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ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE MELHORAMENTO
DE PINUS CARIBAEA VAR. HONDURENSIS POR MEIO
DE MARCADORES MICROSSATELITES (%)

RODRIGO DE ANDRADE FURLAN(?); EDSON SEIZO MORI(); EVANDRO VAGNER TAMBARUSSI(%);
CRISTIANO BUENO DE MORAES(*); FREDERICO ALMEIDA DE JESUS(®); LEO ZIMBACK (®)

RESUMO

O Pinus caribaea var. hondurensis Barret & Golfari tem elevada importancia como espécie comercialmente
plantada; aproximadamente 1,8 milhdes de hectares estdo ocupados por plantios desta espécie no Brasil. O
trabalho teve como objetivo verificar por meio de marcadores microssatélites a variabilidade genética em
Pinus caribaea var. hondurensis, bem como sua manutencdo durante o processo de melhoramento genético,
dentro de uma populagdo- base de melhoramento, uma populacdo de matrizes selecionadas e uma populagdo
melhorada F;. Para a realizagdo das analises foi necessaria a transferéncia de primers desenvolvidos para locos
microssatélites de outras espécies do género. Dos 20 pares de primers testados, 8 foram transferidos para a
espécie (RPS 25b, RPS 150, PSM 2, PR 4.6, PtTX 2037, PtTX 3029, RPTest 01 e RPTest 09). Verificou-se a existéncia
de endogamia entre e dentro das populacdes estudadas, e o maior valor observado entre as populagdes foi
Fsr = 0,0213 (populagdo base e F;). A heterozigosidade média observada e a heterozigosidade esperada na
populacdo-base foram, respectivamente, Hy = 0,2469 e H, = 0,2489. A maior distancia genética (D = 0,0119) foi
observada entre as populacoes-base e a populacdao melhorada F;. Através da distancia genética entre as matrizes,
foram indicados 10 cruzamentos potenciais entre as matrizes mais contrastantes, almejando a obtengao de
vigor de hibrido nas progénies obtidas a partir destes cruzamentos.

Palavras-chave: Parametros genéticos, marcadores genéticos, DNA e poliniza¢do controlada.

ABSTRACT

GENETIC STRUCTURE IN BREEDING POPULATIONS OF PINUS CARIBEAE
VAR. HONDURENSIS BY SSR MARKERS.

The Pinus caribaea var. hondurensis Barret & Golfari is highly important as a cultivated species for wooden
production and approximately 1.8 million hectare are planted with the species, in Brazil. This research has
aimed to verify through SSR markers the genetic variability in Pinus caribaea var. hondurensis, as well as its
maintenance during genetic improvement, into the base population for breeding, a population of elite trees
and an F; hybrid population. For this study we have transferred primers of SSR loci developed for other
Pinus species. Eight out of 20 tested primers have been successfully transferred to the P. caribaea (RPS 25b,
RPS 150, PSM 2, PR 4.6, PtTX 2037, PtTX 3029, RPTest 01, and RPTest 09). Inbreeding was verified within and
between populations, and the highest observed value between populations was Fgy = 0.0213. The observed
heterozigosity (H,) and the expected heterozigosity (H,) means were, respectively, 0.2469 and 0.2489. The
highest genetic distance (D = 0.0119) was observed between the base populations and the F; improved
population. Based on genetic distance values obtained for elite trees, 10 potential crossings between contrasting
elite trees have been indicated, aiming to reach the hybrid vigor between progenies from those crossings.

Key words: Genetic markers, DNA, controlled pollinations, and genetic parameters.
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1. INTRODUCAO

As espécies do género Pinus foram
introduzidas no Brasil na década de 1950, ocupando
atualmente uma area que supera 1,8 milhdes de
hectares (Estartisticas, 2004). A introducado dessas
espécies florestais no Brasil trouxe grandes beneficios
para o desenvolvimento social e econémico do pais,
principalmente nas 4reas em que as caracteristicas
edafoclimaticas eram desfavoraveis a agricultura. No
Sudeste, as variedades da espécie Pinus caribaea tém
destacada importancia, predominando a 4rea
plantada com P. caribaea var. hondurensis Barret &
Golfari, nativo de paises da América Central e México
(GoLrari, 1991).

Grande parte das areas atualmente plantadas
com Pinus caribaea var. hondurensis no Brasil tem
origem, direta ou indireta, de uma tdnica fonte de
germoplasma de Agudos-SP. Neste local foram
instalados pomares de sementes a partir de matrizes
selecionadas em Poptun, localidade da Guatemala
onde a variedade é nativa (BErRTOLANI et al., 1984;
Moura e Dvorak, 2001). Como o material genético
inicialmente introduzido no Brasil foi submetido a
sucessivas etapas de selegdo por programas de
melhoramento, sua variabilidade inicial pode ter sido
bastante reduzida.

Os principais objetivos do melhoramento de
espécies florestais sdo: o aumento da produtividade,
a obtencdo de matéria-prima de maior qualidade, a
melhoria nas condigdes adaptativas das espécies, a
tolerancia a pragas e doengas e ainda a manutencao
da variabilidade genética, requisito fundamental para
a obtencdo de ganhos genéticos em longo prazo (Mori,
1993).

O uso da estaquia em Pinus vem se tornando
comum em escala mundial. Varias espécies e hibridos
estdo sendo propagadas pela estaquia em niveis
operacionais, em diversas partes do mundo: Nova
Zelandia (Pinus radiata), Austrédlia (P. radiata e P.
caribaea x Pinus elliottii), Chile (P. radiata e P. taeda),
Venezuela (P. caribaea), Africa do Sul (Pinis patula e
P. caribaea x P. elliottii) e Brasil (P. taeda e P. caribaea x
P. taeda) (WEBERe STELZER, 2000). Ainda segundo
WEBER e STELZER (2000), a propagacao vegetativa pode
gerar aumento de produtividade, maior uniformidade
do produto final e rotagdes mais curtas, e grandes
empresas do sudeste dos Estados Unidos estdo no
estdgio inicial de desenvolvimento operacional de
programas de enraizamento de estacas de Pinus.

A utilizacdo de material juvenil é de
fundamental importadncia para o sucesso do
enraizamento (WENDLING e XAVIER, 2001). Quando se
conhece o desempenho genético dos progenitores é

possivel multiplicar familias inteiras, com a vantagem
de dispensar testes de campo iniciais. A utilizacdo de
familias, porém, resulta em uma maior
desuniformidade do material, fato aceito pela
dificuldade de obtencdo de rejuvenescimento de
material adulto em Pinus (WEBER e STELZER, 2000).

Atualmente, os marcadores moleculares sao
ferramentas importantes dentro de programas de
melhoramento. Dentre eles, os microssatélites tém sido
indicados para estudos de variabilidade genética,
calculos de freqiiéncia alélica, desvio em relagdo ao
equilibrio de Hardy-Weinberg, mapeamento genético
e fisico de genomas, identificacdo e discriminagdo de
genotipos, testes de paternidade e estudo de genética
de populagdes, pois sdo de natureza co-dominante e
constituem em uma das classes de marcadores
moleculares mais polimérficas atualmente disponivel
(FERREIRA @ GRATAPAGLIA, 1998).

Diante deste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo verificar, pela utilizagdo de marcadores
moleculares microssatélites (SSR “Simple Sequence
Repeats”), a variabilidade genética em uma
populagao-base de melhoramento de Pinus caribaea var.
hondurensis, assim como sua manuten¢do durante o
processo de melhoramento genético por selecdo de
matrizes e na primeira geragdo melhorada F;.

2. MATERIAL E METODOS

Foi utilizada uma populacdo geneticamente
varidvel de Pinus caribaea var. hondurensis, pertencente
aos plantios da A. W. Faber-Castell S.A., na regido
de Prata (MG), com localizagdo geografica nas
coordenadas 19°18°26"" S e 48°55’35"” N, a uma
altitude média de 630 m, onde predomina o clima
Tropical tmido (Classificacao de Koppen) com
estacdo seca durante o inverno. A média de
temperatura é 22 °C, com precipitagdo pluvial média
de 1.500 mm anuais.

A populacdo-base foi formada a partir de
sementes oriundas da Area de Producdo de Sementes
(APS) procedente de Agudos (SP). Nesta populagao,
foram selecionadas arvores matrizes que formam
Pomares de Sementes Clonais (PSC) e, dentre estas
matrizes, realizados cruzamentos controlados.

Para avaliar a variabilidade genética da
populagao-base, 80 arvores foram amostradas, ao
acaso, em 650 ha. Na mesma éarea foram
selecionadas 25 matrizes, obtidas por selecdo
massal, considerando as caracteristicas volume de
madeira e forma de fuste.

Para a populacdo melhorada F; dentre todos
os cruzamentos realizados, foram selecionadas as oito
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progénies F; superiores, de irmaos completos, obtidos
por polinizagdo controlada. Cada progénie foi
representada por 10 plantas, totalizando 80
individuos obtidos nesta geragdo de selecao.

Aciculas dessas plantas foram colhidas e seu
DNA genoémico foi extraido utilizando-se tampao de
brometo de hexadeciltrimetilamoénio (CTAB).
Aproximadamente 0,5 g de tecido fresco foi triturado
em moinho de maceracdo com 0,7 mL de tampado de
extracdo (2% CTAB;1,4 M NaCl; 20 mM EDTA pH 8,0;
100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 % PVP 40; 2 %
mercaptoetanol) e incubado a 65 °C por 40 minutos.
O extrato obtido foi submetido a uma extragdo com
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e centrifugado,
sendo o sobrenadante transferido para novos tubos.
O DNA presente na fase aquosa foi precipitado
adicionando-se ao sobrenadante 2/3 do seu volume
em isopropanol, incubando os tubos a -20 °C por 40
minutos. O material foi novamente centrifugado,
tornando os pellets de DNA visiveis, os quais foram
submetidos a duas lavagens com alcool etilico 70%,
devidamente secos e ressuspendidos em 0,1 mL de
tampao TE (10 mM Tris-Cl pH 8,0; 1 mM EDTA pH
8,0) contendo 10 mg/mL de RNAse.

O DNA extraido foi quantificado em
espectrofotémetro do tipo GeneQuantPro e sua
concentracgdo, ajustada para 4 ng/mL, para o uso na
reacdo de polimerizagao em cadeia (PCR).

Para as amplificacdes utilizou-se o total de 20
pares de primers conforme a tabela 1. As reagdes de
amplificagdo foram realizadas em termociclador PTC
- 100 (M] Research Inc.), utilizando o seguinte perfil
térmico: 5 minutos a 94 °C, seguidos de 32 ciclos de
30 segundos a 94 °C, 45 segundos de anelamento com
temperatura adequada aos primers utilizados e 1
minuto a 72 °C, seguidos de 10 minutos a 72 °C. O
volume total da mistura foi de 17 mL, contendo 1,7
mL de tampéao 10 X PCR Buffer, 31 de DNA (4 ng/
mL), 0,3 mL de cada primer (10 mM), 1,5 L de solugado
de dNTP (0,5 mM), 0,1 mL (1 U) de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen Life Technologies) e 0,85 pL
de MgCl, 50 mM.

Obteve-se sucesso na transferéncia de 8 pares
de primers, sendo 6 polimoérficos: PSM 2 (com
temperatura de anelamento a 56 °C e “touchdown” de
- 0,2 °C / ciclo x 32 ciclos), PR 4.6 (56 °C x 32 ciclos),
PtTX 2037 (50 °C x 32 ciclos), PtTX 3029 (60 °C - 0,4
°C / ciclo x 32 ciclos), RPTest 01 (60 °C - 0,2 °C / ciclo
x 32 ciclos), RPTest 09(58 °C x 15 ciclos iniciais + 53
°C x 20 ciclos finais), e 2 monomoérficos: RPS 25b (56
°C x 32 ciclos) e RPS 150 (52°C x 32 ciclos).

Os produtos de amplificagdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
Metaphor (FMC Bioproducts) a 3%; a coloracao feita

em banho de brometo de etideo a2% (2 mL em 1,5
L de 4agua por 1 hora). As bandas foram
visualizadas em luz ultravioleta e fotografadas. A
interpretacdo das bandas nos géis foi feita
visualmente e a definicdo da variag¢do do tamanho
dos fragmentos realizada com o programa
EagleSight versao 3.21 (Stratagene).

Procurou-se atribuir aos alelos, nameros
relativos a sua freqiiéncia. Desta forma, o alelo mais
freqiiente de cada loco foi denominado de alelo 1, o
segundo mais freqiiente foi chamado de alelo 2 e
assim sucessivamente. Os parametros genéticos foram
calculados pelo programa computacional Tools for
Population Genetic Analyses TFPGA versao 1.3
(MILLER, 1997), através dos procedimentos descritos
a seguir.

Freqiiéncias alélicas

As freqiiéncias dos alelos foram obtidas
contando-se diretamente o namero de alelos por loco
e dividindo-os pelo namero total de alelos no loco. As
frequiéncias alélicas esperadas foram estimadas a
partir das freqiiéncias observadas, obedecendo-se o
equilibrio de Hardy- Weinberg. O nimero médio de
alelos por loco foi estimado pela média aritmética dos
locos estudados.

Heterozigose

a. Heterozigosidade observada (H,)

A quantidade de heterozigose de um
determinado loco seguiu os procedimentos de
BROWN e WEIR (1983):

H,=1-Y Pii ;
Sendo: Pii - a freqiiéncia observada de

genoétipos homozigotos do alelo i.

A heterozigosidade média observada foi
obtida pela soma dos valores de cada loco dividindo-
se pelo nimero total de locos estudados.

b. Heterozigosidade estimada (I:Ig)

A quantidade de heterozigose estimada teve
como base NEI (1978):

T o 2

H,=1-) P ;

sendo P; - a freqiuiéncia estimada do iésimo
alelo.

A heterozigosidade média esperada foi
obtida pela média aritmética de todos os locos
estudados.

c. Percentagem de locos polimc’)rficos(ﬁ)
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Tabela 1. Nome dos locos microssatélites, espécie para a qual foram desenhados, seqiiéncia de nucleotideos dos primers

R.A. Furlan et al.

forward (F) e reverse (R) e referéncia bibliogréfica

Loco Espécie Motif Seqiiéncia Referéncia
RPS 12 P. strobus (AC) F: TCA ATG TGG AGATGG TGA TT EcHr et al. 1996
R: ACT TCT GAC CTA ACC AGA AACC
RPS 20 P. strobus (AC) (AT) F: ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA EcHT et al. 1996
R: AAC AAG ATA GGC GGG ATT CA
RPS25b  P. strobus (AC) (AT) F: CAC ATA TGG CAG AAC ACA CA EcHr et al. 1996
R: GAT CGT CGC ACT GAA C
RPS 84 P. strobus (AG) (AQ) F: CCTTTG GTC ATT GTA TTT TTG GAC EcHT et al. 1996
R: CTT CCT TTT CCT TCT TGC TCC AC
PMS 2 P. sylvestris ~ (AC)g F: GGG TGA ATG GCC CAATAGTA KosTia et al. 1995
R: GTA GTG TCC CCT CAC ATG CA
PMS 4 P. sylvestris ~ (GT)g (N)y (AT)ps F: TTC ACT AGG CCA AAT GCACT KosTia et al. 1995
R: TGC CTA TGC AAA GAG ACT CA
PR 4.6 P. radiata (AC) F: GAA AAA AAG GCA AAA AAA AGGAG  SwmitH e Devey 1994
R: ACC CAA GGC TAC ATA ACT CG
PR9.3 P. radiata (AC) F: GAA ATT TAA CACCACACCGTITG SmITH e DEVEY 1994
R: TGG GGC TTA AAG TGA AAT GG
APC3 P. contorta (GA)33 F: AGT GCT TCA AGA AAATCT AAGT Hicks et al. 1998
var. latifolia R: TTGTAA CCTTTT ATGAGTTCAG
APC9 P. contorta (TA)16 (GA)x F: TGA ATG AGA AGT CGT GTA AG Hicks et al. 1998
var. latifolia R: GGA ATA AGA CAG GTT CAG AT
APC11 P. contorta (AT)10 (AG)2 F: TCC CTT TAG ATA GTT CAT GG Hicks et al. 1998
var. latifolia R: GAT ATT GTC TTC GCT GAT AG
APC 13 P. contorta (AG)y F: TCA AGC CTA GTC AGT GTT AAG Hicks et al. 1998
var. latifolia R: CCA AGA AAA CTCTAA GTG AGC
RPS150  P. strobus (GAG) F: TCC ATC AGT GAG CAG TGG EcHr et al. 1996
R: CAC TTG GGC TTC CTC TTC
RPS160  P. strobus (ACAG) F: ACT AAG AACTCT CCCTCT CACC EcHr et al. 1996
R: TCATTG TTC CCC AAATCAT
PtTX 2037 P. taeda (GTGA)g (GT)14 F: GCCTTT AGA TGA ATG AAC CAA ELsik et al. 2000
R: TAAGCG GGATATTAT AGAGTITT
PtTX 2034 P. taeda (TTTG)q F: TCT GAG GAG GAA CATGTC ATTTACT  Eisik et al. 2000
R: GCA TGT CTG AAT TATTGT GTTCTA T
PtTX 3011 P. taeda (GAA)s (GAT);s  F: AAT TTG GGT GTA TTT TTC TTA GA ELsIK et al. 2000
R: AAA AGT TGA AGG AGT TGGTGA TC
PtTX 3029 P. taeda (GCT)5...(GCT)s  F: CTT GTT GCT GCT TCT GC ELsik et al. 2000
...(GCT)s R: AAC AAA ATA ATA TAA ATG CTC TGC
RPTest 01 P. taeda (ATA); F: GAT CGT TAT TCC TCC TGC CA EcHr e BurNs 1999
R: TTC GAT ATC CTC CCT GCT TG
RPTest 09 P. taeda (A)5 (TG)4(GAG)s F: CCA GAC AAC CCA AAT GAA GG EcHT e BurNs 1999

(CAG)1; (GCA);
(GCA)s

R: GCC TGC TAT CGA ATC CAG AA
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Para se estimar o polimorfismo de um
determinado loco, considerou-se como tal, aquele cuja
freqtiéncia do alelo mais comum n&o ultrapassasse a
0,95 (95%) e 0,99 (99%).

d. Indice de fixagao de Wright (ﬁ)

O indice de fixacdo de WRriGHT (1965) ou o
coeficiente de endogamia foi estimado com base na
heterozigosidade observada (H,) e esperada (H,). A
férmula utilizada foi:

Fis = 1_$

He
Distancia e identidade genética

a. Distancia genética (D)

A distancia genética entre duas populagdes foi
estimada segundo NEI (1972):

Dzlnf;

sendo (I) - o indice de identidade genética.
b. Indice de identidade genética (1)

Indice de identidade genética (I), segundo
NEI (1972), baseia-se em freqiiéncias alélicas de locos
homélogos nas diferentes populagdes. A expressdo é
a seguinte:

[
J.—J,
sendo:
Jxy» Jx e Jy, respectivamente, as médias
aritméticas de j,y, jx € jy sobre todos os locos
polimérficos e monomérficos.

Para compreensdo da expressdo:

jxy = L x? € a probabilidade de 2 genes
escolhidos ao acaso na populagao x serem idénticos;

jx = L 2 é a probabilidade de 2 genes
escolhidos ao atdso na populagdo y serem idénticos;

jy = LXiy; € a probabilidade de identidade de
um gene da populagdo x e um gene da populagédo y
serem idénticos.

c. Estatistica F

A expressdo de WRIGHT (1965) para medir a
diversidade genética é a seguinte:

(I_FIT):(I_ Als)(l_ﬁsr) ou
FIT:FST+(1_FST' s
sendo:

ﬁ,T - indice de fixagdo para a populagdo, ou
seja, é a probabilidade total de identidade num
determinado individuo I;

F.. - indice de fixa¢do que ocorre dentro de
1S . a1
populacao, ou seja, é a probabilidade de que 2 genes
sejam homologos no individuo I derivado do mesmo
gene de um ancestral comum dentro da populagao;

A

F,,- indice de fixacdo para alelos por locos, ou
seja, é a probabilidade de que 2 genes sejam
homologos, combinados ao acaso na populacao,
ambos origindrios de um gene na populacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados 20 locos
utilizando primers desenvolvidos para outras espécies
de Pinus (Tabela 1). Desses foram amplificados oito
locos, com polimorfismo nos locos PSM 2, PR 4.6, PtTX
2037, PtTX 3029, RPTest 01 e RPTest 09, enquanto os
locos RPS 25b e RPS 150 foram monomérficos. 2002
SHEPHERD et al. (2002, 2003) também obtiveram
transferéncia de primers de outras espécies de Pinus
para o P. caribaea, onde PR 4.6, PtTX 2037, PtTX 3029,
RPTest 01 e RPTest 09 aqui estudados sdo os mesmos
amplificados nestes trabalhos. Entretanto PR 9.3,
PtTX2034 e PtTX3011 que também foram testados, ndao
amplificaram fragmentos nestas populagdes.

As frequiéncias alélicas foram determinadas
para cada loco polimérfico na populacdo-base, nas
matrizes selecionadas e na geracdo de selecdo F,
(Tabela 2). Na populacéo base a freqiiéncia dos alelos
mais comuns variou entre 0,5270 (alelo 1 do PtTX
3029) e 0,9508 (alelo 1 do PtTX 2037) e para os alelos
de menor freqiiéncia a variagdo ficou entre 0,0492 e
0,1554 (alelo 2 do PtTX 2037 e alelo 3 do PtTX 3029
respectivamente).

Entre as matrizes essa variagao foi de 0,5263
(alelo 1 do PtTX 3029) a 0,9762 (alelo 1 do RPTest 01)
para os alelos de maior freqiiéncia, e de 0,0238 (alelo
3 do RPTest 01) a 0,1892 (alelo 3 do RPTest 09) para
os alelos de menor freqiiéncia.

Finalmente, para a populagdo melhorada F; a
variacdo foi de 0,6083 (alelo 1 do PR 4.6) a 1 para o
alelo 1 do RPTest 01, para os alelos de maior
frequiéncia. Para os alelos de menor freqiiéncia a
variagdo foi de 0,3904 (alelo 2 do PtTX 3029) a 0,0278
(alelo 3 do RPTest 09).

A tabela 2 mostra também que ocorreu a perda
de alelos durante o processo de selecdo, o alelo 2 do
loco RPTest 01 nao foi identificado entre as matrizes
estudadas e na populagao F; houve a fixacdo do alelo
1 para este mesmo loco, como resultado da perda dos
alelos 2 e 3. Foram ainda perdidos na mesma
populacdo, o alelo 3 do loco PtTX 3029 e o alelo 4 do
loco PR 4.6.
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Tabela 2. Freqiiéncias alélicas de cada loco estudado, determinadas na populagao base, arvores matrizes selecionadas

e populacdo melhorada F;

Loco Alelo Populagao base Matrizes selecionadas Populagao Melhorada F;
PtTX 1 0,9508 0,8958 0,9177
2037 2 0,0492 0,1042 0,0823
PtTX 1 0,5270 0,5652 0,6096
3029 2 0,3176 0,3478 0,3904
3 0,1554 0,0870 0,0000*
RPTest 1 0,8974 0,9762 1,0000
01 2 0,0385 0,0000* 0,0000*
3 0,0641 0,0238 0,0000*
RPTest 1 0,6831 0,5263 0,6319
09 2 0,2254 0,2895 0,3403
3 0,0915 0,1892 0,0278
PR 4.6 1 0,7308 0,5909 0,6083
2 0,1000 0,2273 0,1167
3 0,0923 0,1364 0,2750
4 0,0769 0,0455 0,0000*
PSM 2 1 0,8987 0,9348 0,8176
2 0,1013 0,0652 0,1824

* Alelos perdidos durante processo de selegao.

Deve-se ressaltar que o ntimero de matrizes
estudadas é inferior ao existente no Pomar de Sementes
Clonal (PSC) implantado para o desenvolvimento do
programa de selegdo recorrente, e que a variabilidade
na geracao F; foi avaliada em progénies de irmaos
completos. Esses fatores contribuem para a reducao da
variabilidade verificada em F; e, possivelmente, a
tornam mais acentuada do que ela realmente seria em
um PSC de base genética ampla, cujos cruzamentos
ocorrem de forma aberta. Verifica-se claramente que a
pressdo de selecao em um numero pequeno de
individuos avaliados, provoca a perda de alelos.

A perda de alelos isoenzimaticos foi verificada
por MortI (1993) em estudo semelhante, realizado com
pomares de sementes de Eucalyptus grandis de bases
genéticas diferentes: grande, intermediaria e pequena.
Houve a perda de sete alelos isoenzimaticos, de um
total de 21, quando a base genética foi reduzida de
grande para intermediaria e 10 alelos quando esta
base se tornou pequena.

Hawmrick (1991), estudando a manutengédo da
diversidade genética em Pinus taeda, fez comparagdes
entre dois pomares de sementes com 16 populagdes
naturais da espécie. Dos 69 alelos isoenzimaticos
observados nas popula¢des naturais, somente 62,3 %
e 60,9% foram mantidos em cada um dos pomares;

dos alelos erodidos todos tinham freqiiéncias
génicas inferiores a 10% e a maioria dos alelos
ausentes nos pomares (cerca de 65%) tinham
freqtiéncias abaixo de 1%. O monitoramento do
processo de erosdo genética é uma ferramenta
imprescindivel para que o melhorista possa intervir
quando necessédrio (Mori, 1993; WiLLiaMs e HAMRICK,
1995).

A variabilidade genética também foi
demonstrada por estimativa de heterozigosidade,
locos polimérficos, tamanho da amostra e nimero de
alelos por loco, para ambas as etapas do programa
de melhoramento. Esses parametros foram calculados
para os seis locos polimérficos e para os dois locos
monomoérficos.

Os tamanhos da amostra média por loco foram
73,50; 22,75 e 74,75, para a populacdo base, matrizes
selecionadas e populagdo melhorada F,
respectivamente. Essa variacdo se deve a diferenga no
namero de individuos amostrados em cada etapa do
programa de melhoramento. O nimero médio de alelos
por loco decresceu no decorrer de cada etapa de
melhoramento, passando de 2,375 na populagdo-base,
para 2,250 nas matrizes selecionadas e 1,875 na
populacdo melhorada F;. Esses valores sao resultantes
da perda de alelos ocasionada pela selegao.
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As percentagens de locos polimérficos foram
calculadas a 95% e 99%, ou seja, quando o alelo mais
freqiiente nao atingir valores superiores a 0,95 e 0,99,
respectivamente. A 95%, a proporgao de locos
polimérficos foi de 62,5% para as trés populagdes.
Enquanto a 99% um total de 75% dos locos foram
polimoérficos para a populagdo-base e matrizes
selecionadas e 62,5% para a geracio melhorada F;. E
importante ressaltar mais uma vez, que para o calculo
das porcentagens dos locos polimérficos, foram
considerados os locos monomérficos RPS 25b e RPS 150.

As heterozigosidades médias observadas e
esperadas foram respectivamente 0,2469 e 0,2489 para
a populagdo-base, 0,3087 e 0,2676 para as matrizes
selecionadas e 0,2377 e 0,2455 na geragao F;. O maior
desvio entre valores de heterozigosidade observados
e esperados foi verificado para as matrizes
selecionadas, e aparentemente este desvio esta
relacionado ao nuimero pequeno de matrizes
amostradas, em relagdo as amostras da populacdo
base e F;. O nimero de amostras também é reduzido
em F;, o que pode estar acontecendo é que nas

progénies o efeito heterético selecionado nas matrizes
diminuiu com a segregacdo nas progénies. O indice
de endogamia f é maior na populacdo base (0,008) em
relacdo as matrizes (-0,154) e geracdo F,; (-0,032). A
selecdo pode ter influenciado a escolha de individuos
com mais quantidade de heterozigose.

Na tabela 3, esta apresentado o resultado do
teste qui-quadrado (+?) para o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Nela verificam-se os nameros de
genotipos observados e esperados, os valores de +° e
a probabilidade (p) dos locos polimérficos estarem em
EHW, para populagdo base, matrizes e populacado
melhorada F;. Observamos que ocorreu desequilibrio
no loco PtTX 2037 na populagdo base, no loco PtTX
3029 nas matrizes selecionadas e no loco PSM 2 da
geracdo F;. O desequilibrio ocorreu em apenas um
loco por populacdo e ndo no mesmo loco, menos do
que era esperado de acordo com os fatores evolutivos
descritos em GRIFFITHS et. al. (2002), onde a selegdo é
um dos fatores que afetam o equilibrio das freqtiéncias
alélicas como também os cruzamentos controlados que
alteraram o sistema reprodutivo.

Tabela 3. Teste qui-quadrado (x?) para o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) dos locos polimérficos, para populagéo-

base, matrizes e populagdo melhorada F;

Populagdo base

Matrizes selecionadas Populacdo melhorada

Loco Tipo (a) N.© e N.° a N° x
NP° obs. N.° obs. NP° obs.
esperado (p) esperado (p) sperado (p)
PtTX 2037 11 56 55,15 5,45 20 19,26 2,62 67 66,53 0,48
1* 4 5,7 -0,02 4,48 -0,106 11 11,93  -0,488
** 1 0,15 1 0,26 1 0,53
PtTX 3029 11 17 20,55 2,75 5 7,35 3,97 24 27,13 2,36
1* 44 36,89 -0,097 16 11,3 -0,046 41 34,75  -0,124
** 13 16,55 2 4,35 8 11,13
RPTest 01 11 62 62,82 1,02 20 20,01 0,91 80 80 (b)
1* 16 14,35 -0,313 0,98 -0,911 0 0
** 0 0,82 0,01 0 0
RPTest 09 11 34 33,13 0,23 4 5,26 1,35 28 28,75 0,15
1* 29 30,74 -0,634 12 9,47 -0,245 35 33,49  -0,703
** 8 7,13 3 4,26 9 9,75
PR 4.6 11 37 34,71 2,08 7 7,68 0,36 28 22,2 9,86
1* 21 25,58 -0,149 12 10,64 -0,548 17 28,59  -0,002
** 7 4,71 3 3,68 15 9,2
PSM 2 11 64 63,81 0,06 20 20,1 0,11 50 49,46 0,18
1* 14 14,38 -0,814 3 2,8 -0,738 21 22,07  -0,676
** 1 0,81 0 0,1 3 2,46

(a) 11 - namero de homozigotos para o alelo mais comum.

1* - naumero de heterozigotos compostos pelos alelos mais comuns e o raro;

** - nimero de homozigotos para o alelo raro e outros heterozigotos.
(b) Néo é possivel calcular o EHW, pois existe apenas um alelo.
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Desvios da estrutura genética das outras
populacdes em relacdo a populacdo base também
foram confirmados na tabela 4, os quais possivelmente
estdo ligados a endogamia gerada pela selecao, em que
sdao mostrados os indices de fixacdo da estatistica F
de Wright, para os alelos polimérficos de todos os
individuos amostrados. Pelos indices nota-se que
existe endogamia quando analisadas em conjunto com
a populacdo-base, as matrizes selecionadas e a
populagdo melhorada F;. Da endogamia total, o maior
valor encontrado foi entre populagdes Fgr = 0,0213.

Ha também uma heterozigosidade observada maior
que a esperada Fig = -0,0061, principalmente nas
matrizes selecionadas onde deve existir grande efeito
heterético da selecdo massal de 25 individuos em 650
ha, que é dissipado por segregacdo nos cruzamentos
da geragdo F;. Distancias genéticas de NI (1972)
entre populacao-base com matrizes (0,0084) e matrizes
com geracdo F; (0,0094) ndo foram elevadas. A maior
distancia foi observada entre populagdo-base e
geracgdo F; (0,0119), em funcdo do acimulo do efeito
de dois ciclos de selecéo.

Tabela 4. Indices de fixacido dentro (Fig), entre as populacdes (Fsy) e total (Fi7), para todos os alelos polimérficos e
individuos da populagdo-base, das matrizes selecionadas e da populacdo melhorada F,;

Alelo
Loco F Média
1 2 3 4
PtTX 2037 Fir 0,1930 0,1930 - - 0,1930
Fsr -0,0025 -0,0025 - - -0,0025
Fis 0,1949 0,1949 - - 0,1949
PtTX 3029 Fir -0,2065 -0,1048 0,1148 - -0,1198
Fsr 0,0022 -0,0004 0,1038 - 0,0152
Fig -0,2092 -0,1044 0,0123 - -0,1371
RPTest 01 Frr -0,0144 -0,0030 -0,0117 - -0,0115
Fsr 0,0780 0,0277 0,0419 - 0,0574
Fig -0,1002 -0,0316 -0,0559 - -0,0730
RPTest 09 Fip -0,0146 -0,0534 -0,0549 - -0,0359
Fsr 0,0070 0,0144 0,0512 - 0,0161
Fig -0,0218 -0,0688 -0,1118 - -0,0529
PR 4.6 Fir 0,2499 -0,0716 0,1947 -0,0228 0,1457
Fsr 0,0153 0,0175 0,0688 0,0414 0,0328
Fig 0,2382 -0,0906 0,1351 -0,0670 0,1167
PSM 2 Frr 0,0601 0,0601 - - 0,0601
Fsr 0,0203 0,0203 - - 0,0203
Fig 0,0406 0,0406 - - 0,0406
MEDIA Fir - - - - 0,0153
Fsr - - - - 0,0213
Fis - - - - -0,0061

Distincia Genética entre Matrizes

A partir dos dados obtidos para as arvores
matrizes analisadas é possivel sugerir a realizacdo de
cruzamentos ou acompanhar possiveis cruzamentos
potenciais, com base nas distdncias genéticas entre
matrizes, a fim de explorar o vigor hibrido das progénies.
Partindo do pressuposto que a unido de genétipos
contrastantes pode levar ao vigor hibrido, foram
calculadas as distancias genéticas de NEI (1972) entre
as matrizes estudadas. A maior distancia ficou entre
as matrizes 13 e 16 (0,5825), seguido das distancias da

matriz 7 com 16 (0,4375), 15 com 16 (0,4167), 2 com 15
(0,4167), 13 com 19 (0,3750), 13 com 14 (0,3750), 2 com
13 (0,3750), 2 com 7 (0,3750), 9 com 13 (0,3500) e 6 com
13 (0,3500). Assim as matrizes 2 ,7 ,13 ,15 e 16 nao
possuem parentesco elevado com as outras matrizes do
ensaio (Figura 1), as matrizes 2 e 16 podem ter algum
parentesco (agrupamento A) enquanto 7,13 e 15 sdo
muito distantes destas, entre si e das outras matrizes,
portanto recomendadas para cruzamentos similares aos
realizados para aumentar a diversidade de cruzamentos
em soja (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998) e eucalipto
(RocHa etal., 2002).
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Figura 1. Dendrograma com base na distancia genética
de Nei (1972) entre matrizes (D), construido pelo
método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic averages) com consisténcia dos nés
em porcentagem de reamostragens semelhantes.

Ocorreram também outros agrupamentos
menos distantes entre si como B (1, 18, 25, 14e 12), C
(23 com 24), D (11e 17; 19), E (21 com 22), F (3, 8 e

20), G (4 com 6) e H (9 com 10) observados na figura
1, provavelmente matrizes com certo grau de
parentesco, devendo ser evitado o cruzamento entre
matrizes dentro dos grupos.

Diversidade Genética entre Progénies

Mudas das progénies de irmaos completos,
utilizadas no estudo da populacdo melhorada F,,
foram obtidas com objetivo de serem propagadas pelo
processo vegetativo de estaquia. Com o intuito de
verificar a variabilidade dessas progénies foram
calculados os parametros da estatistica F de Wright,
para todos os alelos polimérficos das progénies,
conforme mostra a tabela 5.

Os resultados mostraram que o maior valor de
diversidade genética foi observado entre as progénies
(Fst = 0,0901). Esse resultado é extremamente
interessante do ponto de vista produtivo, pois a partir
dele espera-se obter progénies homogéneas em relacdo
as caracteristicas de produtividade e qualidade. Ao
mesmo tempo, espera-se uma diversidade entre as
progénies, de forma que as melhores possam ser
selecionadas para produtividade e qualidade do
produto final e clonadas.

Tabela 5. Variabilidade genética dentro (Fis), entre as progénies (Fsr) e total (Fr), para todos os alelos polimérficos

da populagdao melhorada F;

Loco F Alelo Média
1 2 3
PtTX 2037 Fir 0,1175 0,1175 - 0,1175
For 0,3177 0,3177 - 0,3177
Fig -0,2935 -0,2935 - -0,2935
PtTX 3029 Fir -0,1698 -0,1698 - -0,1698
For 0,0260 0,0260 - 0,0260
Fig -0,2010 -0,2010 - -0,2010
RPTest 09 Fir -0,0365 -0,0074 0,0007 -0,0209
Fer 0,0126 0,0547 0,1881 0,0421
Fig -0,0498 -0,0657 -0,2308 -0,0658
PR 4.6 Fir 0,4261 -0,1139 0,2275 0,2513
For 0,2036 0,0775 0,1518 0,1608
Fis 0,2794 -0,2074 0,0892 0,1079
PSM 2 Fir 0,0576 0,0576 - 0,0576
Fqr 0,0205 0,0205 - 0,0205
Fis 0,0380 0,0380 - 0,0380
MEDIA Frr 0,0423
Fsy 0,0901
Fis -0,0525
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4. CONCLUSOES

1. Primers de locos microssatélites,
desenvolvidos para Pinus strobus, P. radiata, P. silvestris
e P. taeda foram transferidos para o P. caribaea var
hondurensis com sucesso.

2. No decorrer das etapas do programa de
melhoramento, houve perda dos alelos de baixa
freqiiéncia, tendo como conseqiiéncia o aumento da
freqiiéncia dos alelos mais comuns.

3. Analisando as populagdes-base,
selecionada e melhorada F;, observou-se maior fixagdo
entre (Fgr = 0,0213) e menor fixacdo dentro de
populacdes (Fg = -,0061).

4. A maior distancia genética (D = 0,0119)
entre as populagdes estudadas foi observada entre a
populagao-base e a melhorada F;, devido ao processo
de selecéo.

5. A anélise da distadncia genética entre
matrizes permitiu a indicacdo de 10 cruzamentos
potenciais, com o objetivo de obter maior amplitude
de variagao.
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