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RESUMO

A espécie Eucalyptus grandis Hill ex Maiden ¢ atualmente a mais comumente cultivada
em projetos comerciais no Brasil devido as excelentes caracteristicas de qualidade da
madeira e o alto incremento volumétrico de madeira, a espécie € plantada como cultivar
e também na forma de plantios clonais de seus hibridos interespecificos.

O presente trabalho ¢ um estudo da variabilidade genética de uma populacao
selecionada de Eucalyptus grandis que formam um pomar de sementes clonal originario
de Coff’s Harbour — Australia, Rio Claro e Zimbabwe. Este pomar, de propriedade da
empresa Suzano Papel e Celulose S.A., encontra-se estabelecido na Fazenda Santa
Eliza, no Municipio de Sao Miguel Arcanjo no Estado de Sao Paulo. Tem também
como objetivo analisar um teste de paternidade de uma progénie de polinizacdo aberta
de Eucalyptus grandis, cuja a mae ¢ um dos clones componentes do pomar de sementes
citado anteriormente.

Os objetivos principais do trabalho foram estudar (i) a variabilidade genética dentro de
uma populagao selecionada de Eucalyptus grandis, por meio de marcadores moleculares
microssatélites; (ii) o sistema reprodutivo de uma éarea de recombinag¢do de gendtipos
superiores (Pomar de Sementes Clonal) e de entrada de fluxo génico; (iii) a paternidade
de uma progénie superior de Eucalyptus grandis de programa de melhoramento.

Os resultados mostraram que a populagdo selecionada apresentou um grande
polimorfismo de alelos (n, = 12) e grandes distancias genéticas entre os individuos
selecionados mostrando alta variabilidade genética; que existe uma pequena taxa de
endogamia na populacdo selecionada (6,24%) devida a quantidade de heterozigose
observada (Ho = 0,7927) ter sido menor que a esperada (He = 0,8455), e que a
populagdo selecionada de Eucalyptus grandis apresentou um sistema reprodutivo

intermediario com forte tendéncia a alogamia (88,2%).

Palavras-chave: Eucalyptus grandis, variabilidade genética, fluxo génico, teste de

paternidade.
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SUMMARY

The species Eucalyptus grandis Hill ex Maiden is the most commonly cultivated in
commercial plantings in Brazil due to its excellent wood quality characteristics and the
high wood volume increment. The species is planted as a cultivar and also by clonal
plantings of its interspecific hybrids. The research is a study of the genetic diversity of a
Eucalyptus grandis selected population originated from Coff’s Harbour — Australia, Rio
Claro — Brazil, and Zimbabwe, set up as a clonal seed orchard. The orchard is of Suzano
Papel e Celulose private company, located on Santa Elisa Experimental Station, in Sao
Miguel Arcanjo County, S.P., Brazil. It has also as objective to analyze a paternity test
of an open pollinated progeny of Eucalyptus grandis, which mother clone is part of the
orchard. The objectives of this research were to study (i) the genetic variability within
the one selected population of Eucalyptus grandis, by microsatellite molecular markers;
(i1) the mating system of recombination area of superior genotypes (Clonal Seed
Orchard) and gene flow; and (iii) the paternity of a superior progeny of Eucalyptus
grandis breeding program. The results have shown that the selected population
presented a high polymorphism of alleles (n, = 12) and large genetic distances between
selected individuals showing high genetic variability. There is a small inbreeding rate
into the selected population (6.24%) because of the observed heterozigosity (Ho =
0.7927) to be lower than the expected (He = 0.8455). The selected Eucalyptus grandis
population presented to have an intermediate mating system with high tendency of

alogamy.

Key words: Eucalyptus grandis, genetic variability, gene flow, paternity test.



1. INTRODUCAO

O Brasil € reconhecido ndo somente como um dos principais paises em termos
de area de plantacdes florestais com espécies de eucalipto, ou como grande produtor e
exportado de papel e celulose, mas como grande detentor de elevado nivel cientifico-
tecnoldgico nas diversas areas da eucaliptocultura, isso gracas as pesquisas avangas
realizadas nas Empresas Florestais, Institutos de Pesquisas e sobretudo nas
Universidades.

As areas de conhecimento sdo inimeras, mas cabe aqui destacar as areas de
melhoramento genético, proporcionando o dominio das técnicas de propagacdo
vegetativa e da obtencdo de hibridos, fisiologia vegetal, solos e nutricdo florestal,
desenvolvimento silvicultural, planejamento silvicultural e da tecnologia da madeira
ampliando as possibilidades da utilizagdo da madeira das arvores de eucaliptos.

A cultura do eucalipto apresenta varias vantagens que a torna importante no
reflorestamento comercial, como o seu rapido crescimento, a diversidade inerente ao
género, adaptabilidade, alta produtividade e baixo custo. O melhoramento genético,
dessa cultura permitiu o aumento da produtividade num menor periodo de tempo,
levando a obtengdo de espécies ou linhagens geneticamente puras (INSTITUTO DE
PESQUISA E ESTUDOS FLORESTAIS — IPEF, 2005), exploragdo do vigor hibrido
como resultado de cruzamentos interespecificos e a selecao de arvores de caracteristicas

silviculturais superiores (BERTOLUCCI et al., 1995).
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Segundo Bueno (2001), a diversidade genética das espécies ¢ uma importante
forma de manter a capacidade natural de responder as mudangas climaticas e a todos os
tipos de estresses bidticos e abioticos. Na atualidade existe grande preocupacdo em
avaliar a biodiversidade em razao da perda acentuada da diversidade genética, sobretudo
devido a agdo do homem, substituindo variedades locais por variedades modernas,
hibridos e, mais recentemente clones, de forma que grandes extensdes de area sdo
ocupadas por uma ou poucas variedades ou material de base genéticas estreita.

De maneira geral, sdo definidas duas medidas da diversidade. Uma ¢ a
variabilidade genética, que expressa as diferengas entre individuos de uma mesma
espécie ou de espécie diferente que resulta na biodiversidade. A outra € inerente a uma
populagdo, geralmente em equilibrio de Hardy-Weinberg e tratada como variincia
genotipica. A variancia genotipica, alem de expressar a diversidade entre individuos de
uma populagdo, pode ser tratada com contexto biométrico e subdividida em causas de
variacdo (aditiva, dominante e epistatica) importantes para estabelecimento de estratégia
de selecao (CRUZ, 2005).

A estrutura genética de uma populagdo aléogama deve ser entendida
considerando-se que cada loco pode ter a alternativa de ser homozigoto ou heterozigoto,
combinando-se com os demais de todas as maneiras possiveis. Assim, a distribui¢do da
composi¢do genética numa populacdo, considerando a freqiiéncia dos individuos, ¢
binomial. Nesse tipo de distribuicdo, a freqiiéncia mais alta corresponde a freqiiéncia
dos individuos que tém a metade dos locos em homozigose e a outra metade em
heterozigose. O equilibrio de Hardy-Weinberg, referente a popula¢des panmiticas, nao ¢
alterado a ndo ser que ocorram fatores como mutagao, migracao ou redu¢do do tamanho
da popula¢do (BUENO, 2001).

O estudo aqui proposto pretende relatar a variabilidade genética de uma
populacdo selecionada, no caso um Pomar de sementes clonal e analisar testes de
paternidades de uma progénie de populagao aberta de Eucalyptus grandis.

Portanto o presente trabalho teve por objetivo estudar:

a. A variabilidade genética dentro de uma populagcdo selecionada de

Eucalyptus grandis, por meio de marcadores moleculares microssatélites;

b. O sistema reprodutivo de uma area de recombinagdo de gendtipos

superiores (Pomar de Sementes Clonal) e de entrada de fluxo génico;

C. A paternidade de uma progénie superior de Eucalyptus grandis de

programa de melhoramento.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Brasil Florestal

O Brasil possui area total absoluta de 851 milhdes de hectares. Desse total, 477,7
milhdes correspondem a florestas naturais e 6,6 milhdes a florestas plantadas. Estas
ocupam apenas 0,77% do territério nacional e 1% do solo agropecuario. O Pais conta,
ainda, com 61,8 milhdes de hectares de unidades de conservacao federais sob regime de
protecdo integral (45,5%) e de uso sustentavel (54,5%) (ABRAF, 2006 ¢ ABRAF,
2009).

A area de plantacdes existentes corresponde a aproximadamente 6,6 milhdes de
hectares, sendo 4,2 milhdes de hectares com eucalipto, 1,8 milhdo de hectares com
pinus e 456 mil hectares com outras espécies, como acicia-negra, gmelina, populus,
seringueira, teca e araucaria (ABRAF, 2009).

O valor total da produgdo do setor de base florestal em 2005 foi de US$27.8
bilhdes, ou seja, 3.5% do PIB nacional. Nesse valor estdo incluidos celulose, papel,
madeira industrializada sob todos os processos, méveis, siderurgia a carvao vegetal e
produtos florestais ndo madeireiros (ABRAF, 2006).

O segmento de celulose e papel é composto por 220 empresas localizadas em
450 municipios, em 16 estados e utiliza madeira exclusivamente de florestas plantadas.
A éarea plantada em 2008 era de 1,62 milhdao de hectares de eucalipto e pinus ¢ 18 mil

hectares de outras espécies, com uma area de preservacao permanente e de reserva legal
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de 2,6 milhdes ha. A producdo de celulose alcangou 12,8 milhdes de toneladas e a de
papel, 9,19 milhdes de toneladas (ABRAF, 2006 e ABRAF, 2009).

A crise mundial que assolou o mundo em 2008, expOs o setor a reducdes de
vendas internas e externas de celulose, aco e de consumo de painéis de madeira
reconstituida e de moveis, levando a adiamentos ¢ até mesmo a suspensdo de varios
investimentos, desde viveiros de mudas e grandes aquisi¢cdes de novas areas destinadas
a florestas, até grandes empreendimentos em novas plantas industriais em varios estados

do pais, com os naturais desdobramentos na readequacdo de quadros de pessoal proprio

e terceirizado das empresas. (ABRAF, 2009).
2.2 O Eucalyptus grandis

O género Eucalyptus ¢ originario da Australia, um pais de dimensdes
continentais ¢ uma enorme diversidade de clima e solo. Em fun¢do da variacdo
ambiental e do isolamento geografico, originou-se uma grande diversidade genética que
culminou com a separagdo de inimeras espécies de acordo com o conceito tipologico
(MAYR, 1977), uma vez que na maioria dos casos ndo ocorre isolamento reprodutivo
entre elas, o que facilita o trabalho de melhoramento. Além do mais, devido a
necessidade de adaptagdo aos diferentes nichos ecoldgicos existentes na Australia,
houve a formacdo de subpopulagcdes dentro de uma mesma espécie, também
denominadas procedéncias. Por esse motivo ¢ que, dentro de uma mesma espécie de
eucalipto, sdo encontradas procedéncias com diferencas em vérias caracteristicas de
importancia econdmica, como taxa de crescimento, formato do tronco, resisténcia a
geadas, a seca, aos insetos, aos fungos, tolerancia a salinidade, a alcalinidade, a acidez e
ao alagamento do solo (ELDRIDGE et al., 1993). Assim, na introdu¢ao do eucalipto em
uma regido nova, a avaliacdo de espécies e procedéncias ¢ fundamental para se iniciar
um programa de melhoramento.

O Eucalyptus grandis ocorre naturalmente na Australia, ao norte do Estado de
New South Wales, ao sul de Queensland (préximo a regido costeira e na parte central), e
ao norte de Queensland em 4rea de altitude (300 a 900 m). A precipitacdo pluviométrica
varia de 1.000 a 1.700 mm, predominantemente no verdo. Estacdo seca ndo
ultrapassando 3 meses. Geadas ocasionais nas regides mais interiores da area de
ocorréncia natural. Temperatura média das maximas do més mais quente compreendida
entre 29 a 32°C, e a média das minimas do més mais frio entre 5 a 6°C (FERREIRA,
1980).
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A madeira de Eucalyptus grandis ¢ leve e facil de ser trabalhada. Utilizada
intensivamente, na Australia e na Republica Sul Africana, com madeira de construgao,
quando oriunda de plantacdes de ciclo longo. A madeira produzida em ciclos curtos ¢
utilizada para caixotaria. Normalmente a madeira oriunda de arvores com rapido
crescimento, apresenta problemas de empenamento, contragdes e rachaduras quando do
desdobro. Plantagdes, convenientemente manejadas, podem produzir madeira excelente
para serraria e laminagao. E a principal fonte de matéria prima para celulose e papel do
Estado de Sao Paulo (FERREIRA, 1980).

Nos estudos efetuados pela Ex Cia. Paulista de Estradas de Ferro, a espécie no
horto de Guarani, aos 7 anos, espacamento 2 x 2 m, sementes colhidas em Rio Claro,
apresentou rendimento volumétrico em torno de 130,0 estéreos/hd, enquanto que, nas
mesmas condicdes, o E. saligna rendeu 161,7 estéreos/ha. Tanto o E. saligna como o E.
grandis apresentaram alta porcentagem de falhas (52,9% para o E. saligna e 72,4% para
o E. grandis). No Horto de Aimorés (Bauru), aos 6 anos, espacamento 2,0 x 2,0m, em
solo arenito de Botucatu, vegetacao tipica de cerrado, os resultados foram: E. grandis —
273,0 estéreos/ha para25,2% de falhas; E. saligna — 254,0 estéreos/ha para 27,6% de
falhas. Esses resultados conflitantes demonstravam que o problema de satva, dos
cupins, da auséncia de fertilizacao e da procedéncia das sementes, poderiam ser fatores
altamente importantes no rendimento volumétrico das espécies (FERREIRA, 1980).

Considera-se, atualmente, como muito importante para o Estado de Sdo Paulo, o
E. saligna, especialmente quando as plantacdes sdo estabelecidas com sementes
produzidas pelo convénio FEPASA/ESALQ, nas localidades de Mairinque e Itatinga.
No caso do E. grandis, que conjuntamente com o E. saligna sdo as espécies mais
importantes do Estado, existem sementes, em escala comercial, produzida em talhdes
produtores de sementes na localidade de Mogi-Guagu (Champion Celulose e Papel
S.A.). Esses talhdes foram originalmente estabelecidos com sementes importadas da
Australia, do Estado de New South Wales, da localidade Coff's Harbour. Considera-se,
atualmente, que a utilizacdo de sementes de procedéncias conhecidas, produzidas por
entidades idoneas, aliada as boas técnicas de produ¢do de mudas e implantagdo, podera
elevar a produtividade média das nossas plantacdes de 20 estéreos/ha/ano, para 30 a 40
estéreos/ha/ano (FERREIRA, 1980).

O Eucalyptus grandis ocorre em diversos tipos de solo, mas geralmente ocupa
solos com fertilidade moderada, em vales menos declivosos, nas adjacéncias das
florestas tropicais umidas. Entretanto, o Eucalyptus. grandis, pode também ocupar
lugares declivosos (ELDRIDGE et al., 2001).
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O Eucalyptus grandis é uma arvore alta, variando entre 20 a 40 m, podendo
chegar a mais de 75 m de altura. Seu tronco ¢ retilineo, com casca pulverulenta,
desprendendo-se em tiras longas deixando aparecer em baixo uma superficie lisa
branca, acinzentada, esverdeada ou salmio. Sua ramagem ¢ longa e robusta, formando
copa aberta ou alongada (ELDRIDGE et al., 2001; LORENZI et al., 2003).

As folhas do Eucalyptus grandis, quando juvenis sdo opostas, depois alternas
oval-lanceoladas pecioladas, e quando adultas, sdo lanceoladas falcadas, verde-escuras,
brilhantes, com &pice agudo e margens levemente onduladas, com 10 a 20 cm de
comprimento e peciolos de 2 a 3cm (LORENZI et al., 2003).

As flores, de 6 a 12, brancas, ocorrem em inflorescéncias do tipo umbelas
axilares, com pedunculo achatado. Seus botdes sdo sésseis, piriformes, com opérculo
ligeiramente apiculado. Os frutos sdo capsulas piriformes, geralmente verde-azulados,
deiscentes, com valvas encurvadas de aproximadamente 7 mm de diametro, com
sementes pequenas e marrons (LORENZI et al., 2003).

MORA & GARCIA (2000) relatam que o Eucalyptus grandis supera qualquer
outra espécie de Eucalyptus pelo incremento volumétrico, em condi¢des ambientais
adequadas, sendo a espécie do género mais plantada no Brasil, e também pela sua
plasticidade genética, muito utilizada na obten¢ao de hibridos e na clonagem de arvores

selecionadas.
2.3 Variabilidade Genética

Estudos sobre diversidade genética e o nivel de diferenciagdo genética entre as
populacdes das espécies sdo essenciais para definir os estoques genéticos e subsidiar
politicas de exploragdo ¢ manejo desses recursos, bem como para tracar estratégias de
conservacdo em escalas regional e geografica (BUENO, 2001).

A diversidade genética das espécies ¢ uma importante forma de manter a
capacidade natural de responder as mudancas climaticas ¢ a todos os tipos de estresses
bioticos e abidticos. Na atualidade existe grande preocupagdo em avaliar a
biodiversidade em razdo da perda acentuada da diversidade genética, sobretudo devido a
acdo do homem, substituindo variedades locais por variedades modernas, hibridos e,
mais recentemente clones, de forma que grandes extensdes de area sdo ocupadas por
uma ou poucas variedades ou material de base genéticas estreita. A perda dessa
diversidade provavelmente diminuirda a capacidade dos organismos em responder as

mudanc¢as ambientais e eliminard também informacdes bioldgicas potencialmente uteis
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aos homens, como diversidade genética de espécies cultivadas e valiosos compostos
bioquimicos ainda nem conhecidos (BUENO, 2001).

Programas de melhoramento responséaveis pelo desenvolvimento de variedades
superiores, que sao a base da agrosilvicultura moderna, sdo considerados a maior causa
da erosdo genética. Assim na busca de gendtipos cada vez mais eficientes ha muitos
desafios na 4area de conservacdo que necessitam ser enfrentados e superados. O
melhorista deve ver a variabilidade genética como fator indispensével a obtencdo de
ganhos genéticos, e suas técnicas devem ser direcionadas para o desenvolvimento de
materiais genéticos superiores, mas com o comprometimento de que a recuperagdo e
manuten¢do de populagdes de espécies ameagadas de extingdo sejam também metas
prioritarias, para a propria sobrevivéncia da humanidade (CRUZ, 2005).

De maneira geral, sdo definidas duas medidas da diversidade. Uma ¢ a
variabilidade genética, que expressa as diferengas entre individuos de uma mesma
espécie ou de espécie diferente que resulta na biodiversidade. A outra ¢ inerente a uma
populagdo, geralmente em equilibrio de Hardy-Weinberg e tratada como variincia
genotipica. A variancia genotipica, alem de expressar a diversidade entre individuos de
uma populagdo, pode ser tratada co contexto biométrico e subdividida em causas de
variacdo (aditiva, dominante e epistatica) importantes para estabelecimento de estratégia
de selecdo. Geralmente, a variancia genotipica pode ser entendida ¢ modelada como
resultado de fatores intrinsecos da populagdo, como a sue freqiiéncia génica, e da acao

génica sobre o carater estudado (CRUZ, 2005).
2.3.1 Variabilidade em populacgdes de espécies florestais

Em programas de sele¢dao recorrente no melhoramento florestal, a formagao de
progénies em sistemas de polinizagdo livre, pode possibilitar o aparecimento de
problemas como a endogamia ocasionada por polinizagdo preferencial ou
autofecundagdo, assim como outros fatores que permitem a redugdo da variabilidade,
trazendo prejuizos em geragdes avancadas de melhoramento (RUDIN, 1976).

O problema da manuteng¢ao da variagdo genética em populacdes pequenas pode
ser dividido em duas preocupagdes gerais: 1) o efeito da variagdo de perdas de alelos no
processo evolutivo da populagdes; ii) e o efeito da endogamia, cruzamentos e heterose
nos individuos. Ambas sdo afetadas pelo numero efetivo populacional (Ne) e sdo
dependentes da taxa de dispersdo, intervalo e sistema de cruzamento (AMOS &

HOELZEL, 1992). Segundo os autores, se uma populagdo tem seu tamanho
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substancialmente reduzido, é importante estimar as perdas de varidncia genética no
tempo e sua subseqliente taxa de reestabelecimento.

Segundo HAMRICK (1989), citado por MORI (1993), as medidas mais
comunmentes utilizadas no estudo da variabilidade de uma populagado sdo as estimativas
dos parametros: percentagem de locos polimérficos, nimero de alelos por locos e
quantidade de heterozigose média.

ROTHE (1991) enfatizou que estudos de freqiiéncia de isoenzimas podem ser
utilizados para se quantificar tanto a variabilidade genética dentro de uma populacao,
como entre populagdes e, também, para se inferir sobre os possiveis fatores envolvidos
na variabilidade observada.

As diferengas genéticas entre os individuos podem ser caracterizadas através de
marcadores genéticos, ou seja, através de caracteristicas morfologicas, de processos
bioquimicos e metabdlicos, e também através de fragmentos de DNA. Os marcadores
genéticos mais utilizados em plantas sdo os morfoldgicos, citologicos, bioquimicos e
moleculares (BOREM, 1997).

Dentre os marcadores moleculares, os mais utilizados sdo as isoenzimas, RFLPs
(polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do), RAPDs (fragmentos de
polimorficos de DNA amplificado randomicamente), microssatélites e AFLPs
(fragmentos amplificados de comprimentos polimoérficos) (STRAUSS, 1992;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

Alem de servir ao proposito de identificagdo para certificagdo clonal, os
marcadores moleculares sdo extremamentes uteis para analisar a estrutura da
diversidade genética, estimar as taxas de cruzamentos, endogamia e autofecundacao em
populacdes naturais ou em plantios comerciais (BARIL ET AL., 1997; GAIOTTO ET
AL., 1997; LEITE ET AL., 1997). Também podem ser empregados nos estudos de
linhagens para comparagdo de similaridade genética e planejar cruzamentos nos

programas de melhoramento (COSTA E SILVA & GRATTAPAGLIA, 1997).

2.3.2.1. Marcadores Moleculares

De acordo com GUIMARAES E MOREIRA (1999), como os marcadores
moleculares possibilitam analises genéticas mais detalhadas, eles podem ser utilizados
no melhoramento genético de plantas, por exemplo: em programas de introgressdao de
genes por retrocruzamento; na detec¢do e no mapeamento de QLTs (Quantitative Trait
Loci); na avaliacdo da diversidade genética com aplicagdes filogenéticas e evolutivas;

no mapeamento genético, na clonagem de genes; e na caracterizagdo de variedades,
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linhagens ou hibridos por meio de marcadores de DNA na protecdo do direito
intelectual do melhorista, nos paises onde ja vigoram as leis de protecao de cultivares.
No Brasil, no processo de prote¢do de clones de eucaliptos, os marcadores moleculares
sdo descritores complementares, sendo sua apresenta¢do ndo-obrigatoria. FERREIRA E
GRATTAPAGLIA (1998) detalham as aplicacdes de marcadores moleculares no
melhoramento cléssico de plantas em curto e médio prazo e no melhoramento
transgénico.

Os principais marcadores moleculares utilizados na analise genética de plantas
sdo: isoenzimas, RFLP — Polimorfismo no comprimento de Fragmentos de Restrigao,
RAPD- Polimorfismo Amplificado ao Acaso, microssatélites € AFLP — Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos Amplificados (FERREIRA E GRATTAPAGLIA,
1998).

Estudos da variabilidade isoenzimatica nos eucaliptos foram realizados por
MORI (1993), em Eucalyptus grandis, ¢ por MARTINS-CORDER (1994) em
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. SATO E MORI (1996) aplicaram a técnica
de eletroforese de isoenzimas para detectar o nivel de endogamia em lote de sementes
de um pomar de sementes comerciais de Eucalyptus grandis. MARTINS-CORDER et
al. (1996) quantificou a variabilidade isoenzimatica de Eucalyptus urophylla,
procedéncia Ilha Flores, que foi submetida a uma selecdo, visando o florescimento
precoce. JUNGHANS (2000) identificou um gene de resisténcia a ferrugem em uma
progénie de Eucalyptus grandis constituida de 994 individuos segregantes para
resisténcia a ferrugem. Foram identificados seis marcadores RAPD ligados ao gene
denominado Pprl (Puccinia psidii resistence, gene 1), que confere resisténcia a
ferrugem, mediante o uso da técnica de BSA. O marcador AT9/917 foi constatado
apenas nas plantas resistentes. Segundo o autor, tendo em vista a proximidade genética
e provavelmente fisica, esse marcador podera ser utilizado na clonagem posicional de

Pprl.

2.4 Sistemas reprodutivos e constitui¢do genotipica das plantas

Quando se pretende aplicar um programa de melhoramento genético a uma
espécie € necessario que se conhega primeiramente a constituicdo genética da populagao
inicial. E o modo de reproducio da espécie que vai determinar se a populagdo base, ou
de trabalho, serd homogénea ou heterogénea e se os individuos que a compdem serdo

predominantemente homozigotos ou heterozigotos (BUENO, 2001).
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Em autégamas os gametas que se unem provem da mesma planta e
provavelmente sao geneticamentes idénticos, produzindo, consequentemente, plantas
homozigotas. Se a planta ¢ alogama, os gametas provem de individuos distintos, sendo
portanto diferentes, originando plantas heterozigotas. A autogamia e a alogamia
absolutas estdo limitadas a poucas espécies na natureza. O que ocorre mais comumente
¢ uma predominancia de um ou outros desses tipos de reproducao (BUENO, 2001).

Segundo BRAUER (1974), uma planta somente ¢ estritamente homozigota
quando sua progénie obtida por reproducdo sexual ¢ exatamente igual a ela, ou seja, ndo
ha varia¢do. Considerando o que sucede numa populacido inteira de polinizagdo cruzada,
onde a heranca dos caracteres de cada individuo estd determinada por um grande
nimero de genes com vdrios alelos cada um, pode afimar-se com certeza, que a
probabilidade de se achar uma planta totalmente homozigota em uma populacdo
aldgama ¢ extremamente baixa. Supondo que sé interesse a herancga determinada por 20
genes, com dois alelos cada um, os homozigotos totais se achariam na populacao com a
probabilidade de (1/2)*°, ou seja, um em 1.048.000 individuos. Nessas circunstancias é
perfeitamente justificavel afirmar que uma populacdo alégama ¢ heterozigota.

A estrutura genética de uma populagdo aldogama deve ser entendida
considerando-se que cada loco pode ter a alternativa de ser homozigoto ou heterozigoto,
combinando-se com os demais de todas as maneiras possiveis. Assim, a distribui¢do da
composi¢do genética numa populagdo, considerando a freqiiéncia dos individuos, é
binomial. Nesse tipo de distribui¢do, a freqliéncia mais alta corresponde a freqiiéncia
dos individuos que tém a metade dos locos em homozigose ¢ a outra metade em
heterozigose. O equilibrio de Hardy-Weinberg, referente a populagdes panmiticas, nao ¢
alterado a ndo ser que ocorram fatores como mutacao, migracao ou redu¢do do tamanho
da populacao(BUENO, 2001).

O homem pode modificar a propor¢do de alogamia mediante a polinizagdo
artificial e variar o tamanho das populacdes que utiliza para a reproducao, conduzindo a
selecdo no sentido que lhe convenha, ou pode também introduzir novo germoplasma a
populagdo, e ainda provocar mutacdes artificiais, alterando assim as freqiiéncias dos

genotipos conforme seu interesse (BUENO, 2001).
2.4.1 Sistema Reprodutivo de Espécies Florestais

As flores de todas as espécies de Eucalyptus sao hermafroditas e tem como
principais vetores de polinizagdo os insetos, sobretudo Hymenopteros, Dipteros,

Lepdopteros, Coledpteros e Hemipteros. Nas areas de ocorréncia natural, pequenos
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marsupiais e alguns passaros também figuram como polinizadores importantes. As
espécies sdao preferencialmente alogamas (PRYOR 1975), mas apresentam sistema
reprodutivo misto podendo ocorrer até 30% de autogamia. A alogamia ¢ favorecida pela
protandria, ou seja, o estigma alcanca sua receptividade antes do periodo de viabilidade
maxima dos graos de pdlen. Entretanto esse mecanismo ndo elimina a possibilidade de
ocorréncia de autopolinizagdo, pois uma mesma planta apresenta flores com diferentes
estagios de maturacao (ELDRIDGE, 1978).

Além da protandria, PRYOR (1976), descreve ainda a existéncia de um sistema
de auto-incompatibilidade controlado geneticamente, que varia em intensidade,
dependendo da espécie e grupos de espécies, mas que de maneira geral parece ser
caracteristico do género. Desta maneira, este mesmo autor define o género Eucalyptus,
alem de preferencialmente aldogamo, tendo suas populacdes compostas por individuos
heterozigotos e observando-se uma depressao geral no vigor com a autofecundagao.

Os eucaliptos possuem flores hermafroditas, com ocorréncia de protandria na
maior parte das espécies. Segundo (HODGSON, 1976) citado por MORI, (1993), a
protandria ¢ um mecanismo que contribui para a panmixia e sua ocorréncia vem
reforcar a predominancia de cruzamentos no género Eucalyptus.

Na década de 1990 marcadores isoenzimaticos foram utilizados para se estimar
o grau de dispersdo efetiva e contaminagao de polem em pomares de sementes. Estudos
sobre dispersdo de polem em dois pomares de sementes de Pinus sylvestris, através de
marcadores isoenzimaticos, foram citados por ADAMS (1983), relatando que estudos
dessa natureza tem muita importancia, tanto para programas de melhoramento, como
para se obter informagdes sobre a estrutura genética de populagdes.

FRIPP (1982), estudando nove locos envolvendo cinco izoenzimas em
Eucalyptus kitsoniana, observou que a variabilidade entre e dentro das populagdes foi
pequena. A andlise de dados de isoenzimas sugeriu que o sistema reprodutivo desta
espécie ¢ uma mistura de autopolinizacdo e de cruzamento, com um subseqiiente
selecdo natural contraria as progénies de autofecundagdo. Resultados semelhantes foram

encontrados por MORAM e BROWN (1980).
2.4.2 Fecundacdo Cruzada em Espécies Florestais

MORAN & BROWN (1980), estudando uma populagao de Eucalyptus
delegatensis, encontraram uma taxa média de cruzamentos de 77%. Variagdes que
ocorreram nas taxas de cruzamentos da espécie, em periodos diferentes, podem ser

resultados de influéncias ambientais. Os autores citados observaram, também, diferentes
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estimativas para taxas de cruzamento: plantios mais jovens apresentaram 66% de
cruzamentos e para plantios mais velhos uma taxa de 85%.

MORAN ET alii (1989), estudando 10 locos isoenzimaticos em um pomar de
sementes de Eucalyptus regnans, observaram que a taxa de cruzamentos foi alta, com
estimativa global o pomar de 91%. Comparativamente, em populagdes naturais, a taxa
de cruzamento foi de 74%. Essa taxa de cruzamento mais baixa em populagdes naturais,
pode ser devida a endogamia causada por cruzamentos entre individuos aparentados
que, normalmente, se distribuem na vizinhanga.

MARTINS-CORDER ET alii (1996) estudando 9 locos de uma populagdo de
Eucalyptus urophylla procedente das ilhas de Flores, obteve taxa de cruzamento de
64%, concluindo que o sistema reprodutivo do material em estudo era intermediario,
sendo preferencialmente por alogamia.

O parametro tm (taxa de cruzamentos obtida a partir de multilocos) ¢ o melhor
estimador de cruzamentos. Se a taxa de ts (taxa de cruzamentos obtida a partir de cada
loco) para a populacdo, for menor que tm, isso significa que estd havendo
autofecundagdo e endogamia LEWANDOWSKI ET alii (1991). Valores de ts maiores
que 1,0 s3o eventos biologicamentes ndo reais. Poderiam ser explicados por
cruzamentos de combinagdo negativas seguidas de diferencas fenologicas entre e dentro
de arvores, ou talvez devido a erro de amostragem.

A tabela 1 apresenta taxas médias de cruzamentos (ts) para 11 espécies de Eucalyptus.
Os valores das taxas sdo semelhantes sugerindo que as espécies do género, de modo
geral, obedecem a um modelo de sistema reprodutivo misto, com predominancia de

cruzamento.

Tabela 1. Estimativas médias de taxa de cruzamentos (ts) para algumas espécies de
Eucalyptus em populacdes naturais.

ESPECIE N° de POPULACOES N°de LOCOS ts (%) REFERENCIA
E.obligua 4 3 76 BROWN et alii (1975)
E. pauciflora 3 7 63 PHILLIPS & BROWN (1977)
E. delegatensis 4 3 77 MORAN & BROWN (1980)
E.regnans 1 4 69 MORAN & BELL (1983)
E.regnans 1 10 74 MORAN et alii (1989)
E.regnans (*) 1 10 91 MORAN et alii (1989)
E. stellulata 1 3 77 MORAN & BELL (1983)
E. stoatei 1 3 82 HOPPER & MORAN (1981)
E. kitsoniana 2 3 77 FRIPPS (1982)

E. citriodora 1 3 86 YEH et alii (1983)

E. grandis 2 6 84 MORAN & BELL (1983)
E. saligna 1 6 77 MORAN & BELL (1983)
E.grandis 5 8 88 MORI (1993)
E.urophylla 1 9 64 MARTINS-CORDER (1996)

MEDIA 77,5
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Pomar de Sementes Clonal

Utilizou-se uma é4rea de recombinagdo de uma populagdo selecionada (pomar de
sementes clonal) de espécie Eucalyptus grandis, obtido dentro do programa de
melhoramento genético, em andamento, na empresa florestal Suzano Papel e Celulose.
A populacdo ¢ composta por 27 clones das procedéncias Coff’s Habour - Australia, Rio
Claro e Zimbabwe. O pomar de sementes localiza-se no municipio de Sao Miguel
Arcanjo — SP, ocupando uma area de 3,03 hectares. Os clones, com 8 anos de idades,
estao dispostos em espacamento 5,50 x 5,50 metros entre rametes.

Para os procedimentos de microssatélites foram utilizadas amostras de 97
rametes do clone 14, e um ramete de cada um de outros 26 clones. O tabela 2 apresenta
as informag¢des com os numeros dos clones utilizados no presente estudo para

esclarecimentos complementares.
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Tabela 2. Numero e procedéncias dos clones que formam o pomar de sementes clonal

de Eucalyptus grandis localizado no municipio de Sdo Miguel Arcanjo-SP.

CLONE

PROCEDENCIA

NUMERO DE RAMETS

1

O 00N O U & WN

N NNNNNNNRRRRRRRRP R R
N oo B WOWNER O OVOLONOO OV D WNPER O

Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Coff's Habour
Rio Claro
Rio Claro
Coff's Habour
Coff's Habour
Rio Claro
Coff's Habour
Rio Claro
Rio Claro
Zimbabwe
Zimbabwe
Coff's Habour
Coff's Habour
Zimbabwe
Coff's Habour
Coff's Habour

36
32
27
12
33
25
1
36
39
21
96
22
98
97
25
35
68
98
46
17
44
17
13
75
24
10
3

3.1.2 Progénies de Meios Irmaos

Utilizou-se um plantio com progénies de Eucalyptus grandis, obtidas dentro do

pomar de sementes clonal descrito acima, cujas sementes foram coletadas no clone 14

de procedéncia Rio Claro. O plantio localiza-se na cidade de Itatinga-SP ocupando uma

area de 100 hectares. As progénies com um ano de idade, estdo dispostas em

espacamento 3,00 x 1,80 metros entre plantas.

3.2. Métodos

3.2.1 Extracdo de DNA e genotipagem dos microssatélites em sequienciador.

Para a realizacdo dos microssatélites foram coletadas, em campo, 100 gramas de

folhas nos clones e nas progénies, identificados, armazenados em gelo seco ainda no
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campo ¢ enviadas para o laboratorio. As folhas coletadas foram aquelas jovens, no
tamanho adulto e evitando-se colher folhas muito jovens e também daquelas em
senescéncia.

A extragdo de DNA gendmico total foi realizada utilizando um protocolo padrao
com base em CTAB, previamente utilizado e descrito para Eucalyptus
(GRATTAPAGLIA e SEDEROFF 1994 Genetics 137:1121-1137; FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995 Introdugdo ao uso de marcadores moleculares em analise
genética. Editora SPI Embrapa). Uma purificagcdo adicional em coluna de troca idnica
foi utilizada para algumas das amostras que apresentavam um elevado conteudo de
polifenois. Cerca de 50 mg de folha fresca foram utilizados e a pulverizacao do tecido
conduzida em maquina BIO101. Duas extragdes independentes foram realizadas por
equipes distintas em dias separados correspondendo a prova e contraprova para
verificagdo de gendtipos minimizando, portanto, a possibilidade de erro humano.

Para obtencdo dos dados para andlise genético-biométrica os rametes foram
genotipados pela separagdo molecular de produtos da reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) em g¢is de eletroforese de poliacrilamida com detec¢do semi-automatizada via

laser de espectro de fluorescéncia em seqiienciador automatico de DNA.
3.2.2 Anélise genético-biométrica

Para a obtencao de estimativas de freqliéncia alélicas e genotipicas, testes de
contingéncia, medida de variabilidade genética, distancia genética e identidade de NEI
(1978), utilizou-se o pacote estatistico TFPGA (MILLER, 1997) e POPGENE (YEH, F.

C.; BOYLE, T., 1997), que apresentaram as seguintes estimativas de parametros.
3.2.2.1 Variabilidade Genética
3.2.2.1.1 Frequéncias génicas

As freqiiéncias dos alelos foram obtidas pela leitura do seqiienciamento, contando-
se diretamente o nimero de bandas nos locos. As freqiiéncias alélicas esperadas foram
estimadas a partir das freqiiéncias observadas, obedecendo-se o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

a. Heterozigosidade (H)



22
A heterozigosidade, ou seja, a quantidade de heterozigose de um determinado

loco foi calculada através da expressao de BROWN e WEIR (1983):
H=1->Pii
Onde Pii ¢ a freqiiéncia observada de genotipos homozigotos do alelo i.

Segundo NEI (1975), para se calcular heterozigosidade media (H), considera-se

média desses valores, obtidos em todos os locos analisados.
b. Coeficiente de Endogamia (F)

O coeficiente de endogamia desenvolvido por WRIGHT (1965) baseia-se em

freqliéncias observadas (Ho) e esperadas (He) de heterozigotos. A expressao ¢:
F=1-(Ho/He)
c. Indice de Identidade Genética (1)

Baseados em freqiiéncias alélicas de locos homologos nas diferentes
subpopulagdes, o indice de identidade genética (I) utilizado nesse trabalho foi

baseado em NEI (1978)

I=1Jy /(. )"

Onde Jy, Jx e Jy sdo, respectivamente, as médias aritméticas de jyy, jx € jy sobre

todos os locos monomorficos e polimérfocos. Para compreensdo da expressao:

jx = Yxi* é a probabilidade de 2 genes escolhidos ao acaso na subpopulagio x,

serem idénticos.

Jy = Yyi* & a probabilidade de 2 genes escolhidos ao acaso na subpopulacio y,

serem idénticos.

Jxy = 2Xl.yl € a probabilidade de um gene da subpopulagdo x € um gene da

subpopulagdo y, serem idénticos.

d. Distancia Genética (D)



23
A distancia genética (D) entre duas subpopulagdes foi estimada conforme os

procedimentos descritos em NEI (1978). A expressao ¢:
D=-Inl
Onde I ¢ o indice de identidade genética.
3.2.2.2 Sistema Reprodutivo

O coeficiente de endogamia esté estreitamente relacionado a taxa de fertiliza¢ao cruzada

(t) sendo, também, apresentada por WEIR (1990) através da expressao:
f=(1-t)/(1+1)

O simples desenvolvimento desta expressdo matematica possibilita a estimativa da taxa

de cruzamento:

t=(1-0H/(1+1)

Endogamia ¢ o acasalamento de individuos que sdo relacionados por ascendéncia, € o
grau de parentesco entre os individuos de uma populagdo é dependente do seu tamanho
efetivo. O coeficiente de endogamia ¢ a medida utilizada para se obter a probabilidade
de 2 genes, em qualquer loco num individuo, serem idénticos por ascendéncia
(FALCONER, 1987). O coeficiente de endogamia para determinada populacdo ¢
estimado a partir de freqliéncias genotipicas esperadas (H.) e observadas (H,) de
heterozigotos, como demonstrado primeiramente por WRIGHT (1922) e por WEIR

(1990). A expressao ¢ a seguinte:
F=(H.—H,)/H.
Onde:
H. =1 - Ypu?, sendo Pu’ a freqiiéncia esperada de homozigotos para o alelo u;
Ho =1 - > Puu, sendo Puu a freqiiéncia observada de homozigotos para o alelo u;

As variancias referentes a taxa de cruzamento e coeficiente de endogamia podem ser

estimados através de WEIR (1992), citado por PAIVA (1992).
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3.2.2.3 Identidade Genética para Teste de Paternidade

Para a andlise de identidade genética foram utilizados marcadores moleculares
baseados em regides com grande variabilidade do DNA conhecidas como regides
microssatélites ou “short tandem repeats — STR”.

Com base nos genotipos multiloco observados foram estimadas as
probabilidades de ocorréncia ao acaso de cada perfil multiloco Uinico encontrado nas
amostras analisadas. Este calculo se baseou na probabilidade de ocorréncia de genotipos
homozigotos (p”) ou heterozigotos (2pq) em uma populagdo em equilibrio de Hardy
Weinberg. Uma vez que ndo se conhece a composi¢ao exata dos materiais analisados, e
muito menos a populagdo a partir da qual os individuos de Eucalyptus foram derivados,
para os célculos foi utilizada uma estimativa conservadora e unica de freqiiéncia alélica
para todos os alelos igual a 0,25, ou seja uma situagdo de um loco com quatro alelos
com freqiiéncias iguais. Esta freqiiéncia utilizada estd muito acima das freqiiéncias
tipicamente estimadas para alelos de microssatélites de Eucalyptus. Com isso as
probabilidades de ocorréncia foram em geral superestimadas e mais conservadoras e,
conseqlientemente, as probabilidades de identidade subestimadas e também mais
conservadoras. As probabilidades de ocorréncia dos perfis multiloco foram obtidas
utilizando a regra do produto, ou seja, multiplicando-se as probabilidades de ocorréncia
dos genotipos em cada um dos locos analisados. A andlise de identidade foi realizada
verificando-se a existéncia de amostras com perfis multiloco idénticos entre as amostras
submetidas para a andlise. A identidade entre amostras foi entdo expressa na forma de
verossimilhanga (“likelihood ratio””) dos dados genéticos observados condicional a
hipétese das amostras serem oriundas da mesma arvore em relagdo a hipotese

alternativa de que as amostras sdo oriundas de arvores diferentes.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variabilidade Genética

4.1.1 Frequéncia génica
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As freqiiéncias génicas sdo parametros genéticos importantes para a medi¢ao de

variabilidade de populagdes. Na tabela 3 sdo apresentadas as freqliéncias génicas do

pomar dos clones da area de recombinac¢do de gendtipos selecionados.

Tabela 3. Freqiiéncias dos alelos dos 12 locos microssatélites dos 27 clones
selecionados de Eucalyptus grandis.

ALELOS LOCOS
EMBRA 11 EMBRA 10 EMBRA 63 EMBRA 12 EES76 EMBRA28 EG62 ES65 EMBRA 37 EMBRA 27 EMBRA 02 EMBRA 03
ALELO 1 0,1296 0,037  0,0926 00741 0,0185  0,0192 0,0185 0,0185 00741 00741 02778  0,0741
ALELO 2 02222 00185 00741 0,481 0,037 00192 07778 0,037  0,0185  0,2407  0,0926 0,111
ALELO 3 0,1296  0,0556  0,2963  0,0741 0,0926  0,0192 0,1481 0,037 0,037  0,1667  0,0185 0,037
ALELO 4 00926 0,667  0,1296  0,1111 0,1852  0,0577 0,037 0,0185  0,1481 0,037 0,037  0,0556
ALELO 5 0,0185  0,0185 0,037  0,1667 0,2037  0,0769 0,0185 0,037 00741 00556  0,0556 0,037
ALELO 6 0,037 0,037 00926  0,1481 0,0185  0,0192 02222  0,1852 00185 01481  0,1111
ALELO 7 0,1296  0,0556  0,1481  0,0741 0,1111  0,0385 0,1852  0,0741  0,0556 0,037  0,0556
ALELO 8 0,2222  0,1667 0,111  0,0556 0,2407  0,1923 0,0741  0,0926 00556  0,1296  0,0556
ALELO 9 0,0185  0,0556  0,0185 0,037 0,0926  0,0962 0,0741  0,0185  0,0185  0,0556  0,2037
ALELO 10 0,0556 0,0185 0,0769 0,1296  0,0370 0,037 0,185  0,1296
ALELO 11 0,0307 0,037 0,1538 0,0370 0,037 00185  0,0926  0,0741
ALELO 12 0,2037 0,0185 0,0192 0,0556  0,0185 0,037  0,0185 0,037
ALELO 13 0,0926 0,037 0,0769 0,0185  0,1296 0,185  0,0185  0,0185
ALELO 14 0,0192 0,0185  0,0556  0,0556
ALELO 15 0,0577 0,0185 0,0741
ALELO 16 0,0385 0,0185 0,0185
ALELO 17 0,0192 0,0185

EMBRAZ27 significa uma boa condi¢ao de medig¢ao de variabilidade.

A presenga de muitos alelos como no caso dos locos EMBRA2S, ES65 e
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No geral, todos os locos apresentaram polimorfismo alélico, sendo que os locos

EMBRA 28 ¢ EMBRA 27 foram os que apresentaram o maior nimero, com 17 no total.

Por outro lado, o loco EG62 apresentou o menor nimero de alelos, entre os testados,

com cinco alelos. Esse polimorfismo de alelos microssatélites suportam uma boa
condicdo de estimativas de variabilidade genética da populagdo.

No loco EG62 observou uma grande freqiiéncia do alelo 2, apresentando com

mais de 77% de freqiiéncia.

4.1.2 Numero de Alelos Observados e Numeros de Alelos Efetivos

Na tabela 4 sdo apresentados os nimeros de alelos observados e o niimero de

alelos efetivos para os 12 locos estudados, bem como suas médias e desvios padrdes.

Tabela 4. Numero de alelos observados e numero de alelos efetivos por loco.

LOCO TAMANHO DA AMOSTRA NA NE
EMBRA 11 54 9 6,26
EMBRA 10 54 13 8,15
EMBRA 63 54 9 6,13
EMBRA 12 54 13 9,23

EES76 54 9 6,05
EMBRA28 54 17 10,01

EG62 54 5 1,59

ES65 54 16 8,19
EMBRA 37 54 14 9,41
EMBRA 27 54 17 8,68
EMBRA 02 54 13 6,98
EMBRA 03 54 13 9,29

MEDIA 54 12 7,50

DESVIO PADRAO 4 2,32

O nimero médio de alelos médios efetivos foi 7,5, entretanto o niimero de alelos
médios observados foi de 12, tendo apresentado um desvio padrdo de 4 alelos em
média.

As maiores diferencas ocorreram nos locos EMBRA28 ¢ EMBRA27, onde os
alelos efetivos eram 10,01 e 8,68, respectivamente e apds as andlise o nimero de alelos

observado foi de 17 para ambos os locos.

4.1.3 Teste de Qui-quadrado

Os resultados do teste de qui-quadrado sdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Qui-quadrado para diferentes locos da populagao.

LOCUS X2 df p
EMBRA 11 58,0123 36 0,0115
EMBRA 10 111,8877 78 0,0072
EMBRA 63 50,1974 36 0,0582
EMBRA 12 100,6771 78 0,0430

EES76 71,6646 36 0,0004
EMBRA28 174,6332 136 0,0142

EG62 1,2895 10 0,9995
ES65 173,1377 120 0,0011
EMBRA 37 103,7390 91 0,1704
EMBRA 27 214,7887 136 0,0000
EMBRA 02 71,6303 78 0,6812
EMBRA 03 127,6635 78 0,0003

Os locos EG62 ¢ EMBRAO2 foram os que apresentam maiores valores de
probabilidade no teste de qui-quadrado, ou seja, sdo os locos mais proximos do
equilibrio de Hardy-Weinberg.

A grande maioria dos locos ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e a
principal razdo para que isso esteja ocorrendo ¢ o alto grau de selecdo em que a
populagdo estudada foi submetida, pois trata-se de uma populacao selecionada de um
programa de melhoramento em terceira geracdo avancada, com mais de 40 anos de

estudos e toda a selecdo afeta o equilibrio de Hardy-Weinberg.
4.1.4 Quantidade de Heterozigose e Endogamia

As freqiiéncias esperadas (H.) e observadas (H,) de heterozigose e o coeficiente
de endogamia (f) sdo apresentados na tabela 6.

O coeficiente de endogamia, que no presente trabalho foi de 6,24% ¢ uma
estimativa que pode servir como um indicativo da existéncia de uma parcela de
endogamia no pomar de sementes clonal de Eucalyptus grandis, fato esse comprovado
em literatura para o Eucalyptus regnans (MORAN ET alii, 1989) e para Eucalyptus
grandis (MORI, 1993).

E possivel observar que a média do coeficiente de endogamia (f) é 6%, inferior
ao valor de 15% que ocorrem nas populacdes de espécies arboreas, mais uma vez esses
valores ocorreram devido o trabalho estar sendo conduzido com uma populacdo
selecionada dentro do programa de melhoramento genético da empresa.

O indice de endogamia (f) variou de -0,06084, para o loco EMBRA 02, a
0,34674, maior valor que foi apresentado pelo loco EES76.
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Tabela 6. Freqiiéncia esperada (He) e observada (Ho) de heterozigose ¢ o coeficiente de
endogamia (f) para os diferentes locos.

LOCOS TAMANHO DA AMOSTRA Ho He f
EMBRA 11 54 0,8148 0,856 0,04813
EMBRA 10 54 0,8148 0,8938 0,08839
EMBRA 63 54 0,8519 0,8526 0,00082
EMBRA 12 54 0,9259 0,9085 -0,01915

EES76 54 0,5556 0,8505 0,34674
EMBRA28 54 0,8462 0,9178 0,07801

EG62 54 0,3704 0,3781 0,02036

ES65 54 0,8519 0,8945 0,04762
EMBRA 37 54 0,8889 0,9106 0,02383
EMBRA 27 54 0,9259 0,9015 -0,02707
EMBRA 02 54 0,9259 0,8728 -0,06084
EMBRA 03 54 0,7407 0,9092 0,18533

MEDIA 54 0,7927 0,8455 0,06245

DESVIO PADRAO 0,1680 0,1492

4.1.5 Taxa Aparente de Cruzamento da Populacéo Selecionada

Na tabela 7 s@o apresentados os valores da taxa aparente de cruzamentos da
populacdo selecionada. As taxas de cruzamentos variaram desde 0,48, para o loco
EES76 at¢ 1,12 para o loco EMBRAO2, cuja média de todos os locos foi de 0,88.
MORAN & BELL (1983), em revisdes feitas para 11 espécies do género Eucalyptus
encontrou valor de t igual a 0,775, muito abaixo do encontrado no presente trabalho.
Esta diferenga refere-se ao fato de que os autores consideraram trabalhos utilizando
material de populagdes naturais, que normalmente apresentam maior coeficiente de
endogamia que em populagdes para melhoramento.

No presente caso, o pomar de sementes foi instalado a partir de clones
sabidamente ndo aparentados. Quase toda a endogamia estimada refere-se a propria
autofecundagdo, ou seja, de polen advindos da propria arvore ou de rametes do clone
nas proximidades. Observou-se que o valor de 88,2% da taxa de aparente de
cruzamentos, no presente trabalho, foi proximo ao encontrado por MORAN et alii
(1989) em pomar de sementes de Eucalyptus regnans (t=91,0%) e de 87,9% por MORI
(1993) para populacdo de Eucalyptus grandis.



29

Tabela 7. Coeficiente de endogamia (t) para os locos da populagdo de Eucalyptus

grandis

LOCUS TAMANHO DAAMOSTRA HO ~ HE  NEI f t
EMBRA 11 54 0,8148 0,856 0,8402 0,04813 0,908159
EMBRA 10 54 0,8148 0,8938 0,8772 0,08839 0,837582
EMBRA 63 54 0,8519 0,8526 0,8368 0,00082 0,998359
EMBRA 12 54 0,9259 0,9085 0,8916 -0,01915 1,039053

EES76 54 0,5556 0,8505 0,8347 0,34674 0,485071
EMBRA28 54 0,8462 0,9178 0,9001 0,07801 0,855266

EG62 54 0,3704 0,3781 0,3711 0,02036 0,960083

ES65 54 0,8519 0,8945 0,8779 0,04762 0,909081
EMBRA 37 54 0,8889 0,9106 0,8937 0,02383 0,953448
EMBRA 27 54 0,9259 0,9015 0,8848 -0,02707 1,055638
EMBRA 02 54 0,9259 0,8728 0,8567 -0,06084 1,12956
EMBRA 03 54 0,7407 0,9092 0,8923 0,18533 0,687297

MEDIA 54 0,7927 0,8455 0,8298 0,06245 0,882445

DESVIO PADRAO 0,1680 0,1492 0,1464

4.1.6 Distancia Genética

Na tabela 8 sdo apresentados os valores de distancias genéticas entre os 27 clones
selecionados de Eucalyptus grandis.

Tabela 8. Distancia genética de NEI (1978) dos 27 clones selecionados de Eucalyptus

grandis.
Clones

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1 0,46 0,20 0,16 0,41 0,17 0,22 0,15 0,38 0,20 0,31 0,31 0,42 0,38 0,22 0,35 0,13 0,33 0,32 0,35 0,31 0,29 0,27 0,52 0,38 0,09 0,33
2 0,77 0,13 0,14 0,37 0,11 0,28 0,13 0,34 0,09 0,16 0,16 0,34 0,13 0,24 0,18 0,08 0,42 0,19 0,20 0,16 0,15 0,29 0,59 0,21 0,08 0,17
3 1,61 2,01 0,30 0,39 0,18 0,24 1,18 0,10 0,38 0,28 0,24 0,40 0,55 0,41 0,54 0,27 0,25 0,35 0,19 0,24 0,18 0,12 0,25 0,15 0,15 0,20
4 1,83 1,94 1,21 0,39 0,11 0,41 0,30 0,08 0,26 0,15 0,04 0,24 0,12 0,23 0,13 0,93 0,08 0,18 0,19 0,15 0,14 0,09 0,04 0,20 0,12 0,16
5 0,89 1,00 0,94 0,95 0,20 0,43 0,44 0,36 0,34 0,51 0,34 0,36 0,50 0,26 0,39 0,16 0,27 0,32 0,47 0,51 0,41 0,37 0,36 0,50 0,32 0,45
6 1,79 2,18 1,72 2,23 1,59 0,40 0,27 0,50 0,45 0,16 0,28 0,13 0,08 0,34 0,31 0,08 0,25 0,29 0,16 0,08 0,15 0,19 0,21 0,17 0,59 0,17
7 1,51 1,28 1,44 0,88 0,85 0,93 0,38 0,49 0,38 0,29 0,21 0,35 0,18 0,20 0,38 0,28 0,18 0,10 0,38 0,21 0,20 0,36 0,27 0,40 0,13 0,22
8 1,89 2,01 -0,16 1,21 0,83 1,31 0,97 0,25 0,48 0,33 0,19 0,30 0,50 0,29 0,48 0,22 0,20 0,29 0,09 0,19 0,18 0,06 0,30 0,10 0,25 0,20
9 0,98 1,09 2,30 2,53 1,01 0,69 0,72 1,38 0,45 0,57 0,44 0,23 0,28 0,11 0,45 0,08 0,42 0,11 0,31 0,35 0,34 0,54 0,47 0,33 0,14 0,36
10 1,91 2,67 1,31 1,60 1,35 1,06 1,25 1,06 1,10 0,21 0,21 0,22 0,22 0,24 0,15 0,28 0,15 0,24 0,11 0,07 0,07 0,16 0,15 0,11 0,22 0,07
11 1,42 2,05 1,54 2,08 0,88 2,05 1,46 1,38 0,80 1,54 0,53 0,24 0,31 0,26 0,32 0,16 0,14 0,11 0,37 0,80 0,65 0,34 0,17 0,35 0,21 0,69
12 1,42 2,05 1,72 3,46 1,29 1,49 1,79 1,94 1,06 1,54 0,63 0,31 0,38 0,34 0,39 0,13 0,24 0,11 0,37 0,43 0,32 0,26 0,17 0,35 0,10 0,35
13 1,14 1,32 1,22 1,64 1,25 2,30 1,29 1,50 1,72 1,50 1,42 1,17 0,29 0,35 0,30 0,27 0,14 0,19 0,35 0,21 0,23 0,23 0,36 0,32 0,07 0,25
14 1,25 2,30 0,90 2,33 0,93 2,71 1,98 0,99 1,54 1,50 1,17 0,97 1,25 0,15 0,33 0,10 0,18 0,19 0,24 0,28 0,23 0,23 0,25 0,21 0,11 0,25
15 1,87 1,71 1,27 1,74 1,65 1,38 1,90 1,61 2,56 1,43 1,34 1,09 1,06 1,87 0,20 0,29 0,19 0,29 0,19 0,19 0,18 0,25 0,23 0,15 0,31 0,19
16 1,35 1,98 0,96 2,29 1,22 1,42 1,25 1,06 1,10 1,87 1,13 0,93 1,22 1,10 1,61 0,10 0,37 0,24 0,32 0,29 0,24 0,20 0,30 0,33 0,19 0,26
17 2,30 2,77 1,57 0,24 2,01 2,77 1,49 1,75 2,71 1,28 1,82 2,05 1,32 2,30 1,24 2,26 0,13 0,18 0,16 0,13 0,13 0,11 0,07 0,17 0,13 0,13
18 1,39 1,10 1,69 2,74 1,54 1,61 1,98 1,91 1,14 1,91 1,98 1,42 1,95 1,72 1,65 0,99 2,01 0,23 0,17 0,17 0,13 0,31 0,32 0,14 0,14 0,14
19 1,46 1,94 1,43 1,97 1,46 1,53 2,60 1,61 2,56 1,43 2,19 2,19 1,65 1,65 1,23 1,43 1,71 1,46 0,26 0,15 0,32 0,08 0,27 0,27 0,15 0,23
20 1,29 1,82 1,94 1,85 0,97 2,05 1,20 2,64 1,42 2,23 1,00 1,00 1,06 1,42 1,68 1,13 1,82 1,76 1,34 0,57 0,45 0,34 0,31 0,90 0,21 0,41
21 1,42 2,05 1,72 2,08 0,88 2,74 1,79 1,94 1,29 2,64 0,22 0,84 1,57 1,29 1,68 1,25 2,05 1,76 1,90 0,57 0,74 0,37 0,21 0,45 0,31 0,72
22 1,45 2,08 1,98 2,11 1,10 2,08 1,82 1,98 1,32 2,67 0,44 1,13 1,45 1,45 1,71 1,42 2,08 2,01 1,12 0,79 0,30 0,22 0,27 0,47 0,27 0,87
23 1,65 1,53 2,52 2,66 1,31 1,94 1,34 3,22 0,95 1,83 1,09 1,34 1,46 1,46 1,39 1,61 2,22 1,18 2,48 1,09 0,99 1,53 0,31 0,35 0,27 0,31
24 0,93 0,76 1,69 3,43 1,25 1,79 1,57 1,50 1,03 1,91 1,76 1,76 1,03 1,39 1,46 1,22 2,71 1,14 1,31 1,17 1,57 1,32 1,18 0,32 0,21 0,32
25 1,25 1,79 2,20 1,82 0,93 2,01 1,17 2,60 1,39 2,20 1,06 1,06 1,14 1,54 1,87 1,10 1,79 1,95 1,31 0,11 0,80 0,76 1,06 1,14 0,25 0,43
26 2,64 2,71 2,20 2,33 1,39 0,76 2,27 1,69 2,23 1,50 1,57 2,27 2,64 2,23 1,18 1,69 2,01 1,95 1,87 1,57 1,17 1,32 1,31 1,54 1,39 0,25
27 1,39 2,01 1,91 2,04 1,03 2,01 1,76 1,91 1,25 2,60 0,37 1,06 1,39 1,39 1,65 1,35 2,01 1,95 1,46 0,88 0,32 0,14 1,18 1,14 0,85 1,39

As distancias

clones 12 e 4.

4.2 Paternidade

variaram desde 0,022 entre os clones 21 e 11 até 3,46 entre os

Na tabela 9 sdo apresentados os resultados de genotipagem de 27 individuos

selecionados dentro de um plantio de uma mesma progénie (descendentes). A coleta de

semente dessa progénie foi realizada no Pomar de Sementes Clonal superior de

Eucalyptus grandis, composto por 27 clones. As sementes foram coletadas em um tinico

clone do pomar, o clone 14, que atualmente ¢ considerado o melhor clone do programa
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de melhoramento da empresa, por se tratar de um material com excelente caracteristicas
de crescimento e de qualidade da madeira para a industria de celulose e papel. O clone
14 possui 97 rametes dentro do Pomar, e a coleta de sementes foi realizada em todos os
rametes que apresentavam oferta de frutificagdo.

Tabela 9. Perfil multiloco dos 27 individuos de uma mesma progénie selecionados em
uma mesma populacdo para 12 locos microssatélites.

PROGENIE LOCOS
EMBRA 11 EMBRA 10 EMBRA 63 EMBRA 12 ES76 EMBRA28 EG62 ES65 EMBRA37 EMBRA27 EMBRA2 EMBRA3
Alelo 1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo 1 Alelo2 Alelo 1 Alelo 2
Pl 128,18 133,69 12949 137,71 17522 18564 114 136,85 13275 141 211,11 213,15 192,94 19294 26132 26436 12238 140,76 10941 146,5 114,06 133,66 133,87 14742
P2 128,06 13586 121,15 137,73 177,18 177,18 136,87 150,81 127,11 141,11 211,03 22937 193,01 1993 26436 273,34 12225 12424 1055 14627 12729 13349 1287 13894
P3 127,74 133,52 12922 137.49 177,06 185,61 13234 136,61 124 141 211,11 223,74 192,94 192,94 261,33 270.28 12194 124,11 10924 15428 1134 124,56 13394 132,83
P4 121,15 135,57 13748 141,55 174,95 189.47 130,37 136,75 140,86 140,86 204,83 210,92 192,66 192,66 249,02 26429 122,09 124,1 146,15 152,14 - - 140,88 140,88
Ps 121,15 13555 137,47 1454 176,84 176,84 126,15 136,58 141 141 210,98 22525 192,71 198,89 264,29 273,18 12629 150,14 - - 127,06 13898 12249 139,22
P6 127,75 13559 12924 137,5 17512 177,05 113,87 152,79 123,86 13515 171,16 194,13 192,73 192,73 261,17 26428 124,1 126,1 146,15 148,08
P7 1213 13559 137,5 141,55 17525 177,04 13042 136,62 140,85 142,79 204,92 210,97 192,76 192,76 249,07 26427 122,09 1241 138,18 146,15 11344 1312 136,53 136,53
Ps 133,5 13557 13335 13748 176,82 183,16 12192 136,75 1353 141 204,93 22529 192,66 192,66 2583 26428 12595 146,37 131,62 154,16 113,58 130,51 122,48 13935
P9 1213 133,58 13344 137,52 17493 18743 1219 15292 13528 141 204,92 22524 1928 2054 270,29 273,18 12623 14637 131,86 146,09 113,63 130,51 122,37 134,04

P10 131,46 133,53 137,5 14539 173,03 174,97 134,56 136,62 135,17 135,17 205,02 211,05 192,75 192,75 264,29 290,92 120,12 122,08 109,24 146,15 127,93 140,27 129,51 140,63
P11 12536 135,59 131,31 137,5 176,98 176,98 113,87 152,78 130,71 140,85 185,39 22531 192,77 192,77 270,29 276,17 126,08 132,31 115,22 154,29 128,01 141,3 142,59 142,59
P12 12536 133,53 137,5 141,55 1769 189,57 130,42 152,79 141 141 202,06 223,48 192,82 192,82 261,31 270,18 126,05 146,45 1523 154,31 107,42 122,49 130,29 136,28
P13 121,15 135,44 13323 137,35 176,96 187,6 136,47 138,67 1353 141 210,87 216,99 192,76 192,76 264,15 273,08 126,22 146,37 131,84 1543 127,97 131,57 122,71 141
P14 121,15 135,57 1335 137,63 176,8 187,48 121,92 136,75 13532 141 211,10 217,11 192,71 192,71 258,28 264,27 126,07 130,18 152,14 154,29 128,07 131,65 122,71 141

P15 121,15 133,53 127 137,5 176,96 179,03 13028 136,62 124,01 141 210,84 210,84 192,76 192,76 264,27 264,27 122,08 138,47 11528 146,29 125,61 127,91 140,88 142,69
P16 133,38 133,38 133,38 137,5 175,03 183,33 12191 152,79 141 141 217,14 22531 192,73 192,73 270,18 270,18 122,09 130,37 131,88 146,15 113,51 130,45 122,37 134,08
P17 133,47 133,47 133,47 137,62 177,03 187,5 121,91 152,79 141 141 204,92 225,29 192,86 20528 270,19 273,1 122,08 146,37 152,14 154,28 127,27 130,56 122,48 134,06
P18 n.a. n.a. 137,54 141,58 174,95 189,48 130,56 136,91 124,1 141,3 209,96 211,98 1927 192,7 264,35 264,35 121,96 124,03 109,39 146,48 127,6 133,79 137,25 139,29
P19 n.a. na. 129,17 137,28 177,28 177,28 132,45 136,5 141,15 141,15 204,6 224,8 192,71 192,71 249,11 270,33 12598 146,19 138,18 146,34 127,66 129,58 134,64 134,64
P20 n.a. na. 129,22 137,42 174,96 18538 113,82 136,8 124,1 13532 212,09 224,9 192,67 192,67 261,25 270,34 124,07 126,16 148,28 1543 127,64 133,73 1342 137,15
P21 n.a. n.a. 120,85 137,56 175,11 177,02 150,89 152,81 126,78 141 202,86 2098 192,76 192,76 270,47 290,92 124,01 126,06 10537 146,33 127,96 129,85 128,91 139,31
P22 n.a. n.a. 131,34 137,44 177,16 177,16 114,14 15281 12837 13535 185,68 224,98 192,76 192,76 270,34 270,34 126,14 132,18 109,38 154,62 127,7 140,22 139,6 141,57
P23 n.a. n.a. 137,41 137,41 177,11 177,11 113,82 136,78 133,04 141,3 209,79 209,79 192,78 192,78 261,38 264,36 126,17 140,54 14828 15431 12735 1294 133,97 1371
P24 n.a. n.a. 135,41 137,44 176,95 179 128,5 152,81 141,15 141,15 207,64 224,95 192,78 192,78 264,49 273,34 121,97 121,97 109,42 154,5 127,27 127,27 133,94 133,94
P25 n.a. n.a. 133,59 137,69 176,23 182,68 122,58 137,09 135,36 141 204,87 224,89 192,95 20548 264,49 273,35 126,14 130,12 132,03 154,48 127,54 130,86 122,61 134,16
P26 n.a. na. 131,34 13744 1749 177,1 132,59 136,97 141,15 141,15 200,79 225,12 192,63 192,63 261,33 264,47 122,14 130,48 140,22 146,26 127,27 131,2 137,39 139,59
P27 n.a. na. 133,34 13742 176,64 187,24 136,8 138,83 140,84 140,84 204,88 224,99 192,81 20547 258,24 270,37 121,97 130,12 152,39 154,33 127,54 130,77 122,45 139,44

Todos os 97 rametes do clone 14 foram genotipados para confirmar se no pomar
havia alguma arvore identificada como clone 14 e ndo era o clone, ou seja, se existia
algum erro no pomar. Geralmente erros em instalacdo em Pomares de Sementes clonal
podem ocorrer, gragas a mistura no viveiro antes da instalagdo do pomar, ou erro
humano no plantio das mudas ou identificacdo das mesmas. No apéndice 1
apresentamos a genotipagem dos 97 rametes do clone 14 e ¢ possivel verificar que todos
os 97 individuos possuem o mesmo genotipo, ou seja, trata-se de um mesmo clone.

ApoOs a constatacdo que todos os 97 rametes plantados no pomar de sementes
clonal identificados como clone 14 eram mesmo individuos desse clone, o proéximo
passo foi identificar quais eram os possiveis pais dos 27 individuos selecionados dentro
do plantio da progénie, na tabela 10 sdo apresentados os resultados de genotipagem dos
outros 26 clones que formam o pomar junto com o clone 14 que teoricamente seriam os
possiveis pais, sem contar com fluxo génico externo ao pomar que poderia estar
ocorrendo ou nao.

Foram realizada a andalise de paternidade para os descendentes P1 a P27 com

base em 12 marcadores microssatélites, assumindo a maternidade dos mesmos como
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sendo o clone 14 de acordo com o compartilhamento de pelo menos um alelo em todos
os locos analisados.

A andlise de paternidade dos descendentes P1, P3, P4, P5, P6, P7, P12, P18,
P19, P20, P23, P24 ¢ P26 assumindo a maternidade como sendo do clone 14, revelou
que todos os 27 supostos polinizadores foram excluidos da possibilidade de ser o pai
biolégico com base no nao compartilhamento de alelos paternos obrigatdrios em
tipicamente 4 a 8 locos excludentes. Este resultado sugere que as arvores P1, P3, P4, P5,
P6, P7, P12, P18, P19, P20, P23, P24 e P26 sdo oriundas de um evento de fluxo génico
de polen externo ao pomar, ou seja uma outra arvore nao testada neste estudo, o que nos
leva a concluir que 48% dos descendentes aqui testados sdo eventos advindos de fluxo
genético. E importante citar que o pomar de sementes clonal possui um faixa de cerca
de 500 metros sem plantio algum de qualquer outra arvore de Eucalyptus, o que nos
leva a crer que o pélen estd vindo de distancias superiores a aqui citada.

Tabela 10. Perfil genético multiloco da mée (clone 14) e dos 26 possiveis polinizadores (pai)
para 12 locos microssatélites.

CLONES LOCOS

EMBRA 11 EMBRA 10 EMBRA 63 EMBRA 12 ES76 EMBRA28 EG62 ES65 EMBRA37 EMBRA27 EMBRA2

EMBRA3

Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelo1l Alelo2

1193 1254 1454 1454 1854 1895 1260 1304 1240 1267 2130 2130 1927 1990 2674 2821 1142 1406 127,7 1442 1344 1417 1463 1479
1257 1397 1375 1435 1770 1770 1345 1366 1267 1429 2089 2089 1928 1928 2613 2613 1200 1463 1092 1521 1294 1369 1194 1271
1191 1356 1454 147,3 1876 1895 1218 1324 1282 1282 1984 2069 1928 1928 2612 2642 1262 1464 1092 1151 1135 1169 1410 1428
1212 1212 1270 1416 1772 1790 1303 1324 1240 1240 2109 2171 1928 1991 2643 2643 1241 1385 1152 1359 127,8 1411 1408 1426

1191 1357 1454 1473 1876 1895 1218 1324 1284 1284 1987 207,0 1928 1928 2612 2643 1261 1464 1091 1151 1136 1170 1395 1415
1278 1355 1352 1375 1730 1791 1281 1281 1284 1351 2070 2130 1928 1928 2523 2612 1281 1482 1297 1338 1136 1369 1416 1455
1212 1212 1455 1455 1771 177,01 1139 1261 1410 141,0 2252 2312 1927 1990 2732 2996 1483 1483 131,8 1482 1336 1416 1229 1496

1
2
3
a4
5 1212 1357 1293 1397 1770 1770 1283 1448 1118 1221 1896 2130 1928 1928 2673 2821 1221 1304 1340 1624 1136 1366 1205 1351
6
7
8
9

1254 1277 1292 1312 1771 1790 1137 1260 1284 1308 1851 2090 1928 1928 2703 2762 1241 1323 1092 1153 1308 1417 1228 1431
10 1215 1357 1416 1473 177,01 1854 121,8 1449 1240 1410 1840 1903 1927 1927 2613 2849 1221 1386 1276 1501 1133 1251 1340 1425
11 1213 1335 1292 1334 1833 1874 1219 1388 1409 1409 2049 2171 1928 2053 2581 2731 1303 1464 1318 1523 1304 1304 1225 1225
12 1213 1334 1292 1332 1832 1875 121,9 1387 1410 1410 2049 2172 1928 2053 2581 273,01 1302 1464 1317 1522 1326 1326 1233 1233
13 1213 1356 1252 1395 1752 1770 1139 1304 1431 1431 2090 2110 1745 1928 2644 2703 1162 1221 1203 1541 1136 1272 1342 1395
14 1336 1355 1374 1374 1750 1769 1366 1528 1354 1411 2109 2252 1928 1928 2644 2702 1221 1263 1462 1541 1134 1278 1353 140,9
15 1193 1355 1453 1473 187,6 1896 121,9 1324 1283 1283 1984 2069 1928 1928 2614 2614 1261 1464 1091 1151 1134 1167 1410 1428
16 1314 1314 1292 1455 1730 1772 1345 1428 1283 1351 2069 2069 1926 1926 2761 2908 1200 1241 1092 1543 1135 1390 1278 127,8
17 1257 1337 1395 1435 1791 1874 1304 1304 1353 1410 1894 2232 1928 1928 2613 2674 1262 1445 1092 1482 1186 1220 1257 1257
18 1193 1254 1453 1453 1854 1896 1261 1303 1239 1267 2130 2130 1927 1989 2671 2819 1141 1406 1275 1442 1341 1432 1463 146,3
19 1335 1356 1270 1375 177,01 2022 1139 1304 1347 1410 2059 2110 1928 1990 2643 2732 1261 1261 1092 1543 1136 1250 1341 136,2
20 1205 1335 1269 1293 1729 1770 121,8 1323 1219 1346 1862 2253 1927 1927 2643 2702 1142 1261 1092 1339 1306 1459 1341 1455
21 1279 1279 1210 1210 1729 1770 1346 1507 1266 1428 2025 2290 1929 1992 2732 2920 1241 1303 1051 1051 1294 1335 1289 1416
22 1256 1355 1292 1374 1750 1854 1280 1303 1267 1267 2071 2131 1929 1929 2461 2491 1219 1281 1092 1151 1136 1294 1192 137,3
23 1257 1356 1292 1375 1750 1854 1281 1302 1269 1269 2069 2130 1929 1929 2460 249,01 1221 1283 1093 1152 1134 1293 1192 137,4

24 121,3 121,3 1354 1375 179,0 179,0 1282 1325 1410 1410

192,7 1927 2732 2732 1221 1221 1092 1153 1134 1134 1437 1437

25 1193 121,3 1354 1375 173,0 187,6 1345 1530 1268 1429 2171 2292 1929 199,1 2339 2614 1282 130,3 1051 1051 1315 1340 1439 1439
26 1278 1335 1292 1416 1772 1791 1324 1367 1266 1411 2089 2149 1991 1991 2613 2643 1143 1262 1212 1584 1333 1415 1293 1407
27 119,3 1355 1455 1474 1877 1896 1219 1324 1284 1284 1988 207,0 192,7 192,7 2613 2642 1263 1464 1092 1152 1134 116,7 1394 1415

A andlise de paternidade dos descendentes P2 e P21 permitiu excluir 26 dos 27
clones supostos polinizadores da possibilidade de ser o pai bioldgico com base no ndo
compartilhamento do alelo paterno obrigatdrio em tipicamente 4 a 8 locos excludentes.
Para esses descendentes somente o suposto genitor paterno clone 21 ndo foi excluido,
ou seja, ele possui o alelo paterno obrigatorio (o alelo que necessariamente foi herdado
do pai biologico) em todos os locos analisados. Utilizando uma estimativa conservadora
de paternidade com base em freqiiéncia alélica de 0,20 para todos os alelos paternos
obrigatorios, a probabilidade do clone 21 ser o pai bioldgico dos descendentes P2 e P21

foi estimada com sendo maior do que 99,999%.
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Por outro lado as analises de paternidade dos descendentes P8, P9, P13, P14,
P16, P17, P25 e P27 permitiu excluir 26 dos 27 clones supostos polinizadores da
possibilidade de ser o pai biologico com base no ndo compartilhamento do alelo paterno
obrigatdrio em tipicamente 4 a 8 locos excludentes. Para os descendentes citados acima
(P8, P9, P13, P14, P16, P17, P25 e P27), somente o suposto genitor paterno clone 11
nao foi excluido, ou seja, ele possui o alelo paterno obrigatério (o alelo que
necessariamente foi herdado do pai biolodgico) em todos os locos analisados. Podemos
considerar que os clones 11 e 14 apresentam uma grande dominancia, uma vez que esse
cruzamento representa cerca de 29,6% dos cruzamentos gerados no trabalho.

Contudo, para os mesmos descendentes P25 e P27, o suposto genitor paterno
clone 12 foi excluido em apenas um loco (EMBRA 2) ou seja, ele possui o alelo paterno
obrigatorio o alelo que necessariamente foi herdado do pai bioldgico) em 10 dos 11
locos analisados. Este polinizador também pode ser considerado como um provavel pai
dos descendentes P25 e P27.

Para os descendentes P11 e P22 somente o suposto genitor paterno clone 9 ndo
foi excluido, ou seja, ele possui o alelo paterno obrigatdrio (o alelo que necessariamente
foi herdado do pai bioldgico) em todos os locos analisados.

Da mesma forma o descendente P15 e P10 foram testados, e os pais para esses 2
descendentes sdo respectivamente os clones 4 ¢ 16, ou seja, esses clones possuem o
alelo paterno obrigatorio em todos os locos analisados.

Em todas as analises realizadas de paternidade utilizou-se uma estimativa
conservadora de paternidade com base em freqii€ncia alélica de 0,20 para todos os
alelos paternos obrigatérios, a probabilidade dos clones serem pais biologicos dos
descendentes indicados anteriormentes, foram estimadas com sendo maior do que
99,999%.

Os dados genotipicos gerados foram confirmados em regime de prova e
contraprova, ou seja, por meio da andlise independente em experimentos replicados

confirmando com precisdo os resultados e conclusdes acima descritos
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5 CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados, pode-se concluir que:

a) a populagdo selecionada apresentou um grande polimorfismo de alelos (n, =
12) e grandes distancias genéticas entre os individuos selecionados mostrando alta
variabilidade genética;

b) Existe uma pequena taxa de endogamia na populacdo selecionada (6,24%)
devida a quantidade de heterozigose observada (H, = 0,7927) ter sido menor que a
esperada (H. = 0,8455);

¢) A populagao selecionada de Eucalyptus grandis apresentou um sistema
reprodutivo intermediario com forte tendéncia a alogamia (88,2%);

d) Dos 27 descendentes testados, 48% sdo oriundos de um evento de fluxo
génico de polen externo ao pomar, ou seja uma outra arvore nao testada neste estudo;

e) O cruzamento entre os clones 11 e 14 foi o que apresentou maior quantidade

de descendentes, dos 27 testados foram identificados 8 como sendo deste cruzamento.
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APENDICE 1
RAMETE LOCOS
EMBRA 11 EMBRA 10 EMBRA 63 EMBRA 12 ES76 EMBRA28 EG62 ES65 EMBRA37 EMBRA27 EMBRA2 EMBRA3

Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2 Alelo 1 Alelo 2
R1 133,82 135,80 137,77 137,77 175,41 177,29 136,79 152,99 135,47 141,11 211,11 225,38 192,92 192,92 264,30 270,20 122,25 126,36 146,32 154,17 113,77 127,19 133,63 138,99
R2 133,75 135,75 137,74 137,74 175,33 177,21 136,75 152,84 135,53 141,11 211,12 225,42 193,04 193,04 264,27 270,22 122,37 126,46 146,32 154,28 113,88 127,17 133,69 139,03
R3 133,80 135,78 137,62 137,62 175,26 177,00 136,77 152,85 135,44 141,12 211,10 225,36 193,04 193,04 264,27 270,22 122,37 126,46 146,32 154,27 113,88 127,25 133,64 138,96
R4 133,76 135,90 137,75 137,75 175,26 177,14 136,90 152,98 135,59 141,11 211,09 225,32 192,99 192,99 264,27 270,02 122,37 126,46 146,32 154,27 113,71 127,06 133,59 138,93
R5 133,84 135,85 137,86 137,86 175,33 177,21 136,86 152,98 135,48 141,11 211,07 225,26 192,95 192,95 264,40 270,37 122,26 126,38 146,37 154,23 113,76 127,03 133,52 138,85
R6 133,70 135,71 137,72 137,72 175,25 177,13 136,86 152,85 135,49 141,11 210,99 225,32 193,06 193,06 264,40 270,36 122,24 126,45 146,32 154,27 113,82 127,15 133,65 138,97
R7 133,76 135,76 137,75 137,75 175,26 177,14 136,90 152,85 135,49 141,11 210,97 225,28 193,06 193,06 264,40 270,37 122,24 126,45 146,32 154,28 113,82 127,13 133,62 138,95
R8 133,84 135,85 137,72 137,72 175,20 177,08 136,86 152,98 135,47 141,00 211,05 225,32 193,07 193,07 264,41 270,25 122,24 126,45 146,32 154,27 113,76 127,10 133,56 138,75
R9 133,84 135,85 137,72 137,72 175,52 177,40 137,00 152,98 135,47 141,11 211,08 225,57 192,99 192,99 264,40 270,25 122,26 126,49 146,37 154,23 113,80 127,51 134,23 139,54
R10 133,86 135,87 137,73 137,73 175,16 177,04 136,87 152,83 135,46 141,11 211,15 225,32 193,03 193,03 264,29 270,31 122,25 126,47 146,25 154,12 113,76 127,14 133,63 138,95
R11 133,76 135,76 137,61 137,61 175,17 177,05 136,75 152,85 135,49 141,11 211,04 225,30 193,00 193,00 264,21 270,20 122,36 126,41 146,31 154,27 113,76 127,10 133,56 138,75
R12 133,90 135,90 137,89 137,89 175,47 177,35 137,04 152,98 135,44 141,12 211,04 225,39 193,07 193,07 264,30 270,21 122,25 126,47 146,25 154,12 113,82 127,26 133,86 139,19
R13 133,58 135,73 137,58 137,58 175,28 177,16 136,73 152,99 135,48 141,00 211,04 225,28 192,95 192,95 264,28 270,32 122,24 126,45 146,32 154,27 113,88 127,20 133,64 138,93
R14 133,75 135,89 137,74 137,74 175,34 177,22 136,89 150,81 135,46 141,11 211,12 225,33 193,06 193,06 264,30 270,30 122,37 126,47 146,25 154,23 113,88 127,20 133,64 138,93
R15 133,80 135,78 137,62 137,62 175,28 177,16 136,77 152,84 135,47 141,11 211,52 22585 193,10 193,10 264,30 270,30 122,25 126,46 146,25 154,23 113,88 127,17 133,59 139,42
R16 133,75 135,75 137,74 137,74 175,20 177,08 136,75 152,84 135,48 141,11 211,00 22527 192,98 192,98 264,38 270,31 122,23 126,41 146,32 154,27 113,82 127,08 133,62 138,80
R17 133,74 135,74 137,59 137,59 175,15 177,16 136,74 152,84 135,47 141,11 211,08 225,23 193,07 193,07 264,29 270,21 122,24 126,41 146,32 154,27 113,82 127,16 133,58 138,84
R18 133,82 135,80 137,78 137,78 175,22 176,95 136,79 152,81 135,40 141,11 210,99 225,14 192,97 192,97 264,29 270,31 122,24 126,42 146,25 154,23 113,82 127,08 133,61 138,88
R19 133,75 135,75 137,60 137,60 175,09 177,09 136,75 152,97 135,39 141,00 211,20 225,20 193,04 193,04 264,30 270,30 122,37 126,43 146,25 154,23 113,98 127,20 133,53 138,82
R20 133,75 135,89 137,74 137,74 175,34 177,22 136,89 152,98 135,46 141,11 210,97 225,29 193,15 193,15 264,30 270,31 122,37 126,43 146,25 154,23 113,71 127,05 133,66 138,91
R21 133,74 135,74 137,73 137,73 175,29 177,16 136,74 152,97 135,45 141,11 211,08 22531 192,97 192,97 264,30 270,31 122,25 126,46 146,37 154,23 113,82 127,06 133,47 138,74
R22 133,60 135,75 137,60 137,60 175,20 177,08 136,75 152,84 135,49 141,11 211,10 22527 193,00 193,00 264,21 270,20 122,36 126,42 146,25 154,34 113,82 127,20 133,65 138,93
R23 133,75 135,75 137,74 137,74 175,28 177,16 136,75 152,97 135,52 141,11 211,17 225,40 193,02 193,02 264,30 270,20 122,36 126,42 146,36 154,23 113,82 127,06 133,58 138,84
R24 133,75 135,75 137,74 137,74 175,20 177,08 136,75 152,84 135,49 141,11 211,17 225,40 193,06 193,06 264,31 270,30 122,24 126,42 146,25 154,23 113,88 127,15 133,65 138,90
R25 133,75 135,75 137,74 137,74 175,20 177,08 136,89 152,98 135,47 141,11 211,08 225,33 193,10 193,10 264,29 270,31 122,24 126,42 146,25 154,23 113,82 127,18 133,71 138,97
R26 133,90 136,04 137,89 137,89 175,53 177,41 137,04 152,98 135,37 141,13 211,08 225,34 192,89 192,89 264,42 270,36 122,24 126,42 146,25 154,23 113,82 127,08 133,62 138,91
R27 133,75 135,75 137,74 137,74 175,20 177,08 136,75 152,84 135,39 141,00 211,28 225,54 192,93 192,93 264,19 270,30 122,24 126,42 146,36 154,23 113,82 127,06 133,58 138,95
R28 133,84 135,85 137,72 137,72 175,26 177,14 136,86 152,98 135,39 141,00 210,82 225,29 192,93 192,93 264,19 270,30 122,24 126,42 146,25 154,23 113,60 126,87 133,52 138,80
R29 133,76 135,90 137,75 137,75 175,26 177,14 136,90 152,85 135,46 141,11 211,02 225,24 193,15 193,15 264,30 270,30 122,36 126,42 146,36 154,23 113,76 127,09 133,64 138,93
R30 133,70 135,71 137,72 137,72 175,05 177,06 136,72 152,84 135,46 141,11 211,11 225,29 193,15 193,15 264,39 270,41 122,36 126,42 146,25 154,23 113,71 127,08 133,52 138,80
R31 133,70 135,85 137,72 137,72 175,17 177,06 136,72 152,85 135,48 141,11 211,11 225,39 193,03 193,03 264,21 270,20 122,24 126,42 146,25 154,23 113,87 127,11 133,80 139,00



R32
R33
R34
R35
R36
R37
R38
R39
R40
R41
R42
R43
R44
R45
R46
R47
R48
R49
R50
R51
R52
R53
R54
R55
R56
R57
R58
R59
R60
R61
R62
R63
R64
R65
R66
R67
R68

133,85
133,83
133,83
133,80
133,78
133,79
133,79
133,79
133,74
133,91
133,75
133,89
133,85
133,76
133,60
133,76
133,70
133,61
133,60
133,60
133,70
133,70
133,70
133,63
133,60
133,69
133,83
133,69
133,56
133,56
133,71
133,73
133,71
133,55
133,71
133,71
133,70

135,86
135,85
135,85
135,83
135,81
135,82
135,82
135,82
135,78
135,95
135,79
135,93
135,87
135,75
135,59
135,75
135,70
135,73
135,72
135,72
135,70
135,70
135,70
135,75
135,59
135,69
135,96
135,69
135,56
135,69
135,84
135,66
135,71
135,55
135,71
135,71
135,70

137,73
137,71
137,71
137,70
137,69
137,70
137,70
137,84
137,67
137,83
137,68
137,82
137,73
137,59
137,57
137,59
137,69
137,58
137,57
137,57
137,56
137,56
137,56
137,59
137,57
137,56
137,82
137,56
137,56
137,56
137,70
137,58
137,57
137,55
137,57
137,70
137,69

137,73
137,71
137,71
137,70
137,69
137,70
137,70
137,84
137,67
137,83
137,68
137,82
137,73
137,59
137,57
137,59
137,69
137,58
137,57
137,57
137,56
137,56
137,56
137,59
137,57
137,56
137,82
137,56
137,56
137,56
137,70
137,58
137,57
137,55
137,57
137,70
137,69

175,17
175,31
175,39
17521
175,27
175,27
175,32
175,32
175,06
175,51
175,15
175,15
175,23
175,28
175,30
175,22
175,28
175,31
175,44
175,31
175,16
175,22
175,16
175,14
175,35
175,19
175,56
175,19
175,19
175,32
175,19
175,37
175,07
175,28
175,20
175,20
175,20

177,06
177,20
177,27
177,11
177,17
177,17
177,09
177,09
176,98
177,43
177,07
177,07
177,14
177,15
177,18
177,10
177,16
177,18
177,31
177,31
177,16
177,10
177,16
177,02
177,23
177,08
177,45
177,08
177,08
177,21
177,08
177,18
176,96
177,16
177,08
177,08
177,08

136,87
136,85
136,85
136,84
136,82
136,83
136,83
136,83
136,80
136,90
136,81
136,80
136,88
136,93
136,78
136,93
136,90
136,79
136,91
136,78
136,90
136,90
136,90
136,80
136,78
136,89
137,02
136,89
136,76
136,89
136,91
136,90
136,91
136,75
136,91
136,91
136,90

152,85
152,87
153,00
152,85
152,88
152,88
152,89
152,89
152,76
152,85
152,90
152,90
152,89
152,90
152,91
152,90
152,90
153,04
153,04
153,04
152,90
152,90
152,90
152,90
152,92
152,92
15331
152,93
152,93
152,93
152,91
152,90
152,78
152,92
152,91
152,91
152,91

135,49
135,49
135,50
135,48
135,44
13544
13544
135,43
135,45
135,45
135,54
135,54
135,45
135,43
135,41
135,41
135,55
135,43
135,50
135,50
135,51
13544
135,51
135,37
135,45
135,51
135,51
135,42
135,44
13542
135,50
135,50
135,45
135,46
135,50
135,67
135,45

141,11
141,11
141,11
141,11
141,12
141,12
141,12
141,12
141,11
141,12
141,12
141,12
141,11
141,11
141,11
141,11
141,11
141,11
141,22
141,11
141,22
141,11
141,22
141,00
141,11
141,22
141,22
141,11
141,11
141,11
141,11
141,22
141,11
141,11
141,22
141,43
141,11

211,14
211,12
211,15
211,06
211,08
211,01
211,14
211,06
210,96
210,96
211,05
211,11
211,23
211,04
211,04
211,12
211,12
211,03
211,32
211,04
211,12
211,12
211,02
211,02
211,63
211,14
211,13
211,14
211,11
211,21
211,11
211,11
211,02
211,02
211,12
211,03
210,97

225,39
22532
22534
225,26
225,30
2258
22537
22531
22522
22523
22521
225,36
225,61
22534
22533
225,38
225,37
225,30
225,66
22532
22538
22538
22527
22527
225,99
22532
225,40
22541
22534
225,44
22535
22535
22527
22527
22538
22538
225,39

193,00
192,86
192,94
192,86
193,03
193,07
193,04
193,06
193,02
192,96
192,99
192,95
193,07
193,04
193,11
193,07
193,03
193,07
193,18
192,98
193,12
193,04
193,07
193,04
193,01
193,07
193,06
193,03
193,05
193,05
192,98
193,09
193,06
193,12
193,10
193,37
193,07

193,00
192,86
192,94
192,86
193,03
193,07
193,04
193,06
193,02
192,96
192,99
192,95
193,07
193,04
193,11
193,07
193,03
193,07
193,18
192,98
193,12
193,04
193,07
193,04
193,01
193,07
193,06
193,03
193,05
193,05
192,98
193,09
193,06
193,12
193,10
193,37
193,07

264,21
264,31
264,29
264,19
264,30
264,28
264,29
264,27
264,28
264,29
264,17
264,36
264,36
264,30
264,30
264,27
264,37
264,30
264,22
264,30
264,53
264,38
264,31
264,33
264,31
264,30
264,39
264,30
264,30
264,31
264,28
264,40
263,95
264,32
264,31
264,41
264,23

270,20
270,30
270,21
270,21
270,21
270,31
270,21
270,22
270,22
270,31
270,42
270,33
270,23
270,23
270,24
270,25
270,24
270,24
270,12
270,23
270,22
270,25
270,23
270,21
270,14
270,24
270,25
270,22
270,15
270,24
270,24
270,33
270,11
270,22
270,24
270,35
270,22

122,24
122,25
122,25
122,24
122,26
122,25
122,24
122,25
122,26
122,25
122,25
122,25
122,25
122,23
122,12
122,11
122,11
122,12
122,24
122,12
122,12
122,23
122,12
122,11
122,23
122,12
122,12
121,99
122,12
122,11
122,11
122,11
122,09
122,24
122,24
122,24
122,24

126,42
126,46
126,46
126,44
126,37
126 47
126,44
126,47
126,38
126,48
126,48
126,48
126,36
126,28
126,21
126,16
126,28
126,33
126,29
126,30
126,33
126,28
126,33
126,28
126,28
126,33
126,33
126,19
126,20
126,28
126,28
126,28
126,19
126,29
126,41
126,41
126,29

146,25
146,37
146,36
146,32
146,37
146,25
146,32
146,25
146,26
146,25
146,32
146,32
146,32
146,20
146,36
146,20
146,20
146,25
146,25
146,25
146,25
146,31
146,25
146,20
146,31
146,25
146,25
146,32
146,25
146,31
146,31
146,20
146,15
146,36
146,25
146,25
146,25

154,23
154,23
154,23
154,27
154,23
154,12
154,28
154,13
154,13
154,23
154,28
154,28
154,17
154,35
154,32
154,23
154,35
154,33
154,32
154,22
154,32
154,34
154,32
154,23
154,34
154,32
154,21
154,34
154,22
154,34
154,34
154,34
154,24
154,31
154,31
154,32
154,33

113,66
113,82
113,88
113,87
113,82
113,83
113,77
113,82
113,71
113,77
113,88
113,77
113,80
113,74
113,80
113,74
113,69
113,74
113,80
113,80
113,62
113,69
113,69
113,74
114,06
113,73
113,80
113,74
113,74
113,62
113,62
113,74
113,73
113,73
113,73
113,62
113,80

127,10
127,00
127,10
127,12
127,12
127,14
127,07
127,06
126,97
126,97
127,16
127,01
127,51
127,38
127,50
127,39
127,40
127,38
127,51
127,40
127,32
127,40
127,38
127,38
127,71
127,43
127,38
127,38
127,38
127,43
127,32
127,39
127,43
127,32
127,43
127,32
127,51

133,56
133,56
133,56
133,61
133,60
133,54
133,60
133,50
133,53
133,52
133,58
133,51
134,23
134,12
134,13
134,14
134,14
134,12
134,14
134,14
134,10
134,14
134,13
134,12
134,57
134,21
134,13
134,12
134,12
134,21
134,21
134,14
134,21
134,10
134,21
134,10
134,23

39

138,86
138,76
138,86
138,82
138,82
138,88
138,86
138,78
138,80
138,79
138,84
138,82
139,54
139,45
139,57
139,57
139,57
139,45
139,79
139,57
139,56
139,57
139,46
139,45
139,90
139,56
139,57
139,56
139,45
139,56
139,56
139,57
139,56
139,56
139,56
139,56
139,54



R69
R70
R71
R72
R73
R74
R75
R76
R77
R78
R79
R80
R81
R82
R83
R84
R85
R86
R87
R88
R89
R90
R9I
R92
R93
R94
R95
R96
R97

133,69
133,70
133,57
133,61
133,63
133,70
133,70
133,75
133,66
133,60
133,66
133,62
134,74
133,59
133,79
133,69
133,82
133,80
134,66
133,69
133,80
133,88
133,74
133,82
133,70
133,83
133,81
133,97
134,22

135,69
135,70
135,70
135,60
135,75
135,70
135,84
135,74
135,63
135,59
135,63
135,74
136,70
135,66
135,70
135,73
135,73
135,85
136,75
135,73
135,85
135,77
135,77
135,86
135,74
135,87
135,85
135,87
136,27

137,56
137,69
137,56
137,58
137,59
137,69
137,69
137,58
137,47
137,44
137,47
137,58
138,65
137,58
137,61
137,63
137,63
137,75
137,85
137,63
137,75
137,12
137,65
137,76
137,63
137,77
137,62
137,90
138,04

137,56
137,69
137,56
137,58
137,59
137,69
137,69
137,58
137,47
137,44
137,47
137,58
138,65
137,58
137,61
137,63
137,63
137,75
137,85
137,63
137,75
137,12
137,65
137,76
137,63
137,77
137,62
137,90
138,04

175,22
175,28
175,14
175,22
175,16
175,28
175,22
175,22
175,30
175,36
175,30
175,22
176,92
175,37
175,25
175,20
175,28
175,20
175,03
175,41
175,20
175,28
175,31
175,03
175,31
175,51
176,81
175,46
175,15

177,10
175,28
177,02
177,10
177,16
177,15
177,10
177,10
177,18
177,24
177,18
177,10
178,21
177,18
177,18
177,14
177,21
177,13
176,84
177,21
177,13
177,21
177,10
176,95
177,09
177,29
176,81
177,37
176,94

136,89
136,90
136,90
136,79
136,93
136,90
137,03
136,93
136,81
136,78
136,81
136,93
137,81
136,89
136,93
136,81
136,95
136,94
137,85
136,95
136,94
136,98
136,98
137,09
136,96
137,09
136,94
137,09
137,36

152,92
152,90
152,90
152,92
152,90
152,90
153,02
152,90
152,91
152,92
152,91
152,90
154,05
153,01
153,01
153,01
153,13
152,98
153,02
153,00
153,11
153,13
153,10
152,96
152,97
153,22
152,96
153,22
153,04

135,45
135,42
135,46
135,46
135,55
135,54
135,51
135,43
135,51
135,45
135,46
135,52
135,46
135,48
135,41
135,48
135,47
135,48
135,48
135,35
135,36
135,36
13544
135,37
135,51
135,50
135,51
135,50
135,51

141,11
141,11
141,11
141,21
141,21
141,11
141,11
141,11
141,22
141,11
141,11
141,11
141,11
141,22
141,00
141,11
141,11
141,11
141,11
141,00
141,11
141,11
141,11
141,00
141,12
141,12
141,12
141,12
141,12

211,12
211,12
211,12
211,11
211,23
211,03
211,11
211,03
211,09
211,05
211,06
211,08
211,08
211,17
211,10
211,09
211,10
211,11
211,02
211,02
211,04
211,03
211,05
211,01
211,11
211,15
211,13
210,99
211,13

225,38
22538
225,36
22534
225,51
2258
22535
2258
225,49
225,36
225,29
22532
22535
225,42
22538
225,37
225,39
22531
22535
22535
225,30
22529
22532
225,49
225,53
225,50
225,44
225,44
225,45

193,07
192,98
193,01
193,09
193,00
193,06
193,06
193,04
193,09
193,10
192,99
193,02
193,03
192,99
193,01
192,99
193,03
193,06
192,97
193,00
192,98
193,06
193,06
192,88
193,00
193,02
192,98
193,00
192,97

193,07
192,98
193,01
193,09
193,00
193,06
193,06
193,04
193,09
193,10
192,99
193,02
193,03
192,99
193,01
192,99
193,03
193,06
192,97
193,00
192,98
193,06
193,06
192,88
193,00
193,02
192,98
193,00
192,97

264,32
264,30
264,31
264,26
264,23
264,39
264,29
264,29
264,40
264,34
264,22
264,29
264,28
264,28
264,22
264,29
264,28
264,27
264,26
264,38
264,27
264,18
264,38
264,23
264,23
264,22
264,24
264,23
264,23

270,23
270,24
270,23
270,21
270,13
270,24
270,24
270,25
270,23
270,22
270,15
270,15
270,24
270,16
270,13
270,15
270,25
270,17
270,17
270,25
270,26
270,16
270,16
270,09
270,20
270,20
270,20
270,20
270,20

122,10
122,10
122,23
122,24
122,24
122,11
122,11
122,11
122,11
122,24
122,24
122,24
122,23
122,12
122,12
122,12
122,12
122,12
122,17
122,12
122,12
122,24
122,24
122,27
122,40
122,26
122,27
122,28
122,26

126,24
126,24
126,27
126,30
126,30
126,28
12628
126,28
126,29
126,30
126,42
126,30
126,28
126,31
126,33
126,32
126,20
126,19
126,16
126,33
126,19
126,32
126,32
126,44
126,44
126,40
126,42
126,47
126,41

146,20
146,20
146,25
146,25
146,25
146,20
146,20
146,20
146,25
146,25
146,25
146,25
146,31
146,32
146,25
146,32
146,25
146,20
145,92
146,25
146,20
146,20
146,20
146,27
146,27
146,27
146,33
146,39
146,33

154,34
154,34
154,21
154,31
154,31
154,34
154,33
154,34
154,21
154,20
154,32
154,20
154,34
154,34
154,21
154,35
154,22
154,24
154,34
154,21
154,24
154,24
154,36
154,30
154,31
154,19
154,34
154,43
154,45

113,74
113,74
113,69
113,74
113,80
113,73
113,74
113,69
113,80
113,74
113,69
113,80
113,68
113,74
113,68
113,68
113,74
113,63
113,68
113,74
113,74
113,69
113,74
113,88
113,80
113,74
113,88
113,80
113,88

127,38
127,43
127,38
127,38
127,38
127,32
127,32
127,38
127,51
127,30
127,31
127,31
127,34
127,43
127,34
127,33
127,35
127,39
127,27
127,39
127,39
127,40
127.26
127,52
127,36
127,52
127,52
127,51
127,52

134,12
134,21
134,13
134,12
134,24
134,21
134,21
134,13
13423
134,08
134,09
134,09
134,16
134,21
134,16
134,15
134,17
134,14
134,13
134,25
134,25
134,26
134,12
134,24
13423
134,24
134,24
134,23
134,24

40

139,56
139,56
139,57
139,56
139,68
139,56
139,56
139,46
139,54
139,45
139,45
139,56
139,66
139,56
139,66
139,55
139,67
139,55
139,54
139,66
139,66
139,66
139,54
139,54
139,39
139,39
139,54
139,39
139,39




