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RESUMO

Os recursos genéticos existentes, atualmente, sdo de suma importincia para
garantir a preservagdo de espécies florestais, uma vez que parte delas vem sofrendo
excessiva exploragdo por se tratar de espécies economicamente importantes ou
simplesmente devido & acdo antrépica. Tendo em vista este panorama, o presente
trabalho foi realizado com o objetivo de fornecer subsidios genéticos para a conservagao
da espécie ipé-roxo. Analisou-se 31 progénies de Tabebuia heptaphylla da regido da
Bacia do Médio Tiéte. Utilizaram-se trés locos, sendo um dos primers desenvolvido
para o género Tabebuia e os outros para outros géneros. O pardmetro Fy analisado
mostrou haver uma menor diversidade entre progénies (21,47%) que dentro delas
(78,53%). O coeficiente médio de endogamia, Fj para a espécie, apresentou um valor
relativamente alto (0,276) quando comparado com a literatura para espécies florestais.
A taxa de cruzamento foi de 0,808, revelou que a espécie tem sistema reprodutivo
misto, com tendéncia para a alogamia. As autofecundag¢des foram de 19,2%, a
percentagem de irmaos completos foi de 11,23%, de meios-irméos foi igual a 69,57% e

o coeficiente de coancestria (0xy) foi de 0,1776.

Palavras-chave: ipé-roxo, coeficiente de coancestria, taxa de cruzamento multilocos, e
progeénies.
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1-INTRODUCAO

A Tabebuia heptaphylla (Velloso) Toledo é uma espécie arbérea muito utilizada
na ornamentacdo de ruas, pracas, bosques e parques, devido a exuberancia e coloragio
que exibe na época do seu florescimento. Infelizmente, ndo € somente pelo seu aspecto
paisagistico que o ipé-roxo, como € popularmente conhecido, torna-se atrativo. Por
possuir uma madeira muito dura, pesada, que possui alta resisténcia mecanica, baixa
retratilidade volumétrica (Jankowsky et al.,1990) e baixo custo na comercializacfo, teve
seu tronco largamente explorado, realidade que perdura até os dias atuais. Além disto,
de sua casca sdo extraidos diversos dcidos, corantes para tingimento de tecidos e outras
substancias, que se acredita possuirem agdes medicinais. Em reflorestamentos esta
espécie € utilizada na recomposi¢do de mata ciliar para locais sem inundacdes
(Carvalho, 2003).

Assim, como a super exploracdo dos recursos bioldgicos, outros fatores como a
substitui¢do de variedades locais por modernas, a pressdo da acdo antrépica sobre os
ecossistemas naturais e programas e politicas de desenvolvimento que ndo calculam
possiveis impactos ambientais, podem ser considerados os responsdveis pela perda de
muitos dos recursos genéticos, de vital importancia para o futuro, incluindo espécies
agrondmicas (Goedert, 2002).

A fragmentacdo de uma vegetacdo € conseqiiéncia direta da interferéncia
humana sobre as florestas nativas e do advento de centros urbanos, que pode causar
impacto a biodiversidade e equilibrio de ecossistemas. A ocorréncia deste fendmeno
pode acarretar sérias conseqiiéncias, como, o isolamento de habitat, mudangas nos
padroes de dispersdo e migracdo das espécies (Soulé e Kohm, 1989), reducido da
disponibilidade de locais de coloniza¢do, além de, muitas vezes, ocasionar ruptura dos
fluxos génicos entre populacdes presentes nestes ambientes (Kageyama et al.,2003).
Espera-se, ainda, que a fragmentacdo de habitats diminua a variabilidade genética
dentro das populacdes e aumente a diferenciacio genética entre elas, afetando a
viabilidade de cada uma a curto e a longo prazo (Young et al., 1996).

Tento em vista este quadro, e sabendo-se que a espécie foco deste estudo, T.
heptaphylla, estd incluida na lista de plantas ameacadas de extingdo (Carvalho, 2003),
fica evidente a importincia dos programas que visam a conservagdo e melhoramento

das espécies envolvidas nestas situacoes.



Um dos fatores importantes nestes estudos é a conservagdo do germoplasma,
local onde estdo armazenados os recursos genéticos de uma espécie e que maneja a
variabilidade genética entre e dentro das espécies, com fins de utilizacdo para a pesquisa
em geral, especialmente para o melhoramento genético, inclusive a biotecnologia
(Goedert, 2002).

As etapas fundamentais em programas de melhoramento vegetal consistem em
obtencdo da variabilidade genética, selecio de individuos superiores e avaliacdo de
materiais genéticos promissores para lancamento comercial. Por esta razdo, os
melhoristas tém buscado formas de obter ganhos genéticos na sele¢do de caracteristicas
de interesse, tornando cada vez mais eficiente cada uma das etapas desses programas.

O presente trabalho tem como objetivo estudar a diversidade genética entre e
dentro das populacdes de Tabebuia heptaphylla, por marcadores microssatélites,
fornecer dados genéticos e do sistema de reproducdo que subsidiem programas de

conservagdo que visam a preservacdo de germoplasma da espécie estudada.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Caracteristicas gerais do Ipé-roxo

A Tabebuia heptaphylla pertencente 3 Familia Bignoniaceae. E uma drvore
longeva, podendo atingir 800anos, comum na vegetagdo secunddria (capoeiras e
capoeirdes). Na sucessdo ecoldgica € uma espécie secunddria tardia (Carvalho, 2003).

O Ipé-roxo, como é popularmente conhecido, é uma espécie arbdrea caducifdlia,
que apresenta geralmente 10 a 20 metros de altura e 30 a 60 centimetros de DAP, sendo
utilizada com sucesso em reflorestamentos mistos (Carvalho, 2003). Sua madeira é de
excelente qualidade, possui alta densidade e dureza, com grande resisténcia e
maleabilidade, produz carvdo de boa qualidade e é amplamente empregada na
construcdo civil, como vigas, caibros e assoalhos. Sendo ainda utilizada em obras
externas como mourdes, pontes e dormentes e na confec¢io de carrocerias e bengalas
(Carvalho, 1994; Lorenzi, 1998).

As folhas t€m colorag@o verde-escura, sdo opostas e compostas de 5 a 7 foliolos
obovados, serreados, glabros, de 3 a 10 cm de comprimento por 2 a 6 cm de largura. As
flores de coloragao roxo-violdcea aparecem antes das folhas e estdo reunidas em tirso
curto multi-floral (Carvalho, 2003). O fruto € tipo cdpsula linear (Barroso et al., 1999),
de coloracdo bege. Possui 20 a 30 cm de comprimento e 1,5 cm de largura (Carvalho,
2003). As cépsulas sdo bivalvares do tipo silica, semelhante a uma vagem estreita e
comprida, atenuada para dentro.

As sementes aparecem em quantidades elevadas, sdo grandes e aladas. Medem
de 2,5 a 3,0 cm de comprimento e cerca de 6 a 7mm de largura. Sdo acastanhadas e
membrandceas mais ou menos brilhantes (Longhi, 1995).

Ocorre naturalmente no sul e oeste da Bahia, no Espirito Santo, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo e
no nordeste da Argentina, sul da Bolivia, leste do Paraguai e Uruguai (Carvalho, 2003).
Compreende a latitude de 13°S (BA) a 30°S (RS). Segundo Rizzini (1971), a espécie
ocorre da Bahia a Guanabara, sobre a Serra do mar (Carvalho, 2003).

A Tabebuia heptaphylla ocorre naturalmente em vérios tipos de solo, em relevos
planos a pouco ondulados e em plantios experimentais, tem crescido melhor em solos
de fertilidade média a alta, profundos, com boa drenagem e de textura que varia de

franca a argilosa (Carvalho, 2003). Os tipos climédticos sdo o tropical, o subtropical de



altitude e o subtropical umido. Esta espécie tolera sombreamento moderado no estigio
jovem (Engel & Poggiani, 1990) e medianamente tolerante a baixas temperaturas

(Carvalho, 2003).

2.2 - Marcadores Moleculares

Antes da utilizagdo de marcadores moleculares, os estudos de genética e
melhoramento eram realizados com uso de marcadores morfoldgicos controlados por
genes associados a caracteres morfoldgicos, em geral fendtipos de fécil identificagdo
visual, como nanismo, cor de pétala ou morfologia foliar. Estes marcadores
contribuiram significativamente para o desenvolvimento tedérico da andlise de ligacdo
génica e para a construgdo das primeiras versdes de mapas genéticos (Borba, 2002).

Marcadores moleculares sdo conhecidos como sendo todos os fendtipos
expressos por genes, como no caso de isoenzimas ou de segmentos especificos de DNA
que correspondam a regides expressas ou ndo do genoma (Ferreira & Grattapaglia,
1995). Existem diversas técnicas que utilizam esses marcadores para diferentes
finalidades, como a de detec¢do do polimorfismo genético (Ferreira & Grattapaglia,
1995).

Em termos de variabilidade genética, marcadores moleculares sdo de suma
importancia, uma vez que, permite a compreensdo e organizacdo da variabilidade
genética. Como conseqii€ncia, muitas vezes é possivel identificar o padrao molecular
(ou fingerprinting) de gendtipos de interesse, que podem ser posteriormente utilizados
para a prote¢do do germoplasma. Em espécies alogamas como milho e girassol, os
marcadores podem ainda auxiliar no estabelecimento de grupos heteréticos (Hongtrakul
et al., 1997), diminuindo substancialmente o nimero de cruzamentos-testes a serem
avaliados e posteriores combinagdes hibridas.

As técnicas de marcadores moleculares mais utilizadas, atualmente, sdo
isoenzimas, RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), AFLP (Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos Amplificados), minissatélites e microssatélites. Estes marcadores podem
ser aplicados para diversos fins, como em estudo de estrutura genética de populagdes,
andlise de filogenias, identificacdo de variedades, avaliacdo do germoplasma, selecdo

indireta de caracteristicas agrondmicas, dentre outros. Pesquisas nesta drea estdo sendo



desenvolvidas e o emprego das técnicas de marcadores moleculares na genética de

populacdes e no melhoramento de plantas, tem sido comprovado (Ferreira, 2003).

2.2.1 — Microssatélite no estudo de plantas

O uso de marcadores moleculares tem auxiliado no melhoramento de plantas, a
medida que, possibilita acessar diretamente o gendtipo de um individuo. Entre as
principais aplicacdes de marcadores de DNA nesses programas, estdio o monitoramento
e organizagdo da variabilidade genética, selec@o assistida por marcadores moleculares e
a protecdo de cultivares (Lee, 1995).

Microssatélites s@o seqiiéncias repetidas em série, em numero varidvel
encontradas no genoma de plantas que apresentam um alto grau de polimorfismo
(Akkaya et al., 1992; Morgante & Olivieri, 1993). Podem variar de um a seis pares de
bases repetidas continuamente (Litt & Lutty, 1989). O alto grau de polimorfismo que
essas regides ou sitios exibem é devido a diferenca no nimero de unidades simples
repetidas, levando diversos pesquisadores a especularem sobre seu potencial evolutivo
(Ferreira e Grattapaglia, 1995; Moxon & Wills, 1999).

Marcadores microssatélites tém sido utilizados para estudos em diversos
organismos como em seres humanos, baleias, Drosophila, camundongos, bovinos e
caprinos, entre outros. Marcadores baseados em microssatélites estdo sendo
desenvolvidos para aplicagdes de mapeamento genético para algumas culturas de maior
expressao, tais como soja, arroz e trigo (Akkaya et al., 1992; Roder et al, 1995), além de
espécies florestais como pinus (Smith & Devey, 1994) e frutiferas citrus (Kijas et al.,
1995) e banana (Jarret et al., 1993).

Ha uma série de vantagens sobre esses marcadores como sua co-dominéncia que
permite a visualizacdo no gel de ambos os alelos de um individuo heterozigoto, sdo
suficientemente estiveis para serem utilizados para andlise genética e ideal também para
a aplicacio evolugdo em populacdes naturais (Slatkin, 1995), especialmente em espécies
arboreas como vem sendo demonstrado em espécies tropicais (Chase et al., 1996;
Ferreira & Grattapaglia, 1995) e em temperadas (Steinkellner et al., 1997). Contudo, a
maior vantagem de marcadores microssatélites é a possibilidade de caracterizacdo de
forcas evolutiva, sem a influéncia da selecdo, permitindo uma maior compreensdo do

comportamento das populacdes naturais, em ternos da deriva genética e migragao.
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Em estudos de evolugdo e conservacdo genética utilizando marcadores
microssatélite, Hedrick (1999) relaciona pontos de suma importancia. Por se tratarem
marcadores neutros, diferencas estatisticas significativas, ndo se relacionam
necessariamente com diferencas bioldgicas expressivas, a heterozigosidade tende a ser
alta dentro das populacdes, acarretando baixa diferenciacdo entre elas. Além disso,
como esses locos sdo extremamente sensiveis a reducdo populacional, em um curto

espaco de tempo pode gerar grandes distancias genéticas.

2.3 — Genética de populacao

Estrutura genética € definida como a distribuicdo ndo aleatéria de alelos e
genotipos dentro de espécie (Hamrick, 1982), ou ainda, a forma como a variabilidade
genética ¢ distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de subdivisdo de uma
espécie (Brown, 1978).

A manutencdo e modificacdo da estrutura genética dependem das interacdes de
um conjunto complexo de fatores ontogenéticos e evolutivos que atuam sobre a variagio
do conjunto génico. Fatores tais como o sistema de reproducdo, capacidade de dispersdo
de semente e pdlen, selecdo, mutacdo entre outros. Em geral, a diferenciacio entre as
populacdes é aumentada pela deriva genética e plantas com fluxo génico restrito e, por
outro lado, em espécies que tém intenso movimento de pdlen e sementes tende a ter
menor diferenciacdo (Hamrick, 1983).

O conhecimento da variabilidade genética tanto dentro como entre as populacdes
e a necessidade de entender como a variagdo encontra-se distribuida e quais fatores
ambientais e caracteristicas da espécie influenciam nessa distribui¢do s@o importantes
para dar suporte a conservagao dos recursos genéticos (Hamrick, 1983).

Estudos da estruturas intrapopulacional em espécies arboreas mostram que a
distribuicdo de alelos e genotipos ndo € aleatdria nessas populagdes. Tal estrutura pode
ser determinada pela dispersdo do pdlen e semente e, pelo habitat, tanto na selecdo
quanto na distribuicdo deste (Hamrick, 1983), uma vez que a freqiiéncia alélica na
préxima geracdo serd influenciada pelo nimero de individuos que trocaram alelos
efetivamente, principalmente em populagcdes pouco numerosas, nas quais a taxa de
homozigotos tende a crescer devido a autofecundacio e cruzamentos parentais. Além
disso, existe uma limitagdo fisica que ndo permite o cruzamento de todos com todos na

mesma propor¢ao, prevalecendo cruzamentos entre individuos préximos, acarretando

11



também em uma diminuicdo dos heterozigotos e influenciando a formacao da estrutura
populacional (Futuyma, 1992).

A andlise da estrutura genética de populagdes tem fundamental importancia, uma
vez que, fornece subsidios para o entendimento da dindmica evolutiva das espécies,
essenciais para programas de conservacdo e melhoramento genético, manejo de
populacdes resultadas de fragmentacdes florestais e também populagdes naturais

(Sebbenn et al., 2000).

2.4 — Sistema de reproducao

O estudo do sistema reprodutivo tem extrema importincia para programas de
conservacdo e melhoramento de uma espécie, pois é a partir dele, que se tem o
conhecimento dos padrdes de fluxo génico (movimentacdo do pdlen e semente) e da
distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as populacdes (Oliveira et al., 2002;
Sebbenn et al., 2000).

Espécies arboreas tropicais geralmente apresentam sistema misto de reprodugao,
com predominio de cruzamentos. Espécies arbéreas folhosas, geralmente apresentam
uma taxa de cruzamento média alta (0,88), mesmo que parte dos cruzamentos ocorra
entre aparentados (cruzamentos endogdmicos) e entre os mesmos individuos
(cruzamentos biparentais), gerando progénies compostas por meios-irmaos, irmaos-
completos e irmdos de autofecundagdo (Sebbenn, 2002; Sebbenn, 2003).

O fluxo génico restrito define a variagdo das populacdes em resposta a selecdo
natural local ou deriva genética, enquanto o fluxo génico sobre longa distdncia promove
a uniformidade genética entre as populagcdes (Slatkin, 1985; Ellstrand, 1992).

Uma das principais mudancas causadas pelo homem € a fragmentagio e
degradacg@o de florestas continuas (Saunders et al., 1991). Para as espécies vegetais, as
conseqiiéncias afetam diretamente o sistema de reproducdo, uma vez que, interfere na
atividade de polinizadores, alteram a movimentacdo dos ventos, além de outras
mudangas no microclima que atingem potencialmente os niveis de produgdo de
sementes (Saunders et al., 1991; Menges, 1991).

Dessa forma, a fragmentacio de florestas € refletida no fluxo génico, pois afeta
diretamente na taxa de cruzamento por alterar o tamanho populacional das espécies e
indiretamente por influenciar na acdo dos polinizadores (Karron, 1995). Como

conseqiiéncia desse processo, hd uma tendéncia em aumentar a freqiiéncia de
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cruzamentos endogamicos nas populagdes remanescentes, podendo resultar em uma
depressdao por endogamia, sendo mais severas em populagdes predominantemente

alégamas (Nason & Hamrick, 1997).
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3 - MATERIAL E METODO

Os procedimentos necessdrios para o desenvolvimento deste trabalho foram
realizados nas dependéncias do Departamento de Producdo Vegetal, principalmente no
Laboratério de Melhoramento Vegetal, localizado na Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas, UNESP - Botucatu.
3.1 - Material
3.1.1 - Material Vegetal

Foram estudados 240 individuos de 31 progénies de Tabebuia heptaphylla
provenientes de locais pertencentes a Bacia do Médio Tiet€, conforme descrito na tabela
1, do anexo, e mantidas em casa de vegetacdo ou plantadas em teste de progénies,
ambos localizados na Fazenda Experimental do Lageado, na Universidade Estadual
Paulista, Botucatu-SP.

3.1.2 - Oligonucleotideos

Neste trabalho foram utilizados os seguintes primers: Tau 15 (Collevatti et al.,

2006), EE2 e EE54 (Gaiotto, 2001), descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Descri¢do dos primers utilizados

. LA . Peso  Temperatura
Primer Par de seqiiéncia do primer P

(pb) (°C)
F: TTTGAGGGGTTGAAGCATTT
Tau 15 b CATTGTGGTCCCTCAACA 151 >2

F: CATGTATCTAAGGAACAAGG
EES4 R: CTGTGCTCTCTCATTCTCA 150 49

EE2 F: CCAAGGACGCAATCTCAA 100 49

R: AGCGAGGCAGAACACGTA
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3.2 — Métodos

3.2.1 - Extracao do DNA

De cada individuo foram coletados, 3 foliolos maduros de plantulas, com 3 a 8
meses de idade, e armazenados, em local seco, a temperatura ambiente. Para a extracdo
foi utilizado cerca 150mg do material foliar para cada amostra. Na realizacdo desta
etapa foi utilizado o protocolo proposto por Ferreira & Grattapaglia (1995).

O tecido foi triturado no moinho de maceragdao com, aproximadamente, 1000uL
de tampdo de extracio CTAB 2%. As amostras foram levadas para o banho-maria a
uma temperatura de 65C por 45 a 60 minutos para facilitar a digestdo do tecido, ndo
houve necessidade da adi¢ao de 2-mercaptoetanol nas amostras. Em seguida, adicionou-
se 600uL de cloroférmio e dlcool isoamilico (CIA 24:1) e misturou-se no vortex. As
amostras foram centrifugadas a 12000rpm, a 10C por 6 minutos. Observou-se a
formacdo de trés fases. Pipetou-se, aproximadamente, 3 x 180uL da fase sobrenadante
para um eppendorf novo. Adicionou-se S0uL. de CTAB 10% e agitou-se levemente. Em
seguida, foram adicionados 400uL de CIA 24:1 e misturou-se no vortex. Centrifugou-se
nas condi¢cdes anteriormente citadas. Retirou-se o sobrenadante para outro eppendorf
novo e acrescentou-se 400uL de cloreto de sddio S5M. Centrifugou-se novamente nas
condicdes anteriores. O sobrenadante foi pipetado para um eppendorf novo e colocou-se
400pL de 4lcool isopropilico gelado. As amostras foram incubadas a -20C por 30
minutos ou “over-night”. O DNA foi precipitado a 12000rpm, 10C por 6 minutos e
observado pela formagdo do “pellet”’, que foi isolado retirando-se o sobrenadante.
Utilizou-se, aproximadamente, 1mL de &lcool etilico 70% por 5 a 10 minutos e em
seguida, 700pL de alcool etilico absoluto por 2 a 3 minutos para lavar o material
genético, sempre descartando o sobrenadante entre as etapas. O pellet foi colocado em
um fluxo de ar até secar. Apds a secagem completa do “pellet”, utilizou-se de 40 a 70uL

de RNAse para digestdo do RNA a 37°C em banho-maria, por pelo menos 40 minutos.
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3.2.2 — Quantificacdo do DNA

Para a realizagdo desta etapa, utilizou-se um aparelho que utiliza o principio da
espectrofotometria. Para a preparacdo das amostras para a medi¢do, diluiram-se duas
partes do DNA de cada individuo, para noventa e oito de dgua destilada, a mesma
utilizada para calibrar o aparelho. A leitura era realizada em nanograma de material
genético por microlitro de solu¢do. Além de concentracio de DNA, também eram
fornecidos dados sobre a pureza das amostras em relagio a quantidade de material
genético. O minimo valor considerado para utilizacdo do material era acima de 1,7; isto
€, quando a quantidade de DNA estivesse préximo do dobro de impurezas, pois, valores

muito altos de proteinas ou outras substincias poderiam interferir nas reacdes de PCR

(Polymerase Chain Reaction), que foram realizadas posteriormente.

3.2.3 — Diluicao da amostra de DNA

A diluicio do DNA foi feito de acordo com a concentracdo lida pelo
fluordmetro. A dilui¢do utilizada para as reagdes de PCR utilizando marcadores
microssatélites foi de 4,0uL. de DNA genomico para 0,2mL de solugdo de tampdo com
tartrazina (corante de cor amarelada). Para facilitar, os cdlculos foram realizados
utilizando uma planilha do Excel, que além do fator de diluicdo, fornecia dados sobre o

potencial de uso do DNA.

3.2.4 — Analise dos marcadores moleculares

Para a andlise de microssatélites foi utilizada uma placa virgem de material
descartavel, com capacidade para 96 amostras. Em cada reacdo foram amplificadas 48
amostras (meia placa), para evitar desperdicio de material, caso ocorresse algum
problema durante o processo.

Inicialmente foram testados 6 primers de microssatélite sintetizados para o
género Tabebuia, porém somente para o Tau 15 foi encontrado a temperatura ideal de
anelamento (52° C). Os outros primers (EE2 e EE54) foram sintetizados para Euterpe
edulis e Euterpe oleraceae e foram resultados de diversos testes. A preparacdo das
reacdes foi realizada com propor¢des distintas e foram usados dois coquetéis diferentes

conforme se observa na Tabela 02.
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Tabela 02. Coquetéis usados para as reacdes de PCR.

Coquetel (uL) Primers
Tau 15 EE2 e EE54
Agua 3,7 8.4
Tampdo 10x buffer minus Mg 1,3 1,8
dNTP 1,04 4,3
MgCl12 0,5 1,4
Taq DNA polimerase 0,2 0,18
TOTAL 6,74 16,08

A reagio com Tau 15 foram adicionados 2,0uL deste primer e 2,0pL da amostra
de DNA diluido e nas reagdes com EE2 e EE54, 1,0uL destes primer e 1,0nL. de DNA.
As concentracgdes das solu¢des de dNTPs, também foram preparadas em concentracdes
diferentes. 25uL. de cada uma (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) para 900uL de dgua mili-Q
para Tau 15 e SpL de cada para 980puL de dgua mili-Q. Para evitar a evaporacdo do
material durante a amplificacdo, foi adicionado uma gota de 6leo mineral em cada poco.
A reacdo foi levada para a um aparelho de termociclador, previamente programado com
as temperaturas para a duplicacdo do material genético “in vitro”.

1. 92°C por 2 minutos (desnaturacio);
92°C por 1 minuto;
52°C (Tau 15) ou 49°C (EE2 e EE54) por 1 minuto (anelamento);
72°C por 2 minutos (extensao);

40 repeti¢des do ciclo (passos de 2 a 4);

S e

72°C por 5 minutos (para garantir o termino da duplicacio).

Cada primer adequou-se a uma temperatura de anelamento.

3.2.5 — Visualizacao do processo de amplificacio

Para esta etapa foi preparado um gel de agarose 1,5% utilizando 1,8g de agarose
pura dissolvida em 120mL de solucdo TBE 0,5%, preparada com 5,41g de base Tris,
2,76g de acido bérico e 2,0mL de EDTA 0,5M (pH 8), completando o volume para 1,0
litro de solucdo e levada ao microondas para coser durante, aproximadamente, 3
minutos. Apdés o esfriamento, o gel foi colocado na cuba de eletroforese, como
capacidade para 48 amostras, até endurecer. As amostras foram adicionados 1,0uL de

tampdo de carregamento (15g de ficoll 400 e 0,25g de xylene cyanole para 100mL de
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dgua) com corante (0,25g de azul de bromofenol) para permitir a visualizagdo. As
amostras foram depositadas nos pocos do gel e submetidas a uma corrente elétrica de
100V, por 3 horas para a separacdo dos fragmentos e DNA por eletroforese em solucéo
de tris-borato TBE 0,5% (pH 8), a mesma utilizada no gel. Transcorrido este periodo, o
gel foi mergulhado numa solugdo de brometo de etidio 3pul/100mL de 4dgua por,
aproximadamente, 40 minutos para a coloragdo. A visualizagdo foi feita sob luz

ultravioleta utilizando o programa I Quanti Capture 100.

3.2.6 — Analise dos dados

Para quantificar a estrutura genética das progénies estudadas foi calculada, além
das freqiiéncias alélicas, a estatistica F (Wrigth, 1965), a heterozigosidade esperada e
observada e o coeficiente de coancestria.

A determinag@o dos gendtipos foi obtida através da leitura dos géis. Apds a
realizacdo desta etapa, as freqiiéncias alélicas foram estimadas pela contagem do
ndmero de vezes que um dos alelos aparece numa populagdo e dividindo-o pelo nimero
total de alelos nessa populacdo. Este célculo foi realizado para todos os alelos das
populagdes.

A partir das freqii€ncias alélicas foi possivel calcular os outros pardmetros
importantes para a andlise estatistica. Pela expressdo, H, = 1 - 2Py, calculou-se a
quantidade de heterozigosidade observada, onde P; € a freqiiéncia observada do
homozigoto para o aleloie H. =1 — ZPiz; onde Piz ¢ a freqii€ncia estimada do i-ésimo
alelo, calculou-se a quantidade de heterozigose esperada de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg.

As estatisticas F de Wright podem ser estimadas através dos valores de H, e He.
Esses parametros sdo bastante relevantes, uma vez que revelam a diversidade dentro e
entre as populacdes.

Fis = (He - Hy)/ He; onde F; representa a endogamia.

A diversidade entre as progénies é dada pelo valor de coancestria (0yy),
calculado como sendo Oy = %2 ryy, onde ryy representa o coeficiente de parentesco entre
as progénies, calculado no sistema de reproducio.

Para estimar os parametros genéticos foi utilizado o software TFPGA

(Miller,1997).
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3.2.7 — Sistema de reproducio

A andlise do sistema reprodutivo foi realizada com o auxilio do programa
MLTR (Ritland 2002).

Foram estimados o #;,, que consiste na taxa de cruzamentos multilocos, o f, taxa
de cruzamento unilocos, a diferenca entre elas (#,-f;) que representa a taxa de
cruzamentos que acorre entre individuos aparentados. Foram determinadas ainda, a
correlagdo de autofecundacio (r;), a correlagdo de paternidade (rp) e a diferenca entre
elas (rs-rp). O coeficiente de parentesco entre as progénies foi calculado segundo a
expressdo ryy = Y4 (1 + f,) [4 s + P+ st rs) (1 + rp)], onde f, é o coeficiente de

endogamia na geracdo parental, s € a taxa de autofecundacio e ¢ a taxa de cruzamento.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Extracao e quantificacido do DNA

Com base em um protocolo adaptado de Ferreira & Grattapaglia (1995), foi
realizado a extracdo do DNA gendmico e os resultados obtidos foram satisfatorios
quanto a concentracido e qualidade do material, segundo a leitura aferida pelo Gene
Quant.

As concentracdes obtidas tiveram variagdes significativas quando comparadas
entre si, este resultado pode ser explicado pela diferenca na maturidade das folhas
utilizadas na extrag@o, uma vez que, os individuos encontravam-se em estagios distintos
do desenvolvimento, de 3 a 8 meses de idade. Além disso, devem-se levar em
consideracdo, as diferencas nas condi¢des das folhas quando foram coletadas, sendo
que, algumas apresentaram manchas, ferrugem ou sinais de predagao.

Os dados sobre a pureza do material apds a extragdo e quantificacio deste foram

anotados na tabela 2, do anexo.

4.2 — Amplificacao do DNA

A figura 1 mostra o resultado das reacdes de amplificagdo do material genético.

Figura 1 — Amplificacdio do DNA utilizando o primer Tau 15, com a reacio

realizada a 52°C e ladder 100bp nas laterais.
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Apesar de a corrida ter sido realizada em agarose, ndo houve grandes problemas

para a visualizagdo dos alelos, uma vez que, o gel apresentou uma separacdo nitida

deles, na maioria dos casos.

4.2 — Analises estatisticas

Para facilitar os cdlculos, a numeracdo original relativa as progénies (NO), que

foram utilizados até entdo, tiveram que ser substituidos por uma numeragdo com

nimeros consecutivos (NA), para a leitura dos arquivos de entrada dos programas

(tabela 03).

Tabela 03- Renumeragdo dos dados de coleta, para facilitar os célculos, onde

NO corresponde a numeragéo original e NA a numeracao utilizada nas andlises.

NO

2P
3P
4P
5P
6P
7P
8P
9P
10P
11P
12P
13P
14P
15P
16P
17P

—_ ol L ol L zZ
mmhwméoom\lmmﬁww—k>

NO NA
18P 17
19P 18
20P 19
21P 20
22P 21
23P 22
24P 23
26P 24
27P 25
28P 26
29P 27
30P 28
31P 29
32P 30
33P 31
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4.2.1 - Freqiiéncias alélicas

A tabela 04 mostra as freqii€ncias alélicas das progénies estudadas

Tabela 04 - Freqiiéncias alélicas das progénies nos locos.

Tau 15 EE 54 EE2
Progénie | Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4
1 0,0625] 0,125 | 0,125 | 0,6875 0 0 0,185 | 0,25 |0,5625 0 0,125 10,8125 0 10,0625
2 0,0625 | 0,375 10,0625 | 0,125 | 0,375 0 10,4282]0,28570,2857 0 10,0625| 0,75 |0,1875 0
3 0 10,0625/04375] 0,375 | 0,125 | 0,0714 0 10,1429]0,7857 0 0 1]0,8571/0,0714|0,0714
4 0,0714 10,2143 0 10,7143 0 0,125 0 0 0,25 | 0,625 |0,0625|0,9375 0 0
5 0 0 [0,1667|0,8333 0 0 100714102857 0,5 ]0,1429 0 10,8571]0,0714]0,0714
6 0,3571 0 10,3571]0,2143]0,0715] 0,125 | 0,375 | 0,125 | 0,375 0 0 1 0 0
7 0,0833 0 0,25 10,4167| 0,25 0 0 0,214 |0,6429 | 0,1431 0 10,9375)0,0625 0
8 0,25 10,0625 0 0,25 10,4375 0 0 0 0,75 | 0,25 0 1 0 0
9 0,3333 0 10,1667 05 0 0 ]0,1875)0,06250,5625 |0,1875 0 1 0 0
10 0 0 103571 05 ]0,1429| O 0 0 0,625 | 0,375 0 1 0 0
11 0,3571 0 0 10,6429 0 0 100714 0O [09286| O ]0,0714/09286| O 0
12 0,0556 10,0556 O 10,8889 0 0 0 10,222210,7778 0 10,0556]09444| O 0
13 0,125 10,1875 0,125 | 0,185 | 0,3775 0 0 10,5625)0,3125] 0,125 0 1 0 0
14 0,0625 10,1875 |0,0625 | 0,125 | 0,5625 0 10,0625 0,125 | 0,125 |0,6875 0 1 0 0
15 0 [04167]0,0833| 0,5 0 10,0625 0 0 |0,1875] 0,75 0 1 0 0
16 0,0714 10,2143 0 10,7143 0 10,142910,0714]0,0714] 0 10,7143 0 1 0 0
17 0,0833 | 0,3333 0 10,3333]0,2501 0 0 0 0,625 | 0,375 0 1 0 0
18 0 10,14290,0714 10,7857 0 0 0,125 0 0,875 0 10,0625)0,9375 0 0
19 0,125 10,3125 |0,0625 | 0,4375 | 0,0625 0 10,2143 0 10,6429 0,1428]0,3125|0,6875 0 0
20 0,125 | 0,125 | 0,0625|0,4375| 0,25 0 0 0 0,5 0,5 10,06250,9375 0 0
21 0,1667 0 0,25 ]10,4167[0,1666| 0 [0,0625)|0,0625| 0,625 | 0,25 0 1 0 0
22 0,0714 | 0,2857 0 10,6429 0 0 0 0 1 0 ]0,1875|0,8125 0 0
23 0 103571]0,0714] 0,5 |0,0715 0 0 0 1 0 0,125 | 0,875 0 0
24 0 0,375 0 10,5625 0,0625 0 0,125 | 0,125 | 0,75 0 10,0625)0,8125 10,0625 0,0625
25 0,125 | 0,25 0 10,0625 0,5625 0 0,25 ]0,083310,5833|0,0834| 0 ]0,9375|0,0625 0
26 0 0 10,1429| 0,5 [0,3571]0,0714|0,2857 0 10428602143 0 1 0 0
27 0 0 10,0625]0,4375| 0,5 0 10,1875 0 0,125 10,6875 0 1 0 0
28 0 0 0 10,8333]|0,1667 0 0 0 10,8571]0,1429 0 1 0 0
29 0 0 10,3333/0,3333|0,3334| O 0 0,5 0,5 0 0 1 0 0
30 0,25 0 0 0,25 0,5 0 0 0 0,4 0,6 0 1 0 0
31 0,1667| 0,25 0 10166704166 O 0 0 1 0 10,1667 0,8333 0 0
Média |0,0969 | 0,1398|0,1048 | 0,4636 | 0,1949 10,0193 | 0,0872]0,1006 | 0,5672 | 0,2257 | 0,04370,9309 | 0,0167 | 0,0086

Pela observagdo desta tabela, nota-se uma diferenca na quantidade de alelos
encontrados em cada loco, sendo cinco no Tau 15 e no EE54 e quatro no EE2. Outra
consideracdo que pode ser feita € que o alelo A4 € o mais freqiiente, tanto no primeiro, quanto

no segundo loco. Ja no terceiro loco, o A2 tem uma freqiiéncia maior que os outros, sendo
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fixado em quase metade das progénies. No loco Tau 15, ndo hd a ocorréncia de alelos fixados

em nenhuma das progénies. No EE54, as progénies 22, 23 e 31, apresentaram fixacdo do alelo

A4.

4.2.2 - Diversidade genética

A estimativa dos paradmetros para a andlise foi baseada em WRIGTH (1978) e estdo

apresentados na tabela 05.

Tabela 05 — Quantidade de heterozigose esperada (H.), quantidade de heterozigose

observada (H,) e coeficiente de endogamia (Fi).

Progénie H. H, F;
1 0,538 0,5238 0,026394
2 0,3862 00,2202 0,429829
3 0,365 0,3016 0,173699
4 0,3138 0,131 0,582537
5 0,3266  0,2937 0,100735
6 0,4017 0,3254 0,189943
7 0,1296  0,1369 -0,05633
8 0,2542  0,1429 0,437844
9 0,4459 0,181  0,594079
10 0,291 0,0833 0,713746
11 0,0778  0,0833 -0,07069
12 0,1435 0,1508 -0,05087
13 0,4122  0,2619 0,364629
14 0,381 0,3512 0,078215
15 0,2805 0,1786 0,36328
16 0,3297 0,3333 -0,01092
17 0,3694 00,2083 0,436113
18 0,349 0,3869  -0,1086
19 0,5071  0,3889  0,23309
20 0,4483  0,1845 0,588445
21 0,3093  0,2143 0,307145
22 0,2833 0,25 0,117543
23 0,3122 0,25 0,199231
24 0,4365 0,4702 -0,07721
25 0,5056  0,4583 0,093552
26 0,4249  0,2857 0,327606
27 0,2111  0,0833  0,6054
28 0,3018  0,0833 0,723989
29 0,2262  0,1667 0,263042
30 0,4759 0,475 0,001891
31 0,3586  0,3889  -0,0845
MEDIA [0,390794 0,282807 0,276328
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A diferenca entre as médias das heterozigosidades esperada e a observada, deve-se ao
fato de haver mais homozigotos observados que o esperado, devido a uma certa endogamia
que estd ocorrendo nas progénies; além disso, € um indicativo que as populagdes ndo estdo no
equilibrio de HW. Na comparac@o entre os Fj, as progé€nies 10 e 28 foram aquelas que
apresentaram maiores valores de endogamia (0,7137 e 0,7239, respectivamente), a0 passo
que, a 30 apresentou a menor endogamia (0,00189) dentre as progénies estudadas. O valor do
Fi; médio de 0,276, mostrou que pode estar ocorrendo uma alta endogamia, quando
comparado com valores encontrados em outros trabalhos na literatura. E o caso do
cupuaguzeiro (Alves, 2002) que apresentou valores de 0,194 em populagdes naturais e 0,202
em populacdes de Banco de Germoplasma Ativos. Em um estudo com outra espécie florestal,
a Melaleuca alternifolia (Rossetto, 1999), apresentou um coeficiente de endogamia muito
inferior (0,073).

Pela analise da estatistica F, foram calculados os valores de Fj; (indice de fixacdo para
a espécie), Fy ou 0, (divergéncia genética entre as progénies) e Fi; ou f (coeficiente de
endogamia).

Os valores da tabela 06 mostram os cdlculos gerais, que permite uma andlise da

diversidade para a espécie como um todo.

Tabela 06 — Estimativa dos parametros da Estatisticas F de segundo Wright (1978).

Fi[ Fst Fis
0,4205 0,2147 0,2621

Observa-se que, do total, a diversidade genética entre as progénies(Fy), que foi de
21,47%, € menor que entre as progé€nies e 78,53%. O Fjs indica a ocorréncia de uma elevada
endogamia dentro das progénies.

Para a andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizou-se os calculos de qui-

quadrado, representados na tabela 07.
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Tabela 07 — Valores de Qui-quadrado (xz) e probabilidade exata (p).

Tau 15 EE54 EE2
Progémi x p x p x p
1 3,322 | 0,0684 |1,6529| 0,1986 | 0,426 | 0,5139
2 0,0816 | 0,7751 | 0,63 | 0,4274 8 0,0047
3 0,375 | 0,5403 10,1944 | 0,6592 | 0,1944 | 0,6592
4 7 0,0082 8 0,0047 | 0,0356 | 0,8504
5 0,0496 | 0,8238 |0,0311| 0,86 | 0,1944 | 0,6592
6 3,322 | 0,1944 |3,0612 | 0,0802 * *
7 0,1944 | 0,6592 * * 0,0356 | 0,8504
8 0,5207 | 0,4706 8 0,0047 * *
9 3,5714 | 0,0588 5 0,0253 * *
10 8 0,0047 7 0,0082 * *
11 * * * * 0,1633 | 0,6862
12 0,1944 | 0,6592 [0,0496 | 8238 * *
13 7 0,0082 | 0,0049 | 0,9442 * *
14 0,4535 | 0,5007 {0,5207 | 0,4706 * *
15 1,7422 | 0,1869 [0,1944 | 0,6592 * *
16 0,63 | 04274 | 1,12 | 0,2899 * *
17 0,0356 | 0,8504 5 0,0253 * *
18 0,5825 | 0,4453 |0,1944 | 0,06592 | 0,0356 | 0,8504
19 0,8889 | 0,3458 | 2,591 | 0,1075 | 1,6529 | 0,1986
20 3,5714 | 0,0588 7 0,0082 | 0,0356 | 0,8504
21 0,8889 | 0,3458 | 3,322 | 0,0684 * *
22 0,4535 | 0,5007 * * 0,426 | 0,5139
23 7 0,0082 10,6667 | 0,4142 | 0,1633 | 0,6862
24 2,3205 | 0,1277 |0,5825| 0,4453 | 0,426 | 0,5139
25 0,4535 | 0,5007 [0,0356 | 0,8504 | 0,0356 | 0,8504
26 3,322 | 0,0684 10,1944 | 0,6592 * *
27 0,0356 | 0,8504 |4,0225| 0,0449 * *
28 4,4525 | 0,0349 7 0,0082 * *
30 0,4535 | 0,5007 |0,1389 | 0,7094 * *
31 * * 0,0049 | 0,9442 | 0,24 |0,6242

Pela andlise da tabela 07, pode-se concluir que as progénies ndo estdo em equilibrio de

H-W. Os valores de p variaram de 0,0047 até 1. Os asteriscos (*) indicam locais onde nao foi

possivel realizar os cdlculos, pois havia fixacdo alélica no loco.
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4.2.3 — Distancia e Similaridade Genética

A distancia genética foi calculada baseada na coancestria (Reynolds et al.,1983), pelo
método de UPGMA. Os valores de distancia e similaridade entre as progénies estdo contidos
na tabela 4, do anexo. O dendrograma da figura 2 mostra o agrupamento de distincia entre as

progénies.
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Figura 2 — Dendrograma representativo das distincias entre as progénies, baseado na
coancestria (Reynolds et al.,1983), pelo método UPGMA, com intervalo de confianga por

reamostragem de 1000.

A total similaridade existente entre algumas progénies € devido ao fato de que poucos
locos foram analisados no presente trabalho. E o caso, por exemplo, das progénies 25 e 30.

Como no dendrograma da figura 2, ndo mostra grandes esclarecimentos a respeito das
distancias entre as progénies, elas foram agrupadas em cinco populacdes, seguindo o critério
de proximidade de coleta das sementes, para facilitar a visualizacdo e compreensdo da
distancia entre elas.

A tabela 08 mostra os agrupamentos das progénies em populacdes e a figura 3 o

dendrograma entre populagdes.
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Tabela 08 — Agrupamento por proximidade das progénies em cinco populagdes

Populagido Progénie Local

1 1,4,6,7,8,9,10, 11, 14¢e 19 Regido Sul da FCA
2 2,3,5,12, 13,15, 16, 17,29, 30,31 Regido Norte da FCA
3 20e 21 Regido Leste
4 22,23,24 €25 Véu da noiva
5 26, 27, 28, 29 Usina Indiana

| | | | |

[ [ [ I I

LB 0,075 0,050 0,025 0,000

Figura 3 — Dendrograma das cinco populacdes. Baseado na coancestria (Reynolds et
al.,1983), pelo método UPGMA, com intervalo de confianca de por amostragem 1000

bootstrapping.

O dendrograma da figura 3 mostra que populacdo 4 é a mais distante das demais. Esta
distancia corresponde também a distancia fisica em que ela se encontra (estrada Véu da
Noiva) em relacdo as outras populagdes, que estdo localizadas no Lageado e ou nas
proximidades.

As distancias e similaridades estdo representadas na tabela 5, do anexo.

A tabela 09 mostra os valores de quantidade de heterozigose esperada (H.), quantidade

de heterozigose observada (H,) e coeficiente de endogamia (Fj;).
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Tabela 09 - Valores de quantidade de heterozigose esperada (H.), quantidade de

heterozigose observada (H,) e coeficiente de endogamia (Fjs).

Populacdo Progénie = He Ho Fis
1 0,538 0,5238 0,0264
4 0,3138 0,131  0,5825
6 0,4017 0,3254 0,1899
7 0,1296  0,1369 -0,0563
1 8 0,2542  0,1429 04378
9 0,4459 0,181 0,5941
10 0,291 0,0833 0,7137
11 0,0778  0,0833 -0,0707
14 0,381 03512 0,0782
18 0,349 0,3869 -0,1086
Média 0,4312 0,2398 0,4439
2 0,349  0,3869 -0,1086
3 0,365 03016 0,1737
5 0,3266 0,3266 00,0000
12 0,1435 0,1508 -0,0509
13 04122  0,2619 0,3646
’ 15 0,2805 0,1786 0,3633
16 0,3297 0,3333 -0,0109
17 0,3694  0,2083 0,4361
19 0,5071 0,3889 0,2331
29 0,2262 0,1667 0,2630
30 0,4759 0,475 0,0019
31 0,3586 0,3886 -0,0837
Média 0,4711 0,2876 0,3895
3 20 0,4483 0,1845 0,5884
21 0,3093 0,2143 0,3071
Média 0,4127 0,2002 0,5149
22 0,2833 0,25  0,1175
4 23 0,3122 0,25  0,1992
24 0,4365 0,4702 -0,0772
25 0,5056 0,4583 0,0936
Média 0,4195 0,3665 0,1263
25 0,4249 0,2857 0,3276
5 27 0,211 0,08333 0,6051
28 0,3018 0,08333 0,7239
Média 0,4061 0,1489 0,6333

Observa-se na tabela 09 que a populagdo quatro possui um menor coeficiente de

endogamia. Em contraposi¢do, a populacdo cinco foi a que apresentou maior endogamia.
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4.2.4 — Sistema de reproducio

Os parametros genéticos referentes ao sistema reprodutivo do ipé-roxo sdo
apresentados na tabela 10.

Tabela 10 — Pardmetros do sistema de reprodugio em Tabebuia heptaphylla

" Intervalo de confianca
Parametro Valores ¢

(95% de probilidade)

F,,: Indice de fixagdo nas arvores maternas - 0,008 0,01
tm: Taxa de cruzamentos multilocos 0,808 0,066

t;: Taxa de cruzamento uniloco 0,703 0,063
tm-ts: Taxa de cruzamentos aparentados 0,105 0,019
rpmy: Correlagdo de paternidade multilocos 0,139 0,045
I'ps): Correlagdo de paternidade uniloco 0,07 0,039
[7ps) - Tpm]: diferenca das correlagdes - 0,069 0,019

« Como, ry =% (1+f,) [4 s + (tu” + 5 Ly r)(1 + )l

Onde: ry € o coeficiente de parentesco entre as progénies, f, € o coeficiente de
endogamia na geracdo parental, t a taxa de cruzamento e r, a relacdo de
autofecundac¢do. Como ndo € possivel determinar f,, r; € rp, assume-se estes valores

como nulos; logo:

Fry = Yo (140) [4 5 + (ts” + 5 £,, 0)(1 + 0)]

oy =Y (45 +1,0)
. Se, tm (1-rpm)) + tm (rpm)) + s =1 (total de cruzamentos);
onde s representa os cruzamentos por autofecundagéo, entdo:

0,808 (1 -0,139) + 0,808 (0,139) +s =1
s =0,192

deste valor tem-se:

29



ry= Y (4.0,192 +0,808%)
ryy = 0,3552

+ Tem-se ainda, Oxy = Y2 ryy;
em que 0,y € o coeficiente de coancestria, portanto:
0xy =0,1776
Entdo, dos valores calculados pode-se dizer que 19,2% dos cruzamentos sdo por
autofecundacdo; 11,23% (ty - Ipm)) S@0 cruzamentos entre irmdos completos e (t, — 0,1123),
resultam em cruzamentos de meios-irmaos (69,57%).

O coeficiente de coancestria 0, estimado € valor intermedidrio entre meios-irmaos

(0,125) e irmaos-completos (0,25).

30



CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

a) para Tabebuia heptaphylla a grande diversidade genética estd dentro das progénies
(78,53%), pois a diversidade genética entre as progénies (Fy) foi de 21,47%.

b) Com relag@o ao sistema de reproducdo da espécie, pode-se concluir que 19,2% dos
cruzamentos sao devidos a autofecundacdo, 11,23% sdo cruzamentos de meio-irmaos e

69,57% de irmaos-completos.

¢) O ipé-roxo tem sistema de reprodug@o misto com tendéncia a alogamia (t,=0,808).
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7 — ANEXOS

Tabela 1 — Localidade das progénies

PROGENIE LOCALIZAGCAO
(utm)
1 7471353
2 7469662
3 7471244
4 7471170
5 7471095
6 7471244
7 7471321
8 7471179
9 7471244
10 7471287
11 7471291
12 7471295
13 7471247
14 7471373
15 7471393
16 7471230
17 7471260
18 7471163
19 7471321
20 7471230
21 7467783
22 7467739
23 7457580
24 7457623
25 7465058
26 7457580
27 7457580
28 7465058
29 7465058
30 7469032
31 7471369
32 7471244
33 7471696
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Tabela 2 - Dados de concentracdo e qualidade obtidos ap6s a extragdo do DNA

Progénie/ | Concentracdo | 260/230 | 262/280

Individuo (ng/pul)
2P1 1435 2,324 2,158
2P2 1213 2,137 2,127
2P3 1585 2,225 2,135
2P4 928 235 2,145
2P5 935 2,323 2,174
2P6 1805 2,081 1,842
2P7 498 1,73 1,826
2P8 2060 2,168 1,93
3p 1943 1,807 1,972
3P1 963 2,104 2,104
3P2 1553 2,088 1,828
3P3 2350 2,363 2,022
3P4 785 2,196 2
3P5 6193 2,146 1,892
3P6 3288 1,934 1,753
3p7 2045 2,279 1,972
4P1 1250 2,262 2,129
4pP2 673 2,152 2,135
4P3 615 2,103 2,085
4P4 1018 1,929 2,131
4P5 1183 2,252 2,075
4P6 2400 2,238 1,975
4P7 2723 2,283 1,991
4P8 2478 2,305 2,002
5P 1644 1,808 1,947
5P1 955 2,1 1,863
5P2 825 2,11 1,83
5P3 2410 2,128 2,017
5P4 1080 1,923 1,75
5P5 3513 2,182 1,834
5P6 2785 2,335 1,972
5P7 3253 2,267 1,93
6P1 1125 2,217 2,045
6P2 610 1,968 1,937
6P3 565 2,073 2,018
6P4 1210 2,22 2,034
6P5 1535 2,266 2,054
6P6 2220 1,7 1,745
6P7 2933 2,217 2,08
6P8 2973 2,291 1,864
7P1 1170 2,218 1,958
7P2 693 2,022 2,067
7P3 1350 2,122 1,953
7P4 1225 2,178 1,899
7P5 3908 2,171 1,895

7P6
7P7
P8
8P
8P1
8P2
8P3
8P4
8P5
8P6
8pP7
9P1
9pP2
9P3
9P4
9P5
9P6
opP7
9P8
10P1
10P2
10P3
10P4
10P5
10P6
10P7
10P8
11P1
11P2
11P3
11P4
11P5
11P6
11P7
11P8
12P1
12P2
12P3
12P4
12P5
12P6
12P7
12P8
13PT
13P1
13P2
13P

2628
1983
2085
2395
363
4455
1198
3715
2715
2713
3170
855
608
4245
2133
1675
2013
2653
2063
768
788
733
1553
623
370
3273
1165
678
725
855
605
2350
335
4610
2208
2923
2720
3245
2443
2875
2675
4878
3360
2433
2488
2348
4323

2,231
2,221
2,183
2,202
1,908
2,242
2,259
2,258
2,316
2,256
2,285
2,138
1,855
2,155
2,216
2,168
2,152
2,296
2,279
1,968

1,74
1,831
2,194
1,858
1,644
2,129
2,017
2,053
1,959
1,727
1,875
2,265

1,7
2,191
1,867
2,288
2,402
2,306
2,394
2,386
2,415
2,293
2,341
2,345
2,231
2,274
2,217

1,936
1,911
1,922
2,129
2,014
1,939
2,021
1,973
1,996
1,984
1,991
2,098
2,024
1,828
1,846
1,846
1,917
1,95
1,964
1,806
1,74
1,776
2,063
1,804
1,786
2,037
1,808
2,085
2,071
1,988
1,868
1,946
1,863
1,875
1,879
1,99
2,007
2,003
2,014
2,018
2,011
1,975
1,994
2,006
1,947
1,952
1,908
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13P4
13P5
13P6
13P7
14P1
14P2
14P3
14P4
14P5
14P6
14P7
14P8
15P1
15P2
15P3
15P4
15P5
15P6
15P7
15P8
16P1
16P2
16P3
16P4
16P5
16P6
16P7
16P8
17P1
17P2
17P3
17P4
17P5
17P6
17P7

18P
18P1
18P2
18P3
18P4
18P5
18P6
18P7
19P1
19P2
19P3
19P4
19P5
19P6
19P7

1765
2458
1933
1813
685
1140
1688
2248
2160
4973
3305
5795
2540
388
725
830
2315
2685
2048
1700
1953
978
2153
475
913
1413
5148
5285
1235
5035
1010
2560
2365
1583
1730
2670
868
428
3405
3275
3620
4825
4263
1125
578
1415
1540
775
1930
1573

2,227
2,313
2,307
2,262
2,228
2,246
2,192
2,231
2,182
2,212
2,129
1,986
2,145
1,703
2,132
2,049
2,246
2,242
1,959
2,237
2,169
2,08
2,174
2,021
1,931
2,14
2,172
2,191
2,033
2,228
2,03
2,301
2,342
1,942
2,225
2,255
1,983
1,988
2,224
2,03
2,3
2,117
2,12
1,797
1,805
2,036
2,067
1,925
1,7
2,029

1,956
1,966
1,957
1,967
1,95
2,092
1,912
1,946
1,933
1,855
1,91
1,735
2,044
1,914
2,101
2,037
1,935
1,932
1,853
1,94
1,943
1,955
1,93
1,959
1,911
1,952
1,857
1,858
1,83
1,831
1,845
1,886
1,911
1,933
1,875
1,98
2,017
2,111
1,908
1,808
1,87
1,77
1,793
1,741
1,75
1,808
1,833
1,782
1,708
1,792

19P8
20P1
20P2
20P3
20P4
20P5
20P6
20P7
20P8
21P1
21P2
21P3
21P4
21P5
21P6
21P7
21P8
22P1
22P2
22P3
22P4
22P5
22P6
22P7
22P8
23P1
23P2
23P3
23P4
23P5
23P6
23P7
23P8
24P1
24p2
24pP3
24P4
24P5
24P6
24P7
24P8
26P1
26P2
26P3
26P4
26P5
26P6
26P7
26P8
27P1

2325
3808
2818
3728
1558
1325
968
1803
1338
823
650
1270
435
698
953
1858
868
2845
1433
1783
1305
1358
1595
1068
1918
1455
870
1690
1808
643
2423
1683
1685
955
373
498
903
2365
2570
3583
3163
973
1268
313
3335
2510
1468
1033
743
645

2,263
2,148
2,163
2,121
2,054
2,054
2,138
2,165
2,149
2,069
1,769
2,171
2,148
2,197
2,105
2,238
2,129
2,193
2,146
2,18

2,231
2,225
2,17

1,991
2,152
2,159
1,994
2,209
2,177
1,836
2,285
2,254
2,254
2,021
1,817
1,707
1,814
2,13

2,247
2,242
2,215
2,223
1,928
1,603
2,212
2,258
2,166
2,151
2,106
2,016

1,871

1,79
1,824
1,803
1,809
1,809
1,852
1,829
1,838
2,043
2,016
1,861
1,851
2,163
1,859
1,866
1,866
1,813
1,831
1,833
1,851
1,847
1,833
1,798
1,877
2,035
1,983
2,067
2,036
1,977
1,849
1,844
1,867
1,828
1,733
1,737
1,761
1,837
2,077
2,057
1,833
2,103
1,973
1,866
1,942

1,94
1,957
1,957
1,967
2,031
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27P2
27P3
27P4
27P5
27P6
27P7
27P8
28P2
28P3
28P4
28P5
28P6
28P7
28P8
29P1
29pP2
29P3
29P4
29P5
29P6
29P7
29P8

1268
785
1183
4390
2105
6000
3115
1908
998
1190
3098
1120
4840
2475
1648
3415
493
848
733
690
2173
1043

2,243
2,093
2,2
2,203
2,173
2,09
2,178
2,105
2,134
2,174
2,265
1,723
2,219
2,143
1,991
2,158
1,759
1,842
1,89
1,816
2,167
2,054

2,053
2,039
2,048
1,82
1,886
2,05
2,06
1,924
1,975
1,983
1,973
1,814
1,812
2,029
1,73
1,788
1,913
1,904
1,809
1,828
1,931
1,896

30P1
30P2
30P3
30P4
30P5
30P6
30P7
30P8
32P
32P1
32P2
32P3
32P4
32P6
32P7
32P8
33P1
33pP2
33P3
33P4
33P5
33P6

545
2735
395
1240
1128
1390
848
1218
1648
498
788
958
1113
760
1438
2605
1485
1603
1145
4095
5423
1258

1,607
2,165
1,717
2,083
1,895
2,068
1,753
1,94
2,135
2,01
2,143
2,152
2,225
2,18
2,264
2,321
2,267
2,32
1,897
2,114
2,123
2,061

1,722
1,91
1,859
1,946
1,856
1,865
1,78
1,852
1,95
2,031
2,006
2,016
2,014
1,962
1,962
1,959
2,027
1,918
1,786
1,882
1,877
1,988
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Tabela 3 - Distancia genética (REYNOLDS ET AL. 1983)

Populacoes Populacoes
comparadas Similaridade Distancia comparadas Similaridade Distancia
1vs. 2 0,0793 0,0826 2vs. 18 0,0292 0,0296
1vs. 3 0,0043 0,0043 2vs. 19 0,0037 0,0037
1vs. 4 0,2372 0,2708 2vs. 20 0,2546 0,2938
1vs. 5 0,1325 0,1421 2vs. 21 0,0650 0,0672
1vs. 6 -,0031 -,0031 2vs. 22 0,1274 0,1363
1vs. 7 0,1738 0,1909 2vs. 23 -,0330 -,0325
1vs. 8 0,1364 0,1466 2vs. 24 -,0045 -,0045
1vs. 9 0,0503 0,0516 2vs. 25 0,0773 0,0805
1vs. 10 0,0970 0,1020 2vs. 26 0,2400 0,2745
1vs. 11 0,2250 0,2549 2vs. 27 0,3263 0,3950
1vs. 12 0,1356 0,1457 2vs. 28 0,1555 10,1690
1vs. 13 0,0104 0,0104 2vs. 29 0,0764 0,0795
1vs. 14 0,2706 0,3156 2vs. 30 0,1652 0,1806
1vs. 15 0,3220 0,3886 2vs. 31 0,1717 10,1884
1vs. 16 0,2932 0,3470
1vs. 17 0,0783 0,0816 3vs. 4 0,2427 02779
1vs. 18 -,0087 -,0087 3vs. 5 0,0386 0,0394
Ivs. 19 00514 0,0528 3vs. 6 -0084  -,0084
Ivs. 20 00920 0,0965 3vs. 7 0,3753 0,4705
1vs. 21 0,1364 0,1467 3vs. 8 0,3254 0,3937
1vs. 22 0,0299 0,0303 3vs. 9 0,1548 ~0,1681
1vs. 25 0,0218 0,0220 3vs. 12 -0059 - -,0058
1vs. 28 _,0011 _’0011 3vs. 15 0,4683 0,6317
3vs. 19 0,2431 0,2786
2vs. 3 0,2699 0,3145 3vs. 20 0,1510 0,1637
2vs. 4 0,4645 0,6246 3vs. 21 0,3141 0,3771
2vs. 5 0,4232 0,5503 3vs. 22 0,0830 0,0866
2vs. 6 0,2199 0,2484 3vs. 23 0,2602 0,3014
2vs. 7 0,0278 0,0282 3vs. 24 0,2518 0,2901
2vs. 8 0,0388 0,0396 3vs. 25 0,1650 0,1803
2vs. 9 0,1544 0,1677 3vs. 26 0,0849 0,0887
2vs. 10 0,3467 0,4257 3vs. 27 0,5507 0,8001
2vs. 11 0,5484 10,7949 3vs. 28 0,0222 0,0225
2vs. 12 0,4384 0,5770 3vs. 29 0,4173 0,5401
2vs. 13 0,0547 0,0563 3vs. 30 0,1505 0,1631
2vs. 14 0,3539 0,4368 3vs. 31 0,4540 0,6051
2vs. 15 0,3829 0,4827
2vs. 16 04880 0,6694 4vs. 5 0,0686 0,0710

2vs. 17 0,1011 0,1066 4vs. 6 0,1436  0,1551



4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.
4 vs.

5 vs.
5 vs.
5 vs.
5vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5 vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5vs.
5 vs.

7

8

9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

0,5927
0,4676
0,1174
0,0909
0,3537
0,3208
0,2666
0,2033
0,2706
0,0239
0,3306
0,3867
0,3655
0,0205
0,4046
0,3933
0,4632
0,4083
0,2423
0,0873
0,4839
0,2825
0,4888
0,1409
0,4528

0,0439

0,5411

0,4537

0,1587

-,0149
0,0902
0,0787
0,2386
0,3582
0,4317
0,2198
0,3273
0,2917
0,3348
0,0981
0,4073
0,2640
0,4082
0,3644
0,2248
0,0551
0,5669
0,1648
0,5145
0,1778

0,8981

0,6304

0,1248

0,0953
0,4364
0,3869
0,3100
0,2273
0,3155
0,0242
0,4014
0,4889
0,4550
0,0207
0,5185
0,4997
0,6221
0,5248
0,2775
0,0914
0,6615
0,3320
0,6710
0,1519
0,6029

0,0448

0,7789

0,6045

0,1729

-,0148

0,0945
0,0820
0,2726
0,4435
0,5651
0,2481
0,3965
0,3449
0,4077
0,1033
0,5230
0,3066
0,5246
0,4531
0,2546
0,0567
0,8367
0,1801
0,7226
0,1958

5 vs.

6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.
6 vs.

7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.
7 vs.

31

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

0,5009

0,3425

0,2607

0,0149

0,0044
0,1727
0,0486
0,0289
0,2737
0,3405
0,2291
0,1603
0,1090
0,1860
0,0608
0,2305
0,1219
0,1906
0,1875
0,0615
-,0273

0,4301
0,0185
0,2831
0,0438
0,3346

0,0357
0,2946
0,4652
0,7363
0,5948
0,1514
0,5188
0,5523
0,6375
0,1890
0,0506
0,1381
0,3753
0,1136
0,1772
0,0399
0,1265
0,2121
0,3731
0,5090
0,2067
0,2428
0,2850

0,6949

0,4193

0,3020

0,0150

0,0044
0,1896
0,0498
0,0294
0,3198
0,4163
0,2602
0,1747
0,1154
0,2058
0,0628
0,2621
0,1300
0,2115
0,2076
0,0635
-,0269

0,5623
0,0187
0,3329
0,0448
0,4073

0,0364
0,3490
0,6258
1,3331
0,9034
0,1642
0,7315
0,8036
1,0148
0,2095
0,0519
0,1486
0,4704
0,1206
0,1951
0,0407
0,1352
0,2384
0,4670
0,7114
0,2315
0,2781
0,3355
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7vs. 31 0,3732

8vs. 9 0,1296
8vs. 10 0,3546
8vs. 11 0,6141
8vs. 12 0,4968
8vs. 13 0,0431
8vs. 14 0,3308
8vs. 15 0,3354
8vs. 16 0,5051
8vs. 17 0,0277
8 vs. 18 0,0457
8vs. 19 0,0750
8 vs. 20 0,2167
8vs. 21 -,0402
8vs. 22 0,1842
8 vs. 23 0,0451
8vs. 24 0,0852
8 vs. 25 0,1165
8 vs. 26 0,2681
8 vs. 27 0,2946
8 vs. 28 0,1431
8 vs. 29 0,0326
8 vs. 30 0,1254
8 vs. 31 0,2120

9vs. 10 0,0914
9vs. 11 0,3762
9vs. 12 0,2640
O9vs. 13 -,0237
O9vs. 14 0,0704
9vs. 15 0,0995
O9vs. 16 0,1483
9vs. 17 0,0298
9vs. 18 0,1132
9vs. 19 0,0980
9vs. 20 -,0335
9vs. 21 0,0745

Qvs. 22 0,1847
9vs. 23 0,1353
Ovs. 24 0,1073
9vs. 25 -,0114
9vs. 26 -,0117

9vs. 27 0,1816
9vs. 28 0,0667
9vs. 29 0,0851
9vs. 30 -,0456
9vs. 31 0,1425

10vs. 11 0,1271
10vs. 12 0,0434

0,4672

0,1388

0,4379
0,9521
0,6868
0,0440
0,4017
0,4086
0,7033
0,0281
0,0467
0,0780
0,2442
-,0394

0,2036
0,0461
0,0891
0,1239
0,3121
0,3489
0,1544
0,0332
0,1340
0,2382

0,0959
0,4720
0,3065
-,0234

0,0730
0,1048
0,1605
0,0303
0,1201
0,1031
-,0329

0,0775
0,2042
0,1454
0,1135
-,0113

-,0116

0,2004
0,0691
0,0890
-,0446

0,1537

0,1359
0,0444

10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.
10 vs.

11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.
11 vs.

12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

0,1471
0,3359
0,3976
0,2571
0,2619
0,2155
0,2981
0,0493
0,3227
0,1985
0,3402
0,3229
0,1923
0,0296
0,5256
0,0778
0,4273
0,1232
0,4594

0,0436
0,3897
0,5963
0,6718
0,5216
0,5193
0,4077
0,4625
0,3314
0,5756
0,3358
0,5397
0,5030
0,3904
0,2400
0,7505
0,2876
0,6954
0,3872
0,6616

0,2544
0,5309
0,6038
0,4763
0,4147
0,2802
0,3943
0,2554
0,4709
0,2141

0,1591
0,4093
0,5068
0,2971
0,3036
0,2427
0,3539
0,0505
0,3897
0,2213
0,4158
0,3900
0,2136
0,0301
0,7457
0,0810
0,5573
0,1315
0,6151

0,0446
0,4938
0,9071
1,1140
0,7373
0,7326
0,5237
0,6207
0,4025
0,8570
0,4092
0,7759
0,6991
0,4949
0,2744
1,3883
0,3391
1,1888
0,4897
1,0836

0,2936
0,7568
0,9258
0,6468
0,5357
0,3287
0,5013
0,2949
0,6366
0,2409
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12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.
12 vs.

13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.
13 vs.

14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.
14 vs.

15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.

23
24
25
26
27
28
29
30
31

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

16
17
18
19

0,4236
0,4104
0,2977
0,1534
0,6881
0,1346
0,6046
0,2908
0,6019

0,2046
0,2451
0,3135
0,0292
0,0257
0,0749
0,0724
0,0347
0,1047
0,0436
0,0775
0,0179
0,0741
0,2697
0,0296
0,0601
0,0147
0,1901

-,0176
0,1066
0,1812
0,3692
0,2633
0,0724
0,2387
0,4561
0,3805
0,2911
0,1469
0,2016
0,1356
0,3514
0,2433
0,0829
0,1938

0,2061
0,1972
0,4051
0,2807

0,5509
0,5283
0,3534
0,1666
1,1652
0,1445
0,9279
0,3436
0,9212

0,2289
0,2812
0,3762
0,0296
0,0260
0,0778
0,0751
0,0353
0,1106
0,0446
0,0807
0,0181
0,0770
0,3144
0,0301
0,0620
0,0148
0,2108

-,0175

0,1127
0,2000
0,4608
0,3056
0,0752
0,2727
0,6090
0,4789
0,3441
0,1589
0,2251
0,1458
0,4330
0,2788
0,0865
0,2154

0,2309
0,2196
0,5194
0,3295

15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.
15 vs.

16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.
16 vs.

17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.
17 vs.

18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

19
20
21
22
23
24
25

0,1054
0,2397
0,4890
0,4058
0,3168
0,1866
0,2613
0,0855
0,3907
0,2395
0,1023
0,1743

0,3391
0,4503
0,3885
0,0780
0,4308
0,4956
0,5017
0,4184
0,2356
0,1533
0,4367
0,3824
0,4790
0,1423
0,4131

0,0692
0,0549
0,0927
-,0219
0,2016
0,0944
0,0621
0,0217
0,1690
0,1819
0,0871
0,0082
-,0063
0,1363

0,0460
0,1862
0,0806
0,0231
0,0038
0,0357
0,0605

0,1114
0,2741
0,6715
0,5206
0,3810
0,2065
0,3029
0,0894
0,4955
0,2737
0,1079
0,1915

0,4142
0,5983
0,4919
0,0812
0,5635
0,6844
0,6965
0,5419
0,2687
0,1664
0,5740
0,4819
0,6519
0,1535
0,5329

0,0717
0,0565
0,0973
-,0217

0,2251
0,0992
0,0641
0,0219
0,1851
0,2008
0,0911
0,0082
-,0062

0,1466

0,0471
0,2060
0,0840
0,0234
0,0038
0,0363
0,0624
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18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.
18 vs.

19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.
19 vs.

20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.
20 vs.

21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.
21 vs.

22 vs.
22 vs.
22 vs.
22 vs.
22 vs.

26
27
28
29
30
31

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

23
24
25
26
27

0,1474
0,3936
0,0079
0,1733
0,1111
0,2735

0,1725
0,0645
0,1266
-,0010
-,0268
0,0297
0,1731
0,2158
0,1471
0,0653
0,1004
0,0637

0,1603
0,2282
0,2555
0,2130
0,0786
0,0243
0,2671
0,1083
0,2231
-,0183
0,2490

0,2083
0,0662
0,0779
0,0813
0,2275
0,1892
0,1432
-,0222
0,0727
0,1375

0,0821
0,1590
0,1711
0,1911
0,5096

0,1594
0,5003
0,0080
0,1903
0,1178
0,3196

0,1893
0,0667
0,1354
-,0010

-,0264

0,0301
0,1901
0,2431
0,1591
0,0676
0,1058
0,0658

0,1747
0,2590
0,2951
0,2395
0,0818
0,0246
0,3108
0,1146
0,2524
-,0181

0,2864

0,2335
0,0685
0,0811
0,0848
0,2582
0,2097
0,1546
-,0220

0,0754
0,1479

0,0856
0,1732
0,1877
0,2121
0,7126

22 vs.
22 vs.
22 vs.
22 vs.

23 vs.
23 vs.
23 vs.
23 vs.
23 vs.
23 vs.
23 vs.
23 vs.

24 vs.
24 vs.
24 vs.
24 vs.
24 vs.
24 vs.
24 vs.

25 vs.
25 vs.
25 vs.
25 vs.
25 vs.
25 vs.

26 vs.
26 vs.
26 vs.
26 vs.
26 vs.

27 vs.
27 vs.
27 vs.
27 vs.

28 vs.
28 vs.
28 vs.

29 vs.
29 vs.

30 vs.

28
29
30
31

24
25
26
27
28
29
30
31

25
26
27
28
29
30
31

26
27
28
29
30
31

27
28
29
30
31

28
29
30
31

29
30
31

30
31

31

0,0170
0,3076
0,2017
0,3823

-,0103
0,0673
0,2167
0,3423
0,1172
0,0748
0,1586
0,1792

-,0045
0,1685
0,2361
0,1464
0,0752
0,1141
0,0910

0,0341
0,1736
0,0901
0,0816
-,0062
0,0866

0,3593
0,0880
0,2856
0,0329
0,2801

0,4409
0,1193
0,1915
0,0298

0,2459
0,0711
0,3500

0,0936
0,0478

0,1369

0,0171
0,3675
0,2252
0,4817

-,0102

0,0697
0,2442
0,4191
0,1247
0,0777
0,1727
0,1974

-,0045

0,1845
0,2693
0,1582
0,0782
0,1211
0,0954

0,0347
0,1906
0,0944
0,0851
-,0062

0,0906

0,4452
0,0921
0,3363
0,0334
0,3286

0,5814
0,1270
0,2125
0,0303

0,2822
0,0737
0,4307

0,0983
0,0490

0,1473
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Tabela 4 — Distancias dos n6s e progénies incluidas em cada um.

Proporg¢ao de

N6 |Distancia Progénies incluidas no n6 o
similaridade
1 0 25 30 0,3540
2 0,0164 13 25 30 0,2210
3 0 23 24 0,6220
4 0 19 23 24 0,3900
5 0,0012 2 19 23 24 0,4980
6 0 21 29 0,3150
7 0,0041 17 21 29 0,4480
8 0,0204 8 17 21 29 0,3150
9 0,0729 2 817 19 21 23 24 29 0,2210
10 0,1247 278 17 19 21 23 24 29 0,3540
11 0 14 15 0,4840
12 0,0303 27 31 0,4430
13 0,1605 14 15 27 31 0,4430
14 0 9 26 0,4480
15 0 9 20 26 0,3540
16 0,031 9 13 20 25 26 30 0,2210
17 0 1 28 0,3150
18 0 1 18 28 0,2210
19 0,0236 1 18 22 28 0,2210
20 0,1099 19 13 18 20 22 25 26 28 30 0,2210
127891317 18 19 20 21 22 23 24 25
21 0,1485 26 28 29 30 0,2210
127891314 15 17 18 19 20 21 22 23
22| 0318 24 25 26 27 28 29 30 31 0,2210
23 0 312 0,4480
24 0,0207 3612 0,2210
25 0 510 0,4480
12367891213 14 15 17 18 19 20 21
26 0.4213 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 0,2210
27 0,0407 3561012 0,2210
28 0,1096 3561011 12 0,2210
29 0,0242 4 16 0,4480
30 0.3377 1234567891011 12 13 14 15 16 17 1,000

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
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Tabela 5- Distancias dos nds

N6 |Distancia Po pula'lgf)es Propor¢ao de similaridade
Incluidas

1 0 25 0,4884

2 0,0025 235 0,9663

3 0,0185 1235 0,9610

4 0,0649 12345 1,000
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