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RESUMO

Ha& muito tempo tem-se o interesse em conhecer o parentesco existente dentro de progénies de
polinizacdo aberta de espécies arboreas, devido as suas implicagdes na estimativa da variancia
genética aditiva, tamanho efetivo de variancia e determinacdo do nimero de arvores matrizes
para a coleta de sementes para fins de conservacdo ex situ, melhoramento e recuperagédo
ambiental. O objetivo do presente trabalho foi comparar a estimativa do coeficiente de
coancestria dentro de progénies de Myracrodruon urundeuva por quatro métodos: i)
pardmetros do sistema de reproducdo, conforme método de Ritland (1989) e utilizando a
extenséo deste método em casos de cruzamentos entre parentes (SEBBENN, 2006); ii) a partir
da medida de diferenciacdo no conjunto de pdlen recebido por diferentes arvores matrizes,
com base na analise TwoGener (SMOUSE et al., 2001); iii) analise de variancia de
frequéncias génicas para estimar componentes de variancia e calcular o coeficiente de
coancestria a partir da diferenciacdo genética entre progénies (WEIR; COCKERHAM, 1984);
iv) 0 estimador de coancestria de Loiselle et al. (1995) e Ritland (1996) pelo método proposto
por Hardy et al. (2004). Para tanto, foram utilizadas progénies de polinizacdo aberta de quatro
populacdes de M. urundeuva, analisadas para seis locos microssatélites. Para reduzir fontes de
variacdo, trabalhou-se com um conjunto de dados balanceados, onde todas as progénies
tinham 15 plantas e duas populacdes foram compostas por 12 progénies e duas por 24
progénies. A taxa de cruzamento ndo foi diferente da unidade nas quatro populacdes

(t,, =1,0) o que era esperado por tratar-se de uma especie didica. A correlagdo de paternidade

foi significativamente diferente de zero, variando de 0,167 a 0,265, ou seja, 16% a 26% das
progénies sdo parentes no grau de irmdos-completos. Comparando os quatro métodos de
estimacdo do coeficiente de coancestria, 0 mais preciso e facil de estimar foi 0 método de
Ritland (1989). Este método produziu valores dentro da faixa esperada em progénies de
polinizacdo aberta (0,125 a 1,0), com valores variando de 0,145 a 0,158. As estimativas
obtidas ao nivel de progénies foram igualmente dentro da faixa esperada. Em contraste, todos
0s demais métodos produziram em algumas populacdes e/ou mesmo dentro de progénies
alguns valores que se encontravam abaixo do minimo esperado em progénies de polinizacéo
aberta (0,125), claramente indicando a ocorréncia de subestimativas. Tais subestimativas
geram erros nos calculos da correlacdo de parentesco, tamanho efetivo de variancia e nimero
de arvores matrizes para a coleta de sementes. A estimacdo mais coerente do coeficiente de

coancestria foi pelo método de Ritland (1989) pelo fato de que este é uma estimativa



ponderada dos diferentes parentescos dentro de progénies. Em termos praticos, este estudo
contribui para programas de melhoramento e conservacdo genética, pela proposicdo do
coeficiente de parentesco a ser utilizada para estimar a variancia genética aditiva em

populagdes de M. urundeuva.

Palavras-chave: Coeficiente de coancestria. Sistema de reproducdo. Tamanho efetivo. Coleta

de sementes. Programas de melhoramento. Conservagao ex situ.



Use of microsatellite markers to estimate relatedness within open-polinated progenies of

dioicious tree species: a case study of Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allem&o)

ABSTRACT

Know the relatedness within open-pollinated families is a long time interest due the
implications which this relatedness have on the estimative of the addictive genetic variation,
variance effective population size and determination of the number of seed-tree for to collect
seeds aiming ex situ conservation, tree breeding and environmental restoration. The aim of
this work was to compare the estimated of the coancestry coefficient within families of
Myracrodruon urundeuva by four methods: i) mating system parameters, according with
Ritland (1989) method and using the extension of this method in cases of crosses between
relatives (SEBBENN, 2006); ii) from the measured of pollen gene poll differentiation among
different seed-trees, with base in TWOGENER analysis (SMOUSE et al., 2001); iii) analysis of
variance of gene frequencies to estimate variance components and calculate the coefficient of
coancestry from the genetic differentiation among families (WEIR; COCKERHAM, 1984);
iv) the estimator of coancestry from Loisselle et al. (1995) and Ritland (1996) using the
method proposed by Hardy et al. (2004). For this purpose, we used open-pollinated progeny
of four populations of M. urundeuva, previously analyzed for six microsatellite loci. To
reduce sources of variation, we worked with a set of balanced data, where all progenies had
15 plants and two populations were composed of two 12 by 24 families and families. The four

populations have progeny generated by crossing (t,, =1,0) what was expected for the species

is dioecious. The correlation of paternity was significantly different from zero, ranging from
0.167 to 0.265, so 16% to 26% of the progeny were generated by crossing correlated with
degree of full-sib. Comparing the four methods of estimating the coeeficient of coancestry, the
most accurate and easy to estimate was the Ritland (1989) method. This method produces
values within the expected ranged in open-pollinated progenies (0.125 to 1.0), with values
ranging from 0,145 to 0.158. The estimates obtained at the level of progeny were also within
the expected ranted. In contrast, all other methods have produced in some populations and/or
families values that were below the minimum expected in open-pollinated progenies (0.125),
clearly indicating underestimation. Such underestimates generate errors in the calculation of
the coefficient of relatedness, variance effective population size and in the number of seed
trees to collect seeds form breeding and conservation plans. The Ritland (1989) method



produces more robust estimates because this is a weighted estimate of the coancestry within
families. This study contributed for breeding and conservation programs by proposition of the
coefficient of coancestry to be used for to estimate the addictive genetic variation in M.

urundeuva populations.

Keywords: Coefficient of coancestry. Mating system. Effective size. Collect seeds. Breeding

programs. Ex Situ conservation.
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1 INTRODUCAO

A utilizagéo de progénies de polinizacdo aberta tém sido muito difundida em programas
de melhoramento genético florestal, programas de conservacdo ex situ e para fins de
recuperacdo ambiental, devido a facilidade, baixo custo e rapidez de obtencdo. Em muitos
programas de melhoramento florestal, assume-se que progénies de polinizacdo aberta sdo
originadas de cruzamentos aleatorios entre um infinito nimero de arvores, resultando em
progénies de meios-irmdos. Desta forma, os coeficientes de herdabilidade podem ser

estimados, assumindo que covariancia genética entre plantas dentro de progénies

(COvV, = 20Xyaf\) estima ¥4 da variancia genética aditiva (o ). Isto so sera verdade quando os

genitores ndo forem aparentados entre si, ndo endogamicos, nao ocorrer autofecundacédo, ndo
ocorrer sobreposicdo no conjunto de pélen recebido pelas arvores matrizes que deram origem
as progénies e se todas as plantas de uma progénie forem geradas por pélen de diferentes pais
(parentesco apenas dentro de progénies), sendo sua relacdo de parentesco de meios-irmaos

(6,,=0,125). Estas pressuposicOes dificilmente sdo satisfeitas na natureza e a covariancia

genética real entre progénies deve ser maior que Y2 (NAMKOONG, 1966; SQUILLACE,
1974; RITLAND, 1989). Os desvios destas pressuposi¢cdes ou em outros termos, 0s desvios de
cruzamentos aleatérios sdo causados por misturas de cruzamentos com autofecundacgédo
(sistema misto de reproducdo), cruzamentos correlacionados, cruzamentos entre individuos
parentes, populacGes estruturadas em familias (parentesco entre &rvores matrizes, gerando
parentesco entre plantas de diferentes progénies), sobreposi¢cdo no conjunto do polen que
fertilizou diferentes arvores matrizes (parentesco entre plantas de diferentes progénies devido
a mesmos parentais paternos fertilizando diferentes arvores matrizes), e endogamia na geracao
parental. Portanto, o valor de progénies de polinizacdo aberta para estimar a variancia genética
aditiva é reduzido devido aos fenémenos citados acima (NAMKOONG, 1966). Esses
processos de reproducao fazem com que progénies de polinizagdo aberta sejam compostas por
diferentes misturas de parentescos, como: i) irmdos de autofecundacdes; ii) meios-irmaos; iii)
irmaos-completos e; iv) irmdos de autofecundacdo e de cruzamentos (SQUILLACE, 1974;
RITLAND, 1989). Assim, a coancestria dentro de progénies sera maior do que a esperada em
progénies puramente de meios-irmdos (® =0,125) e a variancia entre progénies vai estimar
menos variancia genética aditiva. Ressalta-se ainda que conhecer o parentesco entre plantas
dentro de progénies é fundamental para a conservacao genética e determinacdo do numero de

arvores matrizes para a coleta de sementes para recuperacdo ambiental, visto que quanto
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maior o parentesco dentro de progénies, maior sera a frequéncia de alelos idénticos por
descendéncia dentro das progénies e, consequentemente, maiores serdo os tamanhos amostrais
necessarios para conservar e recuperar areas ou, em outros termos, fundar novas populacGes

com tamanho efetivo que garantam um minimo de potencial evolutivo as populages.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi estimar e comparar quatro métodos de estimativa do
coeficiente de coancestria dentro de progénies de polinizacdo aberta em quatro populac¢des da
espécie arborea tropical didica Myracrodruon urundeuva, utilizando locos microssatéltes. Os
quatro métodos de estimacdo do coeficiente de coancestria dentro de progénies foram: i)
pardmetros do sistema de reproducdo, conforme método de Ritland (1989) e utilizando a
extensdo deste método em casos de cruzamentos entre parentes (SEBBENN, 2006); ii) a partir
da medida de diferenciacdo no conjunto de pélen recebido por diferentes arvores matrizes,
com base na analise TwoGener (SMOUSE et al., 2001); iii) analise de variancia de
frequéncias génicas para estimar componentes de variancia e calcular o coeficiente de
coancestria a partir da diferenciacdo genética entre progénies (WEIR; COCKERHAM, 1984);
iv) 0 estimador de coancestria de Loiselle et al. (1995) e Ritland (1996) pelo método proposto
por Hardy et al. (2004). Mais especificamente, pretendeu-se responder as seguintes questdes:

1. Existem diferencas entre diferentes métodos de estimacdo nas estimativas do
coeficiente de coancestria dentro de progénies?

2. Qual dos quatro métodos estudados é o mais preciso para se estimar o coeficiente de
coancestria dentro de progénies em espécies didicas?
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3 HIPOTESES

A principal hipotese deste estudo € de que diferentes métodos de estimagdo do
coeficiente de coancestria dentro de progénies produzam diferentes valores devido a
diferencas inerentes aos préprios métodos de estimacdo. Por exemplo, o método de Ritland
(1989) estima a coancestria dentro de progénies, com base em parametros do sistema de
reproducdo, como taxa de cruzamento, variacdo individual na taxa de cruzamento e correlagdo
de paternidade. Em outros termos, em espécies didicas, em funcdo do processo de reproducao,
tém-se diferentes proporcdes de meios-irmédos e irméos-completos dentro de progénies e,
consequentemente, uma especifica coancestria dentro de progénies. Ja 0 método de Hardy et
al. (2004), desconsidera o processo de reproducédo e estima diretamente a coancestria dentro
de progénies como uma média do parentesco entre todos os pares de individuos existentes
dentro de cada progénie. Neste método, se locos altamente polimoérficos sdo utilizados,
espera-se que o estimador de coancestria determine com certo grau de preciséo o verdadeiro
parentesco existente entre plantas dentro de progénies (meios-irmaos e irmaos completos). Por
sua vez, 0 método TwoGener, separa a contribuicdo gamética materna e paterna das sementes
e utilizando andlise de variancia, determina a diferenciagdo no conjunto de pélen recebido por
diferentes arvores matrizes, o qual corresponde a coancestria dentro de progénies. Esta
coancestria por sua vez, permite determinar a taxa de cruzamentos correlacionados e
consequentemente, calcular a coancestria dentro das progénies. Outro método para estimar o
coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies € baseado na analise de variancia
de frequéncias génicas entre progénies (WEIR; COCKERHAM, 1984). Este método permite a
estimativa da variancia genética entre progénies com base em correc¢des intra-classes (quanto
maior a variacdo genética nas frequéncias alélicas entre progénies, maior ¢ a coancestria
dentro de progénies e vice-versa), de forma que é possivel inferir qual é o coeficiente de
coancestria dentro de progénies. Em estrutura de progénies, esta estimativa é esperada ser de
no minimo 0,125, que representa a coancestria dentro de progénies de meios-irmaos. Em
termos tedricos, este estimador deve acomodar autofecundagdes, cruzamentos correlacionados

e cruzamentos entre parentes, além de endogamia na geracao parental.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. ALLEMAO)

Myracrodruon urundeuva F.F. & M.F. Allemédo (aroeira) pertence a familia
Anacardiaceae, sendo uma espécie arborea tropical didica de ampla distribuicdo no Brasil,
ocorrendo também na Argentina, Bolivia e Paraguai (3°30'S, Brasil a 25°S, Argentina). Seu
habitat € Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Cerrado, Cerradao,
Caatinga, Chaco Sul-Mato-Grossense e Pantanal Mato-Grossense. Suas flores séo unissexuais
e polinizadas por insetos, especialmente abelhas e, a dispersdo de sementes ocorre pelo vento
e por animais, especialmente passaros. Geralmente o fruto contém apenas uma semente
(CARVALHO, 1994).

A madeira de M. urundeuva é conhecida pela durabilidade e resisténcia, decorrentes de
caracteristicas mecanicas e quimicas (presenca de alcoois, fenois, etc). As arvores desta
espécie possuem reconhecido valor econémico e dentre as diversas aplicacdes, pode-se citar a
utilizacdo da madeira para confeccdo de esteios, postes moirGes, dormentes, mas como
também suas flores na apicultura, as folhas maduras na alimentacdo do gado, do cerne é
extraido tanino utilizado em curtume e a casca tem propriedades balsémicas (CARVALHO,
1994). A arvore também € utilizada como ornamental e para reflorestamentos ambientais
(RIZZINI, 1971; SANTIN; LEITAO FILHO; 1991; LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994).
A madeira da M. urundeuva ¢ registrada no Instituto de Pesquisa Tecnoldgicas (IPT) de Sao
Paulo, como “durédvel”, ou seja, apresenta durabilidade secular. Sua excelente qualidade faz
da Myracrodruon urundeuva uma raridade em madeira, 0 que torna cada vez mais rapida sua
devastacdo em todo pais (RIBEIRO, 1989). Entretanto, a despeito da ampla ocorréncia e
utilidade dessa espécie no Brasil, a intensa exploracao de florestas ou de espécie de ocorréncia
natural ja extinguiu muitas de suas populacdes naturais. Myracrodruon urundeuva tem-se
tornada escassa na regido sudeste do Brasil, especialmente no estado de S&o Paulo, onde ndo €

encontrada em grande nimero, exceto em pequenas reservas privadas e do governo do estado.
4.2 Marcadores moleculares
Marcadores moleculares sdo utilizados para acessar gendtipos e monitorar a

diversidade e estrutura genética, identificacdo de individuos ou familias divergentes,

construcdo de mapas genéticos, identificacdo de locos relacionados aos caracteres
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quantitativos (DALE; CHAPARRO, 1997) e estudos do sistema de reproducdo e disperséo de
polen e sementes, entre outras utilidades. Correspondem a locos presentes nos cromossomos
ou organelas citoplasmaticas, que podem ser expressos (isoenzimas) ou ndo (DNA gendmico).
Os marcadores tipo microssatélite (SSR) tém sido amplamente utilizados para estes estudos.
Tratam-se de marcadores co-dominantes, que permitem obter melhores informac6es sobre o
genatipo de individuos devido a sua replicabilidade e simplicidade técnica.

Em M. urundeuva os primeiros estudos com marcadores genéticos envolviam a
utilizacdo de isoenzimas (MORAES, 1992), RAPD e sequéncia de cpDNA (REIS, 1999;
REIS; GRATTAPAGLIA, 2004). Porém, outras técnicas moleculares foram sendo propostas,
como o marcador dominante AFLP (VOS et al.,, 1995; FREITAS et al., 2005) e os
microssatélites (CAETANO et al., 2005, 2008). Estudos genéticos de M. urundeuva utilizando
primers SSR sd0 recentes e restritos apenas ao conhecimento da diversidade genética existente
entre e dentro populacbes do Paraguai e da Argentina (CAETANO et al., 2005). No Brasil,
Gaino et al. (2010) utilizaram locos microssatélites especificos para a espécie no estudo da
diversidade, sistema de reproducdo, estrutura genética espacial intrapopulacional e dispersdo
contemporanea de pdlen e sementes de uma populacdo localizada na Estacdo Ecoldgica de

Paulo Faria, localizada no municipio de Paulo de Faria-SP.

4.3 Sistema de Reproducéo

Para que sejam elaboradas e adotadas medidas de conservacdo adequadas, €
imprescindivel o conhecimento sobre o sistema de reproducéo das espécies alvo, na localidade
que se deseja conservar ou manejar. Considerando populacfes de plantas, € indispensavel que
se conhecam, pelo menos, as caracteristicas basicas da biologia reprodutiva da espécie, como
época de floracdo e frutificacdo, principais agentes polinizadores e dispersores de sementes e
sistema de cruzamento.

O sistema de reproducdo refere-se a forma como as populagBes de uma espécie
recombinam seus genes a cada geracdo para formar a populacdo descendente. O cruzamento
entre diferentes flores é definido como alogamia, sendo que, se envolver flores de diferentes
plantas, é classificado como xenogamia, e entre diferentes flores das mesmas plantas por
geitonogamia. O “cruzamento” entre 6rgaos masculinos e femininos da mesma flor, por sua
vez, é definido como autogamia (FINKELDEY, 2005).

O sistema de reproducdo pode apresentar grande variacdo entre espécies, dentro de

populacbes de uma espécie, entre diferentes eventos reprodutivos, entre plantas de uma
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populacéo e entre flores de uma planta devido ao seu controle estar sob influéncia genética e
ambiental. Os niveis de cruzamento dependem das caracteristicas genéticas das plantas, que
possibilitam ou impedem a autofecundacdo (como estrutura da flor e sistemas de auto-
incompatibilidade) e de fatores ecoldgicos (variagbes climaticas, causando alteragdes no
comportamento dos polinizadores, ou variacdo na fase reprodutiva das flores masculinas e
femininas). A variacdo na taxa de cruzamento entre populacdes de espécies arboreas tropicais
pode decorrer de diferencas entre populacfes nos niveis de carga genética (depressao
endogamica, causando variangdo na taxa de cruzamento entre populacGes), diferengas no
historico de colonizacdo de novos sitios, causando alteragdes no sistema de reproducgéo ou
efeitos antropogénicos como fragmentacdo e corte seletivo de arvores, alterando a demografia
e o0 tamanho da populagdo reprodutiva e, consequentemente, o seu sistema de reproducdo
(SEBBENN, 2006).

O uso de marcadores genéticos para o estudo de sistema de reproducdo requer a
utilizacdo de modelos genéticos para descrever padrdes de reproducdo, como 0 modelo misto
de reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e modelos de cruzamentos correlacionados
(RITLAND, 1989), implementados no programa MLTR (RITLAND, 2004). A analise
TwoGener também pode ser empregada para a estimar parametros do sistema de reproducédo
(AUSTERLITZ; SMOUSE, 2002; SMOUSE et al., 2001). Estudos do sistema de reproducao
podem ser conduzidos para conhecer qual é a taxa de cruzamento, taxa de autofecundacéo, a
proporcdo dos cruzamentos que ocorrem entre individuos parentes (cruzamentos
endogémicos), ou que envolvem 0s mesmos parentais mais de uma vez (cruzamentos
correlacionados), o numero de parentais paternos envolvidos na reproducdo de uma planta, o
tamanho e a area de vizinhanca reprodutiva, a divergéncia do pdlen cruzado entre plantas, a
distancia de dispersdo de polen e as proporcdes de pdlen que vem de fora da populacao (fluxo
génico). Tais estudos podem ser eficientemente realizados com a utilizacdo de marcadores
genéticos, em especial os de heranca co-dominante e altamente polimdrficos, como 0s
microssatélites, desde que se adote uma amostragem delineada adequadamente para 0s
objetivos do estudo. Por exemplo, em espécies de cruzamento, deve-se coletar sementes em
pelo menos 25 arvores por populacdo, ndo muito distantes entre si (pelo menos 100 m), para
nédo envolver diferentes vizinhancas reprodutivas e violar a pressuposi¢cdo do modelo misto de
reproducdo (homogeneidade nas frequéncias alélicas do pdlen cruzado) e genotipar pelo
menos 20 sementes por planta permite realizar estes estudos com precisdo. As sementes
devem ser coletadas de varios frutos, e, preferencialmente, deve-se manter a identidade do

fruto de origem de cada semente, para estudos detalhados da correlagéo de paternidade entre e
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dentro de frutos, embora, para isso, sejam desejaveis maiores tamanhos amostrais por planta
materna 50 sementes por planta (SEBBENN, 2006).

Pouco foi estudado sobre reproducéo de plantas do cerrado. Inicialmente, considerava-
se que plantas do cerrado reproduziam-se quase que exclusivamente por propagacéo
vegetativa. Entretanto, a propagacdo de plantas do cerrado por meio de sementes, em
condicdes naturais, tem-se apresentado viavel e muito frequente (MELO et al. 1998). Oliveira
(1998) comenta que especies do Cerrado tém apresentado nivel de xenogamia obrigatorio tdo

ou mais elevado que em florestas tropicais.

4.4 Coeficiente de coancestria

Coancestria, parentesco e endogamia séo conceitos intimamente relacionados pelo
conceito de identidade por descendéncia dos alelos (SEBBENN; SEOANE, 2005). A

coancestria (6,,) € a probabilidade que dois alelos homélogos, amostrados aleatoriamente de

dois individuos, x ey, sejam idénticos por descendéncia, isto €, sejam cdpias de um mesmo
alelo de um antecessor recente (LYNCH; WALSH, 1998). Em populagdes de cruzamentos

aleatorios, a coancestria equivale a endogamia na descendéncia (F =6, ). Essa definigdo de

coancestria inclui o caso em que os dois individuos sdo idénticos, quando se obtém a

autocoancestria,(6,,) que equivale a endogamia na descendéncia apds autofecundacoes
[F,=6,=051+F,), em que F, e o coeficiente de endogamia na mae]. Assim, a

coancestria média de uma populacéo (€ ) inclui a autocoancestria e a coancestria entre todos
os pares de individuos da populacdo (LINDGREN et al., 1997). Em contraste, 0 parentesco
mede a proporcdo de alelos entre dois individuos que sdo idénticos por descendéncia. Por
exemplo, o parentesco entre o individuo x e y é a proporcdo de alelos em y que sao idénticos
por descendéncia aos alelos presentes em x; equivalentemente, esta é a probabilidade de que
um alelo aleatério amostrado em y seja idéntico por descendéncia a dois alelos presente em x.

Em espécies dipldides, r,, =r, e, assim, um alelo aleatério de y tem duas chances de ser

idéntico a um alelo em x: este pode ser idéntico a um alelo homdlogo de x, ou ao outro. Se x
ndo é endogamico, essas duas probabilidades sdo independentes e mutuamente exclusivas e,

visto que cada homoblogo tem a probabilidade &, de ser idéntico por descendéncia, o
parentesco € duas vezes essa probabilidade, r,, =26, (SMITH, 1999). A endogamia (F) € a

probabilidade de retirar aleatoriamente dois alelos, em um loco, em um individuo x e estes
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alelos serem idénticos por descendéncia (LYNCH; WALSH, 1998). A probabilidade de os
alelos em x serem idénticos por descendéncia depende de autocoancestria da mae, se x é filho
de autofecundacdo, ou da coancestria entre seus parentais (materno e paterno), se x é filho de

cruzamento.
4.5 Diferentes métodos de estimacao de parentesco dentro de progénies

Vaérios foram os trabalhos que derivaram expressdes para a estimatimacao da variancia
genetica e covariancia entre parentes em espécies de plantas com sistemas mistos de
reproducdo, podendo-se citar Ghai (1982), Cockerham e Weir (1984), Squilace (1974),
Ritland (1989) e Sebbenn (2006). Em espécies arboreas, 0 modelo de Cockerham e Weir

(1984) tem sido utilizado para estimar o coeficiente de correlagdo genética aditiva entre

individuos dentro de progénies (T, ) associada a variancia genética aditiva (RESENDE et al.,

1995; COSTA et al., 2000). Este modelo estima a covariancia genética aditiva (I, =26,),

assumindo que a reproducdo sO ocorre por misturas de cruzamentos aleatorios e
autofecundacdes e as progénies constituem misturas apenas de: i) meio-irmé&os; ii) irmaos de
autofecundacdo; iii) irmédos de autofecundacédo e cruzamentos. Como em espécies arboreas 0s
cruzamentos correlacionados e entre parentes sdo comuns, especialmente nas especies
polinizadas por animais (MILLAR et al., 2000; SEBBENN et al., 2000; SEOANE et al.; 2001,
MORAES et al., 2004; CARNEIRO et al., 2007; GUSSON et al., 2006; SEBBENN, 2006;
BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; MORAES et al., 2007; LACERDA et al., 2008; SILVA
et al., 2008; GAINO et al., 2010; MORAES; SEBBENN, 2011), este modelo geralmente é
insuficiente para descrever o parentesco existente dentro das progénies. Devido a isso, Ritland
(1989) desenvolveu um modelo mais realista para estimar o coeficiente de correlacdo (ou

covariancia) genética aditiva dentro das progénies, utilizando uma expressdo que acomoda

autofecundacdes (), endogamia na geracdo parental (F,), variacBes entre plantas na taxa de
cruzamento (r) e cruzamentos correlacionados (r,):

ry, = 0,251+ Fp)[4s+(t2+strs)(1+ r,)]. Neste caso, as progénies de polinizacdo aberta

podem conter misturas de: i) meios-irmdos; i) irmaos-completos; iii) irméos de
autofecundacdes e; iv) irméos de cruzamento e autofecundacdes. Contudo, para se utilizar este
modelo é necessario estimar parametros do sistema de reproducdo (a partir de dados de

marcadores genéticos co-dominantes) como taxa de autofecundacdo (S=1-t) e de
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cruzamento (t =1-s), correlacdo de paternidade (r,), endogamia na geracao parental (F,) e

correlacdo de autofecundacdo (r,). Contudo, a Unica deficiéncia deste método é ndo acomodar

cruzamentos entre parentes. Tendo isto em vista, Sebbenn (2006) estendeu o estimador de
Ritland (1989) para acomodar cruzamentos entre parentes:

©=01251+ F ){4s[@-r)(s+t) +r]+ [t2(@-F)+tr]@+ )3+
+0,25(t,, -t )A-r)[2Q+F, +20 )(s +t) +t, L+ F, +60 )11 )]+
+0,125[(t —t)*(1—r)+(t —t)r][A+ F,+60,)1-r)+1+F, +20,)2r,].

em que, o termo t, —t; refere-se a taxa de cruzamento entre parentes e O refere-se a

coancestria entre os parentais cruzados. Os outros parametros foram previamente descritos.
Esse estimador é uma expressdo geral que serve para qualquer situagdo, podendo ser utilizado

para derivar expressdes para 0s mais diversos casos de reprodugdo, como, por exemplo, para

espécies didicas. Neste caso, a taxa de cruzamento entre parentes € medida por 1-t,, visto
que todas as diferencas entre a unidade (1,0) e as taxas de cruzamento multiloco (t,) e

uniloco (t;) ocorrem devido ao cruzamento entre parentes. Adicionalmente, como em

espécies didicas todas as plantas tem taxa de cruzamento igual a unidade (1,0), ndo existe

variacdo na taxa de cruzamento entre plantas, logo a correlacdo de autofecundacédo, que mede
esta variacdo individual na taxa de cruzamento entre plantas é zero (r,=0). Assim,
substituindo na expressédo anterior t, —t, por 1-t; e r, por zero, o estimador do coeficiente
de coancestria € reduzido para:
®=0125(1+ Fp)tf @+r,)+ 0,251t )[2t,(1+F, +20 )+t (1+F, +60 )(L-r,)]+
+0125(1-t,)*[1+F, +60,)A-r,)+(1+F, +20 )2r ].

Um outro método de estimar a coancestria dentro de progénies consiste em estimar a
medida de diferenciacdo genética no conjunto génico de polen recebido por diferentes arvores

matrizes (®,). Esta medida ,®, de diferenciagdo genética e calculada por analise

TWOGENER (SMOUSE et al., 2001), que nada mais € do que uma analise de variancia

estimada para 0s gametas paternos recebidos por diferentes arvores matrizes. Trata-se de fato

de uma medida de diferenciacdo genética do tipo Fg;, calculada, porém apenas entre 0s
gametas paternos. O pardmetro @, é obtido como uma correlacdo intra-classe de

componentes de variancia estimados por analise de variancia molecular (AMOVA). O
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parametro @, € na realidade uma medida de coancestria entre os parentais paternos e €

relacionado a correlacdo de paternidade por: r, =2d . (HARDY et al., 2004). Assim, deste

estimador € possivel também calcular o numero efetivo de doadores de polen N, =1/2®"

(SMOUSE et al., 2001) e o coeficiente médio de coancestria (®) dentro das progénies em
espécies dioicas por:
@=0125(1+F,)(+2d,) (BITTENCOURT; SEBBENN, 2008).

Um terceiro método para estimar o coeficiente de coancestria entre plantas dentro de
progénies é baseado na analise de variancia de frequéncias génicas entre progénies (WEIR;
COCKERHAM, 1984). Este método permite a estimativa da variancia genética entre
progénies e, com base em correlacOes intra-classes (quanto maior a variagcdo genética nas
frequéncias alélicas entre progénies, maior é a coancestria dentro de progénies e vice-versa),
de forma que € possivel inferir qual € o coeficiente de coancestria dentro de progénies. Em
estrutura de progénies, esta estimativa é esperada ser de no minimo 0,125, que representa a
coancestria dentro de progénies de meios-irmaos. Em termos tedricos, este estimador deve
acomodar autofecundacdes, cruzamentos correlacionados e cruzamentos entre parentes, além
de endogamia na geracdo parental.

Finalmente, um quarto método de estimar a coancestria dentro de progénies de
polinizacdo aberta foi proposto por Hardy et al. (2004), o qual é baseado na estimativa direta
da coancestria entre 0s gametas paternos. Neste caso, primeiro & necessario subtrair do
genotipo das progénies, as contribuicdes maternas, obtendo-se 0 gameta multiloco paterno que
fertilizou cada semente. Posteriormente, estes gametas hapléides séo diploizados e utilizados
para o célculo da coancestria dentro das progénies (HARDY et al., 2004). Embora este
método tem sido recentemente utilizado com certa frequéncia (HARDY et al., 2004;
NAKANISHI et al., 2009; GASPAR et al., 2009; SEBBENN et al., 2011), o problema é que
ele estima apenas a propor¢do de meios-irmaos e irmaos-completos, ndo sendo adequado para
espécies de sistema misto, mas apenas para espécies didicas.

Todos estes quatro estimadores apresentados acima procuram medir em termos
tedricos 0 mesmo parametro, a coancestria entre plantas dentro de progénies, mas por
diferentes métodos, como visto. Entretanto, ndo existem estudos comparando estes diversos
métodos, sendo a escolha do método de analise feita aparentemente mais pela afinidade dos
pesquisadores com os programas de estimacdo do que por suas propriedades estatisticas.

Assim, neste estudo investigou-se a estimativa do coeficiente de coancestria dentro de
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progénies por esses quatro métodos apresentados, utilizando uma espécie didica como modelo
para o0 estudo, Myracrodruon urundeuva (F.F. & M.F. Allemao). A escolha de uma espécie
didica se deu devido ao fato de que o estimador de Hardy et al. (2004) ndo acomoda
autofecundacdes, sendo adequado apenas para espécies didicas ou perfeitamente de
cruzamento, como no caso de especies auto-incompativeis. Em espécies dioicas, ou
perfeitamente de cruzamento, espera-se que existam apenas dois tipos de parentesco entre as
plantas dentro de progénies: meios-irmaos ou irmaos-completos. Contudo, caso ocorram
cruzamentos entre parentes, podem existir ainda 0s seguintes parentesco: i) entre meios-
irmé&os endogamicos; ii) entre meios-irmaos ndo endogdmicos e meios-irmaos endogamicos;
iii) entre irm&os-completos endogamicos; iv) entre irmdos-completos ndo endogamicos e

irmaos-completos endogamicos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostra

Os dados desse estudo foram obtidos a partir de amostras de progénies de polinizagdo
aberta de quatro populacdes, estabelecidas em testes de progénies de M. urundeuva.Duas
populagdes sdo originadas do estado de S&o Paulo, uma do Mato Grosso do Sul e uma do Rio
Grande do Norte. Estas populacBes sdo origindrias de fragmentos florestais com forte
perturbacdo antropica e fazem parte do banco de conservacdo genético ex situ de M.
urundeuva, instaladas na forma de testes de progénies na Fazenda de Ensino, Pesquisa e
Extenséo (FEPE) da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/JUNESP), localizada no
municipio de Selviria — MS. Todas essas populacdes foram avaliadas para 0s mesmos oito
locos microssatélites, desenvolvidos especificamente para a espécie (CAETANO et al., 2005).
Como o objetivo deste estudo foi comparar métodos de estimacdo do coeficiente de
coancestria dentro de progénies e estes métodos de estimacao podem ser afetados por falhas
na genotipagem, dos oito locos analisados, selecionou-se seis locos, com menor numero de
falhas (genotipos unilocos ndo determinados). Foram excluidos individuos com falhas nestes
locos. Para reduzir fontes de variagéo, todas as progénies tinham 15 plantas e duas populacfes
foram compostas por 12 progénies e duas por 24 progénies. O numero de doze progénies é o
sugerido por Ritland (2004) para estimar o erro das estimativas por reamostragem bootstrap,
utilizando-se progénies como unidades de reamostragem. Portanto, trabalhou-se com

conjuntos de dados balanceado.

Tabela 1- Caracteristicas geogréaficas dos locais e nimero de progénies amostradas (NP) e utilizadas

(NPu) nas andlises das populag¢fes de Myracrodruon urundeuva.

Populagdo NP Latitude Longitude Altitude (m) NPu
Aramina, SP 25 20°03 S 47°48 W 605 24
Bauru, SP 28 22°19°S 49°04 W 526 12
Selviria, MS 25 20°22'S 51°26' W 372 24
Seridd, RN 12 6°66'S 37°40 W 160 12

Fonte: Moraes (2012)
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5.2 Analise dos dados

5.2.1 Andlise da diversidade genética e indice de fixagao

A diversidade genética nas arvores matrizes e nas suas respectivas progénies foi
caracterizada para o numero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada em

Equilibrio de Hardy-Weinberg (H,) e heterozigosidade observada (H,). A riqueza alélica

(R) foi calculada utilizando-se rarefacdo, que é independente do tamanho amostral (EL
MOUSSADIK; PETIT, 1996). Os niveis de endogamia dentro das amostras foram
quantificados pelo indice de fixacdo (F ). A significancia estatistica dos valores de F foi
testada por permutacdo de alelos entre individuos (1000), utilizando uma correcdo para
Bonferroni (95%, a=0,05), para evitar falsos positivos. Todas estas anélises foram realizadas
utilizando o programa FSTAT, versdo 2.9.3.2. (GOUDET, 1995).

5.2.2 Estimativas do coeficiente e coancestria dentro de progénies por diferentes métodos

5.2.2.1 Estimativa do coeficiente de coancestria de parametros do sistema de reproducao

Para estimar o coeficiente de coancestria dentro de progénies, primeiramente foram
calculados parametros do sistema de reproducgdo. As analises foram baseadas nos modelos
misto de reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e cruzamentos correlacionados (RITLAND,
1989) e redlizadas utilizando o programa “Multilocos MLTR” (RITLAND, 2002; 2004). As
analises foram conduzidas utilizando o método de méaxima verossimilhanga (Algoritmo
Expectation-Maximization), devido ao fato de trabalhar com amostras de tamanhos
moderados, 15 plantas por progénies e minimo de 12 progénies em duas populacdes. Os

parametros estimados foram a taxa populacional de cruzamento multiloco (t,), taxa
populacional de cruzamento uniloco (t,), taxa de cruzamento entre individuos parentes
(t,, —t,), taxa efetiva de cruzamento entre parentes em caso de especies dioicas (1—t.: ou a
menor estimativa de t) e, correlagdo multiloco de paternidade (r,,). Estes parametros

também foram estimados em nivel de progénies individuais. O intervalo de confianca das
estimativas foi obtido por 1000 reamostragens bootstraps. Como o nimero de progénies é
modelado nas populacbes (minimo de 12), as unidades de reamostragem foram plantas dentro
de progénies. Estes parametros foram utilizados para estimar outros parametros demograficos
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e genéticos, como numero efetivo de pais polinizadores ou tamanho da vizinhanca reprodutiva

(Ng, =1/fp(m)) e o coeficiente médio de coancestria (® ) entre plantas dentro de progénies,

calculado utilizando-se a expressdo para espécies didicas, de acordo com Sousa et al. (2005):
©=01251+F)A+T1, ).

Esta Gltima expressdo é adequada para espécies didicas com endogamia na geracao parental

(F,) e praticando misturas de cruzamentos aleatorios e cruzamentos correlacionados.

Contudo, em caso onde ocorrem cruzamentos entre parentes, foi utilizado outro estimador, o

proposto por Sebbenn (2006) para tais situacdes em espécies dioicas:

@=0125( (L+F,) 1+ ) + 0,251, )[2F, 1+ F, + 26,) + £ (L+ F, +60,)1—F, )] +

p(m)
+0125(1—,)2[(L+F, +60,)(A— ) + @+ F, +20,)2F, 1.

p(m

Nestas estimativas assumiu-se um parentesco de meios-irmdos na geragdo parental

(0,).
5.2.2.2 Estimativa do coeficiente de coancestria por anélise TwoGener

O coeficiente de coancestria dentro de progénies foi também calculado utilizando a

diferenciacdo genética entre o conjunto génico do polen que efetivamente fertilizou as
diferentes arvores matrizes (@) para estimar a correlagdo de paternidade: F, =2d

(HARDY et al., 2004). A diferenciacdo no conjunto de pélen foi estimada por analise
TWOGENER (AUSTERLITZ; SMOUSE, 2002; SMOUSE et at., 2001). O principio do método
TWOGENER € estimar a diferenciacdo genética nas frequéncias alélicas entre o conjunto de

pblen (@, ) recebido por diferentes arvores matrizes de uma populagdo. A analise TWOGENER

é feita utilizando-se o genotipo multiloco de arvores matrizes e suas respectivas sementes de
polinizacdo aberta. Como o0 gendtipo materno € conhecido, e sabe-se que cada semente recebe
no minimo metade de seus alelos da arvore mée, o gendtipo paterno é deduzido pela subtracédo
dos alelos maternos do genoétipo das sementes. Em casos ambiguos, quando ambos genétipos
maternos do filho sdo heterozigotos para os mesmos alelos, um alelo é aleatoriamente

amostrado para representar o alelo paterno. O pardmetro @, foi calculado como uma

correlagdo intra-classe de gametas masculinos (pélen) dentro de arvores femininas:
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T ~2 g n2 ~2

b, =0,/(c;+07),
em que o’ é a estimativa da variagdo genética entre 0s gametas maternos recebidos por
diferentes arvores matrizes e o € a estimativa da variagdo genética entre os gametas dentro

das progénies (SMOUSE et al., 2001). O parametro @, foi também convertido no nimero

medio de arvores efetivamente doadoras de pdlen, Nep =1/2®d ,, igualmente como foi feito

pela estimativa da correlacdo de paternidade (SMOUSE et al., 2001; SMOUSE; SORK, 2004)

e na correlacdo de paternidade 7, =2d, (HARDY et al., 2004). O coeficiente de coancestria
dentro de progénies (® ) foi calculado por:

©®=0,125(1+F,)(1+2d,) (BITTENCORT; SEBBENN,

2008).
Igualmente como a estimativa obtida pela analise do sistema de reproducdo, esta expressdo é
adequada para espécies didicas sem ou com endogamia na geracéo parental (F,) e praticando
misturas de cruzamentos aleatorios e cruzamentos correlacionados. Contudo, em casos onde
ocorrem cruzamentos entre parentes, foi utilizado a expresséo:
©=0,125( (1+F,)(1+2d,) +
0,25(1—f,)[2f, 0+ F, +20,) + {1+ F, +60,)(1- 2D )] +

+0125(1—{,)’[(1+F, +66,)1- 2D ) + 1+ F, +26,)4D ].

Observe que esta expressdo € a mesma anterior para cruzamentos entre parentes, mas com a

A

substituicao de 1, =20 .

5.2.2.3 Estimativa do coeficiente de coancestria por analise de variancia de frequéncia

génicas

O coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies foi também calculado a
partir da analise de variancia das frequéncias alélicas (WEIR, 1996), entre progénies. No
presente caso, como a amostra esta estruturada em progénies, a analise de variancia forneceu a
diferenciacdo genética entre progénies. Esta analise foi inicialmente realizada em nivel de
alelo e, posteriormente, conjunta para todos os alelos. Para cada alelo de cada loco das

progénies foi feita a analise de variancia no modelo aleatério hierarquico balanceado. Assim,
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~

a variavel x; corresponde ao gene “1” na populacdo “i”, portanto, quando Xx; estava presente
recebeu o valor um, e quando estava ausente recebeu o valor zero.

Para analise das frequéncias alélicas entre progénie e plantas dentro de progénies, 0
modelo matematico hierarquico utilizado foi:

Yie =M+ f +b) + Gy »

em que: Y;, € a frequéncia do gene k, no do individuo j, da progénie i; m é a média geral da
frequéncia alélica; f; é o efeito da progénie i =1, 2, ...,a; b;;, € o efeito do individuo j, dentro
da progénies i, com j = 1, 2,..., bi; g, € o efeito do gene k, no individuo j, dentro da
progénie i, comk =1,2,..., njj.

As estimativas dos componentes de variancia foram obtidas pela decomposicdo das

esperancas dos quadrados medios da analise de variancia, (Tabela 2), desse modo:
62 =QM,
61 =(QM, —QM,)/2
62 = (QM, —QM,)/k,
Em que: K; corresponde ao coeficiente de variancia entre progénies (oZ), no modelo

hierarquico balanceado.

Tabela 2- Esquema da anélise de variancia de frequéncias alélicas no modelo hierarquico balanceado

para progénies de Myracrodruon urundeuva.

Fonte de variacao GL SQ QM E(QM)
Progénies a-1 SQk OMe Gi+267 +kot
Individuos/progénies S'h-a SQ QM, G + 267
Genes/individuos/progénies  n_ -3 p, SQ¢ QMg o

Total n-1
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O significado genético dos componentes da variancia sdo definidos abaixo:
6% = p(l— p)6?
&7 = plL- P)(F ~6;)
&&= p(l- p)L-F)
671 =6¢ +67 +6¢ =p(l-p);
em que: p é a frequéncia de um alelo em um determinado loco; & = divergéncia genética

entre progénies ou coancestria entre plantas dentro de progénies, calculada por: 6. = &5/&? ;

F é o indice de fixacdo para o conjunto das progénies de cada populacéo.
5.2.2.4 Estimativa do coeficiente de coancestria pelo método de Hardy et al. (2004)

Finalmente, o coeficiente de coancestria dentro de progénies foi também estimado
seguindo 0 método proposto por Hardy et al. (2004), que requer a computacdo do coeficiente
de coancestria entre pares de gametas paternos. Para calcular o coeficiente de coancestria,
gametas paternos foram convertidos dentro de genoétipos dipldides homozigotos. O primeiro
passo para isso € encontrar 0 gameta paterno de cada planta de cada progénie materna, o que é
feito para cada loco subtraindo 0 gameta materno do genétipo de cada progénie. 1sso pode ser
feito sem ambiglidade em cada loco (no caso de marcadores co-dominates), a ndo ser que
ambos 0s gendétipos maternos e da progénie sejam heterozigotos para os mesmos alelos. Em
casos onde a progénie e a arvore materna forem ambos heterozigotas para 0s mesmos alelos
(casos ambiguos), o gameta paterno serd convertido em heterozigotos para estes mesmos
alelos (HARDY et al., 2004). Por exemplo, se uma progénie carrega os alelos A; e A, e sua
mde os alelos A; e Ag, isto significa que o alelo A, é o alelo paterno. Contudo, se a mée
carrega os alelos A; e A,, 0 pai pode ter contribuido com ambos os alelos, A; ou A, e por isso
é mantido o gendtipo heterozigoto do filho como de origem paterna. Posteriormente, 0s
gametas hapldides sdo diploizados e utilizados para o calculo da coancestria dentro das
progénies (HARDY et al., 2004). Esta determinagdo dos gametas paternos foi feita utilizando
uma planilha Excel. O coeficiente de coancestria entre todos os pares de plantas dentro de
progénies foram calculados utilizando o programa SPAGEDI 1.3 (HARDY; VEKEMANS,
2002). O valor esperado para o coeficiente de coancestria é 0,5, se um par de genoétipo tem o

mesmo parental paterno e é zero se tem diferentes parentais paternos (HARDY et al., 2004).
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5.2.2.5 Estimativas de outros parametros dependentes do coeficiente de coancestria

Adicionalmente além das estimativas do coeficiente de coancestria, também foi
estimada a correlacdo de parentesco dentro de progénies, o tamanho efetivo e o nimero de
arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter o tamanho efetivo de 150.
O tamanho efetivo de referéncia de 150 € derivado da sugestdo de Nunney e Campbell (1993).
Os autores sugerem ,multiplicar o valor de 50, proposto por Frankel e Soulé (1981) por trés a
dez vezes, para compensar a sobreposicdo de geracdes, no caso de espécies onde isso ocorre,
como arvores. Do coeficiente de coancestria foi calculada a covariancia genética entre

parentes ou correlacdo de parentesco dentro de progénies, fxy =20 . Esta estimativa foi

utilizada para indicar o adequado estimador da covariancia genética entre plantas dentro de

progénies, utilizada no calculo da variancia genética aditiva (o) em testes de progénies de

P . A2 A2 2 4 o At Ani
polinizagdo aberta: 5, =&, /F,,, em que o é a variagdo genética entre progénies.

O tamanho efetivo foi calculado pela expressao:

05 (COCKERHAM, 1969),

e(v) =
{éxy(n_lj+l+ FO}
n 2n

em que n é o tamanho amostral. O nimero de arvores matrizes para a coleta de sementes foi

N

calculado com base em Sebbenn (2003): m =N / Ne(v) :

e(referénciav)
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Descricdo da diversidade genética e indice de fixacdo nas populacGes

Para o conjunto dos seis locos, na amostra total das quatro populacdes foram
encontrados 126 alelos. Devido ao menor tamanho amostral, as matrizes sempre apresentaram
menor numero de alelos do que suas respectivas progénies (Tabela 3). Este nimero variou de
28 a 40 nas arvores matrizes e de 52 a 81 nas progénies. Isso se deve ao fato de que as
progénies contém a contribuicdo paterna (pdlen), o que pode representar muitas arvores da
populacgéo reprodutiva de origem.

Comparando populacfes de mesmos tamanhos amostrais (12 progénies: Bauru e
Seridd; 24 progénies: Aramina e Selviria), a Bauru e a Aramina tinham menor nimero total de
alelos em ambas amostras das matrizes e de suas progénies do que Seridd e Selviria,
respectivamente (Tabela 3). Adultos da populacdo Bauru tinham significante menor nimero
médio de alelos por locos, riqueza alélica, heterozigosidade esperada, heterozigosidade
observada e indice de fixacdo do que adultos de Seridd. Contudo, as progénies da populagédo
Bauru tinham significante maior heterozigosidade observada e menor indice de fixacdo do que
progénies de Seridd. Adultos da populagcdo Aramina tinham significante menor nimero médio
de alelos por locos, riqueza alélica e heterozigosidade observada do que adultos de Selviria.
Contudo, as progénies da populacdo Aramina tinham significante menor nimero médio de
alelos por locos e riqueza alélica do que progénies de Selviria. Em geral, o indice de fixagéo
(Tabela 3) foi negativo nos locos e em todas as amostras, sendo a média negativa em todos 0s
casos. Isso sugere um excesso de heterozigotos em relacdo ao que seria esperado em

populacbes em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 3- Diversidade genética e indice de fixacdo (F ) nas arvores matrizes e suas respectivas

progénies de quatro populagdes de Myracrodruon urunduva.

Bauru: Matrizes (n=12)

Bauru: Progénies (n=180)

Loco A R, H, H, F A R, H. H, F
SR72 9 9 0,84 1,00 -0,189 15 819 0,84 0,88 -0,055
SR94 2 2 0,52 0,42 0,203 5 306 055 0,79 -0451*
SR282 9 9 0,84 1,00 -0,195 13 8,10 0,83 0,70 0,154
SR392 4 4 0,62 100 -0,62 9 525 0,69 085 -0,231*
SR200 2 2 0,46 0,67 -0,467 5 298 047 056 -0,177
SR67 2 2 0,52 058 -0,132 5 294 056 0,97 -0,746*
Média 4,67 467 063 0,78 -0,232 8,67 509 066 0,79 -0,21
ICos0s-Inf 439 439 0,62 0,76 -0,255 8,30 488 0,64 0,78 -0,236-
ICos0o-Sup 4,95 495 0,65 0,80 -0,209 9,03 529 067 080 -0,184
Total 28 52
Serido: Matrizes (n=12) Serid6: Progénies (n=180)
Loco A R, H. H F A R, H. H, F
SR72 14 12,49 0,95 1,00 -0,052 25 698 093 0,67 0,278*
SR94 3 2,72 048 0,67 -0,386 5 200 052 063 -0,217
SR282 8 830 088 1,00 -0,143 15 821 085 0,63 0,255*
SR392 5 483 069 092 -0,322 437 0,72 0,84 -0,164*
SR200 3 430 024 025 -0,065 486 056 0,66 -0,179*
SR67 2 33 023 025 -0,100 6 200 054 0,73 -0,352*
Media 583 6,00 058 0,68 -0,179* 10,50 4,74 0,69 0,70 -0,011
ICos0-Inf 546 5,69 055 0,65 -0,191 985 453 0,67 069 -0,033
ICos06-Sup 6,20 6,30 0,60 0,71 -0,167 11,15 494 0,70 0,70 -0,011
Total 35 63

1Cgs0-1Nf € 1Cqs50,-Sup sd0 0 intervalo de confianca inferior e superior a 95% de probabilidade, respectivamente,
calculado por reamostragem jackniffe; * significativo a 95% de probabilidade, apds correcdo de Bonferroni para

mdltiplos testes. A é o nimero de alelos por locos; R, é a riqueza alélica calculada por rarefacdo para o

nimero minimo de 12 individuos; H, é a heterozigosidade esperada; H e a heterozigosidade observada.
Fonte: Moraes (2012)
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Aramina: Matrizes (n=24)

Aramina: Progénies (n=360)

H

H

H

H

Loco A R, . o F A R, . o F
SR72 8 6,98 0,84 1,00 -0,192 22 9,22 0,87 092 -0,063
SR94 2 200 050 0,88 -0,769* 6 2,88 054 0,76 -0,408
SR282 9 821 0,87 1,00 -0,146 16 853 0,87 081 0,073*
SR392 5 437 0,65 092 -0,404 12 591 0,72 084 -0,163
SR200 6 486 068 0,79 -0,159 8 430 0,62 061 0,013
SR67 2 200 046 0,63 -0,348 6 321 0,62 091 -0,459*
Média 533 4,74 0,67 0,87 -0,300 11,67 567 0,71 0,81 -0,143
ICos0-Inf 509 453 065 0,86 -0,319 11,15 545 0,69 0,80 -0,161
ICos00-Sup 5,57 494 0,68 0,88 -0,281 12,19 589 0,72 0,82 -0,125
Total 32 70
Selviria: Matrizes (n=24) Selviria: Progénies (n=360)
Loco A R, H, H, E A R, H, H, F
SR72 8 6,61 0,77 0,92 -0,198 20 790 081 095 -0,171*
SR94 3 250 050 0,79 -0,589* 10 389 0,60 0,67 -0,122*
SR282 15 11,22 0,90 1,00 -0,110 24 10,68 0,90 0,83 0,070*
SR392 5 449 0,66 092 -0,381* 12 6,16 0,74 0,92 -0,249*
SR200 7 564 059 0,75 -0,280 10 519 058 0,68 -0,162*
SR67 2 200 051 0,75 -0,484* 5 368 068 090 -0,327*
Meédia 6,67 539 065 0,85 -0,307* 1350 6,25 0,72 0,83 -0,151*
ICos0-Inf 6,28 5,12 0,64 0,85 -0,322 1292 6,03 0,71 0,82 -0,162
ICos06-Sup 7,05 566 0,67 0,86 -0,292 14,08 6,47 0,73 0,84 -0,140
Total 40 81

1Cgs0-INT € 1Cq50,-Sup séo 0 intervalo de confianga inferior e superior a 95% de probabilidade, respectivamente,
calculado por reamostragem jackniffe; * significativo a 95% de probabilidade, apds correcdo de Bonferroni para

mdltiplos testes. A é o nimero de alelos por locos; R, é a riqueza alélica calculada por rarefacdo para o

nimero minimo de 12 individuos; H, é a heterozigosidade esperada; H, e a heterozigosidade observada.
Fonte: Moraes (2012)
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6.2 Estimacdo do coeficiente de coancestria a partir de parametros do sistema de

reproducéo

6.2.1 Taxa de cruzamento

Myracrodruon urundeuva é uma espécie didica (CARVALHO, 1994; MORAES et al.,
2004; GAINO et al.,, 2011), portanto produz sementes somente por cruzamentos. As

estimativas da taxa de cruzamento multilocos (t,,) obtidas em todas as quatro populacdes

confirmam esta expectativa (Tabela 4). A taxa de cruzamento multilocos ndo foi
significativamente diferente da unidade (1,0) em nenhuma das quatro populacOes estudadas.
Portanto, todas as progénies foram geradas por cruzamentos. Por sua vez, a taxa de

cruzamentos unilocos (t;) foi significativamente menor que a unidade (logo também

significativamente diferente da taxa de cruzamento multilocos) apenas na populacdo Serido.
Como M. urundeuva é uma espécie didica, ndo ocorre autofecundacdo, todas as diferengas

entre a taxa de cruzamento multiloco e unilocos (t, —t.) ou em espécies didicas entre a
unidade e a menor estimativa de cruzamento (aqui no caso 1-t.) podem ser atribuidas aos

cruzamentos entre individuos aparentados. As estimativas deste pardmetro detectaram 12%

(1-t,) de cruzamentos entre parentes na populacdo de Serid6. Nas demais populagdes essa

porcentagem de cruzamento é praticamente nula. A substancial taxa de cruzamento entre
parentes na populacdo de Seridd pode ser explicada pela possibilidade de haver alta taxa de
parentesco entre as plantas dentro da populacdo, devido a existéncia de estrutu genética
espacial intrapopulacional. O cruzamentos entre parentes, em geral, esta associado a presenca
de estrutura genética espacial intrapopulacional (MORAES et al., 2004). Myracrodruon
urundeuva dispersa as suas sementes pelo vento, logo tem potencial tedrico para dispersar
suas sementes por longas distancias.Estudos da estrutura genética espacial em populacdes de
Myracrodruon urundeuva foram detectados que &rvores proximas eram parentes entre si
dentro das populacBes (MORAES et al., 2005; GAINO et al., 2010). Este resultado foi
explicado pelos autores, pela barreira que a alta densidade vegetal arborea nas populactes
causa a dispersdao de sementes pelo vento, fazendo que muitas sementes sejam dispersas,
germinem e se estabelecam como individuos, proximas as arvores matrizes. E possivel que
isso também ocorra na populacao Seridd, o que explicaria 0s cruzamentos entre parentes. Nas
demais populacdes, possivelmente também ocorre estrutura genética espacial, ou algumas

arvores podem ser parentes em algum nivel. Ainda, é possivel que as estimativas obtidas
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sejam uma subestimativa da taxa de cruzamento entre parentes, visto que estas arvores
avaliadas encontram-se em estado juvenil (referem-se a estimativas realizadas, ndo as que
efetivamente ocorreram durante o evento de reproducdo) e pode ter havido selecdo entre a
fase de fertilizacdo e acesso dos genotipos (plantas juvenis) via marcadores microssatélites,

eliminando parte da endogamia biparental.



Tabela 4- Estimativa de parametros do sistema de reproducéo em quatro populagdes de Myracrodruon urundeuva.
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Parametros

Taxa de cruzamtento multiloco: t,
Taxa de cruzamento uniloco: t,
Taxa de cruzamento entre parentes: t, —t,

Taxa efetiva de cruzamento entre parentes:

1-t,
Correlagéo de paternidade: r,,,

NUmero efetivo de doadores de pdlen: N,
Propor¢éo de meios-irmdos: P,
Proporcéo de irmdos-completos: P,
Coeficiente de coancestria dentro de
progénies: ©

Coeficiente de parentesco dentro de
progénies: r,,

P

Tamanho efetivo de variancia: N,

NUmero de matrizes para a coleta de
sementes: m

Bauru (IC a 95%)

1,00 (1,00 a 1,00)
1,00 (0,99 a 1,00)
0,00 (0,00 a 0,00)
0,00 (0,00 a 0,00)
0,265 (0,191 a
0,321)
3,80 (3,10 a 5,20)
0,73 (0,68 a 0,81)
0,26 (0,19 a 0,32)
0,158 (0,149 a
0,165)

0,316 (0,298 a
0,330)

2,76 (2,67 a 2,90)
54 (52 a 56)

Seridd (IC a 95%)

1,00 (1,00 a 1,00)
0,88 (0,86 2 0,91)
0,12 (0,09 2 0,14)
0,12 (0,09 2 0,14)
0,164 (0,103 a
0,210)
6,10 (4,80 a 9,70)
0,84 (0,08 a 0,90)
0,16 (0,102 0,21)
0,153 (0,147 a
0,157)
0,306 (0,294 a
0,314)
2,77 (2,71 a 2,86)

54 (52 a 55)

Aramina (IC a
95%)
1,00 (1,00 a 1,00)
1,00 (0,99 a 1,00)
0,00 (0,00 a 0,00)
0,00 (0,00 a 0,00)
0,163 (0,115 a
0,197)
6,10 (5,10 a 8,70)
0,84 (0,80 a 0,88)
0,16 (0,11 a 0,20)
0,145 (0,139 a
0,150)
0,290 (0,278 a
0,300)
2,96 (2,89 a 3,06)

51 (49 a 52)

Selviria (IC a 95%)

0,99 (0,99 a 1,00)
0,99 (0,99 a 1,00)
0,00 (-0,00 a 0,00)
0,01 (0,00 a 0,01)
0,175 (0,130 a
0,212)
5,70 (4,70 a 7,70)
0,82 (0,79 a 0,87)
0,17 (0,13 a 0,21)
0,147 (0,141 a
0,152)

0,294 (0,282 a
0,304)

2,93 (2,86 a 3,03)
51 (50 a 52)

IC a 95%: intervalo de confianga a 95% de probabilidade, obtido por 1000 reamostragens bootstraps sobre locos. *significativo a 95% de probabilidade.
! Estimativa obtida considerando a ocorréncia de cruzamentos entre parentes.
Fonte: Moraes (2012)
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6.2.2 Cruzamentos correlacionados

A correlagdo de paternidade (r,,, ) mede a proporgdo de progénies de polinizagdo aberta

que sdo irmdos-completos ou em termos probabilisticos, a probabilidade de se amostrar duas
plantas dentro de progénies, produzidas por cruzamentos e ambas terem sido originadas de
mesmo parental paterno (RITLAND, 1989). Isto significa que parte das sementes produzidas por
uma simples arvore é originada de uma pequena populagdo reprodutiva, com pélen advindo de
poucos genitores e as sementes podem incluir diferentes graus de parentesco (SEBBENN, 2006).
A correlacdo de paternidade foi significativamente diferente de zero em todas as quatro
populacbes (Tabela 4), variando de 0,167 na populacdo de Aramina a 0,265 na populacdo de
Bauru, que entre 16 e 26% das progénies foram geradas por cruzamentos correlacionados
(cruzamento simultaneos entre a mesma méae e 0S mesmos pais), sendo estas parentes no grau de
irmaos-completos. Tais valores sdo inferiores aos detectados na populagdo Selviria e Paulo de
Faria,por Moraes et al. (2004) e Freitas et al. (2005), que observaram com base em locos
isoenzimaticos e AFLP, respectivamente, valores maiores que 37%, embora confirmando
novamente que progénies de polinizagdo aberta da espécie, que embora seja perfeitamente de
cruzamento, devido a seu sistema sexual didico, apresentam desvios de cruzamentos aleatorios,
tanto em termos de cruzamentos correlacionados como cruzamentos endogamicos (populacéo de
Seridd). A diferenca entre os resultados aqui obtidos e os obtidos por Moraes et al. (2004) e
Freitas et al. (2004) pode ser atribuida a diversos fatores, como: i) devido a estes resultados terem
sido obtidos com base em diferentes tipos de marcadores;. isoenzimas e AFLP tem polimorfismo
muito menor do que locos microssatélites e, por isso, discriminam menos os genoétipos, devido ao
menor nimero de alelos e maior frequéncia de alguns alelos, de forma que muitos genotipos
uniloco e multilocos podem ser idénticos. Em consequéncia disso, uma maior propor¢cdo dos
individuos poderia ser determinada como sendo parentes no grau de irmaos-completos; ii) por
tratar-se de diferentes populacdes e referirem-se a diferentes eventos reprodutivos. O processo de
reproducdo pode ser diferente entre populacdes e entre diferentes eventos reprodutivos de uma
mesma populacdo, visto que o sistema de reproducdo esta sob controle genético, mas é
influenciado por fatores ambientais que afetam o comportamento das populagbes dos
polinizadores, bem como a fenologia de florescimento das arvores (SEBBENN, 2006).

Os cruzamentos correlacionados, detectados , ocorreram provavelmente devido ao
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comportamento dos polinizadores, visitando sistematicamente arvores vizinhas e/ou devido a
variacOes na fenologia de florescimento, fazendo que diferentes grupos de arvores de diferentes
sexos (masculinas e femininas) estejam féerteis em diferentes fases, reduzindo assim o numero
potencial de arvores doadoras de pdlen. A estimativa do numero efetivo de arvores doadoras de

polen (N,,) variou de 3,80 (Bauru) a 6,10 (Serido e Aramina), confirmando um relativo baixo

numero de arvores masculinas doando pdlen para a descendéncia das arvores matrizes amostradas
(Tabela 4). Se nas populagdes os cruzamentos fossem perfeitamente aleatérios, todas as arvores

masculinas contribuiriam com polen para a descendéncia (o que aumentaria o valor de N ) e as

progénies seriam predominantemente todas meios-irmaos, que seria 0 esperado para a espécie em

estudo.
6.2.3 Coeficiente de coancestria dentro de progénies

Em consequéncia dos cruzamentos entre parentes e dos cruzamentos correlacionados
(Tabela 4), o coeficiente de coancestria (®) e a correlagdo de parentesco médio dentro de

progénies (r,) foram maiores do que o esperado em progénies de populagdes panmiticas
(©=0,125; r, =0,250; respectivamente). O minimo valor que o coeficiente de coancestria pode
atingir dentro de progénies € 0,125 e do coeficiente de parentesco € 0,250 (r,, =20 ), em caso de

cruzamentos perfeitamente aleatdrios entre um grande numero de arvores ndo parentes e nao
endogamicas. O coeficiente médio de coancestria dentro de progénies variou entre as populacdes
de 0,145 (Aramina) a 0,158 (Bauru), confirmando que as plantas dentro das progénies ndo séo
compostas puramente por meios-irmaos e que ocorreram desvios de cruzamentos aleatorios.
Cruzamentos correlacionados e cruzamentos entre individuos parentes aumentam a identidade
por descendéncia dos alelos dentro das progénies e, consequentemente, aumentam a estimativa do
coeficiente de coancestria e de parentesco.

O conhecimento do coeficiente de parentesco entre plantas dentro de progénies € de
fundamental importancia em programas de melhoramento genético visto que este é usado na
estimativa da variancia geneética aditiva, ou seja, a variancia genética que € transmitida entre as
geracOes e, portanto, é a responsavel pela semelhanca entre pais e filhos (NAMKOONG, 1966;
SQUILLACE, 1974; RITLAND, 1989; FALCONER; MACKAY, 1998). A estimativa do



42

coeficiente de parentesco dentro das progénies (Tabela 4) variou de 0,290 (Aramina) a 0,316
(Bauru), sendo portanto, maior do que os 0,25 preditos para progénies de meios-irmaos. Isto
implica que a estimativa da variancia genética aditiva nestas quatro populacdes deve ser calculada
utilizando-se especificos valores, para cada populagdo. Tais resultados implicam ainda que
assumir progénies de polinizagdo aberta nestas populagdes de M. urundeuva vai gerar
superestimativas na variancia genética aditiva, e consequentemente nos parametros genéticos que
sdo estimados a partir desta importante variancia, como herdabilidades, valores genéticos e
ganhos na selecdo.Esses resultados predizem superestimativas substanciais na variancia genética
aditiva e herdabilidades, variando de 16% [(0,290-0,25)/0,25] a 26%][(0,316-0,25)/0,25], caso o

modelo de cruzamentos aleatério fosse assumido como verdadeiro.
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6.3 Estimacdo da correlacdo de paternidade e coeficiente de coancestria a partir da analise
TWOGENER

O coeficiente de coancestria dentro de progénies foi também estimado a partir da medida
de diferenciacdo genética entre o conjunto de polen que fertilizou as diferentes arvores matrizes

(@) dentro das populagdes, calculado por analise TwoGener (Tabela 5). A diferenciagéo
genética no pélen cruzado (@ ) foi significativamente diferente de zero em todas as populagdes,

variando de 0,113 (Serid0) a 0,223 (Bauru), sugerindo estruturacdo genética no conjunto do pélen

que as diferentes arvores matrizes receberam dentro das populagdes. Esta medida @, € na

realidade um coeficiente de coancestria entre os parentais paternos e, visto que seu calculo é feito
apenas com base na contribuicdo genética paterna (pdlen) para a descendéncia de progénies

maternas, assim, pode ser transformada na correlacdo de paternidade, r, =2®, (HARDY et al,

2004). Atualmente, na literatura ndo existem muitos relatos de estimacdo de diferenciacdo do
polen entre as matrizes, mas estes valores estimados aqui s&o 0s maiores obtidos, em comparagédo

com outras espéecies arboreas tropicais, tais como: Araucaria angustifolia (@, = 0,084,
BITTENCOURT,; SEBBENN, 2008), Bagassa guianensis (®, = 0,081-0,104, SILVA et al.,
2008), Dinizia excelsa (@, = 0,002-0,104, Dick et al., 2003) e Sextonia rubra (@, = 0,061,
VERON et al., 2005).
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Tabela 5- Estimativa de parametros genéticos dentro de progénies a partir da analise Twogener em

populacdes de Myracrodruon urundeuva.

Bauru (IC Seridd (IC Aramina (IC  Selviria (IC

Parametro
95%) 95%) 95%) 95%)
NuUmero de &rvores matrizes 12 12 24 24
Numero de plantas dentro de
. 180 180 360 360
progénies
Diferenciacao no polenentre 0,223 (0,110a 0,113 (0,072a 0,116 (0,084a 0,123 (0,073 a
matrizes: @, 0,407) 0,142) 0,167) 0,158)
N _ 0,446 (0,221 a 0,226 (0,145a 0,232 (0,167 a 0,246 (0,145a
Correlacéo de paternidade: r,
0,814) 0,285) 0,335) 0,317)
NUmero médio de arvores 2,24 (453a 442(690a 431(599a 4,07(689a
polinizadoras: N, 1,23) 3,51) 2,99) 3,16)
Coancestria media dentro de 0,181 (0,153 a 0,153 (0,143a 0,154 (0,246a 0,156 (0,143 a
progénies: ©* 0,227) 0,161) 0,167) 0,165)
Parentesco dentro das 0,362 (0,305a 0,307 (0,286 a 0,308 (0,292a 0,311 (0,286 a
progeénies: r,, 0,454) 0,321) 0,334) 0,329)

Tamanho efetivo de variancia: 247 (285a  2,84(3,00a  2,82(2,95a 2,80 (3,00 a
N, 2,04) 2,73) 2,64) 2,67)

Numero de matrizes: m 61 (53 a74) 53 (50 a 55) 53 (51 a57) 54 (50 a 56)

M o nimero de arvores matrizes necessarias para a coleta de sementes foi calculado visando reter o tamanho efetivo
de 150.
! Estimativa obtida considerando a ocorréncia de cruzamentos entre parentes.

Fonte: Moraes (2012)



45

A correlacdo de paternidade estimada de @, (Tabela 5) foi maior do que a estimada

usando o modelo de cruzamentos correlacionados de Ritland (1989). Este valor variou entre as
populacdes de 0,226 (Serido e Selviria) a 0,446 (Bauru e Aramina). Consequentemente, 0 nimero
efetivo de arvores doadoras de polen foi maior na populacdo de Seridd (4,42) e menor na
populacdo de Bauru (2,24). O coeficiente de coancestria dentro de progénies variou de 0,153
(Serid6) a 0,181 (Bauru) e foi geralmente superior aos estimados de parametros do sistema de
reproducdo, embora ndo significativamente diferente desses. A pequena diferenca entre os dois
métodos de estimacdo se deve ao método. O modelo de cruzamentos correlacionados de Ritland
(1989) usa um método de maxima verossimilhanca para estimar a correlagdo de paternidade e,
assim, explora melhor as informagdes multilocos. O modelo Twogener, por sua vez, estima este
parametro indiretamente, a partir de um coeficiente de correlagéo intraclasse. Desta forma, pode-
se esperar, e observar diferencas entre os dois metodos (WENDT et al., 2009). Contudo, em
termos gerais, ambos 0s métodos indicam que as progénies sdo compostas por misturas de meios-
irmaos e irmédos-completos devido aos cruzamentos correlacionados.

A correlacdo de paternidade variou de 0,173 (Aramina e Seridd) a 0,315 (Bauru) e o
coeficiente de coancestria variou de 0,146 (Seridd) a 0,165 (Bauru), valores estes maiores do que
os estimados usando o0 método de Ritland (1989) (Tabela 6).
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Tabela 6- Estimativa da correlagdo de paternidade da analise TwoGener e do coeficiente de coancestria

dentro de progénies em quatro populac@es de Myracrodruon urundeuva.

Bauru Seridd Aramina Selviria
Progénie ro ® ro ® ry ® ro ®
1 0,056 0,132 0,329 0,166 0,170 0,146 0,389 0,174
2 0,348 0,168 0,209 0,151 0,313 0,164 0,200 0,150
3 0,052 0,132 0,091 0,136 0,751 0,219 0,190 0,149
4 0,136 0,142 0,164 0,145 0,161 0,145 0,250 0,156
5 0,150 0,144 0,083 0,135 0,065 0,133 0,082 0,135
6 0,296 0,162 0,067 0,133 0,162 0,145 0,069 0,134
7 0,353 0,169 0,034 0,129 0,051 0,131 0,236 0,155
8 0,183 0,148 0,151 0,144 0,072 0,134 0,206 0,151
9 0,440 0,180 0,233 0,154 0,239 0,155 0,252 0,156
10 0,540 0,193 0,050 0,131 0,106 0,138 0,218 0,152
11 0,751 0,219 0,444 0,180 0,110 0,139 0,174 0,147
12 0,479 0,185 0,217 0,152 0,097 0,137 0,002 0,125
13 0,064 0,133 0,120 0,140
14 0,076 0,135 0,311 0,164
15 0,149 0,144 0,084 0,136
16 0,158 0,145 0,102 0,138
17 0,077 0,135 0,452 0,181
18 0,157 0,145 0,183 0,148
19 0,191 0,149 0,238 0,155
20 0,126 0,141 0,146 0,143
21 0,152 0,144 0,132 0,141
22 0,171 0,146 0,281 0,160
23 0,294 0,162 0,095 0,137
24 0,232 0,154 0,108 0,138
Média 0,315 0,165 0,173 0,146 0,173 0,147 0,188 0,148

Fonte: Moraes (2012)
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6.4 Coancestria dentro de progénies, estimada por analise da variancia nas frequéncias

génicas

A estimativa do coeficiente de coancestria, estimada por andlise de varidncia de
frequéncias génicas entre progénies, apresentou valores médios significativamente diferentes de
zero em todas as populagdes, mas menores do que o esperado em progénies de meios-irmaos
(6-=0,125) em trés das quatro populacdes estudadas (Tabela 7). Em dois destes trés casos, 0
valor estimado foi inclusive significantemente menor do que 0,125. Isso claramente indica uma
subestimativa da coancestria entre plantas dentro de progénies e que este método ndo é o mais
adequado para este fim. Como uma consequéncia, o tamanho efetivo de varidncia total do
conjunto das progénies estd subestimado nestes trés casos. Ressalta-se que a grande diferenca
entre os valores do tamanho efetivo apresentado na Tabela 7 e 0s apresentados, nas Tabelas 4 e 5
se deve ao fato que os valores da Tabela 7 sdo medidas totais sobre todas as progénies, e ndo uma

média entre progénies, COMo NOS Outros casos.



48

Tabela 7- Estimativas do coeficiente de coancestria dentro de progénies (. ) pela analise de variancia em

quatro populagdes de Myracrodruon urundeuva.

Parametros Bauru Seridé Aramina Selviria
Variancia entre alelos dentro de
individuos: o 4,756 4,172 4,842 4,956
Variancia entre individuos dentro 1079 0532 1001 0.989
de progeénies: o’ - e - e
Variancia genética entre
progénies: o2 0,277 0,526 0,413 3,353
Variancia genética total: o 3,954 4,166 4,254 4,320
Coancestria média dentro de 0,070 (0,029 a 0,126 (0,039 a 0,097 (0,059 a 0,082 (0,054 a
progénies: O, 0,108)* 0,200)* 0,127)* 0,116)*
Tamanho efetivo para o conjunto

65,2 39,7 100,6 114,6

das progénies: N,

* P<0,05. Fonte: Moraes (2012)



49

6.5 Estimativas do coeficiente de coancestria pelo método de Hardy et al. (2004)

Na Tabela 8 pode-se observar , em nivel de média, para todas as quatro populacdes, o
estimador de Loiselle et al.(1995) foi superior ao estimador de Ritland (1996), com valores
variando de 0,076 (Selviria) a 0,088 (Seridd) ,pelo método de Ritland (1996), e de 0,110
(Selviria) a 0,146 (Aramina), pelo método de Loiselle et al.(1995). Este resultado indica o
estimador de Loiselle et al.(1995) como mais adequado entre esses dois métodos, pois os valores

ficaram mais proximos ao minimo esperado (0,125).
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Tabela 8- Média e desvio padréo do coeficiente de coancestria de Loisselle et al. (1995) e Ritland (1996) estimado dentro de progénies em quatro

populagdes de Myracrodruon urundeuva.

Bauru Seridd Aramina Selviria

Loiselle Ritland Loiselle Ritland Loiselle Ritland Loiselle Ritland

etal. (1995) (1996) et al. (1995) (1996) etal. (1995) (1996) et al. (1995) (1996)
Progénie MédiastSD Médias+SD Médias+tSD  Médias+SD MédiastSD  Médias+SD MédiastSD  Médias+SD
1 0,009+0,221 0,011+0,202 0,209+0,231 0,097+0,231 0,127+0,247 0,024+0,098 0,226+0,218 0,137%0,209
2 0,133+0,302 0,131+0,369 0,174+0,228 0,151+0,342 0,357+0,206 0,160+0,368 0,032+0,236 0,025+0,144
3 0,206+0,305 0,069+0,141 0,108+0,275 0,057+0,187 0,263+0,297 0,107+0,117 0,064+0,268 0,072+0,247
4 0,071+0,246 0,052+0,212 0,123+0,250 0,071+0,147 0,109+0,275 0,093+0,244 0,160+0,259 0,055+0,107
5 0,099+0,243 0,048+0,142 0,065+0,235 0,038+0,146 0,116+0,263 0,050+0,133 0,095+0,234 0,055+0,201
6 0,203+0,273 0,125+0,254 0,019+0,260 0,023+0,188 0,114+0,269 0,050+0,118 0,126+0,205 0,072+0,187
7 0,094+0,230 0,140+0,307 0,059+0,244 0,066+0,162 0,111+0,210 0,095+0,159 0,084+0,210 0,073+0,298
8 0,056+0,173 0,047+0,143 0,170+0,307 0,107+0,226 0,053+0,246 0,027+0,108 0,144+0,259 0,061+0,152
9 0,042+0,171 0,022+0,187 0,251+0,267 0,111+0,156 0,108+0,209 0,054+0,175 0,135+0,269 0,084+0,257
10 0,158+0,213 0,071+0,164 0,223+0,244 0,141+0,140 0,056+0,200 0,044+0,243 0,124+0,266 0,127+0,268
11 0,254+0,368 0,155+0,180 0,180+0,250 0,091+0,207 0,063+0,205 0,017+0,102 0,090+0,232 0,035+0,120
12 0,120+0,241 0,097+0,267 0,086+0,247 0,105+0,269 0,054+0,258 0,096+0,352 0,082+0,258 0,029+0,141
13 0,050+0,264 0,012+0,123 0,013+0,209 0,062+0,313
14 0,135+0,234 0,044+0,095 0,152+0,215 0,081+0,170
15 0,120+0,342 0,087+0,182 0,067+0,215 0,032+0,140

Continuacéo da Tabela 8
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16 0,097+0,235 0,020+0,089 0,190+0,286 0,091+0,260
17 0,093+0,297 0,063+0,311 0,230+0,243 0,279+0,383
18 0,214+0,220 0,099+0,117 0,150+0,279 0,079+0,139
19 0,262+0,228 0,373+0,327 0,216+0,280 0,149+0,224
20 0,118+0,214 0,063+0,159 0,080+0,269 0,088+0,223
21 0,084+0,208 0,078+0,440 0,013+0,276 0,028+0,143
22 0,173+0,214 0,088+0,283 0,110+0,292 0,064+0,116
23 0,345+0,269 0,148+0,160 0,024+0,255 0,020+0,102
24 0,252+0,318 0,127+0,314 0,031+0,225 0,014+0,123
Média 0,121+0,263 0,081+0,228 0,139+0,262 0,088+0,210 0,146+0,264 0,085+0,235 0,110+0,257 0,076+0,214
SD/Média 2,17 2,81 1,88 2,38 181 2,76 2,34 2,81
CV(%) 217 281 188 238 181 276 234 281

Fonte: Moraes (2012)
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6.6 Comparacao entre os métodos de estimagdo do coeficiente de coancestria

Atualmente, existem varios métodos de estimacdo do coeficiente de coancestria entre
plantas dentro de progénies. No presente estudo foi apresentado alguns métodos, no qual pode-se
observar diferencas nos seus valores tanto entre as popula¢ées como entre os métodos utilizados.
E natural que existam diferencas nos valores estimados pelos diferentes métodos, visto tratar-se
de métodos de estimagdo com principios destinados: i) o método de Ritland (1989) estima a
coancestria dentro de progénies, com base em parametros do sistema de reproducdo, como taxa
de cruzamento, variacdo individual na taxa de cruzamento e correlacdo de paternidade, além de
levar em conta a endogamia na geragdo parental. Em outros termos, em funcdo do processo de
reproducdo, tém-se diferentes proporcdes de parentescos dentro de progénies. Este método € na
realidade uma média ponderada dos diferentes tipos de parentescos que existem dentro das
progénies. No caso de espécies dioicas, as quais podem conter meios-irmaos e irmaos-completos,

estes estimados pode ser em resumidos pela expresséo: ® =R, 6,, + P:6,., em que P, e P,
sdo a proporgdo de meios-irmdos e irmédos-completos, respectivamente e 6,,, e P. S&o 0s

coeficientes de coancestria entre meios-irméos e irmdos-completos, respectivamente. Por isso, 0
minimo valor que este estimador calcula é o valor esperado em progénies de meios-irmaos
(0,125). ii) O método TwoGener, também separa a contribuicdo gamética materna e paterna das
sementes e, utilizando analise de variancia molecular, determina a diferencia¢do no conjunto de
polen recebido por diferentes arvores matrizes, o qual, na realidade, corresponde a coancestria
entre plantas dentro de progénies, visto tratar-se de uma medida de correlacdo intra-classe. iii) A
estimativa do coeficiente de coancestria entre plantas dentro de progénies, por analise de
variancia nas frequéncias génicas, € esperado calcular valores que representam a média dos
parentescos dentro das progénies, visto que a forma de reproducdo (autofecundacgoes,
cruzamentos correlacionados e cruzamentos entre parentes) determina as frequéncia dos alelos
dentro das progénies. Contudo, o que se observou foi que este estimador subestima o parentesco
dentro das progénies, sendo que ,em todos 0s casos, os valores calculados eram menores do que 0
minimo esperado dentro de progénies (0,125). Assim, de acordo com os resultados, este
estimador ndo é o mais adequado para este fim. iv) O método de Hardy et al. (2004) desconsidera
0 processo de reproducéo e estima diretamente o coeficiente de coancestria dentro de progénies

como uma média do parentesco entre todos os pares de individuos existentes dentro de cada
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progénie, mas tendo como base apenas a contribuicdo gamética paterna. Neste método, se locos
altamente polimdrficos sdo utilizados, é esperado também produzir estimativas de coancestria
com certo grau de precisdo do verdadeiro parentesco existente entre plantas dentro de progénies
(meios-irmaos e irmaos completos no caso de espécies didicas). Aqui, 0 método de Hardy et al.
(2004) foi utilizado, estimando a coancestria dentro das progénies por dois diferentes estimadores
de coancestria: o de Loiselle et al. (1995) e o de Ritland (1996). Os resultados indicam que
ambos estimadores produzem valores muitas vezes inferiores ao valor minimo esperado dentro de
progénies de polinizacdo aberta (0,125). O estimador de Ritland (1996) calculou valores sempre
muito abaixo do minimo esperado, sendo portanto inadequado para este fim. O estimador de
Loiselle et al. (1995) calculou valores sempre proximos ou superiores a0 minimo esperado, sendo
portanto, mais adequado do que o método de Ritland (1996), para este fim. Contudo, em dois
casos, os valores foram ainda inferiores ao minimo esperado de 0,125, logo também nédo é o
método mais indicado para estimar o coeficiente de coancestria dentro de progénies.

O método mais preciso e facil de obter os resultados das estimativas do coeficiente de
coancestria foi 0 método da analise de parametros do sistema de reproducédo, utilizando o
estimador de Ritland (1989) que é calculado pelo programa MLTR. Por este método obteve-se 0s
valores mais proximos do esperado em progénies de polinizacdo aberta, variando de 0,145 a
0,158 (Tabela 4).

A determinacdo do método mais apropriado para a estimacdo do coeficiente de
coancestria € de suma importancia, pois a partir deste valor pode-se calcular outros parametros
como a correlagdo de parentesco dentro de progénies, o tamanho efetivo e 0 nimero de arvores
matrizes necessarias para a coleta de sementes visando reter um determinado tamanho efetivo.
Assim, se o valor do coeficiente de coancestria for calculado com base em um estimador que
subestima a coancestria dentro de progénies, ird acarretar numa subestimativa da correlacdo de
parentesco dentro de progénies e, consequentemente, uma superestimativa no tamanho efetivo,
que por sua vez vai subestimar o nimero necessario de arvores matrizes necessarias para a coleta
de sementes. Assim, com base nas compara¢des dos quatro métodos, sugere-se utilizar o método
de Ritland (1989).

Finalmente, com base em estimativas obtidas em nivel de progénies ,fez-se o estudo da
associacdo entre os métodos de estimacdo do coeficiente de coancestria de Ritland (1989),
TwoGener e Hardy et al. (2004), no ultimo caso comparando ambos estimadores de Loiselle et al.
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(1995) e Ritland (1996) (Figuras 1 a 5). Em todos os casos os valores foram altamente variaveis
entre as quatro populacfes. As maiores correlacdes foram observadas entre 0 método de Ritland
(1989) e 0 método TwoGener (média de r=0,68, Figura 1, Tabela 9) e as menores entre 0 método
TwoGener e 0 de Hardy et al. (2004), utilizando o estimador de Ritland (1996) (média de r=0,47,
Figura 5, Tabela 9). Isto indica que o método de Ritland (1989) e o método TwoGener estimam
valores mais similares entre si, em nivel de progénies. Entretanto, considerando a grande variagdo
observada entre populagdes em todos os casos (Figura 1 a 5, Tabela 9), conclui-se que 0s

resultados obtidos sdo substancialmente diferentes entre si.



Figura 1 - Resultados da regresséo linear entre a estimativa do coeficiente de coancestria calculada de parametros do sistema de reproducao

(Coancestria (MS)) e da analise TwoGener (Coancestria (TwoGener),
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Figura 2 - Resultados da regresséo linear entre a estimativa do coeficiente de coancestria calculada de parametros do sistema de reproducéo
(Coancestria (MS)) e do método de Hardy el al. (2004) (Coancestria (Loissele).
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Figura 3 - Resultados da regresséo linear entre a estimativa do coeficiente de coancestria calculada de pardmetros do sistema de

reproducéo (Coancestria (MS)) e do método de Hardy el al. (2004) (Coancestria(Ritland).
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Figura 4 - Resultados da regresséo linear entre a estimativa do coeficiente de coancestria calculada da analise TwoGener (Coancestria

(TwoGener) e do método de Hardy el al. (2004) (Coancestria (Loissele).
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Figura 5 - Resultados da regresséo linear entre a estimativa do coeficiente de coancestria calculada da analise TwoGener (Coancestria
(TwoGener) e do método de Hardy el al. (2004) (Coancestria (Ritland).
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Tabela 9- Resultados das analises de correlagdes entre os diferentes métodos de estimagédo do

coeficiente de coancestria em quatro populacées de Myracrodruon urundeuva.

Populagédo Método 1 Método 2 r? r
Bauru Ritland (1989) TWOGENER 0,6765 0,82*
Seridd Ritland (1989) TWOGENER 0,0410 0,20

Aramina Ritland (1989) TWOGENER 0,7376 0,86 *

Selviria Ritland (1989) TWOGENER 0,6923 0,83*
Média 0,68
Bauru Ritland (1989) HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,4440 0,67 *
Seridd Ritland (1989) HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,2379 0,49 *

Aramina Ritland (1989) HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,5154 0,72 *

Selviria Ritland (1989) HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,3114 0,56 *
Meédia 0,61
Bauru Ritland (1989) HARDY (RITLAND, 1996) 0,4608 0,68 *
Seridd Ritland (1989) HARDY (RITLAND, 1996) 0,3767 0,61*

Aramina Ritland (1989) HARDY (RITLAND, 1996) 0,1508 0,39
Selviria Ritland (1989) HARDY (RITLAND, 1996) 0,3739 0,61*
Média 0,57
Bauru TWOGENER HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,2274 0,48 *
Seridd TWOGENER HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,2601 0,51*

Aramina TWOGENER HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,3887 0,62 *
Selviria TWOGENER HARDY (LOISELLE, et al., 1995) 0,4004 0,63*
Média 0,56
Bauru TWOGENER HARDY (RITLAND, 1996) 0,0793 0,28
Seridd TWOGENER HARDY (RITLAND, 1996) 0,5177 0,72*

Aramina TWOGENER HARDY (RITLAND, 1996) 0,3277 0,57 *
Selviria TWOGENER HARDY (RITLAND, 1996) 0,1017 0,32
Meédia 0,47

*P<0,05. Fonte: Moraes (2012)
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6.7 Tamanho efetivo e nUmero de arvores matrizes para coleta de sementes

O tamanho efetivo de variancia mede a representatividade genética de uma populacéo
com base na identidade por descendéncia dos alelos. Em populacdes perfeitamente panmiticas,
quando as progénies sdo verdadeiros meios-irmdos, 0 maximo valor que uma progénie pode

assumir € 4 (N,,,=0,5/0,125). As estimativas obtidas (Tabela 4) foram logicamente menores do

que este valor, variando de 2,76 (Bauru) a 2,96 (Aramina), visto que foram detectados
cruzamentos correlacionados e entre individuos parentes, como ja comentado. Isto implica que no
banco de germoplasma formado por estas quatro populacdes estudadas, o tamanho efetivo total
retido € menor do que seria esperado se tais populacdes tivessem um comportamento reprodutivo
panmitico.

Do tamanho efetivo de variancia, estimou-se 0 nimero de matrizes necessario para a
coleta de sementes (Tabela 4), visando reter na amostra o tamanho efetivo de referéncia de 150, o
qual é adequado para a conservagao no curto prazo de populacfes que apresentam sobreposicdo
de geracdes como as espécies arboreas (SEBBENN, 2006). Esta estimativa variou entre as
populacdes de 51 a 54 arvores matrizes (Tabela 4). E importante ressaltar que esta estimativa esta
considerando que serdo coletadas pelo menos 15 sementes de cada matriz. Se um nimero menor
fosse considerado, como por exemplo, a coleta de uma semente por arvore, este tamanho efetivo
retido ndo superaria 0 numero de arvores matrizes em que foram coletadas as sementes, ou seja, 0
tamanho efetivo retido variaria entre as populacdes de 51 a 54. Por exemplo, para reforgar a
explicacdo, se apenas uma semente fosse coletada de cada arvore matriz, este tamanho efetivo
seria de apenas 51 na populacdo Aramina. Assim, nesse caso seria necessario coletar sementes de

150 arvores matrizes para reter-se o respectivo tamanho efetivo de referéncia (N eerencizy )- POF

outro lado,com o aumento do numero de sementes coletadas por arvores matrizes, este nUmero
sera reduzido. Por exemplo, se 1000 sementes forem coletadas por arvore, este nimero vai variar
entre as populagtes de 44 a 47.

O tamanho efetivo estimado pelo método TwoGener foi superior ao estimado pelo método
de Ritland (1989), variando de 2,47 (Bauru) a 2,84 (Serid0) e 0 niumero de matrizes sugerido para
a coleta de sementes visando reter tamanho efetivo de 150, variou de 53 (Serid6 e Aramina) a 61

(Bauru). Estes resultados estdo préximos dos estimado por Viegas et al. (2011), utilizando o
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método de Hardy et al. (2004) nas popula¢des de Aramina (Ne(v) = 2,96 e M, =51) e Selviria
(Ne(v) = 3,04 e M, =49), Gaino et al. (2010) tambeém pelo metodo de (HARDY et al., 2004)
numa populacdo de Paulo de Faria-SP, (Ne(v) = 6,00 e m,=48) e Moraes et al.(2004)
(utilizando método de (RITLAND, 1989) na populacéo de Selviria (Ne(v) =2,21) e Paulo de Faria

(N, = 2,60). Esses Ultimos autores sugeriram a coleta de sementes em pelo menos 23 matrizes.
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7 CONCLUSOES

1. A reproducdo por cruzamentos foi confirmada na espécie, embora foi detectado também
que parte destes cruzamentos séo correlacionados e parte ocorre entre individuos parentes,
ou seja, existem desvios de cruzamentos aleatdrios nas populagdes;

2. O coeficiente de coancestria dentro de progénies € variavel entre as populacdes;

3. Os diferentes métodos de estimacdo do coeficiente de coancestria produzem valores
diferentes entre si, sendo que alguns métodos subestimem o valor minimo esperado em
progénies de polinizacao aberta (0,125);

4. Os meétodos mais adequados para estimar o coeficiente de coancestria dentro de progénies
sdo o de Ritland (1989) e o TwoGener, por sempre apresentarem valores que estdo dentro
da faixa esperada em progénies de polinizacdo aberta e nunca serem inferiores ao minimo
esperado (0,125) .
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ANEXOS
Al- Teste de progénies de Myracrodruon urundeuva das populac@es de Selviria e Aramina instalados na
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE) da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira
(FEIS/UNESP), em Selviria — MS

Fonte: Moraes (2011).
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A2- Teste de progénies de Myracrodruon urundeuva das populagées de Bauru e Selviria instalados na
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE) da Faculdade de Engenharia de llha Solteira
(FEIS/UNESP), em Selviria —MS.

Fonte: Moraes (2011).
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A3- Teste de progénies de Myracrodruon urundeuva da populacdo de Seridd instalado na Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE) da Faculdade de Engenharia de llha Solteira (FEIS/UNESP), em
Selviria— MS.

Fonte: Moraes (2011)
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A4- Perfis eletroforéticos de algumas amostras de DNAs gendmicos extraidos de individuos de
Myracrodruon urundeuva de progénies das populagfes provenientes de Aramina-SP, Bauru-SP,
Selviria-MS e Serid6-RN.

Populagdo Aramina

Populagédo Bauru

Populagdo Selviria

6—5—:';—49'_’- — — -— -
cwwfleowetows @ -.:..

Populacdo Seridd
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Fonte: Moraes (2010)
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Ab-. Perfis eletroforéticos do teste de otimizacdo da concentra¢do dos primers Auru A392 e
D200 com DNA gendmico de Myracrodruon urundeuva da populagéo de Bauru, em PCR-
SSR com volume final de 6uL.

D200

0,8 uL prlmer 10 uM 0,4 uL prlmer 10 uM

- e s e -

'Dzoo

0,2 uL prlmer 10 uM 0,1uL prlmer 10 uM

Fonte: Moraes (2010)
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A6. Perfis eletroforéticos em poliacrilamida (5%) desnaturante, de amplificacdo dos locos
D094, A392 e C072 de individuos de Myracrodruon urundeuva pertencentes ao teste de

progénies de matrizes de Aramina — SP.
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Fonte: Moraes (2010) -
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