade na disi@nde migracédo e da atividade
das bandas e pela proximidade entre as mesmasstBproptou-se por nao
prosseguir com uma interpretacédo genotipica pdearegido de atividade, nos

zimogramas desta enzima.

3.2. Variabilidade genética

3.2.1. Frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas de todafaraflias da colecéo
regional e do pomar (Quadros 1 e 2) demonstranesepca dos mesmos alelos
para os quatro locos avaliados. Analogamente eagi®ncias dos alelos de cada
loco foram semelhantes entre a cole¢éo regionapentar, com predominio do
alelo bno loco Sod-2, do alelo @os locos Dia-1 e Dia-3 e do alelmo loco
Pgdh-2. O loco Dia-3 foi 0 que apresentou as freg@sé menos divergentes. Os

alelos _ae b de Sod-2 foram, respectivamente, o mais raro )38 o mais
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frequente (97,83%) na colecao regional, enquantpomear o0 mais frequente foi
o0 alelo_ado loco Dia-1 (90,75%) e o mais raro, o0 alettecSod-2 (4,67%).

Os locos Sod-2 e Dia-3 apresentaram reducédo gééneia dos alelos
mais comuns no pomar. Por outro lado, no loco Pydiservou-se um pequeno
aumento na frequiéncia do alelo ¢

No pomar de sementes observaram-se as classdfpgasoase acpara
o loco Sod-2, enquanto ndo se observou o gendtipara este loco em nenhuma
das amostras (Quadro 2). Nesse loco, percebe-sa tpredéncia a fixacdo do
alelo bna colecé&o regional foi amenizada pelo processea®mbinacdo génica,
estimulada no pomar. Diferentemente, em Pgdh-2 wotge ad ndo foi
observado no pomar e a freqiéncia aumentou paem@igo_cc Também em
Dia-1, percebeu-se pequeno aumento nas frequétusagenotipos homozigotos,
em consequéncia da reducdo de heterozigotos. Octmoomaior proporcéo de

genatipos heterozigotos foi o Dia-3 e 0 com mammdzigotos foi o Sod-2.

Quadro 1 - Frequéncias médias dos 11 alelos diideswna colecéo regional e
no pomar de sementes Barapiptadenia rigida

Locos Alelos Colecédo Regional Pomar de Sementes iaMéd

Sod-2 1 0,0033 0,0492 0,0263
2 0,9783 0,9040 0,9411
3 0,0183 0,0467 0,0325
N 599 600 1199

Dia-1 1 0,9071 0,9075 0,9073
2 0,0928 0,0925 0,0926
N 598 600 1198

Dia-3 1 0,6217 0,6881 0,6572
2 0,3783 0,3118 0,3427
N 506 582 1088

6Pgdh-2 1 0,0817 0,0651 0,0734
2 0,0842 0,0526 0,0422
3 0,8125 0,8548 0,8336
4 0,0217 0,0242 0,0229
N 600 597 1197
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Quadro 2 - Frequéncias genotipicas observadaslegdocoregional e no pomar

de sementes paRarapiptadenia rigida

Populacao Genotipos Locos
Sod-2 Dia-1 Dia-3 Pgdh-2

Natural aa -- 0,8200 0,3900 0,0050
ab 0,0067 0,1684 0,4117 0,0150
bb 0,9567 0,0084 0,0417 0,0134
ac -- 0,1350
cc - 0,6634
bc 0,0367 0,1250
cd 0,0384
ad 0,0034
bd 0,0017
dd -
o 0,0034 0,1567

Pomar aa 0,0067 0,8367 0,4350 0,0169
ab 0,0750 0,1417 0,4650 0,0034
bb 0,8234 0,0217 0,0700 0,0017
ac 0,0100 0,1035
cc - 0,7334
bc 0,0834 0,0935
cd 0,0434
ad -
bd 0,0050
dd -
o 0,0017 0,0300 0,0034

*  Freqléncias de geno6tipos ndo-interpretaveis.

3.2.2. Estimativas dos parametros de variabilidadgenética

As médias de numero de alelos por locos polimgsfia porcentagem de

locos polimérficos e as heterozigosidades obsereadaperada para o pomar

apresentaram uma peguena vantagem em relacdocacoégional (Quadro 3).

No entanto, as diferencas entre as estimativaslazbfpara os parametros, nas

duas populacdes, ndo foram significativas pel@testa 5% de probabilidade.

Para numero de alelos, as médias variaram de 2,3 (éamilias 28 e 11,

respectivamente) e a estimativa obtida para o péonde 2,0833 alelos. Ja na
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Quadro 3 - Variabilidade genética medida pelo nonmeédio de alelos por loco
polimorfico (A), porcentagem de locos polimorficofP) e
heterozigosidades médias observadg) (& esperada @ obtidas
para as duas populacdes experimentaRadtapiptadenia rigida

Parametros
Populacoes A - X X
pulag A @ P ® H, He
Natural 1,9300 65,0000 0,2599 0,2150
(0,2830) (21,3751) (0,1376) (0,0960)
Pomar 2,0833 73,3334 0,2596 0,2276
(0,3291) (20,6920) (0,1064) (0,0830)

1 - Valores entre parenteses correspondem aosodgsatiroes
2 - Um loco é considerado polimorfico se a freqigédo alelo mais comum néo exceder 0,95.

colecéo regional, o niumero de alelos foi de 183 a estimativa mais alta sido
de 2,3 (familias 2, 7, 9, 10, 22 e 29), enquamuas baixa se manteve com 1,3
alelo (familia 14).

As familias 21 e 28 do pomar mostraram-se monaoa&fpara trés dos
quatro locos avaliados, enquanto para a colecaon@doram observadas quatro
(14, 16, 23, 25). Sete familias no pomar e trésab@cao regional apresentaram
100% dos locos polimorficos.

O loco Sod-2 apresentou o maior numero de famil@somorficas, com
oito familias no pomar e 20 familias na colecé&ooreg, todas para o genotipo
bb. Para o loco Pgdh-2, encontraram-se quatro e damdias monomorficas
para 0 genotipo _caespectivamente, para ambas as populacdes. ODieed
apresentou apenas um caso de familia monomoérficaorecdo regional e
nenhum no pomar. No entanto, para o loco Dia-1 oimgp, foi amostrado o
dobro de familias monomorficas para o genoétipceaarelacéo as cinco familias
da colecao regional.

Quanto a proporcdo de heterozigotos observadi@snidia 28 do pomar
apresentou apenas 9% de genotipos heterozigotegjamio a familia 11

apresentou 46%. Na colecédo regional, o minimo ®i28l (familia 16) e o
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maximo de 54% (familia 2). Como média de genotipeterozigotos, estimaram-
se 25,96% para o pomar de sementes e 25,99% palecdo regional.

O pomar de sementes apresentou 22,76% de hetssimEade média
esperada e a colecéo regional apresentou 21,50%s mBedias foram obtidas de
valores entre 0,07 e 0,37 e entre 0,02 e 0,42, pgramar e para a colecao

regional, respectivamente.

3.2.3. Variabilidade pelo indice de diversidade d8hannon-Weaver (H’)

As estimativas médias de H’, obtidas para os |dedis, Est-3, Dia-1,
Dia-3 e 6Pgdh-2, ndo apresentaram diferencas sigtivas entre as populacdes
(Figura 7). O loco Sod-2 apresentou estimativa engdaior para 0 pomatr,
enquanto o loco Est-1 teve a média da colecdonmafyaior que a do pomar de
sementes.

O H’ normalizado de 0,4265 para a colecdo regi@gna média das
estimativas dos locos, as quais variaram de 0,880& Est-3) a 0,0891 (Sod-2).
A média no pomar de 0,4242 foi obtida de estimatiyae variaram de 0,5958 a

0,2817, para os mesmos locos (Quadro 4).
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Quadro 4 - Estimativas de H’ por loco isoenzin@tgara a colecao regional e
para o pomar de sementesRigapiptadenia rigida

Locos Colecédo Regional Pomar de Sementes

H’ H* VH'® H’ H* VH'®
Adh 1,8844 0,5257 0,3997 1,7391 0,5235 0,2729
Est-1 0,8557 0,5399 0,1237 0,5505 0,3474 0,0954
Est-3 2,1123 0,5892 0,1532 2,1359 0,5958 0,1354
Dia-1 0,5062 0,3194 0,1340 0,5159 0,3255 0,2087
Dia-3 0,8693 0,5483 0,0893 0,9078 0,5728 0,0509
6Pgdh-2 1,1847 0,3737 0,5199 0,9672 0,3224 0,4237
Sod-2 0,2069 0,0891 0,1243 0,654 0,2817 0,4491

Média 1,0885 0,4265 1,0672 0,4242

a Estimativas de H’ ajustadas para o intervatceehe 1.
b Variancia da estimativa obtida pela técnicaatddife, tendo loco como unidade de reamostragem.

2,8

2,4

2,0

1,6

1,2

0,8

Diversidade Genética (H’)

0,4

0,0

* Pomar de sementes.

Adh

Adh*

Est-3

Est-1*

Est-3*

Dia-1
Dia-1*

Dia-3

Locos Analisados

6Pgdh Sod-2
Dia-3*

6Pgdh*

Sod-2*

Figura 7 - Estimativas ndo-ajustadas de H’ por isoenzimético, para o pomar
de sementes e para a colegao region&datapiptadenia rigidasendo
apresentados os limites de confianga para cadastsia.
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3.3. Sistema de cruzamento

3.3.1. Testes das pressuposi¢cdes do modelo de cnigato misto

A existéncia de associacao entre os locos foi adalipelo teste qui-
guadrado, em tabelas de contingéncia, segundo OIALet al. (1988). Os
resultados demonstraram a associacao entre os ees e Dia-3, a 1% de
probabilidade (Quadro 5). Os menores valores dbgtibdade que indicaram
locos nédo-ligados foram 30,32% para Dia-3 e 6Pg&h33% para Pgdh-2 e
Dia-1.

Quadro 5 - Resultados do teste qui-quadragfd &plicado em tabelas de
contingéncia, para analise da independéncia dass lGce 3 da
diaforase (Dia-1 e Dia-3), do loco 2 da superOxdismutase
(Sod-2) e do loco 2 da 6-fosfogluconato desidroger(@Pgdh-2)
emParapiptadenia rigida

Locos Comparados x> Calculado Grau de Liberdade Probabilidade (%)
Dia-1 x Sod-2 2,43 4 65,64
Dia-3 x Sod-2 0,95 4 91,73
Sod-2 x 6Pgdh-2 0,57 4 96,66
Dia-1 x Dia-3 15,64 4 0,354**
Dia-1 x 6Pgdh-2 4,60 4 33,00
Dia-3 x 6Pgdh-2 4,85 4 30,32

** Significativo a 1% de probabilidade.

Por causa das limitacdes de aplicar o teste quirgda para avaliacéo
de freqiiéncias minimas esperadas menores quelidiQuise a combinacédo de
alelos menos frequentes dentro de locos com maidoge alelos (STEEL e
TORRIE, 1980). Dessa forma, para o loco Sod-2pnficcambinados os alelosea

¢, e para o loco Pgdh-2, os aleloba d
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As frequéncias alélicas estimadas, separadameata, @ conjunto de
polen e 6vulos no pomar de sementes sdo signfecaénte diferentes nos locos
Dia-3 e 6Pgdh-2, tendo como referéncia os desvitislas para as estimativas
(Quadro 6). Para os locos Sod-2 e Dia-1, os alblas g respectivamente,
apresentaram a maior frequiéncia entre gametas hmasce femininos. Os alelos
a, b e ¢ do loco 6Pgdh-2, ndo apresentaram diferencadisajivas entre suas
freqiéncias nos gametas masculinos e femininos. eNtanto, o alelo_d
apresentou-se com maior freqiiéncia no conjuntodiienpdo que nos gametas
femininos. Em Dia-3, o alelo @steve mais frequente nos ovulos e o alglwob

graos de polen.

Quadro 6 - Freqguéncias alélicas estimadas paoamjonto de pélen e 6vulos de
Parapiptadenia rigidadistribuidos no pomar de sementes

Loco / Alelo Freqliéncias
Pélen’ Ovulos’

Sod-2 a 0,033 (0,012) 0,050 (0,029)
b 0,894 (0,021) 0,917 (0,035)
c 0,072 (0,017) 0,033 (0,023)
Dia-1 a 0,906 (0,020) 0,917 (0,034)
b 0,094 (0,020) 0,083 (0,034)
Dia-3 a 0,596 (0,052) 0,750 (0,055)
b 0,404 (0,052) 0,250 (0,055)
6Pgdh-2 a 0,071 (0,017) 0,067 (0,030)
b 0,035 (0,011) 0,083 (0,034)
c 0,860 (0,023) 0,833 (0,050)
d 0,034 (0,009) 0,017 (0,013)

(*) Valores entre parénteses correspondem aaaipsdréo das frequéncias alélicas estimadas.

O teste qui-quadrado para avaliar os desvios ddilmim de Hardy-
Weinberg, para a colecdo regional e o pomar de rdgesiefoi aplicado,

comparando-se as frequéncias observadas as espd@dgendtipos nos locos
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Sod-2, Dia-1, Dia-3 e 6Pgdh-2. As analise dos loSod-2, Dia-1 e Dia-3,
resultantes das familias do pomar, indicaram queéistsbuicbes genotipicas
estédo fora do esperado, sob condi¢cdo de equili@Quadro 7). Os locos Sod-2 e
Dia-1 apresentaram desvios no pomar em virtudexdesso de homozigotos
para o alelo menos freqiente e para o mais freguidstfreqiéncias genotipicas
para o loco Dia-3 estdo mais distantes das frei®esperadas, por excesso de
heterozigotos no pomar.

Como resultado do teste qui-quadrado aplicado pagdficar a
homogeneidade no numero de sementes heterozigotas familias com
genaotipo materno homozigoto para o0 mesmo loco, pgr@mar de sementes, 0s
locos Dia-3 e 6Pgdh-2 indicaram, a 1% de probaikg que o conjunto de podlen

nao é distribuido de forma homogénea sobre o p{eadro 8).

3.3.2. Estimativas dos parametros do sistema de @amento

Dadas as frequéncias alélicas no pomar, juntamenmte os valores
iniciais sugeridos para os parametros, foram obtids estimativas dos
parametros do sistema de cruzamento, assim cordesy#os-padrao obtidos de
100 “bootstraps” (Quadro 9).

As estimativas calculadas com o uso de quatroseldo®ds (excluindo o
Dia-3) apresentaram diferenga consideravel apeass @ parametro,,r sendo
esta de 0,201 quando estimada com quatro loco44®,0com trés locos. Os
valores do coeficiente de endogamia de Wright (Ba @iferenca entre as taxas
de fecundacdo cruzada multilocos e unilocgggtforam proximo a zero, com
0,005 e 0,028, respectivamente, considerando glomins enzimaticos. Parg ¢
t, foram estimados 0,948 e 0,920 para a populagéticando alta taxa de
fecundagéo cruzada. As estimativas de 0,194 e @&@lr e r, respectivamente,

indicam ocorréncia de cruzamentos correlacionados.
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Quadro 7 - Teste qui-quadradg®)(para os desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg, considerando as freqiiéncias observadgs(Esperadas
(Fe) de 11 alelos e quatro locos na colecéao regoma pomar de
sementes dBarapiptadenia rigida

Locos Classés Colecado Regional
Fo Fe X2 Probabilidade (%)

Sod-2 1 574 574,28

2 26 25,48

3 00 0,28 0,28 59,02
Dia-1 1 492 492,16

2 101 100,69

3 5 5,15 0,005 94,36
Dia-3 1 234 252,58

2 247 209,83

3 25 43,58 15,87 6,79

6Pgdh-2 1 398 396,09
2 179 182,81
3 23 21,09 0,26 61,01

Pomar de Sementes

Sod-2 1 494 489,52
2 95 103,97
3 10 5,52 4,45* 3,49
Dia-1 1 502 494,16
2 85 100,73
3 13 5,16 14,49* 1,41
Dia-3 1 261 270,23
2 279 247,35
3 42 56,60 8,13** 0,43
6Pgdh-2 1 440 429,85
2 134 136,92
3 14 10,97 1,18 27,73
a 1. nmero de homozigotos para o aels comum.

2. nimero de heterozigotos, envolvendo o alels r@inum.
3. nimero de homozigotos para o alelo raro e siiteterozigotos.

* p <0,05.
** p <0,01.
ns néo-significativo.
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Quadro 8 - Teste qui-quadradg)(para homogeneidade do nimero de sementes
heterozigotas nas familias com gendtipo maternooa@uto para o
mesmo loco, identificadas no pomar de sementes ara
Parapiptadenia rigida

Locos Gendtipo Materno  x?Calculado GL Probabilidade (%)
Sod-2® bb 47,72 23 0,18
Dia-1 aa 46,20 24 0,42
Dia-3 aa 21,15 14 9,78
6Pgdh-% cc 49,32 21 4,53

1 - Agruparam-se as freqiiéncias das classes pmstbce ab
2 - Agruparam-se as freqliéncias das classes gmrastiacbce cd

Quadro 9 - Estimativas dos parametros calculados @ pomar, comparando-se
os resultados obtidos com os quatro locos e coxalas@io do loco 3
de diaforase (Dia-3) efarapiptadenia rigida

Parametro Estimado (*)

4 Locos

3 Locos

0,005 (0,001)
0,948 (0,028)
0,920 (0,016)
0,028 (0,017)
0,194 (0,006)
0,201 (0,028)

0,007 (0,001)
0,923 (0,039)
0,901 (0,025)
0,022 (0,018)
0,191 (0,005)
0,140 (0,021)

(*) Valores entre parénteses correspondem ao deswtio da estimativa do pardmetro.

Os valores do logaritmo natural das probabilidadies/erossimilhanca
dos parametros estimados para o pomar (Quadrandigam que a inclusao do
loco Dia-3 nas andlises causou diminuicdo do ajdete dados a equacao de
maxima verossimilhanca (RITLAND, 1990).

Os gendtipos maternos, para cada arvore amost@dzomar, foram
estimados com base nas frequéncias genotipicasvatlas em cada familia de
20 sementes coletada em 1997 (Quadro 11).

A proporcdo de genotipos heterozigotos) (@ktimada em Dia-3 para as

arvores aproxima-se de 50%, ocorrendo apenas aige@acomo homozigoto.
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Quadro 10 - Logaritmo natural das probabilidadesvdeossimilhnanca dos
parametros estimados para o pomar de sementes de
Parapiptadenia rigida

Parametros 4 Locos 3 Locos
-84,539 -61,166
tm -1458,909 -968,451
r -27651,650 -18389,660

No loco Sod-2, o gendtipo hiredominou entre as arvores, seguido pela
ocorréncia de apenas trés genaotipogfaimilias 3, 11 e 29) e dois lfamilias 13
e 23). Em Dia-1, apenas as familias 2, 4, 13, 28 apresentaram 0 genotipg ab
sendo todas as outras jgara este loco, portanto, ndo ocorreu genotip@nmat
em homozigose para o alelo b

Cinco genotipos diferentes para 6Pgdh-2 foram drados dentre as 30
familias amostradas no pomar. Apenas a familia fgresantou o alelo d
(gendtipo_cdt a familia 1 € a Unica com o genotipg dbvendo-se ressaltar que o
alelo besta presente em outras quatro familias em genidtifamilias 5, 17, 23

e 25) e o alelo acorre novamente como am outras trés familias (9, 12 e 18).

3.4. Analise dos frutos

As frequéncias alélicas observadas nas familias miag&e arvores
coletadas em 1998 (Quadro 12) apresentaram um @askénelhante ao
observado nas familias de todo o pomar de sem@tesiro 1).

As estimativas dos parametros de cruzamento pamoes familias
(Quadro 13) seguiram a mesma tendéncia que asaéisasiobtidas com maior
amostragem no pomar (Quadro 9). No entanto, asna&stas de F entts

tornaram-se ainda mais préximo de zero e as estasale t, e t foram maiores,
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Quadro 11 - Genotipos maiprovaveis estimados para cada arvore de
Parapiptadenia rigida com base nas frequéncias genotipicas
observadas nas progénies no pomar

Locos
Familia Sod-2 Dia-1 Dia-3 6Pgdh-2
fa01 bb aa aa ab
fa02 bb ab aa cc
fa03 ab aa ab cc
fa04 bb ab aa cc
fa05 bb aa aa bc
fa06 bb aa ab cc
fa07 bb aa aa cc
fa08 bb aa ab cc
fa09 bb aa aa ac
fal0 bb aa ab cc
fall ab aa aa cc
fal2 bb aa ab ac
fal3 bc ab ab cc
fald bb aa ab cd
falb bb aa ab cc
fal6 bb aa aa cc
fal7 bb ab ab bc
fal8 bb aa ab ac
fal9 bb aa ab cc
fa20 bb aa aa cc
fa2l bb aa ab cc
fa22 bb aa aa cc
fa23 bc aa aa bc
fa24 bb ab ab cc
fa25 bb aa aa bc
fa26 bb aa ab cc
fa27 bb aa aa cc
fa28 bb aa aa cc
fa29 ab aa aa cc
fa30 bb aa ab cc
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Quadro 12 - Frequéncias alélicas médias das famd@ nove arvores de
Parapiptadenia rigidado pomar, na coleta de 1998

Alelos Locos
Sod-2 Dia-1 Dia-3 6Pgdh-2
a 0,0557 0,9227 0,7067 0,0919
b 0,8899 0,0772 0,2933 0,1149
c 0,0543 0,7622
d 0,0311

Quadro 13 - Estimativas de Fy,, tt, . e I, obtidas para as arvores de
Parapiptadenia rigidaamostradas em 1998, comparando-se 0s
resultados com a excluséo do loco trés da diaf¢Rise3)

Parametro Estimado (*) 4 Locos 3 Locos
F 0,002 (0,001) 0,001 (0,000)
tm 0,995 (0,016) 0,997 (0,016)
te 0,978 (0,007) 0,980 (0,010)
tm-te 0,017 (0,011) 0,017 (0,008)
Iy 0,188 (0,021) 0,194 (0,011)
(" 0,515 (0,063) 0,289 (0,059)

(*) Valores entre parénteses correspondem aoa@syiréo do parametro estimado.

aproximando-se ainda mais de 1. Em virtude da aageih n&do ao acaso das
sementes dentro das arvores, as estimativas pacansiderando quatro e trés
locos, respectivamente, elevaram-se para 0,515 ,8890 indicando alta
correlacdo nos cruzamentos para a amostragem 8e 199

Os valores do logaritmo natural das probabilidadies/erossimilhanca
dos parametros (Quadro 14) sdo maiores que os teados em 1997, somente
em relacao a r (Quadro 10).
Como esta demonstrado no Quadro 15, ocorreramedifas entre as frequéncias
alélicas no pdlen e nos ovulos. Estas diferengasapelmente, sdo justificadas
pelo fato de os grdos de pdlen ndo terem reprekentaa amostragem ao acaso

dos alelos presentes na populacao, visto que adidale contém grédos de pdlen
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de um unico individuo, e estes polinizam para f@d@oadas sementes do mesmo

fruto.

Quadro 19 - Logaritmo natural das probabilidadesvdeossimilhanca dos
parametros estimados para a amostraPdeapiptadenia rigida
coletada no pomar de sementes, em 1998

Parametros 4 Locos 3 Locos
F -33,264 -24,571
tm -961,716 -710,481
r -33390,820 -29615,030

Quadro 15 - Frequéncias alélicas estimadas distigrite para o conjunto de
pélen e Ovulos nas nove familias dRarapiptadenia rigida
amostradas no pomar de sementes, em 1998

Loco / Alelo (*) Locos
Pélen Ovulos
Sod-2 a 0,017 (0,015) 0,111 (0,055)
b 0,939 (0,034) 0,778 (0,072)
c 0,044 (0,032) 0,111 (0,055)
Dia-1 a 0,846 (0,036) 0,947 (0,003)
b 0,154 (0,036) 0,053 (0,003)
Dia-3 a 0,714 (0,038) 0,667 (0,097)
b 0,286 (0,038) 0,333 (0,097)
Pgdh-2 a 0,059 (0,038) 0,167 (0,075)
b 0,088 (0,034) 0,111 (0,064)
c 0,835 (0,051) 0,667 (0,105)
d 0,017 (0,016) 0,056 (0,028)

(*) Valores entre parénteses correspondem ao desho das freqiiéncias alélicas estimadas.

Os alelos mais frequientes na populacdo sédo tamtasfraqientes nos

ovulos e nos gréos de polen, mas as frequénciésaal@éos gréos de polen e nos
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ovulos diferiram entre si, numa proporcédo maioigde no caso das 30 familias
coletadas em 1997. Os alelos mais comuns se afaes®rem freqiéncias mais
elevadas em todos os quatro locos, e mesmo o l@:c8 Bpresentou elevacédo na
proporcao do alelo.a

Os gendtipos mais provaveis estimados para cadareansao
apresentados no Quadro 16. Estes gendtipos foramades ao considerar os
quatro frutos da mesma arvore como uma unica fanoli seja, a arvore € a
unidade de observacao.

Foram estimados trés diferentes gendtipos matedemsre as nove
estimativas para Sod-2, trés genotipos para Demn8p diferentes genotipos para
o loco 6Pgdh-2 e apenas o gendtippaia Dia-1.

Dados aos gendtipos obtidos da analise de eletsdopara os locos
Dia-1, Dia-3, Sod-2 e 6Pgdh-2 e considerando ostgers maternos definidos
pelo MLTR, para as nove arvores, relacionaram-sgem®tipos paternos mais
provaveis para cada fruto amostrado em 1998 (Qudélo Os genotipos
paternos foram obtidos ao considerar que todasrasrges, ou a maioria contida
em cada fruto, foram originadas pela fecundacaodsiakos por gréaos de pélen
contidos em uma Unica poliade.

Com base nos gendtipos paternos estimados paraficada pode-se
inferir diretamente a ocorréncia de fecundacéo attazpara os frutos que
receberam alelos diferentes daqueles doados peda Desta forma, todos os
frutos das arvores 1, 3, 4, 5 e 8 foram resultashtefecundacéo cruzada. Apenas
nos casos A2/2, A6/1, A7/3 e A9/2, os frutos nacagiem a ocorréncia de
fecundacdo cruzada. Foi confirmada, sem possid#idde ambigtidade, a
ocorréncia de fecundacéo cruzada para 29 dos &3 fanalisados (87,88%).

Os mesmos frutos que ndo apresentaram confirmagaocoporréncia de
fecundacdo cruzada também n&o indicaram certezautigpolinizacdo, em
virtude da possibilidade de as poliades com akdaselhantes aos da arvore-mae

serem originadas de outra arvore com os mesmasalel
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Como resultados da paternidade multipla para o mdsato, dos trés
testes aplicados, o teste que avalia a presengeaidede dois alelos no conjunto
de pdlen ndo detectou nenhum caso de paternidadipleniO teste que
considera a presenca de mais de oito copias pareletaim mesmo tipo de alelo,
em um loco segregante, indicou que dez dos 33sfi(3@%) possuiam sementes
resultantes da polinizac&o dos 6vulos por maiswke poliade (Quadro 17).

Dos frutos indicados por esse teste, trés sdowaseat, um das arvores
2, 3, 7 e 8 e outros dois da arvore 9. De toddsubss relacionados, apenas 0s
dois frutos da arvore 9 tiveram a confirmacéo pas docos distintos (Dia-3 e
Sod-2), enquanto os outros foram indicados apesraBip-1 ou Dia-3.

Para o teste da segregacdo multilocos, apenasfrdibds indicaram
paternidade multipla, sendo confirmada a signiti@@mpelo teste qui-quadrado a
1% de probabilidade, e outros trés frutos, quamdoossidera a probabilidade a
5%. A 1%, detectaram-se os frutos 2 e 3 da arvoeec6m maior probabilidade,
somaram-se o fruto 4 da arvore 3 e os frutos A& &vore 8.

Dessa forma, apenas os frutos 4 da arvore 3, o&@wiae 8 e 0 3 da
arvore 6 foram detectados para paternidade multipta dois testes
simultaneamente, envolvendo os mesmos locos narrmagBio dos resultados.
No entanto, em nenhum caso, teve-se a confirmag@aternidade multipla pelo

teste de mais de dois alelos diferentes, recebid@®njunto de graos de polen.

3.5. Germinacgao das sementes

As médias e os desvios-padrdo do total de semgetesinadas, sendo
calculados sobre o total acumulado por dia de gado (Quadro 18),
demonstram que, com excec¢ao do segundo dia, argar@a foi mais vigorosa
para as familias do pomar do que para as da colegianal. No entanto, no
segundo dia de germinacéo, a colecao regional expices maior proporcao de

sementes germinadas.
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Os desvios-padrdao mantiveram-se maiores para O rpapenas no
primeiro e segundo dias de germinacédo, tendo, pagaarto e quinto dias, a
colecéo regional apresentado variacdo de germinagiie suas familias muito
maior. As Figuras 8 e 9 ilustram bem a proporcadogéeenminacao total e a
variagdo da germinacao entre as familias da coleggional e as do pomar de
sementes.

A proporcao de germinacao das sementes foi mpregsiva no segundo
e terceiro dias. As familias 1, 7, 8, 12, 13, Ibalo pomar e as familias 27 e 30
da colecéo regional tiveram sementes mais vigorgsasto a velocidade de
germinacao, tendo apresentado acima de 20% de w=mgarminadas ja no
primeiro dia do teste, sendo concluida toda a gexgdio com trés dias. Por outro
lado, as familias 2, 19, 21, 25 e 26 do pomar aungeam maior propor¢cao de

sementes germinadas nos terceiro e quarto dias.
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Quadro 16 - Gendtipo materno e o mais simples genpaterno para cada fruto
individual amostrado, em 1998, de arvoredPdeapiptadenia rigida
localizadas no pomar de sementes

Arvore / Genotipos N
Vagem Sod-2 Dia-1 Dia-3 Pgdh-2
Al méae Bb aa aa ab 54
Al/1 pai Bb ab bb cc 13
Al/2 pai Bb ab ab bc 15
Al/3 pai Bb ab aa cC 15
Al/4 pai Bb aa ab bc 11
A2 méae Bb aa ab cC 41
A2/1 pai Bb ab ab cc 16
A2/2 pai Bb aa aa cc 11
A2/3 pai Bc ab aa cc 14
A3 mée Ab aa aa cC 40
A3/1 pai Ab aa ab cc 12
A3/2 pai Bb aa ab bc 10
A3/3 pai Bb aa ab cc 6
A3/4 pai Bb ab ab cc 12
Ad mée Bb aa ab ac 33
Adl1 pai Ab aa ab cc 12
Ad |2 pai Bb ab ab bc 8
Ad /3 pai Bb ab ab bc 13
A5 méae Bb aa bb cd 26
A5/1 pai Ab aa ab cc 8
A5/2 pai Bb aa ab cc 10
A5/3 pai Bb ab aa cc 8
A6 méae Bc aa ab bc 46
A6 /1 pai Cc aa aa cc 11
A6 /2 pai Bb aa ab ac 11
A6/3 pai Bc aa ab ac 15
A6 /4 pai Bb aa ab cc 9
A7 méae Bc aa aa cc 44
A7/1 pai Bb ab ab cc 14
A7 /2 pai Bb ab ab cc 10
A7/3 pai Bb aa aa cc 9
A7/4 pai Bb ab ab cc 11
A8 méae Bb aa ab cC 47
A8/1 pai Bb ab aa cc 12
A8/2 pai Bb ab ab bc 10
A8/3 pai Bb ab aa 13 14
A8/4 pai Bb ab ab 34 11
A9 méae Ab aa aa ac 42
A9 /1 pai Bc aa ab cC 11
A9 /2 pai Bb aa * cc 5
A9/3 pai Bc aa ab cC 15
A9 /4 pai Bb aa ab cC 11

(*) Dados faltantes para o loco Dia-3 na faanititeira.
N Numero de sementes contidas no frutosado.
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Quadro 17 - Resultados dos testes de paternidalfiplmisendo D1, D3, S e P
os locos 1 e 3 da diaforase, o0 loco 2 da superdisibutase e o
loco 2 da 6-fosfogluconato desidrogenase

Testes Aplicados

Familias Frutos + de 2 Alelds Segregacao + de 8 Alelos
S D1 D3 P Multilocos”
Al 1 b ab b c + ok
2 b ab ab bc dl-d3 Dia-1
d3-p
3 b ab a c + Dia-1
4 b a ab bc d3-p Dia-3
A2 1 b ab ab c dl-d3 Dia-1
2 b a a c + ok
3 bc ab a c s-dl ok
4 -- -- - - --
A3 1 ab a ab c s-d3 ok
2 b a ab bc d3-p ok
3 b a ab c + ok
4 b ab ab c dl-d3* Dia-3
A4 1 ab a ab c s-d3 ok
2 b ab ab bc dl-d3 ok
dl-p
d3-p
3 _— — — - - _—
4 b ab ab bc + ok
A5 1 b a ab [ + ok
2 b a ab c + ok
3 _— — — - - _—
4 b ab a c + ok
A6 1 c a a c + ok
2 b a ab ac d3 - p** ok
3 bc a ab ac s - d3** Dia-3
S-p
ds - p**
4 b a ab c + ok
A7 1 b ab ab c dl-d3 Dia-1
2 b ab ab c dl-d3 ok
3 b a a c + ok
4 b ab ab c dl-d3 ok
A8 1 b ab a [ + ok
2 b ab ab bc dl - p* ok
dl-d3
d3-p
3 b ab a ac dl - p* Dia-1
4 b ab ab cd dl-p ok
d3-p
dl-d3
A9 1 bc a ab c s-d3 ok
2 b a -- c + ok
3 bc a ab c s-d3 Dia-3
4 b a ab c + Sod-2

Provaveis alelos recebidos do conjunto de pélen.

Locos confrontados para aplicacéo do teste.

* Significativo a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

d1 = Dia-1, d3 = Dia-3, p = 6Pgdh-2 e s = Sod-2.

Locos que apresentaram resultado positivo pasrpdade multipla.
-- Frutos sem sementes viaveis ou sem interpretacao

+ N&o-testado, por ndo envolver mais de um locelrexcdo dois alelos.
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Quadro 18 - Médias e desvios-pardrao do numerocedestes germinadas de
Parapiptadenia rigida calculados por dia de germinacéo,
separadamente, para a colecéo regional e paraar pensementes

Dias de Germinacgéao Pomar de Sementes Colecédo Regional
Média (desvio-padrao) Média (desvio-padrao)
primeiro 13,37 (24,76) 2,27 (6,89)
segundo 55,00 (29,81) 62,10 (25,12)
terceiro 78,50 (20,34) 73,80 (20,36)
quarto 89,07 (9,56) 74,70 (20,97)
quinto 92,40 (6,71) 75,23 (21,15)
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Figura 8 - Proporcdo de germinacdo por familia di@géo regional, para o
quinto dia de germinacdo de sementeRa®piptadenia rigida
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Figura 9 - Proporcdo de germinacao por familia olmar, para o quinto dia de
germinacdo de sementeskErapiptadenia rigida
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4. DISCUSSAO

4.1. Sistemas enzimaticos

Todos os ensaios foram realizados a partir da ragéer de eixos
embrionarios, o que é considerado uma boa opcéawjirtide da facilidade de
obtencdo das sementes e de seu armazenamentelegvalda atividade de varias
enzimas nestes tecidos e porque, normalmente, tessdss apresentam-se livres
de metabdlitos secundarios, como taninos e fe@HE(LIAK e PITEL, 1984).
Além dessas vantagens, o uso de sementes facilitdntrole do estadio
fisiologico do tecido macerado. Sabe-se que adatile de algumas enzimas em
determinados tecidos € variavel com o estadio dem®lvimento do 6rgao e da
planta (SCANDALIOS, 1969), o que reforcou a nedsde de ajustar e
padronizar a metodologia para a espécie de interasgundo a qual se deve
associar os possiveis tecidos utilizados para gidradas enzimas ao estadio de
desenvolvimento do 6rgédo e aos tampdes utilizadesprocesso de maceracéo,
eletroforese e revelacéo das diferentes enzimas.

Os sistemas enzimaticos utilizados neste estugonf@elecionados por
apresentarem polimorfismo, atividade e resolucdisfatorios, permitindo sua
interpretacdo genética. Dentre 0s cinco sistemasimaticos revelados,

detectaram-se sete zonas de atividade polimérfesaslvendo de dois a quatro
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alelos. Destas zonas de atividade isoenzimaticaatray foram interpretadas
geneticamente, tendo outras trés sido utilizadasanalises, pela distingdo dos
padrdes de bandas (fenotipos), sem consideraregsego génica.

Em Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, a enzima superéxido
dismutase (SOD) comportou-se como dimérica e fokrotada por trés locos
enzimaticos. A estrutura dimérica para essa enzonaorda com as revisdes de
ALFENAS et al. (1991) e com os resultados de RODBHES (1995). A ultima
autora, estudando procedéncias de uruddixa(orelanal.), detectou padrdes
muito semelhantes ao encontrado para angico-gasuesnbora envolvendo
apenas dois alelos no loco polimoérfico.

A fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) foi polinuafpara o loco
6Pgdh-2. Neste loco, distinguiram-se quatro alelasn padréo tipico de enzima
dimérica, analogamente ao encontrado Rapulus deltoidesP. nigra e P.
maximowiczii(RAJORA, 1989);P. tremuloidesMichx. (CHELIAK e PITEL,
1984); Pithecellobium pedicellareBenth. (O'MALLEY e BAWA, 1987);
Eucalyptus regnand-. Muell. (MUONA et al., 1989); eBixa orellana L.
(RODRIGUES, 1995).

A interpretacdo genética da diaforase (DIA) paumdistinguir dois
locos polimérficos para a enzima monomeérica cons @belos. Esta estrutura
enzimatica da DIA concorda com outros resultadotido® com Populus
deltoides P. nigra P. maximowiczjiP. canadensi$RAJORA, 1989) e, também,
comBixa orellanalL. (RODRIGUES, 1995).

A enzima A&lcool desidrogenase (ADH) néao foi intetpda
geneticamente, por causa da sobreposicdo de lagmst mesma regido de
atividade. A sobreposicdo, ao mesmo tempo quehiiizieu a distingdo de locos,
permitiu reconhecer 12 fenadtipos distintos. Ao cambd do que foi verificado
para angico-gurucaia, em urucunBia orellana L.) esta enzima foi
monomorfica, representada por apenas uma Unicaabestdvel (RODRIGUES,
1995).
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A esterase (EST) foi interpretada apenas fenotipécde, nédo tendo sido
visualizado um padréao l6gico em nenhuma das regifieas nos zimogramas.
Da mesma forma, na regido Est-3, que envolveu exszae migracdo andodica e
catdédica, nao ficou clara a interpretacdo da estutia enzima para a especie.
Em Eucalyptus grandisHill ex Maiden, a esterase apresentou grande
polimorfismo. Para trés locos interpretados pata espécie, foram definidos
seis, trés e quatro alelos, em padréo tipico den@annonomeérica (MORI, 1993).

O uso de tampbes durante as varias etapas deacditizda técnica é
essencial para a manutencdo da atividade enzim@licemmpédo de extracéo
utilizado durante o processo de maceracdo, por @reng composto por
eficientes agentes oxidantes e estabilizadoresividamle enzimatica, que visam

melhorar a resolucéo das isoenzimas (ALFENAS £1888).

4.2. Variabilidade genética

Os pequenos e escassos fragmentos que estabudikis pela regido
podem estar alterados tanto em composicao flaisfianto em sua estrutura
genética. As familias que representam a colecédonaigpodem estar retratando
subpopulacdes formadas pela acédo da fragmentags&todsstas continuas e, ou,
pela estruturacdo em familias da espécie, comoafaicterizado por MARTINS
(1995). Assim, a coleta de sementes de arvoresrggw Ida represa e de forma
estratificada, com posterior utilizacdo desse natea composicdo do pomar,
teve o objetivo de favorecer a recombinacao emn®tipos distanciados entre si,
refletindo-se na producdo de sementes com qualigadética satisfatoria para

serem utilizadas em programas de reflorestamento.
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4.2.1. Variabilidade isoenzimatica

As estimativas obtidas para os parametros de vilede genética nao
foram significativamente diferentes entre a colegégional e o pomar.
Comparando os valores de porcentagem de locos Grblbws (73,34 e 65%), 0
namero meédio de alelos por locos polimorficos (2607,93), a proporcao de
genatipos heterozigotos (0,26 e 0,27) e a hetevemlgde esperada (0,23 e 0,22),
encontrados pard. rigida na colecdo regional e no pomar de sementes,
respectivamente, com os estimados para outrasiespgédoreas de florestas
tropicais, observa-se alguma concordancia, muitooeantais estimativas possam
variar de espécie para espécie.

HAMRICK (1989), estudando a variabilidade isoenziocgade 16 taxa de
espécies arbdreas tropicais, encontrou 60,9% paraemagem de locos
polimorficos e 0,211 de heterozigosidade meédia rbsa. Estudando 29
espécies arboreas tropicais, HAMRICK e LOVELESS38@)%ncontraram uma
média de 27,9% de locos polimorficos, 1,45 alelo fmro polimorfico e
heterozigosidade média observada de 0,111 (varided®,0 a 0,216). PAIVA
(1992), utilizando quatro locos polimorficos e 1€las, estimou em 4,0 e 4,3 0
namero médio de alelos por loco polimérfico, 100586 de locos polimérficos,
0,319 e 0,295 para heterozigosidade observada €H0,105 e 0,130 para
heterozigosidade esperada ) (Hconsiderando duas popula¢cdes naturais de
seringueira flevea brasiliensigWilld) ex Adr. de Juss) Muell. Arg.). Segundo
ele, os valores de numero de alelos por locos pdlicos (A) e a proporcao de
locos polimorficos (P) foram altos em relacdo aafones encontrados em
analises desenvolvidas anteriormente, para a mespecie. MORAES (1992),
estudando a variabilidade genética para duas pgjmganaturais de aroeira
[Myracrodruon urundeuvd.F.& M.F. allem&o Anacardiaceae (Syxstronium
urundeuva(Fr. Allem&o) Enger)], estimou 2,7 e 3,0 alelos jmxos, 66,7%
iguais de locos polimoérficos, 0,14 e 0,16 pararogigosidade média observada

e 0,356 e 0,243 de heterozigosidade média esperada.
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Dentre os estudos realizados com espécies da daim@guminosae,
CHAMBERLAIN et al. (1996) estudaram populacdesadtizidas deSlericidia
sepium (Jacq.) Walp. e encontraram estimativas proxinm®liidas pardP.
rigida. No entanto, as estimativas médias de 1,96 ateltopo, 59,90% de locos
polimorficos e 0,238 de heterozigosidade observahontradas para essa
leguminosa, estdo relativamente distantes das tradas para 17 populacdes
estudadas d€alliandra calothyrsusMeisn. na América Central e no México.
Utilizando-se 23 locos, CHAMBERLAIN (1998) observhaterozigosidade H
= 0,057) que variava de 0,001 a 0,115 e detect@gl620de locos polimorficos e
1,22 de média de alelos (de 1,04 a 1,61) paraiéstea espécie.

Outras populacdes de espécies da familia Legunenosatraram-se bem
distintas em relacdoR. rigida e, também, &lericidia sepium(Jacq.) Walp. As
populacdes deAcacia mangiumWilld., que de forma semelhante ao angico-
gurucaia, normalmente, apresentam-se geograficantisttibuidas ao longo de
ambientes ciliares e em encostas e também possolkéadgs, revelaram baixa
diversidade genética. Suas estimativas foram dé dldlo por loco, 6,67% de
locos polimérficos e 0,15 de heterozigosidade ofagkr (MORAN et al., 1989).

As estimativas para A e P, diante das citacoessaptadas, foram
variaveis, tornando improprias as inferéncias sohbrevariabilidade entre
diferentes espécies. Estes estimadores estdoosugivariacbes causadas por
diferencas na metodologia utilizada. Por outro |aovariacbes de namero de
locos isoenzimaticos, o grau de polimorfismo coaigido (0,95 ou 0,99) e o
namero de alelos envolvidos na andlise interferemngenor intensidade nas
estimativas de heterozigosidade média (TORGGLER519Desta forma, as
estimativas de heterozigosidade média obtidas legam regional e no pomar de
sementes dB. rigida estdo proximas as obtidas para as espécies quérmailia
variabilidade em suas populacoes.

De modo geral, o indice de diversidade de Shanneavéf (H’) atinge
maior valor quando a frequéncia dos alelos é igematen distribuida, ou seja,

quando os alelos sdo igualmente provaveis (@ = 0,5). Por outro lado, quando
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um alelo se torna mais frequente que o outgo>(p,), 0 valor de H’ diminui,
chegando proximo de zero quando a freqtiéncia dénico alelo se aproxima de
1,0 (SHANNON e WEAVER, 1964).

JAIN et al. (1975), estudando a diversidade emgéele de trigoTriticum
turgidumL.) de varias regifes de diferentes paises, eravam uma amplitude
de diversidade do indice de 0,87 a 0,39. SILVEIRAule (1997), trabalhando
com diferentes acessos de uma espécie de graroimageira Brumus auleticus
Trinius), encontraram valores mais baixos, variathel®,00 a 0,46.

CHAMBERLAIN et al. (1996) também utilizaram o H’ i@aavaliar os
dados de polimorfismo isoenzimatico p&kericidia sepium(Jacg.) Walp., com
base em oito locos. Os autores encontram valore§,4 e 1,355 como
amplitude para as oito populacdes amostradas.

Esse indice € normalmente utilizado para avaliaracteristicas
fenotipicas. O indice ndo é adequado para se campariabilidade genética
entre espeécies, portanto, as comparacdes entre ifegentks resultados

apresentados nao devem ser feitas.

4.2.2. Variabilidade entre populacdes

As estimativas obtidas para A, P, HH. € H’ indicaram néo existir
diferenca genética entre as duas populagdes exqredim deP. rigida. O mesmo
foi verificado para populacfes naturais de serimguklevea brasiliensigwilld)
ex Adr. de Juss) Muell. Arg.) (PAIVA, 1992) e an@ei(Myracrodruon
urundeuvaF.F.& M.F. allem&o Anacardiaceae (Sykstronium urundeuvdFr.
Alleméao) Enger) (MORAES, 1992), tendo sido encaldsa estimativas
correspondentes, como ja citado. No entanto, algi@talhes da metodologia
utilizada na amostragem das populacdes e, tamleselecdo das sementes para

analise eletroforética podem ter influenciado asiltados do presente trabalho.
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A estrutura espacial dos individuos que compdemnogp de sementes €
certamente diferente da colecéo regional. A es@@@éisada possui dispersao de
sementes facilitada pelo vento (sementes aladagntanto, as sementes nédo se
distanciem muito da arvore-mae. SHAW e ALLARD (1P&&rificaram, para
Pseudotsuga menzieswar. “menziesii’, e MUONA et al. (1989), para
Eucalyptus regnang. Muell., que esse processo condiciona a formailgo
grupos aparentados, favorecendo a endogamia pparoanto entre individuos
aparentados. Esta estrutura com tendéncia a agretzg/erificada para colegcao
regional deParapiptadenia rigida por MARTINS (1995). JA no pomar de
sementes, a época de plantio das mudas, a dig&espacial dos individuos
dentro do pomar e o nimero de progénies da mesmeeanae introduzidas na
colecdo foram planejados com o objetivo de evitanzamentos entre
aparentados. Do mesmo modo, a amostragem de amwreondicdo natural,
distantes 500 m entre si, foi assim realizada, gp@a ndo se amostrassem
individuos aparentados. Segundo CHAMBERLAIN et(340296), a amostragem
gue segue esta metodologia induz ao aumento nargéapde heterozigotos na
amostra, sendo justificada, portanto, sua recongéiadgpara obtencdo de
progénies que irdo compor pomares de sementexpasarvacao (ERIKSSON
et al., 1993).

Outro fator que pode ter influenciado os resultadosontrados na
avaliacdo da diversidade genética presente na&mhegional e no pomar é o ato
de selecionar as 20 sementes que germinaram prirdentro de cada familia
amostrada. Segundo CAMPINHOS et al. (1998), esstodukgia oferece
condicbes de selecdo de sementes hibridas mai®sas o0 que pode contribuir
para elevar as estimativas de variabilidade geméfesta forma, quando se
realizou a comparacdo da variabilidade estimada parcondicbes de colecéo
regional e do pomar de sementes, pode ter haviti€neia em aproximar as
estimativas.

Por outro lado, as espécies que apresentam autoyratibilidade estéo

se prevenindo contra a endogamia por cruzamente gwividuos aparentados,
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0o que induz a manutencdo da alta diversidade demnl@o espécie.
CHAMBERLAIN et al. (1996) reforcaram esta possitalde quando justificaram
a alta heterozigosidade encontrada na esggl@gcidia sepium(Jacq.) Walp.,
como consequéncia da sua intolerancia ao cruzareetr® irmados completos ou
meios-irmaos, o que resultava na eliminacdo dagépies endogamicas, por
meio do aborto de 6vulos.

Dado ao objetivo de conservar a variabilidade geméta populacdo da
P. rigida estabelecida na regido que se estende de FozudQuigx Guaira, a
amostragem realizada em 1991, para composicdo dearpofoi bastante
representativa. Tal fato € confirmado ndo sO peksnativas dos diferentes
parametros, mas também pela manutencdo nas prepalp8 alelos mais raros
no pomar.

De modo geral, ainda € uma incognita o tamanhd adkeamostragem a
ser realizada sobre populacdes de diferentes espé@into para estudar a
estrutura genética da espécie de interesse quardodpsenvolver estratégia de
conservacao da mesma (DIAS e KAGEYAMA, 1991). Ntarto, para obter a
representatividade genética da populacdo, SHIMIZEl.e(1982) recomendam
utilizar de 25 a 50 individuos, mantendo-se umtd@a minima de 100 m entre
eles. De qualquer forma, mesmo com o aumento daniaonda populacdo na
criacdo do pomar para conservacao e ao incipiemtieecimento sobre as varias
espécies tropicais, existe a possibilidade de pexpeessiva de parte dos alelos
existentes em condic&o natural.

MORI (1993) estudou o efeito de reducdo do tamaafeiivo de
populacbes em relacdo a perda de variacdo gené&titeando cinco locos
isoenzimaticos e um total de 21 alelos, o autoligmatrés pomares de sementes
para melhoramento, formados por 35, 14 e 6 clamegrificou a ocorréncia de
erosdo dos alelos que possuiam frequéncias menoes4,3%, quando se
reduziu de 35 para 14 clones no pomar. Na situatdis drastica, que foi a

reducédo de 35 para 6, houve perdas de alelos eg@éncias inferiores a 17,1%.
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MURAWSKI e HAMRICK (1991), comparando a diversidagenética
entre dois pomares de sementes melhoradas cortimatess de 16 populactes
naturais dePinus taedalL., encontraram que, dos 69 alelos observados nas
populacdes naturais, somente 62,3 e 60,9% dodetalelos foram mantidos nos
dois pomares de sementes. Dos alelos erodidoss tpdssuiam frequéncias
inferiores a 10%, e a maioria (66%) dos alelos r@esenos pomares teve
frequéncia abaixo de 1%.

Como lembrado por MORI (1993), mantendo os alelom calta
frequéncia em uma populacdo comercial, jA se pahseguir aumento de
produtividade e homogeneidade. Contudo, a preselgaalelos raros na
populacdo de melhoramento € importante para wi@oié de estratégias a longo
prazo.

Sobretudo, ao obter a variabilidade genética ptesencolecéo regional,
verifica-se que as estimativas foram tendencigsarscausa do efeito conhecido
como principio Wahlund (HARTL e CLARK, 1997). Notanto, para concluir
tal hipotese, seria necessario um levantamento maiscioso das condi¢des
ecologicas de toda a regido amostrada, o que eamiely avaliacdo da densidade
e distribuicdo dos individuos da espécie dentradximo aos fragmentos, o
tamanho e a distancia entre os fragmentos e o teEwanto dos agentes
polinizadores potenciais para realizar o fluxo gérpara a espécie, testar a auto-
incompatibilidade na espécie por cruzamento cadiml além de ser necessario
realizar uma amostragem ao acaso, com base ndtadesudos levantamentos

anteriores.
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4.2.3. Germinacdo de sementes na avaliacdo da véialade genética

Os valores encontrados para os testes de germinagéaecéo regional
e no pomar estdo aquém dos esperados, de 97 aitf@#dos para a espécie.
Mesmo ap0s 0 armazenamento das sementes, em dastisop, dentro de
camara fria, as sementes do angico-gurucaia apa@sed0% de germinacao
(CARVALHO, 1994). No entanto, um significativo aumie na meédia de
germinacao foi obtido entre as progénies do pomaethentes.

Com base nos desvios obtidos do total da germinegtiie as familias da
colecéo regional e as do pomar, observa-se maiorogeneidade no pomar
(Figuras 8 e 9). Esta diferenca de estimativas aroiaccom a hipotese de que
esteja ocorrendo maior depressdo por endogamiafamagias da colecéo
regional. Neste sentido, a maior porcentagem dmigacédo, a distribuicdo da
germinacdo de forma mais homogénea entre as fandlisambém a maior
precocidade na germinagdo indicam que as semerepochar possuem
qualidade genética superior, provavelmente porecaaslivre troca de gametas
entre as plantas dessa populacdo. Esse fato retorg@ comentada boa
representatividade obtida na amostragem da colegianal na criagdo do pomar
de sementes.

A taxa de germinacdo de sementes de uma planta #Glekia
pulchellg foi utilizada por NEWMAN e PILSON (1997), para aar 0s
prejuizos causados pela fragmentacéo de floregialaeonsequente reducéao do
tamanho efetivo da populacdo. Os autores verificaieducdes de 21,1 e 8,7%
na taxa de germinacdo, para as duas populacoes, &stido permitiu concluir
que 0S prejuizos geneéticos impostos pela endogandariva genética sobre
populacdes de reduzido tamanho efetivo ndo sotaesuha diminuicdo da
viabilidade da populacdo, a longo prazo, como tambaumentam a
probabilidade de extincdo da populacdo a curtoopraab condi¢cdes naturais.
WILCOX (1983) também verificou que a ocorréncia dadogamia por

autofecundacdo em arvores tropicais, geralmenselteeem efeitos deletérios
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que refletem negativamente na producédo de semeidigss, na germinacéo de
sementes e também durante o periodo de crescitemodas.

Considerando o provavel padrdo de qualidade genstiperior para as
sementes do pomar, em relacdo as sementes cole@datecdo regional, dois
fatores podem ter contribuido para que esta difarerdo tenha sido observada
nos parametros de variabilidade isoenzimatica: ralicdo estabelecida para a
germinacdo das sementes e a metodologia de anwstrdgs sementes para
analise eletroforética.

O processo de germinacdo das sementes foi deselovabb condicbes
padronizadas, por causa da necessidade de obidostquara a extracdo de
enzimas e sua analise eletroforética. No entantefedo de depressao por
endogamia, caso esteja estabelecido nas familiasldgéo regional, seria mais
contrastante entre as duas populacdes experimammgistradas, se as sementes
estivessem sob condicbes ambientais menos faveraudeste sentido,
provavelmente, pode ter ocorrido superestimacaa panédia da germinacao na
colecdo regional. Este fato foi verificado por SKIEO e ZOBEL (1988),
quando avaliaram os efeitos da depressao por emitgaobre caracteristicas
fenotipicas (altura e diametro) em mudad’dwis taedd.., formadas em casa de
vegetacao. O efeito de depresséao verificado nedialbho foi menor em relacéo a
outros trabalhos desenvolvidos com a mesma esp®egundo 0os autores, 0S
outros trabalhos, por terem sido desenvolvidos eeire, impunham condi¢des
ambientais relativamente mais proximas do habitiural, para avaliar a
capacidade de as progénies se estabelecerem d#o ammm seu potencial
geneético.

Para o segundo fator, a metodologia de amostragersementes, ao
serem selecionadas as 20 primeiras sementes gdawinmara a analise por
eletroforética de isoenzimas, pode ter introduzetaléncias nas estimativas da
variabilidade isoenzimatica média para ambas adiodes avaliadas. Como ja
comentado anteriormente, essa medotologia podefleenciado as estimativas

obtidas para a colecéo regional e para o pomaox@apando seus resultados e,
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consequentemente, causando reducéo na eficientexmiaa de eletroforese de
isoenzimas, quando um dos objetivos é comparar reabdedade genética
estimada para a condicdo de pomar e de colecamedgi

Além da forte influéncia ambiental que favorece racpcidade, a
porcentagem de germinacdo e a maior homogeneidadgerminacdo das
sementes entre as familias do pomar, em relacéta a®lecdo regional, e os
tratos silviculturais como a manutencdo do pomam o objetivo de favorecer a
sobrevivéncia e o desenvolvimento das mudas dueactamposicdo do pomar,
podem ter causado vantagens que foram refletidaseraentes produzidas em
1997. Sob este aspecto, pode ser considerado @joeagdo de recursos para as
sementes pode ter influenciado os resultados deirggegdo, a favor do pomar.

Para avaliar a influéncia dos tratos silviculturgise favorecem as
familias do pomar, seria hecessario um acompantiarderdesenvolvimento das
mudas de ambas as familias em viveiro e, ou, endigihm de campo. Desta
forma, o préprio processo de selecdo contra indoddendogamicos poderia
remover algumas plantulas jA no estadio inicial ade@ptacdo ao substrato.
Posteriormente, outras caracteristicas fenotipmaderiam ser utilizadas na
avaliacdo da variabilidade genética existente mecéo regional e na do pomar,

ou mesmo novas analises eletroforéticas que utilieeido foliar dos individuos.

4.3. Sistema de cruzamento

4.3.1. Ajuste dos dados ao modelo de sistema dezamento misto

O MLTR estima os parametros de sistema de cruzamemh base no
modelo de cruzamento misto, e este considera goeexidte ligacdo entre os
locos analisados, ou seja, alelos de diferentes|segregam independentemente
(RITLAND e JAIN, 1981). Desta forma, o desequilibde ligacdo que envolve

os locos Dia-1 e Dia-3 (Quadro 5) pode ter afetaglvalores das estimativas.
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Confirmando o pressuposto, Hastings (1990), citado TORGGLER
(1995), afirma que o desequilibrio de ligacdo gémm estudos de genética de
populacdes de plantas, por contribuir para a pragéo de complexos génicos
co-adaptados, pode causar erros na estimacdo eemdetdos parametros
genéticos. No entanto, a ocorréncia de ligacOese eloicos para espécies
alébgamas € rara e de menor importancia, porqueundacéo cruzada age de
forma analoga a recombinacéo, resultando em ligag&iwos efetiva ou quebra
dela. Todavia, o0 autor considera que a interagélicaljustifica a maioria dos
casos de desequilibrio de ligacdo em espécies lileizpgdo cruzada e de
autofecundacao parcial, e salienta que a migracém tamanho finito de
populacdo podem favorecer a ocorréncia de assoocsntée alelos.

O modelo de cruzamento misto também considera queruzamentos
entre as plantas da populacdo ocorrem ao acasb & sesma taxa. Os testes
qui-quadrado para verificar os desvios do equdibie Hardy-Weinberg (Quadro
7) demonstraram que 0 pomar ndo esta em equildlama trés dos quatro locos
analisados. O desvio indicado para o loco Dia-8leose observou excesso de
heterozigotos, segundo BROWN (1979), esta reladorea alguma vantagem
para segmento cromossomico que inclui heteroziguaos locos marcadores e a
ocorréncia de sobredominancia associativa. Paratar,a0 primeiro modelo
implica uma vantagem geral do heterozigoto, taat@a o proprio loco marcador
guanto para um bloco de genes com o qual ele est@esequilibrio de ligagao.
No segundo modelo, a sobredominancia associativa éaso especial de efeito
carona kitchhiking. A hipétese de sobredominancia associativa esta
intimamente relacionada a ocorréncia de excesshetirozigotos para o loco
Dia-3, além disto, o autor relaciona este modefocasos nos quais existe apenas
um loco com avangada heterozigose.

O teste qui-quadrado para verificar a distribuidéoconjunto de polen
de forma homogénea sobre o pomar foi altamentefisafivo para Dia-3 e
6Pgdh-2 (Quadro 8). A distribuicdo ndo-homogéneaamunto de pélen dentro

de pomar de sementes, criado para favorecer a betagdo, também foi
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encontrada por MORI (1993), em dois pomare€dealyptus grandidill ex
Maiden.

Segundo Frankie e Haber (1983), citados por MURAWSKAMRICK
(1991), a heterogeneidade de frequéncia alélicadien recebido por arvores
maternas pode ser causada por fatores como eatdgutamilias, diferenca no
sincronismo de florescimento de arvores ou alguor fgue lidera para variagao
no comportamento do polinizador para arvores ditere tal como o esquema de
turno de producéo de néctar. Para este ultimo,fatalistribuicdo do pdlen na
forma de poliade, provavelmente, causa 0 mesmtoeteique sera visto mais
adiante.

Conforme RITLAND e JAIN (1981) e RITLAND (1990),caandeza do
valor negativo referente ao logaritmo natural dasobabilidades de
verossimilhanca é um dos indicadores do nivel dstajdos dados a equacéo de
maxima verossimilhanca e, portanto, deve ser @acio ao ajuste dos mesmos
guanto as pressuposi¢cdes do modelo de cruzamesito. iDesta forma, percebe-
se que a inclusédo do loco Dia-3 na analise redsizasacuracia, pela sua maior
influéncia negativa nas estimativas dos paramé@aadro 10). Os autores ainda
acrescentam que a falta de ajuste dos dados podausada pela interpretacao
errbnea dos genaotipos maternos, pelo nimero pegieeptantulas por familia e
pelo pequeno numero de familias, em virtude da @ig@orcdo de genotipos
maternos heterozigoticos e da heterozigosidadenalt@opulacéo. Estas duas
Gltimas causas se aplicam a influéncia do loco Di&ste loco apresentou
proporcdo de 50% dos genoétipos maternos heterezgopara o pomar de
sementes, tendo estes sido estimados a partir edodtados obtidos para as
familias que também apresentaram alta proporchetedeozigotos.

Por outro lado, considerando o tamanho das amosimasadas, o
namero de familias e de individuos por familiasista plenamente as
recomendacdes de BROWN e ALLARD (1970). Estes astoalcularam que 25

familias de dez individuos séo suficientes paramastos genotipos maternais
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com cerca de 95% de certeza, devendo-se ressalearen) populacdes de
fecundacao cruzada recomenda-se utilizar 400 thaida por populagéo.

Além daqueles fatores que influenciam o ajuste dios ao modelo,
RITLAND e JAIN (1981) acrescentam que o0 numero deo$ analisados
influencia as estimativas dos parametros de sistmearuzamento pela analise
com multiplos locos. Com base em estudos de sid@ojags mesmos autores
concluiram que, para espécies com altas taxasudarmentos, quatro ou cinco
locos seriam suficientes para garantir estimatiiasacuradas quanto as obtidas
da analise de grande numero de locos. Neste semisdoariancias calculadas
pelo método de “bootstrap”, para as estimativas pfp&dmetros do sistema de
cruzamento, foram proximo de zero, indicando qigedsatimativas sdo bastante
precisas (Quadro 9). Além disto, as préprias esitmas ndo variaram quando se
acrescentaram o0s genotipos do Dia-3, com excecém @aparametro que
expressa a correlagéo entre pais, nos casos delferdo cruzadagjr

Estimativas precisas foram também encontradas gussmé@stimaram os
mesmos parametros com base numa menor amostragasid®m em que se
analisaram os frutos coletados em 1998, para tsstee paternidade (Quadro
13). O aumento da negatividade do logaritmo natdes probabilidades de
verossimilhanca foi justificado pelo pequeno tanmadh amostra (Quadro 14).
Nesta amostragem, a predominancia de irméos camspl@entro de frutos
também pode justificar a condi¢cdo de desajusteessposicoes do modelo. Sua
grande representatividade dentro das familias satds € verificada pela
estimativa obtida parg,re sera discutida no proximo item, juntamente @m

influéncia do loco Dia-3.
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4.3.2. Parametros do sistema de cruzamento

O coeficiente de endogamia (F), que quantifica @&rréacia de
endogamia com base na reducdo da heterozigosidadel&cdo as populacdes
em equilibrio, indicou que o pomar de sementes lesmta proximo do equilibrio
(F = 0,005_+0,001). No entanto, os resultados encontradostesies qui-
quadrado, que testam a ocorréncia de cruzamenaxasp na populacdo com
base nos desvios das freqUiéncias genotipicas, feiganficativos para o pomar
de sementes (Quadro 7) .

Por outro lado, a diferenca entre as estimativaspdoametros para taxa
de fecundacéao por locos individuaig foi somente 2,8% menor que a estimativa
de multilocos ). Teoricamente, uma diferenca significativa soé reecasob
condi¢cBes de limitado fluxo de pdélen ou pela erisi# de estrutura de familia
dentro da populacédo, uma vez que as estimativdscorisdo mais sensiveis e
tornam-se viesadas para baixo (RITLAND e JAIN, 1984ssim sendo, a
pequena diferenca encontrada indica que existe gmeidade no fluxo génico
do podlen.

Os valores estimados em torno de 0,93 pararh ambas as condicOes
com trés (0,923 0,039) ou quatro locos (0,94804028), confirmam o sistema
de cruzamento predominantemente por fecundacdadayzara a populacao de
P. rigida, no pomar de sementes. Esta alta taxa de fecundagZada estimada
para uma espécie que possui flores hermafrodieaginslo RITLAND (1989),
esta diretamente relacionada a possivel ocorr@eceuto-incompatibilidade em
P. rigida. ARROYO (1981) afirma que auto-incompatibilidad®we na maioria
das espécies da subfamilia Mimosoideae.

Avaliando a possibilidade de ocorréncia de autofdagéo com base nos
33 frutos analisados para paternidade multiplapapes frutos A2/2, A6/1, A7/3
e A9/2 ndo confirmaram a ocorréncia de fecundag@ada (Quadro 16) e, neste

caso, ndo se pode descartar a ocorréncia de awtdsgdo. Todos 0s outros
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frutos apresentaram confirmacdo ndo-ambigua dendegdo por poliade de
outra planta diferente.

Altas taxas de cruzamento tém sido obtidas paranag espécies
florestais tropicais de caracteristicas semelhanigsara aquelas que apresentam
baixa densidade de individuos em suas populacépsdies raras). STACY et al.
(1996) estimaram o sistema de cruzamento de tnéScies tropicais com o
programa MLT e encontraram 100% de fecundacdo deupara populacdes de
Calophyllum longifolium Willd. (Clusiaceag) Spondias mombin L.
(Anacardiaceae) eTurpinia occidentalis G. Don subsp.breviflora Croat
(Staphyleaceae), todas com flores hermafroditas)ipadas por insetos, e que
ocorrem em baixa densidade nos sitios estudadasvfte adulta/ 2,2 a 6 ha).
Para a espéciBertholletia excelsadumb. & Bonpl.: Lecythidaceae, que ocorre
nas regides umidas das florestas tropicais e tanapFesenta sistema de auto-
incompatibilidade, O'MALLEY et al. (1988) obtiveragstimativas de 0,85 para
tn € 0,80 parast Ao mesmo tempo, MUONA et al. (1991), estudandasdu
populacbes naturais décacia melanoxylonR. Br. (Leguminosaceae -
Mimosoideae), espécie secundaria inicial e que déamlpossui poliade,
estimaram taxas de fecundacéo cruzada de 0,80e 1,0

Segundo revisdo apresentada por LEPSCH-CUNHA (199
estimativas de taxa de cruzamento para sete espéwpicais de baixa
densidade, emergentes, colonizadoras de clareisg@undarias, polinizadas por
animais e com dispersdo de sementes pelo ventmaspduas espécies
apresentaram resultados que indicam sistema mésteptoducdo, enquanto as
cinco espécies restantes apresentayaemttorno de 0,94. A autora relacionou o
sistema de cruzamento tipico de espécies predotemante alogamas também
para quatro espécies, caracterizadas por apresentdistribuicdo comum,
ocuparem dossel ou subdossel das florestas e seoemins em estadio
sucessional inicial, tendo a média obtida das espéalo 0,96.

Por outro lado, a grande maioria dos trabalhosigadids é resultante de

amostragem sobre populacfes naturais. Espera-s& tgna de fecundacéo para
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angico-gurucaia no pomar de sementes seja um pswgerior a obtida de
populacdes sob condicdo natural. Fortalecendo laptaese, MUONA et al.
(1989) verificaram reducao no nivel de endogamiauempomar de sementes de
Eucalyptus regnansF. Muell., quando comparado com colecdo regional.
Analisando genotipos de dez locos isoenzimaticas,aotores encontraram
t = 0,91 para o pomar e t = 0,74, para uma colegdional prOxima ao pomar.
Essas diferencas foram justificadas pela reducderapamento entre plantas
aparentadas no pomar, 0 que estad associado tamiiferencas na idade, no
tamanho e na densidade de arvores nas diferemetapdes. A mesma condi¢ao
foi verificada por BARRETT et al. (1987). Os aumrestudando o sistema de
cruzamento num pomar de semente®idea marianaencontraram um valor de
fecundacado cruzada,(t= 0,84) maior do que normalmente é encontrado para
populacdes naturais da espécie<t0,79), o que evidencia um resultado positivo
quanto a recombinacdo génica entre as diferentegagl de diferentes locais,
que passaram a compor o pomar de sementes. Ndogr@anambas as citacoes,
ja foi confirmada a ocorréncia de autofecundacd®e espécies em questao.
Portanto, um trabalho mais especifico de cruzameomdrolado pard. rigida

seria importante para facilitar a discussao solagsanto.

4.3.3. Cruzamentos correlacionados

As estimativas sobre os parametros de correlagiiolsizEdas ao utilizar
um modelo que se baseia em repetidas amostrag@arele de sementes dentro
de familias na populacacsilfling-pair model segundo RITLAND, 1989).
Durante as amostragens, 0 sistema de cruzamersiergei na populacédo afeta
diretamente o parentesco entre as duas sementessiiaa amostra, devendo-se
ressaltar que, se existe tendéncia para que estaEntes sejam resultantes de
fecundacdo cruzada ou autofecundacéo, existirdargor uma correlacdo no

cruzamento. Sob essa circunstancia, o parentescio nedservado entre as
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familias € aumentado, e o0s pais dessas amostrasdéabcos por uma
probabilidade maior que o acaso.

Nesse sentido, a relacdo genética entre duas tesmée dada familia
depende da possibilidade de ocorréncia de endogdipa@arental ou por
autofecundacao, da existéncia de correlacdo n@merzto () e da correlacéao
entre grados de polen nos casos de fecundagéo ar@ga(RITLAND, 1989). A
correlacdo no cruzamento expressa a chance pdldupssementes, amostradas
de uma colecéo, sejam mais ou menos provaveis aeigmadas do mesmo tipo
de cruzamento, em relacdo ao acaso. Ja a corretigzguaternidade Jr é
estimada de sementes resultantes de fecundacé@alarezepresenta a propor¢ao
de pares de sementes-irmas completas, amostratesanilias de fecundacéo
cruzada.

Os resultados dos parametros para correlacdo umarmmento e para
paternidade foram significativos para o pomar Xr0,194 e y = 0,201).
Resultados significativos para ocorréncia de cacé estdo normalmente
relacionados a espécies que possuem dependénciagetge polinizador
especifico e de curta capacidade de forrageamamt®,espécies que apresentam
seus graos dispersos em estrutura como poliadeslioeas.

A espeécieMilulus guttatusD.C. (Scrophulariaceae), por exemplo, possui
cruzamento misto (50% de autofecundacéo) e frido®aapsulas, e apresentou
0,00 e 0,05 de cruzamentos correlacionadds (0,22 e 0,21 de correlacéo de
paternidade () para duas populagbes (RITLAND, 1989). Estes dddosm
obtidos com reamostragem de sementes entre capsuas de populacdes, mas
quando foram amostradas sementes dentro de capaslasesmas estimativas
foram 0,17 e 0,12 paraeg 0,37 e 0,44 parg. [Esta espécie ndo possui poliade, no
entanto, suas flores sdo polinizadas por abelhsmsafrangem pequena area de
forrageamento, o que justifica aquelas estimatpas favorecer cruzamentos
entre individuos aparentados.

A espécieP. rigida possui agentes polinizadores eficientes como, por
exemplo, abelhas de médio porte Melipona e Trigs#eGEYAMA, 1992). No
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entanto, observacdes em microscopio Optico confamaa existéncia de
poliades com 12 e 16 gréos de graos de polen,egtasespécie, completando a
citacdo de CRUDEN (1977) para a ocorréncia de gedigpara a maioria das
espécies da subfamilia Mimosoideae. A influéncia paliades no sistema de
reproducdo é mais bem estudada para as espéci@sad@a (Leguminosae -
Mimosoideae). Os dados indicam que as poliadesemanf uma vantagem
seletiva na reproducdo, por proporcionar um medaegite na dispersédo de graos
de podlen por insetos, e asseguram que, com um énmoto bem-sucedido de
polinizacdo, sejam produzidas varias sementes (KENRe KNOX, 1982).
Esses autores verificaram ser comum uma correkagie o nimero de graos de
polen em poliades e 0 nimero maximo de semente$ri#gos e, sob mais
complexa relacéo, entre o numero do 6vulos. Destad, uma Unica unidade
tem potencial para fertilizar todos os 6Ovulos derto mesmo ovario. Nestas
condicles, a presenca de poliades parece ter &speciaptacdo para garantir a
producédo de sementes apds uma unica polinizagao.

Todas essas informacg6es foram verificadas parpéecie®. rigida, com
base nas avaliacbes realizadas com os frutos dotetam 1998 e também de
algumas inflorescéncias. Portanto, as estimatilislas para os parametros de
correlacdo sao justificadas pela transferéncia,atiacaso, dos graos de poélen
sob a forma de poliades.

A influéncia das poliades tornou-se mais marcardeprocesso de
reproducdo, quando os resultados das frequéncretigieas das sementes que
foram mantidas individualizadas por cada um de38efutos foram analisados
para os parametros de cruzamento correlacionadesd(® 13). Sua influéncia
pode ser verificada também pelas diferencas nagiéreias alélicas para os
ovulos e graos de polen estimados nesta amostnagésrestrita (Quadro 15).

Associado ao aumento das estimativas de corretstaa propor¢cao dos
frutos compostos por sementes resultantes de uma paliade ou de mais de
uma. No estudo de paternidade multipla, foi coastatjue a maioria dos frutos

da espécie possui todas sementes-irmads completasbém na anélise de
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variancia, o componente de variacdo para individigogro de familias foi nulo,
0 que concorda com os resultados desse teste.

Associando os resultados do teste de paternidatiplai@s estimativas
para correlagéo de graos de polgjh @btidos com e sem o loco Dia-3 (0,515 e
0,289, respectivamente), calculado para a mesmastemoverifica-se que a
estimativa deveria ser bem elevada. A analise deslagdo foi realizada com
reamostragem de pares de sementes dentro de fachligopulacédo, tendo as
familias sido compostas por sementes obtidas deaapguatro frutos. Desta
forma, a estimativa indicada com a exclusdo do Dwesta mais proxima do
esperado.

MUONA et al. (1991) encontraram, efcacia melanoxylorR. Br.,
proporcdo de frutos com paternidade multipla foi8e 15%. Utilizando o
método de pares de progénies, 0s autores verificanae existia expressiva
correlacdo entre cruzamentos, ocorrendo em diesenfveis de hierarquia
dentro da mesma planta e populacédo, devendo-saltaesque a correlacao
diminuia no sentido de sementes amostradas desfd#otro de inflorescéncia
(0,46), frutos dispostos no mesmo grupo na cob)0para frutos dentro de
arvores (0,25), sendo o ultimo nivel hierarquicoespondente ao analisado para
0 angico-gurucaia.

A existéncia de correlagdo no sistema de cruzameitoespécie,
influenciando a distribuicdo génica entre as praggriem importancia para as
estratégias de melhoramento. Os melhoristas, wsardkterminadas
caracteristicas particulares da espécie, procureevep 0s ganhos genéticos
obtidos a partir de processos de selecdo e crutasndPara isto, os dados sao
avaliados principalmente com base na varianciaivaditla caracteristica
quantitativa com que se trabalha (FALCONER, 19&€9mo normalmente se
considera que uma familia obtida por polinizac&ertabé constituida por meios-
irmaos, numa condicdo de cruzamentos correlaci@nadariancia aditiva pode

ser subestimada.
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O angico-gurucaia possui inflorescéncias na formaspiga. Segundo
ARROYO (1981), a compactacdo de varias flores hizoddas em
inflorescéncia seria uma estratégia para aumentragdo dos polinizadores
mais distantes, o que se tornaria ainda mais efeciem virtude da cor creme ou
amarelo-esverdeada das flores dessa espécie. @&sdocias poliades e a
potencial auto-incompatibilidade as inflorescéncidem-se uma eficiente
estratégia para garantir a producao de satisfatdinoero de sementes a partir de
uma unica polinizagcdo bem-sucedida e, a0 mesmootes@beciona-se contra a
producéo de progénies endogamicas. Desta fornflgras que recebem poliade
de autofecundagdo ou de individuos aparentadosinseabortadas, e este
mecanismo nao prejudicaria a formacao de um fratthon adjacente.

Tal estratégia para garantir a producédo de seménteonstatada por
JANZEN et al. (1980), estando associada a limitaifiagentes de polinizacao.
Estes autores estudaram as variacbes na frutificdedEucyclia cordigerai
(Orchidaceag) que possui inflorescéncias com 1 a 13 flores, fentdo da
distribuicdo de grdos de polen em polineas e aodgpcruzamento. Os autores
nao encontraram diferencas na proporcdo de inléresas que produziram
frutos entre as plantas autofecundadas com agpeliaszadas por pélens de um
anico pai. No entanto, das inflorescéncias queniopalinizadas por graos de
polen de varios pais, cerca de 97% de suas floredupiram frutos, sendo
significativamente superior ao numero de floreufeladas em inflorescéncias
que foram autofecundadas. Além disto, eles verditaque a proporcdo de
frutos produzidos pelas plantas que foram manudénpalinizadas foi maior
gue aquelas ndo-manipuladas, o que indica quedaigiio de frutos pela espécie
pode ter limitacdo pela disponibilidade de polidizes.

A existéncia de um eficiente processo seletivo reonprogénies
endogamicas € fundamental para a sobrevivéncia spécies pioneiras e
agressivas durante o processo de colonizacdo. Espasies, como 0 angico-
gurucaia, se difundem tipicamente, colonizandoedias formadas em continuos

florestais ou se alastrando com facilidade por &mdes secundarias, onde
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ocorrem com maior densidade (EMBRAPA, 1986). A tam® migracdo da
espécie para novos dominios seria condicdo mudpi@ea para sofrer perda de
viabilidade genética pelo efeito gargaloottleneck, acompanhado de deriva
genética pelo efeito fundador. Os constantes @@jusobre a variabilidade
genética das novas populacdes formadas seriananpmrreflexo da reducéo do
seu tamanho efetivo sobre o simultaneo aumentoedétigos homozigotos.
Assim, 0s novos dominios compostos por individuesultantes de uma
amostragem da populacdo original seriam suscetaeideclinio causado por
variacfes ambientais ou influéncias de patdgenos.

Portanto, todas as condi¢des estudadas indicara ggpécie possui um
mecanismo de auto-incompatibilidade associado andofio de sementes
exogamicas, como estratégia para colonizacdo. Nante para se tornar
conclusivo, novamente seria necessario realizar astudo de cruzamento
controlado, para esclarecer a eficiéncia do orgamisnaterno em selecionar

gametas recebidos na forma de poliades.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este estudo foi desenvolvido para avaliar a efficda implantacdo de
um pomar de sementes, formado com 0s objetivosodsecvacacex situe
producdo de sementes de qualidade genética supkricrspécies florestais
arbéreas. Esse pomar foi formado por mudas de otataale sementes realizada
de forma estratificada de arvores localizadas egnfientos florestais, dispostos
ao longo de 2.915 km, correspondente a extensadmwadgem brasileira do lago
formado pelo represamento do rio Parana, a pastrcahstrucdo da Usina
Hidrelétrica de Itaipu. O estudo baseou-se em uomlpcdo experimental de
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, composta por 30 familias de 20
individuos cada, obtida de arvores distantes esitrgninimo de 500 m) em
fragmentos florestais ao longo da regido naturalcgéacterizada (colecéo
regional) e de uma outra amostra do mesmo tamaoibitda do pomar de
sementes.

Aplicando a técnica de eletroforese de isoenzicoas base em quatro
locos polimérficos (Sod-2, Dia-1, Dia-3 e 6Pgdh€)somando 11 alelos,
estudou-se o sistema de cruzamento da espécienmar ple@ sementes e estimou-
se a variabilidade genética existente nas duadqgjms experimentais.

A taxa de fecundacdo cruzada no pomar de sementesldvada
(tn = 94,8%), em detrimento da ocorréncia de endogaeia cruzamento entre
individuos aparentados (F = 0,005). Os resultadesnitiram confirmar a
existéncia de cruzamentos correlacionados no pomaementes (= 0,194 e
r, = 0,201). Estudos complementares indicaram quisseminacdo de gréos de
polen em poliades justifica essa ocorréncia. Oedede paternidade multipla
complementaram tais resultados, demonstrando qowiar parte dos frutos

formados na espécie (64%) possui sementes-irmagletas.
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A variabilidade genética estimada para as duasligdes amostradas
concorda com algumas espécies tropicais que apaegenalta variabilidade em
suas populacdes naturais. Os niveis de variacaetigenestimados foram
similares, com 2,07 e 1,93 alelos por loco polimedrf 73,34 e 65% de locos
polimorficos e valor de heterozigosidade observ&tia de 0,26, para ambas, e
heterozigosidade esperadac)(lle 0,23 e 0,21, para o pomar de sementes e
colecdo regional, respectivamente. Além destesndicd de diversidade de
Shannon-Weaver, calculado a partir das frequérfeiastipicas de sete locos
polimorficos (Sod-2, Dia-1, Dia-3, 6Pgdh-2, EstHst-3 e Adh), ndo indicou
diferencas entre as médias obtidas para as dudgdes, 0,4242 e 0,4265 para o
pomar e colecao regional, respectivamente.

Os resultados dos testes de germinacdo de semiediesram maior
precocidade, maior viabilidade e maior homogenedad germinacdo de
sementes das familias do pomar, em relacdo as ldgdooregional. Estes
resultados permitem inferir que o pomar de semdntexfetivo ndo apenas para
a conservacaex situ da variabilidade genética resgatada pela amosirage
estratificada sobre a regido natural abrangideenestido, mas também que ele
esteja favorecendo a recombinacdo génica e, comseiente, revertendo a
acdo de depressdo por endogamia, que provavelnestée atuando sobre
caracteristicas adaptativas da espécie nas fangjlias compdem a colecdo

regional.
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APENDICE A

Quadro 1A - Frequéncias genotipicas observada8hé&smilias do pomar, para
o loco 2 da 6-fosfogluconato desidrogenase (Pgdhe®)
Parapiptadenia rigida

Familia Gendtipos
0 aa ab bb ac cc bc cd ad bd
1 4 1 7 8
2 2 14 1 3
3 1 18 1
4 5 15
5 1 1 2 10 5 1
6 20
7 20
8 18 1 1
9 7 12 1
10 1 3 16
11 1 12 4 3
12 3 5 12
13 18 1 1
14 9 1 10
15 1 15 3 1
16 4 16
17 1 3 9 7
18 13 7
19 20
20 19 1
21 19 1
22 1 19
23 9 10 1
24 1 19
25 1 9 8 1 1
26 18 2
27 2 17 1
28 20
29 16 3 1
30 4 14 2
TT 2 7 2 1 62 440 56 26 3
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Quadro 2A - FregUéncias genotipicas apresentadasecao regional, para o
loco 2 da 6-fosfogluconato desidrogenase (Pgdh-Zhi e
Parapiptadenia rigida

Familia Gendtipos
0 aa ab bb ac cc bc cd ad bd

1 2 18

2 12 7 1
3 20

4 1 18 1

5 1 18 1

6 10 9

7 2 1 10 7

8 4 8 8

9 1 1 7 11

10 1 4 8 7

11 12 8

12 3 16 1

13 20

14 20

15 1 12 6 1

16 20

17 3 3 7 7

18 3 15 2

19 13 5 1 1
20 16 4

21 16 4

22 1 11 8

23 19 1

24 2 18

25 19 1

26 3 17

27 20

28 17 3

29 1 5 12 1 2

30 3 14 3
TT 3 9 8 81 398 75 23 2 1
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Quadro 3A - Frequéncias genotipicas observadas3dammilias da colecéo
regional e do pomar de sementes, para o loco laflarase (Dia-
1) emParapiptadenia rigida

Pomar de Sementes Colecao Regional
Familia Genotipos Familia Genotipos
0 aa ab bb 0 aa ab bb
1 16 4 1 16 4
2 10 6 4 2 19 1
3 14 6 3 15 5
4 8 12 4 15 5
5 20 5 16 4
6 17 3 6 18 2
7 18 2 7 9 9 2
8 18 2 8 15 5
9 20 9 19 1
10 18 2 10 1 4 12 3
11 18 2 11 15 5
12 18 2 12 16 4
13 7 10 3 13 18 2
14 18 2 14 20
15 20 15 20
16 17 3 16 20
17 9 9 2 17 13 7
18 15 5 18 17 3
19 18 2 19 16 4
20 17 3 20 19 1
21 20 21 19 1
22 20 22 18 2
23 19 1 23 19 1
24 9 7 4 24 1 18 1
25 18 2 25 20
26 20 26 20
27 20 27 16 4
28 20 28 13 7
29 20 29 15 5
30 20 30 14 6
T 502 85 13 T 2 492 101 5
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Quadro 4A - Frequéncias genotipicas observadas3dammilias da colecéo
regional e do pomar de sementes, para o loco faflarase (Dia-
3) emParapiptadenia rigida

Pomar de Sementes Colecado Regional
Familia Genodtipos Familia Genodtipos

0 aa ab bb 0 aa ab bb
1 1 11 8 1 20
2 1 14 5 2 5 14 2
3 14 5 1 3 8 12
4 1 9 10 4 7 13
5 4 10 6 5 1 9 10
6 8 10 2 6 6 14
7 12 8 7 2 2 16
8 11 7 2 8 4 7 6 3
9 10 10 9 1 11 8
10 1 1 8 10 10 20
11 1 9 10 11 20
12 1 4 12 3 12 14 6
13 4 10 6 13 11 4 5
14 1 5 14 14 11 9
15 3 16 1 15 20
16 2 11 7 16 18 2
17 5 15 17 11 9
18 4 11 5 18 1 6 13
19 1 11 7 1 19 3 13 4
20 1 14 5 20 5 14 1
21 1 4 13 2 21 9 11
22 16 4 22 2 8 9 1
23 8 12 23 6 14
24 1 12 5 2 24 12 8
25 6 14 25 1 4 5 10
26 1 2 13 4 26 20
27 12 8 27 1 15 4
28 13 7 28 1 13 6
29 9 11 29 8 12
30 9 8 3 30 5 15
TT 18 261 279 42 TT 94 234 247 25
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Quadro 5A - FregUéncias genotipicas observadasgsaB® familias da colecao
regional e do pomar de sementes, para o loco 2udar@&ido
dismutase (Sod-2)

Pomar de Sementes Colecado Regional
Familia Gendtipos Familia Genotipos
0 aa ab bb ac bc 0 aa ab bb ac bc
1 16 4 1 4 15 1
2 17 3 2 12 8
3 3 10 5 2 3 20
4 2 18 4 20
5 18 2 5 20
6 20 6 17 3
7 18 2 7 18 2
8 20 8 20
9 3 15 2 9 19 1
10 1 19 10 18 2
11 1 12 3 2 2 11 20
12 20 12 20
13 1 11 8 13 18 2
14 20 14 20
15 19 1 15 20
16 1 18 1 16 20
17 20 17 20
18 20 18 20
19 19 1 19 20
20 20 20 20
21 19 1 21 20
22 18 2 22 19 1
23 12 8 23 19 1
24 1 18 1 24 20
25 1 19 25 20
26 2 16 2 26 19 1
27 14 6 27 20
28 20 28 20
29 8 8 2 2 29 20
30 4 14 2 30 20
TT 1 4 45 494 6 50 TT 4 574 22
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Quadro 6A - Frequéncias fenotipicas encontradas pdoco 1 da esterase (Est-
1), em familias da colecdo regional e do pomar eteestes em
Parapiptadenia rigida

Pomar de Sementes Colecado Regional
Familia Fendtipos Familia Fendtipos
0 1 2 3 0 1 2 3
1 18 2 1 3 11 5 1
2 18 2 2 20
3 9 11 3 10 10
4 16 3 1 4 20
5 10 10 5 20
6 16 4 6 3 7 10
7 9 8 3 7 14 6
8 12 8 8 20
9 13 7 9 7 12 1
10 1 16 3 10 1 12 7
11 19 1 11 20
12 13 6 1 12 1 11 9
13 15 5 13 12 6 2
14 17 3 14 20
15 18 2 15 20
16 20 16 12 6 2
17 18 2 17 9 10 1
18 8 12 18 16 3 1
19 19 1 19 20
20 13 7 20 20
21 18 2 21 9 11
22 12 8 22 12 7
23 17 2 1 23 14 5 1
24 19 1 24 5 15
25 20 25 16 4
26 18 26 12 4 4
27 17 3 27 14 6
28 20 28 20
29 19 1 29 20
30 20 30 5 8 7
TT 1 477 116 6 TT 168 268 134 30
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Quadro 7A - Frequéncias fenotipicas encontradas3fatamilias da colecdo
regional, para o loco 3 da esterase (Est-3) Rarapiptadenia

rigida
Familia Fendtipos
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 4 1 8 7
2 3 6 1 5 1 4
3 1 2 2 5 2 6 2
4 1 1 1 1 9 3 2
5 4 1 10 4 1
6 3 17
7 6 2 7 2 2 1
8 2 5 2 4 1 6
9 10 4 3 3
10 1 3 5 4 1 1 5
11 14 1 3 2
12 6 3 5 2 1 1 2
13 2 4 3 7 2 2
14 2 10 1 1 6
15 3 10 6 1
16 3 10 3 4
17 3 4 8 5
18 9 11
19 1 11 5 3
20 3 1 1 2 1 6 1 4 1
21 3 2 7 2 1 4 1
22 12 2 4 1 1
23 1 1 12 4 1 1
24 3 1 4 2 3 2 4
25 6 2 1 11
26 1 13 6
27 6 1 4 1 3 2 3
28 3 5 1 1 6 1
29 3 3 1 5 1 1 2 1 4 2
30 8 12
TT 14 20 74 79 19 162 67 21 53 7 18 30 35
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Quadro 8A - Freqguéncias fenotipicas encontrada8@damilias do pomar, para
o loco 3 da esterase (Est-3) Parapiptadenia rigida

Familia Fendtipos
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 3 3 5 5 2 2
2 4 9 5 2
3 1 2 1 4 1 1 3 4 2
4 2 4 5 3 3 2 1
5 3 2 3 2 1 10
6 2 4 13 1
7 9 1 1 6 2 1
8 7 8 5
9 9 3 5 3
10 1 11 1 2 4 1
11 5 1 1 6 1 1 2 3
12 2 13 3 2
13 1 6 3 4 3 2 1
14 2 9 3 2 1
15 1 4 15 3
16 1 2 4 1 5 1 4 1 1
17 6 3 5 4 2
18 1 12 3 4
19 7 2 2 8 1
20 6 8 1 5
21 6 3 1 2 4 1 3
22 2 7 8 1 2
23 1 10 6 1 2
24 2 2 1 9 4 2
25 1 2 1 4 1 4 5
26 8 1 3 1 2 3 2
27 1 1 5 4 2 2 5
28 1 3 9 2 2 3
29 4 1 1 2 1 8 1 2
30 6 3 4 1 5 1
TT 4 68 67 40 9 181 56 44 29 28 14 36 24
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APENDICE B

Quadro 1B - Resultados do acompanhamento da gaegéorde sementes das 30
familias do pomar de sementes [arapiptadenia rigida até o
sexto dia do teste. Valores em porcentagem

Dias Consecutivos

Familias 2 0 3° 4° 5° 6°
1 22 62 4 3 2 0
2 0 19 48 22 1 5
3 2 42 32 18 2 0
4 0 38 34 14 4 4
5 5 39 27 18 0 1
6 3 75 12 2 0 0
7 44 50 3 1 0 0
8 61 24 7 0 0 0
9 2 41 32 0 0 0
10 5 86 4 0 0 0
11 3 49 30 9 0 1
12 76 24 0 0 0 0
13 28 65 0 0 0 0
14 49 44 1 0 0 0
15 89 8 1 0 0 0
16 0 38 34 14 4 1
17 0 66 25 6 2 0
18 0 60 35 5 0 0
19 0 8 30 36 14 3
20 0 41 41 11 3 0
21 0 6 30 37 15 8
22 0 33 57 3 2 2
23 1 23 29 11 11 0
24 0 44 40 9 1 0
25 0 6 15 40 15 14
26 1 19 34 25 19 2
27 0 36 39 18 4 0
28 0 32 35 25 4 0
29 4 67 17 2 1 0

30 2 70 25 0 0 0
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Quadro 2B - Resultados do acompanhamento da gagéorde sementes das 30
familias deParapiptadenia rigidada colecéo regional, até o sexto
dia do teste. Valores em porcentagem

Familias Dias Consecutivos
1° 2° 3° 4° 5° 6°
1 7 77 0 0 0 0
2 3 84 10 1 0 0
3 0 54 39 4 1 0
4 0 37 55 4 2 0
5 0 66 6 0 0 0
6 0 58 13 1 0 0
7 0 43 1 0 0 0
8 0 11 19 0 2 0
9 0 78 5 0 0 0
10 0 46 28 1 0 0
11 0 51 34 2 2 0
12 0 88 0 0 0 0
13 0 62 25 2 1 0
14 0 89 1 0 0 0
15 3 80 3 0 2 0
16 0 78 3 0 0 0
17 0 70 4 0 3 0
18 0 20 4 0 0 0
19 3 78 2 0 0 0
20 2 53 3 0 0 0
21 0 66 1 0 0 0
22 0 66 4 3 0 0
23 0 58 1 1 0 0
24 0 70 0 0 0 0
25 0 58 6 6 2 0
26 0 96 0 0 0 0
27 35 8 1 0 0 0
28 0 61 28 2 1 0
29 0 71 0 0 0 0
30 15 18 0 0 0 0
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APENDICE C

Quadro 1C - Numero médio de alelos por loco pdtitod, porcentagem de
locos polimorficos (critério de 95%) e heteroziglasles médias
observada e esperada, para cada familia da calegémal e do
pomar de sementes Barapiptadenia rigida

Numero Médio % de Locos Heterozigosidade Heterozigosidade
Familias de Alelos (A) Polimérficos (P) Observados (Ho) Esperada (He)
pomar natural pomar natural pomar natural pomar natural
(S.E) (S.E) (S.E) (S.E) (S.E) (S.E)
01 2,3(0,3) 2,0 (0,4) 100 75 0,40 (0,14) 0,14%p,0 0,34 (0,11) 0,13 (0,5)
02 2,5(0,5) 2,3(0,3) 100 75 0,25(0,04) 0,54@.2 0,28 (0,07) 0,13 (0,38)
03 2,5(0,3) 1,8 (0,3) 100 75 0,31(0,10)  0,462p,2 0,30 (0,09) 0,11 (0,29)
04 2,0 (0,0) 2,0 (0,4) 100 75 0,37 (0,12)  0,254p,1 0,29 (0,08) 0,10 (0,19)
05 2,3(0,6) 2,0 (0,4) 75 75 0,23(0,10) 0,21 (»,110,23 (0,11) 0,08 (0,17)
06 1,5(0,3) 2,0 (0,0) 50 100 0,16 (0,12)  0,354p,1 0,15(0,11) 0,09 (0,28)
07 1,8 (0,3) 2,3(0,3) 75 100 0,15 (0,09)  0,48p,1 0,13 (0,07) 0,38 (0,09)
08 2,0(0,4) 2,0(0,4) 75 75 0,14 (0,07) 0,31 (»,120,15(0,09) 0,32 (0,13)
09 2,3(0,5) 2,3(0,3) 75 50 0,29 (0,11) 0,28 (9,140,24 (0,09) 0,23 (0,11)
10 1,8(0,3) 2,3(0,3) 75 100 0,17 (0,09) 0,51%p,1 0,16 (0,08) 0,42 (0,12)
11 2,8 (0,5) 1,8 (0,3) 100 75 0,46 (0,14) 0,291p,1 0,36 (0,10) 0,24 (0,08)
12 1,8(0,3) 2,0 (0,4) 75 75 0,24 (0,14) 0,17 (9,06 0,25 (0,12) 0,16 (0,06)
13 2,5(0,3) 1,8 (0,3) 100 75 0,39 (0,10)  0,104p,0 0,37 (0,09) 0,16 (0,10)
14 2,0 (0,4) 1,3(0,3) 75 25 0,35(0,18) 0,11 (9,110,25(0,12) 0,09 (0,09)
15 2,3(0,6) 2,0(0,7) 50 50 0,27 (0,18) 0,22 (»,130,20 (0,11) 0,19 (0,11)
16 2,3(0,3) 1,3(0,3) 100 25 0,21 (0,06) 0,022Zp,0 0,19 (0,05) 0,02 (0,02)
17 2,0 (0,4) 2,0 (0,4) 75 75 0,43(0,16) 0,32 (p,110,34 (0,11) 0,30 (0,11)
18 1,8(0,3) 2,0 (0,4) 75 75 0,36 (0,15) 0,17 (9,07 0,30 (0,12) 0,18 (0,07)
19 1,8 (0,3) 2,3(0,6) 50 75 0,13 (0,08) 0,46 (9,220,13 (0,08) 0,34 (0,15)
20 1,8(0,3) 1,8(0,3) 50 50 0,12 (0,06) 0,24 (9,16 0,11 (0,05) 0,18 (0,11)
21 1,8 (0,3) 1,8 (0,3) 25 50 0,20 (0,16) 0,20 (»,120,15 (0,12) 0,16 (0,09)
22 1,8(0,3) 2,3(0,3) 50 75 0,09 (0,04) 0,27 (9,120,08 (0,04) 0,24 (0,10)
23 2,3(0,3) 2,0 (0,0) 75 25 0,40 (0,12) 0,21 (9,16 0,31 (0,09) 0,15 (0,10)
24 2,3(0,3) 1,8(0,3) 75 50 0,19 (0,07) 0,14 (»,090,25 (0,10) 0,12 (0,07)
25 2,3(0,3) 1,5 (0,3) 75 25 0,34 (0,16) 0,08 (9,06 0,27 (0,12) 0,13 (0,11)
26 2,0 (0,4) 1,8(0,3) 75 50 0,25(0,15) 0,17 (9,110,20 (0,11) 0,15 (0,09)
27 2,0 (0,4) 1,5 (0,3) 75 50 0,21 (0,09) 0,10 (p,06 0,18 (0,07) 0,09 (0,05)
28 1,3(0,3) 1,8(0,3) 25 75 0,09 (0,09) 0,20 (»,080,07 (0,07) 0,18 (0,07)
29 2,3(0,5) 2,3(0,6) 75 75 0,34 (0,14) 0,32 (p,130,28 (0,11) 0,27 (0,10)
30 2,3(0,5) 1,8(0,3) 75 75 0,25(0,09) 0,44 (,180,25(0,10) 0,31 (0,12)
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