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Forever Young

May God bless and keep you always,
May your wishes all come true,
May you always do for others
And let others do for you.

May you build a ladder to the stars
And climb on every rung,

May you stay forever young,
Forever young, forever young,

May you stay forever young.

May you grow up to be righteous,
May you grow up to be true,
May you always know the truth
And see the lights surrounding you.
May you always be courageous,
Stand upright and be strong,
May you stay forever young,
Forever young, forever young,

May you stay forever young.

May your hands always be busy,
May your feet always be swift,
May you have a strong foundation
When the winds of changes shift.
May your heart always be joyful,
May your song always be sung,
May you stay forever young,
Forever young, forever young,

May you stay forever young.

(Bob Dylan)



RESUMO

O objetivo principal do trabalho foi o de quantificar a variabilidade genética em progénies de
seringueira fundamentando-se na avaliacdo de caracteres quantitativos e na caracterizacao
molecular do tipo microssatélites (SSR). A primeira populacdo do estudo é originaria da
floresta priméaria de Rio Branco- Acre (populacdo selvagem-PS), e a outra, trata-se de uma
populacdo, originada de matrizes clonais (populacdo melhorada-PM). Encontram-se
instaladas na forma de teste de progénies na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira/UNESP (FEPE), localizada em Selviria, MS. Para
as duas populagtes foram avaliados o0s seguintes caracteres silviculturais de crescimento,
altura (ALT), altura comercial (AC), diametro medio de copa (DMC), forma do fuste (FOR),
perimetro do caule (PAP e P50) e producéo de borracha seca (PBS), aos oito (PM) e 23 (PS)
anos de idade. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, compostos
por 31 familias, quatro repeti¢des e parcelas lineares de 10 plantas, no espacamento de 3 x 3
m (PM). Para PS o delineamento experimental foi de blocos causalizados com 37 familias
distribuidas em trés repeti¢des, de forma desbalanceada com no méximo 10 plantas por
progénies no espacamento de 5 x 3 m (PS). As estimativas dos parametros genéticos foram
feitas utilizando-se a metodologia de modelo linear misto univariado aditivo REML/BLUP e
ganhos na selecdo pelo método indice multiefeitos (IME). O DNA genémico foi extraido,
quantificado e genotipado para as duas populacbes de estudo. As analises do sistema de
reproducdo e diversidade foram baseadas no modelo misto de reproducdo e modelo de
cruzamentos correlacionados. Foram detectadas diferencas significativas pelo teste da razédo
de verossimilhanca na analise de deviance das procedéncias para os caracteres, didmetro
médio de copa (DMC), perimetro a 50 cm do solo (P50), perimetro a 1,30m do solo (PAP) e
producdo de borracha seca (PBS), para PM. Para populacdo selvagem foram significativos, 0s
caracteres ALT, DMC, P50 e PAP. Os caracteres que apresentaram maior magnitude para as
herdabilidades foram a PBS, para populacdo melhorada e PAP, PBS para a populacdo
selvagem, com herdabilidades acima de 60%. As estratégias de selecdo de 50%, 40% e 22%
dos individuos para o caractere PBS e PAP utilizando o indice multiefeitos revelaram de altos
e baixos ganhos na selecdo as duas populacdes. Para PM foi mais indicado a estratégia de
selecdo entre e dentro e para PS a selecdo individual. Os ganhos obtidos na sele¢éo foram de
54% para o carater PBS na populacdo melhorada e de 0,46% para o carater PAP para
populagédo selvagem. A heterozigosidade observada foi de 0,839 a 0,747 para adultos e de
0,425 a 0,399 para as progénies, para as duas populacdes estudas. A taxa de cruzamento
multiloco (t,,) variou de 0,726 (PM) a 0,798 (PS), indicando que grande parte das sementes

foram originadas por cruzamentos, mas houve presenca de autofecundagéo, caracterizado por
um sistema de reproducdo misto. A endogamia apresentada foi gerada por cruzamentos
correlacionados e ndo por autofecundacéo. Devido ao ao tamanho efetivo (Ne) menor que 4,
resultou na necessidade de coletar-se sementes para fins de conservagao genética, recuperagdo
ambiental e melhoramento florestal de pelo menos 94 e 89 arvores, para PM e PS
respectivamente.

Palavras-Chave: Marcadores SSR. Hevea brasiliensis. indice Multiefeitos. Sistema de
reproducéo. Diversidade genética



ABSTRACT

The main objective of this work is to quantify the genetic variability in progenies of rubber
tree, based on the quantitative characterization and the molecular characterization of the
microsatellite type (SSR). The first population of the study originated in the primary forest of
Rio Branco-Acre (wild population-PS), and the other population is a population originated
from clonal matrices (improved population-PM). They are installed as progeny tests at the
Teaching, Research and Extension Farm, That belongs to Engeneering College of the Julio
Mesquita Filho State University of Sdo Paulo, In Selvira, State of South Mato Grosso Brazil.
For the two populations, the following silvicultural characteristics of growth, height (ALT),
commercial height (AC), average crown diameter (DMC), stem shape (FOR), stem perimeter
(PAP and P50) and dry rubber yield (PBS) at eight (PM) and 23 (PS) years old. The
experimental design consisted of randomized blocks, composed of 31 families, four
replications and linear plots of 10 plants, spaced 3 x 3 m (MP). For PS the experimental
design was of causalized blocks with 37 families distributed in three replications, unbalanced
with a maximum of 10 plants per progeny in the spacing of 5 x 3 m (PS). Estimates of the
genetic parameters were made using the mixed linear univariate model (REML / BLUP)
methodology and gains in selection by multi-effects index (MEI). Genomic DNA was
extracted, quantified and genotyped for the two study populations. The analyzes of the
breeding and diversity system were based on the mixed breeding model and correlated crosses
model. Significant differences were detected by the likelihood ratio test in the deviance
analysis for the characters, mean crown diameter (DMC), stem perimeter at 50 cm from soil
(P50), stem perimeter at 1,30m from soil (PAP) and dry rubber yield (PBS) for PM. For wild
populations were significant, the characters ALT, DMC, P50 and PAP. The characters that
presented the greatest magnitude for the heritabilities were PBS, for improved population and
PAP, PBS for the wild population, with heritabilities above 60%. The selection strategies of
50%, 40% and 22% of individuals for the PBS and PAP using the multi-effects index revealed
high and low gains in the selection of the two populations. For PM it was more indicated the
strategy of selection between and within and for PS the individual selection. The gains
obtained in the selection were 54% for the PBS character in the improved population and
0,46% for the PAP character for the wild population. The observed heterozygosity was 0,839
to 0,747 for adults and 0,425 to 0,399 for the progenies, for the two populations studied. The
multilocus crossing rate (t, ) varied from 0,726 (MP) to 0,798 (PS), indicating that most of

the seeds originated by crosses, but there was a presence of self-fertilization, characterized by
a mixed mating system.The presented inbreeding was generated by correlated crosses and not
by self-fertilization. Due to the effective size (Ne) of less than 4, it resulted in the need to
collect seeds for purposes of genetic conservation, environmental recovery and forest
improvement of at least 94 and 89 trees, for PM and PS respectively.

Keywords: SSR markers. Hevea brasiliensis. Muti-Effects Index. Mating system. Genetic
diversity
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1 INTRODUCAO

A classificacdo atual do género Hevea apresenta 11 espécies, dentre as quais, destaca-
se a espécie Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg., como a mais importante
do ponto de vista comercial, com maior capacidade produtiva e variabilidade genética. E
originaria do continente americano, precisamente da floresta amazonica do Brasil e é
extremamente importante para o pais. Além do potencial uso da madeira € uma das maiores
fontes produtoras de borracha vegetal e latex do mundo. Considerada matéria-prima
estratégica para o progresso da humanidade visto a utilizacdo na fabricacdo de inimeros
produtos essenciais, assim como faz parte do legado das 50 plantas que mudaram o rumo da
histéria (GONCALVES et al., 1990; COSTA et al., 2001; SILVA, 2012; LAWS, 2013).

A borracha da seringueira é matéria prima utilizada no transporte, industria, material
bélico e outros, perfazendo cerca de 50 mil produtos diferentes, aplicacbes como adesivos,
pneumaticos, luvas descartaveis, material cirdrgico (tubos intravenosos, seringas,
estetoscOpios, cateteres e esparadrapos), preservativos, pisos e revestimentos, im-
permeabilizacdo de fios e tecidos (COSTA et al., 2001; RIPPEL; BRAGANCA, 2009).
Incluidos aos 50 mil produtos diferentes, no qual a borracha natural é matéria prima. Bielen e
Poirier (2007) destacam outros produtos na area médica, como: tecidos da epiderme, érgdos
(esdfago) e proteses. Outros exemplos, referentes a importancia da borracha natural esta na
fabricacdo de pneus para caminhdes, dnibus e avides, que ndo podem ser feitos com borracha
sintética devido a dréastica diminuicdo de suas propriedades (RIPPEL; BRAGANCA, 2009).

Devido suas caracteristicas fisico-quimicas, a borracha natural apresenta qualidades
que ndo podem ser obtidas em polimeros produzidos artificialmente (SILVA, 2012). As
principais caracteristicas que a tornam uma excelente matéria prima para varios setores sao
variados como: resiliéncia, elasticidade, flexibilidade, resisténcia a abrasdo, ao impacto e a
corrosdo, facil adesdo a tecidos e ao aco, impermeabilidade, propriedade isolantes de
eletricidade, impermeabilidade a liquidos e gases, capacidade de dispersar calor e
maleabilidade em baixas temperaturas (SANTOS; MOTHE, 2007; RIPPEL; BRAGANCA,
2009).

Historicamente, o Brasil costumava ser o principal produtor mundial de borracha
natural até o inicio do século XX, mas tornou-se um importador desta matéria-prima na
década de 1950. Embora seja o bergo das espécies deste género, em 2001, apenas 1,11% da

producdo mundial veio do Brasil. Assim, dois aspectos tornaram-se importantes no cultivo da
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seringueira no Brasil: a busca por melhor material genético e a avaliagdo de novas
metodologias (FURLANI et al., 2005).

A heveicultura € um setor importante para o cenario econdémico do pais principalmente
no final dos séculos XIX e inicio do século XX que passou a ser o principal produtor e
exportador mundial. A produgdo do Estado de S&o Paulo, atual maior produtor nacional,
corresponde a 175.044 toneladas, com participacdo de 56,5% do total da producéo brasileira
(INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA-IEA (2015). Entretanto, no contexto econdmico
atual ha necessidade de 60% de importacdo dessa matéria-prima (PINO et al., 2000).

H& cerca de 140 anos, quando teve inicio sua domesticacdo, a seringueira foi
considerada mais uma espécie selvagem da Amazénia. Durante esse periodo, o melhoramento
genético da seringueira contribuiu de maneira decisiva para o seu desenvolvimento, elevando
o nivel de produtividade de 400 para algo em torno de 3.000 kg ha™ ano™. Melhoristas em
todo o mundo tém tentando formular novas estratégias com o intuito de incrementar cada vez
mais a produtividade do seringal, integrando um conjunto de métodos em desenvolvimento
(GONCALVES; AGUIAR; GOUVEA, 2006; GONCALVES; MARQUES, 2008b;
GONCALVES; FONTES, 2009).

Programas de melhoramento genético da seringueira tém um papel importante no
incremento da producdo de borracha, sendo um dos principais objetivos do melhoramento
nessa cultura (GOUVEA, 2009). A crescente procura por novos clones de seringueira tem
exigido pesquisas relacionadas com material de banco de germoplasma, capazes de permitir
aos melhoristas o desenvolvimento de clones promissores para recomendacdo (AGUIAR,;
GONGCALVES, 2006).

O melhoramento genético, embora efetivo, é relativamente lento por se basear em
varios ciclos de recombinacdo, avaliacdo e selecdo, e os problemas como suscetibilidade a
pragas e doencas, arquitetura da planta, ou introgressdo de genes de interesse, demoram anos
para serem resolvidos (SOUZA, 2001).

Apesar do sucesso acumulado dos programas de melhoramento de plantas, ganhos
adicionais na eficiéncia do melhoramento podem ser obtidos por meio de aplicacdo de
tecnologias moleculares, como estudos do polimorfismo do DNA, mostrando-se Uteis tanto
para auxiliar diretamente o melhoramento de plantas quanto para aumentar o entendimento da
domesticagdo das culturas, da evolucdo das plantas e o conhecimento dos mecanismos
genéticos envolvidos nas caracteristicas desejaveis (CAIXETA:; FERRAO; MACIEL-
ZAMBOLIM, 2013).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais foram o de verificar a variabilidade genética, o sistema de

reproducéo, o parentesco e o tamanho efetivo em duas populagdes de seringueira.
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
+* Realizar a caracterizacdo genética, molecular e quantitativa

¢+ Estimar pardmetros genéticos, adotar estratégia de selecdo e estimar ganhos na selecéo
+¢+ Estimar e comparar parametros do sistema de reproducdo e de diversidade genética
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SERINGUEIRA: CARACTERISTICAS GERAIS

Pertencente a familia Euphorbiaceae, Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. de Juss.)
Muell.-Arg., também conhecida popularmente por seringueira € a espécie mais importante do
ponto de vista comercial entre as 11 espécies existentes do género, como maior capacidade
produtiva e variabilidade genética. E originaria do continente americano, precisamente da
floresta amazonica do Brasil e é extremamente importante para o pais, em funcéo de ser uma
das maiores fontes produtoras de borracha vegetal e latex, bem como potencial uso sua
madeira (GONCALVES et al., 1990; COSTA et al., 2001).

De acordo com Goncalves e Fontes (2009), as 11 espécies do género Hevea
conhecidas no Brasil sdo: H. guianensis Aublet, H. benthamiana Muell.-Arg., H. brasiliensis
(Will. ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg., H. pauciflora (Spruce ex Benth), H. nitida Mart. ex
Muell.-Arg., H. microphylla Pires, H. spruceana (Benth), H. paludosa Ule Jarb., H.
rigidifolia (Spruce ex Benth) Muell.-Arg., H. camporum Ducke e H. camargona Pires.
Apenas trés produzem latex comercialmente aceitavel (H. guianensis, H. benthamiana, H.
brasiliensis).

O centro de dispersdo das espécies do género Hevea é a bacia do rio Negro, que
curiosamente ndo tem representantes de H. brasiliensis, a ndo ser numa pequena area do curso
inferior, na regido do igarapé Jau. Espécies do género Hevea ocorrem naturalmente em uma
area que inicia na bacia Amazonica e estende-se ao sul, em direcdo ao Mato Grosso, e ao
norte, em direcdo a parte alta da bacia do Orinoco e uma parte das Guianas, totalizando uma
grande superficie que cobre partes do Brasil, Bolivia, Peru, Coldmbia, Equador, Venezuela,
Guiana Francesa, Suriname e Guiana (GONCALVES; ORTOLANI; CARDOSO, 1997
COSTA et al., 2001). Ja a distribuicdo de H. brasiliensis ocorre por uma area muito ampla,
inferior apenas a de H. guianenis, localizada particularmente ao sul do rio Amazonas,
ultrapassando a margem esquerda do grande rio apenas em estreita faixa no trapézio
colombiano, na foz do rio Negro e na costa amazdnica do Amapa (PIRES, 1971).

A seringueira é uma espécie tipica de matas umidas, varzeas e matas ciliares, podendo
ocorrer também em matas de terra firme. Seu principal habito é arboreo, que pode variar de
altura de mediana (entre 7 e 10 m) a muito grande, atingindo 15 a 50 m de altura. O DAP
pode variar de 35 cm a 1,88 m de diametro (SECCO, 2008).
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As folhas séo trifolioladas, com peciolo longo; a base engrossada no pulvino pode
exibir até trés glandulas na juncdo dos pecidlulos. O foliolo central € um pouco diferente dos
laterais, comumente um pouco maior e com base um pouco mais estreita (SECCO, 2008).
Ostendorf e Ramaer (1931), mostram que a disposicdo das folhas é espiralada e elas séo
distribuidas em fluxos que divergem em um angulo normalmente de 138° (2/5) ou
ocasionalmente de 103° (2/7), parecendo ser uma condi¢do de variabilidade do género Hevea.

As inflorescéncias apresentam-se em paniculas, ao longo de brotos terminais, ou no
apice de ramos curtos, cobertas por indumento sericeo de tricomas vilososos, curtos,
posteriormente glabascentes na maturagdo. Os ramos da inflorescéncia se dispdem em espiral
ao longo do eixo principal e tém bases decorrentes, de maneira que a inflorescéncia se torne
angulosa (SECCO, 2008). Em plantios comerciais a primeira floracdo ocorre entre 0 3° e 5°
ano apdés plantio. Porém na mata, leva muito mais tempo, em torno de 25 anos, segundo
Siebert (1947) citado por Secco (2008).

As flores sdo de coloracdo clara, de tonalidade amarelada, unissexuais (diclinas),
monoclamideas (s6 apresentam calice), auséncia de corola, mondica (flores masculinas
estaminadas e femininas pistiladas ocorrem na mesma inflorescéncia). As estaminadas sao
sempre em maior numero do que as pistiladas (1:60), ou seja, uma flor feminina para 60 flores
masculinas, que ficam na extremidade do eixo principal ou no apice dos ramos maiores da
inflorescéncia (SECCO, 2008; GONCALVES; FONTES, 2009). Também foram observados
casos de hermafroditismo, em um total de 1.217 flores com morfologia externa feminina
encontrou 28,51% que possuiam exclusivamente as estruturas do sistema reprodutor
feminino, enquanto 71,49% eram hermafroditas. Em cerca de um tergo das flores
hermafroditas verificou-se a presenca de anteras residuais, com aspecto de funcionais, devido
a presenca de grdos de pdlen (CUCO, 1997). Varios graus de macho-esterilidade também
foram observados em diferentes clones, desde a pouca producdo até a completa auséncia de
polen. Clones macho-estéreis ndo sdo diferentes dos clones normais em seus caracteres
morfologicos, entretanto as flores masculinas demoram mais tempo para alcancar a
maturidade (MAJUMDAR, 1966).

Os principais polinizadores naturais sdo 0s mosquitos da familia Heleidae,
identificados por estudos de Warmke (1951 e 1952). Outro polinizador também citado na
literatura € o tripes (SOUZA et al., 2015).

A seringueira € considerada uma espécie com baixa densidade na floresta. No Acre,
ocorrem apenas 0,7 a trés individuos por hectare. Véarias espécies podem ocorrer em uma

mesma regido. No Acre, o tamanho das colocacfes (area onde 0s seringueiros coletam o
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latex) é medido pela quantidade de seringueiras. Em plantios convencionais de seringueira s&o
utilizadas de 250 a 600 plantas por hectare. No Tapajos, a populagdo local tem uma longa
tradicdo de plantar sementes de seringueira e outras espécies em suas rogas, criando
agroflorestas com densidades de até 700 seringueiras por hectare (SCHROTH et al., 2003).

O fruto é uma céapsula tricoca (com trés mericarpos), lenhosa, algo subglobosa,
depressa nos septos, de maneira que, em corte transversal, se apresenta trilobada.

As sementes sdo subovais a eliptico-oblongas, em nimero de trés, por mericarpo de
fruto (SECCO, 2008). A testa dura, brilhante, marrom com numerosos matizes escuros na
parte dorsal, ou quase nenhum na parte dorsal, cujo padrdo de desenhos pode servir para
distinguir variedades e clones da mesma espécie (GONCALVES; MARQUES, 2008a). Sao
sementes leves, que auxilia no mecanismo de dispersdo por meio da agua dos rios. As
sementes sdo apreciadas pelos peixes e ha referéncias como uso na alimentacdo dos indios
amazénicos, na forma cozida (SECCO, 2008). Outro uso para semente é na fabricacdo de
tintas e vernizes, devido a coloracdo amarelo-viscoso, secativo, que provém dos 45% a 50%
de 6leo presenta nas sementes (GONCALVES; MARQUES, 2008b).

3.2 MELHORAMENTO GENETICO DA SERINGUEIRA

O marco mais importante da domesticacdo da seringueira foi a coleta bem sucedida do
inglés Henry Alexander Wickman em 1876. Wickman aportou no rio Tapajos e, na regido de
Boim, com a ajuda dos indios Mura, teria coletado 70.000 sementes de seringueira. Resultou
em apenas 22 plantulas destinadas a Malasia (COSTA et al. 2001; GONCALVES; FONTES,
2009). Desta forma, todo o material clonal desenvolvido na Asia tem como base progénies de
H. brasiliensis, introduzida por Wickham (POLHAMUS, 1962).

Segundo Goncalves et al. (1998), no melhoramento genético de seringueira (H.
brasiliensis) o carater primério é a producdo de latex, seguida do vigor. Gongalves e Fontes
(2009) sugerem que além do objetivo principal do melhoramento ser a obtencdo de clones
com alto potencial de producdo, h4 necessidade também da busca de caracteres secundarios
desejaveis que contribuam para o aumento do potencial de produtividade. Dentre esses
caracteres secundarios os autores destacam os principais que sdo: vigor (reduz o periodo de
imaturidade do clone, proporcionando ganho mais rapido ao produtor); crescimento do caule
durante o procedimento da sangria (mantém a producdo satisfatoria e reduz a quebra pelo
vento); espessura de casca virgem (diminui a incidéncia de ferimentos no painel, o que

afetaria a produtividade nas proximas sangrias dos painéis C e D); boa regeneracdo de casca
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(permite uma exploracdo vidvel por todo o ciclo econdmico da planta); resisténcia as
primeiras doencas da regido (assegura melhor crescimento e producédo, além de minimizar o
risco de perdas de plantacbes com forte incidéncia de Microcyclys ulei, Coletotrichum
gloeosporioides e Thanatephorus cucumeris, bem como doencas do painel); tolerancia a
quebra pelo vento (assegura bom estande de sangria para toda a vida util do seringal); e
tolerancia a seca do painel (proporciona maior produtividade de borracha).

As trés etapas de selecdo distribuidas entre a polinizacédo até a avaliacdo de rendimento
podem se estender de 20 a 30 anos para a recomendacdo dos clones para plantio em grande
escala (GONCALVES; CARDOSO; ORTOLANI, 1990; GONGCALVES et al., 2004,
GONCALVES et al.,, 2009; ARANTES et al., 2010; VERARDI; SCALOPPI JUNIOR,;
GONCALVES, 2011).

O ciclo de melhoramento da seringueira ocorre em trés etapas. A primeira consiste em
avaliacdes por meio de testes precoces de producéo, vigor e toleréncia a doencas. Os ortetes
séo selecionados e clonados para serem testados em experimentos de avaliacdo de clones em
pequena escala. Nessa segunda etapa do ciclo de selecdo, ap6s os dois primeiros anos de
sangria, os clones promissores sao multiplicados e passam a ser avaliados em grande escala,
ou ensaios regionais. Na Ultima etapa, sdo gastos geralmente de 12 a 15 anos, até que se possa
recomendar um clone para plantio em grande escala. Portanto, sdo necessarios cerca de 30
anos para completar o ciclo de melhoramento (JAIN; PRIYADARSHAN, 2009).

Gongcalves e Fontes (2009) detalham as trés etapas de selecdo que compreendem
primeiro para obter progénies, que em seguida passam para avaliacdo em pequena escala, para
que finalmente possam ser avaliadas e recomendadas para plantio em grande escala e sdo
denominadas da seguinte forma, respectivamente (GONCALVES; MARQUES, 2008b):
Avaliacdo de viveiros de progénies (EAPV) - Primeira selecdo; Avaliacdo de clones em
pequena escala (EAPE) - Segunda selecdo e Avaliacdo de clones em grande escala (EAGE) —
Selecéo final.

O ciclo utilizado em programas para sele¢cdo e melhoramento em H. brasiliensis estéo
esquematizados na Figura 1 (GONCALVES; MARQUES, 2008b, GONCALVES; FONTES,
2009). A avaliacao de clones em pequena escala foi proposta por Tan et al. (1981), citado por
Gongcalves e Marques (2008b), na qual é obtida pela eliminacdo da segunda fase de selecéo,
com selecdo cuidadosa de ortetes de alta producdo no viveiro de cruzamento, e como clones,

sdo testados diretamente em varias plantacfes comerciais.
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Figura 1- Ciclo utilizado em programas de selecdo e melhoramento genético da seringueira
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Fonte: (GONCALVES; FONTES, 2009)

Segundo Gongcalves e Marques (2008b), os principais objetivos do melhoramento da
seringueira variam de acordo com a regido produtora. No caso do Brasil existem algumas
regides sujeitas ao Microcyclus ulei, (com excecdo de alguns estados, por exemplo, Sao
Paulo, que representa a regido de escape do patdgeno). Como os estados da BA, MG, ES, AM
que apresentam uma selecdo para a producdo de latex e também para a resisténcia ao mal-das-
folhas. Ja nos paises do sudeste asiatico e africanos o melhoramento estd totalmente
direcionado para elevado potencial de producdo de latex. Segundo, Marques et al. (2007)
outras caracteristicas sdo direcionadas para 0 uso em sistemas agroflorestais (SAFs), pois
esses consorcios, também viabilizam o investimento, com a recuperacdo do capital inicial
com a producdo das culturas anuais consorciadas. Essas caracteristicas estdo sendo
selecionadas para a arquitetura de copa mais fechada e maior densidade foliar, por serem mais
desejaveis em consércios com outras culturas.

Outra caracteristica importante é abertura do painel precocemente e a boa producao, ja
que a seringueira € uma cultura de grande investimento inicial, a produ¢do em menos tempo é

muito importante para rentabilidade futura do investimento. Para isso ha necessidade de
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clones voltados para melhor crescimento do caule ap6s o inicio da sangria, ja que o
fotossintetizado é repartido para crescimento e latex explotados (GONCALVES; MARQUES,
2008b).

A técnica usual para melhorar esses caracteres tem sido a selecdo fenotipica dos
paternais, a hibridizacdo e finalmente, a selecdo clonal. Recentemente, tem sido utilizada
extensivamente a selecdo entre e dentro de progénies de meios-irméos, principalmente em
funcdo da facilidade pratica de obtencao desse tipo de progénies (GONCALVES et al., 1998).

A relevancia da genética quantitativa para o melhoramento de plantas se baseia no fato
de que a manipulacdo de caracteres quantitativos a partir da endogamia, cruzamentos e/ou
selecdo constitui um fator essencial para qualquer programa de melhoramento genético que,
basicamente, tenha 0 mesmo objetivo: o de identificar, acumular e perpetuar genes favoraveis.
Assim, o entendimento das consequéncias genéticas dessa manipulacdo constitui o mais
importante papel da pesquisa em genética quantitativa. Nesse sentido, a obtencdo de
estimativas de parametros genéticos é fundamental por permitir identificar a natureza da acéao
dos genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e avaliar a eficiéncia de
diferentes estratégias de melhoramento para obtencdo de ganhos genéticos e manutencdo de
uma base genética adequada. Dentre os parametros de maior importancia destacam-se as
variancias genéticas aditivas e ndo-aditivas, as correlacbes e as herdabilidades (CRUZ;
CARNEIRO, 2003).

Para Costa et al. (2010) os testes de progénies tém sido usados na estimacdo de
parametros genéticos e selecdo de individuos, quando se procura avaliar a magnitude e a
natureza da variancia genética disponivel com vistas a quantificar e maximizar os ganhos
genéticos, utilizando-se procedimento de selecdo adequado.

De acordo com Cruz (2005) a diversidade € medida de duas maneiras. Uma é a
variabilidade genética, que expressa as diferencas entre individuos de uma mesma espécie ou
de especie diferente que resulta na biodiversidade. A outra ¢é inerente a populacéo, geralmente
em Equilibrio de Hardy-Weinberg e tratada como variancia genotipica. A variancia
genotipica, aléem de expressar a diversidade entre individuos de uma populacdo, pode ser
tratada no contexto biométrico e subdividida em causas de variagdo (aditiva, dominante e
epistatica) importantes para o estabelecimento de estratégias de selecdo. Geralmente, a
variancia genotipica pode ser entendida e modelada como resultado de fatores intrinsecos da
populacdo, como a sua frequéncia génica, e da acdo génica sobre o carater estudado.

Os dados das Tabelas 1 e 2 s&o um compilado de valores de herdabilidades, com os

caracteres de maior interesse, producéo de borracha seca e perimetro do caule.
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Tabela 1 - Herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁaz); herdabiliade média de progénie (ﬁ%) e

herdabilidade aditiva dentro de parcela (ﬁjd) para o carater perimetro de caule, em H. brasiliensis

PARAMETRO ESTIMATIVA FONTE IDADE (MESES)
0,3162 Moreti et al. (1994) 36
0,4743 Boock et al.(1995) 36
0,2950 Costa (1999) 36
0,2500 Costa (1999) 36
ﬁg 0,2720 Costa (1999) 36
a 0,3460 Costa et al. (2000) 36
0,7100 Furlani (2001) 108
0,43+0,11 Furlani et al. (2005) 108
0,56 £11 Gongalves et al. (2005) 36
0,67+0,09 Gongalves et al. (2005) 36
0,5408 Costa et al. (2008) 36
0,58+0,19 Arantes et al. (2010) 36
0,44+ 0,09 Gouvéa et al. (2013) 36
0,46 + 0,09 Gouvéa et al. (2013) 36
0,6730 Moreti et al. (1994) 36
0,7511 Boock et al.(1995) 36
0,8690 Costa (1999) 36
ﬁz 0,8990 Costa (1999) 36
m 0,8690 Costa (1999) 36
0,5900 Furlani (2001) 108
0,86+ 0,13 Gongalves et al. (2005) 36
0,85+0,10 Gongalves et al. (2005) 36
0,9974 Arantes et al. (2010) 36
0,8728 Costa et al. (2008) 36
0,8200 Verardi, Scaloppi Junior e Gongalves (2011) 36
0,8720 Gouvéa et al. (2013) 36
0,9230 Gouvéa et al. (2013) 36
0,2500 Moreti et al. (1994) 36
0,4297 Boock et al.(1995) 36
) 0,3560 Costa (1999) 36
ad 0,3160 Costa (1999) 36
0,3300 Costa (1999) 36
0,7400 Furlani (2001) 108
0,4634 Arantes et al. (2010) 36
0,3300 Verardi, Scaloppi Junior e Gongalves (2011) 36

Fonte: Elaboracdo da prdpria autora.
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Tabela 2 — Herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁaz); herdabiliade média de progénie (Hnﬁ) e

herdabilidade aditiva dentro de parcela (ﬁjd) para o carater producdo de borracha seca, em H.

brasiliensis (Continua)
A IDADE
PARAMETRO ESTIMATIVA FONTE (MESES)
0,1940 Paiva et al.(1983) 16
0,8194 Moreti et al. (1994) 36
0,3502 Boock et al.(1995) 36
0,1720 Gongalves et al.(1998) 48
0,5750 Costa(1999) 36
0,1940 Costa(1999) 36
0,0850 Costa(1999) 36
0,2420 Costa et al. (2000) 36
ﬁz 0,3800 Furlani (2001) 108
a 0,3712 Gongalves et al. (2004) 24
0,22+0,11 Gongalves et al. (2005) 36
0,63+0,21 Gongalves et al. (2005) 36
0,31+£0,19 Gongalves et al. (2005) 36
0,2610 Costa et al. (2008) 36
0,76+0,22 Arantes et al. (2010) 36
0,0890 Costa et al. (2010) 36
0,20+0,08 Arantes et al. (2013) 36
0,39+0,12 Arantes et al. (2013) 36
0,21 + 0,07 Gouvéa et al. (2013) 36
0,12 + 0,06 Gouvéa et al. (2013) 36
0,59+0,12 Verardi et al. (2014) -
0,64 £0,14 Verardi et al. (2014) -
0,40 +0,11 Verardi et al. (2014) -
0,3780 Paiva et al.(1983) 16
0,8952 Moreti et al. (1994) 36
0,7332 Boock et al.(1995) 36
0,5711 Gongalves et al.(1998) 48
0,9060 Costa (1999) 36
0,8030 Costa (1999) 36
ﬁz 0,5430 Costa (1999) 36
m 0,4500 Furlani (2001) 108
0,6385 Gongalves et al. (2004) 24
0,6700 Gongalves et al. (2005) 36
0,8600 Gongalves et al. (2005) 36
0,5000 Gongalves et al. (2005) 36
0,7708 Costa et al. (2008) 36
0,9938 Arantes et al. (2010) 36
0,6860 Costa et al. (2010) 36
0,7600 Verardi, Scaloppi Junior e Gongalves 36
(2011)
0,4657 Arantes et al. (2013) 36
0,8235 Arantes et al. (2013) 36
0,8300 Gouvéa et al. (2013) 36
0,6380 Gouvéa et al. (2013) 36
0,8800 Verardi et al. (2014) -
0,8900 Verardi et al. (2014) -
0,8300 Verardi et al. (2014) -
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Tabela 2 — Herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁaz); herdabiliade média de progénie (Hnﬁ) e

herdabilidade aditiva dentro de parcela (ﬁjd) para o carater producdo de borracha seca, em H.

brasiliensis (Continuacao)
PARAMETRO ESTIMATIVA FONTE IDADE (MESES)
0,7836 Moreti et al. (1994) 36
0,2860 Boock et al.(1995) 36
0,1506 Gongalves et al.(1998) 48
ﬁz 0,6130 Costa(1999) 36
ad 0,2420 Costa(1999) 36
0,1060 Costa(1999) 36
0,3300 Furlani (2001) 108
0,3332 Gongalves et al. (2004) 24
0,6730 Arantes et al. (2010) 36
0,2300 Verardi, Scaloppi Junior e Gongalves (2011) 36
0,5400 Verardi et al. (2014) -
0,5900 Verardi et al. (2014) -
0,3500 Verardi et al. (2014) -

Fonte: Elaboracdo da propria autora

3.2.1 Método de selecdo pelo Indice Multiefeitos

De acordo com Resende (1995), a adocgdo de estratégias eficientes de melhoramento
florestal, depende do uso de métodos acurados de selecdo. Para isso pode-se utilizar o método
do indice Multiefeitos (IME), que explora fracdes da variancia genética aditiva que ndo s&o
consideradas na selecdo entre e dentro de progénies. O método do indice multiefeitos vem
sendo empregado ativamente nos estudos de variabilidade genética de espécies florestais,
devido aos ganhos expressivos obtidos na selecdo (SANTOS et al., 2010; ARANTES et al.,
2010; TUNG et al., 2010; SILVA et al.,, 2011; VERARDI et al., 2013; KUBOTA et al.,
2015). Na selecdo baseada no Indice Multiefeitos os ganhos sdo mais elevados por conta da
exploracdo dos efeitos de progénies, de parcela e de individuos dentro da parcela (PAIVA,;
RESENDE; CORDEIRO, 2002).

O método do indice multiefeito é um procedimento 6timo de selegdo, equivalendo ao
procedimento BLUP (melhor predicéo linear ndo-viciada) para o caso em que os dados sao
balanceados ou a sobrevivéncia é superior a 85% (RESENDE; FERNANDES,
1999). Entretanto para Resende e Higa (1994) a selecdo com base no indice multiefeitos
maximiza o progresso genético em um carater, independentemente da estrutura experimental,
e deve ser adotada nos programas computacionais destinados ao ordenamento de individuos

com base em valores genéticos, pois neste método a selecéo é baseada em medidas geneticas
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(valores genéticos liquidos) e ndo fenotipicas, dos candidatos a sele¢do. Segundo 0s mesmos
autores, com base nas simulacBes realizadas, constatou-se que o indice multiefeitos
apresentou superioridade relativa a selecdo combinada variando de 4% a 7,0% para estudos
com Eucalyptus. Pesquisadores estdo desenvolvendo trabalhos de comparacdo de varios
métodos de selecdo, obtendo superioridade com maiores ganhos na selecdo com a utilizacdo
do indice multiefeitos (SAMPAIO; RESENDE; ARAUJO, 2000; COSTA et al., 2000a;
COSTA et al., 2000b; VERARDI et al., 2014).

3.3 UTILIZACAO DE MARCADORES MOLECULARES

Devido ao longo ciclo de melhoramento para a obtencdo de um clone, novas
metodologias poderiam ser desenvolvidas, com o intuito de manipular a variabilidade do
germoplasma, bem como auxiliar os melhoristas nas estratégias de recombinacéo
(GONCALVES; MARQUES, 2008b).

Segundo Souza (2012) marcadores moleculares surgiram devido a necessidade de
deteccdo de polimorfismo diretamente no DNA. Eles sdo definidos como caracteristicas
genéticas que diferenciam dois ou mais individuos e possuem heranca mendeliana. Os
diversos tipos de marcadores moleculares disponiveis diferenciam-se pela tecnologia
utilizada, pela sua capacidade de detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso,
consisténcia e reprodutibilidade.

A maioria das caracteristicas de importancia agronémica é controlada por um grande
namero de genes, que contribui com um pequeno efeito positivo ou negativo para a expressao
da caracteristica. O uso de marcadores moleculares permite o dissecamento dos componentes
génicos das caracteristicas quantitativas e, consequentemente, o acompanhamento da
segregacdo dos genes envolvidos na caracteristica (PETERSON et al., 1988). Os marcadores
moleculares podem ser utilizados para estimar a diversidade genética, facilitar a selecdo
genotipica, identificar germoplasma, construir mapas genéticos e obter informacdes sobre a
estrutura das caracteristicas quantitativas, oferencendo subsidios para o entendimento da acéo
génica (BOREM; MIRANDA, 2009).

Segundo Milach (1998), as metodologias utilizadas para identificar os tipos de
marcadores moleculares dividem-se em dois grupos: hibridizagdo ou amplificacdo de DNA.
Entretanto Goncalves e Marques (2008b) detalnam que os marcadores moleculares foram
desenvolvidos podendo ser classificados em trés categorias: primeira geracdo (RFLPs,

RAPDs e modifica¢des), segunda geracdo baseada principalmente em técnicas de PCR com
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Simple Sequence Repeats (SSRs) ou microssatélites, Amplified Fragment Lenght (AFLPs) e
suas modificacOes e terceira geracdo com marcadores do tipo Expressed Sequence Tags
(ESTs) e Single Nucleotide Polymorphism (SNPs).

Avancos tecnologicos em curso em todas as areas do conhecimento significa que nao
podemos ter certeza de que as tecnologias vao sobreviver ao impacto da inovacdo, e por
quanto tempo. Ao longo dos anos, os avancos na metodologia de genética molecular tém
levado ao uso generalizado de marcadores moleculares codominantes, especialmente Simple
Sequence Repeats (SSR) e, mais recentemente, Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs.)
(VIEIRA et al., 2016).

3.3.1 Marcadores moleculares microssatélites em seringueira

Entre os marcadores moleculares existentes, os microssatélites ou SSR vém sendo
amplamente utilizados no melhoramento vegetal por apresentarem maior contetdo
informativo. Os marcadores microssatélites se distinguem dos demais por serem abundantes,
estarem distribuidos por todo o genoma, apresentarem polimorfismo do tipo codominante,
serem de natureza multialélica, necessitarem de pequenas quantidades de DNA e serem
transferiveis entre espécies de um mesmo género (GRATTAPAGLIA, 2001).

Os microssatélites sdo sequéncias repetidas em tandem que variam de 1 a 6 pares de
bases e sdo classificados de diferentes maneiras, dependendo de seu tamanho, tipo de unidade
de repeticéo e sua localizacdo no genoma. Abundantes e bem distribuidos nos eucariotos, 0s
SSR destacam-se pela grande variacdo no numero de repeticdes, resultantes de eventos
mutagénicos dinamicos e complexos como: crossing over desigual, retrotransposicdo e,
sobretudo, deslizamento da DNA polimerase (slippage) (CAIXETA; FERRAO; MACIEL-
ZAMBOLIM, 2013). Sdo muito uteis quando o intuito é diferenciar genotipos de materiais
muito similares, devido a sua alta frequéncia de heterozigosidade e sua caracteristica
multialélica, propiciando discriminacdo mais precisa (KIRST et al., 2005). A grande limitacéo
dessa classe de marcadores reside na necessidade do isolamento e desenvolvimento de
primers especificos para cada espécie, sendo esse processo demorado, trabalhoso e de alto
custo. Entretanto, essa tarefa vem sendo facilitada com o sequenciamento de DNA de
diferentes espécies, que resultou na disponibilizacdo de milhares de sequéncias, aliados as
novas técnicas de bioinformatica, permitiram que o desenvolvimento de primers SSR
ocorresse sem a necessidade de todas as etapas iniciais da estratégia tradicional, tornando o
processo menos trabalhoso (CAIXETA; FERRAO; MACIEL-ZAMBOLIM, 2013).
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Os marcadores SSR tém sido empregados com sucesso em espécies florestais como
ferramenta de estudo de estrutura genética de populagGes e sistema de reproducgdo (SILVA,
2010). Para seringueira, 0 uso da técnica € bastante utilizado Gouvéa et al., (2010) realizaram
estudos com SSR e encontraram alta diversidade genética para 60 genOtipos de H.
brasiliensis. Gongalves, Campos e Ferreira Filho (2013) utilizando marcadores moleculares
do tipo microssatélite identificaram clones de seringueira por perfil inico de DNA, sendo o
loco AGHE25 util para evidenciar o perfil Unico de bandas dos clones MDX624, FDR5665,
FDR 5788, RRIM 908, RRIM 901 e 0 loco AGHES56 util para evidenciar perfil inico de DNA
dos clones FDR 4575, Fx 3899, Fx 4098, IAC 5, IAC 40, IAC 411, IAN 6484, IAN 873,
MDF 180, MDX 607 e PB 350, bem como, o estudo da heterozigosidade em populagéo de
clones para os programas de melhoramento genético. Perseguini et al. (2012), utilizando
marcadores EST-SSR, verificaram a transferabilidade desses marcadores desenvolvidos para

Hevea brasiliensis, para outras espécies do género Hevea.
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RESUMO

Obijetivo do presente trabalho foi de realizar a caracterizacdo quantitativa, estimando variacdo
genética e ganhos na selecdo para caracteres de crescimento e producéo de borracha seca em
duas populacGes de Hevea brasiliensis. A primeira populacdo do estudo é originaria da
floresta priméaria de Rio Branco- Acre (populacdo selvagem-PS), e a outra, trata-se de uma
populacdo, originada de matrizes clonais (populacdo melhorada-PM). Encontram-se
instaladas na forma de teste de progénies na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
Faculdade de Engenharia de llha Solteira/UNESP (FEPE), localizada em Selviria, MS. Para
as duas populagtes foram avaliados o0s seguintes caracteres silviculturais de crescimento,
altura (ALT), altura comercial (AC), diametro medio de copa (DMC), forma do fuste (FOR),
perimetro do caule (PAP e P50) e producédo de borracha seca (PBS), aos oito (PM) e 23 (PS)
anos de idade. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, compostos
por 31 familias, quatro repeticfes e parcelas lineares de 10 plantas, no espacamento de 3 x 3
m (PM). Para PS o delineamento experimental foi de blocos causalizados com 37 familias
distribuidas em trés repeti¢des, de forma desbalanceada com no mé&ximo 10 plantas por
progénies no com espacamento de 5 x 3 m (PS). As estimativas dos parametros genéticos
foram feitas utilizando-se a metodologia de modelo linear misto univariado aditivo
REML/BLUP e ganhos na selecdo pelo método indice multiefeitos (IME).Foram detectadas
diferencas significativas pelo teste da razdo de verossimilhanga na analise de deviance das
procedéncias para os caracteres, diametro médio de copa (DMC), perimetro a 50 cm do solo
(P50), perimetro a 1,30 m do solo (PAP) e producdo de borracha seca (PBS), para PM. Para
populacdo selvagem foram significativos os caracteres ALT, DMC, P50 e PAP. De modo
geral a PS apresentou herdabilidades de maiores magnitudes do que a PM. Os caracteres que
apresentaram maior magnitude para as herdabilidades foram a PBS, para populacéo
melhorada e PAP, PBS para a populagdo selvagem, com herdabilidades acima de 60%. As
estratégias de selecdo de 50%, 40% e 22% dos individuos para o caractere PBS e PAP
utilizando o indice multiefeitos revelaram altos e baixos ganhos na selecdo nas duas
populacbes. Para PM foi mais indicado a estratégia de selecdo entre e dentro e para PS a
selecdo individual. Os ganhos obtidos na selecdo foram de 54% para o carater PBS na
populacdo melhorada e de 0,46% para o carater PAP para populacgao selvagem.

Palavras-Chave: Hevea brasiliensis. Estimativa de parametros genéticos. indice mutiefeitos
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Abstract

Obijective of this study was to perform a quantitative characterization, estimating genetic
variability and gains in selection for growth traits and dry rubber yield in two populations of
H. brasiliensis. The first study population is originally from primary forest of Rio Branco
Acre (wild population-PS), and the other, it is a population originated from clonal matrices
(improved population-PM). They are installed as progeny tests at the Teaching, Research and
Extension Farm, That belongs to Engeneering College of the Julio Mesquita Filho State
University of S8o Paulo, In Selvira, State of South Mato Grosso Brazil. For the two
populations, the following silvicultural characteristics of growth, height (ALT), commercial
height (AC), average crown diameter (DMC), stem shape (FOR), stem perimeter (PAP and
P50) and dry rubber yield (PBS) at eight (PM) and 23 (PS) years old. The experimental
design was a randomized complete block, consisting of 31 families, four replications and
linear plots of 10 plants, spaced 3 x 3 m (PM). PS The experimental design was blocks
causalizados with 37 families distributed in three replicates of unbalanced form with a
maximum of 10 plants per progeny in with spacing of 5 x 3 m (PS). Estimates of genetic
parameters were made using the methodology of mixed linear model univariate additive
REML / BLUP and gains in the selection method for multi-effects index (EMI). Significant
differences were detected by the likelihood ratio test in the deviance analysis for the
characters, mean crown diameter (DMC), stem perimeter at 50 cm from soil (P50), stem
perimeter at 1,30m from soil (PAP) and dry rubber yield (PBS) for PM. For wild populations
were significant, the characters ALT, DMC, P50 and PAP. The characters that presented the
greatest magnitude for the heritabilities were PBS, for improved population and PAP, PBS for
the wild population, with heritabilities above 60%. The selection strategies of 50%, 40% and
22% of individuals for the PBS and PAP using the multi-effects index revealed high and low
gains in the selection of the two populations. For PM it was more indicated the strategy of
selection between and within and for PS the individual selection. The gains obtained in the
selection were 54% for the PBS character in the improved population and 0,46% for the PAP
character for the wild population.

Keywords: Hevea brasiliensis. Estimation of genetic parameters. Multi-effect index



39

4.1 INTRODUCAO

O género Hevea pertence a familia Euphorbiaceae, que compreende outros géneros
importantes como Ricinus (mamona) e Manihot (mandioca). Para Diniz et al. (2010) H.
brasiliensis € a espécie que possui a maior capacidade produtiva de latex e maior
variabilidade genética para resisténcia a doencas dentre todas as outras 11 espécies
pertencentes ao género Hevea, conhecidas no Brasil. Portanto, a espécie mais importante do
ponto de vista econdmico (GONCALVES et al., 2001).

Conhecer as caracteristicas genéticas das populagdes de estudo é essencial para tornar
a selecdo mais eficaz. Os dados qualitativos sdo Uteis para estimar a variagcao genética, e com
base em dados de herdabilidade e as correlagdes genéticas entre as variaveis de importancia
econbmica, 0s ganhos genéticos podem ser estimados apds sucessivos ciclos de selecdo. Os
dados quantitativos determinam as estratégias de selecdo mais adequadas para superar as
dificuldades na selecdo de genoétipos superiores e ampliar 0 conhecimento sobre a estrutura
genética em populac@es de seringueira (SILVA et al., 2012).

O conhecimento da variabilidade genética existente em uma populacéo € a base para o
melhoramento, por isso, é fundamental a estimativa de pardmetros genéticos que descrevam
os niveis de variacdo genética entre progénies, a magnitude do controle genético dos
caracteres e 0s ganhos esperados com a selecdo. Destaca-se, entre 0s parametros genéticos
quantitativos, o coeficiente de herdabilidade, que expressa a heranca genética presente na
variacdo fenotipica (SEBBENN et al., 1994; FREITAS et al., 2006).

Os testes de progénies, instrumentos importantes para o trabalho do melhorista, sdo
usados na estimativa de parametros genéticos e selecdo de individuos, quando se procura
avaliar a magnitude e a natureza da variancia genética disponivel, com vistas a quantificar e
maximizar o0s ganhos genéticos, utilizando-se procedimento de selecdo adequado. Os
caracteres normalmente avaliados nesses experimentos com a seringueira referem-se a altura,
perimetro do caule e producdo de latex, sendo a selecdo geralmente baseada nesse Gltimo
(COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2010).

O teste de progénies, o qual geralmente compreende um periodo de trés anos, é a
primeira das trés etapas que englobam o ciclo completo do melhoramento da cultura. Nessa
etapa ¢ onde ocorre a selecdo dos individuos (denominados “ortetes”) mediante avaliagcdes do
vigor, como altura da planta e didmetro do caule, arquitetura da copa, testes precoces de

producdo, tolerancia a pragas e doencas e caracteres anatdmicos da casca. Apds esta etapa, 0s
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melhores individuos séo clonados e testados em experimento de avaliacdo de pequena escala,
denominada segunda etapa de selecio (AGUIAR; BRANCALIAO; ROSSI, 2012)

Os programas tradicionais de melhoramento genético no Brasil tém-se baseado,
principalmente, na selecdo entre e dentro de familias (selecdo individual). Nesse esquema,
identificam-se, em uma primeira etapa, as melhores familias com base na média das parcelas.
No caso de familias de meio-irmaos, sdo explorados apenas 25% da variancia aditiva total na
selecdo entre familias. Na etapa seguinte, selecionam-se nas familias as plantas de melhor
desempenho. Tal pratica proporciona ganhos adicionais por explorar a fracdo da variancia ndo
utilizada na selecéo entre, mas apresenta o inconveniente de se basear em valores fenotipicos
individuais, sujeitos a maior influéncia dos efeitos ambientais (FALCONER, 1987).

No contexto dos modelos mistos, um procedimento utilizado é o REML (Restricted
Maximum Likelihood), que € uma generalizacdo da ANAVA para situacdes mais complexas e
que permite a estimacdo dos componentes de variancia e parametros genéticos para a situacao
de dados desbalanceados e de heterogeneidade de variancias. Outro procedimento interessante
para a predicdo de valores genéticos é o BLUP (Best Linear Unbiased Predection), sendo
mais adequado quando considera os efeitos genotipicos como aleatorios, visando a obtencéo
dos BLUPs dos referidos efeitos (RESENDE, 2004).

Para Resende (1995), a adocdo de estratégias eficientes de melhoramento florestal,
depende do uso de métodos acurados de selegdo. Para isso pode-se utilizar o método do indice
Multiefeitos (IME), que explora fracbes da varidncia genética aditiva que ndo sdo
consideradas na selecdo entre e dentro de progénies e sugerem que uma selecdo mais efetiva
poderia ser realizada ponderando os valores individuais e os valores das suas respectivas
familias. Nesse método, a selecdo é baseada em medidas genéticas (valores genéticos
liquidos) e ndo fenotipicas, dos candidatos a selecdo (RESENDE; HIGA, 1994). Vaérios
estudos foram realizados por meio do método IME, devido aos ganhos mais expressivos
obtidos na selecdo (COSTA et al., 2000; SANTOS et al., 2010; ARANTES et al., 2010;
TUNG et al., 2010; SILVA et al., 2011; VERARDI et al., 2013; VERARDI et al., 2014
KUBOTA et al., 2015)

4.2 OBJETIVOS

Realizar a caracterizacdo quantitativa, estimando variagdo genética para caracteres de

crescimento e producdo de borracha seca em dois testes de progénies de H. brasiliensis.
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Definir estratégia de melhoramento genético, ganhos na selecdo e conservagdo ex situ. Com
base nos parametros genéticos obtidos pretende-se responder as seguintes questdes:

i) Qual o caréter indicado para realizar a sele¢cdo em um possivel programa de melhoramento?

i) Qual serd a predicdo de ganho na selecdo e qual a melhor estratégia de selecdo para

garantir niveis adequados de variabilidade genética?

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Local de estudo

As populagdes encontram-se instaladas na forma de teste de progénies na Fazenda de

Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteiras/UNESP (FEPE),

localizada em Selviria, MS (Figura 2).

Figura 2 - Local de estudo na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira/UNESP (FEPE), Selvira-MS. A-Teste de progénies PS; B-Teste
de progénies PM; C- Sede da fazenda

Fonte: Google maps
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A localizacdo geogréfica aproximada da area do experimento estd na latitude 20° 22’
01’ S, longitude 51° 25 08°W e 357 metros de altitude. O relevo é caracterizado como
moderadamente plano e ondulado. O clima do local é do tipo Aw, pela classificacdo de
Koppen, com temperatura média anual de 24,5° C, umidade média anual de 64,8%,
precipitacdo media anual de 1232,2 mm e insolacdo média de 7,3 horas/dia (HERNANDEZ;
LEMOS FILHO; BUZETTI, 1995). O solo local foi classificado segundo o Sistema Brasileiro
de Classificacdo de Solos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 1999), como Latossolo Vermelho Distrofico tipico argiloso, A moderado,
hipidistrofico, alico, caulinitico, férrico, compactado, muito profundo, moderadamente &cido
(LVvd).

4.3.2 As populacGes de seringueira

A primeira populagdo foi descrita por Paiva (1992) e Paiva et al. (1994) é originaria da
floresta priméaria de Rio Branco-Acre, gerada por polinizacéo aberta, caracterizada por nao ser
submetida a nenhum programa de melhoramento (PS, populagédo selvagem) (Apéndice 1). A
segunda trata-se de uma populacdo gerada por polinizagdo aberta de matrizes clonais
selecionadas: 1-12-56-77, 64B 850, Fx (2261 e 3864), GT1, IAC (15, 35, 40, 41, 44, 301, 307
e 311,), IAN 873, IRCA 111, MT 45, PB (28/59, 217, 235, 252, 260 e 330), Pind 595/89, PR
(255 e 261), RO-1 (35 e 110), RRIM (600, 606, 701 e 725), procedentes do Centro de
Seringueira e Sistemas Agroflorestais, IAC (Instituto Agrondmico). Portanto, faz parte de um
programa de melhoramento em estagio avancado (PM, populacdo melhorada) (Apéndice 2). O
teste de progénies da PS foi instalado em seis de dezembro de 1991, no espacamento de 5 x 3
m, com delineamento experimental em blocos casualizados com 37 progénies distribuidas em
trés repeticdes, de forma desbalanceada com no maximo 10 plantas por progénies. A PM foi
instalada como teste de progénies em cinco de setembro de 2006 com delineamento
experimental de blocos casualizados, compostos por 31 tratamentos (progénies), quatro

repeticdes e parcelas lineares de 10 plantas, no espacamento de 3 x 3 m.
4.3.3 Coleta de dados: Caracteres silviculturais
Os caracteres silviculturais foram coletados entre 2014 e 2015. Os caracteres

mensurados para cada populagéo de estudo, foram:

a) Altura comercial (AC) e altura total (ALT) em metros, por meio de Hipsometro Vertex;
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b) Perimetro do caule a 50 cm do solo (P50) com auxilio de fita métrica (cm);
c) Perimetro do caule a 1,30 m do solo (PAP), com auxilio de fita métrica (cm);
d) Forma do fuste das arvores (FOR), sendo esta obtida com base na média aritmética entre as
duas medidas obtidas por escala de notas de 1 a 5:
¢+ Considerando a Bifurcacgéo do fuste (BI):
1: Bifurcacéo abaixo de 1,30 com didmetro igual ao fuste principal;
2: Bifurcacdo acima de 1,30 com diametro igual ao fuste principal;
3: Bifurcacao abaixo de 1,30 com diametro inferior ao fuste principal
4:Bifurcacdo acima de 1,30 com diametro inferior ao fuste principal,
5: Sem bifurcagéo.
¢+ Considerando a Retid&o, ou tortuosidade do fuste (TO):
1. Tortuosidade acentuada em toda a extenséo
2. Tortuosidade acentuada abaixo de 1,30 m;
3. Tortuosidade acentuada acima de 1,30 m;
4. Leve tortuosidade em toda extensao;
5. Sem tortuosidade.

Sendo representada pela seguinte expresséo:

BI+TO
FOR = —

% Escala de notas e descricdo da classe de forma do fuste das arvores (FOR)
(KAGEYAMA et al., 1979).

1. Tronco com defeito muito grave; tronco muito tortuoso;
2. Tronco com defeito grave; tronco com tortuosidade acima da média;
3. Tronco com defeito bastante visivel; tronco com tortuosidade média (até 3,5m);
4. Tronco com defeito pouco visivel; tronco com tortuosidade abaixo da média (até 4,5m);
5. Tronco sem defeito; tronco tendendo a retiddo ou reto (> 4,5m).
e) Didmetro médio da projecdo da copa (DMC), com medigéo da projecao da copa ao solo, na
linha (DL) e entrelinha (DEL) de cada planta por meio de trenas. O caracter (DMC) foi
gerado por meio da média aritmética das duas medidas obtidas, sendo presentado pela
seguinte expressao:

DL + DEL
DMC = —
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4.3.4 Coleta de dados: Explotacao de latex

A atividade de explotacdo de latex, comumente denominada de sangria, que possibilita
estimar a producéo de borracha seca (PBS) foi realizada entre os meses de novembro de 2014
a fevereiro de 2015. A metodologia utilizada foi por meio do teste Hamaker Morris-Mann
(HMM). Em totalidade foi realizada 15 sangrias consecutivas com sistema de S/2 d7 ET 2,5%
(sangria em meia espiral a cada 7 dias com estimulacdo de ethefon a 2,5%). As primeiras
cinco sangrias consecutivas foram descartadas para realizacdo da estimulacdo do painel
(amansamento do painel). Em seguida foi aplicado o estimulante quimico, ethefon a 2,5%, e
realizadas 10 sangrias consecutivas que foram devidamente quantificadas, obtendo a massa
(9), para cada corte.

Para as duas populacGes do estudo foram selecionadas as cinco melhores arvores, por
meio do perimetro de caule, de cada familia em trés repeticGes. Para a PM totalizou 465
arvores explotadas. A PS também foi selecionada com o mesmo critério, porém por ndo haver
a mesma quantidade de arvores por familia, totalizou 190 arvores explotadas, devido algumas

familias terem menos de cinco arvores em todo o experimento.
4.3.5 Andlise estatistica e estimativa de parametros genéticos

As estimativas de componentes de variancia e parametros genéticos foram obtidas
pelo método da maxima verossimilhanca restrita e melhor predicdo linear ndo viciada
(REML/BLUP), empregando-se o software genético-estatistico SELEGEN-REML/BLUP
(RESENDE, 2007b). O modelo estatistico utilizado foi o de blocos ao acaso, progénies de
meios irmaos, varias plantas por parcela: y = Xr + Za + Wp + e; em que: y, I, a, p € e sdo
vetores de dados, repeticdo, parcelas e erros. X, Z e W sdo matrizes de incidéncia (RESENDE
2002; RESENDE, 2007a).

O modelo estatistico utilizado foi o de numero 93, para os dois experimentos, que
geram as estimativas dos componentes de variancia (RESENDE, 2007a):

Variancia genética aditiva: 62 ;
Variancia ambiental entre parcelas: 62 ;

Variancia residual (ambiental + ndo aditiva): 62 ;

n . e . R A2 n B
Variancia fenotipica individual: 2= 6. + 6 + 62;



45

A2
Oa

Herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos aditivos: ﬁ: =

- N

o}

Herdabilidade individual no sentido restrito, ajustada para os efeitos de parcela:

A2
ﬁz = O, .
aj ~2 ~2 !
O, + O,
. . . A 62
Coeficiente de determinagdo dos efeitos de parcela: C)= —%-;
Ot

Herdabilidade da média de progénies, assumindo sobrevivéncia completa:

1/ 4)6?

~2 ~2 | A2
W/ 4)52 4 O 4 (07502 +0¢)
r nr

h? = ; em que: n é o numero de plantas por parcelaer éo

namero de repeticdes;

Acurécia da selecdo de progénies, assumindo sobrevivéncia completa: V35 =

n .
n+ 72

Herdabilidade aditiva dentro de parcela: ﬁjd =

0,7562
0,7562 + 62"

~2
- . - e \O . .
Coeficiente de variacéo genetica aditiva individual: CV,,(%) = ~—>100; em que: 1 éa
m
média geral do experimento;

Coeficiente de variagdo genotipica entre progénies: CV_ (%) =

10,2567
—Ao-aloo;
m

. , . 0,756 +62)In]+ 67

Coeficiente de variacdo residual: CV, (%) = ‘/[( Ta +f)—e) I+ 100;
. . : Cv

Coeficiente de variacéo relativa: CV, :C—Vgp :

e

4.3.6 Selecdo pelo método do Indice Multiefeitos (IME)

Para estimar o ganho de selecdo foram utilizadas duas simulacGes de estrategias.
Primeira simulagdo, a selecdo dos primeiros individuos que apresentaram as maiores

estimativas de &, ndo levando em consideragdo o nimero de individuos que cada progénie
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pudesse ter (ks = v ), ou seja, ks pode assumir qualquer valor, desde que k,# 0. Aplicou-se para
cada populacdo a intensidade de 50% individual resultando em numero total de individuos
selecionados, variavel entre as duas populacdes. Segunda simulacéo, a selecdo estabelecendo
um valor limite de k;, nesse caso, 0 ki considerado foi igual ao numero de 12 arvores por

familias, o que representou uma intensidade de selecdo de 40% para a PM e de 22% para a
PS. O carater empregado na selecdo foi o com maior CV, obtido para cada uma das
populagdes de estudo.

O IME foi empregado objetivando a estimativa de ganhos na selecdo. O IME possui a
expressao (RESENDE, 2002):

A

= BlYijk + (62 '63)Y_| + (63 b, Yi '63Y_-J- +(b3 i BZ)Y_’ onde,

A

| : indice multiefeitos;

Y _: média geral do ensaio;

Yijk: valor individual,

=<

i.. média da progénie no ensaio;

<

i - média da progénie em determinado bloco (média da parcela);

Y ; - média do bloco;

A A R A2
b,=hj : herdabilidade, no sentido restrito, dentro de parcelas: h’ = (3/ Z}ZGA ;
d
N A R ~2
b,=Nh? : herdabilidade, no sentido restrito entre média de progénies: h? = [+ nb)[£4nb)]zaA ;
62+ % 4%
* b nb
A A . 2
bs=N7 : herdabilidade, no sentido restrito, de parcelas: hy = [3/(4”)1?\ ;
~2 Oy
O, + ?

O tamanho efetivo populacional ( Ne) foi obtido com base em Resende (2002a):

N, = (4N, Kk, )/, +3+ (02 /k, )|

em que: k, = numero médio de individuos selecionados por matriz; Ok = variancia do

numero de individuos selecionados por matriz; N, = n° de matrizes selecionadas.
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A diversidade genética (D), apds a selecdo, foi quantificada conforme Wei e Lindgren

(1996), D = N.s/Ng,, em que 0 < D < 1; Ng,= nimero original de matrizes; N.r= numero
efetivo de matrizes selecionadas, sendo dado por: Nor = (X kf)2 /L kg2

O ganho foi gerado pela seguinte expressao:
_(za .
GS(%) = <Z_kf 100>/m X

em que, & corresponde ao indice multiefeitos (1) e M a média geral do caréter.

4.4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Estimativas de parametros genéticos para as populagoes: PM e PS

Os resultados referentes as estimativas dos parametros genéticos para os caracteres,
altura comercial (AC), altura (ALT), diametro médio da copa (DMC), forma do fuste (FOR),
perimetro do caule a 50 cm do solo (P50), perimetro do caule a 1,30 m do solo (PAP) e
producdo de borracha seca (PBS), para as populagdes PM e PS indicam o potencial dessas
populacdes de H. brasiliensis para a conservacao e o melhoramento genético (Tabelas 3 e 4).

Segundo o teste de razdo de verossimilhanca (LRT), obtido pela anélise de deviance,
para PM os caracteres significativos foram: DMC, P50, PAP e PBS. Para PS, os caracteres
significativos foram: ALT, DMC, P50 e PAP. Essa informacdo é muito importante, pois para
que haja progresso genético por meio da selecdo € necessaria a existéncia de variancia entre
progénies (FREITAS et al., 2009). Indica que a selecdo dos individuos pode ser realizada por
meio de um desses caracteres, mostrando diferencas reais e ndo por razfes aleatorias nas
familias. Para as duas populagdes o carater FOR, ndo apresentou significancia, indicando que
as familias apresentam uma retiddo e bifurcacéo do fuste mais uniformes, ndo sendo, portanto,
um caracter exclusivo e potencial dessas familias. Para PM, mensurada aos oito anos, nem o
carater altura, nem altura comercial foram significativos, provavelmente por nao terem
atingido todo o seu potencial de crescimento vertical, como ocorre na PS, mensurada aos 23
anos, mostrando familias com diferencas ndo aleatdrias na altura das mesmas. Entretanto,
como a PM apresenta certo grau de melhoramento genético, o carater PBS, apresentou
significancia, ao contrério da PS, que sdo provenientes de uma populacdo natural de pés
francos.

As médias obtidas para PAP e P50, para a PM, foram de 46 e 60 cm indicando
perimetro suficiente para realizacdo de abertura de painel (45 a 50 cm) (PEREIRA,;
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PEREIRA, 2001; GONCALVES, 2007). Mesmo que esses valores possam Ser poucos
expressivos, para idade de oito anos, devido a abertura de painel ser realizada com sete anos
em plantios comerciais, havendo ainda, na atualidade clones mais precoces, que apresentam
esse perimetro minimo para abertura de painel entre seis e cinco anos, para PM. Entretanto
para a PS esses valores foram de 76 e 94 cm, respectivamente, valores mais expressivos, fato
evidenciado devido aos 15 anos de diferenca entre 0s experimentos, com oito e 23 anos apos
implantacéo, respectivamente.

As medias da altura total foram de 15 e 18 m para PM e PS respectivamente,
indicando elevada altura atingida, pois, para a espécie entre 7 a 10 m, é considerado uma
altura mediana, e muito grande, atingindo 15 a 50 m de altura, principalmente para a
populacdo melhorada com apenas 8 anos de idade, sendo considerada, portanto, em média
arvores de grande porte. As alturas comerciais foram iguais para as duas populac@es atingindo
7,5 m, mostrando o potencial para exploraces futuras de madeira (PM), que ja atingiu a
mesma altura comercial do que a populacdo de 23 anos, embora a populacdo selvagem esteja
instalada em um espacamento de 5 x 3 m, possibilitando maiores ramificacdes de copa.
Caracteristica semelhante que pode justificar maiores valores obtidos com DMC para PS
(5,9m) contra 4,8 m para PM, apesar da diferenca de idade, o espagamento também pode ter
contribuido para maior crescimento horizontal de copa.

Para o carater FOR, as duas populacdes apresentaram valores médios proximos a 4, na
escala de notas, indicando em geral, leve tortuosidade em toda extensdo do caule,
representando uma caracteristica satisfatoria para futuras exploracdes da madeira.

Para o carater PBS a média foi de 246 g para PM e ligeiramente maior para a PS com
282 g, mas considerando o nimero de plantas exploradas, PBS foi de 53 g planta™ para a
populacdo melhorada, e de 148 g planta® para populagdo selvagem, mesmo com menor
nimero de plantas explotadas e apesar da caracteristica melhorada, o perimetro superior
contribuiu para maior producdo. Arantes et al. (2010), encontraram média superior de 94,73 g
planta™, aos trés anos de idade para as mesmas progénies da populacio melhorada, apesar de
explotar menos arvores em comparagdo ao do presente estudo. Ha estudos que mostram que
vigor (medido pelo perimetro de caule), é considerado o cardter mais importante para
determinar a precocidade do clone, permitindo que o heveicultor tenha um retorno mais
rapido do seu investimento, com maior produgdo nos primeiros anos de vida, o0 que
confirmam a eficiéncia dos testes precoces (ALEM et al., 2015). Com base na elevada

correlacdo entre o crescimento do perimetro anual e producdo de borracha e os resultados
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observados, é possivel prever que a sele¢cdo com essa populagdo é possivel em plantas jovens
com 0 ganho mé&ximo e em curto espaco de tempo, minimizando o ciclo de reproducéo de
borracha (GONCALVES et al., 2006; VERARDI et al., 2014).

O coeficiente de variacdo genética individual (CVai), que expressa em porcentagem da

média geral a quantidade de variacdo genética existente, apresentou elevada magnitude para o
carater PBS em relacdo aos outros caracteres avaliados, para as duas populacbes (47% e
88%), situacdo semelhante com outros estudos (COSTA et al., 2000; COSTA et al., 2008;
ARANTES et al., 2010). O coeficiente de variacdo genética para a PM destacou-se
consideravelmente dos demais para esse carater, com 88%, indican do a natureza melhorada
da populacdo, para esse carater. Outros caracteres que se destacaram, porém com menor
magnitude, foram AC, DMC, P50 e PAP com amplitude de 12 a 15%, para a PM, e para todos
os caracteres da PS, com amplitude de 13 a 25% com excecdo do carater FOR. A populacdo

selvagem apresentou valores de V4% com maiores magnitudes que a PM, devido a idade de

23 anos, contribuir com valores médios de altura, copa e perimetros mais expressivos. O

segundo CVui% mais expressivo observado foi para o carater PAP, indicando que podera ser

contemplado, juntamente com outros de finalidade produtiva, no processo de selecdo. Os

valores do coeficiente de variagdo genotipica entre progénies (CVs%) foram de menor

magnitude para PM, do que para PS, em gerais de baixo a média magnitudes, entretanto o

CVy,% para o carater PBS foi de alta magnitude para a populagdo melhorada com 44%.

Resende (1995) classifica os valores de herdabilidades variando de 0,01 até 0,15 como
baixos, de 0,15 até 0,50 medianos e superiores a 0,50 como altos. Os valores obtidos das

herdabilidades médias de progénies (hri) mostraram-se de medianas a elevadas magnitudes

(28 a 85%). Em geral a PS apresentou valores elevados para quase todos os caracteres (60 a
74%), exceto para PBS com valor moderado de 46%. Para a conservacao desta espécie, altas
herdabilidades em nivel de média de progénies indicam que essas procedéncias tém potencial
evolutivo para responder a mudangas ambientais, visto que parte significativa da variabilidade
genética observada nos caracteres € de origem genética (KUBOTA et al., 2015).

As herdabilidades aditivas dentro de parcela (ﬁazd) para a populagdo melhorada
apresentaram valores de baixos a altos (4 a 62%) e para a populacdo selvagem apresentou de
médios a altas magnitudes (15 a 59%). As herdabilidades individuais no sentido restrito,
ajustadas para efeitos de parcelas (ﬁ:j) apresentaram situacdes semelhantes & ocorridas com

22
had .
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As herdabilidades individuais (h:) estdo com valores de medianas a altas magnitudes

(25 a 66%) para as duas populac6es. Apenas AC e FOR, que apresentaram hZ , inferiores com

baixas magnitudes (8 e 6% respectivamente), para a PM.

De modo geral a PS apresentou herdabilidades de maiores magnitudes do que a PM.
Os caracteres que apresentaram maior magnitude para as herdabilidades foram a PBS, para
populacdo melhorada e PAP e PBS para a populacdo selvagem. Para os trés tipos de
herdabilidades alguns autores obtiveram resultados semelhantes para os caracteres PBS com
perimetro acima de 60% (GONGCALVES et al., 2005; COSTA et al., 2008; COSTA et al.,
2010; ARANTES et al.,, 2010; VERARDI; SCALOPPI JUNIOR; GONCALVES, 2011,
VERARDI et al., 2014)

O coeficiente de variacdo experimental (CVe %) apresentou valores abaixo de 25% em

quase todos os caracteres avaliados variando de 5 a 23%, com excecao para PBS. Valores de
coeficiente de variacdo experimental na ordem de 10% a 20% podem ser considerados baixos
para experimentos onde ocorre competicdo entre plantas (PIMENTEL-GOMES; GARCIA,

2002). Os baixos valores Ve % indicam que a houve uma adequada uniformidade na coleta

dos dados, o que diminui o erro experimental levando a resultados mais precisos. Embora o

CV. % para PBS para as duas populacdes do estudo tenham apresentado elevada magnitude

(36 e 44% para PM e PS respectivamente), varios autores também apresentaram situacdo
semelhante ou superior ao encontrado no trabalho (COSTA et al., 2000). Segundo 0 mesmo

autor o CVe % para o carater PBS indica que a coleta desse dado estd sujeita a erros

experimentais de controle relativamente dificil e expressa propriedades intrinsecas do caréater.
Os valores do coeficiente de variacdo relativa (CVr) foram maiores que 0,45 para
todos os caracteres avaliados na PS e para os caracteres DMC, P50, PAP e PBS, para a PM.

Segundo Vencovsky e Barriga (1992), quanto maior o valor do cv, (alta magnitude), maior o

controle genético dos caracteres e pouco influenciado por fatores ambientais, portando,
caracteres, comumente escolhidos, com melhores perspectivas, para obtencdo de ganhos

expressivos na selecdo. No presente trabalho os caracteres com maior magnitude de cv,

foram PBS (1,21) e PAP (0,98) para PM e PS respectivamente, que serviram como objeto de
selecédo pelo indice multiefeitos no proximo item do estudo.

O delineamento experimental apresentou-se favoravel, pois ndo prevaleceu a
heterogeneidade ambiental dentro de blocos, com o coeficiente de determinacdo dos efeitos de

parcela (éé) com baixas magnitudes (0,2 a 8%). Caracteres que apresentaraméﬁ, um pouco
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maiores foram devido a valores maiores de variancia residual, como para os caracteres ALT
(16%), AC (12%) para populacdo melhorada e ALT (13%), PBS (28%) para a populacédo
selvagem. De acordo com Kubota et al., 2015, valores maiores que 10% indicam que houve
heterogeneidade ambiental dentro das parcelas. Recomenda-se, nesse caso, a diminuicdo do
nimero de plantas por parcela e o aumento dos blocos, assim modificando o arranjo do
delineamento experimental, poderia minimizar os erros, consequentemente diminuindo o
valor do ;.

Os valores de acuracia (=) apresentaram-se expressivos, segundo a classificacdo de
Resende e Duarte (2007), onde as classes de acuracias sao obtidas como muito alta com
estimativas de 0,90 a 0,99, alta de 0,70 a 0,85, moderada de 0,50 a 0,65 e baixa de 0,10 a 0,40,
refletindo que os valores estimados estdo proximos aos valores genéticos reais. A populacdo
selvagem apresentou acurécias de altas magnitudes (0,68 a 0,86). JA& a PM apresentou

acuracias de moderadas a altas magnitudes (0,53 a 0,92).
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Tabela 3 - Estimativas de pardmetros genéticos para os caracteres, altura comercial (AC),
altura (ALT), didmetro médio da copa (DMC), forma do fuste (FOR), perimetro do caule a
1,30 m do solo (PAP), producéo de borracha seca (PBS), perimetro do caule a 50 cm do solo
(P50) e média geral em progénies de seringueira, populacdo melhorada aos oito anos, em
Selviria, MS.

Estimativas® AC(m) ALT(m) DMC(m) FOR  P50(cm) PAP(cm) PBS(g)
62 1,2184 1,1961 0,3468 0,0344 73,0322 38,6370 47478,6828
62 1,7896 ~ 1,2701  0,0123  0,0128  0,6130  0,3818  2359,6349
62 11,7873  5,4047 1,0052 05686 159,4537 115,7572 22033,0471
61 14,7953  7,8709 1,3644 0,6159  233,0989 154,7769 71871,3647
hZ 0,08+0,05 0,15+0,07 0,25+0,09 0,06+0,04 0,31+0,10 0,25+0,09 0,66+0,21
h2 0,09 0,18 0,26 0,06 0,31 0,25 0,68
C: 0,1210  0,1614  0,0090  0,0208  0,0026  0,0025 0,0328
h? 0,28 0,39 0,71 0,32 0,77 0,72 0,85
Fia 0,53 0,62 0,85 0,57 0,88 0,85 0,92
h2, 0,07 0,14 0,21 0,04 0,26 0,20 0,62

CV,; (%) 14,59 7,10 12,41 4,99 14,27 13,48 88,32
CV¢, (%) 7,29 3,55 6,20 2,50 7,14 6,74 44,16
CV, (%) 23,12 8,95 7,85 7,23 7,84 8,36 36,53
Cv, 0,32 0,40 0,79 0,34 0,91 0,81 1,21
m 7,57 15,39 4,75 3,71 59,88 46,12 246,73
LRT (9 1,15™ 2,63 "™ 15,86** 1,34™ 28,25**  22,32** 16,94**

1

33 : variancia genética aditiva; S¢ : variancia ambiental entre parcelas; ¢ : variancia residual ( ambiental + n&o

aditiva); si: variancia fenotipica individual; hZ: herdabilidade individual no sentindo restrito; h: herdabilidade
individual no sentido restrito, ajustadas para os efeitos da parcela; Ch coeficiente de determinagdo entre
parcelas; h:: herdabilidade média de progénie; faa: acuracia; hZ: herdabilidade aditiva dentro de parcela; cv,:
coeficiente de variagdo genética individual; CV4: coeficiente de variagdo genotipica entre progénies; cv.:
coeficiente de variagdo experimental dentro de parcelas; cv. : coeficiente de variacéo residual; ™ : média geral.
**(y?) significativo em 1%(6,63), ™ ndo significativo.

Fonte: Dados da propria autora
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Tabela 4 - Estimativas de pardmetros genéticos para os caracteres, altura comercial (AC),
altura (ALT), didmetro médio da copa (DMC), forma do fuste (FOR), perimetro do caule a
1,30 m do solo (PAP), producéo de borracha seca (PBS), perimetro do caule a 50 cm do solo
(P50) e meédia geral em progénies de seringueira, populacdo selvagem, aos 23 anos, em
Selviria, MS

Estimativas®  AC(m) ALT(m) DMC(m) FOR P50 (cm) PAP(cm)  PBS(g)

62 3,4583 59972 15951  0,0945  296,1368 412,7845 17806,1270
62 0,1040 1,8015 02500  0,0133 46,1065 55,1141 13096,0628
62 14,1503 6,1328  1,5742  0,2593 4082421 2151872 151352073
6% 17,7126 139315 34194 03672  750,4853 683,0858 46037,3971
h? 0,20+£0,12 0,43+0,18 0,47+0,19 0,26+0,14 0,39+0,17 0,60+0,21 0,39 %0,27
h 0,20 0,49 0,50 0,27 0,42 0,66 0,54
c? 0,0059 0,1293  0,0731  0,0363 0,0614 0,0807 0,2845
h2 0,60 0,61 0,69 0,60 0,67 0,74 0,46
f.. 0,77 0,78 0,83 0,78 0,82 0,86 0,68
hZ, 0,15 0,42 0,43 0,21 0,35 0,59 0,47
CVy,(%) 24,93 13,09 21,27 7,69 18,22 26,48 47,25
CV,, (%) 12,46 6,54 10,64 3,85 9,11 13,24 23,63
CV, (%) 17,88 9,05 12,23 5,39 11,06 13,52 44,71
cv, 0,70 0,72 0,87 0,71 0,82 0,98 0,53
M 7,46 18,71 5,94 3,99 94,43 76,73 282,40
LRT (32 3,22"™ 4,83* 6,81** 2,97™ 5,54*% 10,64** 0,89™

1 62 variancia genética aditiva; o< : variancia ambiental entre parcelas; < : variancia residual ( ambiental + ndo
aditiva); si: variancia fenotipica individual; hi: herdabilidade individual no sentindo restrito; h: herdabilidade
individual no sentido restrito, ajustadas para os efeitos da parcela; C: coeficiente de determinagdo entre
parcelas; h: herdabilidade média de progénie; fa: acuracia; hZ: herdabilidade aditiva dentro de parcela; cv,:

CVQP '

coeficiente de variagdo genética individual; coeficiente de variacdo genotipica entre progénies; cv,:

coeficiente de variacdo experimental dentro de parcelas; cv, : coeficiente de variacdo residual; M : média geral.

*(y?) significativo em 5% (3,84); **(y°) significativo em 1% (6,63), ™ ndo significativo. Fonte: Dados da prépria
autora

4.4.2 Predicéo de ganhos na selecéo, tamanho efetivo e diversidade genética

O Indice Multiefeitos (IME) foi empregado para realizar selecio nas duas populagdes

H. brasiliensis, PM e PS aos oito e 23 anos apo6s a instalacao, respectivamente. O carater PBS
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teve 0 maior valor de coeficiente de variacéo relativa (©Vr=1,21) para a populacdo melhorada
(Tabela 3) e o carater PAP teve o maior valor de coeficiente de variacdo relativa (CVr=0,98)

para a PS (Tabela 4) na avaliacdo realizada. Portanto, estes foram os caracteres empregados
como objeto de selecdo. Foi empregada intensidade de selecdo entre progénies de 50% para
os melhores individuos, com base na classificacdo feita pelos BLUPs, em ordem decrescente,
na analise feita no software SELEGEN, para as duas populac¢des de estudo, resultando em 233
individuos para a PM e 408 para PS, (Tabelas A3 e A4, respectivamente). Para a PM, dentro
de familias foi utilizada a intensidade de 40%, e para PS a intensidade foi de 22%,
representando para ambas as popula¢des 12 individuos por familia.

Nas Tabelas 5 e 6 estdo representadas as estimativas referentes aos seguintes

pardmetros: &: efeito genético aditivo = IME: Indice Multiefeito; G,: Ganho na seledo; Ef.:

eficiéncia do IME em relacdo a selegdo entre e dentro de progénies e a D: Diversidade
genética para a populacao, para PM e PS, respectivamente.
Para a populacdo melhorada, conforme a estratégia aplicada selecionando os 233

melhores individuos e com k, fixo de 12 plantas por progénies, possibilitando uma eficiéncia

na selecéo (Ef.) foi de 94% para os melhores 233 individuos. Que gerou um G, de 51% e

54%, para primeira e segunda estratégia, respectivamente. Valores estes que ficaram aquém
aos encontrados por Arantes et al. (2010) que obtivem ganhos superiores na sele¢cdo com a
mesma populacdo de 68%. Verardi et al. (2014), comparando varios métodos de selecéo,
encontraram superioridade pelo IME, com ganhos acima de 100% para producéo de borracha
seca, em todos 0s anos em varios locais estudados, para seringueira.

O tamanho efetivo populacional N,, correspondeu de 69 e 99 para sele¢éo individual

e entre e dentro de familias, respectivamente. A selecdo entre e dentro mostrou-se favoravel
em relagdo a selecdo individual pois garante a diversidade em 100%, mantendo todas a
familias na selecdo, ja que para selecdo individual perde-se duas familias (RO-I 35, Pind
595/89). Mesmo porque a intensidade de selecdo aplicada é menor na selecéo entre e dentro
para o estudo de 40%. Deve haver um cuidado na utilizacdo de altas intensidades de selecéo
por ser uma estratégia arriscada em um programa de melhoramento genético. Uma selecédo de
individuos intensa para um carater de alta herdabilidade deve ser vista com cautela, pois essa
pratica poderd levar a eliminacdo ou perda precoce de alelos responsaveis por outros
caracteres (KAGEYAMA,; VENCOVSKY, 1983). Principalmente se a populacdo tiver baixas
herdabilidades, o ganho sera pouco expressivo, como ocorreu nos estudos Kubota et al.
(2015) com aplicacdo de intensidade de selecdo de 60% .
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Costa et al. (2016) obtiveram o mesmo resultado pelo IME, com diferentes métodos de
selecdo para Eucalyptus benthamii concluindo que selecdo entre e dentro é o método mais
indicado por apresentar elevados ganhos e manter o tamanho efetivo populacional e boa
diversidade genética para futuros ciclos de selecéo.

A diversidade genética para as populag¢fes ap6s a primeira selecdo apresentou valores
expressivos de 0,73 e 0,82 para PM e PS, respectivamente. Apesar da PS apresentar uma
diversidade genética maior, a PM também apresentou um valor expressivo, apesar das

matrizes serem de natureza clonal, ainda ha grande variabilidade genética entre as progénies.
Para a PS ocorreram ganhos na selegdo menos expressivos de (GS:O,46% a 3,68%),

mesmo assim, gerou uma eficiéncia na selecdo Ef., de 12%. Entretanto tal estratégia

conservou maior tamanho efetivo populacional N,, para populagéo selvagem, variando de 98

para 118 de uma selecdo para outra, do que no caso de PM (69 para 99). Contudo,
considerando a situacdo desuniformidade da populacdo selvagem a selecéo individual seria a
mais realista a ser adotada a priori.

Para a populacdo selvagem apenas foi realizada uma simulacéo, para predi¢bes para
possiveis acessos do material genético no futuro, como formacgdes de pomar de sementes, no
uso do melhoramento. Ja que a populacdo trata-se de pés-francos, naturais do Acre, ou seja,
tendo uma grande importancia para banco de germoplasma e conservacao ex situ. As mesmas
apresentam 55% de sobrevivéncia. Dessa forma, foi proposital aplicar 50% de intensidade na
selecdo para que se encontrasse 0 maximo de individuos possiveis. Mesmo assim, foi possivel
obter um discreto ganho na selecéo.

Segundo Resende e Fernandes (1999) o método do indice multiefeito é um
procedimento 6timo de selecdo, equivalendo ao procedimento BLUP (melhor predicédo linear
ndo-viciada) para o caso em que os dados sdo balanceados ou a sobrevivéncia é superior a
85%. O que podem apresentar em parte, menores ganhos na selecdo para a PS, pois
apresentam 55% de sobrevivéncia. Por isso também a estratégia adotada inicialmente foi

proposital, visando a conservagdo do material genético.
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Tabela 5 - Selecéo pelo indice Multiefeitos (IME), para o carater producéo de borracha seca

(9), da populacdo melhorada de H. brasiliensis, avaliado aos oito anos apds instalagdo em

Selviria, MS
Populacio melhorada
kf =V kf =12
Progénie K, Progénie K:  Progénie K, Progénie K,
RRIM 600 9 ROI 35 0 RRIM 600 12 ROI 35 12
IAC 40 9 IAN 873 13 IAC 40 12 IAN 873 12
IAC 41 8 IAC 44 7 IAC 41 12 IAC 44 12
64B 850 3 PR 261 9 64B 850 12 PR 261 12
PB 260 8 PB 217 14 PB 260 12 PB 217 12
PB 252 9 GT1 14 PB 252 12 GT1 12
IRCA 111 12 PB 330 4 IRCA111 12 PB 330 12
RRIM 606 5 FX 3864 1 RRIM 606 12 FX 3864 12
RRIM 701 14 MT 45 1 RRIM 701 12 MT 45 12
IAC 15 5 FX 2261 3 IAC 15 12 FX 2261 12
PB 28/59 14 1-1-56-77 o PB28/59 12 1-1-56-77 12
IAC 311 4 Pind 595/89 0 IAC 311 12 Pind 595/89 12
IAC 301 11 IAC 35 15 IAC 301 12 IAC 35 12
RO-1 110 5 PB 235 13 RO-1 110 12 PB 235 12
IAC 307 4 RRIM 725 9 IAC 307 12 RRIM 725 12
PR 255 8 - - PR 255 12 - -
N 233 N 372
Ny 31 N, 31
N, 29 N, 31
k, 8,03 K, 12
N, 69,53 N, 99,20
G2 19,03 G2 0
H () 246,73 H (@) 246,73
a () 126,22 a (9) 133,70
G, (%) 51,16 G, (%) 54,19
Ef.(%) 94,41 Ef.(%) 100
D 0,73 b) 1,00

N : nimero de individuos selecionados; N

fo

= ndmero de familias da populagdo original; N

.- Nimero de

familias selecionadas; K : nimero de individuos selecionados por familia; K, : nimero médio de individuos

. - . . ~2 . s .
selecionados por familia; N, : tamanho efetivo populacional, & : variancia de individuos selecionados por

familia; 4 : média geral, a: efeito genético aditivo = IME: Indice Multiefeitos; és: Ganho na sele¢do; Ef.:

eficiéncia do IME em relacéo a selegdo nos 233 individuos; D : Diversidade genética.
Fonte: Dados da propria autora
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Tabela 6 - Seleco pelo indice Multiefeitos (IME), para o carater perimetro a 1,30m do solo

(cm), avaliado aos 23 anos ap0s instalacdo da populagdo selvagem de Hevea brasiliensis em

Selviria, MS
Populacdo selvagem
k=¥ k, =12
Progénie Ky  Progénie K; Progénie K: Progénie K;
1 12 20 3 1 12 20 12
2 13 21 10 2 12 21 12
3 19 22 9 3 12 22 12
4 19 23 2 4 12 23 12
5 13 24 6 5 12 24 12
6 25 25 12 6 12 25 12
7 19 26 9 7 12 26 12
8 13 27 7 8 12 27 12
9 7 28 12 9 12 28 12
10 10 29 7 10 12 29 12
11 17 30 10 11 12 30 12
12 14 31 6 12 12 31 12
13 13 32 10 13 12 32 12
14 11 33 5 14 12 33 12
15 1 34 3 15 12 34 12
16 20 35 7 16 12 35 12
17 16 36 6 17 12 36 12
18 14 37 5 18 12 37 12
19 13 - - 19 12 - -
N 408 N 444
. 37 N, 37
N, 37 N, 37
k, 11,08 K, 12
N, 98,59 N, 118,4
GZ 2186 G2 0
M (cm) 7673 M (cm) 7673
cm) 035 dem) 282
G, (%) 046 G, (%) 3,68
Ef. 12,54 Ef.(%) 100
D 0,82 D 1

N : nimero de individuos selecionados; N

fo

= ndmero de familias da populacdo original; N

> ndimero de

familias selecionadas; K : nimero de individuos selecionados por familia; K, : nimero médio de individuos

. - . . ~2 . s .
selecionados por familia; N, : tamanho efetivo populacional; & : variancia de individuos selecionados por

familia; 4 : média geral, a: efeito genético aditivo = IME: indice Multiefeitos; és: Ganho na sele¢do; Ef.:

eficiéncia do IME em relacéo a selegio nos 408 individuos; D : Diversidade genética.
Fonte: Dados da prépria autora
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Kageyama et al. (2002) encontraram ganhos médios preditos surpreendentes para
populacgdes naturais de H. brasiliensis, no Acre, para producdo de borracha seca, com selecéo
por valores genéticos individuais de 66%. Predi¢des importantes porque, segundo 0S mesmos
autores, ha uma baixa producdo de latex nos seringais nativos do Acre que resulta da
heterogeneidade das arvores, uma vez que algumas poucas produzem alta quantidade de latex
e a grande maioria produz pouco, promovendo um baixo rendimento. Por isso a necessidade
de clones, que em contrapartida sdo mais suscetiveis ao M. ulei.

Véarios métodos de selecdo podem ser utilizados. Cabe ao melhorista verificar quais
atendem as suas demandas de curto, médio e longo prazo. Pode-se ainda utilizar métodos de
melhoramento para cada uma das etapas de um programa de melhoramento como o
aumentando da intensidade de selecdo, obtendo maiores ganhos no curto prazo ou diminuindo
a intensidade de selecdo com intuito de garantir os ganhos ao longo do tempo (COSTA et al.,
2016).

4.5 CONCLUSOES

1. Ha variabilidade genética entre as duas populacBes e dentro de progénies, indicando que
apresentam potencial para participarem de futuros programas de melhoramento.

2. O carater utilizado na selecédo foi o perimetro a 1,30 do solo e a producdo de borracha seca,
para PS e PM, respectivamente. Sendo mais desejavel para o0 melhoramento de seringueira 0s
dois caracteres.

3. Os ganhos na selegéo foram de 54% e 0,46% para PS e PM, respectivamente, conforme a
estratégia adotada.

4. As intensidades aplicadas na selecdo foram adequadas para as duas populagdes, garantindo
ganhos na selegdo e mantendo a diversidade genética.

5. Para populagéo melhorada é mais indicado a estratégia de selegdo entre e dentro, para PS é
indicado a selecdo individual

6. A estratégia de selecdo garantiu ganhos e ainda manteve-se adequada para conservagao ex

situ da PS, ndo descartando a possivel selecdo para programas de melhoramento futuros.
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5 CAPITULO Il

Diversidade genética e sistema de reproducdo em duas populagdes de seringueira, com

diferentes niveis de melhoramento genético
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RESUMO

Com base em parametros genéticos obtidos na analise molecular de locos microssatélites
(SSR), este trabalho teve por objetivo verificar o sistema de reprodugdo em amostras de
progénies de polinizacdo aberta de duas populacdes de Hevea brasiliensis, utilizando sete
locos microssatélites. A primeira populacdo do estudo é originéria da floresta primaria de Rio
Branco- Acre (populacdo selvagem-PS), e a outra, trata-se de uma populacdo, originada de
matrizes clonais (populagdo melhorada-PM). Encontram-se instaladas na forma de teste de
progénies na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Engenharia de llha
Solteirs/UNESP (FEPE), localizada em Selviria, MS. O DNA gendmico foi extraido,
quantificado e genotipado para as duas populacbes de estudo. As andlises do sistema de
reproducdo e diversidade foram baseadas no modelo misto de reproducdo e modelo de
cruzamentos correlacionados. A heterozigosidade observada foi de 0,839 e 0,747 para adultos
e de 0,425 e 0,399 para as progénies, para PM e PS. A taxa de cruzamento multiloco (t,,)

variou de 0,726 (PM) a 0,798 (PS), indicando que grande parte das sementes foram originadas
por cruzamentos, mas houve presenca de autofecundacdo, caracterizado por um sistema de
reproducdo misto. A endogamia apresentada foi gerada por cruzamentos correlacionados e
ndo por autofecundacdo. Devido ao tamanho efetivo de (N.) menor que quatro resultou na
necessidade de coletar-se sementes para fins de conservagdo genética, recuperacdo ambiental
e melhoramento florestal de pelo menos 94 e 89 arvores, para PM e PS respectivamente.

Palavras-Chave: Marcadores SSR. Hevea brasiliensis. Sistema de reproducédo. Diversidade
genética.
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ABSTRACT

Based on genetic parameters obtained in the molecular analysis of microsatellite loci (SSR),
this study aimed to investigate the mating system in samples of open-pollinated progenies of
two populations of Hevea brasiliensis using seven microsatellite loci. The first population of
the study originated in the primary forest of Rio Branco-Acre (wild population-PS), and the
other population is a population originated from clonal matrices (improved population-PM).
They are installed as progeny tests at the Teaching, Research and Extension Farm, That
belongs to Engeneering College of the Julio Mesquita Filho State University of Séo Paulo, In
Selvira, State of South Mato Grosso Brazil. Genomic DNA was extracted, quantified and
genotyped for the two study populations. The analysis of reproduction and diversity system
were based on the mixed mating model and model correlated crosses. The observed
heterozygosity ranged from (0,839 and 0,747) and for adults (0,425 and 0,399) for progenies
PM and PS. The multilocus crossing rate (t,) ranged from 0,726 (PM) to 0,798 (PS),

indicating that most of the seeds were derived by crossing, but there was the presence of
selfing, characterized by a reproduction system. Inbreeding presented was generated by
correlated crosses and not by self-fertilization. Due to Ne, less than 4, resulted in the need to
collect seed for genetic conservation, environmental recovery and forest improvement of at
least 94 and trees 89, for PM and PS respectively.

Keywords: SSR markers. Hevea brasiliensis. Mating system. Genetic diversity.
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5.1 INTRODUCAO

A conservacgdo e o melhoramento genético de uma espécie requerem o conhecimento
de seu sistema de reproducdo, variabilidade e estrutura genética (GIUDICE NETO;
SEBBENN; KAGEYAMA, 2004). Sebbenn (2006) complementa que o conhecimento do
sistema de reproducdo de populacdes de espécies arboreas, mais especificamente da taxa de
cruzamento, taxa de cruzamento entre parentes e correlacdo de paternidade é fundamental em
programas de melhoramento genético, conservacdo genética e recuperacdo ambiental, visto
que este determina o parentesco, a endogamia e, portanto o tamanho efetivo das progénies.

Um ponto importante a ser conhecido € a forma como as espécies recombinam seus
genes a cada evento reprodutivo e formam as populacdes descendentes. Tais informacdes sdo
de fundamental importancia para o delineamento de estratégias para a conservagao e uso
dessas espécies, permitindo realizar predi¢des mais realistas sobre tamanhos amostrais para a
conservacao genética, bem como adotar estratégias mais eficientes de selecdo, baseadas no
conhecimento da coancestria média (6x) entre plantas dentro de progénies de polinizacédo
aberta (MORI et al., 2013).

O sistema de reproducao das espécies arboreas tropicais geralmente é caracterizado como
misto associado as complexas interacfes com agentes polinizadores e dispersores de sementes,
com predominio de cruzamentos (BAWA, 1974). Segundo Hamrick e Godt (1989) a reproducéo
sexual, ainda, pode ocorrer por meio de cruzamentos aleatorios, cruzamentos correlacionados
(acasalamento sucessivos entre dois individuos, resultando em irmaos-completos), o
acasalamento entre parentes, autofecundacdo ou quaisquer suas combinagdes e também a
reproducdo pode ocorrer ocasionalmente por apomixia (BICKNELL; KOLTUNOW, 2004).
Tais espécies apresentam geralmente baixa densidade populacional e dependem de animais para a
dispersdo de polen e/ou sementes. Suas reproducdes sdo geralmente por fecundagdo cruzada
(BAWA, 1974).

Atualmente, uma série de poderosas técnicas de genética molecular, com base na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), estdo disponiveis para o estudo da diversidade
genética e da estrutura, sistemas de reproducéo e fluxo génico (WHITE; POWELL 1997).
Isso corrobora com Chin et al. (1996) em que, marcadores moleculares provaram ser Gtil na
estimativa de diversidade genética em uma ampla gama de espécies e populacdes. Entre
marcadores moleculares, os microssatélites ou SSRs (Simples Sequence Repeats) tém
recebido atencdo especial. Estes, além de serem codominantes e multi-alélicos, sdo

amplamente distribuidos por todo o genoma e, portanto, podem ser altamente polimorficos.
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Por isso, estdo entre os melhores marcadores moleculares para o estudo de uma populagéo de
diversidade genética, devido ao maior nivel de informacdo eles produzem (CHASE;
KESSELI; BAWA, 1996; ECHT et al., 1996; FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998;
GOUVEA et al., 2009; MANOEL et al., 2012; SOUZA et al., 2015; SPOLADORE et al.,
2016; VIERA et al., 2016).

A seringueira € uma espécie tipica de matas Umidas, varzeas e matas ciliares, podendo
ocorrer também em matas de terra firme. Seu principal habito é arboreo, que pode variar de
altura de mediana (entre 7 e 10 m) a muito grande, atingindo 15 a 50 m de altura, o DAP pode
variar de 35 cm a 1,88 m (SECCO, 2008). A seringueira é considerada uma espécie de baixa
densidade na floresta. No Acre, ocorrem apenas 0,7 a 3 individuos por hectare (SCHROTH et
al., 2003).

As inflorescéncias apresentam-se em paniculas, ao longo de brotos terminais, ou no
apice de ramos curtos. As flores sdo de coloracdo clara, de tonalidade amarelada, unissexuais
(diclinas), monoclamideas (s6 apresentam célice), auséncia de corola, monoica (flores
masculinas estaminas e femininas pistiladas ocorrem na mesma inflorescéncia). As
estaminadas sdo sempre em maior numero do que as pistiladas (1:60), ou seja, uma flor
feminina para 60 flores masculinas, que ficam na extremidade do eixo principal ou no &pice
dos ramos maiores da inflorescéncia (BOUYCHOU, 1969; SECCO, 2008; GONCAVES;
FONTES, 2009). O florescimento ocorre em meados de abril a julho na Amazénia, porém
ocorre em dois periodos na Malésia, entre marco e abril e agosto e setembro
(PARAJONTHY, 1980). Cuco e Bandel (1998) também observaram, cerca de 71,49%, de
hermafroditismo, em 1.217 flores de com morfologia externa feminina.

Os principais polinizadores naturais sdo 0s mosquitos da familia Heleidae,
identificados por estudos de Warmke (1951 e 1952). Outro polinizador também citado na
literatura é o tripes (SOUZA et al., 2015).

A seringueira apresenta fecundacgéo cruzada, podendo realizar autofecundagdo em um
mesmo genotipo ou entre individuos do mesmo clone, sendo o grau de autofecundagéo
variavel de acordo com o genétipo (BOUYCHOU, 1969). Entretanto ndo existem estudos
sistematicos das frequéncias de polinizagdo cruzada, o que se observado sdo frequentes
plantas raquiticas, presumidamente de autofecundacdo (GONCALVES; CARDOSO, 1987).



68

5.2 OBJETIVOS

Verificar o sistema de reproducéo e diversidade em progénies de polinizagdo aberta de
duas populagdes de Hevea brasiliensis, pretendeu-se responder as seguintes questoes:

i) A diversidade genética de populacdo selvagem (PS) é diferente da populacdo melhorada?

ii) As diferencas no nivel de melhoramento das populagGes de estudo influenciam o sistema
de reproducdo das populacGes, aumentando a taxa de autofecundacdo ou de cruzamentos

correlacionados?

iii) Ocorre endogamia nas populacdes de estudo? Qual é a causa, autofecundacdo ou

cruzamentos correlacionados?

5.3 MATERIAL E METODOS
5.3.1 Local de estudo

Os testes de progénies das populagdes encontram-se instalados na Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira/UNESP (FEPE), localizada
em Selviria, MS (Figura 2). A localizacdo geografica aproximada da &rea do experimento esta
na latitude 20° 22° 01’ S, longitude 51° 25° 08’W e 357 metros de altitude. O relevo é
caracterizado como moderadamente plano e ondulado. O clima do local é do tipo Aw, pela
classificacdo de Kdéppen, com temperatura média anual de 24,5° C, umidade média anual de
64,8%, precipitacdo média anual de 1232,2 mm e insolacdo média de 7,3 horas/dia
(HERNANDEZ; LEMOS FILHO; BUZETTI, 1995). O solo local foi classificado segundo o
Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 1999), como Latossolo Vermelho Distrofico tipico
argiloso, A moderado, hipidistréfico, alico, caulinitico, férrico, compactado, muito profundo,

moderadamente acido (LVd).

5.3.2 As populagdes de seringueira

A primeira populagdo foi descrita por Paiva et al. (1994) é originaria da floresta
primaria de Rio Branco-Acre, gerada por polinizacdo aberta, caracterizada por ndo ser
submetida a nenhum programa de melhoramento (PS, populagéo selvagem). A segunda trata-

se de uma populacédo gerada por polinizacdo aberta de matrizes clonais selecionadas: 1-12-56-
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77, 64B 850, Fx (2261 e 3864), GT1, IAC (15, 35, 40, 41, 44, 301, 307 e 311,), IAN 873,
IRCA 111, MT 45, PB (28/59, 217, 235, 252, 260 e 330), Pind 595/89, PR (255 e 261), RO-I
(35 e 110), RRIM (600, 606, 701 e 725), procedentes do Centro de Seringueira e Sistemas
Agroflorestais, IAC (Instituto Agronémico). Portanto, faz parte de um programa de
melhoramento em estagio avancado (PM, populacdo melhorada). O teste de progénies da PS
foi instalado em seis de dezembro de 1991, com espagcamento de 5 x 3 m, com delineamento
experimental em blocos casualizados com 37 progénies distribuidas em trés repeticoes, de
forma desbalanceada com no méaximo 10 plantas por progénies. A PM foi instalada como
teste de progénies em cinco de setembro de 2006 no delineamento experimental de blocos
casualizados, compostos por 31 tratamentos (progénies), quatro repeticdes e parcelas lineares

de 10 plantas, no espacamento de 3 x 3 m.

5.3.3 Amostragem

Para a PM foram selecionadas as 31 progénies presente no experimento, totalizando
20 individuos de cada familia, com excecdo de uma progénie que apresentou 17 individuos
apenas, totalizando 617 individuos. Ja para a PS foram selecionadas 30 progénies, com o

maximo de individuos presentes, totalizando 386.

5.3.4 Extracgdo de DNA

Para o estudo realizado com marcadores de microssatélites foi realizado o protocolo de
extracdo de CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990), com modificacbes para H. brasiliensis. Foram
utilizados 750 pl de tampao de extragdo (15 ml de Tris-HCL 1M Ph 8,0; 6 ml de EDTA 0,5M;
42 ml de NaCl 5M ; 3 g de CTAB, 6 g de PVP-40), acrescido de 2 pl de - mercaptoetanol e
3 ul de proteinase K . As folhas jovens (150 mg) foram coletadas em campo, acondicionadas
em sacos plasticos e armazenadas em camara fria até o momento da extracdo. Para o
procedimento de extracdo foram picotadas e colocadas em microtubos de 2,0 mL, em
sequéncia maceradas com auxilio de pistilo e nitrogénio liquido. Em seguida foram
adicionados 750 ul de tampé&o de extracdo e posteriormente homogeneizadas e mantidas em
banho-maria a 65° C, por 45 minutos, sendo homogeneizadas a cada 10 minutos. O extrato foi
misturado com 450 pl de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1), sendo homogeneizada para a
separacdo das fases organicas e aquosas. Apos centrifugar por 10 minutos a 5.000 rpm, o
sobrenadante foi coletado e 400 ul de isopropanol gelado, misturando gentilmente para
precipitar os &cidos nucléicos, colocado em freezer a 10° C por 30 minutos. Em continuidade

0 extrato foi lavado em trés etapas: duas etapas com etanol a 70%, descartando o
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sobrenadante tendo cuidado para o pellet ndo se soltar e ser perdido, com 10.000 rpm a 10
minutos, e a com a ultima etapa com etanol absoluto com 12.000 rpm a 5 minutos. Os pellets
foram colocados para secar em temperatura ambiente e em seguida foram ressuspendidos em
45 ul tampao TE (TRIS 1 mM e EDTA 0,1 mM, pH 7,7) e em 6 ul de Rnase para serem
incubados por 30 minutos a 37°C em banho Maria. Posteriormente as amostras foram
armazenadas em freezer. Para verificagdo da qualidade do DNA, utilizou-se um minigel de
agarose 0,8%, corado com GEL Red® em tampdo TBE 1X (Tris-Boro-EDTA) por
eletroforese em cuba horizontal. A quantidade do DNA foi visualizada e fotografada sob luz
87 ultravioleta, em transiluminador Loccus Biotecnologia®, modelo L-PIX-HE (Apendice-
AB).

5.3.5 Genotipagem de DNA

A caracterizacdo do DNA gendmico foi feita com base em locos microssatelites que
foram amplificados por PCR em um volume final de 12 pL, usando GoTagq® Colorless
Master Mix, contendo 6,0 puL de GoTag® Colorless Master Mix (2x), 0,8 UM de primer (F e
R), 2 uL de agua nuclease free e 50 ng de DNA. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em termociclador marca Eppendorf, assim o programa de amplificacdo para todos os
iniciadores constituiu-se de desnaturacao inicial a 95°C durante 5 min., seguido de 30 ciclos
de amplificacdo (95°C[1min.], 1 min. de anelamento a uma temperatura especifica de cada
primer, 72°C de alongamento da cadeia por 1 min.) e um alongamento final a 72°C por 7 min.
As amplificacdes foram realizadas usando um conjunto de primers (Tabela 7).

Para maior precisdo de genotipagens, foi utilizado um genotipador automatico
denominado AdvanCE™ FS96 System. Este equipamento utiliza um sistema de eletroforese
capilar e ndo necessita de primers fluorescentes marcados. E um equipamento com a maior
sensibilidade, rapidez na analise e possui alta resolucdo de separacdo dos fragmentos. Para
realizacdo da corrida, a PCR foi diluida em TE (2,0 uL da PCR + 20 pL de TE), com duragédo
de 100 minutos para as 95 amostras. As leituras feitas pelo genotipador automatico foram

analisadas no programa PROSize®2.0 que estdo representadas pelas nos apéndices A.6 e A7.
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Tabela 7 - Primers microssatélites de Hevea brasiliensis utilizados nas analises. Nome do
loco, sequéncia do primer Forward (F) e Reverse (R), tipo de repeticdo, temperatura de
anelamento (Ta’ C), contetido de informacdo de polimorfismo (PIC), intervalo de tamanho

dos produtos encontrados para cada loco e nimero de acesso no GeneBank

Numero de
Loco Sequéncia do primer Motivo? Ta°C' PIC? Amplitude’  acesso
(GenBank)®
IAC-HV07 R -CAGCCTACAGCAGATTTGAA (GA)16 60 0,82 218-284 AY486744
F- GGCTGCCATTTGTAGTTTTA
IAC-HV11 R-CTCGTCTTCTAACTCCGCTCTA (CT)21 60,8 0,64 234-300 AY486754
F- TATCGATATTGTGGTGCTTGAA
IAC-HV23 R- ATGGAGGAATAAAAGGGTCTA (CT)19 555 0,56 212-264 AY 486856
F- GGGATGATTGTTTGAAGGATT
AG.tiygs T CATGATGAGTGCTGAATAGAGA (CA)I6 612 060 2383-286  AY486646
F-TGTAAGTTTGACCAAGGATGTA
LAC-HVE9 R- TTTTACCCCTTTGGATACAGAG (CT)15 61,2 0,78 130-182 AY486724
F- GCCACAAGCTAATGATGATGAA
IAC-HV74 R-TAAAGCAGGAAAAGAAATAAAG (GA)17 555 0,84 160-214 AY486807
F- TCCAAGAAGACCAAGAGTT
IAC-HV76 R- ACACTGACCCAACCCTTCTCT (GA)13 555 0,81 180-220 AY 486815

F- TTCCCTTGCACTCATTCCTT

Fonte: *Dados da propria autora; “Gouvéa (2009)
5.3.6 Andlise da diversidade genética e do indice de fixacdo

A diversidade genética das amostras foi caracterizada pelos indices: numero total de
alelos (k), numero medio de alelos por loco (R), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada segundo as proporcdes do equilibrio de Hardy-Weinberg (
H, =1-> p?)em que: p; é afrequéncia do alelo i .

O indice de fixacdo (F ) foi estimado para se inferir os niveis de endogamia nas

amostras, utilizando a expressdo de Nei (1977):
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A significancia estatistica da estimativa do indice F foi verificada utilizando o método
de permutacao (1000 repeticdes). A diferenciacdo genética entre adultos e entre progénies das
populacdes foi calculada utilizando-se o método de Weir e Cockerham (1984). Todas estas
andlises foram realizadas, utilizado o programa FSTAT versdo 2.9.3.2. (GOUDET, 1995).

5.3.7 Analise do sistema de reproducéo

As anélises do sistema de reproducao foram baseadas no modelo misto de reproducgéo
(RITLAND; JAIN, 1981) e modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989) e as
estimativas obtidas utilizando o software “Multilocos MLTR” (RITLAND, 2002). O
programa MLTR estima as frequéncias alélicas tanto do p6len como dos 6vulos subtraindo do
genotipo das sementes os alelos maternos, de forma que se tem tanto a frequéncia dos alelos
maternos (6vulos) e paternos (pélen). O método numérico utilizado foi de méaxima
verossimilhanca EM (Maximization Expectation) em nivel de arvores matrizes e o Newton-
Rapson em nivel de populacdes. Os parametros estimados foram taxa populacional de

cruzamento multiloco (t,, ), taxa populacional de cruzamento uniloco (t,), taxa de cruzamento
entre aparentados (t,, —t.), correlacdo de autofecundacéo (r,) e correlagdo multiloco de
paternidade (r,,, ). Os gendtipos maternos foram inferidos a partir da estimativa do gendtipo

materno mais provavel, utilizando o método de Brown e Allard (1970), alterado por Ritland
(2002). O intervalo de confianca foi estimado a 95% de probabilidade por 1000 re-

amostragens bootstraps. Estes parametros foram utilizados para estimar outros parametros
demogréficos e genéticos, como: nimero efetivo de arvores polinizadoras (N, =1/7, ) e 0

coeficiente médio de coancestria (®) entre plantas dentro de progénies, calculado pela

seguinte expressao:
© =0125(1+ F,)[45 + (£, + ... )(L+F, )] (RITLAND, 1989).

Para conhecer a representatividade genética das progénies, foi estimado o tamanho

efetivo médio dentro de progénie (N, ):
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(COCKERHAM, 1969),

em que, n é o tamanho da amostra. O nimero de arvores matrizes para a coleta de sementes

foi calculado assumindo que o objetivo € reter na amostra total o tamanho efetivo de
referéncia de 150, M= N, yerencia / Newy (SEBBENN, 2003).
As frequéncias de pares de coancestria foram obtidas com base em Sebbenn (2006):
1) Autofecundacdes:
a) progénies de irméos de autofecundacéo: P,, = §%(1 — ) + §7;;
b) progénies de irmaos de autofecundacéo e cruzamento: Py = 23t,(1 — 7,);
c) progénies de irmaos de autofecundacdo e cruzamento entre individuos parentes:
pAC(CP) = 2§(fm - fs)(l — 7).
ii) Cruzamentos entre individuos néo parentes:
a) progénies de irmdos completos: Py = [(2(1 — ;) + EsFs]#y;
b) progénies de meios irmaos: Py, = [£2(1 — ) + E,71(1 — 7).
iii) Cruzamentos entre individuos parentes:
a) progénies de irmdos completos aparentados:
ﬁIC(CP) = [({ — t)?°(A = 7) + (Em — t)Ts]7y;
b) progénies de meios irméos aparentados:
pMI(CP) = [ —t)?°(A = 7)) + (£ — fs)fs](l - TA”p)-
iv) Cruzamentos entre individuos parentes e ndo parentes:
a) progénies de irmdos completos parentes e nao aparentados:
pIC(CP,np) = Zfs(fm - fs)(l - fs)fp;
b) progénies de meios irmaos parentes e nao aparentados:

ﬁMI(CP,np) = 2t.(¢, — t)(1 — fs)(l - ?p)_
5.4 RESULTADOS

5.4.1 Diversidade genética e indice de fixacio

Todos os sete locos microssatélites usados nas amostras de adultos e progénies das
populacdes melhorada e selvagem apresentaram polimorfismo (Tabela 8). As duas populacdes
estudas apresentaram alta diversidade genética para os sete locos analisados com total de 240
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alelos na PM e 229 na PS. Para as duas situagdes, os individuos adultos apresentaram um
namero menor de alelos do que o observado nas progénies, sugerindo a imigracao de alelos
via polen. A riqueza alélica (R) variou na media de 12,7 a 13,5. O indice de fixacdo (F)
variou em média de 0,022 a 0,533, sendo significativamente diferente de zero para todos 0s
indices analisados. Foi observado excesso de homozigotos nas progénies, com maiores
proporcOes de excesso de heterozigotos nas geracOes adultas. A heterozigosidade esperada (

H,_) em média foi maior do que a heterozigosidade observada (H,) em todas as variaveis.

Entretanto foram proximas entre os adultos. O indice de fixacdo foi maior em média nas
progénies em ambas as populacdes. A heterozigosidade esperada H, teve amplitude de 0,664
a 0,928. Para as populacdes as médias foram de 0,860 e 0,846 para adultos de 0,858 e 0,853
para as progénies, para PM e PS, respectivamente.

A heterozigosidade observada variou de 0,839 a 0,747 para adultos e 0,425 a 0,399
para as progénies, para PM e PS, respectivamente com amplitude de (0,222 a 0,968). Mantello
et al. (2012), obtiveram variacao de 0,130 a 0,880, com estudos de diversidade genética com
Hevea spp. Em outro estudo de divergéncia génica realizados por Gouvéa et al. (2010)

observaram uma amplitude ainda maior (0,050 a 0,960) de H, em Hevea brasiliensis. Le
Guen et al.(2009) também observaram situagdo semelhante com a média de H, e a média de
H, (0,739 e 0,599, respectivamente), indicando um alto nivel de deficiéncia de heterozigotos.

Estudos mais recentes realizados por Souza et al. (2015) com a maior abrangéncia ja realizada
sobre a genética da populacdo do género Hevea , com colecdes localizadas no Peru (regido de
Madre de Dios), Brasil (estados do Acre, Amazonas , Mato Grosso, Pard e Rond6nia),

também apresentou a média de H, (0,640) semelhantes aos estudos anteriores, apesar de

encontrar alta diversidade nas coleces.

O comportamento destes parametros de diversidade genética e indice de fixacdo
sugere que os adultos possuem baixo grau de parentesco e alta heterozigosidade, mas durante
0 periodo reprodutivo ocorreram alguns eventos (cruzamentos correlacionados) que causaram

a reducdo de heterozigosidade e aumento de endogamia na geracdo descendente.

5.4.2 Sistema de reproducao

Para as arvores adultas o indice de fixacdo ( F,,) ndo foi significativamente diferente

de zero na PM, indicando auséncia de endogamia (Tabela 9), mas indicando baixo valor de
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endogamia para a PS (0,077). Todos os demais indices de fixacdo estimados do sistema de
reproducdo foram significativamente menor que 1,0. A taxa de cruzamento multiloco (t, )
variou de 0,726 (PM) a 0,798 (PS), indicando que grande parte das sementes foram originadas
por cruzamentos, mas houve presenca de autofecundacgéo, caracterizado por um sistema de

reproducao misto. Taxa de cruzamento entre parentes (t, —t.) foi expressiva, variando de
0,346 (PM) a 0,402 (PS). A correlagdo de autofecundacéo (r,) foi baixa para ambas as

populagdes, tendo baixa contribuicdo na variagcdo individual da taxa de cruzamentos. A
presenca de cruzamentos correlacionados foi confirmada nos altos valores de correlagéo de

paternidade (r,,, ), conferindo um baixo numero efetivo de doadores de polen (N, ). Como
consequéncia dos valores dos parametros mencionados, a geracao descendente € marcada pela

proporcéo de pares de irmaos de autofecundagéo e cruzamento (P, ) e proporgéo de pares de

irm&os completos (P ). Em coeréncia, dentro das progénies, o coeficiente de coancestria (@
) e o tamanho efetivo (N,) apresentaram valores proximos ao de irmdos-completos (® =
0,25, N,= 2) em ambas as populacdes. Assim, o nimero de sementes (m) para a coleta de

sementes para reter um tamanho efetivo de 150 esta entre 89 (PS) a 94 (PM).

Em nivel de familias, F,, e F, apresentaram comportamentos semelhantes em nivel

de populacdo, ja mencionados anteriormente, reforcando a hipdtese de uma selecdo contra
individuos homozigotos entre o estagio de sementes e adultos (Tabelas 10 e 11). Na PM, o
namero total de alelos variou de 22 a 36 e a heterozigosidade observada variou de 0,30 a 0,53.
A PS apresentou comportamento semelhante para estes parametros.

A taxa de cruzamentos nas progénies da PM variou de 0,70 a 0,82 e na PS variou de
0,65 a 0,96 (Tabelas 10 e 11). A correlacdo de paternidade variou de 0,34 a 1,00 para a PM e
de 0,26 a 1,00 para a PS. Todas estas estimativas foram significativamente maior que zero em
ambas as populacdes.

O numero efetivo de doadores de pdlen, coeficiente de coancestria e o tamanho efetivo
de variéncia dentro de progénies ndo apresentaram diferencas entre as familias dentro das

populagdes estudadas.
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Tabela 8 - Diversidade genética, indice de fixagdo em arvores adultas e progénies de populacbes de Hevea brasiliensis. k € o nimero total de

alelos; R € o numero medio de alelos por loco; H, € a heterozigosidade observada; H, € a heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-

Weinberg; F é o indice de fixacdo, n é o nimero de individuos

Adultos PM (n=31)

Progénies PM (n = 617)

Loco k R H, H, F k R H, H, F
Hv07 14 14,0 0,903 0,928 0,027* 21 14,5 0,389 0,915 0,575*
Hv11 17 16,8 0,871 0,919 0,052* 26 17,3 0,405 0,917 0,558*
Hv23 6 59 0,742 0,664 -0,117* 15 7,6 0,457 0,705 0,352*
Hv53 11 10,9 0,613 0,819 0,252* 21 11,8 0,383 0,814 0,530*
Hv69 14 13,8 0,839 0,900 0,068* 24 14,2 0,472 0,896 0,473*
Hv74 18 17,8 0,968 0,908 -0,066* 22 15,9 0,391 0,880 0,556*
Hv76 14 13,8 0,936 0,881 -0,062* 17 13,5 0,482 0,882 0,454*
Média 13,4 13,3 0,839 0,860 0,022 20,9 13,5 0,425 0,858 0,499
Desvio Padrao 4,0 3,9 0,124 0,094 0,123 3,8 3,2 0,043 0,076 0,079
Total 94 - - - - 146 - - - -
Adultos PS (n=30) Progénies PS (n = 386)
Loco K R H, H, F K R H, H, F
Hv07 15 15,0 0,733 0,901 0,186* 25 14,6 0,331 0,891 0,628*
Hv11 14 14,0 0,866 0,883 0,019* 19 13,3 0,222 0,869 0,744*
Hv23 11 11,0 0,799 0,845 0,054* 21 12,2 0,373 0,850 0,561*
Hv53 13 13,0 0,966 0,884 -0,093* 21 13,5 0,378 0,888 0,574*
Hv69 15 15,0 0,834 0,843 0,011* 21 15,6 0,588 0,874 0,327*
Hv74 9 9,0 0,333 0,668 0,501* 15 8,8 0,342 0,697 0,509*
Hv76 12 12,0 0,700 0,895 0,218* 18 14 0,554 0,900 0,384*
Média 12,7 12,7 0,747 0,846 0,128 20.0 13,1 0,399 0,853 0,533
Desvio Padréo 2,2 2,2 0,203 0,082 0,196 3.1 2,2 0,129 0,071 0,142
Total 89 - - - - 140 - - - -
Total geral 183 286

Fonte: Dados da prépria autora,* P<0,05
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Tabela 9 - Sistema de reproducdo em populagdes de Hevea brasiliensis (95% IC é o intervalo

de confianca a 95%, calculado por 1,000 re-amostragens bootstraps)

indice

Populacdo melhorada
média (95% IC)

Populacdo selvagem
média (95% IC)

NUmero de progenies
Taxa de cruzamento multiloco: t,,

Taxa de cruzamento unilocos: t,

Taxa de cruzamento entre parentes: t —t,

Correlagdo de autofecundagéo: I

Correlagdo multiloco de paternidade: r

Numero efetivo de doadores de pdlen: N,

indice de fixacao nas arvores adultas: F,,

Proporcéo de pares de irmdos de
autofecundagéo: P,

Proporcéo de pares de irméos de autofecundacédo
e cruzamento: P,

Proporcio de pares de meios-irméos: Py,
Proporgéo de pares de irmdos completos: P,
Progénies de irmdos de autofecundacéo e
cruzamento entre individuos parentes: PAC(CP)
Progénies de irmdos completos
aparentados:Pccpy

Progénies de meios irmaos aparentados: PM,(CP)
Progénies de irmdos completos parentes e ndo
aparentados: Pr¢(cp np)

Progénies de meios irméos parentes e ndo
aparentados: Py cp np)

Coancestria entre e dentro de progénies: ®

Tamanho efetivo de variancia: N
Numero de arvores matrizes para a coleta de
sementes: M

31
0,726 (0,709 a 0,747)

0,380 (0,356 a 0,419)
0,346 (0,328 a 0,353)
0,017(0,004 a 0,037)
0, 734 (0,644 a 0,770)
1,36 (1,29 a 1,55)
0,009(-0,051 a 0,027)

0,075 (0,064 a 0,085)

0,398 (0,378 a 0,413)

0,140 (0,128 a 0,179)
0,387 (0,324 a 0,430)

0,186 (0,160 a 0,205)
0,091 (0,081 a 0,089)
0,033 (0,045 a 0,027)
0,190 (0,161 a 0,204)

0,069 (0,061 a 0,089)

0,298 (0,277 a 0,301)
1,60 (1,59 a 1,71)

94 (88 a 94)

30
0,798 (0,774 a 0,822)

0,396 (0,377 a 0,434)
0,402 (0,388 a 0,397)
0,015 (0,001 a 0,045)
0,600 (0,492 a 0,648)
1,67 (1,54 a 2,03)
0,077 (0,015 a 0,107)

0,041 (0,032 a 0,051)

0,322 (0,293 a 0,350)

0,255 (0,238 a 0,304)
0,382 (0,295 a 0,438)

0,160 (0,132 a 0,179)
0,099 (0,078 a 0,104)
0,066 (0,057 a 0,080)
0,188 (0,147 a 0,208)
0,125 (0,113 a 0,152)
0,281 (0,261 a 0,287)
1,68 (1,66 a 1,79)

89 (84 a 90)

Fonte: Dados da prépria autora.
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Tabela 10 - Estimativas de sistema de reproducdo e estrutura genética para cada familia na PM

Familia F, n k H, F, tn+ DP tn-tsx DP rs+= DP rom*DP Ny 0 Ne

1 016 20 36 052 040 0,82+0,10 0,08+0,08 0,08+0,02 0,34+0,08 2,98 0,266 1,74
2 022 20 28 044 050 0,78+0,14 0,15+0,12 0,08+0,04 0,63+0,11 158 0,332 141
3 03 20 29 038 057 0,78+0,08 0,17+0,05 0,08+0,01 0,54+0,13 1,85 0,342 137
4 026 20 29 041 0,52 0,78+0,08 0,16%0,05 0,08+0,01 0,80+0,12 1,26 0,363 1,30
5 005 20 30 053 04 0,74+0,08 0,03+0,05 0,08+0,01 0,61+0,14 164 0,295 158
6 033 20 26 034 061 0,74+0,08 0,11+0,06 0,08+0,01 0,66+0,13 151 0,382 124
7 037 20 32 041 0,53 0,70+ 0,09 0,07+0,05 0,09+0,00 0,48+0,13 2,07 0,388 1,23
8 031 20 27 035 0,60 0,78+0,17 0,28+0,16 0,08+0,07 097+0,06 1,03 0402 1,19
9 003 20 24 046 048 0,70+0,09 0,14+0,06 0,09+0,00 081+0,11 123 0,323 145
10 022 20 29 039 0,56 0,74+0,09 0,11+0,06 0,09+0,01 0,72+0,16 1,39 0,356 1,33
1 019 20 25 043 051 0,82+0,07 0,18+0,05 0,08+0,01 0,74+0,13 136 0,322 145
12 037 20 32 038 0,56 0,74+0,08 0,15+0,06 0,08+0,00 0,63+0,16 1,59 0,390 1,22
13 027 20 30 040 054 0,70+0,09 0,08+0,06 0,09+0,01 0,64+0,15 157 0,379 1,26
14 033 20 29 041 052 0,78+0,08 0,15+0,06 0,08+0,01 0,43+0,10 2,34 0,336 1,40
15 021 20 29 044 050 0,70+0,08 0,13+0,06 0,09+0,00 0,63+0,15 159 0,359 1,32
16 014 20 29 053 0,39 0,78+0,13 0,08+0,11 0,08+0,04 0,81+0,13 124 0,329 144
17 -001 20 25 052 0,40 0,78+0,08 0,20+0,04 0,08+0,01 0,93+0,09 1,08 0,299 1,57
18 016 20 26 039 0,55 0,78+0,09 0,33+0,03 0,08+0,01 1,00£0,00 1,00 0,359 1,32
19 040 20 22 030 0,65 0,70+0,09 0,22+0,03 0,09+0,01 0,99+0,06 1,01 0461 1,04
20 022 20 27 036 0,58 0,78+0,08 0,24+0,06 0,08+ 0,01 0,83+0,10 1,21 0,357 1,32
21 023 20 27 039 0,56 0,74+0,08 0,13+0,06 0,08+0,01 0,72+0,12 139 0,360 131
22 011 20 27 051 042 0,78+0,08 0,11+0,05 0,08+0,01 0,75£0,13 133 0316 1,49
23 015 20 23 044 050 0,78+0,10 0,09+0,08 0,08+0,02 0,93+0,09 1,08 0,348 1,36
24 024 20 27 042 052 0,82+0,07 0,18+0,06 0,08+0,07 0,81+0,11 1,23 0,347 1,36
25 007 20 31 051 042 0,78+0,08 0,14+0,04 0,08+0,01 055+0,12 183 0,281 1,65
26 014 20 23 042 051 0,70+0,09 0,14+0,06 0,09+0,00 0,93+0,08 1,07 0,369 1,29
27 024 20 24 041 053 0,78+0,08 0,19+0,05 0,08+0,01 0,94+0,08 1,06 0376 1,27
28 015 20 25 046 047 0,82+0,07 0,23+0,05 0,08+0,01 0,72+0,13 1,39 0,310 151
29 018 20 32 050 042 0,78+0,13 0,12+0,11 0,08+0,05 0,67+0,15 150 0,327 145
30 034 17 27 038 0,556 0,71+0,09 0,10+0,06 0,09+0,00 0,78+0,16 1,28 0412 1,15
31 018 20 24 039 055 0,78+0,08 0,23+0,06 0,08+0,01 0,88+0,09 114 0,349 135

+DP: desvio padrdo; *P<0,05; F, e F, sdo o indice de fixacdo para arvores adultas e dentro de familias,
respectivamente; n é o tamanho da amostra dentro de familia; k € o nimero de total de alelos; H, é a
heterozigosidade observada; t;, é a taxa de cruzamento multiloco; t,, - t; € a taxa de cruzamento entre parentes; rs
e Ipm Sao a correlagéo de autofecundacdo e de multiloco de partenidade, respectivamente; N, € niimero efetivo
de doadores de pdlen ; @ e N, sdo o coeficiente de coancestria e o tamanho efetivo de variancia dentro das
familias, respectivamente.

Fonte: Dados da prépria autora



Tabela 11 - Estimativas de sistema de reproducdo e estrutura genética para cada familia na PS

Familia F n k H, Fo tnxDP  t,-t;xDP ryxDP romxDP  Ngp C] Ne
1 0,18 12 26 046 048 0,85%0,09 0,16+0,06 0,08+0,01  0,41+0,22 2,42 0,269 1,62
2 0,05 13 22 0,38 057 0,79+0,10 0,21+0,07 0,08+0,01 0,81+0,14 1,23 0,300 1,48
3 0,18 19 27 038 058 0,75+0,09 0,12+0,05 0,07+0,01  0,51+0,12 1,98 0,318 1,46
4 0,14 19 26 0,38 058 0,75+0,09 0,23+0,06 0,07+0,01 0,62+0,14 1,60 0,320 1,45
5 031 16 27 037 058 0,71+0,11 0,19+0,07 0,07+0,01  0,48+0,25 2,09 0,363 1,28
6 037 24 38 040 055 0,80+0,08 0,18+0,05 0,06+0,01 0,35+0,09 2,85 0,326 1,45
7 021 19 25 041 054 0,80+0,09 0,24+0,06 0,07+0,01  0,64+0,11 1,56 0,324 1,44
8 029 13 26 038 057 0,79+0,09 0,16+0,06 0,08+0,01  0,75+0,15 1,33 0,362 1,27
9 0,26 7 20 029 0,68 0,87+0,08 0,17+0,06 0,09+0,08  0,80+0,31 1,25 0,331 1,24
10 0,18 11 22 038 057 0,84+0,09 0,21+0,08 0,08+0,10  0,85+0,17 1,18 0,328 1,35
11 030 17 27 034 061 0,83%0,09 0,34+0,08 0,07+0,04  0,63+0,14 1,60 0,331 1,39
12 034 14 25 032 064 0,86+0,08 0,24+0,06 0,08£0,01  0,62+0,17 1,62 0,327 1,38
13 0,40 13 29 041 055 0,86+0,08 0,16+0,07 0,08+0,02  0,26x0,33 3,83 0,292 1,52
14 034 12 20 030 066 0,65+0,12 0,21+0,09 0,09+0,01 1,00+0,08 1,00 0,458 1,02
15 043 11 25 03 061 0,77+0,10 0,17+0,08 0,08+0,01  0,54+0,31 1,87 0,381 1,19
16 021 19 30 044 050 0,85+0,24 0,33+0,24 0,07£0,09 0,760,214 1,32 0,321 1,46
17 024 19 27 038 057 0,85+0,09 0,38+0,08 0,07+0,02  0,79+0,10 1,26 0,333 1,40
18 017 14 24 043 052 0,86+0,08 0,23+0,05 0,08+0,01  0,79+0,13 1,26 0,309 1,47
19 023 14 28 046 048 0,80+0,09 0,15+0,06 0,08+0,01  0,57+0,20 1,76 0,316 1,44
20 0,07 10 24 043 052 0,83+0,09 0,17+0,06 0,09+0,01  0,82+0,17 1,22 0,298 1,45
21 0,15 9 21 044 050 0,82+0,10 0,15+0,07 0,09+0,01  0,88+0,26 1,14 0,331 1,33
22 0,13 6 22 048 045 0,86+0,08 0,11+0,05 0,09+0,01  0,83+0,3¢ 121 0,303 1,34
23 011 12 25 049 045 0,85+0,08 0,25+0,06 0,08+0,01  0,83+0,12 1,21 0,302 1,48
24 0,12 9 21 038 056 0,82+0,10 0,18+0,07 0,09+0,01 1,00£0,19 1,00 0,335 1,30
25 0,33 9 23 038 058 0,82+0,10 0,15+0,07 0,09+0,01  0,97+0,21 1,03 0,396 1,14
26 0,14 12 23 040 054 0,85+0,10 0,17+0,08 0,08£0,02  0,74+0,17 1,36 0,299 1,48
27 0,16 7 21 049 045 0,96+0,01 0,29+0,03 0,10+0,00  0,77+0,19 1,30 0,269 1,50
28 020 10 28 046 049 0,83+0,10 0,15+0,07 0,09+0,01  0,65+0,28 1,55 0,311 141
29 0,19 6 22 048 047 0,95+0,00 0,25+0,04 0,10+0,00  0,85+0,36 1,17 0,292 1,37
30 032 10 25 037 058 0,83+0,10 0,18+0,06 0,09+0,01  0,56+0,28 1,80 0,293 1,46

79

+DP: desvio padrdo; *P<0,05; F, e F, sdo o indice de fixagdo para arvores adultas e dentro de familias,
respectivamente; n é o tamanho da amostra dentro de familia; k € o nimero de total de alelos; H, é a
heterozigosidade observada; t;, é a taxa de cruzamento multiloco; t,, - t; € a taxa de cruzamento entre parentes; rs
e Ipm Sao a correlagéo de autofecundacéo e de multiloco de partenidade, respectivamente; N, € niimero efetivo
de doadores de pdlen ; @ e N, sdo o coeficiente de coancestria e o tamanho efetivo de variancia dentro das

familias, respectivamente.

Fonte: Dados da propria autora
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5.5 DISCUSSAO

5.5.1 Importéancia da diversidade genética para a cultura da seringueira

A diversidade genética esta diretamente relacionada com programas de melhoramento
genético e conservacdo genética da espécie. Com vista a0 melhoramento genético, sédo
desejaveis altos indices de diversidade, pois facilita para o melhorista selecionar os individuos
de melhores performances para o carater alvo, ou ainda, encontrar algum alelo raro que pode
conferir melhor resisténcia e adaptacdo a diversidades do meio, além de propiciar maiores
ganhos de selecdo. Pretendendo a conservacdo genética da espécie, o ponto chave € a
amostragem, ou seja, deve-se coletar sementes de modo que represente o melhor possivel a
populacdo natural coletada, e por sua vez, esta tera duas utilidades: i) a primeira serd a
conservacao genética da espécie; ii) e a segunda servira de populacao base para o programa de
melhoramento, sendo desejavel, assim como no primeiro item, ampla diversidade genética.
Neste contexto, o presente estudo comparou uma populacdo natural localizada em Rio
Branco, Acre (PS) com um teste de progénies via sementes, sendo as matrizes um material
clonal, com certo grau de melhoramento (PM). A hipoétese inicial era que a PS teria maior
diversidade genética que a PM, porém isto ndo ocorreu. O interessante é que ambas as
populacdes e suas respectivas progénies apresentaram certo padrao de diversidade genética.

Isto pode ter ocorrido devido a amostragem da PS, ou seja, na coleta de sementes,
mesmo respeitando um raio de 100 m de distancia entre uma arvore para a outra, pode ocorrer
a presenca de parentesco de uma arvore para a outra nestes limites de distancia, sugerindo que
esta populacdo apresente estrutura genética espacial. Outro ponto importante é que a espécie é
polinizada por pequenos insetos que percorrem pequenas distancias, sendo provavel a
ocorréncia de varias polinizacbes na mesma arvore, ja que a Hevea brasiliensis € monoica e
com flores unissexuais, ou a presenca de cruzamentos correlacionados, conferindo na reducao
de individuos heterozigotos na geracdo descendente. Assim, com a ocorréncia destes eventos
em sucessivas vezes nos periodos reprodutivos da populagdo natural, contribuiu para o
estreitamento da base genética, tornando-a semelhante a populacdo com grau de
melhoramento. Por fim, a Gltima hipdtese pode ser devido ao histérico da cultura, como ela ja
foi explorada desordenadamente no passado, de forma extrativista, as pessoas “esgotavam” as
melhores arvores em funcdo da extracdo do latex, dentro do ambiente natural, eliminando com
0 passar dos anos os melhores individuos dentro da floresta, e consequentemente, estreitando

a base genética da espécie no habitat natural. Paiva (1992) que iniciou os estudos com a
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populagéo natural do presente trabalho, relata que os seringais nativos, onde foram coletados
0s materiais para analises, distam 8 km, situando-se préximo a uma rodovia que liga Rio
Branco (AC) a Porto Velho (RO), que a vegetacdo entre 0s mesmos, era antropizada pela
implementacdo de atividades agropecuarias.

Para a populacdo descendente, os niveis de diversidade genética sdo determinados
pelos padrdes do sistema de reproducdo na populacdo parental. Como estes padrdes
reprodutivos foram semelhantes em ambas PM e PS, os niveis de diversidade genética
também foram semelhantes nas sementes. O decréscimo desta diversidade nas sementes
ocorreu devido a deriva genética causada pela autofecundacdo, e cruzamentos

correlacionados, que ja foram mencionados anteriormente.

5.5.2 Endogamia

O conhecimento da genética da seringueira ainda é incipiente em funcdo das
dificuldades intrinsecas dessa espécie, tais como: a natureza heterozigética da cultura, o longo
periodo necessario para iniciar a extracdo de latex e a baixa produtividade de sementes por
polinizacdo. Assim, consequentemente a espécie apresenta depressdo por endogamia
(LESPINASSE et al., 2000). Como consequéncia, 0 melhoramento genético dessa espécie
tem sido lento em funcéo do tempo necessario para a completa avaliacdo de novos gendtipos
(JAYASHREE et al., 2003). Paiva (1992) sugere que a presenca na endogamia da espécie
podem ser estratégia bioldgica para manter o equilibrio no ecossistema tropical. Ou seja, 0
grau de endogamia estimado seja devido a autofecundagéo ao cruzamento entre parentes, deve
apresentar alguma vantagem adaptativa. Uma possibilidade seria a de provocar a homozigose
dos genes deletérios e devido a selecdo natural eliminar as plantas ndo adaptadas ao ambiente
natural. Portanto, o cruzamento entre clones primarios de origens diferentes, que sdo plantas
que ja passaram pela selecdo natural e artificial, antes da clonagem, podem expressar
diferentes graus de vigor heterotico.

Outra possibilidade seria a presencga de alelos nulos, neste estudo, que resultam em
gendtipos homozigotos quando na realidade sdo geno6tipos heterozigotos, devido a auséncia de
amplificagdo de alguns alelos, resultando no “viés” das estimativas do indice de fixacdo. Le
guen et al. (2009), estudando populagdes naturais de H. brasiliensis, constataram a presenca
de alelos nulos. Por quase todos os locos e populagdes, as diferengas entre heterozigosidade
observada e heterozigosidade esperada é provavelmente o resultado de alelos nulos néo

detectados, 0 que leva a concluséo erronea de que os individuos heterozigotos com um nulo e
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um alelo visiveis sdo homozigotos (DAKIN; AVISE, 2004). O mesmo autor, justifica também
o0 indice de fixagdo significativo para dez das 14 populacGes de estudo, fato semelhante

corrido no presente estudo, com indice de fixacdo significativo para todas as populagoes.

5.5.3 Sistema de reproduc¢do em relacdo ao melhoramento versus conservacao

Hevea brasiliensis é uma espécie monoica apresentando fecundacdo cruzada, mas ndo
deixa de existir autofecundacdo em uma mesma arvore ou entre 0s mesmo individuos de um
mesmo clone. Apesar de incomum, a auséncia de estrita autoincompatibilidade em
seringueiras (CLEMENT-DEMANGE et al., 2001) permite a autopolinizagio, que poderia
contribuir para a maior propor¢do de genétipos homozigotos nas populacdes naturais. Para 0s
clones, é verificado também, uma falta sincronia no florescimento, o que poderia proporcionar
a ocorréncia de autopolinizacdo, ou polinizacdo de clones de origem comum, gerando certo
grau de parentesco.

A polinizacéo é feita por pequenos insetos da familia Ceratopogonidae (Heleidae) e
tripes que operam em curtas distancias para polinizacdo cruzada (GONCALVES et al., 2001)
e a dispersdo das sementes é feita pela hidrocoria e autocoria. Yeang e Chevallier (1999)
estimaram que a proporcdo de cruzamento e autofecundacdo com mudanga de distancia, o
polen pode ser transportado a distancias muito consideraveis por agentes polinizadores. O
modelo de regressdo neste estudo sugeriu um alcance teérico de 0 = 3 a 1 + 1 km, embora
muito poucos graos de pélen seria esperado atingir este limite. Estes mecanismos podem
explicar a existéncia de estrutura genética espacial, onde os individuos préximos possuem
algum grau de parentesco, e consequentemente, os altos valores de cruzamentos entre
parentes e a presenca de endogamia na geracdo descendente. Segundo Laurance et al. (2004) a
longevidade de H. brasiliensis em populacdes naturais pode permitir a sobreposi¢do de
geracOes contribuindo para cruzamentos entre parentes. A baixa densidade de ocorréncia
dentro do ambiente natural pode facilitar que haja mutuamente polinizagdo entre as mesmas
arvores vizinhas. Outro fato interessante é que a espécie possui uma proporcao de flores
femininas para masculinas de 1:60, podendo este ser variavel (GONCALVES; FONTES,
2009). Isto sugere que o polinizador tem maior probabilidade de polinizar flores femininas da
mesma planta e contribui para um baixo nimero efetivo de doadores de polen. Assim, pelas
caracteristicas da espécie e de seus agentes polinizadores serem tdo marcantes, ndo houve
diferengas contrastantes entre uma populacéo natural (PS) com um teste de progénies clonais

via sementes (PM). Em coeréncia, o valor do coeficiente de coancestria foi proximo ao
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esperado para irmédos-completos, contribuindo para maior presenca de proporcdo de irmaos de
autofecundacéo e cruzamento e proporcao de pares de irmdos completos.

Qualquer programa de melhoramento se resume em selecionar individuos com
caracteristicas desejaveis, realizar cruzamentos, avaliar seus descendentes e iniciar o ciclo
novamente. Isto, com o passar dos anos vai estreitar a base genética, podendo deixar 0s
individuos melhorados suscetiveis a alguma diversidade incomum nos plantios comerciais.
Com as mudancas climaticas e suas adversidades, hoje ndo se pode apenas visar um individuo
com alta produtividade ou resisténcia a alguma praga, por exemplo, e sim genotipos capazes
de ter boa adaptacdo em diferentes ambiente. Em outras palavras, é preciso obter individuos
que tenham bom desempenho em longo prazo. Este é o ponto e a preocupacdo no presente
trabalho. Com a presenca da depressdo por endogamia, os descendentes de uma populacéo
base ja terdo uma presenca maior de alelos recessivos, iniciando um programa de
melhoramento comprometido. Outro ponto é o baixo valor do tamanho efetivo de variancia.

Em uma populagdo panmitica, espera-se um N, igual a 4, no presente estudo o valor néo

chegou a 2, representando que os individuos desta populagdo base submetidos a um programa
de melhoramento, em um futuro préximo ja ter4 problemas. Assim, o uso de métodos
classicos de melhoramento, como a aplicacdo da genética quantitativa, ja ndo sera o
suficiente. Para se ter uma ideia, a H. brasiliensis tem um longo ciclo reprodutivo e de
selecdo, sendo necessarios pelo menos cinco anos de avaliagfes para uma selecdo efetiva de
progénies promissoras e pais desejaveis que serdo incluidos no proximo ciclo de selecdo ou
para a formacdo de jardins clonais (GONCALVES et al., 2004). O uso de sele¢do precoce ja é
uma realidade para os programas de melhoramento da cultura, porém o uso de ferramentas
moleculares proporcionaria ganhos mais precisos em menor tempo, diminuindo o ciclo de
melhoramento.

Todavia, para maximizar os programas de melhoramento, deve-se preocupar com 0
N, . Para aumentar este parametro deve-se realizar uma nova amostragem destas populagdes,
formando novas populagdes bases. Para isso, primeiramente é importante fazer um estudo da
extensdo da estrutura genética espacial existente nas popula¢Ges naturais de ambas estudadas,
para adquirir informacGes adequadas das distancias de uma arvore para outra a ser coletada,
evitando amostragem de individuos aparentados. O presente estudo sugeriu coletar sementes

de pelo menos de 89 arvores na PS e 94 na PM, assim haverando assim um incremento no N,

e diminuicdo nos cruzamentos correlacionados, geracdo descendente, além de realizar uma
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conservacao ex situ da espécie, com uma representividade mais proxima da realidade, em

forma de teste de progénies ou populagéo base.

5.6 CONCLUSOES

1. As progénies das duas populacBes obtiveram mais diversidade alélica do que as arvores
adultas, devido a ocorréncia de fluxo génico. Contudo, houve uma diminui¢édo na diversidade

genética na geracao de progénies, devido a endogamia encontrada.

2. O nivel de melhoramento nédo influenciou o sistema de reproducdo das populagdes, ja que
os resultados foram semelhantes. Entretanto a endogamia apresentada foi gerada por

cruzamentos correlacionados e nao por autofecundacéo.

3. Devido ao tamanho efetivo (Ne) menor que 4, h& necessidade de coletar-se sementes para
fins de conservacdo genética, recuperacdo ambiental e melhoramento florestal de pelo menos

94 e 89 arvores, para PM e PS respectivamente.

4. Para entender melhor a endogamia, ha necessidade de se conhecer a estrutura genética

espacial em seringueiras nativas e comerciais.
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APENDICES

Tabela Al - Populacdo selvagem (PS) constituida por 37 progénies de polinizacdo aberta

localizadas em Selviria, MS

Progénies Tamanho da Progénies Tamanho da
progénie progénie
1 12 20 3
2 13 21 10
3 19 22 9
4 19 23 3
5 16 24 6
6 25 25 12
7 19 26 9
8 13 27 9
9 7 28 12
10 11 29 7
11 17 30 10
12 14 31 6
13 13 32 8
14 12 33 5
15 11 34 3
16 21 35 7
17 19 36 6
18 14 37 5
19 14 - -

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Tabela A2 - Populagdo melhorada (PM) constituida por 31 progénies de polinizacdo aberta

localizadas em Selviria, MS

Ordem Clone Genealogia

1 RRIM 600 ill. RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86) ill.

2 IAC 40 ill. IAC 40 [RRIM 608 (AVROS 33 x Tjir 1) x AVROS 1279 (AVROS 156 x AVROS
374)1 ill.

3 IAC 41 ill. IAC 41 [RRIM 608 (AVROS 33 x Tjir 1) x AVROS 1279 (AVROS 256 x AVROS
374)]ll.

4 PB 235 ill. PB 235 [PB 5/51 (PB 56 x PB24) x PB S/78 (PB 49 x PB 25)] ill.

5 IAC 35iill. IAC 35 [(F 351 x AVROS 49) x RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86)] ill.

6 64B 850 ill. 64B 850 [RRIM 623 (PB 49 x Pil B 84) x Fx 25 (F351 x AVROS 49)] ill.

7 PB 260 ill. PB 260 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB49] ill.

8 PB 252 ill. PB 252 [PB 86 x PB 32/36 (PB 49 x PB 186)] ill.

9 IRCA 111ill. IRCA 111 [PB 5/51(PB 56 x PB 24) x RRIM 600 (Tjirl x PB 86)] ill.

10 RRIM 606 ill. RRIM 606 [Tjir 1 x PB 497 ill.

11 RRIM 701 ill. RRIM 701 [44/553 x RRIM 501 (Pil A 44 x Lun N)] ill.

12 IAC 15iill. IAC 15 [RRIM 504 (Pil A 44 x Lun N) x RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86)] ill.

13 PB 28/59 ill. PB 28/59 (PBIG seedlingill.) ill.

14 IAC 311 ill. IAC 311 [AVROS 509 (Pil A 44 x Lun N) x Fx 25 ( F 351 x AVROS 49)] ill.

15 IAC 301ill. IAC 301 [RRIM 501 (Pil 49 X Lun N) x AVROS 1518 (AVROS 214 x AVROS 256)]
ill.

16 RO 1 110iill. RO/ 1/120% ill.

17 IAC 307 ill. IAC 307 [AVROS 1328 (AVROS 214 x AVROS 374) x PR 1077 ill.

18 PR 255 ill. PR 255 (Tjir 1 x PR 107) ill.

19 RO 135ill. RO/ 1/ 35 ill.

20 IAN 873 ill. IAN 873 (PB 85 x FA 1717) ill.

21 IAC 44 ill. IAC 44 [IAN 2325 [PB 86 x Fx 3933 (F 4542 x AVROS 363)] x AVROS 1328 (AVROS
214 x AVROS 374)]ill.

22 PR 261 ill. PR 261 (Tjir 1 x PR 107) ill.

23 PB 217 ill. PB 217 [PB 5/51 (PB 56 x PB 24) x PB 6/9] ill.

24 GT1ill. GT1W il

25 PB 330ill. PB 330 [PB 5/51 (PB56 x PB 24) x PB 32/36 (PB 49 x PB 186)] ill.

26 Fx 3864 ill. Fx 3864 (PB 86 x FB 38) ill.

27 MT/I/ 45 ill. MT/I/ 459 ll.

28 Fx 2261 ill. Fx 2261 (F1619 x AVROS 183) ill.

29 1-12-56-77 ill. 1-12-56-77Will.

30 Pind 595/89ill.  Pind 595/89 [RRIM 600 (Tjir 1 x PB 86)] ill.

31 RRIM 725 ill. Fx 25 ill.

ill., illegitimate = ilegitimo (clone obtido de uma planta matriz de polinizagdo aberta); Clone africano (IRCA=
Institute de Rescherches sur le Caoutchouc); clones brasileiros (Fx= Ford cruzamento; IAN = Instituto
Agronémico do Norte; IAC=Instituto Agrondmico de Campinas, MT=Mato Grosso, Pind=Pindorama;
RO=Rondonia); clones indénesios (AVROS= Algemene Verening Rubber Planters Oostkust Sumatra; GT =
Godang Tapen, Pr= Proefstation voor rubber,Tjir= Tjirandji); clones malaios (Lun=Lunderston, PB= Prang
Besar, Pil= Pilmoor, RRIM=Rubber Research Institute of Malaysia ); 1-12-56-77 (clone Malaio). * Clone
primario oriundo de parentais desconhecidos obtidos a partir da multiplicacdo vegetativa de arvore matriz com
caracteres desejaveis.

Fonte: Elaborado pela propria autora
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Tabela A3 - Estimativas do Indice Multiefeitos (IME) com base no carater producio de

borracha seca (PBS), para os 233 individuos, evidenciando os dez primeiros e os dez Ultimos

selecionados, com k, variavel, na PM de H. brasiliensis aos oito anos apds instalacdo, em

Selviria, MS
Ordem Bloco Familia ~ Arvore f a G+4a Ganho h’)‘g&'; N, d g
1 1 GT1 1 1725 898,1301 1144,8603 898,1301 1144,8603 1,0000 515.4676 1413,5977
2 1 IAC 301 7 1650 898,1301 1110,6162 881,0081 1127,7382 2,0000 489.6007 1353,4867
3 2 IAC 301 7 1410 736,1010 982,8311 832,7057 1079,4359 2,4828 404.4107 1140,5117
4 1 PB 217 6 1350 696,2574 942,9875 798,5936 1045,3238 3,4909 364.2594 1060,5168
5 1 PR 261 3 1350 628,8903 875,6204 764,6530 1011,3831 14,4944 410.9525 1039,8428
6 1 RRIM 600 8 1235 585,2452 831,9754  734,7517 981,4818 5,4962 344.0803 929,3255
7 2 IAC 35 10 1060 546,8564 793,5865 707,9095 954,6396 6,4972 265.618  812,4744
8 1 PB 235 4 1150 537,9885 784,7186  686,6694 933,3995 7,4979 280.9685 818,9570
9 1 PB 28/59 3 1110 531,2471 777,9772  669,4002 916,1304  8,4984 252.1743 783,4214
10 3 IAC 307 3 1115 516,6492 763,3794 654,1251 900,8553  9,4987  362.983 879,6323
224 2 ROI 110 4 225 -38,1980 208,5321 132,9783 379,7084 68,2536 17.7046 -20,4935
225 1 IRCA 111 5 185 -39,1316 207,5986  132,2133 378,9435 68,3023 -70.046  -109,1780
226 1 IRCA 111 10 185 -39,1316 207,5986  131,4552 378,1853 68,3056 -70.046  -109,1780
227 2 IAN 873 3 150 -39,7016 207,0285 130,7012 377,4313 68,2648 -72.5043 -112,2060
228 1 IAC 41 5 255 41,2542 205,4759 < 129,9470 376,6771 68,5067 -30.2151  -71,4693
229 3 PB 252 1 170 -42,2679 204,4622  129,1950 375,9251 68,6555 -17.9416  -60,2095
230 1 IAC 40 2 220 -43,5392 203,1909  128,4439 375,1741 68,8051 -29.1805  -72,7198
231 3 IAC 15 6 175 -43,6036 203,1265 127,6992 374,4293 69,1405 -15.7945  -59,3981
232 2 PB 260 10 150 -44,1470 202,5831 126,9584 373,6886 69,3369 -45.2528  -89,3998
233 2 IAC 41 2 175 -44,2674 202,4627 126,2236 372,9537 69,5337 -32.2239  -76,4913

kf : ntimero de individuos selecionados por matriz; f : valor fenotipico individual; & : efeito genético aditivo

predito; U+a: valor genético aditivo predito; N,: tamanho efetivo populacional; d :

dominancia predito; g =a+ d : efeito genotipico predito. Fonte: Dados da prépria autora

efeito genético de
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Tabela A4 - Estimativas do Indice Multiefeitos (IME) com base no carater perimetro a 1,30 m

dos solo (PAP), para os 408 individuos, evidenciando os dez primeiros e os dez Ultimos

selecionados, com Kk, variavel, na PS de H. brasiliensis aos 23 anos apds instalagdo, em

Selviria, MS
Ordem Bloco Familia Arvore f a (+4 Ganho NovaMédia N, d g
1 2 24 1 169,7 62,5662 139,2940 62,5662 139,2940 1,0000 25,7006 88,2668
2 1 24 5 156,7 57,1034 133,8312 59,8348 136,5626 1,6000 22,0588 79,1621
3 3 13 2 168,6 51,3302 128,0580 56,9999 133,7277 2,4828 25,8203 77,1505
4 2 15 10 153,5 48,1855 124,9133 54,7963 131,5241 34909 24,0170 72,2025
5 3 24 5 142,0 42,8402 119,5680 52,4051 129,1329 3,6585 12,5500 55,3902
6 3 15 6 142,3 39,4583 116,1861 50,2473 126,9751 43636 18,1989 57,6572
7 3 7 4 147,0 37,3333 114,0611 48,4025 125,1302 53093 20,6213 57,9546
8 1 25 5 129,0 35,3365 112,0643 46,7692 123,4970 6,2745 16,8820 52,2185
9 2 7 3 127,0 33,8995 110,6272 45,3392 122,0670 6,9379 18,3321 52,2315
10 2 13 10 120,0 33,1728 109,9005 44,1226 120,8504 7,6190 13,7153 46,8880
399 1 17 4 29,2 -24,8287 51,8991  0,9577 77,6855 98,3894 -8,7883  -33,6170
400 1 3 7 30,0 -24,9024 51,8254 0,8931 77,6209 98,2693 -12,6198 -37,5222
401 2 19 2 36,2 -25,0807 51,6471 0,8283 77,5561 98,3371 -9,2475  -34,3282
402 2 17 8 40,0 -251122 51,6155 0,7638 77,4916 98,3133 -8,9773  -34,0895
403 2 4 7 38,7 -259767 50,7510 0,6974 77,4252 98,2298 -11,6816 -37,6583
404 2 35 2 28,2 -26,8222 49,9056  0,6293 77,3571 98,4833 -17,9320 -44,7541
405 1 18 7 36,5 -27,0562 49,6716 0,5609 77,2887 98,5538 -11,1439 -38,2001
406 1 1 2 253 -27,4908 49,2370  0,4919 77,2196 98,6554 -15,2125 -42,7032
407 2 18 8 29,7 -27,5840 49,1438  0,4229 77,1506 98,6969 -11,4958 -39,0798
408 3 4 4 38,9 -27,7269 49,0009 0,3539 77,0817 98,5889 -12,8484 -40,5753

kf : nimero de individuos selecionados por matriz; f : valor fenotipico individual; @ : efeito genético aditivo

predito; U+a: valor genético aditivo predito; N,: tamanho efetivo populacional; d :
dominancia predito; g =a+ d : efeito genotipico predito. Fonte: Dados da prépria autora

efeito genético de



Figura Al - Quantificacdo do DNA em Gel de agarose (0,8%), para a PM
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Fonte: Dados da prépria autora
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Figura A2 - Padrdo geral do eletroferograma gerado pelo Fragment Analyzer™ Automated
CE System. Nesse esquema vemos o gel virtual (quadro negro da figura) e o eletroferograma
propriamente dito com os picos mostrando um individuo heterozigoto (190/206), além do low

marker (LM) de 35pb e o upper marker (500pb), para o loco IAC-Hv 76
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Figura A3 - Padrdo geral do eletroferograma gerado pelo Fragment Analyzer™ Automated
CE System. Nesse esquema vemos o0 gel virtual (quadro negro da figura) e o eletroferograma
propriamente dito com os picos mostrando um individuo homozigoto (250/250), além do low
marker (LM) de 35pb e o upper marker (500pb), para o loco IAC-Hv 07
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