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RESUMO

O éxito dos programas de melhoramento florestal requer que a predi¢cdo do progresso genético
seja proporcional ao progresso genético real. Para isso, é possivel unir a genética quantitativa
com ferramentas moleculares, que permitem estimar pardmetros com maior acuidade para
selecdo. O objetivo foi verificar a diversidade genética, o sistema de reproducéo e as relacdes
de parentesco em populacdes de polinizacdo aberta de Eucalyptus urophylla, para selecionar
cruzamentos e genitores. Para tanto, foram utilizados dois Pomares de Sementes por Mudas
(PSM) e uma amostra de individuos adultos em um teste de progénies (PCPN). Para compor
um teste de progénies de segunda geracdo (TP2G) foram coletadas sementes em 23 arvores
matrizes em um dos PSM. As populac@es estdo localizadas na Fazenda de Ensino, Pesquisa e
Extensdo, em Selviria-MS. Os individuos do TP2G (722) e os adultos (467) foram genotipados
com 12 marcadores microssatélites (SSR) e os locos avaliados para verificar se sdo marcadores
genéticos. Os caracteres silviculturais foram mensurados nos PSM e no TP2G. Os marcadores
SSR formaram um conjunto consistente de marcadores genéticos. A diversidade genética das
populacbes foi elevada e a reducdo foi pequena entre as geragdes. O indice de fixacdo foi
significativo para todas as populacGes e maior nos descendentes, a indicar a presenga de
endogamia. A taxa de cruzamento indicou que a reproducdo ocorreu predominantemente por
cruzamentos (0,964). Houve cruzamentos entre parentes, correlacionados e autofecundacéo.
Em funcdo disso, a endogamia nas progénies foi superior a populacdo parental e a principal
razdo foi o cruzamento entre parentes, o que resultou em maior endogamia. Além disso, as
relacfes de parentesco foram superiores no TP2G. Houve fluxo de pdlen entre as populacdes e
0 numero de doadores de polen foi elevado pela analise de paternidade, que permitiu determinar
o provavel candidato a pai de 713 individuos do TP2G. Com isso foi possivel estudar o teste de
progénies de polinizacdo aberta como um teste de irmdos completos, permitindo estimar as
capacidades gerais e especificas de combinacdo. Para o didmetro a altura do peito o ganho
genético baseado no valor genotipico do cruzamento foi elevado (> 20%), assim como a sele¢édo
clonal, que indicou ganhos consideraveis (> 65%). Assim, é possivel dar continuidade ao

Programa de Melhoramento, indicando cruzamentos e genotipos promissores de E. urophylla.

Palavras-chave: Coancestria. Endogamia. Microssatélites. Pomares de sementes por mudas.

Teste de progénies de segunda geracao.



ABSTRACT

The success of forest breeding programs requires that the prediction of genetic progress be
proportionate to actual genetic progress. For this, it is possible to join the quantitative genetics
with molecular tools, which allow to estimate parameters with greater acuity for selection. The
main was to verify the genetic diversity, mating system and Kkinship relationships in open
pollinated populations of Eucalyptus urophylla, to select crosses and parents. In order to do,
two seedlings seed orchards (SSO) and an adult sample of individuals were used in a progeny
test (PCPN). To compose a second generation progenies test (2GPT) seeds were collected in
23 mother trees in one of the SSO. The populations are located in the Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Extensdo, in Selviria-MS. The individuals from 2GTP (722) and adults (467) were
genotyped with 12 microsatellite markers (SSR) and the loci evaluated for genetic markers.
Silvicultural traits were measured in the SSO and 2GPT. SSR markers formed a consistent set
of genetic markers. The genetic diversity of the populations was high and the reduction was
small between generations. The fixation index was significant for all populations and higher in
the offspring, indicating the presence of inbreeding. The multilocus estimate of outcrossing rate
indicated that reproduction occurred predominantly by crosses (0.964). There were crosses
between relatives, crosses correlated and self-fertilization. As a result, inbreeding in the
progenies was higher than in the parental population and the main reason was cross between
relatives. In addition, kinship relations were higher in 2GPT. There was pollen flow among the
populations and the number of pollen donors was higher by paternity analysis, which allowed
to determine the probable candidate father of 713 individuals of the 2GPT. Thus, it was possible
to study the open pollinated progeny test as a full sib test, allowing the estimation of general
and specific combining abilities. For the diameter at breast height, the genetic gain based on the
genotypic value of the cross was high (> 20%), as well as the clonal selection, which indicated
considerable gains (> 65%). Thus, it is possible to continue the Breeding Program, indicating

promising crosses and genotypes of E. urophylla.

Keywords: Inbreeding. Kinship. Microsatellite. Seedling seed orchard. Second generation

progeny test.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de alimentar a populacdo mundial em crescimento continuo é um dos
principais desafios das proximas décadas e, ndo menos importante, é a necessidade de atender
a demanda por madeira, fibras e energia. Nesse sentido, as florestas plantadas com finalidade
industrial sdo grandes fornecedoras de matérias-primas, contribuindo com a prestacdo de
servigos sociais e ambientais, quando mantido o comprometimento com a sustentabilidade das
areas de plantio e manejo silvicultural.

Os destaques para o setor florestal brasileiro s&o as florestas plantadas com espécies dos
géneros Eucalyptus e Corymbia, conhecidos popularmente como eucalipto. Desde sua
introducdo no inicio do século XX foram obtidos incrementos em produtividade e qualidade da
madeira, devido aos esforcos praticados por instituicdes publicas e privadas, para o
desenvolvimento de gendtipos superiores e adequacdo das técnicas de manejo. Esse empenho
contribuiu para que o Brasil alcangasse a lideranca mundial em produtividade florestal média
(35,7 m® hatano™) e curto periodo de rotagio (menos de cinco anos). A area cultivada abrange
5,63 milhdes de hectares cultivados com eucalipto, sendo os estados de Minas Gerais (24%),
Sao Paulo (17%) e Mato Grosso do Sul (15%), os de maior representatividade, tendo o Gltimo
registrado o maior aumento: 400 mil hectares entre 2015 e 2016 (INDUSTRIA BRASILEIRA
DE ARVORES - IBA, 2017).

Nos programas de melhoramento florestal, o que tem sido observado por pesquisadores
do setor é uma estagnacdo nos ganhos de selecdo, provavelmente devido ao afunilamento da
base genética e negligéncia da interacdo entre gendétipos e ambientes, o que pode ser
potencialmente danoso, se considerar ainda o efeito das alteracfes climaticas. Desse modo,
avaliar o estoque genético das populac6es constituintes dos programas de melhoramento, como
pomares e areas para producdo de sementes, e monitorar a erosdo genética nas populacoes
naturais, é imprescindivel para que essa situacdo seja superada.

Por conseguinte, o Eucalyptus urophylla pode ser considerado uma espécie promissora
para expansdo das florestas plantadas em areas com condicGes climaticas limitantes. Em razdo
do potencial produtivo e rusticidade, essa espécie tem sido utilizada com certa frequéncia em
plantios localizados em regides quentes e secas, como verificado na area de abrangéncia do
Bolséo sul-mato-grossense, que comporta 11 municipios e abriga as duas maiores industrias de
papel e celulose do mundo (SECRETARIA DE ESTADO DE MEIO AMBIENTE E
DESENVOLVIMENTO ECONOMICO - SEMADE, 2015).
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O Registro Nacional de Cultivares apontou que existem 119 registros para espécie de E.
urophylla. Os gendtipos pertencem a empresas florestais (80,7%), viveiros independentes
(11,7%) e instituicdes publicas de pesquisa (7,6%). Essas empresas destinam cerca de 51% dos
gendtipos para industria de papel e celulose e 42% a producao de carvédo vegetal. No entanto,
pouco ou nenhum gendtipo de eucalipto foi desenvolvido especificamente para o plantio na
regido do Bolsédo sul-mato-grossense. A maioria dos registros pertencem a International Paper
(26%), Suzano Papel e Celulose (13,5%) e Aperam Bioenergia (11,5%), que concentram suas
unidades industriais nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA, 2017). Assim, esse cenario
reflete a importancia de buscar a selecdo de gendtipos produtivos com qualidade da matéria
prima adequada para atender aos requisitos da industria na regido do Bolsdo sul-mato-
grossense.

Para contribuir com isso, o0 emprego de ferramentas moleculares, como os marcadores
microssatélites (Simple Sequence Repeat - SSR), tem sido importante e frequente em estudos
com eucaliptos (SUMATHI; YASODHA, 2014). Isso porque sdo marcadores codominantes,
altamente polimorficos e informativos (KALIA et al., 2011), que permitem monitorar os niveis
de diversidade genética, avaliar como a espécie recombina seus genes para formar a populagéo
descendente, quais as relacfes de parentesco entre individuos dentro de progénies, o nimero de
arvores polinizadoras e fluxo génico, a contribuir para obter estimativas precisas de variancia
genética aditiva, herdabilidade e outros parametros relevantes para predicdo de ganhos
genéticos. Portanto, essa ferramenta molecular pode contribuir com a genética quantitativa
classica, de modo a viabilizar a selecdo de genitores e gendétipos adaptados a essa importante

regido produtora de papel e celulose.
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2 OBJETIVOS

Verificar a diversidade genética, o sistema de reproducdo e as relagdes de parentesco,
em populacbes de polinizacdo aberta de Eucalyptus urophylla e em progénies de segunda

geragéo, oriundas de um pomar de sementes por mudas.

Como objetivos especificos tém-se:

i) Obter gendtipos promissores que foram selecionados naturalmente por 20 anos, em
condicBGes ambientais propensas aos estresses hidrico, nutricional e térmico, para clonagem ou

cruzamentos;

ii) Propor a anélise de um teste de progénies de polinizagdo aberta como um teste de

progénies de irmas completas;

iii) Ajustar a estimativa de variancia genética aditiva, com base no coeficiente de
parentesco, permitindo estimar ganhos genéticos acurados;

iv) Determinar a dindmica de como a espécie recombina seus genes em um pomar de

sementes por mudas para formacédo dos descendentes;

v) Verificar a distribuicdo da variacdo genética entre e dentro de progénies dos pomares

de sementes e no teste de progénies de segunda geracao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Eucalyptus urophylla S.T. Blake

3.1.1 Classifica¢ao taxondémica

Eucalyptus urophylla pertence a familia botanica Myrtaceae, género Eucalyptus,
subgénero Symphyomyrtus, se¢do Latoangulatae, série Transversae, subsérie Robustae, junto
de espécies como E. resinifera, E. macta, E. scias, E. notabilis, E. robusta e E. pellita
(NICOLLE, 2015).

3.1.2 Ocorréncia natural

Eucalyptus urophylla, conhecido internacionalmente como “Timor mountain gum”, é
uma das poucas espécies que nao ocorre naturalmente na Australia. Seu habitat esta limitado a
pequenas ilhas localizadas ao leste da Indoneésia e a sudeste do Arquipélago de Sonda, em
Timor, Wetar, Alor, Pantar, Lembata, Adonara e Flores (Figura 1). O grupo de ilhas apresenta
solos de origem vulcénica e se encontra isolado ao norte pelo mar de Flores e ao sul pelo mar
de Timor (Savu), restringindo a disseminacdo da espécie entre a latitude de 7°30’S a 10°S e
longitude de 127°E a 122°E (ELDRIGDE et al., 1993).

Figura 1 - Localizacdo das Ilhas ao leste da Indonésia e sudeste de Sonda, onde o Eucalyptus
urophylla ocorre naturalmente.

Mar de Flores
@ Flores

Sonda Ocidental Sonda Oriental
Mar de Savu

Mar de Timor

Cooglc earth

Fonte: Elaboragdo da propria autora.
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A distribuicéo geogréfica do E. urophylla é de aproximadamente 476 km de leste a oeste
e 230 km de norte a sul, ao longo do grupo de ilhas (DVORAK; HODGE, PAYN, 2008). As
altitudes vdo de 70 m (Wetar) até 2960 m (Timor) (GUNN; MC DONALD, 1991). A
temperatura varia entre 17°C a 21°C (1900 m) até 27°C a 30°C (400 m) (ELDRIDGE et al.,
1993). A precipitagdo é influenciada pelo regime de Mongdes e cadeia montanhosa de Timor.
Levantamentos recentes indicaram que a precipitacdo anual é variavel (820 mm a 2000 mm)
nas llhas, assim como o periodo seco. Em Wetar e algumas provincias de altas altitudes em
Timor, esse periodo pode durar trés meses (< 50 mm por més), enquanto nas demais llhas,
prolonga-se por mais de cinco meses entre junho e outubro (HODGE; DVORAK, 2015).

E. urophylla é frequentemente encontrado como espécie dominante em florestas
montanas secundarias. No entanto, nas encostas de baixa altitude em Timor, essa espécie ocorre
em mosaicos com florestas de Eucalyptus alba, dominante em regides secas (ELDRIGDE et
al., 1993) e que, inclusive, pode influenciar a estrutura genética populacional devido a
introgressoes e a hibridagéo natural (DVORAK; HODGE; PAYN, 2008).

Aparentemente, E. urophylla prefere elevacdes acima de 200 m, devido ao solo
desfavoravel em baixas altitudes (calcario) (GUNN; MC DONALD, 1991). Seu
desenvolvimento é adequado em zonas climaticas Gmidas e subimidas (SELN; MITLOHNER,
2011). Nessas areas, formam-se florestas do tipo aberta e alta, ecologicamente similares as
florestas localizadas no nordeste da Australia, conhecidas como “Wet Sclerophyll Eucalypt
Forest”, podendo ocorrer populacGes puras com mais de 55 m de altura (SCANAVACA
JUNIOR; GARCIA, 2003). O desenvolvimento em substratos basalticos parece fornecer
condi¢des mais adequadas para o E. urophylla (GUNN; MC DONALD, 1991).

3.1.3 Comportamento ecoldgico e botanico

Eucalyptus urophylla é considerado como a Unica espécie ocupante de uma ampla gama
de microhabitats e altitudes (ELDRIGDE et al., 1993), sendo inclusive, declarada como uma
das mais variantes do género. Em funcéo disso, foi proposta a separacdo em duas espécies: E.
wetarensis e E. orophila, procedentes das Ilhas de Wetar e Timor, respectivamente (PRYOR;
WILLIAMS; GUNN, 1995), classificacdo que de acordo com Brooker (2000), ndo foi aceita.

As diferencas morfoldgicas e fenologicas foram verificadas para o E. urophylla de
acordo, principalmente, com a distribuicio altitudinal (BOAS et al., 2009). Variacdes quanto
ao tipo de casca, folhas e a morfologia de frutos foram citadas por Gunn e Mc Donald (1991).

Para Eldridge et al. (1993), a variacdo quanto a textura da casca pareceu ser influenciada pela
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altitude e umidade. Em altitudes baixas e sob condi¢des climéticas secas foram encontradas
arvores com fuste de casca totalmente lisa (smooth bark ou gum) (Figura 2A) e abaixo de 1000
m em Alor e Flores, foram encontradas arvores com base rugosa e lisa em diferentes propor¢oes
do fuste (Figura 2B). Entre 1000 m e 2000 m de altitude em Timor, onde as condic¢Ges sdo
Umidas e com ocorréncia de nevoeiros, as arvores geralmente sdo cobertas com casca totalmente

rugosa (rough bark) (Figura 2C).

Figura 2 - Fuste do tipo casca lisa (A), meia casca (B) e casca rugosa (C), de arvores de
Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

Fonte: Elaboracdo da prépria autora.

E. urophylla € uma arvore de grande porte, que pode atingir de 30 a 40 metros de altura
e 60 a 80 centimetros de didametro. No entanto, j& foram localizadas em populagdes naturais,
arvores com mais de 50 metros de altura e dois metros de didmetro (DVORAK; HODGE;
PAYN, 2008).

As folhas juvenis sdo diferentes das folhas adultas. Elas sdo menores e arredondadas,
com 10 a 15 centimetros de comprimento e 5 a 8 centimetros de largura (Figura 3A). As folhas
adultas sdo longas e estreitas, com 12 a 20 centimetros de comprimento e 2 a 5 centimetros de
largura, lanceoladas e que se estreitam abruptamente em uma ponta curta (Figura 3B) (JYKER,
2004; SELN; MITLOHNER, 2011). A coloragio das folhas ¢ variavel e dependente do estagio

de maturagdo, podendo ser arroxeada em estagios iniciais até verde escuro.
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Figura 3 - Formato e coloracdo de folhas jovens (A) e folhas adultas (B), de
Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

)N

Fonte: Elaboracéo da prdpria autora.

Os botdes florais do E. urophylla podem ser ovdides ou elipsoides (Figura 4A e 4B),
formados por um célice (parte inferior) e um opérculo (parte superior) que se abre na antese,
liberando numerosos estames. As flores sdo hermafroditas e ocorrem em inflorescéncias
axilares do tipo umbeliforme (Figuras 4C). As umbelas sdo solitarias, com cinco a dez flores
em cada uma e os pedinculos podem medir de 8 a 22 milimetros de comprimento. O
florescimento inicia-se de dois a trés anos ap6s o plantio, mas é abundante a partir do quarto
ano, ocorrendo durante a estacdo seca. A maturacdo das sementes ocorre seis meses apos o
florescimento (J@KER, 2004; SELN; MITLOHNER, 2011). A polinizagio do E. urophylla é
realizada principalmente por insetos e em menor proporcao pelo vento (SELN; MITLOHNER,
2011). Estudos para estimar parametros do sistema de reproducéo indicaram que esta espécie
se reproduz preferencialmente por cruzamentos (taxa de cruzamento > 90%) (HOUSE; BELL,
1994; GAIOTTO; BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997).

Em geral, os eucaliptos sdo protandricos, ou seja, 0 estigma sé se torna receptivo dias
apos a antese, sendo o inicio e periodo de receptividade varidvel entre espécies e afetado pelas
condi¢cdes ambientais (ASSIS et al., 2004). Porém, isso ndo elimina a possibilidade de
autofecundacdo, devido aos diferentes estagios de desenvolvimento da flor e fenologia. Além
disso, os eucaliptos apresentam um sistema de autoincompatibilidade, controlada
geneticamente e de intensidade variavel (PRYOR, 1976). Horsley e Johnson (2007) estudaram
sistemas de autofecundacédo e polinizacdo cruzada em E. urophylla. Os resultados indicaram
que para o sistema de autofecundacdo, a taxa de crescimento do tubo polinico foi menor em

comparacdo ao outro sistema (120 h > 96 h) e, embora ndo tenha sido quantificada, as
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anormalidades (como tor¢do) também foram superiores. Assim, os autores concluiram que o E.
urophylla apresenta um sistema de autoincompatibilidade criptica, que ndo inibe por completo
0 crescimento do tubo polinico. Em geral, esses mecanismos sdo responsaveis pela preferéncia

dos sistemas de cruzamento e selecéo contra individuos endogamicos.

Figura 4 - BotGes florais do tipo ovoide (A), elipsdide (B) e inflorescéncias (C) de Eucalyptus
urophylla, em Selviria-MS.

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.

Os frutos sdo do tipo capsulas, secos e deiscentes, com opérculos que se abrem em trés
a cinco valvas (Figura 5A). As sementes encontram-se maduras quando o fruto se apresenta
duro e de coloragdo amarronzada, iniciando a abertura das valvas (JOKER, 2004; SELN;
MITLOHNER, 2011). Os frutos podem apresentar diferencas morfoldgicas de acordo com a
distribuicdo em altitude, podendo ser de duas formas: campanulada ou hemisférica, em altitudes
superiores a 1000 m; ou cénico, em altitudes inferiores a 1000 m (MARTIN; COSSALTER,
1975).

As sementes sdo pequenas e aproximadamente semicirculares (Figura 5B) (SELN;
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MITLOHNER, 2011), sendo geralmente dispersas pela gravidade e pelo vento (POTTS;
WILTSHIRE, 1997). Sdo ortodoxas e podem ser conservadas por varios anos, desde que
armazenadas a baixa temperatura e umidade (4% - 8%). Em média, um quilograma pode conter
de 400 a 700 mil sementes de E. urophylla (JUKER, 2004).

Figura 5 - Frutos maduros e com as valvas abertas (A); sementes (B); inicio da germinagdo
(C); mudas com cerca de quatro pares de folhas (D) de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

LA )
& )

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.

A germinacgéo das sementes do E. urophylla é epigea e os cotilédones séo geralmente
bilobados préximos ao centro (Figura 5C). Os primeiros cinco a sete pares de folhas sdo opostas
(Figura 5D), e os subsequentes, subopostas a alternadas (SELN; MITLOHNER, 2011). Em

geral, a maioria das sementes de eucaliptos germina facilmente e ndo apresenta dorméncia. Por
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iss0, ndo existe a necessidade de tratamento. A temperatura adequada para germinacdo € de
20°C e ocorre entre 10 a 21 dias apds a semeadura (JAKER, 2004).

A densidade basica da madeira varia de 0,42 g cm™ (14 anos) a 0,71 g cm™ (18 anos)
(SCANAVACA JUNIOR; GARCIA, 2004; LOPES et al., 2011; HEIN et al., 2012; DENIS et
al., 2013; PUPIN et al., 2017). As fibras sdo relativamente curtas (£ 1,0 mm de comprimento)
e adequada para producéo de polpa celuldsica, com rendimento médio de 49,5%. A producéo
de carvio vegetal também é apropriada (> 0,54 g cm™), proporcionando rendimento e
resisténcia mecanica (SANTOS et al., 2011).

A madeira do E. urophylla apresenta alburno branco, creme ou levemente rosado, com
2 a 6 cm de espessura e que pode ser facilmente separado do cerne (Figura 6A), que possuli
coloracdo claro a marrom-avermelhado e pode ser marrom escuro quando exposto (Figura 6B).
O cerne é geralmente resistente ao tratamento preservativo e o alburno permeavel (SELN;
MITLOHNER, 2011).

Figura 6 - Coloracdo do cerne e alburno da madeira de Eucalyptus urophylla, em um disco
recém-cortado (A) e outro em tora seca (B), em Selviria-MS.

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.

3.1.4 Importancia e usos

Eucalyptus urophylla é um dos representantes do grupo conhecido como “big nine”
identificado por Harwood (2011), como as nove espécies do género, majoritariamente

cultivadas no mundo. As maiores plantacGes florestais do E. urophylla estdo localizadas no
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Brasil, em regifes tropicais e subtropicais (GUNN; MC DONALD, 1991; ROSADO et al.,
2009). Na literatura existem relatos afirmando que plantios com essa espécie e seus hibridos,
viabilizaram o cultivo de eucalipto em regides até entdo impréprias para a cultura, como no
Espirito Santo, devido a tolerancia ao disturbio fisiolégico SPEVRD (seca dos ponteiros do
eucalipto do Vale do Rio Doce) (ROCHA et al., 2006), apresentando ainda, potencial para
expandir as fronteiras florestais nas regides Norte e Nordeste (SCANAVACA JUNIOR,;
GARCIA, 2003).

Flores et al. (2016) propuseram um mapa para regides de aptiddo alta, média e baixa
para E. urophylla no Brasil (Figura 7). Apesar da zona de ocorréncia natural se limitar a latitude
de 7°30°’S a 10°S, a amplitude de distribuicdo no Brasil é alta e permite abranger regiGes ao sul,

até aproximadamente 23°S, proximas ao tropico de capricérnio.

Figura 7 - Mapa de aptidao climatica para o cultivo de Eucalyptus urophylla no Brasil.

Flores T8, Alvares CA. Souza V/C, Stape JL Eucalyptus no Brasil zoneamento
climatico e gua para identificagdo. Piracicaba: IPEF, 2016 448p
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Fonte: Flores et al. (2016).

Sperandio et al. (2010) também classificaram areas em aptas e inaptas para o
zoneamento de E. urophylla. De acordo com esses autores, as areas para plantios consideradas

como aptas devem apresentar aptiddo para todas as variaveis: temperatura média mensal entre
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19°C a 26°C; precipitacdo entre 720 mm a 1800 mm:; e déficit hidrico entre 15 mm e 170 mm.
Os tipos de solos podem ser, conforme classificacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA (2013): Organossolos, Cambissolos, Latossolos, Chernossolos,
Argissolos, Luvissolos, Nitossolos, Plintossolos, Espodossolos e Neossolos. Sdo consideradas
inaptas, areas que apresentam inaptiddo a pelo menos uma das variaveis e solos: Neossolos
litélicos, Neossolos fluvicos, Neossolos regoliticos, Neossolos aluviais e Gleissolos. Em fungdo
disso, exalta-se a habilidade do E. urophylla em colonizar uma ampla gama de ambientes com
diferentes condicdes edafoclimaticos.

Entre as caracteristicas favordveis do E. urophylla, destacam-se: altas taxas de
crescimento, boa capacidade de rebrota e rusticidade das plantas (ROCHA et al., 2006).
Apresenta ainda: resisténcia ao fungo causador da ferrugem (Puccinia psidii), a murcha do
eucalipto (Ceratocystis fimbriata) e aos cancros do eucalipto (Chrysoporthe cubensis e
Coniothyrium zuluense) (CARVALHO et al., 1998; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS,
2011; FIRMINO et al., 2013); e tolerancia a vespa da galha (Leptocybe invasa) (THU et al.,
2009). Em geral, o fuste apresenta boa forma e forte dominancia apical. Apresenta também
tolerancia ao déficit hidrico e suscetibilidade a geada. Além disso, possui lignotuber na base da
arvore, estrutura que favorece a brotacdo na segunda rotagdo (FERREIRA, 1992).

Em virtude dessas caracteristicas, a espécie tem sido muito utilizada para producéo de
hibridos interespecificos, fornecendo progénies com notavel vigor para crescimento e producéo
de sementes viaveis. Entre 0s cruzamentos, 0 mais comumente utilizado é com E. grandis,
gerando um hibrido (urograndis) que produz plantacdes clonais de crescimento rapido no
hemisfério sul, tolerante a algumas doencas que atingem as folhas e o tronco e que apresenta
alta densidade da madeira. Recentemente no Brasil, E. urophylla tem sido cruzado com
E. pellita e E. brassiana, para producdo de hibridos com alta densidade da madeira e que
atendam a demanda bioenergética do Pais (HODGE; DVORAK, 2015).

A industrializacdo da madeira do E. urophylla apresenta ampla utilizacdo pelo mercado
consumidor: producdo de celulose e papel; carvdo vegetal e bioenergia; chapas de fibras,
moveis e estruturas para construcdo civil; postes, dormentes e mourdes (WILCKEN et al.,
2008). Existe ainda a possibilidade de usos secundarios, como na projecdo de sombra em
sistemas silvipastoris, producéo de mel, entre outros (SELN; MITLOHNER, 2011).

3.2 Melhoramento genético de Eucalyptus sp.
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As primeiras pesquisas envolvendo o melhoramento de espécies florestais surgiram ha
quase 200 anos, mas apenas a partir de 1950, tornaram-se frequentes (WRIGHT, 1976). Em
1941, foram iniciados os programas envolvendo as espécies de Eucalyptus no Brasil, mas
apenas em 1967, a selecdo de arvores superiores tornou-se abundante (CASTRO et al., 2016),
devido a implantacdo da Lei de Incentivos Fiscais, em 1966, que viabilizou 0 aumento das areas
de florestas plantadas (LEAO, 2000).

Nos estagios iniciais da domesticacdo do eucalipto foram obtidos incrementos
expressivos em produtividade. A principio foram identificadas espécies e populacdes
promissoras, avaliadas sob diversos tipos de condi¢cGes e ambientes, buscando a selecéo de
caracteres de interesse econémico. Entre 1960 a 1980, foram realizados testes de espécies e
procedéncias. Em seguida, intensificaram-se os testes de progénies e 0s programas de selecdo
recorrente intrapopulacional. A partir de 1990, foram intensificados os programas de
hibridacdo, e em 2000, iniciaram-se 0s programas de selegcdo recorrente reciproca, para o
melhoramento do hibrido entre  espécies divergentes, em especial, entre
E. grandis x E. urophylla (FONSECA et al., 2010).

Atualmente, as plantacdes florestais sdo majoritariamente de clones derivados de
hibridos. A selecdo baseia-se na eleicdo de genitores e 0s cruzamentos séo realizados dentro do
programa de selecdo recorrente reciproca entre populagdes divergentes e, também, na selecéo
recorrente intrapopulacional, em populacdo hibrida sintética e oriunda do cruzamento entre
clones elite, com incorporacdo de novos clones elite a cada geracdo (Selecdo Recorrente
Intrapopulacional em Populacdo Sintética) (ASSIS; RESENDE, 2011). Desse modo, 0s
métodos de melhoramento genético florestal sdo baseados na selecdo recorrente, que busca o
aumento gradual na frequéncia de alelos favoraveis a cada geracdo da populagdo
(NAMKOONG; KANG; BROUARD, 1988). Além desses, grandes avangos ocorreram a partir
do advento da propagacédo vegetativa na década 1970, com aumento dos ganhos genéticos por
capturar os efeitos aditivos e ndo aditivos em clones elite (Figura 8) (GRATTAPAGLIA,;
KRIST, 2008).

Em geral, a selecdo é baseada no fenotipo, para um ou Varios caracteres de interesse
econdmico: volume, densidade da madeira, resisténcia ou tolerdncia a pragas, doencas e a
estresses abidticos; mas com prioridade para crescimento e producdo. Caracteres como
fenologia, resisténcia a seca e as pragas, tém recebido atencao especial devido as preocupagoes
perante as alteracGes climéticas, que ressaltam a importancia do conhecimento sobre o potencial

genético adaptativo das populagdes de espécies florestais (NEALE; KREMER, 2011).
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A expansdo das areas de plantio esbarra em um novo desafio aos melhoristas:
desenvolver gendtipos produtivos e adaptados a condi¢des edafocliméticas limitantes, como
deficiéncia hidrica e extremos térmicos, tanto alto como baixo. Areas com longos periodos de
estiagem, associada a temperatura e radiacdo elevada, intensificam o déficit hidrico,
considerado o fator mais estressante e limitante ao crescimento do eucalipto. No entanto, a
ampla base genética e a diversificacdo das espécies no Brasil, viabiliza os programas de
melhoramento, permitindo empregar espécies nao convencionais para hibridacdo
interespecifica (PAULA; PAULA; MARINO, 2011).

Figura 8 - Representacdo esquematica de um programa basico de melhoramento de eucalipto
envolvendo ciclos de selegéo recorrente, estabelecimento de um pomar de sementes e/ou testes
clonais de genotipos promissores.

ARanR P

AL’ YUy
hiiaa Ak ada
| 4 Selecio fenotipica

das melhores drvores,

G i —_— ) _—
‘ Populacoes naturais ‘ preferencialmente sem ‘ Coleta de sementes |
parentesco I
RECOMBINACAO l —
Cruzamento intra e . SELECA{?
interespecifico das arvores Teste de progénies e/ou de Avaliagdo fenotipica para
——— ——— ’ .
selecionadas e geragéo de procedéncias caracteres de interesse
progénies ccondmico
I POPULACAO SELECIONADA l

Material vegetativo ou coleta de sementes

Teste clonal das arvores Estabelecimento de Pomar
selecionadas de Sementes
Selecdo final e Sementes melhoradas para
recomendacido utilizacdo plantacdes

clonal comerciais

Fonte: Adaptado de Grattapaglia e Krist (2008).

DecisGes importantes quanto a estratégia, intensidade, método de selecdo e
delineamento de cruzamento sdo tomadas pelos melhoristas que buscam atender aos objetivos
do programa. Correlagdes genéticas e fenotipicas entre caracteres, aplicacdo de indices de

selecdo e covariaveis, analises de competicdo e da interacdo entre genotipos e ambientes,
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estudos de estabilidade e adaptabilidade, sdo algumas das abordagens essenciais. Além disso, a
metodologia experimental demanda preocupacdo quanto a disponibilidade de &rea, facilidade
para 0 manejo, delineamento experimental, tamanho de parcelas, nimero de tratamentos e de
repeticdes. Esse conjunto de fatores afeta a precisdo experimental, acuracia e a eficiéncia de
selecdo, tornando tangiveis 0s ganhos genéticos preditos, que devem ponderar ainda aspectos
como a manutencdo da diversidade genética, tamanho efetivo populacional e controle da
endogamia, a fim de manter a viabilidade do programa em longo prazo. Concomitantemente,
deve-se atentar para as restricdes quanto ao financiamento do programa e caracteristicas
bioldgicas da espécie (GAIOTTO; BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997).

Além desses, a redugdo do ciclo e aumento na eficiéncia de selecdo vém sendo
enfatizada pelos melhoristas. Para isso, tém sido propostas abordagens recentes como a selecéo
assistida por marcadores (Marker-assisted Selection - MAS) e a selecdo gendmica ampla
(Genome-Wide Selection - GWS) (NEALE; KREMER, 2011). A primeira inclui a redugao dos
custos, aumento da intensidade de selecdo e aumento na eficiéncia de selegdo para caracteres
de baixa herdabilidade, porém, apresenta uso limitado e ganhos em eficiéncia reduzidos
(FONSECA et al., 2010). A segunda surge como uma ferramenta promissora, onde espera-se
melhorar a eficiéncia e rapidez na obten¢do dos resultados, utilizando modelos estatisticos para
predicdo do valor genético gendmico (VGG), baseado na avaliacdo de milhares de marcadores
de DNA amplamente distribuidos pelo genoma (RESENDE et al., 2012; LIMA, 2014).

3.3 Pomares de Sementes

Os pomares de sementes compoem um dos meios mais utilizados no mundo para o
estabelecimento de estratégias de melhoramento de Eucalyptus que envolvam a reproducéo
sexuada. Consiste na selecdo de genitores geneticamente superiores ou de suas progénies,
apresentando como objetivo principal, a producdo de sementes geneticamente melhoradas, em
quantidade adequada e de facil acesso, agregando ainda a manutencéo elevada da variabilidade
genética e a possibilidade de adaptacdo a ambientes especificos (NAMKOONG; KANG;
BROUARD, 1988; FUNDA,; EL KASSABY, 2012).

Basicamente, para eliminar arvores inferiores ao propor um pomar de sementes por
mudas, podem ser utilizadas as estratégias: selecéo individual, ou selecdo massal, que classifica
os individuos com base em uma so informacdo e elimina os que estdo abaixo de um nivel
minimo; selecdo de familias (meios-irmdos ou irmdos completos), que mantém todos 0s

individuos da familia, com base no comportamento médio de seus n integrantes,
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independentemente da performance individual (proprios individuos avaliados sé&o
selecionados); selecdo de irm&os, em que um grupo de individuos sdo selecionados com base
no comportamento médio dos seus irmdos (os individuos selecionados ndo sdo avaliados);
selecdo de progénie, os genitores masculinos ou femininos (mais comum) sdo selecionados com
base no comportamento de suas progénies de meias-irmas; selecdo entre e dentro de familias,
seleciona um numero especifico de individuos dentro das melhores familias; selegdo
combinada, que cria um ranking dos melhores individuos, fundamentado na performance
ponderada com base nos coeficientes de herdabilidade individual e média de progénies
(DAVID, PIKE; STINE, 2003; PIRES et al., 2011).

Os pomares de sementes podem ser classificados de acordo com o material ou a geragao
de melhoramento — pomar de sementes por mudas, produzido de pais selecionados por meio de
sementes de polinizacdo aberta ou controlada; pomar de sementes clonal, produzido por clones
selecionados e propagados vegetativamente (SCHMIDT, 1997). Os pomares de primeira
geracdo sdo plantados com pais selecionados fenotipicamente, em populagdes ndo melhoradas
e seus valores genéticos sao desconhecidos. Esses pomares podem ser melhorados pelo desbaste
de individuos inferiores (1,5 geracdo), obtidos por resultados em testes de progénies. Para
avancar geracOes sdo estabelecidos os pomares de polinizacdo controlada, empregando
individuos e cruzamentos entre genotipos elite, ou de suas progénies de polinizacao aberta, com
subsequente reconstrucédo de pedigree (FUNDA; EL KASSABY, 2012).

Os pomares de polinizacdo aberta sdo simples e de custo reduzido. Em funcéo disso,
tem sido muitas vezes preferido aos pomares de polinizacdo controlada, onde os parentais
masculino e feminino sdo conhecidos. Para a utilizacdo de progénies de polinizacdo aberta
visando estimar parametros genéticos e ganhos de selecdo, & necessario assumir pressuposicoes,
como a de que todas as progénies de uma arvore materna sdo puramente meias-irmas, exigindo
que cada filho tenha um pai diferente (panmixia perfeita) e ndo sejam resultado de

autofecundagdo. Um evento de florescimento pobre e irregular pode violar essas
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JANSSON, 2013; SWAIN; VERRYN; LAING, 2015).
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E neste sentido que o uso de marcadores moleculares tem sido fundamental no estudo
da genética de populacdes de Eucalyptus e utilizado com sucesso para estimar as taxas de
cruzamento, estudar as relacGes de parentesco entre progénies, avaliar os niveis de diversidade
genética nos programas de melhoramento, a contaminacdo por pdlen externo aos pomares de
sementes e fluxo génico, reconstrucdo do pedigree para gerenciamento eficiente da endogamia
e de cruzamentos promissores, substituindo as estratégias demoradas e de alto custo dos
programas de polinizacdo controlada (TORRES-DINI et al., 2011; EL-KASSABY; FUNDA,
LIEWLAKSANEEYANAWIN, 2015; TELFER et al., 2015; BARRANDEGUY; GARCIA,
2016).

3.4 Marcadores Microssatélites

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites sdo conhecidos como STR (Short
Tandem Repeats), SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism) ou, mais comum, SSR
(Simple Sequence Repeat). A existéncia desses marcadores foi demostrada por Hamada et al.
(1982), sendo um dos mais utilizados em Eucalyptus desde 1996, abrangendo aplica¢des, tanto
em programas de melhoramento quanto para conservacao e estudos de genética de populactes
(BYRNE et al., 1996; KALIA et al., 2011).

Os microssatélites sdo definidos como repeticGes em tandem de pequenos motivos que
contém sequéncias curtas, com um a seis pares de bases, denominadas de regifes
microssatélites, exibindo variacdo no numero de repeticbes em um determinado loco
(SANSALONI, 2008). As regides microssatelites sdo amplamente distribuidas pelo genoma e
apresentam elevado grau de polimorfismo, deteccdo multialélica e heranga codominante
(SANTOS; DUCROQUET; NODARI, 2011). As vantagens de utilizacdo incluem
reprodutibilidade dos resultados, transferibilidade entre espécies relacionadas (que pode variar
de 80% a 100% entre as espécies do subgénero Symphyomyrtus), contetdo informativo e alto
rendimento de genotipagem (GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008; KALIA et al., 2011).

De acordo com Kalia et al. (2011), os microssatélites podem ser classificados de acordo
com seu tamanho, tipo de unidade de repeticdo e localizacdo no genoma. Dependendo do
numero de nucleotideos por unidade de repeticao, as regides podem ser classificadas em mono-
, di-, tri-, tetra-, penta- ou hexanucleotideos. Sumathi e Yasodha (2014) afirmaram a preferéncia
pela utilizacdo de dinucleotideos, devido ao alto polimorfismo e maior variagdo entre
individuos. Faria et al. (2011) reafirmaram essa opg&o, relatando que os SSR exibem em média,

dez alelos por loco e heterozigosidade entre 0,70 e 0,80. No entanto, apesar do favoritismo, o
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emprego de SSR de dinucleotideos podem ocorrer equivocos quanto a leitura das bandas na
eletroforese. Assim, em aplicacdes onde a precisdao é fundamental, como casos forenses,
somente repeticOes tetra- e pentanucleotideos séo aceitas.

De acordo com o arranjo de repeticdo dos nucleotideos, as regides microssatélites
podem ser classificadas: simples perfeita, sdo repeticdes em tandem dos arranjos de uma unica
sequéncia de repeticdo (JAGG]n); simples imperfeita, consistem em uma ou mais unidades de
repeticdo de diferentes comprimentos (JAAC]([ACT]n(JAAC]n+1); composta perfeita, quando
0S arranjos sao compostos por dois ou mais repeticdes de motivos com mesmo comprimento
([AGG]n[AATC]n); ou, composta imperfeita, quando motivos sdo interrompidos por uma ou
mais repeticbes de diferentes comprimentos ([GGAT]\[ACT][GTAA]x+1) (WANG;
BARKLEY:; JENKINS, 2009).

Com relacdo a localizacdo no genoma, a maioria dos microssatélites é nuclear (nuSSR),
mas tambem podem ser encontrados em mitocéndrias (mtSSR) e cloroplastos (cpSSR) (KALIA
et al., 2011). De acordo com Wang, Barkley e Jenkins (2009) marcadores cpSSR s&o mais
polimorficos que os mtSSR.

As regides microssatélites podem ser classificadas ainda em SSR-gendmica, quando sdo
desenvolvidas de sequéncias aleatdrias, localizadas em regides ndo codificantes, como por
exemplo, bibliotecas gendmicas enriquecidas e; SSR-génicas (Expressed Sequence Tag — EST-
SSR), quando as sequéncias séo de cDNA e, portanto, localizadas em regides codificantes
(SHIRASAWA et al., 2014). Para Faria et al. (2010), os marcadores microssatélites
desenvolvidos a partir de regides transcritas, sdo geralmente mais robustos, exibem melhor
resolucdo do alelo e transferibilidade interespecifica.

Com o advento do sequenciamento de nova geragdo, o emprego de marcadores SNP’s
(Single Nucleotide Polymorphism) tem crescido exponencialmente. Entretanto, Telfer et al.
(2015) e Kullan et al. (2016), reportaram que, em geral, 0s marcadores microssatélites podem
ser mais informativos que os SNP’s, devido ao alto polimorfismo e heterozigosidade. No
entanto, deve-se considerar que as duas técnicas acessam de modos diferentes a diversidade
genética e isso influencia os resultados obtidos. Outro ponto importante € a quantidade de
marcadores empregados nos estudos. Quando um niimero pequeno de SNP’s sdo utilizados, os
SSR’s se sobressaem, assim como quando o objeto de estudo é uma populacdo pequena. Desse
modo, a aplicabilidade de uma ou outra técnica deve-se adequar as condic¢des de cada projeto e
a disponibilidade de recursos.

Telfer et al. (2015) citaram ainda que, outra vantagem dos SSR sobre os SNP, refere-se

a quantidade de informacdo que pode ser obtida a partir de um Unico loco, exigindo menos
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locos para reconstrucéo de pedigree. Contudo, para estrutura populacional, resultados similares
podem ser acessados aumentando o nimero de SNP para aproximadamente dez vezes o0 nUmero
de SSR. Para Hodel et al. (2016), devido a enorme quantidade de dados que séo gerados pelos
SNP, é necessaria uma solida formacdo em bioinformatica e recursos computacionais mais
robustos. Ainda de acordo com esses autores, em fungéo de razdes como alto polimorfismo,
neutralidade e heranca mendeliana, os SSR continuam a ser uma boa escolha e apropriado para

projetos da Fundacdo Nacional de Ciéncia, dos Estados Unidos, e outras fundacdes.

3.5 Diversidade Genética

Os marcadores microssatélites tém provado ser uma ferramenta valiosa na
caracterizacdo da diversidade genética (CHEZHIAN; YASODHA; GHOSH, 2010), pilar que
sustenta a biodiversidade, diversidade dentro e entre populagdes, espécies e ecossistemas
(GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN; SRINIVASAN, 2015).

De acordo com Ertekin (2012), a diversidade genética refere-se a riqueza de informacéo
no pool génico de uma espécie. Wang, Barkley e Jenkins (2009) a descrevem como qualquer
variacdo na sequéncia de nucleotideos, genes, cromossomos ou genoma de um organismo.
Funda e El-Kassaby (2012) a definem como a quantidade total de variagdo genética, dentro ou
entre unidades genéticas, em decorréncia de vias evolutivas que consistem na base para
responder as influéncias bioticas e abioticas.

Diversos parametros podem ser utilizados para o monitoramento dos niveis de
diversidade genética, tipicamente calculados em nivel de loco por meio do emprego de
marcadores moleculares. Para populacdo podem ser obtidos parametros como: nimero total de
alelos, niumero médio de alelos por loco, riqueza alélica, coancestria, tamanho efetivo
populacional, heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg (diversidade
genética), heterozigosidade observada e indice de fixacdo; entre populacGes, podem ser
estimados os indices de diferenciacdo genética, como o Fst e seus analogos (PORTH; EL-
KASSABY, 2014).

Informacdes a respeito dos niveis e distribui¢do da diversidade genética sdo importantes,
tanto para conservacdo, quanto para o estabelecimento e continuidade de programas de
melhoramento genético. De acordo com Dillon et al. (2015), a diversidade genética é
determinante na capacidade para adaptagdo e na resiliéncia evolutiva de espécies em
ecossistemas sujeitos a alteragdes climaticas. Em casos de forte declinio, a diversidade alélica

e em particular, a diversidade de alelos raros, pode ser perdida nas popula¢des como resultado
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da deriva genética e da endogamia. No melhoramento genético, informacdes sobre a natureza
e grau de diversidade genética auxiliam o melhorista na caracterizagdo do pool génico e escolha
de genitores divergentes para hibridacdo, além de esclarecer causas genéticas da inviabilidade
de hibridos (SHEPHERD; JONES, 2005; SINGH et al., 2013). Outras contribui¢cdes sdo
possiveis, como a identificacdo de duplicatas em bancos de germoplasma; avaliacdo do fluxo
génico em longo prazo; e identificacdo de variedades derivadas de variedade de planta protegida
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

3.6 Sistema de Reproducéo

O sistema de reproducéo refere-se ao modo de transmissdo das informac6es genéticas
de uma geracdo para outra (BROWN; BARRET; MORAN, 1985). Sebbenn (2014) define-o
como a forma em que individuos ou popula¢bes recombinam seus genes a cada evento
reprodutivo para formar sua descendéncia. Para Fuchs e Hamrick (2011), ele influencia
diretamente o movimento de pdlen entre os individuos, afetando a composicdo genética das
progénies descendentes.

De acordo com Coates, Sampson e Yates (2007), o sistema de reproducéo é dindmico e
pode ser afetado por fatores genéticos, como estrutura floral e mecanismos de
autoincompatibilidade, e/ou por fatores ecoldgicos, que incluem o modo de polinizacdo, a
disponibilidade e comportamento dos polinizadores, tamanho e densidade populacional,
sincronismo de florescimento e o isolamento da populacdo na paisagem.

Nas angiospermas existem sistemas que viabilizam a reproducéo sexuada (espécies de
cruzamento, cruzamentos mistos e autdgamas). Esses sistemas sdo responsaveis por determinar
0s niveis de endogamia, a estrutura genética, o tamanho efetivo populacional e o grau em que
as populacdes se subdividem devido a selecdo ou deriva genética (BURCZYK et al., 2002).
Além disso, desempenha importante funcdo na distribuicdo da variabilidade genética dentro e
entre populagdes (GAIOTTO; BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997), influencia a dinamica
do fluxo génico entre populacdes fragmentadas (SORK; SMOUSE, 2006) e pode provocar
ganho ou a perda de diversidade genética ao longo de geragdes (LOWE et al., 2005).

Em geral, as plantas perenes séo preferencialmente espécies de cruzamento, enquanto
nas plantas anuais, verifica-se comumente o sistema de autogamia (STEBBINS, 1974). Como
o sistema de reproducdo influencia a estrutura genética populacional, espera-se em espécies

autdgamas, homogeneidade genética dentro das populacdes e maior diferenciagéo entre elas.
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Em contrapartida, em espécies de cruzamento, espera-se menor diferenciacdo entre as
populacbes e maior potencial de rearranjo da diversidade genética dentro da populacéo.

Em espécies classificadas como autdgamas o principal custo atribuido é a depresséo por
endogamia, que manifesta alelos letais ou deletérios quando expressos em homozigose, mas
que sdo eliminados por vias seletivas (GODWILLIE; KALISZ; ECKERT, 2005). Em funcao
disso, a carga genética em espécies de cruzamento é superior as espécies autbgamas, devido
aos genes letais, semi-letais e deletérios que ficam camuflados nos locos em heterozigose. Em
Eucalyptus pauciflora, Phillips e Brown (1977) estimaram a taxa de cruzamento de 63% e
confirmaram que, sementes provenientes de cruzamento apresentaram germinagdo superior as
obtidas por autofecundagdo, indicando que a selegdo agiu contra o0s descendentes
autofecundados. Resultados semelhantes foram encontrados em Eucalyptus camaldulensis
(JAMES; KENNINGTON, 1993).

Em termos gerais, o sistema de reproducdo pode ser medido como a proporcdo de
sementes resultantes de cruzamentos ou autofecundacdo (MURAWSKI; HAMRICK, 1991).
Em Eucalyptus, as estimativas do sistema de reproducdo sdo baseadas no modelo de sistema
misto de reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e no modelo de cruzamentos correlacionados
(RITLAND, 1989), existindo a possibilidade de haver autofecundagdes, cruzamentos aleatorios
e cruzamentos correlacionados, resultando em diferentes graus de parentesco dentro de
progénies: meias-irmas, irmas-completas, meias-irmas endogamicas, irméas-completas
endogamicas e irmas de autofecundacdo (SEBBENN, 2014). Em funcéo disso, a pressuposi¢cdo
de que as sementes de uma arvore em populacdes de polinizacdo aberta sdo meias-irmas,
inflaciona a variancia genética aditiva, resultando em parametros genéticos viesados, como a
herdabilidade individual no sentido restrito e os valores genéticos. Desse modo, o ranking dos
individuos e familias tornam-se imprecisos e 0s ganhos genéticos superestimados (BUSH;
THUMMA, 2012; EL-KASSABY; FUNDA; LIEWLAKSANEEYANAWIN, 2015).

3.7 Parentesco

Apds o surgimento dos marcadores moleculares, as informacdes a respeito do grau de
parentesco entre individuos passaram a ser obtidas sem a necessidade do conhecimento
genealdgico (RITLAND, 1996). Entre os marcadores, os microssatélites se destacaram como
uma ferramenta eficiente para estimar e elaborar as matrizes de parentesco (maternidade e
paternidade), devido a natureza altamente informativa - locos polimérficos e codominantes
(TELFER et al., 2015), a ressaltar que podem inclusive, superar os marcadores SNP’s, em
virtude do multialelismo (CAPPA et al., 2016).
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Em plantas dipl6ides, como é o caso dos Eucalyptus (2n = 22), cada loco apresenta dois
alelos, um herdado da arvore matriz (mae) e outro do doador de p6len (pai). Quando a arvore
matriz é conhecida e todas as progénies e possiveis pais sdo genotipados, o alelo materno de
cada loco é identificado e todas as arvores adultas sdo examinadas para encontrar o alelo
paterno. Com um poder de exclusdo entre 97% e 99%, a paternidade pode ser determinada com
um grau adequado de confiabilidade (ASHLEY, 2010).

Entre as aplicacBes da analise de parentesco destacam-se: acessar o fluxo génico
contemporaneo (BURCZYK et al., 2002); determinar o nivel de contaminagdo em pomares de
sementes e a possibilidade de ocorrer fluxo génico entre organismos geneticamente
modificados para espécies selvagens (ASHLEY, 2010); controlar a endogamia e manter a
diversidade genética adequada, inibindo que um parente paterno contribua mais que quatro
vezes com a formacdo da geracdo descendente (TELFER et al., 2015); combinar o uso de
progénies com informacdes incompletas de pedigree (polinizagdo aberta) com um subconjunto
de progénies com informacdes completas, para construir os valores genéticos das progénies e
dos pais (EL-KASSABY et al., 2011).

Vérios estimadores podem ser empregados para analise de parentesco entre pares de
individuos e eles sdo influenciados por aspectos como poder informativo dos marcadores
(numero de locos, nimero de alelos e frequéncia génica), tamanho da amostra, ligacdo genética
entre locos, erros de genotipagem, mutacdo e endogamia (causada pelo tamanho pequeno de
populacdes e/ou sistema de reproducdo) (CAPPA et al., 2016). Entre as técnicas, a analise de
parentesco baseada no método de verossimilhanca para determinacdo da paternidade se tornou
a mais popularizada com o advento do programa CERVUS (MARSHALL et al., 1998;
KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007; ASHLEY, 2010).

Entre os métodos para analise de paternidade destacam-se o método de exclusdo
simples, que se baseia nas regras de heranca Mendeliana, testando incompatibilidades
genotipicas entre pais e seus descendentes, a fim de rejeitar genitores que ndo possuem alelos
na prole (ELLSTRAND, 1984); e o método de méaxima verossimilhanca introduzido por
Meaguer (1986), que busca identificar o mais provavel pai dentro de uma populacéo definida
de possiveis pais, quando a mée é conhecida. Nessa avaliagdo, é estimada a razdo entre a
probabilidade de um individuo ser o pai de uma determinada prole e a probabilidade desses
individuos ndo estarem relacionados. Para comparar essas probabilidades sdo calculados score
(LOD) para cada possivel pai como logaritmo para base e da razdo de verossimilhanga,

fornecendo um valor nulo, positivo ou negativo de LOD (SPANOGHE et al., 2015).
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Outra abordagem importante, tanto para o melhoramento genético quanto para
conservacao ex situ, é o entendimento das relagfes de parentesco entre as plantas dentro de
progénies. Isso porque progénies de polinizacdo aberta sdo muito utilizadas devido ao baixo
custo e facilidade para sua obtencdo, mas a falta de conhecimento da verdadeira relacdo de
parentesco entre as plantas e a suposicdo de que trata-se de meias-irmas, derivadas de
cruzamentos aleatorios entre os individuos, podem conduzir a estimativas imprecisas baseadas

na pressuposicdo de que a covariancia genética entre plantas dentro de progénies

(Cov, = Zéxyaf\) é Y da variancia genética aditiva, quando na realidade o coeficiente de

coancestria (éxy) é maior que 0,125 (SQUILLACE, 1974).

Em pomares de sementes, os estudos de parentesco tém demonstrado padrdes
complexos e variaveis quanto a dispersdo de polen. Proporcdes consideraveis devido a
contaminacdo de polen foram relatadas (29% a 46%), assim como distancias maximas
referentes ao fluxo de polen (1,94 km em Eucalyptus loxophleba) (SAMPSON; BYRNE, 2008).
Em um pomar de sementes de E. camaldulensis, Gonzaga et al. (2016) encontraram 14,7% de
polen migrante e um padrao de dispersao de polen entre arvores vizinhas, o que influenciou os
ganhos genéticos que haviam sido preditos para caracteres quantitativos. Jones et al. (2008)
encontraram 54% dos doadores de polen em 329 progénies de E. grandis, sendo que 0s pais
estavam a uma distancia de 0 a 192 m das arvores matrizes e os padrfes de polinizacdo ndo
apresentaram preferéncia pelo vizinho mais proximo, sendo que 92% dos doadores de polen
encontravam-se localizados a distancias superiores a 10 m. De acordo com Ellstrand (1992), as
variacdes quanto as distancias de dispersao de pdlen em Eucalyptus sdo particulares conforme

espécie e local, o que dificulta estabelecer generalizagoes.
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4 HERANCA MENDELIANA, LIGACAO GENETICA E DESEQUILIBRIO
GENOTIPICO PARA LOCOS MICROSSATELITES EM Eucalyptus urophylla S.T.
BLAKE

4.1 Introducgéo

A contribuicdo da genética quantitativa classica para alcancar o patamar de
produtividade das florestas plantadas com Eucalyptus € incontestavel. No entanto, nos altimos
25 anos, as possibilidades de progresso foram ampliadas em virtude do avancgo tecnoldgico de
marcadores moleculares, dos métodos de sequenciamento e da engenharia genética
(HARFOUCHE et al., 2014; BARABASCHI et al., 2016). Os marcadores microssatélites
(SSR) tém sido desde 1996, empregados como ferramenta auxiliar nos programas de
melhoramento genético e de conservacdo (BYRNE et al., 1996), provendo informacdes
essenciais sobre os niveis de diversidade genética entre e dentro de populagGes, endogamia,
tamanho efetivo populacional, sistema de reproducdo e fluxo génico (SPOLADORE et al.,
2017).

Entre as espécies cultivadas em regibes de clima tropical, destaca-se
Eucalyptus urophylla, utilizada comercialmente como pura ou em combinagdo hibrida,
principalmente com o E. grandis (HODGE; DVORAK, 2015). A madeira pode ser utilizada na
construcdo civil e, preferencialmente na inddstria, para producéo de celulose e carvéao vegetal
(WILCKEN et al., 2008). Entre as caracteristicas favoraveis destacam-se: potencial produtivo,
qualidade da madeira, capacidade de rebrota e resisténcia a doencgas, como a ferrugem do
eucalipto  (Puccinia psidii), a murcha (Ceratocystis fimbriata) e o0s cancros
(Chrysoporthe cubensis e Coniothyrium zuluense) (CARVALHO et al., 1998;
PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS, 2011).

A preferéncia por marcadores SSR decorre principalmente da heranca codominante e
alto polimorfismo dos locos, permitindo acessar informacdes altamente relevantes (HOSHINO
et al., 2012). Entretanto, é fundamental confirmar se os locos SSR empregados nas analises de
genética de populages, sdo de fato, marcadores genéticos e, portanto, ndo sofrem distorcbes
de segregacdo. Além disso, € importante verificar se existe ligacdo entre dois ou mais locos, a
fim de contrariar o principio da associagdo aleatoria entre alelos de diferentes locos e evitar a
geracdo de informacdes redundantes.

Assim, optou-se por verificar a heranca mendeliana, a ligacdo genética e o desequilibrio

genotipico, entre 15 locos SSR em E. urophylla, para constituir um conjunto robusto de
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marcadores genéticos, que permitira obter com precisdo os niveis de diversidade genética, 0s
parametros do sistema de reproducdo e as relacGes de parentesco entre individuos, em um

programa de melhoramento genético dessa espécie.

4.2 Material e Métodos

Foram utilizados dois pomares de sementes por mudas de Eucalyptus urophylla (PSM)
que possuem 25 anos de idade e um teste de progénies de segunda geracéo, todos instalados na
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE), da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira
- FEIS/UNESP, no municipio de Selviria-MS.

Os PSM séo constituidos por: i) PSM-TPR-EU: 79 individuos adultos de 22 progénies
(Tabela 1A); ii) PSM-TP-EU: 298 individuos adultos de 55 progénies (Tabela 2A), sendo que
nesse pomar foram coletadas sementes em 23 arvores matrizes e produzidas as mudas, para
estabelecer um teste de progénies de segunda geracdo (TP2G-TP-EU), que foi instalado em
outubro de 2016, com 605 individuos, em numero desbalanceado por progénie (9 a 30
individuos).

Para extracdo do DNA gendmico total foram utilizados tecido cambial das arvores do
PSM-TPR-EU e PSM-TP-EU e tecido foliar das mudas do TP2G-TP-EU, totalizando 982
individuos para caracterizagao genética.

A extracdo e purificacdo do DNA foi realizada com base no método CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1991) e a amplificacdo ocorreu por meio de reacdo via PCR (Polymerase Chain
Reaction), com pequenas modificagdes no protocolo, conforme descrito em Faria et al. (2010)
e Faria et al. (2011). A genotipagem dos microssatélites foi realizada em sistemas multiplex,
com deteccdo de multi-fluorescéncia, em sequenciador automatico capilar ABI 3100XL
(Applied Biosystems). Os dados genotipicos brutos (eletroferogramas) foram exportados do
sequenciador pelo programa Genotyper (Applied Biosystems) e ajustados para unidade
utilizando o TANDEM (MATSCHINER; SALZBURGER, 2009).

O sistema multiplex baseia-se na amplificacdo, via PCR de um ou mais locos
microssatélites, utilizando iniciadores especificos marcados com fluorocromos que flanqueiam
0 DNA; a separacdo e visualizagcdo dos fragmentos ocorrem em maquinas que permitem a
deteccdo de fluorescéncia. As vantagens desse sistema incluem: rapidez e acuracia na geragédo
de dados; avaliacdo simultanea de varios locos microssatélites em uma Unica pista de gel de
eletroforese de alta resolugdo; geragdo e armazenamento de dados computadorizados,
reduzindo a manipulagdo manual (SANSALONI, 2008).
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Para genotipagem foram empregados marcadores microssatélites EMBRA - Eucalyptus
Microssatélites Brasil (Tabela 4.1) (BRONDANI et al., 1998; BRONDANI et al., 2002;
BRONDANI et al., 2006), que de acordo com Telfer et al. (2015), foram bem-sucedidos na
atribuicdo de parentesco, confirmando o alto poder de excluséo quando utilizado um painel com

numero suficiente de marcadores microssatélites.

Tabela 4.1 - Caracteristicas de 15 locos microssatélites para Eucalyptus urophylla utilizados
para caracterizacdo genética dos individuos.

Loco SSR Sequéncias do Primer Motivo Tm Pb

5-CGTGACACCAGGACATTAC-3’
EMBRA2 5>-ACAAATGCAAATTCAAATGA-3’ (AG)1s 56 121

5-AATTCAATTCATCCAAAGC-3’
EMBRA3 5'-GATCGGATTGGAGGAGAC-3’ (AG) o6 123

5’-AGACAGTACGTTCTCTAGCTC-3’
EMBRALO 5’-GTAAAGACATAGTGAAGACATTCC-3’ (CCT)(AG)u 56 95

5-GCTTAGAATTTGCCTAAACC-3’
EMBRALL 5-GTAAAATCCATGGGCAAG-3’ (AG)CG(AG)s 56 97

5-AGGATTTGTGGGGCAAGT-3"
EMBRALZ 5*-GTTCCCCATTTTCATGTCC-3' (AG)ez 6 98

5-CAAGACATGCATTTCGTAGT-3’
EMBRAZS 5*-ACTCTTGATGTGACGAGACA-3’ (AG)es 6 178

5-GGTTCTCTAGTGAAAATGTCG-3’
EMBRASS 5’-ATACATCCATCAAAGCACAA-3’ (AG)u(TA)s 56 126

5-CATCTGGAGATCGAGGAA-3’
EMBRAGS 5*-GAGAGAAGGATCATGCCA-3’ (AG) 8 201

5-CCAAGTTTCGAGTGGTGA-3’
EMBRAL28 5*-CAAATGTCTTCTCCAACCAC-3' (TC)es > 110

5 TCTGGCTTCTTTCTTGTTG3’
EMBRALS7 5*-TGCCAGAATGTATCGTCC-3’ (G o6 150

5’-CTCGTGTGGTTATGTGAACT-3’
EMBRA204 5-GCTTGTCTACTATGCACATGA-3’ (TC)es o6 147

5’-CGTGTGGTTATGTGAACT-3’
EMBRAZ10 5’-CCTAACAATGCATAAGCTC-3’ (TC)es ST 213

. 5. GATTCCACTGCGGCCAGACA-3’
EMBRA219 5, CGAACGTAAGACTAGGTCCGAAGA3’ (CA)w 57 268

. 5. CTATTAGCCTGCAGTTGACC-3’
EMBRA333 5-GGATGTTCATGTGACCTCCA-3’ (TCAG(TC)s 56 218

5-GAGTTCATCGCCGAAGAGAG-3’
EMBRAGSL 5" TGGTTGACAAAGAACAGCCA-3’ (AG)s o6 205

Fonte: GenBank (NCBI) 07/04/2016. Phb: pares de base; Tm: temperatura de anelamento (°C). *Ausente para 0 PSM-
TPR-EU.

Para investigar a heranga mendeliana dos locos SSR foi empregado o método descrito
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por Gillet e Hattemer (1989), que baseia-se na comparacdo do genotipo da arvore matriz
heterozigota com a segregacdo em suas progénies de polinizagdo aberta. Esse método assume
que todos os locos possuem segregacdo regular e seus alelos seguem os padrdes de heranca
Mendeliana, que baseia-se nas principais condicdes: i) segregacdo meidtica regular durante a
producdo de oOvulos; ii) fertilizacdo aleatéria de dvulos por cada um dos tipos de pdlen; iii)
auséncia de viabilidade seletiva diferencial nas progénies antes da investigagéo por marcadores
genéticos. O modelo também assume que existe uma relacdo de codominancia entre todos os
alelos. O método requer, ainda, que toda progénie de uma arvore, deve possuir um alelo materno
e no caso de uma arvore matriz heterozigota (AiAj, i # ) S&0 necessarios 0s seguintes requisitos:
a) cada individuo dentro da progénie deve possuir um alelo materno, A; ou Aj; b) o nimero de
progénies heterozigotas AiA;j (nij) deve ser igual a soma das progénies homozigotas AiAi (nii) e
AjA;j (njj), ou nij = nii + njj; ¢) 0 numero de progénies heterozigotas AiAx (nik) deve ser igual ao
ndmero de progénies heterozigotas AjAx (Njk), OU Nik = Njk, OU Seja, k # i, j. A segregacao
observada de cada progénie de arvore matriz heterozigota para um dado loco foi
estatisticamente comparada com a hipdtese de segregacdo esperada de 1:1, por meio da
aplicacdo do teste G de maxima verossimilhanca (SOKAL; ROHLF, 1981). Foram utilizadas

as seguintes expressoes para calcular o teste G:

{ [ n, ] ((”ﬁn--)ﬂ
G=2{n.In L+ (n +n ) In| ——12
' LEM) ! E(n)

em que: In é o logaritmo natural; E(n1) € o nimero esperado de genotipos descendentes AiA;
(nij) e AiAi + AjA; (nii + njj): E(n1) = 0,5(n;j + nii + n;jj), ou:

G:2[nikln(n¢]+njk In[ i J]
E(n,) E(n,)

sendo que: E(n2) é o nimero esperado de genotipos para os alelos AiAk (nik) e AjAx (njk): E(n2)

= 0,5(nik + njk). Para evitar falsos positivos, o teste G foi determinado somente quando nz e n,
foram > 10, e o desvio do teste G entre a segregacédo esperada e a observada foi determinada
como estatisticamente significativa usando a correcdo de Bonferroni para multiplas
comparagdes (95%, o = 0,05).

Para determinar se dois locos diferentes estavam geneticamente ligados foi realizado o
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teste entre pares de locos, empregando informag6es genéticas de arvores matrizes duplamente
heterozigotas (AiAj, BiBm) e observando-se a segregacdo em suas progénies. Nesse caso, a
hipdtese nula (Ho) refere-se a segregacdo Mendeliana regular de 1:1:1:1, que foi aceita ou
rejeitada com base no teste G de maxima verossimilhanca (SOKAL; ROHLF, 1981), realizado

para cada progénie, conforme a equagao:

G:Z{n” In( h ]+nim|n[ o j+njl In[LjﬂhmM( Nin ﬂ
E(n,) E(n,) E(n,) E(n,)

em que: niy, Nim, Nji € Njm, S0 0S nUmeros observados de genotipos AiBi, AiBm, AjBi e AjBnm,

respectivamente; E(ne) € 0 numero esperado de cada gendtipo AiBi, AiBm, AjBi e AjBm, calculado
por: E(ne) = 0,25(nii + nim + Nji + Njm). Novamente, aplicou-se a corregao de Bonferroni (95%, o
= 0,05) para maltiplas comparac@es, a fim de evitar falsos positivos.

Por fim, o desequilibrio genotipico entre pares de locos foi realizado somente para as
arvores adultas do PSM-TPR-EU e PSM-TP-EU, considerando 13 locos SSR comuns. O
programa utilizado foi o FSTAT (GOUDET, 2002). As probabilidades do teste de significancia
foram obtidas por permutacdo de alelos entre individuos, associada a uma corre¢do de

Bonferroni (95%, o = 0,05) para comparacdes multiplas.

4.3 Resultados

N&o foram detectados desvios de segregacdo Mendeliana 1:1 para 13 dos 15 locos
microssatélites (86,6%), analisados em progénies de arvores matrizes heterozigotas de
Eucalyptus urophylla (Tabela 4.2). Valores significativos foram verificados para pouquissimos
casos, como no loco EMBRA2 (18,29) da matriz 95 e no EMBRAG63 (12,67) para o
agrupamento da matriz 10 e 155. Dos 734 testes G utilizados para comparar os valores
observados com os esperados, sob a hipotese de segregacdo Mendeliana 1:1:1:1, apenas 26
foram significativos (3,5%) (Tabela 4.3). Contudo, esses casos foram observados para
diferentes progénies. Os resultados ndo apresentaram evidéncias solidas de desequilibrio
genotipico (Tabela 4.4). Para os dois pomares de sementes, apenas 5,8% dos resultados entre
pares de locos mostraram-se significativos. A maioria foi detectada no PSM-TP-EU (9,0%).
Em ambos os pomares verificou a significancia entre os locos EMBRA681 x EMBRAZ2 e
EMBRA204 x EMBRAZ210.
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Tabela 4.2 - Testes de heranca mendeliana para 15 locos microssatélites em Eucalyptus urophylla. (Continua)
Matriz n, N SN +Ny; G, n, My = Ny, G, Matriz n, n; N +n;y G, n, NNy G,
EMBRA2 EMBRA12
10, 21, 86 66 26:40 2,99 10 5:5 NE 10, 212 18 11:7 0,90 41 14:27 4,19

20, 45 40 18:22 0,04 20 15:5 5,25 20 11 6:5 NE 19 11:8 0,48
55 21 14:7 2,38 6 6:0 NE 45 18 10:8 0,22 12 75 NE
95 7 4:3 NE 23 21:2 18,29" 55 19 8:11 0,48 8 2:6 NE
104 17 7:10 053 8 8:0 NE 8005258 g 24:26 008 43 2419 058
116 23 13:10 0,39 7 3:4 NE 101 26 16:10 1,40 4 0:4 NE
155 10 5:5 NE 20 14:6 3,29 104 7 5:2 NE 18 13:5 3,68

212, 2612 38 13:25 3,86 20 14:6 3,29 116 18 10:8 0,22 12 3.9 NE

214 11 2:9 NE 19 14:5 4,44 118 11 8:3 NE 17 4:13 5,02

EMBRA3 155, 2612 25 18:7 5,01 31 14:17 0,29

1 20 9:11 0,20 6 2:4 NE 214 6 2:4 NE 24 10:14 0,67

10, 86, 155 12 6:6 NE 67 46:21 9,56 533 11 8:3 NE 19 6:13 2,64
20, 2612 18 9:9 0 41 19:22 0,22 EMBRA28

21,513 9 0:9 NE 47 23:24 0,02 1 19 9:10 0,05 6 5:1 NE
45 6 1:5 NE 24 15:9 1,52 10 12 6:6 NE 18 4:14 5,88
55 4 2:2 NE 23 16:7 3,62 21 2 1:1 NE 24 8:16 2,72
95 3 1:2 NE 27 19:8 4,61 45 19 12:7 1,33 11 2:9 NE

104, 236 26 11:15 0,62 22 16:6 4,72 55 4 31 NE 23 10:13 0,39
116 11 3.8 NE 19 10:9 0,05 101 22 15:7 2,98 8 7:1 NE
EMBRA10 104 7 34 NE 18 117 0,90

533 19 9:10 0,05 11 5:6 NE 116 11 6:5 NE 19 8:11 0,48
2612 6 4:2 NE 22 11:11 0 155 17 5:12 2,97 13 8:5 NE
EMBRA11 212 2 0:2 NE 28 17:11 1,30

10 12 5:7 NE 18 9:9 0 214 10 0:10 NE 20 12:8 0,80
20 15 6:9 0,60 15 10:5 1,70 236 6 2:4 NE 17 9:8 0,06

45, 86 35 22:13 2,34 15 8.7 0,07 241 13 6:7 NE 16 8:8 0
55 16 11:5 2,31 11 2:9 NE 458 9 45 NE 21 13:8 1,20
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(Continuacéo)

Matriz nl n; *N; +Ny Gl n, n, : njk G2 Matriz nl N - Ny + N5 G1 n, Ny - njk Gz
EMBRAS38 EMBRA157
21 7 0:7 NE 19 11:8 0,48 2612 18 4:14 5,88 9 4:5 NE
45 22 11:11 0 8 5:3 NE EMBRA204
Sf(')fysigj 95 4746 0,01 37 18:21 0,23 10 18 6:12 2,04 12 75 NE
86, 118 14 10:14 NE 25 11:14 0,36 20, 2612 30 10:20 3,40 30 12:18 1,21
116, 241 42 23:19 0,38 18 7:11 0,90 21 5 4:1 NE 21 10:11 0,05
155 23 9:14 1,10 7 5:2 NE 45 23 7:16 3,62 7 4:3 NE
212 2 0:2 NE 27 10:17 1,84 95, 212 11 6:5 NE 48 17:31 4,14
214 18 5:13 3,68 10 55 NE 116 11 8:3 NE 19 6:13 2,64
EMBRAG3 118 18 10:8 0,22 12 12:0 NE
10, 155 35 11:24 4,95 25 4:21 12,67" 155 19 712 1,33 11 6:5 NE
21, i[’_i,8101, 103 65:38 7,16 13 10:3 NE 214,533 36 17:19 0,11 24 18:6 6,28
55 21 7:14 2,38 6 2:4 NE 458 6 2:4 NE 24 9:15 1,52
95, 241 46 27:19 1,40 14 10:4 NE EMBRA210
104 6 15 NE 19 11:8 0,48 21 8 5:3 NE 19 8:11 0,48
2612 21 8:13 1,20 7 2:5 NE 45 18 12:6 2,04 13 7.6 NE
EMBRA128 55 7 5:2 NE 20 9:11 0,20
1,116, 214 57 21:36 3,99 27 14:13 0,04 95 5 3:2 NE 23 8:15 2,16
10 6 0:6 NE 24 9:15 1,52 116 9 2.7 NE 22 7:15 2,98
21 16 4:12 4,19 10 4:6 NE 118 19 10:9 0,05 11 4:7 NE
118 11 3:8 NE 19 4:15 6,78 155 14 77 NE 16 9:7 0,25
212 23 5:18 7,80 7 4:3 NE 212 13 10:3 NE 15 6:9 0,60
EMBRAL157 214 18 9:9 0 12 12:0 NE
20, 45, 118, . . . .
212 72 23:49 9,60 a7 23:24 0,02 533 20 12:8 0,80 10 4:6 NE
21,116 49 16:33 6,02 7 2:5 NE
65 17 4:13 5,02 2 0:2 NE
95 6 3:3 NE 24 17:7 4,30
458 11 1:10 NE 19 8:11 0,48
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(Concluséo)

Matriz n, n; - N +ny G, n, My <Ny G, Matriz n N N +Nj; G, n, My = Ny G,
EMBRA219 EMBRAG681
1,101 45 24:21 0,20 11 8:3 NE 10 11 2:9 NE 19 12:7 1,33
10 13 4:9 NE 17 7:10 0,53 45 19 13:6 2,64 11 3:8 NE
20, 21, 55,
116, 155, 96 3462 8,29 75 33:42 1,08 116 12 3:9 NE 18 10:8 0,22
2612
45 17 12:5 2,97 13 4:9 NE 118 15 8:7 0,07 15 12:3 5,78
95 13 7:6 NE 17 6:11 1,49 155 20 12:8 0,80 10 1:9 NE
118 15 7:8 0,07 15 6:9 0,60 212 15 8:7 0,07 14 9:5 NE
214 12 4:8 NE 18 9:9 0 533 15 7:8 0,07 14 8:6 NE
236 15 8:7 0,07 8 4:4 NE 2612 9 3:6 NE 19 10:9 0,05
241 22 8:14 1,66 8 5:3 NE
458 16 6:10 1,01 14 11:3 NE
EMBRAS333
1 20 14:6 3,29 5 3:2 NE
10 22 6:16 4,72 8 3.5 NE
21 15 7:8 0,07 14 6:8 NE
45, 2612 29 11:18 1,71 29 17:12 0,87
101 23 16:7 3,62 7 5:2 NE
116 11 2:9 NE 20 10:10 0
155 19 9:10 0,05 11 11:0 NE
214 7 0:7 NE 23 13:10 0,39
241 22 9:13 0,73 8 2:6 NE
533 24 10:14 0,67 6 0:6 NE

Nota: n; e n, referem-se ao tamanho da amostra; G; e G referem-se a estatistica de maxima verossimilhanca para a hipotese nij = nii + njj e nik = njk, respectivamente, com um
grau de liberdade. * Significativo ap6s a corregdo de Bonferroni para .= 0,001 (tabela 2 = 10,83). NE = néo estimado.

Fonte: Elaborag&o do autor.
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Tabela 4.3 - Testes G para hipdtese de segregacao independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.

(Continua)
Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA2xXEMBRA28 EMBRA2xXEMBRA11 EMBRA2xXEMBRAG3 EMBRA28XxEMBRA3 EMBRA28XxEMBRA10
10 12,04 55 2,96 2612 5,61 214 0,58 55 0,80
21 3,97 86 1,46 EMBRA2xXEMBRA12 236 1,26 86 0,95
45 5,26 104 9,28 10 2,87 241 5,33 101 2,31
55 0,25 116 3,70 20 3,58 458 0,24 104 8,73
86 3,19 155 6,67 21 2,46 2473 1,27 116 0,05
104 13,72 212 2,19 45 2,02 EMBRA28XxEMBRAL11 155 2,95
116 2,04 2612 4,27 55 6,15 1 2,82 212 1,07
155 6,43 EMBRA2xXEMBRA10 86 2,60 10 11,05 214 23,68"
212 3,05 10 10,90 95 20,79" 21 1,87 236 9,23
214 4,69 20 7,50 104 10,58 45 3,82 241 4,34
EMBRA2xXxEMBRA3 21 3,67 116 3,61 55 1,30 458 1,93
10 9,57 45 2,78 155 7,48 86 0,30 2473 0,67
20 2,69 55 1,65 212 4,46 101 1,37 EMBRA28XxEMBRAG3
21 2,69 86 5,60 214 5,99 104 3,31 10 31,82"
45 1,30 104 5,19 2612 1,79 116 3,00 21 423
55 8,02 155 7,09 EMBRA28XxEMBRA3 155 453 45 3,61
86 6,62 212 1,94 1 1,37 212 1,76 55 6,34
95 21,19" 214 NE 10 11,57 214 0,58 101 0,95
104 16,94" 2612 1,51 21 5,20 236 9,74 104 4,34
116 1,19 EMBRA2XEMBRAG3 45 3,89 241 4,36 155 15,37
155 1,77 10 19,51" 55 3,32 458 4,06 241 4,38
2612 1,98 21 5,54 86 2,89 2473 0,12 2473 5,27
EMBRA2xXEMBRA11 45 4,89 101 1,11 EMBRA28XxEMBRA10 EMBRA28XxEMBRA12
10 0,49 55 9,26 104 2,85 1 2,42 10 7,74
20 3,78 95 20,39" 116 1,53 10 11,97 21 6,28
21 2,43 104 5,36 155 5,44 21 7,59 45 3,38
45 1,17 155 10,62 212 1,62 45 3,03 55 1,96




51

Tabela 4.3 - Testes G para hipotese de segregacdo independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.

(Continuacgéo)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA28XEMBRA12 EMBRA3XEMBRA11 EMBRA3XEMBRAG3 EMBRA3XEMBRA157 EMBRA11XxEMBRA10
86 0,20 86 1,48 45 6,57 21 3,18 55 2,97
101 0,49 104 10,39 55 5,56 45 2,16 65 0,88
104 2,61 116 2,40 95 7,34 65 0,67 86 3,25
116 0,37 155 17,28" 104 3,28 95 7,46 101 3,08
155 1,62 236 13,57 155 11,04 116 2,60 104 5,55
212 4,15 533 4,41 2473 3,23 236 7,90 155 2,47
214 0,79 2612 5,44 2612 1,74 2473 0,44 212 0,96
236 6,06 EMBRA3XEMBRA10 EMBRA3XEMBRA12 2612 2,57 236 15,98
458 2,87 1 0,73 10 4,27 EMBRA3XEMBRA204 241 2,11
2473 0,29 10 5,88 20 0,28 10 3,49 458 3,98
EMBRA28XxEMBRA157 20 8,10 21 2,22 20 10,22 533 0,18
20 4,07 21 6,25 45 1,03 21 5,85 2612 1,79
45 3,01 45 6,95 55 5,27 45 4,59 EMBRA11XxEMBRAG3
116 3,52 55 6,46 65 0,73 55 4,56 10 18,32"
212 4,58 65 0,45 86 4,72 86 9,77 21 8,69
236 5,15 86 5,94 95 8,26 95 8,17 45 4,79
458 2,70 104 2,60 104 5,89 116 1,43 55 11,37
2473 1,07 155 8,57 116 1,34 155 5,83 101 3,54
EMBRA3XEMBRA11 236 10,65 155 4,91 533 3,57 104 4,54
10 4,58 533 3,79 236 3,17 2612 5,20 118 1,65
20 0,07 2473 1,26 533 5,56 EMBRA11xEMBRA10 155 12,79
21 7,03 2612 0,80 2473 0,29 10 6,98 241 4,60
45 2,92 EMBRA3XEMBRAG3 2612 1,12 20 6,88 2612 3,52
55 4.47 10 18,98" EMBRA3XEMBRA157 21 6,79 EMBRA11xEMBRA12
65 0,08 21 7,61 20 4,20 45 2,64 10 13,37
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Tabela 4.3 - Testes G para hipotese de segregacdo independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.

(Continuagéo)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA11xXxEMBRA12 EMBRA11XxEMBRA157 EMBRA11xXxEMBRAZ219 EMBRA10XEMBRA12 EMBRA10XEMBRA204
20 0,38 458 2,61 116 4,63 86 1,35 45 3,00
21 4,83 2612 0,53 118 6,34 101 2,13 55 2,75
45 0,81 EMBRA11xEMBRA204 155 0,88 104 1,83 86 9,11
55 3,33 10 1,96 236 10,04 155 3,49 155 1,73
65 0,62 20 1,00 241 0,69 212 5,04 212 3,87
86 3,82 21 2,83 458 11,61 214 NE 214 36,71"
101 2,87 45 1,79 2612 5,32 236 17,39" 458 4,86
104 1,36 55 2,03 EMBRA10OXEMBRAG3 458 8,66 533 2,43
116 15,08 86 6,09 10 30,24" 533 1,72 2612 0,80

118 10,56 116 5,34 21 8,80 2473 1,80 EMBRA10XxEMBRA219
155 4,43 118 7,17 45 8,03 2612 4,93 1 1,22
212 4,85 155 2,28 55 5,32 EMBRA10XEMBRA157 10 9,87
236 10,07 212 7,16 101 3,04 20 4,23 20 11,29
458 4,85 458 2,52 104 0,88 21 3,28 21 4,65
533 1,87 533 1,26 155 19,15" 45 1,57 45 9,38
2612 2,61 2612 0,84 241 6,93 65 0,98 55 3,26
EMBRA11xEMBRA157 EMBRA11xEMBRAZ219 2473 2,23 212 5,39 65 6,12
20 0,73 10 2,37 2612 2,15 236 22,45 86 1,97
21 7,87 20 2,58 EMBRA10OXEMBRA12 458 1,66 101 9,37
45 1,26 21 6,99 10 6,34 2473 0,57 155 4,56
65 0,90 45 3,00 20 6,01 2612 0,83 214 23,30"
116 3,08 55 2,99 21 3,89 EMBRA10XEMBRA204 236 12,52
118 2,69 65 2,16 45 0,84 10 7,03 241 5,56
212 6,05 86 0,13 55 1,19 20 4,70 458 8,80
236 16,23 101 3,42 65 0,91 21 9,32 2473 5,60
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(Continuagéo)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA10XEMBRA219 EMBRAG3XEMBRA12 EMBRAG3XEMBRA219 EMBRA12XEMBRA157 EMBRA12xXEMBRAZ219
2612 3,89 155 12,93 101 1,97 116 3,03 20 20,13"
EMBRA10XEMBRA333 2473 4,73 118 11,98 118 2,40 21 5,18
1 2,96 2612 2,19 155 11,65 212 7,99 45 1,74
10 17,32" EMBRAG63XEMBRA157 241 5,40 236 13,02 55 2,19
21 6,59 21 8,90 2473 3,32 458 2,28 65 3,37
45 5,34 45 4,60 2612 4,22 2473 0,12 86 0,34
65 2,94 95 8,23 EMBRAG63XEMBRA333 2612 1,74 95 0,20
86 6,40 118 0,83 10 25,43" EMBRA12xEMBRA204 101 2,87
101 2,76 2473 5,69 21 9,59 10 0,33 116 2,85
155 9,21 2612 0,80 45 1,26 20 2,01 118 4,53
212 5,15 EMBRAG63XxEMBRA204 101 0,78 21 1,38 155 2,03
214 NE 10 8,50 155 16,11 45 1,46 214 0,88
241 6,11 21 2,86 241 13,84 55 1,72 236 1,13
533 2,03 45 8,61 2473 1,54 86 10,84 458 7,21
2473 1,01 55 5,17 2612 4,46 95 1,40 2473 4,72
2612 3,35 95 7,20 EMBRAG3XEMBRA128 116 3,42 2612 1,48
EMBRAG3XEMBRA12 118 7,45 10 15,54 118 11,78 EMBRA12xEMBRA333
10 21,92" 155 15,17 21 6,69 155 1,74 10 1,48
21 3,75 2612 0,76 118 13,48 212 8,09 21 1,35
45 5,14 EMBRAG3XEMBRA219 EMBRA12xEMBRA157 214 6,28 45 0,73
55 3,81 10 20,57" 20 1,23 458 5,48 65 5,17
95 6,59 21 4,48 21 1,36 533 2,71 86 4,44
101 2,35 45 6,00 45 0,06 2612 1,59 101 0,74
104 5,96 55 5,83 65 3,05 EMBRA12xEMBRA219 116 8,19
118 3,77 95 2,75 95 4,06 10 3,35 155 10,24
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Tabela 4.3 - Testes G para hipotese de segregacao independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.
(Continuagéo)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA12xEMBRA333 EMBRA12XEMBRA38 EMBRAI157XEMBRA333 EMBRAI157XxEMBRA210 EMBRA204xEMBRA333
212 9,01 212 10,26 21 1,41 95 3,97 212 9,77
214 4,18 214 1,97 45 3,04 116 3,43 214 7,01
533 2,95 236 2,42 65 2,41 118 0,25 533 0,72
2473 1,54 EMBRA157xEMBRA204 116 5,48 212 10,00 2612 0,49
2612 10,73 20 4,01 212 5,92 EMBRA204xEMBRA219 EMBRA204xEMBRA128
EMBRA12xEMBRA128 21 2,33 2473 1,02 10 1,23 10 3,21
10 2,08 45 2,37 2612 1,95 20 3,21 21 3,37
21 2,32 95 1,79 EMBRA157xEMBRA128 21 8,97 86 16,49"
86 1,66 116 1,44 21 5,38 45 9,77 116 6,20
116 2,62 118 423 116 1,98 55 2,02 118 6,62
118 17,19" 212 9,66 118 12,65 86 5,75 212 7,07
212 3,39 458 2,79 212 5,19 95 3,81 214 16,94"
214 12,83 2612 0,90 EMBRA157xEMBRA38 116 3,95 EMBRA204xEMBRA38
EMBRA12xEMBRA38 EMBRA157xEMBRA219 21 3,25 118 10,97 21 1,74
21 7,83 20 0,56 45 0,47 155 3,04 45 521
45 0,57 21 1,53 65 1,10 214 12,61 55 0,51
55 0,73 45 4,01 95 5,94 458 9,77 86 11,22
65 0,31 65 2,89 116 1,72 2612 4,03 95 1,23
86 1,50 95 7,21 118 0,48 EMBRA204xEMBRA333 116 2,53
95 0,83 116 3,69 212 3,35 10 6,24 118 4,49
101 1,52 118 6,99 236 16,86" 21 3,15 155 3,23
104 6,68 236 10,03 EMBRA157xEMBRA210 45 4,14 212 6,81
116 1,52 458 16,27" 21 2,33 86 9,68 214 5,84
118 8,16 2473 3,76 45 0,67 116 5,33 EMBRA204xEMBRA210

155 3,71 2612 4,47 65 4,59 155 10,75 21 8,72




Tabela 4.3 - Testes G para hipotese de segregacdo independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.

(Continuagéo)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G
EMBRA204XxEMBRA210 EMBRAZ219XxEMBRA333 EMBRA219xEMBRA38 EMBRA219xEMBRA681 EMBRA333XxEMBRA210
45 3,72 45 3,50 101 4,33 118 7,99 45 0,97
55 12,14 65 6,22 116 4,60 155 4,24 65 6,85
86 5,29 86 4,17 118 7,82 2473 4,86 86 2,83

95 3,38 101 1,11 155 3,86 2612 9,10 116 13,28
116 7,97 116 3,25 214 5,19 EMBRA333xEMBRA128 155 5,24
118 8,56 155 11,38 236 0,23 1 0,30 212 7,84
155 3,53 214 9,03 241 1,57 10 5,04 214 11,37
212 8,48 241 2,50 EMBRA219xEMBRA210 21 2,81 533 0,90

214 14,94 2473 2,08 21 8,97 86 4,64 EMBRA333xEMBRAG81
533 1,74 2612 4,66 45 3,17 116 2,08 10 5,42
EMBRA204xEMBRA681 EMBRA219xEMBRA128 55 10,09 212 2,32 45 0,75
10 1,53 1 1,18 65 6,91 214 12,75 65 7,75
45 2,92 10 5,12 86 3,55 EMBRA333xEMBRAS38 116 3,49
55 1,14 21 9,14 95 2,87 21 0,31 155 7,80
95 11,18 86 2,65 116 13,76 45 6,35 212 3,27
116 3,46 116 4,71 118 3,65 65 3,60 533 0,38
118 12,25 118 16,13 155 3,18 86 6,00 2473 4,32
155 1,05 214 12,12 214 13,16 101 1,80 2612 6,44
212 1,68 EMBRA219xEMBRA38 EMBRA219xEMBRA6G81 116 7,35 EMBRA128xEMBRA38
533 0,07 21 2,56 10 1,40 155 8,86 21 5,58
2612 4,66 45 3,25 45 2,09 212 8,26 86 1,88
EMBRA219xEMBRA333 55 1,74 55 0,65 214 3,84 116 1,87
1 0,20 65 2,12 65 4,36 241 4,30 118 6,59
10 5,89 86 0,39 95 11,98 EMBRA333XxEMBRA210 212 3,72
21 5,74 95 1,20 116 3,36 21 1,90 214 12,34
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Tabela 4.3 - Testes G para hipotese de segregacdo independente entre pares de locos microssatélites (1:1:1:1) em Eucalyptus urophylla.
(Conclusao)

Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G Matriz G

EMBRA128XxEMBRA210 EMBRA128xEMBRA681 EMBRA38SXEMBRA210 EMBRA38BXEMBRA681 EMBRA210xEMBRA6G81

21 4,44 118 16,97" 116 13,66 95 12,36 95 9,33

86 3,44 212 1,73 118 3,17 116 0,75 116 6,97

116 8,44 EMBRA38XEMBRA210 155 1,30 118 5,13 118 2,88

118 11,07 21 1,74 212 5,69 155 2,57 155 1,46

212 2,35 45 0,27 214 10,27 212 4,49 212 1,27

214 15,41 55 0,53 EMBRA38XEMBRA681 EMBRA210xEMBRAG81 533 0,06
EMBRA128xEMBRAG81 65 5,31 45 0,58 45 0,53

10 0,34 86 2,38 55 0,52 55 0,90

116 1,15 95 2,08 65 2,42 65 8,47

Nota' " Significativo ap0s a corre¢io de Bonferroni para a.= 0,001 (Tabela ;(2 =16,27). G refere-se ao teste de méxima verossimilhanga para trés graus de liberdade. NE = néo

estimado.
Fonte: Elaboragdo do autor.
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Tabela 4.4 - Desequilibrio genotipico entre pares de locos microssatélites EMBRA em arvores adultas de Eucalyptus urophylla, do PSM-TPR-EU
(diagonal inferior) e PSM-TP-EU (diagonal superior).

EMB2 EMB28 EMB3 EMB11 EMB10 EMB63 EMB12 EMB157 EMB204 EMB128 EMB38 EMB210 EMB681
EMB2 - 0,01090 0,00363 0,08419 0,37607 0,05406 0,16368 0,33718 0,32885 0,09829 0,31346 0,01068 0,00021"
EMB28  0,55449 - 0,07778 0,13120 0,12308 0,01111 0,00363 0,02308 0,07863 0,01239 0,17073 0,05449 0,13312
EMB3 0,01731 0,00278 - 0,08205 0,00385 0,00983 0,00128 0,00021° 0,00043 0,00812 0,00705 0,00192 0,03547
EMB11  0,66175 0,02970 0,06175 - 0,00406 0,08462 0,00299 0,31880 0,30299 0,14124 0,16453 0,12991 0,00641
EMB10  0,93462 0,48397 0,80321 0,45855 - 0,00556 0,10299 0,49017 0,11432 0,08868 0,00021° 0,02393  0,34979
EMB63  0,03718 0,18974 0,00534 0,27030 0,26538 - 0,27842 0,01987 0,22628 0,69380 0,04359 0,10043  0,08419
EMB12  0,14615 0,66731 0,04487 1,0000 0,08718 0,40342 - 0,00299 0,03376  0,11346 0,06132 0,04850 0,02778
EMB157 0,64017 0,10192 0,00919 0,00620 0,26410 0,06731 0,02885 - 0,02073  0,05000 0,02009 0,00256 0,01239
EMB204 0,01667 0,85128 0,03120 0,36731 0,76154 0,18568 0,85491 0,30855 - 0,13654 0,00171 0,00021" 0,00021
EMB128 0,13889 0,00620 0,15085 0,03868 0,23974 0,21859 0,33226 0,39487 0,87286 - 0,00021" 0,18483  0,06944
EMB38  0,58932 0,30342 0,04444 0,56731 0,25833 0,88739 0,62115 0,75021 0,31346 0,27286 - 0,05983  0,00150
EMB210 0,06709 0,84167 0,02970 0,33739 0,53462 0,27970 0,83504 0,30726 0,00021" 0,86239 0,26560 - 0,00021"
EMB681 0,00021" 0,04103 0,10021 0,06261 0,04231 0,14530 0,93568 0,13355 0,64316 0,06026 0,71816 0,38590 -

Nota: p-valor representa a probabilidade de desequilibrio genotipico apés 4680 permutacgGes de alelos entre individuos. Valores significativos (*) apds aplicagdo da correcéo de
Bonferroni: p=0,00021 (a = 0,05).
Fonte: Elaboragdo do autor.
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4.4 Discussao

A segregacdo Mendeliana 1:1 em locos individuais foi confirmada para 13, dos 15 locos
SSR. Valores significativos foram encontrados para casos isolados do EMBRA2 (matriz 95) e
EMBRAG63 (matrizes 10 e 155), onde verificou-se a desproporcionalidade dos alelos maternos
segregados em suas progénies: na matriz 95 (110/132) dos 30 descendentes, 27 receberam o
alelo 110 (90%); no caso das matrizes 10 e 155 (168/172), dos 30 descendentes, 30 (100%) e
26 (86,7%) receberam o alelo 172, indicando a ocorréncia de distor¢des de segregacao pré ou
pos-zigoticos. Apesar disso, esses casos ndo representaram indicios de desrespeito da Heranca
Mendeliana. Portanto, os 15 marcadores SSR EMBRA funcionaram como marcadores
genéticos. Casos semelhantes de segregacdo significativa foram encontrados por Carneiro et al.
(2012), Danner et al. (2013) e Tambarussi et al. (2013). Desvios de segregacao em poucos locos
SSR de algumas familias podem ser causados por erros de amostragem, pequeno tamanho da
amostra de progénie, ma interpretacdo do tamanho de alelos ou presenca de alelos nulos
(GILLET; HATTEMER, 1989).

O baixo nimero de testes G significativos, utilizados para verificar a hipotese de
segregacdo independente entre pares de locos (1:1:1:1), indica que os locos ndo estdo ligados
e, portanto, segregam de modo independente. Os valores significativos foram observados para
diferentes progénies e ocorreram com maior frequéncia entre os pares: EMBRA2 x EMBRAS,
EMBRA2 x EMBRA63 e EMBRA204 x EMBRA128. De fato, as ligacdes significativas
podem ser devidas a ligacdo genética verdadeira ou podem ser causadas por desvios da
segregacdo Mendeliana 1:1 (MANUEL et al., 2015; MORAES et al., 2016), conforme
observado para 0 EMBRA2 e EMBRAG3. A importancia da inexisténcia de ligacdo entre os
locos refere-se aos modelos empregados nas analises de genética de populagdes, que assumem
0 principio da segregacdo aleatdria entre alelos de diferentes locos. Manuel et al. (2015)
encontraram ligacdo genética entre 0s locos SSR Gam01 x Gam24, dos seis analisados em
Genipa americana, e sugeriram a exclusdo de um desses locos para dar continuidade aos
estudos envolvendo o sistema de reproducao e parentesco.

Os resultados ndo indicam desequilibrio genotipico. Para ambos o0s pomares de
sementes, apenas 5,8% dos resultados entre pares de locos mostraram-se significativos, sendo
a maioria (78%) detectado para 0o PSM-TP-EU, devido provavelmente ao parentesco que ocorre
em parte das 298 arvores adultas e a representatividade desigual de individuos dentro das 55
progénies que restaram apos o desbaste seletivo para formacao do pomar. Em ambos os PSM,

verificou-se  significincia entre os locos EMBRAG681 x EMBRA2 e
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EMBRA204 x EMBRAZ210. O desequilibrio pode ser afetado por causas como selecéo,
recombinacdo, migracdo, reducdo do tamanho das populacfes, deriva genética e estrutura
populacional (KUMAR et al., 2004). Tarazi et al. (2010) encontraram desequilibrio genotipico
entre todos os pares de locos em mudas de polinizacio aberta de
Copaifera langsdorffii, provavelmente devido a heranca dos alelos maternos. Entretanto,
quando a estrutura de progénies foi rompida com a anélise baseada em um pequeno nimero de
sementes por progénie, poucos valores significativos de desequilibrio genotipico foram
detectados, apoiando o conceito que a heranca dos alelos maternos produz desequilibrio

genotipico.

4.5 Conclusao

Os 13 locos SSR formam um conjunto robusto de marcadores genéticos, que permitem
elucidar questBes associadas a diversidade genética, sistema de reproducgdo e parentesco, o que
permite prosseguir com as analises de genética de populacdes de Eucalyptus urophylla, em
Selviria-MS.



60

REFERENCIAS

BARABASCHI, D.; TONDELLI, A.; DESIDERIO, F.; VOLANTE, A.; VACCINO, P.; VALE, G.;
CATTIVELLI, L. Next generation breeding. Plant Science, Shannon, v. 242, p. 3-13, 2016.

BRONDANI, R.P.V.; BRONDANI, C.; TARCHINI, R.; GRATTAPAGLIA, D. Development,
characterization and mapping of microsatellite markers in Eucalyptus grandis and E. urophylla.
Theoretical and Applied Genetics, Stuttgart, v. 97, n. 5, p. 816-827, 1998.

BRONDANI, R.P.V.; WILLIAMS, E.R.; BRONDANI, C.; GRATTAPAGLIA, D. A microsatellite-
based consensus linkage map for species of Eucalyptus and a novel set of 230 microsatellite markers
for the genus. BMC Plant Biology, Londres, v. 20, n. 6, p. 1-16, 2006.

BYRNE, M.; MARQUEZ-GARCIA, M.I.; UREN, T.; SMITH, D.S.; MORAN, G.F. Conservation and
genetic diversity of microsatellite loci in the genus Eucalyptus. Australlian Journal Botany,
Melbourne, v. 44, n. 3, p. 331-341, 1996.

CARNEIRO, F.S.; LACERDA, A.E.B.; LEMES, M.R.; GRIBEL, R.; KANASHIRO, M.; SEBBENN,
A.M. Mendelian inheritance, linkage and genotypic disequilibrium in microsatellite loci isolated from
Hymenaea courbaril (Leguminosae). Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 11, n. 3,

p. 1942-1948, 2012.

CARVALHO, A.O.; ALFENAS, A.C.; MAFFIA, L.A.; CARMO, M.G.F. Resisténcia de espécies,
progénies e procedéncias de Eucalyptus a ferrugem, causada por Puccinia psidii Winter. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v. 33, n. 2, p. 139-147, 1998.

DANNER, M.A.; RIBEIRO, J.Z.; ZANETTE, F.; BITTENCOURT, J.V.M.; SEBBENN, A.M.
Mendelian segregation in eight microsatellite loci from hand-and-open-pollinated progenies of
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Araucariaceae). Silvae Genetica, Frankfurt, v. 62, n. 1-2, p.
18-25, 2013.

DOYLE, J.J.; DOYLE, J.L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, Rockville, v. 12, n. 1, p.
13-15, 1990.

FARIA, D.A.; MAMANI, E.M.C.; PAPPAS JR, G.J.; GRATTAPAGLIA, D. Genotyping systems for
Eucalyptus based on tetra-, penta-, and hexanucleotide repeat EST microsatellites and their use for
individual fingerprinting and assignment tests. Tree Genetics & Genomes, Heidelberg, v. 7, n. 1, p.
63-77, 2011.

FARIA, D.A.; MAMANI, E.M.C.; PAPPAS, M.R.; PAPPAS JR, G.J.; GRATTAPAGLIA,D. A
selected set of EST-Derived microsatellite, polymorphic and transferable across 6 species of
Eucalyptus. Journal of Heredity, Oxford, n. 4, p. 512-520, 2010.

GILLET, E.; HATTEMER, H.H. Genetic analysis of isoenzyme phenotypes using single tree
progenies. Heredity, Londres, v. 63, p. 135-141, 1989.

GOUDET, J. FSTAT. (Version 2.9.3.2.): a computer program to calculate F-statistics. Heredity,
Londres, v. 86, n. 6, p. 485-486, 1995.

HARFOUCHE, A.; MEILAN, R.; ALTMAN, A. Molecular and physiological responses to abiotic
stress in forest trees and their relevance to tree improvement. Tree Physiology, Oxford, v. 34, n. 11, p.
1181-1198, 2014.



61

HODGE, G.R.; DVORAK, W.S. Provenance variation and within- provenance genetic parameters in
Eucalyptus urophylla across 125 test sites in Brazil, Colombia, Mexico, South Africa and Venezuela.
Tree Genetics & Genomes, Heidelberg, v. 11, n. 3, p. 11-57, 2015.

HOSHINO, A. A.; BRAVO, J. P.; NOBILE, P. M.; MORELLLI, K.A. Microsatellites as tools for
genetic diversity analysis. In: CALISKAN, M. Biochemistry, genetics and molecular biology:
genetic diversity in microorganisms. [S. L], InTech, 2012. 382 p. Disponivel em:
<https://www.intechopen.com/books/genetic-diversity-in-microorganisms>. Acesso em: 03 ago. 2017.

KUMAR, S.; ECHT, C.; WILCOX, P.L.; RICHARDSON, T.E. Testing for linkage disequilibrium in
the New Zealand radiate pine breeding population Theoretical and Applied Genetics, Stuttgart, v.
108, n. 2, p. 292-298, 2004.

MANUEL, R. O.; FREITAS, M.L.M.; TAMBARUSSI, E.V.; CAMBUIM, J.; MORAES, M. L. T;
SEBBENN, A.M. Mendelian inheritance, genetic linkage, and genotypic disequilibrium at
microsatellite loci in Genipa Americana L. (Rubiaceae). Genetics and Molecular Research, Ribeirdo
Preto, v.14, n. 3, p. 8161-8169, 2015.

MATSCHINER, M.; SALZBURGER, W. TANDEM: integrating automated allele binning into
genetics and genomics workflows. Bioinformatics, Oxford, v. 25, n. 15, p. 1982-1983, 2009.

MORAES, M.A.; KUBOTA, T.Y.K,; SILVA, E.C.B.; SILVA, A.M.; CAMBUIM, J.; MORAES,
M.L.T.; FURLANI JUNIOR, E.; SEBBENN, A.M. Mendelian inheritance, linkage, and genotypic
disequilibrium in microsatellite loci of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae-
Caesalpinioideae). Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 15, n. 3, p. 1-8, 2015.

PALUDZYSZYN FILHO, E.; SANTOS, P. E. T. Programa de melhoramento genético de eucalipto
da Embrapa Florestas: resultados e perspectivas. Colombo: Embrapa Florestas., 2011. 64 p. (Séries
Documentos, 214). Disponivel em:
<https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/bitstream/doc/898045/1/Doc214.pdf>. Acesso em: 06 abr.
2017.

SOKAL, R.R.; ROHLF, F.J. Biometry: the principles and practice of statistics in biological research.
New York: [s. n.], 1981. 776 p.

SPOLADORE, J.; MANSANO, V. F.; LEMES, M. R.; FREITAS, L. C. D.; SEBBENN, A. M.
Genetic conservation of small populations of the endemic tree Swartzia glazioviana (Taub.) Glaz.
(Leguminosae) in the Atlantic Forest. Conservation Genetics, Berlim, v. 18, n. 5, p.1-13, 2017.
Disponivel em: <https://link.springer.com/article/10.1007/s10592-017-0962-6>. Acesso em: 06 abr.
2017.

TAMBARUSSI, E.V.; VENCOVSK,Y .R.; FREITAS, M.L.M.; SEBBENN, A.M. Mendelian
inheritance, genetic linkage, and genotypic disequilibrium at nine microsatellite loci of Cariniana
legalis (Mart.) O. Kuntze. Genetics and Molecular Research, Ribeirdo Preto, v. 12, n. 4, p. 5442-
5457, 2013.

TARAZI, R.; SEBBENN, A.M.; MOLLINARI, M.; VENCOVSKY, R. Mendelian inheritance,
linkage and linkage disequilibrium on microsatellite loci of Copaifera langsdorffii Desf.
Conservation Genetics Resources, Berlim, v. 2, n. 1, p. 201-204, 2010.

WILCKEN, C.F.; LIMA, A.C.V.; DIAS, T.K.R.; MASSON, M.V.; FERREIRA FILHO, P.J.;
POGETTO, M.H.F.A.D. Guia pratico de manejo de planta¢des de eucalipto. FEPAF, Botucatu,
2008, 25p. Disponivel em: < http://www.iandebo.com.br/pdf/plantioeucalipto.pdf>. Acesso em: 29 set.
2016.


http://www.iandebo.com.br/pdf/plantioeucalipto.pdf

62

5 DIVERSIDADE GENETICA, SISTEMA DE REPRODUCAO E PARENTESCO EM
PROGENIES DE POLINIZAGAO ABERTA DE Eucalyptus urophylla S.T. BLAKE

5.1 Introducao

A diversidade dos recursos genéticos vem sendo explorada desde os primordios da
agricultura para o desenvolvimento de cultivares novas e melhoradas. No entanto, a
intensificacdo das atividades antropicas podera agravar situacdes de erosdo genética (perda de
diversidade genética), extingdo de genes adaptados (perda de racas locais), sob o agravante e
iminente efeito das alteragdes climéaticas. Consequéncias importantes séo derivadas da perda ou
reducdo da diversidade genética, considerada como o pilar da biodiversidade e diversidade entre
e dentro de populagdes, espécies e ecossistemas (GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN;
SRINIVASAN, 2015).

Apesar de reconhecer sua importancia, pouco é compreendido sobre os padrdes da
diversidade genética, que influencia entre outros atributos, a performance individual, a
capacidade de adaptacéo e a evolucdo de novas espécies (BANKS et al., 2013). Em programas
de melhoramento, a diversidade genética atua em direcdo oposta aos ganhos de selecéo e sua
reducdo pode conduzir a deriva genética, enquanto a coancestria e endogamia, se acumulam
entre geragcdes (FUNDA; EL-KASSABY, 2012).

A estrutura e distribuicdo da diversidade genética é mantida por padrdes do sistema de
reproducdo, que depende de atributos como a biologia reprodutiva da espécie e a estrutura
espacial da populacdo (EWEDJE; AHANCHEDE; HARDY, 2017). Em geral, populacdes de
espécies florestais apresentam alta diversidade genética, devido a predominéancia do sistema de
reproducdo por cruzamento e ao fluxo génico entre populacées, particularmente, ao movimento
de polen, que pode atingir longas distancias (HAMRICK; GODT; SHERMAN-BROYLES,
1992; GAULLI et al., 2014). No entanto, a escala espacial do fluxo génico depende de uma
variedade de fatores fisicos e bioldgicos, responsaveis por determinar a quantidade e
disponibilidade dos propagulos (polen ou sementes), movimento, viabilidade e probabilidade
de polinizagdo bem-sucedida (KREMER et al., 2012).

Holliday et al. (2017) questionaram: “Os gendtipos em programas de melhoramento
também constituem recursos para conservagao?”. Para esclarecer isso, € necessario checar a
origem das progénies, principalmente quando se trata de espécies sujeita a forte depressdo
endogamica, como é o caso do Eucalyptus (HEDRICK; HELLSTEN; GRATTAPAGLIA,
2016). Além disso, é fundamental entender as relacdes de parentesco entre plantas dentro de
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progénies, porque o maior grau de relagdo entre individuos, resulta em maior frequéncia de

alelos idénticos por descendéncia (IPD), que conduz a endogamia. O coeficiente de coancestria

(ny) mede a probabilidade de que dois alelos homologos, aleatoriamente selecionados em dois

individuos (x e y), sejam idénticos por descendéncia (LYNCH; WALSH, 1998). Encontrar um
conjunto de individuos como genitores que possuem relacdes minimas entre si e determinar o0s
melhores pares de cruzamento, pode resultar em maior heterozigosidade média da préxima
geracdo (WANG, 2011).

Para acessar as taxas de cruzamentos, autofecundacgéo e fluxo génico em pomares de
sementes, pode-se utilizar as analises de parentesco com reconstrucdo de pedigree
(EL-KASSABY; FUNDA; LIEWLAKSANEEYANAWIN, 2015). No melhoramento florestal,
os profissionais buscam formar progénies com pedigree estruturado para testes, selecdo e
recombinacdo, empregando o método de selecdo recorrente. Caracteristicas que envolvem os
delineamentos de cruzamento, englobam: i) fornecimento de estimativas precisas do valor
genético para selecdo de genitores; ii) producdo de cruzamentos suficientes para selecdo dos
melhores individuos dentro das melhores progénies; iii) parametros genéticos quantitativos
estimados com precisdo para determinar o grau de controle genético, ambiental e a interagéo
que influencia os caracteres sob selecéo e; iv) controle da endogamia por meio da estrutura de
pedigree (LAMBETH et al., 2001).

Assim, o objetivo desse capitulo foi verificar a diversidade genética, o sistema de
reproducdo e as relagbes de parentesco, em populacbes de polinizacdo aberta de
Eucalyptus urophylla. Especificamente, pretende-se responder as seguintes questdes:

1. A diversidade genética é maior nos pomares de sementes por mudas ou no teste de progénies
de segunda geragédo?

2. Qual a taxa de endogamia entre as duas geracdes?

3. Qual ¢é o tamanho efetivo do pomar de sementes e do teste de progénies?

4. Qual a taxa de cruzamento, cruzamento entre parentes e cruzamentos correlacionados no
pomar de sementes e no teste de progénies?

5. Existe variacdo na taxa de cruzamento individual?

6. Existe contaminagéo por polen externo no pomar de sementes?

7. Qual é o numero médio de arvores doadoras de pdlen, as proporgdes de diferentes parentescos
e o coeficiente médio de coancestria?

8. Qual aimplicacao do coeficiente de coancestria na determinagéo da variancia genética aditiva

real?
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material

Os genotipos que constituem as populacBes de polinizacdo aberta sdo provenientes de
dois pomares de sementes por mudas de Eucalyptus urophylla (PSM-TPR-EU e
PSM-TP-EU), um teste de progénies de segunda geracdo (TP2G-TP-EU) e uma amostra dos
melhores individuos de um teste de progénies, que compde a rede experimental do Programa
Cooperativo de Populages Nucleo (PCPN-EU), do Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais
- IPEF. Todos os experimentos estdo localizados no municipio de Selviria-MS, na Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE), que pertence a Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira
(FEIS/UNESP). Um esquema das etapas do Programa de Conservacdo e Melhoramento
Genético do E. urophylla, realizado na FEPE/FEIS/UNESP, destaca a formagdo do
TP2G-TP-EU (Figura 5.1).

Figura 5.1 - Representacdo esquematica das etapas do Programa de Conservacdo e
Melhoramento de Eucalyptus urophylla, estabelecido em Selviria-MS.

Teste de Progénics: Pfoymfla Teste de Procedéncias/Progénies Teste de Progénies
Cooperativo de Populagdes Nucleo
TP-PCPN TPR-EU TP-EU
166 Progénlics +3 Clones Comerciais 33 Progénies * 4 Repeticdes 64 Progénies x 5 Repeticbes
x 5 Repeticdes x 3 Plantas/Parcela x 6 Plantas/Parcela % § Plantas/ Parcela
(SEM DESBASTE) l ,l, DESBASTE ‘l,
90 Arvores Selecionadas 79 Arvores Matrizes 298 Arvores Matrizes
PCPN-EU PSM-TPR-EU PSM-TP-EU
POPULACOES DE MELHORAMENTO
Pomar de Sementes por Mudas
Genotipagem dos Adultos Coleta de Sementes e Producéo de
Total: 467 arvores Mudas
ANALISE DOS Formacao dos Testes de Progénies de Segunda
RESULTADOS Geracio
. : TP2G-TP-EU
Genotipagem dos Juvenis TP2G-TPR-EU 605+ 117 p;
Total: 722 drvores Individuos
D Marcadores SSR 1‘ [

Fonte: Elaboracdo da prdpria autora.
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A) Pomares de sementes por mudas (PSM)

A base genética dos pomares de sementes de E. urophylla foi originada de um teste de
progénies e procedéncias (TPR-EU) e um teste de Progénies (TP-EU), ambos instalados na
FEPE/FEIS/UNESP e desbastados no 2° semestre de 2011 (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Caracterizacdo da base genética que constitue as populagdes de polinizacdo aberta:
PSM-TPR-EU e PSM-TP-EU, em Selviria-MS.

Antes do Desbaste Teste de progénies e procedéncias Teste de progénies
Identificacdo TPR-EU TP-EU
Instalacéo Outubro de 1991 Marco de 1992
N° Progénies 33 64
N° Procedéncias 2 1
Delineamento Blocos casualizados Latice 8 x 8 Quintuplo
Repeticdes 4 5
Plantas/Parcela 6 8
Espacamento 3mx3m 3mx3m
Latitude 20°19°57°S 20°20°01”S
Longitude 51°24°22”0 51°24°1370
Altitude 389 m 386 m
Apos’(gocielibaﬁe PSM-TPR-EU PSM-TP-EU
Individuos 79 298
N° Progénies 22 55
Média de Altura” 40,0 m 442 m
Média de DAP” 40,4 cm 39,4 cm
Média para DBM™ 0,687 gcm™ 0,612 gcm
Apéndice Tabela 1A Tabela 2A
Croqui Figura 1B Figura 2B

DAP: Diametro a altura do peito (1,30 m do solo); DBM: densidade basica da madeira. “Dados mensurados aos
23 anos de idade; ““Pupin et al. (2017). Fonte: Dados de Pesquisa da Autora.

A formacdo do teste de progénies e procedéncias (TPR-EU) foi realizada a partir da
coleta em 26 arvores matrizes localizadas em Rio Claro-SP e 7 &rvores matrizes em
Trés Lagoas-MS. ApoOs o desbaste permaneceram apenas progénies de Rio Claro-SP. Para
composic¢do do teste de progénies (TP-EU) foram coletadas sementes de 64 arvores matrizes
provenientes da Estagdo Experimental de Ciéncias Florestais, localizada em Anhembi-SP, que
pertence ao Departamento de Ciéncias Florestais, da ESALQ/USP e que eram oriundas de uma
populacdo de florescimento precoce da Area de Coleta e Producio de Sementes da Ripasa S/A,
como descreveu Zani Filho et al. (1990).
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A transformacéo dos testes de progénies em PSM consistiu na realizacdo de um desbaste
seletivo realizado no segundo semestre de 2011 (ambos com 20 anos de idade), com base nos
valores genéticos aditivos individuais para DAP (BLUP - Best Linear Unbiased Prediction). A
forma do fuste das arvores foi obtida com base em escala de notas e considerada na selecdo. O
namero de individuos selecionados, por familia, foi variavel. O termo “familias” foi adotado
para referir-se as progénies dos PSM’s (Tabela 3A). As areas experimentais antes (2003) e
depois do desbaste (2016) evidenciam a plantacdo de Pinus, espécies nativas, pasto e vegetacdo

natural de cerrado, no entorno (Figura 5.2).

Figura 5.2 - Localizacdo dos testes de progénies e procedéncias (TPR-EU e TP-EU) e dos
pomares de sementes por mudas (PSM-TPR-EU e PSM-TP-EU), de Eucalyptus urophylla, em
Selviria-MS.

TP - Pinus sp.
210 metros

Google earth

a ,A{
“»
¢ A3

PSM-TPR-EU

Fonte: Google Earth (2017).
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O solo foi classificado como LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico
(EMBRAPA, 2013) e o tipo climatico como Aw, conforme a classificacdo de Képpen, com
verdo quente e chuvoso e inverno ameno e seco. A temperatura média anual foi de 25,1°C e
precipitacdo média anual de 1300 mm (SANTOS; HERNANDEZ, 2012).

A base genética dos PSM foi estabelecida sobre solo de cerrado, caracterizado pela
elevada acidez, baixa disponibilidade nutricional (Tabela 5.2) e sujeita ao déficit hidrico, que
pode durar até oito meses e atingir 490 mm ano* (SANTOS; HERNANDEZ, 2012). Acrescido
a isso, as arvores dos PSM nao receberam adubacdo ou controle de pragas e doencas, desde a
instalagdo dos testes de progénies/procedéncias até a sele¢do, sendo que foram providenciados
cuidados eventuais com o controle de plantas daninhas e formigas cortadeiras. Em funcdo disso,
espera-se que essa base genética esteja adaptada as condi¢des de estresses hidrico e nutricional,

condizentes com caracteristicas edafoclimaticas da regido do Bolséo sul-mato-grossense.

Tabela 5.2 - Andlise de solo realizada em julho de 2016 nos pomares de sementes por mudas
de Eucalyptus urophylla, localizados em Selviria-MS.

PSM-TPR-EU PSM-TP-EU

Fosforo — resina (mg dm3) 3 4
Matéria organica (g dm) 17 17
pH CaCl; 4.4 4,5

Potéssio (mmolc dm) 0,5 0,4
Célcio (mmolc dm3) 4 6
Magnésio (mmolc dm3) 8 7
Acidez Potencial (mmolc dm) 42 38
Aluminio (mmolc dm) 11 10

Soma de Bases (mmolc dm®) 12,5 13,4

CTC (mmolc dm™) 54,5 51,4
Saturacéo por bases (%) 23 26
Caélcio na CTC (%) 7 12
Magnésio na CTC (%) 15 14
Saturacdo por Aluminio (%) 47 43

CTC: Capacidade de troca catibnica. Legenda: Baixo; Médio; Alto. Fonte: Dados de Pesquisa da Autora.

B) Teste de Progénies do Programa Cooperativo de Populagdes Nucleo (PCPN-EU)
Foram selecionadas 90 &rvores em um teste de progénies de polinizacdo aberta de
E. urophylla, que constitui parte da rede experimental do Programa Cooperativo de
Melhoramento Florestal do IPEF, inicialmente identificado como Programa Cooperativo de
Populagdes Nucleo (PCPN-EU). Esse teste de progénies foi instalado na FEPE/FEIS/UNESP,
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em dezembro de 2009, com 166 familias referente ao primeiro lote do Programa e trés clones
comerciais utilizados como testemunhas (H15, CO41H, P4295H). Foi adotado o termo
“familias” para referir as progénies do PCPN-EU (Tabela 3A). O delineamento empregado foi
o de blocos casualizados, com cinco repeti¢des e cinco plantas por parcela, no espagcamento de
3,0 m x 25 m. O local onde encontra-se instalado apresenta as seguintes coordenadas
geograficas: 20°20°15,6’S; 51°24°26,4”0 e altitude de 375 m.

Para compor uma amostra dessa populacdo foram selecionados aos seis anos e quatro
meses de idade, 87 individuos de 36 progénies (21,7%), em numero variavel de individuos, por
progénie. Além desses, foram coletadas folhas de cada clone comercial (3) (Tabela 4A). As
arvores foram selecionadas com base no DAP e nos maiores valores genéticos aditivos
individuais (BLUP).

A meédia geral para altura das arvores do PCPN-EU aos seis anos e quatro meses de
idade foi de aproximadamente 19,8 m e o intervalo de variagdo foi de 1,9 a 31,2 m. Para DAP
a média foi de 15,9 cm e o intervalo de variacdo foi de 1,3 a 35,5 cm. A sobrevivéncia dos
individuos foi baixa (< 48%), 0 que permite assemelhar esse teste de progénies como um pomar
de sementes por mudas que passou por um desbaste natural. Como existe a possibilidade do
PSM-TP-EU e PSM-TPR-EU né&o estarem isolados reprodutivamente, isso incentivou a
formagcdo e caracterizagdo genética dessa amostra de individuos do PCPN-EU (Figura 5.3).
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Figura 5.3 - Localizacdo e distancia entre as populacdes de polinizacdo aberta de Eucalyptus
urophylla: PSM-TPR-EU, PSM-TP-EU e PCPN-EU, em Selviria-MS.

/ ‘/‘
‘JPSM-'TPR-E:U
Lo /

/@PSM-TP-EU
/ f

©'2017 Google
Image © 2017 CNES / Airbus

Fonte: Google Earth (2017).

C) Teste de progénies de segunda geracéo (TP2G-TP-EU)

Para instalacdo do teste de progénies de segunda geracdo de E. urophylla
(TP2G-TP-EU) foram coletados frutos em 23 arvores matrizes do PSM-TP-EU. Em razéo da
frutificacdo escassa para espécie na regido no momento da coleta (fevereiro 2016), ndo foi
possivel coletar frutos nos melhores individuos dentro das melhores familias. Dessa forma,
priorizou-se a coleta em arvores matrizes de familias diferentes, com a finalidade de minimizar
0 parentesco (Tabela 5A). A produgdo de mudas foi realizada no viveiro da Eldorado Brasil,
localizado no municipio de Andradina-SP. Em 5 de outubro de 2016, foi instalado o TP2G-TP-
EU na FEPE/FEIS/UNESP (Figura 5.4).

As caracteristicas edafoclimaticas da area experimental sdo similares as descritas para
0s Pomares de Sementes. As coordenadas geograficas compreendem a latitude de 20°20°58” S

e longitude de 51°24°04” O, com 339 m de altitude. Foram plantadas no campo 605 mudas
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identificadas no viveiro, em delineamento de blocos casualizados, uma planta por parcela e 30
repeti¢cdes, no espagamento de 3,0 m x 1,5 m. Um més apo6s o plantio foi realizada a reposicéo

de mudas que néo sobreviveram no campo.

Figura 5.4 - Localizacdo e distancia entre o teste de progénies de segunda geracdo de
Eucalyptus urophylla (TP2G-TP-EU) e os PSM’s e 0 PCPN-EU, em Selviria-MS.

/7
PSM-TPR-EU /
Pl

[/ PSMETP-EU

PCPNEUS _
@ 1660 m

TPZG—TP—EU
[

Google Earth

Fonte: Google Earth (2017).

5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Caracterizagdo genética

A caracterizagdo genética foi realizada em todos os individuos dos Pomares de
Sementes (PSM-TP-EU =298 e PSM-TPR-EU = 79), do teste de progénies de segunda geracao
(TP2G-TP-EU = 605), incluindo os individuos utilizados para replantio das mudas que
morreram no campo (117), e da amostra do PCPN-EU (90), a totalizar 1189 individuos.

Para genotipagem foram empregados de 12 a 20 marcadores genéticos microssatélites.
Doze locos comuns as populacdes e que ndo apresentaram desequilibrio genotipico foram
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utilizados para analises dos dados moleculares: EMBRA2, EMBRA28, EMBRA3, EMBRA11,
EMBRAL0, EMBRAG3, EMBRA12, EMBRA157, EMBRA204, EMBRA128, EMBRAZ38 e
EMBRA210. O EMBRAG681 foi descartado devido a nova sintese do primer entre as etapas de
genotipagem, resultando em deslocamentos do nimero de pares de bases acima do toleravel.
A caracterizacdo genética e descricdo dos marcadores SSR foram reportadas no item
“Material e Métodos™ do Capitulo I. A coleta de material bioldgico para caracterizagdo genética
dos individuos do PSM-TP-EU e PSM-TPR-EU, consistiu em lascas de casca viva (cambio) e
isso foi necessario devido a inibicdo da PCR, provavelmente causada pelo acumulo de
substancia secundaria nas folhas e/ou idade avancada das arvores (GRATTAPAGLIA, 2015,
comunicacgéo pessoal). Para o TP2G-TP-EU e PCPN-EU procedeu-se a coleta de quatro a seis
folhas novas e sadias, que foram armazenadas em saco de papel tipo “pipoca” para transporte
em caixa térmica (Figura 5.5). A genotipagem de todos os individuos foi realizada no

Laboratorio Heréditas/Genomax, localizado em Brasilia-DF.

Figura 5.5 - Formacédo da cunha com a motosserra (A), retirada da lasca de casca viva (B),
lasca de madeira contendo cambio (C) e coleta e identificacao de folhas novas para extracéo de
DNA (D), de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

&

Fonte: Elaboracdo da prépria autora.
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5.2.2.2 Anélise dos marcadores microssatélites

I) Diversidade genética
A diversidade genética intrapopulacional foi investigada pelos indices: numero de alelos

por loco (k ), riqueza alélica (R ), heterozigosidade observada (H, ), heterozigosidade esperada
(He) nas proporgdes do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e indice de fixacdo (F). A
significanciade ¢ foi obtida por permutacéo de alelos entre individuos. A partir das frequéncias

alélicas (f) foram determinados por contagem o0s numeros de alelos raros

(f <0,05) e alelos privados. Para medir a divergéncia genética interpopulacional foi utilizado

o indice padronizado G, calculado de acordo com Hedrick (2005). Os pardmetros estimados

e utilizados para o calculo de G, foram obtidos usando o programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET,
1995).

I1) Sistema de reproducéo

O sistema de reproducdo foi caracterizado em nivel populacional e de progénies,
empregando os modelos do sistema misto de reproducdo (RITLAND; JAIN, 1981) e de
cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989). As estimativas foram obtidas utilizando o
programa MLTR 3.4 (RITLAND, 2002) e¢ baseadas no método numérico “Expectation
Maximization” (EM). O intervalo de confianca foi estimado a 95%, por meio de 1000
reamostragens bootstrap. As unidades de reamostragens foram as progénies em nivel
populacional e, individuos dentro de progénies, na andlise em nivel de progénies. As
frequéncias do pdlen e o indice de fixacdo da populacdo parental foram obtidas na analise em
nivel populacional.

Os seguintes indices genéticos e demograficos foram obtidos pelo programa ou

estimados de acordo com as expressoes:

i) Taxa de cruzamento multiloco (f,);

i) Taxa de cruzamento uniloco (£;);

iii) Taxa de cruzamento entre parentes (f, —f);
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iv) Correlagéo de autofecundagdo (f, );

v) Correlagdo multiloco de paternidade (f, ., );

vi) Numero médio de arvores polinizadoras (Nep)

Nep =1/, (RITLAND, 1989);

vii) Coancestria média dentro de progénies em nivel populacional (é) )
©=0,125(1+F,) [4§+ (€2 + 876 )1+ fp)] (SEBBENN, 2006);
em que: § ¢ a taxa de autofecundagdo ($=1-f )e pr é o indice de fixacdo da populacdo

parental.

viii) Coancestria média em nivel progénies ((:) )
©=0,125(1+F,)[ 45+{2(1+1,) | (SEBBENN, 2006);

em que: F, é o indice de fixagdo da &rvore matriz obtido pelo programa SPAGeDi 1.3

(HARDY; VEKEMANS, 2002), sendo que, valores negativos foram considerados como zero,
visto que o estimador de coancestria foi derivado para o coeficiente de endogamia (varia de 0
a 1) e ndo para o indice de fixacdo (varia-1a1).

ix) Tamanho efetivo de variancia (N_,) foi calculado com base em Cockerham (1969)

e(v)

~ 0,5
New = n-1) (1+F
o™t
n 2n

em que: N é o tamanho amostral dentro das progénies e IfO é o indice de fixacdo de progénies,

(SEBBENN, 2006);

obtido com base na frequéncia de pdlen para calcular a heterozigosidade esperada

(H, =1->"p?), a fim de evitar erros devido a superestimativas das frequéncias alélica para
os alelos maternos. A heterozigosidade observada foi calculada por meio do indice de fixagéo

obtido no FSTAT, para entdo, recalcular F, (1—(H,/H,)). Para estimar N_, em nivel

e(v)
populacional foi empregado a expresséo de coancestria do item (vii) e em nivel de progénies o

item (viii).
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X) NUmero de arvores matrizes para coleta de sementes (i)

~

= Netstrinin) (SEBBENN, 2002)
e(v)

assumindo reter na amostra total o tamanho efetivo de referéncia (N, ,erencia) ) d€ 150.

Xi ) Proporcéao de progénies de irmds de autofecundacao ( I5,A)

P, = $* (SEBBENN, 2006);

xii) Proporgdo de progénies de irmas de autofecundagéo e cruzamento (P, )

P.c =25f, (SEBBENN, 2006);

xiii) Proporcdo de progénies de meias-irmas (I5MI )

B, =t2(1—f,) (SEBBENN, 2006);

Xiv) Proporcao de progénies de irmas completas (IS,C)

A

B =£2¢, (SEBBENN, 2006);

xv) Coeficiente de endogamia devido autofecundacéo (F,)
F, =0,55(1+F,) (SEBBENN, 2006);
sendo que: Ifm é o coeficiente de endogamia da arvore matriz, em que valores negativos de Ifm

foram considerados como zero (varia0 a 1).

xiii) Coeficiente de endogamia devido cruzamento entre parentes (Iftmfts)

A

F. . =F,—F, (SEBBENN, 2006).

th—

I11) Anélise de paternidade e parentesco

Para conhecer o mais provavel candidato a pai de um individuo do TP2G-TP-EU,
conduziu-se a analise de paternidade, utilizando o método de méaxima verossimilhanga
(MEAGUER, 1986; MEAGHER; THOMPSON, 1987), para comparar o genotipo das arvores

adultas com o genotipo das mudas de 23 arvores matrizes conhecidas do PSM-TP-EU. Doze
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locos SSR foram examinados para determinar a paternidade e foram considerados até trés
mismatch entre o trio: a muda, a &rvore matriz e o putativo doador de polen. O programa
utilizado para anélise foi o CERVUS 3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007). A paternidade de cada muda foi determinada pela estatistica A, que é a
diferenga entre o LOD do candidato mais provavel a pai, menos o segundo candidato mais
provavel a pai. O candidato a pai que apresentou um valor de A maior que o valor critico de A,
calculado por simulagfes (50000 repeticGes), foi considerado como o verdadeiro pai. Mudas
que apresentaram a mesma arvore materna como o provavel parental paterno foram
consideradas oriundas de autofecundacéo.

A estimativa da taxa de aufofecundacdo ( S ) foi calculada como o nimero de progénies

autofecundadas (n, ), dividido pelo nimero total de progénies amostradas (n,, ). Mudas que

ndo tiveram nenhuma arvore identificada dentro do PSM-TP-EU como provavel parental
paterno ou que tiveram o candidato a pai determinado no PSM-TPR-EU ou PCPN-EU, foram
assumidas como descendente de pdlen migrante. A taxa de imigracdo de polen (m) foi
calculada como a proporcao de mudas que ndo tiveram um parente paterno determinado dentro

do PSM-TP-EU (n ) relativo ao nimero de mudas amostradas (n,,, ) (BURCZYK etal.,

imigrantes
1996).

Antes da transformacdo do teste de progénies em pomar de sementes por mudas, as
arvores estavam distribuidas em espacamento 3 m x 3 m. Em razdo disso, ndo foi necessario
obter as coordenadas geograficas e a distancia de dispersao de pdlen foi calculada com base na
distribuicdo de pontos cartesianos (X e y) da posicdo da arvore matriz e do provavel candidato
a pai dentro do PSM-TP-EU, por meio da distancia Euclidiana entre dois pontos. A area de
vizinhangca efetiva de polinizac&o foi calculada assumindo uma area circular ao redor da arvore

matriz, com base em Levin (1988): Ap = 2702, emque & é avariancia da disperséo de polen,

que corresponde a area em que 63% dos doadores de polen que cruzaram com a arvore matriz
estéo localizados.

Para cada familia foi obtido o nimero de doadores de pdlen (N ) a partir dos resultados

da analise de paternidade, pela contagem simples do nimero de parentais paternos contribuindo

para formagdo das progénies. Do parametro N foi calculado a correlagdo de paternidade,

como: r, =1/N_. De posse da taxa de autofecundacao (S ), da correlagdo de paternidade
(r,) e do coeficiente de endogamia da arvore matriz (lfm), foi estimado o coeficiente de

coancestria média dentro de progénies (RITLAND, 1989). Como Ifm das arvores matrizes foi
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estimado com uma correlagdo que varia de -1 a 1, os valores negativos foram assumidos como
zero (Ifm variando de 0 a 1). O tamanho efetivo de variancia foi obtido como previamente

descrito na analise do sistema de reproducéo.

As andlises de parentesco entre pares de individuos foram conduzidas empregando-se o
estimador multiloco do coeficiente de coancestria (éxy ), calculado de acordo com o0 método de
J. Nason, descrito em Loiselle et al. (1995) e implantado no programa SPAGeDi 1.3 (HARDY;
VEKEMANS, 2002). Esse método considera as frequéncias p, e p, doalelo k nos individuos
x ey, alem da frequéncia média do alelo na populagéo parental ( p, ) € o tamanho amostral
(n), conforme a equacao:

[
. Z(px_ﬁk)(py_ﬁk) 1
§ -3 +5— (LOISELLE etal., 1995);

Xy K
> p.1-7,)
k=1

As analises das relacbes de parentesco foram realizadas para as familias dentro de

populacdes, sendo que, o numero de pares de coancestria entre individuos foi:
n(n-1) . L « .
NP = 5 | Familias representadas por um ou dois individuos ndo foram analisadas. O

nivel de parentesco também foi analisado entre a arvore matriz (PSM-TP-EU) e seus filhos
(TP2G-TP-EU), entre a &rvore matriz (PSM-TP-EU) e o mais provavel candidato a pai
(PSM-TP-EU, PSM-TPR-EU ou PCPN-EU) e entre pai e filho.

Adicionalmente, estimou-se o coeficiente de endogamia das progénies originadas de
autofecundacdo e por cruzamento entre parentes, conforme os resultados da andlise de

paternidade. A taxa de cruzamento entre parentes (t,) foi obtida pelo nimero de mudas

originadas pelo cruzamento entre parentes (n,) dividido pelo nimero de mudas originadas por

cruzamentos (n,), em casos de 9Xy < 0,124. Os viés das estimativas foram calculados seguindo
1& o ave . I ~
proposto por Wang (2011): EZ(Gi —-0)°; em que k é o numero de estimativas, ®, é a
i=1

coancestria observada e © a coancestria esperada.

A endogamia esperada em um individuo originado por autofecundacéo é de pelo menos

50%, conforme: F, =0,5(1+F,); em que, F,, é o coeficiente de endogamia da &rvore matriz
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(0 a1); e aendogamia esperada devido ao cruzamento entre parentes ( lfr) é igual ao coeficiente

de coancestria entre os pais cruzados ( F. = éxy) (LINDGREN; GEA; JEFFERSON, 1997).

V) Correlacéo de Spearman
Para averiguar se existem associagdes entre indices do sistema de reproducdo (em nivel
progénies) e os de diversidade genética foram obtidos os coeficientes de correlagcdo de

Spearman, especialmente para verificar se:

A A A

i) O tamanho da amostra dentro de progénies (n) afeta os indices f , { —f., $+(f —ft.),

S

A A

I<Iep’ ®’ Fo’ Ne’ |:|0, IQ,

ii) A taxa de cruzamento multilocos (f,,) afeta N, €, F,, N,, H,, R;

A

iii) O nimero efetivo de polinizadores (N, ) interferena © , F,, N,, H, e R;

iv) A riqueza alélica (R ) afetaa © , F,, N_ e H_;

v) A heterozigosidade observada (H_ ) interferena © , F,,eno N_;

e

vi) A taxa de autofecundagéo e taxa de cruzamento entre parentes [$ + (f —£.) ] afeta Ifo, I—A|0

eR;

vii) A endogamia das progénies (F,) afeta f —f e N._.
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5.3 Resultados
5.3.1 Diversidade genética

e PSM-TP-EU: foram observados 153 alelos (k) nos 12 locos SSR, variando de 8
(EMBRAZ2) a 19 alelos (EMBRAS3) (Tabela 5.3). Em geral, a riqueza alélica (R ) apresentou
valores proximos a k , de forma que, tanto a heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW) como a heterozigosidade observada, foram altas e apresentaram médias
préximas (|3|9:0,79310,091; I:I0=0,76410,092). Valores positivos e significativos para o

indice de fixacdo (F) foram detectados para média da populacdo e para o EMBRAZ2,
EMBRA10 e EMBRA128, como indicativo de endogamia.

e TP2G-TP-EU: foram encontrados 149 alelos (Tabela 5.3) e a média do numero de alelos
foi semelhante ao PSM-TP-EU. A heterozigosidade esperada foi similar entre as geracoes,
diferentemente da heterozigosidade observada que foi inferior (0,686 < 0,764), principalmente
para os locos EMBRA128 e EMBRA157. O indice de fixacdo apresentou valores positivos e
significativos para média da populacdo e para 75% dos locos, a indicar a existéncia de

endogamia na geracdo descendente e aumento da homozigose.

e PSM-TPR-EU: o nimero de alelos foi elevado (138), principalmente se considerar o menor
tamanho populacional (Tabela 5.3). Os valores de riqueza alélica foram préximos as demais
populacdes. A heterozigosidade esperada foi elevada (0,803+0,089), assim como a
heterozigosidade observada (0,715+0,141). Apenas dois locos apresentaram valores de F
positivos e significativos (EMBRA3 e EMBRA128). Apesar disso, detectou-se um indicativo
de endogamia para média da populagéo (0,110+0,140).

e PCPN-EU: foi detectado um alto nimero de alelos (143) e a média foi proximaao PSM-
TPR-EU, que também apresenta menor nimero de individuos na populacéo (Tabela 5.3). A
riqueza alélica foi semelhante ou até mesmo superior para alguns locos em relacdo as demais
populacbes. Nesse mesmo sentido, seguiram a heterozigosidade esperada e observada
(0,846+0,045; 0,798+0,106), sugerindo alta diversidade genética. Apesar disso, o indice F foi

positivo e significativo para média da populag&o.
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Tabela 5.3 - Diversidade genética e indice de fixacdo em populac6es de polinizacao aberta de Eucalyptus urophylla, localizadas em Selviria-MS.

Adultos PSM-TP-EU (N = 298) Progénies TP2G-TP-EU (n = 722)

k R H, H. F k R H, H, =
EMBRA?2 8 7,8 0,628 0,708 0,113" 7 6,8 0,608 0,706 0,139"
EMBRA28 15 14,8 0,845 0,898 0,059 15 14,5 0,807 0,893 0,096"
EMBRA3 19 17,9 0,859 0,882 0,026 19 14,1 0,820 0,876 0,064"
EMBRA11 10 9,4 0,725 0,771 0,060 9 8,4 0,753 0,756 0,004
EMBRA10 14 13,3 0,789 0,848 0,070" 14 13,6 0,776 0,857 0,095"
EMBRAG3 10 8,5 0,606 0,572 -0,059 10 9,1 0,521 0,529 0,016
EMBRA12 12 11,8 0,878 0,860 -0,021 12 11,3 0,804 0,843 0,046
EMBRA157 15 13,8 0,822 0,867 0,052 14 11,7 0,623 0,839 0,258"
EMBRA204 13 11,8 0,832 0,811 -0,026 13 11,4 0,719 0,804 0,106"
EMBRA128 12 11,3 0,665 0,788 0,156" 11 10,1 0,469 0,774 0,394"
EMBRA38 13 11,3 0,779 0,748 -0,041 13 10,8 0,671 0,746 0,100"
EMBRA210 12 11,2 0,745 0,768 0,030 12 10,6 0,659 0,753 0,125"
Média 12,7 11,9 0,764 0,793 0,037" 12,4 11,0 0,686 0,781 0,122"
DP 2,9 2,8 0,092 0,091 0,064 3,1 2,3 0,115 0,099 0,108

Total 153 - - - - 149 - - - -

Adultos PSM-TPR-EU (N = 79) Adultos PCPN-EU (n = 90)

k R H, H, F Kk R H, H, F
EMBRA2 8 8,0 0,423 0,569 0,256 9 8,7 0,667 0,747 0,107
EMBRA28 14 14,0 0,792 0,902 0,122 13 13,0 0,877 0,910 0,036
EMBRA3 15 15,0 0,754 0,895 0,158" 19 18,5 0,922 0,870 -0,060
EMBRA11 10 10,0 0,798 0,840 0,050 10 10,0 0,800 0,848 0,057
EMBRA10 13 12,9 0,797 0,767 -0,039 13 12,8 0,866 0,863 -0,004
EMBRAG3 9 9,0 0,784 0,811 0,033 9 9,0 0,733 0,805 0,090
EMBRA12 12 11,9 0,810 0,823 0,016 12 12,0 0,900 0,892 -0,009
EMBRA157 14 13,9 0,861 0,860 -0,001 13 13,0 0,722 0,895 0,193"
EMBRA204 10 10,0 0,757 0,811 0,067 12 11,8 0,855 0,837 -0,022
EMBRA128 10 10,0 0,449 0,856 0,476" 9 8,7 0,567 0,819 0,308"
EMBRA38 12 11,9 0,645 0,739 0,127 13 12,7 0,833 0,840 0,008
EMBRA210 11 11,0 0,714 0,767 0,069 11 11,0 0,833 0,828 -0,006
Média 11,5 11,5 0,715 0,803 0,110 11,9 11,8 0,798 0,846 0,057"
DP 2,20 2,2 0,141 0,089 0,140 2,8 2,7 0,106 0,045 0,104

Total 138 - - - - 143 - - - -

Nota: DP: desvio-padréo; "Significativo em nivel de 5% (p-valor = 0,00104, obtido por 960 permutagdes).
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.
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Em geral, o nimero de alelos total e por loco foi elevado (Tabela 5.3). O EMBRA3 foi
o marcador SSR mais informativo (15 a 19 alelos). Valores positivos e significativos de F
foram detectados para 0 EMBRA128 em todas as populacéo. A heterozigosidade esperada foi

alta e indicou diversidade genética em nivel de locos e de populagdes, sendo a maior média

verificada para o PCPN-EU. Entre 0 PSM-TP-EU e o TP2G-TP-EU, em nivel de H, foi

semelhante, ao contrério de Ho. Em funcdo disso, o indice de fixacdo foi maior na geracao

descendente.

A média de riqueza alélica (R) variou pouco entre as populagdes: de 11,0
(TP2G-TP-EU) a 11,9 alelos (PSM-TP-EU), a indicar que a diversidade alélica entre elas foi
baixa, ou seja, apesar dos diferentes tamanhos populacionais, a maioria dos alelos é
compartilhada por todas as populagdes, poréem com frequéncias distintas. Refor¢ando isso, a

média do indice padronizado G, apresentou média de 0,390+0,234 para as trés populacdes de

arvores adultas, portanto, 39% da diversidade genética encontra-se distribuida entre populacGes
e a maior porc¢ao, refere-se a diversidade genética dentro de populagdes. Os indices entre pares
de populacdes foram significativamente maior do que zero (Tabela 5.4), indicando que as
populacdes sdo geneticamente distintas. Entre o PSM-TP-EU e o TP2G-TP-EU, o indice

padronizado G, ndo foi significativo.

No que se refere aos alelos de baixa frequéncia (f < 0,05) foram encontrados: 89 alelos
no PSM-TP-EU (58,2%); 84 no TP2G-TP-EU (56,4%); 70 no PSM-TPR-EU (50,7%) e 62 no
PCPN-EU (44,6%). Entre eles, foram considerados como alelos de muito baixa frequéncia
(f<0,01): 28,1% no PSM-TP-EU; 36,9% no TP2G-TP-EU; 27,1% no PSM-TPR-EU e 17,7%
no PCPN-EU. Apenas um alelo privado foi encontrado (PSM-TPR-EU) e pouquissimos casos
de alelos com ocorréncia em 50% das populacdes foram observados (24 alelos). Como a
maioria dos alelos é amplamente dispersa e a constituicdo alélica das populacbes semelhantes,
ndo foi encontrado um forte indicativo de fluxo do polen, a sugerir que 0 maior nimero de
cruzamentos, que originou as sementes do TP2G-TP-EU, ocorreu dentro do prdprio
PSM-TP-EU.



81

Tabela 5.4 - indice padronizado G, para divergéncia genética entre as populagdes de
polinizacdo aberta de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

TP2G-TP-EU PSM-TPR-EU PCPN-EU
PSM-TP-EU 0,017+0,021™ 0,356+0,252" 0,324+0,229"
TP2G-TP-EU - 0,345+0,246" 0,341+0,222"
PSM-TPR-EU - - 0,209+0,193"

Nota: " Ndo significativo; * Significativo em nivel de 5% (p-valor = 0,0083, obtido por 120 permutagdes).
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

5.3.2 Sistema de reproducéo

e Nivel populacional: a taxa de cruzamento multilocos (f ) no PSM-TP-EU foi alta e
significativa (0,964) (Tabela 5.5). A diferenca entre a taxa de cruzamento multilocos e unilocos
foi significativamente maior zero (f —f, =0,194), indicando a ocorréncia de cruzamentos entre
individuos que sdo parentes. A correlagdo de paternidade () foi significativamente maior
que zero, sugerindo que algumas progénies sao irmas-completas. O nimero efetivo de arvores
polinizadoras foi moderado (Nep) e 0 tamanho efetivo dentro de progénies ( Ne(v)) foi inferior

ao esperado para progénies de meias-irmas (3,02 < 4,0). Dessa forma, para reter um tamanho
efetivo de referéncia de 150, seria necessario que a coleta de sementes fosse realizada em no

minimo 50 arvores matrizes, para atender aos padrbes de uma populacdo idealizada. O
coeficiente médio de coancestria (@) foi de 0,152, superior ao esperado para progénies de

meias-irmas (® = 0,125), a sugerir a ocorréncia de outros niveis de parentesco. A propor¢ao
de irmds de autofecundacdo foi baixa e considerada como zero. A maior proporc¢ao referiu-se a
meias-irmas (80%), sendo o restante de irmés-completas (13%) e irmas de autofecundacéo e

cruzamento (7%).
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Tabela 5.5 - Parametros do sistema de reproducdo em nivel populacional para o
PSM-TP-EU de Eucalyptus urophylla (95% IC é o intervalo de confianca em nivel de 95%).

indices Média (95% IC)
Namero arvores matrizes: n,, 23
NUmero descendentes: n, 30 (9-53)
Indice de fixagao da populacéo parental: F, 0,009 (0,000 - 0,019)
indice de fixagdo dentro de progénies: If(, 0,127 (0,065 - 0,189)
Taxa de cruzamento multiloco: f_ 0,964 (0,936 - 0,985)
Taxa de cruzamento uniloco: f, 0,770 (0,701 - 0,849)
Taxa de cruzamento entre parentes: f —f. 0,194 (0,136 - 0,235)
Correlacéo de autofecundagéo: f, 0,098 (0,048 - 0,128)
Correlagdo multiloco de paternidade: £, 0,137 (0,067 - 0,219)
NGmero médio de arvores polinizadoras: N, 7,3 (4,6-149)
Coancestria média entre e dentro de progénies (© ) 0,152 (0,137 - 0,170)
Proporgéao de irmds de autofecundagéo: FA’IA 0,00 (0,00 - 0,00)
Proporc¢éo de irmas de autofecundacéo e cruzamento: If>AC 0,07 (0,03-0,12)
Proporcao de meias-irmas: P, 0,80 (0,76 - 0,82)
Proporgéo de irmas completas: P 0,13 (0,06 - 0,21)
Tamanho efetivo dentro de progénie: N, 3,02 (2,72 - 3,33)
Numero matrizes para coleta: M (I\AIe = 150) 50 (45 - 55)

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e Nivel de familias: houve variacdo na taxa individual de cruzamento das progénies (£, ) que
foram coletadas no PSM-TP-EU (Tabela 5.6) e em alguns casos foram observados valores para
taxa de cruzamento (£ ) de 100%, a indicar auséncia de autofecundacio (Matrizes 10, 214, 241

e 458), em contraste ao obtido para Matriz 45. Em geral, o indice de fixacdo das arvores
matrizes foram baixos, com excecdo da 1, 101 e 2473. A taxa de cruzamento entre parentes

(f —t.) foi diferentemente maior que zero em todas as progénies, reforcando a ocorréncia desse
tipo de cruzamento. Assim, o coeficiente de endogamia devido ao cruzamento entre individuos
parentes (Iftmfts) foi superior a endogamia originada de autofecundagéo (Ifs), com excecdo da
Matriz 45. A correlacdo de paternidade (7, ) foi significativamente maior do que zero para

todas as progénies e variou de 0,04 (Matriz 533) a 0,58 (Matriz 101), sendo esses valores
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relacionados ao maior (25,6) e menor (1,7) numero efetivo de &rvores polinizadoras (Nep). A
coancestria foi superior a considerada para progénies de meias-irmads em 100% das familias e

0s maiores valores foram observados para Matriz 1 e 101 (6 >0,250). Para algumas familias
foram detectados baixos tamanhos efetivos (< 2), indicando fortes relagdes de parentesco.

Apesar disso, 87% das progénies apresentaram valores intermediarios ao considerado para

irmas-completas e meias-irmas (2 < N, <4).
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Tabela 5.6 - indices do sistema de reproducéo e estrutura genética para progénies do PSM-TP-EU de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

A

A

A

A

A

Matriz F, n R H, F F, F . f +DP t,-f+DP  f,tDP N, ) N,
1 033 25 320 0477 039 003 036  095:0,03  0,31x0,04 044+008 23 0251 186
10 015 50 526 0,733 007 000 007  1,00£0,00  0,11+0,02  0,08t0,01 11,9 0,136 3,49
20 -005 40 477 0631 020 001 018  097+0,02  0,08+0,02  0,09+001 11,8 0,142 3,25
21 019 26 446 0734 007 001 006  098:0,00  0,08+0,02  0,18t005 57 0150 3,03
35 027 9 408 0639 019 003 016  095:000  0,05+001  0,11+¥001 94 0,150 2,50
45 011 31 391 069% 011 011 001  0,79%0,07  0,08t0,05  0,15%0,05 67 0195 242
55 029 27 452 0747 005 001 004  099x0,00  0,10+001 010000 98 0141 322
65 011 19 487 068 012 004 009  094+0,04  0,15%0,04  0,11x003 88 0171 261
86 013 20 391 0646 018 0,03 015  0,94+0,04  0,07+003  0,15:004 68 0,157 2,80
95 009 37 450 0,720 008 000 008  099+0,01  0,11x0,02  0,12+004 84 0,155 3,03

101 038 32 29 0509 035 008 027 088005 0,35:0,05  0,58+0,08 1,7 0295 1,63
104 021 25 424 0670 015 001 014  0,98+0,00  0,13:0,02  0,19+006 53 0,184 251
116 022 31 430 068 013 002 011  096x0,03  0,15+0,03 013004 77 0,150 3,06
118 022 30 403 0762 003 001 002  099+001  012+0,02  0,18+004 56 0,183 258
155 023 36 468 0713 009 000 009  099+0,00  0,13+0,03  0,10%004 105 0,139 333
212 006 37 525 0729 007 000 007  099x001  0,13+0,02  0,08t0,00 12,2 0,137 3,39
214 018 53 492 0707 010 0,00 010  1,00£0,00  0,07+0,01  0,09x001 11,6 0,136 347
236 013 30 48 0711 010 002 007  096x0,03  0,08+0,02  0,09+0,00 108 0,146 3,13
241 0,16 34 497 0783 000 000 000  1,00£0,00  0,07+0,01  0,10%001 105 0,137 3,39
458 007 45 513 0,765 003 000 003  1,00001  0,08+0,01  0,09+0,01 11,8 0145 327
533 009 44 434 0594 024 006 018  0,89+0,05  0,09+0,04  0,04+0,02 256 0,173 274
2473 033 13 393 0605 023 009 014  087+0,06  006+0,04  011+002 88 0227 195
2612 001 28 473 0660 016 004 012  093+0,04  0,09+0,03  0,09+0,00 10,9 0,154 295

A

Nota: ¢ e F : indice de fixacdo das arvores matrizes e dentro de progénies, respectivamente; N: tamanho amostral dentro de progénies; R : riqueza alélica; K :

heterozigosidade observada; F,: coeficiente de endogamia devido autofecundagéo; Iftmfts - coeficiente de endogamia devido ao cruzamento entre parentes; £ : taxa de

cruzamento multilocos; £ —f_; taxa de cruzamento entre parentes; fp(m): correlacdo de paternidade; N, : nimero efetivo de doadores de pdlen; © : coeficiente de

coancestriae; N, : tamanho efetivo de variancia:. DP é o desvio-padrdo das estimativas. Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.
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Associagdes positivas e significativas foram encontradas entre varios indices de
diversidade genética e sistema de reproducdo (Tabela 5.7). A coancestria (@ ), 0 tamanho
efetivo (Ne(v)) e a riqueza alélica (R) influenciaram 100% dos indices com que foram

correlacionados. Outros indices que apresentaram a maioria das associagdes significativas

foram a taxa de cruzamento (f_) e a taxa de autofecundagdo e cruzamento entre parentes

(§+(tm _ts) )

Tabela 5.7 - Correlacdo de Spearmam entre indices de diversidade genética e do sistema de
reproducdo em nivel de progénies para Eucalyptus urophylla do PSM-TP-EU.

A A A A ~ A~

t t -t s+, -f) N ® F N, H R

m m S ep (o]

n 0,553 0,099 -0,325 0,601" -0,327 0,666° 0,325 0,557

0,538"

t, - - - 0,352 017'55* 077'69* 0,799 0,761" 0,684
$+(t, —t.) - - - - - 0819 - e 057
N, - - - 0700 023 0715 0226 0788

2 - 008t ) - ) T 064" 0095  0,601"

© ) i i i i i i 0,5-84* 0,8-40*
N.q) - - - - - - - 0633 0872

H - - - - - - - - 0589

p A

Nota: N : tamanho da amostra; , : taxa de cruzamento multiloco; t, —1,: taxa de cruzamento entre parentes; N,
: namero de arvores polinizadoras; Ne(v) : tamanho efetivo de variancia dentro de progénies; R : riqueza alélica;

A~ A

H, : heterozigosidade observada; §+(fm —fs)  taxa de autofecundagéo e cruzamento entre parentes; F, : indice

de fixacdo dentro de familias; © : coancestria média de progénies. Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

5.3.3 Andlise de parentesco dentro das populacdes

e PSM-TP-EU: coancestria entre todos os pares de individuos indicou que a maior proporcao

se refere a relagdes entre meios-irméos (94,6%). Das 55 familias que constituem o Pomar, 38
foram analisadas (Tabela 5.8). A média de éxy foi de 0,119+0,075 e o valor maximo superou o

nivel minimo considerado para meias-irmas (0,125) em quase todas as familias, sendo que
47,4% delas apresentou niveis acima do estipulado para irmas-completas (0,250). No entanto,

ndo foi detectado parentesco entre individuos no grau de irmé&os de autofecundagéo (0,500).
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Tabela 5.8 - Média e desvio-padrdo do coeficiente multiloco de coancestria entre pares de
individuos (éxy) dentro de familias do PSM-TP-EU, de Eucalyptus urophylla, em

Selviria-MS.

Familias (38) Pares de Individuos éxy +DP Maximo”
1 28 0,076+0,062 0,206
2 3 0,075+0,033 0,112
3 3 0,168+0,094 0,276
5 10 0,174+0,100 0,419
9 36 0,187+0,079 0,331

10 36 0,099+0,076 0,254
11 36 0,050+0,073 0,212
13 6 0,139+0,063 0,202
14 91 0,109+0,088 0,419
15 55 0,080+0,070 0,262
18 45 0,100+0,098 0,331
19 15 0,070+0,046 0,151
20 28 0,061+0,084 0,244
21 3 0,131+0,049 0,187
22 10 0,072+0,081 0,171
23 45 0,098+0,075 0,242
27 10 0,046+0,100 0,255
28 45 0,096+0,070 0,301
29 21 0,059+0,064 0,174
30 3 0,106+0,021 0,130
31 3 0,175+0,072 0,252
34 3 0,101+0,123 0,235
37 15 0,137+0,093 0,322
39 91 0,133+0,121 0,408
40 15 0,081+0,054 0,181
41 153 0,100+0,075 0,307
42 66 0,115+0,080 0,282
44 120 0,157+0,098 0,410
45 6 0,315+0,085 0,429
46 3 0,129+0,117 0,247
48 36 0,167+0,071 0,314
49 15 0,178+0,068 0,306
51 3 0,197+0,047 0,233
53 3 0,204+0,027 0,224
55 66 0,073+0,075 0,247
56 6 0,112+0,078 0,197
62 10 0,044+0,094 0,229
64 3 0,122+0,037 0,152
Média - 0,119+0,075 0,259

Nota: * Méaximo valor de coancestria obtido entre dois individuos dentro da familia.

Fonte: Dados de Pesquisa da Autora.



e TP2G-TP-EU: o coeficiente de coancestria se sobressaiu para as progénies 1, 101 e 2473
(Tabela 5.9). Todas as médias foram superiores a 0,125, inclusive para as progénies em que a
taxa de cruzamento foi de 100%. A média populacional foi alta e préximo ao considerado para
irmas-completas. Cerca de 60,9% das familias ultrapassaram o valor de 0,500, indicando a

existéncia de individuos de autofecundacéo e de cruzamentos endogamicos.

Tabela 5.9 - Média e desvio-padrdo do coeficiente multiloco de coancestria entre pares de

individuos (éxy) dentro de familias do TP2G-TP-EU, de Eucalyptus urophylla,em  Selviria-
MS.
Progénies (23) Pares de Individuos éxyiDP Méaximo”

1 300 0,516+0,162 0,836

10 1225 0,178+0,095 0,473

20 780 0,189+0,087 0,568

21 325 0,152+0,096 0,445

35 36 0,193+0,090 0,481

45 465 0,253+0,100 0,548

55 351 0,170+0,068 0,423

65 171 0,320+0,108 0,561

86 190 0,190+0,098 0,475

95 666 0,235+0,089 0,499

101 496 0,579+0,158 0,901

104 300 0,256+0,091 0,497

116 465 0,199+0,095 0,518

118 435 0,248+0,090 0,688

155 630 0,186+0,088 0,457

212 666 0,197+0,089 0,576

214 1378 0,144+0,088 0,535

236 435 0,162+0,102 0,572

241 561 0,222+0,078 0,485

458 990 0,210+0,092 0,633

533 946 0,218+0,109 0,653
2473 78 0,403+0,134 0,734
2612 378 0,221+0,106 0,564
Média - 0,245+0,100 0,570

Nota: * Mé&ximo valor de coancestria obtido entre dois individuos dentro da progénie.

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e PSM-TPR-EU: 0 nimero total entre pares de individuos indicou que 82,4% das relacOes
entre individuos sdo de meios-irmédos e 17,6% de irmdos-completos. Das 22 familias, 12
apresentaram mais de dois individuos para conduzir a analise de parentesco (Tabela 5.10).

Nenhuma relagdo entre progénies de irmds de autofecundagéo foi encontrada. Um terco das
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familias analisadas apresentou medias acima de 0,125 e valor maximo acima de 0,250, a indicar

que existem relagOes entre irmas-completas.

Tabela 5.10 - Média e desvio-padrdo do coeficiente multiloco de coancestria entre pares de
individuos (éxy) dentro de familias do PSM-TPR-EU, de Eucalyptus urophylla, em
Selviria-MS.

Familias (12) Pares de Individuos éxy +DP Maximo”
6 36 0,164+0,102 0,379
8 6 0,113+0,069 0,201
11 28 0,121+0,083 0,372
12 3 0,025+0,063 0,079
13 15 0,103+0,105 0,285
15 3 0,041+0,021 0,064
17 3 0,123+0,138 0,278
18 6 0,122+0,053 0,172
20 15 0,126+0,087 0,312
22 15 0,130+0,115 0,307
23 21 0,163+0,081 0,339
25 3 0,095+0,118 0,231
Média - 0,110+0,086 0,251

Nota: * Méaximo valor de coancestria obtido entre dois individuos dentro da familia.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e PCPN-EU: entre todos os pares de individuos dessa populacgéo, 85,4% das relacGes foram
entre meias-irmas e 14,6% entre irmés-completas. Desconsiderando clones, entre as 36
familias, 15 tiveram o parentesco dentro de progénies analisado (Tabela 5.11).
Aproximadamente metade das familias apresentaram médias abaixo da coancestria entre meias-
irmds, mas foram observados valores maximos acima desse nivel para todas as progénies.
Apesar de néo ter sido encontrado o parentesco no grau de irmas de autofecundacéo, por se
tratar de uma amostra de individuos, essa relacdo ndo pode ser descartada dentro da populacédo

original, assim como a existéncia de maior proporcdo de irmas-completas
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Tabela 5.11 - Média e desvio-padréo do coeficiente multiloco de coancestria entre pares de
individuos (éxy) dentro de familias do PCPN-EU, de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

A

Familias (15) Pares de Individuos 6, +DP Maximo”
17 3 0,072+0,088 0,165
52 3 0,109+0,050 0,161
59 6 0,080+0,105 0,234
66 6 0,095+0,075 0,229
74 6 0,151+0,073 0,245
75 10 0,171+0,051 0,266
82 21 0,127+0,102 0,410
89 3 0,124+0,073 0,198
92 6 0,132+0,103 0,308
98 10 0,107+0,075 0,234

108 6 0,252+0,105 0,407
114 3 0,200+0,101 0,307
139 6 0,131+0,081 0,209
163 6 0,098+0,030 0,132
166 10 0,193+0,065 0,310
Média - 0,136+0,078 0,254

Nota: * Méaximo valor de coancestria obtido entre dois individuos dentro da familia.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

5.3.4 Andlise de paternidade, fluxo génico e parentesco

Com a analise de paternidade foi possivel determinar o mais provavel candidato a pai
de aproximadamente 99% dos individuos genotipados do TP2G-TP-EU. Foram detectados 519

cruzamentos, que geraram 660 descentendes de cruzamentos (n,), dos quais 69 representaram
0 cruzamento entre parentes (n,) e, 53 individuos, originados de autofecundacéo (n,) (Tabela

5.12). A nomenclatura para identificacdo das matrizes inclui a familia (Tabela 6A). A taxa de
imigracdo foi de 11,9% e a maior proporcéao de pélen imigrante foi oriundo do PSM-TPR-EU
(56,4%). Assim, 0 maior nimero de cruzamentos foi realizado dentro do préprio PSM-TP-EU
(89,1%), sendo que a distancia de dispersdo de polen variou de 3 a 206 m, com média de 74,9
metros. Contudo, devido a imigracdo de polen que foi detectada, pode-se dizer que a distancia
de dispersdo foi superior a menor distancia verificada entre o0 PCPN-EU e o PSM-TP-EU
(> 430 m). Dessa forma, para isolar reprodutivamente os PSM seria necessario manter uma

distancia superior a essa.



Tabela 5.12 - Estimativa do fluxo de polen e estrutura genética dentro do PSM-TP-EU de Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.
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Matriz F n, Ig:rﬁ(r% Genll(;(;a s (n) t N, o S Newy & (m)y£DP A, (ha)
TP M 144 0326 25 25 0  0160(4) 0840 15 0067 0231 202  73.3%460 133
TP M 10 41 0000 50 42 8  0000(0) 1000 41 0024 0128 369  112,9+617 2,39
TP_M 20 28 0,000 40 32 8 0,025 (1) 0,975 31 0,032 0,135 347 65,1+36,5 0,84
TP_M 21 48 0,000 26 25 1 0,000 (0) 1,000 14 0,071 0,134 3,38 45,4+539 1,83
TP_M 35 55 0,000 9 8 1 0,000 (0) 1,000 8 0,125 0,141 2,77 56,1+51,0 1,63
TP_M 45 42 0,000 31 30 1 0,290 (9) 0,710 16 0,063 0,212 2,26 47,2+47,3 1,41
TP_M 55 11 0,000 27 27 0 0,000 (0) 1,000 23 0,043 0,130 3,47 83,5574 2,07
TP_M 65 27 0,121 19 14 5 0,053 (1) 0,947 17 0,059 0,163 2,72 114,0+67,4 2,85
TP M 86,1 0000 20 20 0  0100(2) 0900 14 0071 0158 285  50,3+356 0,80
TP_M 95 21 0,077 37 31 6 0,000 (0) 1,000 28 0,036 0,139 3,33 86,7+53,5 1,80
TP_M 101 49 0,395 32 32 0 0,625 (20) 0,375 10 0,100 0,463 1,06 79,5+51,6 1,67
TP_M 104 9 0,214 25 24 1 0,000 (0) 1,000 15 0,067 0,162 2,78 51,6444 1,24
TP_M 116 19 0,000 31 24 7 0,032 (1) 0,968 22 0,045 0,139 3,33 79,6+63,3 2,52
TP_M 118 20 0,216 30 30 0 0,000 (0) 1,000 15 0,067 0,162 2,82 59,7454 4 1,86
TP_M 155 39 0,000 35 31 4 0,057 (2) 0,943 28 0,036 0,144 3,25 99,7+62,3 2,44
TP M 212 1 0,000 35 29 6 0,000 (0) 1,000 33 0,030 0,129 3,59 95,4+52,3 1,72
TP_M 214 64 0,000 53 43 10 0,000 (0) 1,000 42 0,024 0,128 3,70 111,3+50,6 1,61
TP_M 236 23 0,000 29 24 5 0,034 (1) 0,966 25 0,040 0,138 3,31 94,0+45,1 1,28
TP_M 241 32 0000 34 29 5  0000(0) 1,000 25 0040 0130 355  46,4+27.9 0,49
TP_M 458 25 0,060 42 38 4 0,000 (0) 1,000 33 0,030 0,137 342 76,0£56,0 1,97
TP_M 533 3 0,146 43 40 3 0,140 (6) 0,860 32 0,031 0,189 2,52 75,7471 1,39
TP_M 2473 47 0,307 13 12 1 0,231 (3) 0,769 9 0,111 0,258 1,73 62,6+40,4 1,03
TP_M 2612 61 0,000 27 25 2 0111(3) 0889 23 0043 0159 292  57,0430,0 0,57
Total - 713 635 78 (53) - 519 - - - i i
Média 0,081 - 27,6 3,4 0,081 0,919 22,6 0,055 0,170 2,95 74,9 1,6
Desvio-padréo 0,125 - 8,8 3,1 0,144 0,144 9,8 0,028 0,073 0,68 22,1 0,6

Nota: F,: coeficiente de endogamia da arvore matriz; N, : tamanho amostral dentro de progénie; $: taxa de autofecundacéo; N : ndmero de individuos de autofecundagéo; t:
taxa de cruzamento; Np : numero de arvores doadoras de polen; I, : coeficiente de correlagdo de paternidade; ® : coancestria dentro de progénies; Ne(v) . tamanho efetivo de

variancia; & (m) £ DP: distancia de dispersao de pdlen e desvio-padréo; Aep : &rea de vizinhanca de polinizacdo. Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.
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A contagem do numero total de pais envolvidos no processo de reproducdo realizado
foi alta (23 matrizes + 249 adultos). A amplitude de variacdo do nimero de doadores de pdlen

foi alta (N, = 8 a 42), com media de 22,6+9,8 (Tabela 5.12). Arvores matrizes localizadas

proximas as periferias do PSM-TP-EU foram mais fecundadas por polen imigrante do que

outras (Matrizes: 214 > 20 >10). Em funcdo do N, a correlagdo de paternidade foi baixa e

inferior ao estimado pelo modelo de cruzamentos correlacionados de Ritland.

Em geral, o pélen dentro do PSM-TP-EU foi disperso a curtas distancias (< 200 m) e as
distancias medias dentro de progénies variaram de 45 a 114 m, desconsiderando os cruzamentos
que ocorreram com o polen imigrante. A area efetiva de polinizacdo foi ampla e atingiu 2,85 ha
(Matriz 65), com média de 1,6+0,6 ha.

A taxa de autofecundacao foi estimada em 8,1% (Tabela 5.12). Para os casos com maior
namero de autofecundacéo, as estimativas de coancestria dentro de progénies foram maiores
que as obtidas por meio de parametros do sistema de reproducdo. Para as demais arvores
matrizes, as estimativas acessadas diretamente via analise de paternidade, foram inferiores.

Com o conhecimento de pedigree foi possivel estimar diretamente o nivel de endogamia
em individuos que foram originados por cruzamento entre parentes ou por autofecundagdo. A
média do coeficiente de coancestria entre pares de individuos relacionando a arvore matriz e
seus descendentes foi alta e acima do esperado (0,250) (Tabela 5.13). Estimativas acima de
0,500 foram obtidas para as progénies 1, 101 e 2473. Para relacdo entre as arvores paternas e
seus descendentes, a média do coeficiente de coancestria foi inferior em relagdo ao verificado
para as arvores maternas, mas ainda assim, em geral, superior ao esperado (0,250). Para
algumas familias, os valores maximos foram iguais para relacdo entre as arvores maternas e
paternas com seus descendentes, indicando a ocorréncia de autofecundacdo. O coeficiente de
coancestria médio entre arvores maternas e paternas foi baixo (0,056+0,087) e variou de -0,225
(minimo) a 0,516 (maximo). Os maiores intervalos de variacdo foram obtidos para relacbes de
parentesco entre pai e mae para as progénies 1, 45 e 2612. Dessa forma, apesar de ter ocorrido
cruzamentos entre parentes, esses ndo foram majoritarios, e isso pode ter favorecido a

recombinacéo da diversidade genética.
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Tabela 5.13 - Coeficiente de coancestria (éxy) entre arvores maternas, paternas e progénies do TP2G-TP-EU de Eucalyptus urophylla, em

Selviria-MS.
. Arvore Materna e Descendentes Arvore Paterna e Descendentes Arvores Maternas e Paternas
Progenie NP éxy Minimo Maximo NP éxy Minimo Maximo NP éxy Minimo Maximo

1 25 0,560%£0,109 0,290 0,697 25 0,445+£0,138 0,202 0,697 15 0,214+£0,150 -0,091 0,468
10 50 0,253+0,053 0,149 0,349 50 0,264+0,102 0,053 0,590 41 0,054+0,083 -0,063 0,287
20 40 0,232+0,054 0,118 0,414 40 0,245x0,072 0,132 0,425 31 0,021+0,062 -0,081 0,157
21 26 0,221+0,067 0,103 0,360 26 0,214+0,085 0,108 0,437 14 0,059+0,062 -0,038 0,166
35 9 0,190+0,048 0,123 0,277 9 0,238+0,058 0,154 0,326 8 0,032+0,071 -0,053 0,170
45 31 0,325+0,084 0,181 0,435 31 0,311+0,088 0,125 0,435 16 0,053+0,104 -0,138 0,247
55 27 0,182+0,037 0,095 0,238 27 0,214+0,084 0,058 0,407 23 0,008+0,054 -0,104 0,107
65 19 0,417+0,098 0,281 0,596 19 0,337+0,116 0,133 0,596 17 0,115+0,110 -0,059 0,322
86 20 0,230%0,067 0,104 0,370 20 0,241+£0,103 0,024 0,419 14 0,004+0,080 -0,145 0,150
95 37 0,318+0,059 0,193 0,503 37 0,252+0,076 0,088 0,410 28 0,041+0,071  -0,099 0,187
101 32 0,631+0,108 0,323 0,757 32 0,548+0,208 0,108 0,757 10 0,184+0,157 -0,105 0,395
104 25 0,358+0,061 0,222 0,452 25 0,310+0,085 0,135 0,443 15 0,105+0,129 -0,058 0,321
116 31 0,252+0,060 0,146 0,358 31 0,254+0,062 0,117 0,420 22 0,017£0,079 -0,210 0,148
118 30 0,357+0,062 0,281 0,535 30 0,239+0,078 0,106 0,408 15 0,069+0,083 -0,097 0,262
155 36 0,216+0,071 0,089 0,349 35 0,245+0,095 0,079 0,518 28 0,014+0,083 -0,225 0,151
212 36 0,283+0,043 0,155 0,382 35 0,257+0,081 0,118 0,430 33 0,021+0,051 -0,096 0,106
214 53 0,188+0,045 0,089 0,276 53 0,224+0,082 0,075 0,412 42 -0,002+0,068 -0,141 0,128
236 30 0,220+0,058 0,105 0,387 29 0,230+0,087 0,102 0,402 25 0,012+0,065 -0,185 0,113
241 34 0,229+0,049 0,142 0,306 34 0,224+0,071 0,133 0,415 25 0,023+0,055 -0,070 0,138
458 45 0,301+0,055 0,191 0,419 42 0,253+0,102 0,031 0,444 33 0,024+0,073 -0,096 0,194
533 44 0,326+0,094 0,154 0,523 43 0,279+0,105 0,100 0,523 32 0,048+0,085 -0,108 0,258
2473 13 0,532+0,127 0,350 0,713 13 0,383+0,181 0,176 0,713 9 0,123+0,107 -0,024 0,307
2612 28 0,315+0,098 0,125 0,521 27 0,270+0,100 0,124 0,521 23 0,053+0,115 -0,063 0,516
Média - 0,310+0,070 0,174 0,444 - 0,282+0,098 0,108 0,485 - 0,056+0,087 -0,102 0,230

Total 721 - - - 713 - - - 519 - - -

Nota: NP: NUmero de pares de coancestria entre individuos. Valor maximo e minimo obtido por um par de individuos dentro da progénie.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.
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Dos 69 cruzamentos realizados entre individuos aparentados, 48 apresentaram
éxy > (0,124 (Tabela 5.14). A taxa de cruzamento entre parentes foi estimada em 9,7% e cerca

de 44% dos cruzamentos ocorreram a uma distancia de até 24 m, enquanto 37,5% ocorreu a
mais de 100 m, sugerindo o favorecimento para ocorréncia entre arvores dentro da mesma
parcela. Foram encontrados cruzamentos a distancias maiores (x 200 m) entre individuos
localizados em pontos opostos no PSM-TP-EU (M10 _41xAl145 41; M10 41xA200 41;
M10_41xA139 41).

A média de coancestria entre individuos parentes que se cruzaram foi alta (0,219)

(Tabela 5.14). No entanto, a endogamia observada (lfr) foi superior a endogamia que era

esperada pelo cruzamento de dois individuos parentes (F, = éxy ). O intervalo de variacdo de

F. foi amplo (-0,110 a 0,671) e o viés médio foi de 0,036 e elevado para individuos das familias
1,21 e 45.

A endogamia esperada em um filho gerado por autofecundacéo (Ifs) quando o indice de
fixacdo da arvore matriz (Ifm) for zero, deveria ser de 0,5. Apesar disso, 0s valores para o

coeficiente de endogamia observado devido a autofecundacao (Ifi) variaram de 0,057 a 0,803,

com media de 0,446, e portanto, abaixo de 0,5. Os valores para endogamia esperada foram
superiores e variaram de 0,387 a 0,698, com média de 0,581 (Tabela 5.15).

Dessa forma, as médias para endogamia observada devido ao cruzamento entre parentes
foi inferior a endogamia observada devido a autofecundagéo (lfr < Ifi) e como a ocorréncia do

primeiro tipo de cruzamento foi maior, espera-se que os efeitos deletérios nas progénies do

TP2G-TP-EU ndo sejam tdo negativos para populacdo em geral.
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Tabela 5.14 - Coeficiente de coancestria (éxy) entre arvores parentes do PSM-TP-EU que se

cruzaram, coeficiente de endogamia observada (Ifr) devido ao cruzamento entre parentes e

distancia entre a &rvore matriz e o mais provavel candidato a pai (Dist.). (Continua)
A < . . . A A . Dist.
Progénie Arvore Matriz ~ Candidato Pai 0, F Vies (m)
TP S 1446 TP M 1 44 TP A 8 44 0,407 0427 0,000 53,7
TP_S 1 44 15 TP_M_ 1 44 TP_A 15 44 0,230 0,647 0,174 50,3
TP_S 1 44 18 TP_M_ 1 44 TP_A 72 44 0,233 0,671 0,192 1195
TP_S 1 44 19 TP_M_ 1 44 TP_A 72 44 0,233 0,577 0,118 1195
TP.S 1445 TP_M_ 1 44 TP_A 120 44 0,226 0,338 0,013 137,6
TP_S 10 41 3 TP_M 10 41 TP_A 48 41 0,287 0,337 0,003 76,7
TP_.S 10 41 11 TP_M 10 41 TP_A 87 41 0,174 0,363 0,036 63,3
TP_S 10 41 6 TP_M 10 41 TP_A 89 41 0,180 0,096 0,007 6,0
TP S104117 TP M 1041 TP A 8941 0180 048 0094 6,0
TP S 1041 44 TP M 10 41 TP A 139 41 0,194 0,126 0,005 1884
TP_S 10 41 12 TP_M 10 41 TP_A 139 41 0,194 0,242 0,002 1884
TP S 10 41 13 TP_M 10 41 TP_A 139 41 0,194 0,146 0,002 1884
TP_S 10 41 40 TP_M 10 41 TP_A 145 41 0,208 0,208 0,000 198,1
TP_S 10 41 49 TP_M 10 41 TP_A 145 41 0,208 0,157 0,003 198,11
TP_S 10 41 5 TP_M 10 41 TP_A 200 41 0,152 0,152 0,000 190,8
TP_S 10 41 43 TP_M 10 41 TP_A 322 41 0,239 0,239 0,000 74,1
TP_S 20 28 12 TP_.M 20 28 TP_A 88 28 0,157 0,332 0,031 105,3
TP.S 21 4816 TP_M 21 48 TP _A 2 48 0,157 0,257 0,010 3,0
TP_S 21 48 17 TP_M 21 48 TP_A 13 48 0,166 0,525 0,129 6,0
TP_S 3555 2 TP_M 3555 TP _A 755 0,170 0,338 0,028 12,0
TP_S 3555 6 TP_M 3555 TP _A 755 0,170 0,403 0,054 120
TP S 45 42 4 TP M 45 42 TP_A 22 42 0241 -0076 0,101 6,0
TP S 4542 13 TP. M 4542 TP A 2242 0241 -0110 01123 6,0
TP S 4542 14 TP M 4542 TP A 2242 0241 0566 0,106 6,0
TP S 45 42 18 TP_ M 4542 TP A 2242 0241 0,107 0010 6,0
TP S 45 42 29 TP_M 45 42 TP_A 22 42 0,241 -0,063 0,092 6,0
TP_S 45 42 23 TP_M 45 42 TP_A 24 42 0,201 0,067 0,018 150
TP_S 45 42 7 TP_M 45 42  TP_A 216 42 0,247 0,216 0,001 18,0
TP_S 45 42 16 TP_M 45 42 TP_A 216 42 0,247 -0,030 0,077 18,0
TP_S 65 22 2 TP_M 65 27 TP_A 182 27 0,270 0,244 0,001 1350
TP_S 6522 14 TP_M 6527 TP_A 182 27 0,270 0,143 0,016 1350
TP S 952124 TP M9521 TP A 13221 0,145 0,254 0012 39,0
TP.S 104921 TP M 1049 TP A 399 0,282 0,103 0,032 108,0
TP_S 104 918 TP M 1049 TP _A 237 9 0,321 0,195 0,016 42,0
TP_S 104 918 TP M 1049 TP_A 258 9 0,203 0,274 0,006 51,0
TP S 116 19 31 TP M 116 19 TP_A 74 19 0,126 0,078 0,002 141,0
TP S 116 19 20 TP_M116 19 TP_A 74 19 0,126 -0,035 0,026 141,0
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Tabela 5.14 - Coeficiente de coancestria (éxy) entre arvores parentes do PSM-TP-EU que se

cruzaram, coeficiente de endogamia observada (Ifr) devido ao cruzamento entre parentes e
distancia entre a arvore matriz e 0 mais provavel candidato a pai (Dist.).

(Conclusao)

Progénie Matriz Candidato Pai éxy F Viés I?rﬁ;
TP_S 118 20 14 TP_M_118 20 TP_A 231 20 0,262 0,130 0,017  153,0
TP_S 118 20 18 TP_M_118 20 TP_A_231_20 0,262 0,383 0,015 153,0
TP_S 118 20 29 TP_M_118 20 TP_A_231_20 0,262 0,272 0,000 153,0
TP_S 15539 2 TP_M_15539 TP _A 61 39 0,127 0,002 0,016 3,0
TP_S 15539 3 TP_M_15539 TP _A 61 39 0,127 0,133 0,000 3,0
TP_S 458 25 25 TP_M_458 25 TP_A 292 25 0,194 0,194 0,000 75,0
TP_S 533 33 TP_M 5333 TP_A5353 0258 0,524 0,071 24,0
TP_S 533.33 TP_M_533.3 TP_A 5353 0,258 0,141 0,014 24,0
TP_S 533 .3 8 TP_M_533 3 TP_A 5353 0,258 0,459 0,040 24,0
TP_S 533.3 17 TP_M_533.3 TP_A_535.3 0,258 0,106 0,023 24,0
TP_S 533.3 22 TP_M_533.3 TP _A 5353 0,258 0,331 0,005 24,0
Meédia - - 0,219 0,243 0,036 73,6

Nota: Nomenclatura: Tabela 6A.
Fonte: Dados da Pesauisa da Autora.
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A

A

Progénie Matriz F F, Viés Progénie Matriz F F, Viés
TP 5. 1. 44 3 TP _M_1 44 0,539 0663 0015 TP S 101 49 2 TP M 10149 0632 0698 0,004
TP S 1 44 9 TP M 1 44 0539 0663 0015 TP S 101493 TP M 101 49 0704 0698 0,000
TP S 14411  TP.M 1 44 0442 0663 0049  TP.S 101 49 4 TP M 101 49 0749 0698 0,003
TP S 14422 TP M 144 0401 0663 0069 TP S 101495 TP M 101 49 0472 0698 0,051
TP S 2028 22 TP.M 2028 0803 0460 0118 TP S 101 496 TP_M 10149 0632 0698 0,004
TP S 4542 2  TP.M 4542 0282 0431 0022 TP S 101498 TP M 101 49 0747 0698 0,002
TP S 45 42 3  TP.M 4542 0144 0431 0082 TP S 101499 TP M 101 49 0417 0698 0,079
TP S 45 425  TP.M 4542 0150 0431 0079 TP S 101 49 10 TP M 101 49 0695 0698 0,000
TP S 45 42 24  TP_M 4542 0244 0431 0035 TP S 101 49 11 TP_M 101 49 0,627 0698 0,005
TP S 45 42 25  TP_M 45 42 0385 0431 0002 TP S 101 49 12 TP M 101 49 0535 0698 0,026
TP S 45 42 26  TP_M 4542 0303 0431 0016 TP S 101 49 16 TP M 101 49 0484 0698 0,046
TP S 45 42 27  TP_.M 45 42 0372 0431 0003 TP S 101 49 18 TP M 101 49 0484 0698 0,046
TP S 45 42 28  TP_M 4542 0340 0431 0008 TP S 101 49 19 TP M 101 49 0494 0698 0,041
TP S 45 42 30 TP_M 4542 0057 0431 0140 TP S 101 49 20 TP M 101 49 0523 0698 0,030
TP S 65279  TP.M 6527 0436 0561 0016 TP S 101 49 21 TP M 101 49 0494 0698 0,041
TP S 861 3 TP M 86_1 0,100 0428 0107 TP S 101 49 23 TP M 101 49 0746 0698 0,002
TP 5.8 111  TP._M 861 0461 0428 0001  TP.S 101 49 24 TP M 101 49 0602 0698 0,009
TP S 116 19 23 TP_M 116,19 0503 0395 0012  TP.S 101 49 26 TP M 101 49 0362 0698 0113
TP S 155 39 19 TP _M 15539 0142 0387 0060 TP S 101 49 27 TP_M 101 49 0514 0698 0,034
TP S 155 39 28 TP M 15539 0306 0387 0007  TP.S 101 49 28 TP_M 101 49 0417 0698 0,079
TP S 236 233 TP_M 23623 0641 0407 0055 TP S 533337 TP MG5333 0392 0573 0,033
TP S 2473 47 2 TP_M 2473 47 0305 0654 0122 TP S 533340 TP M 5333 0742 0573 0029
TP S 2473 47 4 TP_M 2473 47 0484 0654 0029 TP S533312 TP M 5333 0236 0573 0,113
TP S 2473 47 11 TP_M 2473 47 0,675 0,654 0000 TP S 533313 TP M 5333 0330 0573 0059
TP S 2612 61 4 TP M 2612 61 0178 0494 0100 TP S 533315 TP M 5333 0146 0573 0,182
TP S 2612 61 6 TP M 2612 61 02382 0494 0012 TP S 533323 TP M5333 033 0573 0056
TP S 2612 61 14 TP_M 2612 61 0,526 0,494 0,001 Média - 0,446 0,581 0,043

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.
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5.4 Discussao

Os niveis de diversidade genética em nivel de locos e para as médias das populacGes de
polinizacdo aberta de Eucalyptus urophylla foram elevados (Tabela 5.3), concordando com
resultados reportados em populagdes naturais da espécie (TRIPIANA et al, 2007; PAYN et al.,
2008). Destaca-se que 0 PSM-TPR-EU e o PCPN-EU apresentaram elevado numero de alelos

e médias de heterozigosidade, com reduzido tamanho populacional. Miranda (2016) verificou
indices semelhantes para uma amostra da populacéo de E. grandis ( I—]e =0,877; HO =0,753),

que assim como o PCPN-EU, constituiu parte do Programa Cooperativo de Populagdes Nucleo
do IPEF, a justificar ampla base genética que foi constituida.

O indice de fixacdo (F ) foi significativo para todas as populagdes, sugerindo excesso
de homozigotos em relagdo ao esperado em EHW. Os valores de F ndo apresentaram tendéncia
e foram divergentes para alguns locos entre as populacfes. No entanto, pareceu existir alelos
fixados no EMBRA128, uma vez que todas as populacGes apresentaram F positivo e
significativo, concordando com resultados obtidos por Henriques (2016) em
E. urophylla e Mora et al. (2017) em E. cladocalyx. Para 0 EMBRA11, marcador associado a
densidade da madeira (FREEMAN et al., 2009), foram detectados até 10 alelos e alta
heterozigosidade observada (> 0,725). Para o EMBRA12, marcador associado com a

propagacao vegetativa (MARQUES et al., 2002), os niveis de HO foram elevados e todas as

populacdes apresentaram os mesmos 12 alelos. O indice de fixacdo indicou auséncia de
endogamia em ambos os locos.

A reducdo da diversidade genética entre as geracdes nao foi intensa e as estimativas de
heterozigosidade esperada foram similares, sendo que, 0 TP2G-TP-EU manteve 97% da média

de H, das populagdes e praticamente todos os alelos presentes no PSM-TP-EU,
independentemente da frequéncia, foram transmitidos aos descendentes (TP2G-TP-EU).
Portanto, o evento reprodutivo realizado pdde representar a diversidade genética da populacdo
parental. Por outro lado, a heterozigosidade observada foi inferior nas progénies
(0,686 < 0,764), e com isso, houve aumento do indice de fixacdo, a indicar presenca de
endogamia (Tabela 5.3).

Foram detectados alelos de frequéncia muito baixa ( f < 0,01) em maior proporgio no
TP2G-TP-EU, devido a reducdo das frequéncias alélicas da geracdo parental para 0s

descendentes. Apesar disso, a riqueza alélica manteve-se semelhante (Tabela 5.3), mas sugeriu
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a vulnerabilidade desses alelos, que podem ser perdidos ou ter menor probabilidade de serem
amostrados ou transmitidos (SEBBENN, 2002; MARCUCCI-POLTRI et al., 2003), o que

alerta para o afunilamento da base genética.

Em geral, o indice de fixacdo das arvores matrizes (Ifm) foi inferior ao de progénies

( lfo) (Tabela 5.6) e isso esté relacionado a selecdo contra individuos endogadmicos entre as fases
de plantula e adulta. A associa¢do positiva e significativa foi detectada entre o indice de fixagéo

das progénies (lfo) e a taxa de autofecundacdo somada a taxa de cruzamento entre individuos

parentes ($+(f, —f.)) (Tabela 5.7), indicando que a origem da endogamia nas progénies
advém da autofecundacdo e, principalmente, devido ao cruzamentos entre parentes

(F . > F.) (Tabela5.6).

A taxa de cruzamento multilocos (f) foi elevada (Tabela 5.5) e apesar de combinar
cruzamento e autofecundacdo, indicou a predominéncia do sistema de reproducdo por

cruzamento (f. > 80%) do PSM-TP-EU de E. urophylla (GOODWILLE et al., 2005),

concordando com o obtido por House e Bell (1994) por meio de isoenzimas (f, = 0,90) em

populacdes naturais de E. urophylla. Valores semelhantes foram acessados com marcadores
SSR para outras espécies de Eucalyptus (BREED et al., 2015; GONZAGA et al., 2016;
MIRANDA, 2016).

A taxa de cruzamento entre parentes (f —f.) e a correlagdo multiloco de paternidade
() foram significativas e confirmaram que a estrutura de progénies do PSM-TP-EU

viabilizou a ocorréncia de cruzamentos entre parentes e cruzamentos correlacionados, o que
contribui para aumentar a proporcao de alelos paternos idénticos por descendéncia. O nimero
de arvores polinizadoras foi moderado considerando os modelos do sistema de reproducédo de
Ritland e menor que o verificado diretamente pela analise de paternidade (Tabelas 5.5, 5.6 e
5.12). As médias de coancestria foram superiores ao minimo estipulado para progénies de
meias-irmas em nivel populacional e dentro de progénies, tanto pela analise do sistema de
reproducdo como de paternidade. I1sso contribuiu para que o tamanho efetivo de variancia fosse
menor do que o esperado em populagcdes panmiticas. Desse modo, as progénies que constituem
0 TP2G-TP-EU foram formadas por diferentes graus de parentescos e para estimar a variancia

genética aditiva com prudéncia, sugeriu-se aplicar a coancestria média obtida em nivel

populacional (0,152), a resultar no coeficiente de parentesco de 0,304 (f,, = 20). Com isso,
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pretende-se evitar superestimativas do coeficiente de herdabilidade aditiva que conduziria a
ganhos irreais com a selecdo no teste de progénies de segunda geracao.

Houve variacdo na taxa de cruzamento individual das arvores matrizes e apenas quatro
progénies (17%) foram 100% geradas por cruzamentos (Tabela 5.6). No entanto, a analise de

paternidade evidenciou uma proporgdo maior (48%) (Tabela 5.12) em relagdo ao obtido pela
analise do sistema de reproducéo. Os fatores que podem influenciar a variagdo de f_ entre

plantas de uma populacdo reprodutiva consistem na variagdo genética para
autoincompatibilidade, assincronismo de florescimento e comportamento dos polinizadores
(SEBBENN, 2017).

A {  interferiu significativamente no indice de fixagdo das progénies (lfo) e na

coancestria ((:) ) (Tabela 5.7), ou seja, quanto maior a taxa de cruzamento, menor a endogamia
e 0 parentesco dentro das progénies. Arvores matrizes localizadas na borda do PSM-TP-EU
tiveram maior nimero de doadores de polen e isso deve estar relacionado com o0 comportamento
dos polinizadores nas extremidades da area, com destaque para 0 observado para as matrizes
10, 236, 533 e 458, que estdo proximas ao Teste de Progénies de Sistemas de Plantio de Aroeira,
0 que deve ser favorecido em razdo do maior nimero de insetos polinizadores.

Broadhurst et al. (2015) enfatizaram a importancia de evitar a criacdo de gargalos
genéticos para prevenir o cruzamento dentro de subamostras do pool génico e garantir a
representatividade genética da populacdo. Durante a coleta de sementes foi observado a
formacdo de conjuntos, sendo que, enquanto arvores da mesma familia encontravam-se em
estagio de frutificacdo, outras de diferentes familias, ndo possuiam nenhum fruto. Como as
familias que constituiram o TP-EU foram oriundas de uma populacéo de florescimento precoce
e como foi observado a assincronia dos estagios fenoldgicos, é possivel que isso possa ter
favorecido o cruzamento entre arvores parentes dentro do PSM-TP-EU. Apesar disso, ndo
houve descaracterizacdo da diversidade genética entre as geracdes e, provavelmente, isso se
sustente no elevado numero de doadores de polen conforme a analise de paternidade, na

preferéncia por cruzamentos e no fluxo génico entre as populagdes (Tabelas 5.6, 5.7 e 5.12).
As médias de coancestria entre pares de individuos (éxy) dentro das familias em cada

populacdo adulta foram préximas ao considerado para progénies de meias-irmas (0,125)
(Tabelas 5.8, 5.10 e 5.11). Apesar disso, 0 valor maximo ultrapassou ao esperado para irmas-
completas (0,250), sem atingir o nivel de irmas de autofecundacdo. Portanto, os PSM e a
amostra do PCPN-EU sdo possivelmente constituidos por esses dois graus parentesco, sendo

que a maior proporcdo de meias-irmds ocorreu na  seguinte  ordem:
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PSM-TP-EU > PCPN-EU > PSM-TPR-EU. Isso pode ter favorecido a obtencdo de niveis
adequados de diversidade genética nas populagdes, por minimizar a redundancia genética entre
os individuos. Em média, o parentesco obtido entre arvores maternas e paternas foi baixo

(Tabela 5.13). No entanto, para algumas familias, o parentesco conduziu a médias elevadas de

A

6,, na descendéncia (Tabela 5.9). Desse modo, a amplitude para o coeficiente de coancestria

entre as geracOes foi alta (0,245 > 0,119), o que conduziu ao aumento do coeficiente de

endogamia na geragédo descendente (Ifo).

As maiores taxas de autofecundacao foram verificadas para as familias 45, 101 e 2473

(Tabela 5.6 e 5.12), colaborando também para elevadas estimativas de coancestria entre pares

de individuos (éxy) (Tabela 5.9). A taxa de autofecundacdo ($), cruzamento entre parentes

A

(t —t.) e correlagdo de paternidade (f,m) foram significativamente associados a &,

(f, =068 P<005 r =087 P<005 f =089, P <0,05). Desse modo, os valores

S
elevados para o TP2G-TP-EU (éxy >(0,500) (Tabela 5.9), estdo associados a presenca de meias-

irmas endogamicas, irmas-completas endogamicas, meias-irmds paternas e irmas de

autofecundacdo. Por sua vez, o indice de fixacdo (lfo) alto, devido as fortes relacdes de

parentesco (éxy) e menor tamanho efetivo (N, < 2) (Tabela 5.7), pode ser um indicativo da

e(v)
ocorréncia de depressédo endogamica nas progénies 1 e 101, explicando a baixa sobrevivéncia
com um ano de idade (52% e 47%, respectivamente).

Por meio da andlise de paternidade foi possivel determinar o provavel parental paterno
de quase todas as mudas (99%). Os cruzamentos que ocorreram no PSM-TP-EU contaram com
a participacdo de 272 doadores de polen e, a ampla populacdo reprodutiva, foi positiva para
manter a diversidade genética. De acordo com os resultados, foram gerados 53 individuos de
autofecundacdo (8%) e 69 de cruzamento entre parentes (9,7%) (Tabela 5.12). Houve fluxo
génico, porém a taxa de imigracao de polen foi baixa (11,9%), sendo a maior proporcao oriunda
do PSM-TPR-EU, provavelmente devido a proximidade entre os pomares (210 m). Isso pode
ser considerado altamente favoravel por promover a variabilidade genética (SEBBENN, 2002)
e recombinacéo de alelos envolvendo individuos selecionados nos Pomares de Sementes.

Em geral, a distancia de dispersdo de pdlen dentro do PSM-TP-EU foi curta
(média = 75 m) e ocorreram cruzamentos entre arvores parentes que constituiam a mesma
parcela do TP-EU (3 - 24 m) e a distancias mais longas, como foi verificado para M_10 41 e

A _200_41 (190 m) (Tabela 5.14), reforgando a possibilidade de que o florescimento no mesmo
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periodo tenha favorecido o cruzamento entre parentes. Silva et al. (2015) detectaram que a
dispersdo de pdlen se concentra a curtas distancias (< 200 m) e o sucesso da polinizagao
esperado a longas distancias foi baixo (1-3%), embora tenha atingido mais de 550 m, sendo
essa distancia minima recomendada para isolamento de plantios transgénicos de Eucalyptus.
Em &rvores matrizes localizadas préximos as bordas do PSM-TP-EU (10, 95, 116, 212 e 214)
detectou-se maior imigragdo de pélen (Figura 2B).

A érea efetiva de polinizacdo, que corresponde a area em que 63% dos doadores de
polen que cruzaram com a arvore matriz estdo localizados, foi ampla (0,49 a 2,85 ha). Isso
indicou a atuagdo dos polinizadores favorecendo a recombinacdo da diversidade genética. De
acordo com Pacheco et al. (1986), as abelhas, principais polinizadores do Eucalyptus, podem
coletar pdlen de diferentes plantas em uma visita e promover polinizacéo efetiva até 100 m,
diminuindo gradativamente sua atividade até a distancia de 300 m. Dessa forma, é possivel que

0 polén oriundo do PCPN-EU tenha sido disperso pelo vento (> 430 m).

A endogamia observada em progénies originadas do cruzamento entre parentes (Ifr) foi
menor que a endogamia em progénies oriundas de autofecundacao (Ifi) (0,243 < 0,446)

(Tabelas 5.14 e 5.15), concordando com Tambarussi et al. (2017). Os valores obtidos para Ifi

deveriam ser de pelo menos 0,500, o que ndo foi completamente satisfeito. De acordo com Silva
(2010), as diferencgas entre os valores observados e esperados sdo consequéncias da dificuldade
em estimar parametros de parentesco e endogamia de dados moleculares, sendo que para
obtencdo de estimativas proximas, o ideal seria a utilizacdo de um grande nUmero de
marcadores moleculares (> 20), o que nem sempre é possivel, devido a limitacGes dos projetos

de pesquisa.
5.5 Concluséo

Os niveis de diversidade genética sdo elevados nas populacgdes de polinizacao aberta de
Eucalyptus urophylla e a reducdo entre as geracdes foi pequena. O indice de fixa¢do indica a
presenca de endogamia, que € maior na geracdo descendente. Na espécie a reproducgdo ocorre
predominantemente por cruzamentos. Existe cruzamentos entre individuos que sao parentes,
cruzamentos correlacionados e autofecundacdes no pomar de sementes. A endogamia nas
progénies é originada principalmente do cruzamento entre parentes. Existe variacdo na taxa
individual de cruzamento e imigracdo de pélen. O nimero de arvores polinizadoras € alto. A

coancestria entre pares de individuos indica que as populagdes adultas sdo formadas por
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familias de meias irmds e irmds completas e na geracdo descendente ocorre também o
parentesco de meias irmas endogamicas, irmas completas endogamicas, meias irmas paternas
e irmas de autofecundacédo. A coancestria do teste de progénies de segunda geracao € maior que
do pomar de sementes e com isso 0 tamanho efetivo € menor no teste de progénies. Para estimar

a variancia genética aditiva deve-se aplicar o coeficiente de parentesco de 0,304.
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6 SELECAO A PARTIR DE UM TESTE DE PROGENIES DE POLINIZACAO
ABERTA DE Eucalyptus urophylla S.T. BLAKE AVALIADO COMO POLINIZACAO
CONTROLADA

6.1 Introducao

Em meados da década de 80, os marcadores moleculares promoveram uma forte
mudanca de paradigma e contribuiram com transigdo da “genética mendeliana” para “genética
gendmica” (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Recentemente, 0 sequenciamento de alta
densidade com base em marcadores SNP’s tém permitido associar a sele¢do gendémica ampla
(GWS) ao mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas (QTL), além da modificacao
direcionada de genes especificos, por meio de técnicas de edicdo do genoma (sistema
CRISPR/Cas9) ou identificagdo de mutacOes adequadas de alelos variantes para serem
introduzidas em variedades cultivadas (MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2001; AINLEY
etal., 2013; BELHAJ et al., 2013).

No final da década de 80, Tansley et al. (1989) afirmaram que novas ferramentas
moleculares estavam sendo desenvolvidas para serem empregadas por uma ciéncia antiga. De
fato, mais de 30 anos apds a descoberta da PCR e da tecnologia de DNA recombinante, é
incontestavel o avango da genética molecular. No entanto, o melhoramento genético ainda
depende da contribuicdo da genética classica, devido a constatacao de que a variacdo fenotipica
ndo é completamente explicada pela variacdo genémica e a recombinacdo € fundamental para
gerar novas combinacGes de alelos, especialmente, para locos estritamente ligados
(BARABASCHI et al., 2016).

Os pomares de sementes de polinizacdo aberta ou controlada foram os métodos
preferidos para recombinacao de genitores superiores no melhoramento florestal (FUNDA,; EL-
KASSABY, 2012) e os testes de progénies tém sido predominantemente utilizados para
avaliacdo e selecdo de arvores plus de segunda geracao (WHITE; ADAMS; NEALE, 2007).
No entanto, apesar de geralmente abranger uma base genética mais ampla, devido ao maior
namero individuos envolvidos no cruzamento, espera-se que 0s pomares de polinizacao aberta
promovam um ganho genético menor, devido a falta de conhecimento do parental masculino
(FUNDA; EL KASSABY, 2012; HALLINGBACK; JANSSON, 2013; YUAN et al., 2016).

Em razéo disso, El-Kassaby (2006) propos a metodologia “Breeding without Breeding”
(BwB) em contraposicdo ao uso de dialelos, que geravam grande nimero de cruzamentos e

dificuldades de avaliacdo das progénies. Para tanto, 0 BwB se sustenta na associacdo do
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emprego de marcadores de DNA (SSR) com metodos para reconstrucdo do pedigree, que
permitem estimar pardmetros genéticos e predizer os valores genéticos sem haver cruzamento.
A avaliacdo é realizada por meio do procedimento REML/BLUP (Restricted Maximum
Likelihood/Best Linear Unbiased Prediction) utilizando as informacgdes de pedigree e as
mensuracdes fenotipicas para a selecdo de individuos plus (LSTIBUREK; HODGE;
LACHOUT, 2015).

Os marcadores microssatélites (SSR) continuam sendo efetivamente empregados em
estudos genéticos com Eucalyptus (SILVA et al., 2015; GONZAGA et al., 2016; MORA et al.,
2017). Isso porque trata-se de uma ferramenta informativa, robusta e com alto poder de exclusao
na atribuicdo de paternidade (SUMATHI; YASODHA, 2014; TELFER et al., 2015). Por essa
razdo, 0s SSR permitem a reconstrucdo do pedigree de progénies oriundas de polinizacdo aberta
com adequado grau de confiabilidade. Além disso, os parametros do sistema de reproducéo
permitem acessar com maior precisdo a variancia genética aditiva e os coeficientes de
herdabilidade, em contraposi¢do aqueles baseados em pressuposi¢es irreais, como a panmixia
perfeita durante um evento reprodutivo.

Assim, o objetivo geral desse capitulo foi verificar a distribuicdo da variacdo genética
dentro e entre progénies de segunda geracdo oriundas de um pomar de sementes de polinizagdo
aberta de Eucalyptus urophylla. Os objetivos especificos foram:

i) Propor a anélise de um teste de progénies de polinizacdo aberta como um teste de progénies
de irmds completas;

ii) Ajustar as estimativas de variancia genética aditiva com base no coeficiente parentesco;

iii) Selecionar genotipos superiores, indicar cruzamentos promissores e conhecer a capacidade

geral e especifica de combinacao.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material

Os genotipos constituem um teste de progénies de segunda geragdo (Figura 6.1) e um
Pomar de Sementes por Mudas de Eucalyptus urophylla (PSM-TP-EU), ambos instalados na
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo (FEPE), que pertence a Faculdade de Engenharia de
Ilha Solteira (FEPE/FEIS/UNESP), localizada no municipio de Selviria-MS.

O teste de progénies foi instalado em 05 de outubro de 2016 e denominado de

TP2G-TP-EU. A coleta de sementes para constituicdo do experimento foi realizada em 23
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arvores matrizes do PSM-TP-EU. O delineamento experimental seguiu o de blocos
casualizados, com 23 tratamentos (progénies), uma planta por parcela, com 30 repeticdes
(desbalanceadas), no espacamento 3,0 m x 1,5 m. A area experimental ¢ de 0,96 ha e as
coordenadas geograficas compreendem a latitude de 20°20°58”S e longitude de 51°24°0470,
com 339 metros de altitude.

Figura 6.1 - Teste de progénies de segunda geracdo de Eucalyptus urophylla com dez meses
de idade (TP2G-TP-EU), instalado na FEPE/FEIS/UNESP, em Selviria-MS.

Fonte: Elaboracgao da prépria autora.

A selecdo no teste de progénies para formagdo do PSM-TP-EU ocorreu em 2011 e apos
o0 deshaste permaneceram 298 individuos, que pertencem a 55 progénies. A coleta de sementes
no PSM-TP-EU para constituicdo do TP2G-TP-EU foi realizada em 23 arvores matrizes de 22
progénies diferentes (Tabela 2A). Outros detalhes da formacdo do Pomar de Sementes por
Mudas estdo disponiveis no item “Material e Métodos”, do Capitulo II.

O solo da FEPE/FEIS/UNESP foi classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Distrofico tipico (EMBRAPA, 2013) e o tipo climéatico como Aw, conforme a classificacéo de
Koppen, com verdo quente e chuvoso e inverno ameno e seco. A temperatura média anual no
periodo desde a instalagdo do TP2G-TP-EU até completar um ano (outubro/2016 a
novembro/2017) na estacdo em Ilha Solteira-SP, que fica cerca de 12 km em linha reta da
FEPE/FEIS/UNESP em Selviria-MS, foi de 25,4°C e precipitacdo média anual de 1654 mm
(CLIMA FEIS, 2017). As médias referentes a temperatura e precipitacdo indicaram condicdes

adequadas para desenvolvimento do E. urophylla (Figuras 6.2 € 6.3).



110

Figura 6.2 - Dados de temperatura média, maxima e minima (°C) mensuradas no periodo de

outubro de 2016 a novembro 2017, na estacdo climética de Ilha Solteira-SP.

Precipitacao Acumulada Mensal (mm)

Fonte: Adaptado de clima.feis.unesp.br. Acesso em: 19 dez. 2017.

Figura 6.3 - Dados de precipitacdo acumulada mensal (mm) mensuradas no periodo de outubro

de 2016 a novembro 2017, na estacdo climatica de Ilha Solteira-SP.
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6.2.2 Métodos

6.2.2.1 Caracterizacao fenotipica

A caracterizacdo fenotipica foi realizada no TP2G-TP-EU quando as plantas
completaram um ano de idade. Os caracteres avaliados foram a altura total de plantas
(ALT, m), diametro a altura do peito (DAP, cm) e sobrevivéncia (SOB, %). Para mensuracédo
da ALT utilizou-se uma régua telescopica para arvores com até 8,0 m e o hipsémetro Forestor
Vertex para plantas acima dessa medida. Para afericdo do DAP empregou-se um paquimetro
posicionado perpendicularmente ao fuste da arvore, na altura de 1,30 m do solo. A SOB foi
avaliada considerando “0” para auséncia da planta e “1” para presenca.

A caracterizacdo fenotipica também foi realizada nas arvores do PSM-TP-EU. Os
caracteres silviculturais (ALT e DAP) foram mensurados aos 23 anos de idade e a densidade
média aparente da madeira (DMA, g cm™) foi determinada aos 25 anos de idade, por meio de
amostragem ndo destrutiva nas 23 arvores matrizes, empregando o método de densitometria de
Raios - X.

Para determinacdo da densidade média aparente da madeira de cada arvore matriz foi
retirada uma amostra da casca até a regido da medula (bagueta), com auxilio de um trado de
incremento (Figura 6.4). Apos a coleta, as amostras foram secas em temperatura ambiente para
evitar rachaduras e acondicionadas em canudos de plastico. O preparo das amostras consistiu
na fixacdo em um suporte de madeira e sec¢do transversal com aproximadamente 2,00 mm de
espessura, obtida pelo corte em serra circular dupla paralela. As amostras ndo foram lixadas e
as rebarbas do suporte foram retiradas com estilete. Posteriormente, foram limpas com pincel e
mensurados o comprimento e espessura média. Por fim, foram acondicionadas em uma camara
de climatizacdo, com 65% de umidade e temperatura controlada de 20°C até o momento da
leitura no aparelho de Raios - X (AMARAL; TOMAZELLO FILHO, 1998).
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Figura 6.4 - Introducdo do trado de incremento (A), bagueta de madeira (B), corte em serra
circular (C) e amostra da madeira de Eucalyptus urophylla no suporte (D).

Fonte: Elaboracdo da propria autora.

Apds serem acondicionadas na cdmara para climatizacdo, as amostras (baguetas fixadas
ao suporte de madeira) foram colocadas no equipamento QTRS-01X (Fabricante: Quintek
Measurement Systems), para obtencdo do perfil densitométrico (Figura 6.5). Cada amostra foi
colocada em suporte metalico e encaixada no compartimento blindado do equipamento. Apos
a calibracdo, foi iniciado a leitura das amostras com varredura continua por um feixe de raios
X colimado. A densidade aparente da madeira foi determinada ponto a ponto (8 pum) e os valores
de Raios - X que passaram pela amostra foram transformados em valores de densidade aparente,
com o suporte do software QMS. Todas as etapas de preparo e leitura das amostras nos
equipamentos foram realizadas no Laboratério de Anatomia, Identificacdo e Densitometria de
Raios X, no Departamento de Ciéncias Florestais, da ESALQ/USP, em Piracicaba-SP, com a

colaboracéo da equipe e contribui¢do do Prof. Dr. Mario Tomazello Filho.
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Figura 6.5 - Imagem escaneada na posi¢cdo casca-medula (A) e perfil densitométrico de uma
arvore matriz de Eucalyptus urophylla.
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Fonte: Elaboracdo da prépria autora.

6.2.2.2 Caracterizacdo genética

Para determinar a paternidade de cada planta do TP2G-TP-EU foram genotipadas todas
as mudas que constituiram o teste de progénies de segunda geracao (605), inclusive as utilizadas
para reposicdo das que ndo sobreviveram no campo (117), totalizando 722 individuos. Delas,
ndo foi possivel conhecer o provavel candidato a pai de nove plantas: uma devido a falha de
locos na genotipagem e oito que ndo tiveram o pai encontrado dentro das populacGes estudadas.

As arvores maternas e todos 0s possiveis candidatos a pai foram genotipados para que
fosse possivel acessar o pedigree da maior quantidade possivel de arvores do teste de progénies
de segunda geracdo. Dessa forma, foram genotipados todos os individuos adultos dos pomares
de sementes [PSM-TP-EU (298) e PSM-TPR-EU (79)] e da amostra do teste de progénies que
constitui o PCPN-EU (90). Os detalhes e as etapas da caracterizacdo genética encontram-se
descritos no item “Material e Métodos” dos Capitulos I e II. Todas as etapas de genotipagem
dos 1189 individuos foram realizadas no Laboratério Heréditas/Genomax. Para acessar a

paternidade dos individuos do TP2G-TP-EU foram empregados 12 locos microssatélites
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EMBRA.
6.2.2.3 Andlises quantitativas

I) Anélise descritiva do PSM-TP-EU
Os componentes de média, desvio-padréo e coeficiente de variacdo foram obtidos com

a utilizacao do Microsoft Excel.

I1) Analise do teste de progénies de segunda geracao

As estimativas de componentes de variancia e parametros genéticos foram obtidas pela
metodologia do modelo linear misto (aditivo univariado) - REML/BLUP (méxima
verossimilhanca restrita/melhor predicdo linear ndo viciada), empregando-se o programa
genético-estatistico Selegen-REML/BLUP (RESENDE, 2016).

A anélise dos caracteres quantitativos, para acomodar a estimativa de variancia genética
aditiva, empregou o0 modelo 95 do Selegen, utilizado para avaliacdo de progénies de polinizacdo
aberta (considerando como meias-irmas), um local, no delineamento de blocos casualizados,

com 23 tratamentos e uma planta por parcela, conforme o modelo matematico:
y=Xr+Za+e;

em que: y € o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos)
somados a média geral, a é o vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos como
aleatorios), e e é o vetor de erros ou residuos (aleatorios). As letras maiusculas representam as

matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Para estimar a variancia genética aditiva (&) foram empregados os coeficientes de
parentesco ( f,,) obtidos no Capitulo I, por meio do coeficiente médio de coancestria dentro de
progénies em nivel populacional (f, = 0,304) e pela maxima coancestria média em nivel de
progénie (f,,=0,590), obtidos pela analise do sistema de reprodugdo. O primeiro aplica um nivel
de ajuste da variancia genética aditiva moderado, engquanto o segundo é mais rigoroso. Os
coeficientes de herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁj) e ganho de selegéo
(éS =d, x ﬁj ) foram utilizados com a finalidade comparativa. O diferencial de selegéo (d, ) foi

baseado na selecdo fenotipica dos 100 melhores individuos para cada carater (z — ), com
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20,6% de intensidade de selecao.

Para selecdo de genitores com base na capacidade geral e especifica de combinacdo, foi
utilizado o Modelo 87 do Selegen, aplicado a avaliacdo de individuos em progénies de irmés
completas, obtidas sob cruzamentos fatoriais (populagdo materna e paterna), em delineamento

de blocos completos e uma planta por parcela, conforme Resende (2007):
y=Xr+Zm+Wf+Tc+e;

em que: y é o vetor de dados; r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos)
somados a média geral; m é o vetor dos efeitos de genitores da popula¢do de machos (assumidos
como aleatdrios); f é o vetor dos efeitos genéticos de genitores da populacdo de fémeas
(assumidos como aleatorios); ¢ é o vetor dos efeitos aleatorios da capacidade especifica de
combinacgéo dos genitores da populacdo de machos com os genitores da populacdo de fémeas
(assumidos como aleatorios); e e € o vetor de erros ou residuos (aleatdrios). As letras maitsculas
representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

As distribuicbes e estruturas de variancia associadas aos termos do modelo sédo
(RESENDE, 2007):

y|r,V ~ N(Xr, V)

gm|lagzm ~N(O,lI O';m).

of|l ang ~N(O,I ngf )

c|o’, ~N(0,l &2

elo? ~N(0,152)

V=Zno?l, Zn'+Zi 0% Ze+WI o W'+l o7
I11) Teste de progénies de polinizacao livre para controlada

A caracterizacdo genética das progénies, das arvores matrizes e dos provaveis
candidatos a pai, permitiu determinar o mais provavel parental masculino das progénies de
polinizacdo aberta. As andlises de exclusdo de paternidade foram obtidas usando o programa
CERVUS 3.0 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).
Dessa forma, foi possivel utilizar o teste de progénies de polinizacéo aberta em um teste fatorial,
onde todos os parentais masculinos e femininos das progénies foram determinados.

Conhecendo o pedigree dos individuos e de posse dos caracteres quantitativos (ALT e DAP)
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foi possivel desmembrar os efeitos de dominancia dos efeitos aditivos e, com isso, estimar a
capacidade geral e a capacidade especifica de combinacdo. A varidncia epistatica foi assumida
como nula. As estimativas dos coeficientes de variancia e parametros genéticos foram

analisadas conforme as equacoes:

i) Variancia genética aditiva (67):
62 = 2(6-@]2m +6-§f) ;
em que: &, refere-se a variancia genética entre machos e &7 € a variancia genética entre

fémeas.

i) Variancia de dominancia (&7 ):
A2 A2 .
Gd = 4'cycec ’

em que: &2

cec

refere-se a variancia da capacidade especifica de combinacao entre dois genitores,

a qual estima ¥, da variacdo genética de dominancia.

iii) Variancia fenotipica (6?):

A2 A2 A2 A2 A2
o _O-gm +agf +O—cec +O_e !

em que: & refere-se variancia residual.

iv) Herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁj ):

~2
h? = Z2 (RESENDE, 2007);

O

v) Coeficiente de determinacéo dos efeitos da capacidade especifica de combinagdo (€2, ):

A2
¢2, = Ze= (RESENDE, 2007);
(e

cec
f

vi) Herdabilidade individual para o efeito de arvores paternas (ﬁrﬁ):

~2

Rz _ 40'gm

m = A2 ) A2
O-gm +O_gf +Gcec

— (RESENDE, 2007);

+0,
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vii) Herdabilidade individual para o efeito de arvores maternas (ﬁf2 ):

A2
f——— 2%« (RESENDE, 2007)
G+ + e + 6,

viii) Grau médio de dominancia (d ), que foi estimado conforme recomendagéo®:

A2
d= Ogq .
- I\2+I\2’
O-a Gd

~2
TR ar- ~ . L. o O

em contraposicao a utilizacdo da formula cléssica d = —5-.
O-a

! Sugestdo do Prof. Dr. M.D.V. de Resende, citado em Henriques (2016), devido ao grau de
melhoramento genético que 0s gendtipos de E. urophylla possuem.
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6.3 Resultados

6.3.1 Caracteres quantitativos e qualidade da madeira

e PSM-TP-EU: a média geral para altura de plantas (ALT) de Eucalyptus urophylla foi de
44,2 m e 39,3 cm para o diametro a altura do peito (DAP) e o coeficiente de variagdo
experimental intermediério: 17,1% (ALT) e 21,3% (DAP). Em relacdo as &rvores matrizes, a
média foi de 47,5 m para ALT e 44,4 cm para DAP (Tabela 6.1). A densidade média aparente
(DMA) foi de 0,725 g cm™ e o intervalo foi de 0,611 a 0,828 g cm3. As médias para ALT e
DAP das arvores matrizes foram maiores que a média geral do PSM-TP-EU, assim como o

incremento médio anual para volume (0,16 > 0,12 m® ano™).

Tabela 6.1 - Altura de plantas (ALT", m), didmetro a altura do peito (DAP”, cm) e densidade
aparente da madeira (DMA™, g cm?®) de éarvores matrizes do PSM-TP-EU, de
Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

Arvore Matriz ALT" (m) DAP” (cm) DMA™ (g.cm™)
TP_M_1 44 54,2 61,1 0,611
TP_M_10_41 51,1 56,7 0,818
TP_M_20_28 46,3 475 0,704
TP_M_21 48 52,0 433 0,765
TP_M_35_55 48,4 50,0 0,705
TP_M_45_42 47,4 46,5 0,800
TP_M_55_11 43,4 43,6 0,783
TP_M_65_27 52,9 57,9 0,828
TP_M_86_1 44,6 40,7 0,788
TP_M_95 21 45,0 49,9 0,776
TP_M_101 49 53,9 42,9 0,729
TP_M_104_9 48,9 34,6 0,725
TP_M_116 19 49,0 45,2 0,807
TP_M_118 20 44,1 42,6 0,713
TP_M_155 39 42,3 37,8 0,701
TP M_212 1 34,6 30,1 0,639
TP_M_214 64 49,1 42,6 0,638
TP_M_236_23 45,4 36,1 0,673
TP_M_241 32 54,4 46,7 0,717
TP_M_458_25 43,8 438 0,747
TP_M_533_3 38,0 39,3 0,684
TP_M 2473 47 48,2 39,2 0,659
TP_M 2612 61 54,6 42,3 0,668
Média 47,5 44,4 0,725
Desvio-padrédo 5,2 7,4 0,062

Nota: ALT e DAP”: Mensurado aos 23 anos de idade; DMA™: Determinada aos 25 anos de idade.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.



119

e TP2G-TP-EU: a média para sobrevivéncia foi de 80,6% e as médias de crescimento foram
de 6,63 m para ALT e 5,66 cm para DAP, com um ano de idade (Tabela 6.2). Embora a
sobrevivéncia tenha sido moderada, o desenvolvimento dos individuos foi adequado. O
intervalo de variagdo para ALT foi de 1,3 m a 13,4 m e para DAP de 1,8 cm a 10,2 cm. Das
arvores que foram mensuradas 60% apresentaram ALT maior que a média geral e para DAP
foram 58%. A analise desses dados indicou boas possibilidades para selecdo de individuos
produtivos. Cerca de 8,5% das &rvores do TP2G-TP-EU apresentaram botdes florais na

avaliagdo com um ano de idade. O coeficiente de variacdo experimental (CV,) foi

intermediério para experimentos em que ocorrem competicdo (20% a 30%).

Tabela 6.2 - Altura de plantas (ALT, m), didmetro a altura do peito (DAP, cm) e sobrevivéncia
(SOB, %) para arvores com um ano de idade do TP2G-TP-EU, de Eucalyptus urophylla, em
Selviria-MS.

Parametros Estatisticos ALT (m) DAP (cm) SOB (%)
Média geral 6,63 5,66 80,60
Minimo 1,3 1,8 -
Méaximo 13,4 10,2 -
Amplitude de variacdo 12,1 8,4 -
CV, (%) 27,43 27,83 -

Nota: CV, : coeficiente de variag8o experimental.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

6.3.2 Parametros genéticos

Os ganhos de selecdo obtidos a partir da aplicacdo do coeficiente de parentesco que
aplicou um nivel de ajuste rigoroso, representaram menos da metade do ganho para estimativa

obtida na anélise de progénies de polinizacdo aberta. Os dois ajustes indicaram superestimativas
na variancia genética aditiva (67 ) e herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁj) (Tabelas

6.3 e 6A).

Assim, a aplicacdo do modelo com base na pressuposicdo de que progénies de
polinizacdo aberta sdo meias-irmds é errbneo para o TP2G-TP-EU, devido as diferentes
relacbes de parentesco que existem dentro de progénies, como resultado de cruzamentos

correlacionados, cruzamentos entre parentes e autofecundagao.
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Tabela 6.3 - Estimativas de variancia genética aditiva (&7 ), herdabilidade individual (ﬁj) e

ganhos de selecédo (éS ) aplicando 20,6% de intensidade de selecdo, em progénies de Eucalyptus
urophylla do TP2G-TP-EU, em Selviria-MS.

ALT ALT? ALT? DAP DAP! DAP?
52 2,0114 1,6543 0,8524 1,2720 1,0460  0,5390
52 0,5029 0,5029 0,5029 0,3180 03180  0,3180
57 3,8144 3,8144 3,8144 2,3775 2,3775 2,3775
h? 0,53 0,43 0,22 0,54 0,44 0,23
d, 2,73 m 2,73 m 2,73 2,33cm 2,33 cm 2,33 cm
G, (%) 21,9% 17,6% 9,1% 22,3% 18,1% 9,5%

Nota: &2 : variancia genética aditiva; a‘ﬁ: variancia entre progénies; &7 : variancia fenotipica; ﬁj: herdabilidade
aditiva; d,: diferencial de selecéo; GS: ganho com selecdo em porcentagem; estimativas para ALT! e DAP?

corrigidas com base no coeficiente de parentesco (0,304) e para ALT?e DAP? corrigidas com base no coeficiente
de parentesco (0,590).
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

A variancia de dominancia foi superior a variancia genética aditiva para os caracteres
ALT e DAP (Tabela 7A). O coeficiente de variacdo genotipico entre as progénies foi alto
(Cv,, > 18%) e similar entre os caracteres (ALT e DAP) (Tabela 6.4), a indicar que existe
variacdo genética entre as progénies.

O coeficiente de herdabilidade individual no sentido restrito na populacdo de machos
( ﬁni) indicou que existem diferengas genéticas para ALT, mas ndo para DAP. A colaborar com
isso, o teste de LRT néo detectou diferencas entre os tratamentos da populacdo de machos. A

herdabilidade na populagdo de fémeas foi maior (ﬁf > ﬁnﬁ) e variou de 0,29 (DAP) a 0,37

(ALT), indicando que a selecdo voltada para fémeas pode ser mais efetiva na obtengédo de
ganhos genéticos. O teste de LRT detectou diferencas significativas para a populacdo de fémeas

para os dois caracteres.
O coeficiente de herdabilidade individual (ﬁj) foi maior para ALT (Tabela 6.4), a

indicar que os efeitos aditivos para esse carater sdo maiores. O coeficiente de determinacao dos

2
cec

efeitos da capacidade especifica de combinacéo (¢__) foi moderado para ALT e a estimativa

para DAP foi quase o dobro (0,2576 > 0,1368), a mostrar que os efeitos de ndo aditivos sdo
predominantes para esse carater. Desse modo, o teste de LRT indicou diferencas para DAP e
ndo para ALT. O grau médio de dominancia indicou dominancia parcial

(0< d < 1) e foi muito mais alto para DAP.
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Tabela 6.4 - Parametros genéticos em um teste de progénies de segunda geracdo de Eucalyptus
urophylla com um ano de idade, oriundo do PSM-TP-EU de polinizacdo aberta, em Selviria-
MS.

Pardmetros Genéticos ALT (m) DAP (cm)
h? 0,16+0,10 0,03+0,05
h? 0,37 0,29
2 0,1368 0,2576
h? 0,27 0,16
d 0,67 0,87
cv,, (%) 18,30 19,84
LRT (&) 0,45" 0,03"
LRT (9) 18,11 10,37
LRT (CEC) 1,32 6,54"

Nota: ﬁnﬁ: herdabilidade individual no sentido restrito na populacdo de machos; ﬁf : herdabilidade individual no

sentido restrito na populacio de fémeas; ¢2_:

cec *

coeficiente de determinacéo dos efeitos da capacidade especifica de

combinagdo; ﬁazz herdabilidade individual no sentido restrito; d : grau médio de dominancia; CV,,: coeficiente

de variagdo genotipica entre as progénies; LRT: teste da razdo de verossimilhanga;
(™): ndo significativo; (7): significativo a 5% = 3,84; ("): significativo a 1% = 6,63.
Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

6.3.3 Selecdo de genitores

O ranking de cruzamento, com base no desempenho das progénies do
TP2G-TP-EU para os caracteres quantitativos, permitiu identificar os melhores genitores e

cruzamentos. As médias para os caracteres foi de 6,17 m para ALT e 5,00 cm para DAP.

e Fémeas e machos: o ganho de selecdo das dez primeiras fémeas foi de 0,47 m para ALT
(7,6%) e 0,31 cm para DAP (6,2%), enquanto que para populagdo de machos, os valores foram
de 0,25 m para ALT (4,0%) e 0,04 cm para DAP (0,7%) (Tabela 6.5). Para machos, a
concordancia entre ALT e DAP foi de 50% e o melhor genitor paterno foi o individuo do PSM-
TP-EU identificado como A_170 que pertence a familia 13. Outro genitor masculino da mesma
familia foi indicado entre os dez primeiros (A _99). Entre eles, ndo houve presenca de
imigrantes, sendo que o melhor genitor masculino classificado para ALT foi o individuo
TPR_A_85_25 (16° posicdo). A considerar os 30 melhores genitores masculinos para ALT
houve ainda a presenca do TPR_A_13 11 (199, TPR_A_81 23 (22°) e TPR_A_21 25 (24°).
Para DAP, o melhor genitor paterno imigrante foi o PC_A 94 98 (12°) sendo todos os demais
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oriundos do PSM-TP-EU. Para fémeas, a concordancia das dez melhores para ALT e DAP foi
de 90% (Tabela 6.5). A arvore matriz TP_M 55 11 destacou-se entre as demais. Entre elas,
trés foram também incluidas entre os melhores machos. As fémeas com os menores valores
genotipicos foram: TP_M_1 44, TP_M 2473 47, TP_M 458 25, TP_M 533 3 e
TP_M_214 64.

Tabela 6.5 - Dez maiores valores genotipicos (g) para capacidade geral de combinagéo (CGC)
para fémeas e machos em um pomar de polinizacao aberta de Eucalyptus urophylla (PSM-TP-
EU), em Selviria-MS.

ALT (m)
Posicéo Fémea g Macho g
1 TP_M 55 11 1,0775  TP_A 170 13 0,4093
2 TP_M_21 48 09441 TP_A_102_1 0,3070
3 TP_M_95 21 0,7844  TP_A_360 56 0,2742
4 TP_M_65_27 0,6255 TP_A_99 13 0,2363
5 TP_M_101 49 0,3699  TP_A 409 30 0,2331
6 TP_M 212 1 0,2681 TP_M_21 48 0,2195
7 TP_M_2612 61 0,2499 TP_M 86 1 0,2158
8 TP_M_104 9 0,1795 TP_M_65 27 0,2132
9 TP_M 86 1 0,0950 TP_A_289 18 0,1888
10 TP_M 35 55 0,0690 TP_A_ 157 28 0,1734
DAP (cm)
Posicédo Fémea g Macho g
1 TP_M_95 21 0,6610 TP_A_170 13 0,0510
2 TP_M 55 11 0,6600 TP_M_65 27 0,0466
3 TP_M_21 48 0,4877 TP_A_31 28 0,0344
4 TP_M_35 55 0,3695 TP_A_70_14 0,0339
5 TP_M_2612 61 0,2032 TP_M_21 48 0,0326
6 TP_M_104 9 0,1957 TP_A_299 38 0,0311
7 TP_M 212 1 0,1755 TP_M_2612 61 0,0305
8 TP_M_118 20 0,1528  TP_A_409_30 0,0303
9 TP_M_65_27 0,1322 TP_A_262_45 0,0301
10 TP_M_101 49 0,0693 TP_A_ 99 13 0,0297

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e Capacidade especifica de combinagdo: o ganho de selecdo dos dez melhores cruzamentos
para DAP foi de 1,01 cm (20,3%), enquanto para ALT foi de 0,69 m (11,2%) (Tabela 6.6).
Entre os dez cruzamentos de maior CEC foram observados trés endogamicos, sendo um para
ALT e dois para DAP. Em relacdo os 30 primeiros cruzamentos, dois ocorreram com pélen
imigrante para ALT: TP_M 20 28 X TPR_A 85 25 e
TP_M 241 32 x TPR_A 81 23. Para o DAP nao foram encontrados cruzamentos com poélen
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imigrante até essa colocagdo. Ainda para os 30 melhores cruzamentos, a superioridade seria de
8,7% para ALT e 15,7% para DAP.

Tabela 6.6 - Maiores valores genotipicos (ge) para capacidade especifica de combinacao (CEC)
entre arvores matrizes de um pomar de sementes por mudas de Eucalyptus urophylla (PSM-
TP-EU) e populagdes de polinizagdo aberta, em Selviria-MS.

ALT (m)
Cruzamento Fémea Macho ge
1 TP_M_95 21 TP_A 360 56 0,9217
2 TP_M_65_27 TP_A 170 13 0,8618
3 TP_M_101 49 TP_M_65_27 0,8331
4 TP_M 55 11 TP_A 99 13 0,7156
5 TP_M_10 41 TP_A 139 41 0,6575
6 TP_M_95 21 TP_A 289 18 0,6345
7 TP_M_214 64 TP_M_21 48 0,6299
8 TP_M 533 3 TP_A 79 28 0,6002
9 TP_M_65_27 TP_M_101 49 0,5482
10 TP_M_214 64 TP_A 332 41 0,5328
DAP (cm)
Cruzamento Fémea Macho ge
1 TP_M 533 3 TP_A 79 28 1,4584
2 TP_M 65 27 TP_A 170 13 1,1289
3 TP_M 104 9 TP_A 70 14 1,1096
4 TP_M_21 48 TP_A 299 38 1,0186
5 TP_M 214 64 TP_M_21 48 0,9656
6 TP_M 65 27 TP_M_101_49 0,9357
7 TP_M 20 28 TP_A 145 41 0,9003
8 TP_M_118 20 TP_A 286 20 0,8781
9 TP_M_35 55 PC_A 94 98 0,8735
10 TP_M 236 23 TP_A 311 23 0,8661

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e Valor genotipico de cruzamentos: com base no valor genotipico de cruzamentos (\Vgc)

foram selecionados os dez melhores (Tabela 6.7). A VVgc engloba os efeitos aditivos de fémeas,
de machos e a capacidade especifica de combinacdo. Para ALT e DAP, verificou-se a
superioridade da arvore matriz TP_M_55 11, que foi envolvida em 50% dos cruzamentos. Para
ALT, a superioridade dos dez melhores cruzamentos em relacdo a media geral foi de 25,5%
(média=7,74 m) e para DAP foi de 26,0% (média = 6,30 cm). A concordancia dos cruzamentos
baseados na VVgc e CEC foi de 50% para ALT e 40% para DAP. Para ALT, 0s cruzamentos
envolveram as cinco melhores fémeas e seis dos dez melhores machos, enquanto para DAP,

foram seis fémeas e cinco machos. Outros cruzamentos interessantes podem ser obtidos
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ampliando a quantidade de cruzamentos realizada no programa. Para os 30 primeiros
cruzamentos do ranking a superioridade seria de 21,2% para ALT (7,48 m) e 22,0% para DAP
(6,10 cm).

Tabela 6.7 - Maiores valores genotipicos de cruzamento (\Vgc) entre arvores matrizes de um
pomar de sementes por mudas de Eucalyptus urophylla (PSM-TP-EU) e populacbes de
polinizacdo aberta, em Selviria-MS.

ALT (m)

Cruzamento Fémea Macho \Vgc
1 TP_M 55 11 TP_A 99 13 8,1966
2 TP_M_95 21 TP_A 360 _56 8,1475
3 TP_M_65_27 TP_A_170_13 8,0638
4 TP_M 95 21 TP_A 289 18 7,7749
5 TP_M_101_49 TP_M 65 27 7,5835
6 TP_M 21 48 TP_A_129 55 7,5704
7 TP_M 55 11 TP_A 409 30 7,5661
8 TP _M 55 11 TP_A 168 56 7,5114
9 TP_M 55 11 TP_A 31 28 7,5103
10 TP M 55 11 TP_A 356 62 7,4837

DAP (cm)

Cruzamento Fémea Macho Vgc
1 TP_M_21_48 TP_A 299 38 6,5354
2 TP_M_55_11 TP_A 99 13 6,3398
3 TP_M_55_11 TP_A 356 _62 6,3374
4 TP_M_104 9 TP_A 70_14 6,3371
5 TP_M_55_11 TP_A 31 28 6,3144
6 TP_M_65_27 TP_A 17013 6,3101
7 TP_M_35_55 PC_A_94 98 6,2676
8 TP_M_55_11 TP_A 2611 6,1962
9 TP_M_55_11 TP_A 332_41 6,1923
10 TP_M_95 21 TP_A 187 64 6,1638

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

e Clonagem: com base no valor genético dos individuos (g = a + d) foram indicadas as dez
arvores mais promissores do TP2G-TP-EU para estabelecer um teste clonal (Tabela 6.8). Para
ALT, o ganho predito de selecdo seria de 3,66 m ou 59,3%, enquanto para DAP, o ganho seria
de 4,09 cm ou 81,9%. Para os 30 melhores individuos, o ganho para ALT seria de 46,3% e
67,9% para DAP. Desse modo, a selecdo para DAP pode promover ganhos genéticos

consideraveis, tanto para selecéo das dez primeiras arvores quanto para as 30 melhores.
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Tabela 6.8 - Posicao das arvores com base no valor genético aditivo (a) e estimativas de valores
genotipicos preditos (g) para progénies oriundas de um pomar de polinizacdo aberta de
Eucalyptus urophylla, em Selviria-MS.

ALT (m)
Posicéo . Cruzamento
Ordem (@) Progénie Rep. Femea Macho g
1 1 9 11 TP_M_95 21 TP_A_360_56 5,3507
2 2 7 6 TP_M_65_27 TP_A_170_13 5,3296
3 5 9 10 TP_M_95 21 TP_A_289 18 4,1353
4 3 6 27 TP_M_55 11 TP_A_99 13 3,7143
5 36 10 7 TP_M_101_49 TP_M_65_27 3,3394
6 4 6 12 TP_M_55 11 TP_A 99 13 3,1951
7 55 21 9 TP_M_2612_61 TP_A_388 9 2,9832
8 13 22 25 TP_M_21 48 TP_A_231_20 2,9373
9 61 11 10 TP_M_104 9 TP_A_23 14 2,8170
10 7 22 10 TP_M_21 48 TP_A_129 55 2,8128
DAP (cm)
Ordem Posicéao Progénie  Rep. Cruzamento .
(@) Fémea Macho
1 57 7 6 TP_M_65 27 TP_A 170 13 5,0463
2 1 6 5 TP_M_55 11 TP_A 261 1 4,6932
3 29 4 4 TP_M_35 55 PC_A_94 98 4,1588
4 2 6 1 TP_M_55 11 TP_A 356 62 4,1389
5 62 11 4 TP_M_104_9 TP_A 70 14 4,0453
6 69 13 11 TP_M_118 20 TP_A 286 20 3,9622
7 265 19 7 TP_M_533_3 TP_A 79 28 3,8489
8 241 15 10 TP_M_214 64 TP_M 21 48 3,7264
9 162 3 1 TP_M_20 28 TP_A 145 41 3,6785
10 107 5 6 TP_M_45 42 TP_A 141 42 3,6446

Fonte: Dados da Pesquisa da Autora.

6.4 Discussao

As médias para os caracteres silviculturais das arvores matrizes foram de 7,5% (ALT) e
13,0% (DAP) superior a média geral dos 298 individuos de Eucalyptus urophylla do
PSM-TP-EU (Tabela 6.1). Isso indica que a selecdo das arvores para coleta de sementes foi
adequada e, em geral, foram amostradas matrizes com bom desenvolvimento. A densidade
média aparente (DMA\) é cerca de 10% a 12% superior a densidade basica da madeira (DBM).
Os valores de DMA forneceram um indicativo de que as arvores matrizes apresentam qualidade
fornecer producdo de polpa  celulbsica

adequada  para madeira  para

(DBM = 0,48 g cm™ a 0,57 g cm™) e para producéo de carvio vegetal (DBM > 0,54 g cm)
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(IKEMORI et al., 1986). No entanto, como se trata de madeira adulta, que apresenta
espessamento maior da parede das fibras e menor proporcao de espacos vazios (parénquima),
espera-se que a DBM seja maior em funcdo da idade. No entanto, isso € um bom indicativo
para qualidade da madeira das progénies, visto que se trata de um carater de alta herdabilidade
(PUPIN et al., 2017). As melhores arvores matrizes para 0s caracteres de crescimento e
qualidade da madeira foram: TP_M_10 41, TP_M_21 48, TP_M 65 27, TP_M 116 19 e
TP_M_241 32.

A média de SOB das arvores do TP2G-TP-EU foi razoavel (80%) e a mortalidade até a
idade de um ano ocorreu em funcdo do ataque de formigas cortadeiras que possuem col6nias
na Mata Ciliar da FEPE/FEIS/UNESP e que esta localizada a menos de 10 m da margem
inferior do TP2G-TP-EU, onde verificou-se ataque mais intenso (Tabela 6.2). As condi¢des de
temperatura e precipitacdo no periodo desde a instalacdo até um ano de idade foram adequadas
e as medias para os caracteres de crescimento indicam 6timo desenvolvimento das progénies.
O Incremento Médio Anual (IMA) para ALT e DAP foram superiores aos relatados por Pinto
et al. (2014), Henriques (2016) e Nunes et al. (2016), em gendtipos de Eucalyptus sp. com
avancados processos de selecdo e melhoramento genético avaliados até a idade de trés anos. O
uso do IMA para fins comparativos foi necessario em funcéo da dificuldade de encontrar
estudos com avaliagbes para um ano de idade. A precocidade de florescimento pode ser
explicada pela origem dos genotipos das arvores matrizes
(ZANI FILHO et al., 1990) e, provavelmente, o espacamento e a competicdo entre as arvores
possam também ter favorecido. Embora o florescimento tenha sido atingido por poucos
individuos (8,5%), a maioria das progénies iniciou o florescimento precocemente (78%) e isso
pode viabilizar, por exemplo, a formacdo de familias de autofecundacdo, com reducdo de
tempo.

O coeficiente de variagéo experimental (CV, ) indicou que o efeito ambiental sobre as

progénies foi alto (Tabela 6.2). Isso pode ter ocorrido por conta do espacamento e da
competicdo entre os individuos, que se encontram em pleno estagio de crescimento e a
necessidade por agua, nutrientes, area de ocupacgdo do sistema radicular e da copa, € intensa.
Além disso, 0s genotipos encontram-se mais sensiveis as variagdes ambientais, uma vez que as
mudas deixaram as condigdes controladas de viveiro para se adequar as condi¢cdes de campo

gue séo mais adversas.

A variancia genética aditiva (67) ajustada pelo coeficiente de parentesco obtido no

capitulo I1, minimizou os erros associados a herdabilidade individual no sentido restrito (h?),
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a contribuir para estimar ganhos genéticos acurados (Tabela 6.3). O uso do coeficiente de

parentesco (f,,) de 0,304 foi indicado para o ajuste por ser mais parcimonioso que o coeficiente

de 0,590, visto que o segundo penaliza o coeficiente de varidncia genética aditiva e
consequentemente, os ganhos de selecdo. A variancia de dominancia foi superior a variancia
genética aditiva para ALT e DAP (Tabela 7A), implicando na possibilidade de exploracdo da
selecdo recorrente reciproca. Os niveis consideraveis de variacdo genética entre progénies
(> 18%) indicam que existe variabilidade genética na populacdo do TP2G-TP-EU, passivel de

ser empregado no melhoramento, sugerindo boas perspectivas para selecéo (Tabela 6.4).
O coeficiente de herdabilidade no sentido restrito (ﬁj) foi mediano e superior para ALT,

a indicar a possibilidade de selecdo para conducdo do programa de melhoramento, via selecédo
recorrente (Tabela 6.4).

A herdabilidade individual na populagdo de fémeas foi superior a de machos
(h? > ﬁri), a sugerir a possibilidade de maiores ganhos com base na sele¢do de individuos na

populacdo de fémeas, principalmente para ALT. Dessa forma, o ranking baseado na capacidade
geral de combinacdo (CGC) para selegdo de machos e fémeas, que concentra informacdes do
efeito aditivo dos genes, indicou que os maiores valores genotipicos foram para selecdo de
fémeas, visando melhorar o carater ALT (Tabela 6.5). A selecdo de machos para incrementar o

DAP ndo se mostrou viavel, devido a herdabilidade baixa e ndo significancia (0,03+0,05),
associada ao baixo ganho genético (GS = 0,7%). Portanto, 0s genitores mais promissores para

melhorar a ALT e DAP pertencem a populacdo de fémeas e as progénies do TP2G-TP-EU que
possuam as melhores arvores matrizes em sua genealogia sdo as mais indicadas para selecao,
desde que estejam associados a elevada capacidade especifica de combinacéo (CEC). Adicional
a isso, observou-se que as cinco melhores fémeas agregaram também desempenho superior para
ALT, DAP e densidade aparente da madeira: 11,85% para ALT e 20,92% para DAP; indicando
que selecdo envolve bom potencial para crescimento associado a qualidade da madeira (média
=0,786 g cm™3).

As estimativas do coeficiente de determinacdo dos efeitos da capacidade especifica de

combinagdo (¢_) e grau médio de dominancia (& ), que indicou dominancia parcial, foram
maiores para DAP, contrapondo-se ao coeficiente de herdabilidade (ﬁj), maior para ALT

(Tabela 6.4). Esses parametros indicam o tipo de agdo génica associado aos caracteres
quantitativos e fornecem subsidios aos melhoristas quanto ao metodo de sele¢do mais adequado
para ser adotado (VENCOVSKY, 1969). De acordo com Cruz e Carneiro (2003) a heterose
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manifestada em hibridos esta intimamente relacionada ao valor genotipico do heterozigoto,
expresso pelo grau médio de domindncia, e da diferenca génica entre os genitores. Assim, 0
DAP exibe maior grau de dominancia, o que justifica sua selecdo para definir genitores com
base na capacidade especifica de combinacgéo, que devem apresentar maior divergéncia genética
para maximizar a heterose.

Altas estimativas para CEC sdo importantes para obtencdo de cruzamentos superiores,
que por sua vez permite obter maior variabilidade nas geracfes segregantes e indicam o0s
desvios de um hibrido, em relacdo ao esperado com base na capacidade geral de combinacéo
de seus genitores (RODRIGUES et al., 2016). Portanto, combinagdes que envolvam elevada
estimativa de CEC e pelo menos um genitor com CGC sdo favoraveis. Para os dez cruzamentos
selecionados com base na CEC, sete envolveram pelo menos um genitor com alta CGC para
ALT e DAP (Tabelas 6.5 e 6.6). Para ALT, as excecBes foram os cruzamentos 5, 8 e 10; e para
DAP foram 1, 7 e 10. Portanto, as demais combinacfes sdo altamente recomendadas para
exploracdo da heterose, visando qualquer um dos dois caracteres, uma vez que eles apresentam
alta correlacdo genética (> 80%), ou seja, a selecdo de um deles indiretamente influenciara de
modo favoravel o outro.

Diferentes métodos de selecdo consideram os conceitos de CGC e CEC e o tipo de acéo
génica. De acordo com Hallauer, Carena e Miranda Filho (2010), a maioria da variagdo dentro
de cada conjunto de cruzamento foi atribuida ao desempenho médio dos genitores envolvidos
e se existem efeitos aditivos associados a dominancia parcial ou completa, os métodos de
selecdo devem enfatizar a CGC. Assim, a selecdo como base na CEC deve priorizar o DAP,
enquanto a selecdo para CGC, a ALT.

A identificacdo dos melhores cruzamentos com base no valor genotipico de cruzamento
(Vgc), que engloba os efeitos aditivos de fémeas (af), machos (am) e da capacidade especifica
de combinacédo (CEC): Vgc = [0,5 (af + am) + CEC] (RESENDE, 2007), apresentou 50% dos
cruzamentos coincidentes com os baseados apenas na CEC para ALT e 40% para DAP (Tabelas
6.6 e 6.7). Todas as fémeas apresentaram elevada CGC e entre os machos foram seis para ALT
e cinco para DAP. Os ganhos genéticos obtidos com a selecdo dos dez melhores cruzamentos
foram de 25,5% para ALT e 26,0% para DAP, enquanto os ganhos baseados na CEC foram
inferiores: 11,2% para ALT e 20,3% para DAP. Essa diferenca ocorre porque a CEC esta
associada aos efeitos de dominancia, enquanto o Vgc relaciona os efeitos aditivos e de
dominancia, para explorar a selecdo de cruzamentos especificos. Assim, recomenda-se 0
estabelecimento de um pomar de polinizacdo controlada para recombinagdo desses

cruzamentos com alta performance, como meio para avancar o Programa de Melhoramento
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Geneético de E. urophylla da FEPE/FEIS/UNESP.

No melhoramento de espécies perenes em que a propagacao vegetativa € viavel, faz-se
necessario predizer os valores genéticos totais dos melhores individuos (g = a + d). A escolha
do numero de individuos é inerente a cada projeto e dependente dos objetivos, disponibilidade
de &rea para experimentacgdo e das condi¢BGes operacionais e financeiras. Foram propostos dez
individuos para clonagem com base em cada carater (Tabela 6.8). Os ganhos genéticos obtidos
foram elevados, em relacdo ao DAP, tanto para os dez primeiros (81,9% > 59,3%) quanto para
0s 30 primeiros (67,9% > 46,3%). A associacao entre os individuos com base na ALT ou DAP
ndo foi significativa pela correlagido de Spearman (rs = -0,02). Portanto, recomenda-se fazer a
selecdo para clonagem dos melhores genotipos com base no DAP, que resulta em ganhos
genéticos consideraveis e, acrescenta-se que, os trinta primeiros clones garantem ganho de
selecdo elevado e a manutencdo de uma base genética mais ampla. Além disso, recomenda-se
que para o teste inicial sejam utilizados 0 maior nimero possivel de clones, a fim de eliminar

posteriormente, os clones menos produtivos.

6.5 Conclusao

A variancia genética dos caracteres de crescimento de Eucalyptus urophylla com um
ano de idade é explicada principalmente pelos efeitos de dominancia. A selecdo com base nos
genitores femininos é mais indicada e as melhores arvores matrizes também apresentam boas
caracteristicas de crescimento e densidade meédia aparente da madeira. A selecdo de
cruzamentos com base na capacidade especifica de combinacdo é mais favoravel para DAP e
apresenta boas perspectivas. Recomenda-se que 0s genitores envolvidos nos melhores
cruzamentos, com base no valor genotipico de cruzamento para DAP, sejam empregados para
formacdo de um pomar de polinizacdo controlada. A selecdo de trinta individuos para formacéo

de um teste clonal é adequada e indica ganhos genéticos para DAP, consideraveis.
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APENDICE A — Tabelas de familias remanescentes, nimero de individuos e
identificacdo das progénies e populagdes de Eucalyptus urophylla utilizadas na pesquisa.

Tabela 1A - Familias remanescentes PSM-TPR-EU apds o desbaste realizado aos 20 anos de
idade, quantidade de arvores selecionadas e genotipadas por progénie (k), identificacdo das
arvores matrizes, e caracteres silviculturais (Altura e DAP) e de qualidade da madeira, em
Selviria-MS.

Altura* DAP* DMA* (g.cm’

Ordem Familias ki Arvore Matriz 3
(m) (cm) )
1 2 2 71 33,3 41,3 0,763
2 4 1 42 44,1 43,9 0,597
3 5 1 82 41,2 41,9 0,877
4 6 9 108 45,0 39,6 0,844
5 7 2 139 38,2 32,8 0,657
6 8 4 138 46,7 32,8 0,696
7 9 1 146 40,6 39,1 -
8 10 2 33 39,7 44,7 0,777
9 11 8 55 40,4 39,5 0,708
10 12 3 16 47,0 52,5 0,774
11 13 6 29 49,7 45,4 0,754
12 14 2 24 37,2 50,3 0,636
13 15 3 17 37,4 45,4 0,756
14 16 1 94 32,6 44,8 0,724
15 17 3 95 43,4 39,5 0,822
16 18 3 61 42,4 42,2 0,750
17 19 6 67 34,6 37,4 0,826
18 20 5 3 42,8 55,1 0,767
19 21 1 97 35,8 41,6 0,749
20 22 6 99 40,9 33,1 0,599
21 23 7 87 36,7 31,4 0,725
22 25 3 21 43,8 44,7 0,743
Total 22 79 22 - - -
Média - - - 40,6 41,8 0,740
Desvio-padrao - - - 4,6 6,2 0,074

Nota: Valores referente as mensuracgdes da arvore matriz (*); Diametro a altura do peito (DAP); Densidade Média
Aparente da madeira (DMA).
Fonte: Elaboracdo da propria autora.
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Tabela 2A - Familias remanescentes no PSM-TP-EU ap0s o desbaste realizado aos 20 anos de
idade, quantidade de &rvores selecionadas e genotipadas por progénie (kr) e identificacdo das

arvores matrizes em que foram coletadas sementes, em Selviria-MS.

Ordem Familia ke /:\/Ir;/t?ir; Ordem Familia ks ﬁﬂr;/t?ir;
1 1 8 86/212 29 32 2 241
2 2 3 - 30 34 3 -

3 3 3 533 31 35 2 -

4 4 1 - 32 36 1 -

5 5 5 - 33 37 6 -

6 7 1 - 34 38 2 -

7 8 2 - 35 39 13 155

8 9 10 104 36 40 6 -

9 10 9 - 37 41 18 10
10 11 9 55 38 42 12 45
11 12 1 - 39 44 15 1
12 13 4 - 40 45 4 -
13 14 14 - 41 46 3 -
14 15 11 - 42 47 1 2473
15 17 2 - 43 48 9 21
16 18 10 - 44 49 6 101
17 19 6 116 45 51 3 -
18 20 9 118 46 52 2 -
19 21 3 95 47 53 3 -
20 22 5 - 48 54 1 -
21 23 10 236 49 55 12 35
22 25 3 458 50 56 4 -
23 26 1 - 51 58 2 -
24 27 5 65 52 61 1 2612
25 28 9 20 53 62 5 -
26 29 7 - 54 63 2 -
27 30 3 - 55 64 3 214
28 31 3 -

Total - 157 12 Total - 141 11

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.
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Tabela 3A - Siglas para nomenclatura e identificacdo dos individuos dos pomares de sementes
por mudas de Eucalyptus urophylla (PSM), teste de progénies (PCPN-EU) e teste de progénies
de segunda geracdo (TP2G-TP-EU), instalados em Selviria-MS.

Caracteristicas PSM-TPR-EU PSM-TP-EU PCPN-EU TP2G-TP-EU

Termo adotado Familias Familias Familias Progénies

Arvore Matriz - M - -

Arvore Adulta A A A -

Arvore jovem ] ] ] S ouSr
(muda)

Identificacio TPRA211 TP M144 PCA 1139 S 1442

Individuo adulto Arvore Matriz N Individuo

do PSM-TPR- do PSM- Individuo adulto  jovem (2) do

EU, identificado ., 'F-oo) do PCPN-EU,  TP2G-TP-EU
' identificada no identificado originado da

Correspondéncia  no croqui com 0
nimero 2 e que

pertence a

familia 11.

croquicomo comonudmerol arvore matriz
nimero 1 e que e que pertencea  (progénie) 1,
pertence a familia 139. gue pertence a
familia 44. familia 44.

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.
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Tabela 4A - Relacdo da familia e nimero de individuos amostrados e genotipados do
PCPN-EU, localizado em Selviria-MS.

Ordem Familia K Ordem Progénie ke
1 11 1 21 97 1
2 14 1 22 98 5
3 17 3 23 108 4
4 o1 1 24 114 3
5 52 3 25 119 1
6 56 2 26 127 1
7 S7 2 27 137 1
8 59 4 28 138 1
9 60 1 29 139 4

10 62 1 30 143 2
11 66 4 31 146 1
12 69 1 32 148 2
13 74 4 33 154 1
14 75 5 34 156 1
15 81 1 35 163 4
16 82 7 36 166 5
17 89 3 37 CO41H 1
18 92 4 38 H15 1
19 94 1 39 P4295H 1
20 95 1

Total - 50 Total - 40

Fonte: Elaboracdo da prépria autora.
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Tabela 5A - Relagdo da progénie e nimero de individuos genotipados do TP2G-TP-EU, com
as arvores matrizes e familia correspondente do PSM-TP-EU.

Identificacdo

N° Individuos/Progénie

Ordem Progénie no Campo  Arvore Matriz de Origem
TP2G-TP-EU TP2G-TP-EU

1 1 TP_M_1 44 25
2 2 TP_M_10 41 50
3 3 TP_M_20 28 40
4 22 TP_M_21 48 26
5 4 TP_M_35 55 9
6 5 TP_M_45 42 31
7 6 TP_M_ 55 11 27
8 7 TP_M_65_27 19
9 8 TP_M_86_1 20
10 9 TP_M_95 21 37
11 10 TP_M_101 49 32
12 11 TP_M_104 9 25
13 12 TP_M_116 19 31
14 13 TP_M_118 20 30
15 14 TP_M_155 39 36
16 23 TP_M 212 1 37
17 15 TP_M_214 64 53
18 16 TP_M_236 23 30
19 17 TP_M_241 32 34
20 18 TP_M_458 25 45
21 19 TP_M 533 3 44
22 20 TP_M_2473 47 13
23 21 TP_M_2612 61 28

Total - - 722

Fonte: Elaboracdo da propria autora.
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Tabela 6A - Estimativas dos parametros genéticos para os caracteres de crescimento, altura de
plantas (ALT, m) e didametro a altura do peito (DAP, cm), com base no modelo 95 do Selegen,
em um teste de progénies de segunda geracdo de polinizacdo abertade  Eucalyptus urophylla,
com um ano de idade, localizado em Selviria-MS.

ALT (m) DAP (cm)
62 2,0114 1,2720
52 1,8030 1,1055
61 3,8144 2,3775
h2 0,53+0,19 0,54+0,20
hZ, 0,82 0,82
P 90,55% 90,69%
h2, 0,46 0,46
CV,, 21,38% 19,93%
CV,, 10,69% 9,96%
cv, 27,43% 25,36%
CV, 0,39 0,39
Média 6,63 m 5,66 cm

A cn . ] as A cn e - A2 cnA . ;. ~ -p:
Nota: &2: varidncia genética aditiva; &7: variancia residual; o;: varincia fenotipica; h?: herdabilidade

individual no sentido restrito; ﬁnﬁp  herdabilidade da média de progénies; F, : acuracia; h?, : herdabilidade aditiva
dentro de progénies; Cv,; : coeficiente de variagdo genética aditiva individual; Cv,,: coeficiente de variacao
genotipica entre progénies; CV, : coeficiente de variagéo experimental; CV, : coeficiente de variagdo relativa;
média geral do caréter.

Fonte: Elaboragdo da prépria autora.
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Tabela 7A - Estimativas dos componentes de variancia para os caracteres de crescimento, altura
de plantas (ALT, m) e didmetro a altura do peito (DAP, cm), com base no modelo 87 do
Selegen, em um teste de progénies de segunda geracdo de Eucalyptus urophylla, com um ano
de idade, localizado em Selviria-MS.

ALT (m) DAP (cm)
Sen 0,1911 0,0230
S 0,4407 0,2083
&2 1,2636 0,4626
&2 0,5470 1,0305
G2, 0,6424 0,7516
&2 3,4230 1,9345
62 4,6972 2,9174

A . . Zat A oA . Jor] A ~2 . . o] .
Nota: O'gzm > variancia genética entre machos; O'gf :variancia genética entre fémeas; 0, variancia genética aditiva

média; &7: variancia de dominancia, a qual estima quatro vezes a variancia da capacidade especifica de

. ~ A2 . . . s . ~ A2 . . . A . .
combinagdo; G, : variancia da capacidade especifica de combinagéo; 4. : variancia residual e &;: variancia

fenotipica.
Fonte: Elaboracdo da propria autora.
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APENDICE B — Croqui dos Pomares de Sementes por Mudas de Eucalyptus urophylla.

Figura 1B - Croqui e distribuicdo das arvores matrizes do PSM-TPR-EU de Eucalyptus
urophylla, localizado em Selviria-MS. Coloracéo laranja indicando as matrizes em que foram

coletadas sementes.
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do PSM-TP-EU em que foram coletadas sementes (verde), em Selviria-MS.
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