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RESUMO

Recentemente, alguns programas de melhoramento de Eucalyptus, vém tentando
autofecundar genitores pre-selecionados, para eliminar, pelo menos em parte, a carga
genética, fixar alelos favoraveis e, assim, desenvolver linhagens semiendogamicas visando a
producdo de hibridos de maior produtividade. No entanto, a taxa de sucesso nessas
autofecundagdes ndo tem sido alta, em especial, por contaminagdes com polen externo.
Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar combinagdes de métodos de isolamento
de ramos, visando a minimizar a contaminacdo por pdlen externo, na producgdo de progénies
autofecundadas de Eucalyptus. Para isso, foram testados sete tratamentos diferentes, variando
0s métodos de autopolinizacdo e o material para isolamento dos ramos (tipo e espessura do
tecido). Os tratamentos foram aplicados em seis matrizes de cada uma das espécies E. grandis
e E. urophylla, com trés repeticdes (ramos diferentes na mesma matriz) e 100 botbes
polinizados em cada repeticdo. Para este trabalho, foram escolhidas arvores matrizes que
estavam, naquele momento, com floracdo no estagio ideal para a polinizacdo. A maior parte
dessas matrizes ja era conhecida quanto a tolerancia a geracdo de progénies por
autofecundacgdo, por terem passado por analises anteriores baseadas em verificacdo por
genotipagem com microssatélites. Os frutos foram colhidos, beneficiados, e as sementes de
cada repeticdo semeadas em 11 tubetes. Em razdo do elevado custo da verificacdo de
autofecundacdo por genotipagem de microssatélites, foram selecionados trés dos sete
tratamentos para genotipagem. Para cada tratamento e repeticdo, foram avaliados os seguintes
parametros: (1) o numero de botdes vingados 30 dias ap0s as polinizagdes; (2) o nimero de
frutos colhidos 180 dias ap6s as polinizacdes; (3) o nimero de tubetes com mudas germinadas
30 dias ap6s a semeadura; e (4) o numero e proporcdo de mudas, comprovadamente,
derivadas de autofecundacdo via genotipagem por microssatélites. Ndo houve diferenca
significativa no nimero de botdes vingados, frutos colhidos e tubetes germinados entre os
tratamentos das matrizes avaliadas. Houve diferenca significativa para a espécie, sendo que as
matrizes de E. urophylla tiveram maior sucesso nas autofecundacgdes quando comparadas a E.
grandis. Com base na genotipagem, a taxa de sucesso de autofecundacdo sé foi
significativamente afetada pela espécie, sendo também mais favoravel em E. urophylla. Em
relagdo aos tratamentos e as classes de matrizes também n&o houve diferenca significativa na
taxa de autofecundacdo. Esse resultado, apesar de inesperado, representa um importante
avanco para o programa de geracdo de linhagens semiendogamicas da empresa. Como néo foi
detectada diferenca significativa entre os tratamentos, pode-se optar pelo tratamento com
maior facilidade operacional. Sendo assim, as autofecundacdes poderdo ser realizadas na
empresa, seguindo o método que consiste na simples limpeza e protecdo dos ramos, antes da
abertura das flores, eliminando-se a necessidade de armazenamento de polen e da polinizacdo
controlada, o que facilita bastante a operacionalidade do processo.

Palavras-chave: Contaminacdo. Genotipagem. Microssatélites. Melhoramento genético.
Alelos.



ABSTRACT

Some Eucalyptus breeding programs have recently been trying to self-fertilize pre-
selected parents to, at least in part, eliminate the genetic load, fix favorable alleles, and thus,
develop semi-inbred lines aiming at highly productive hybrids. However, self-fertilizations
have shown a low success rate, mainly due to contamination with foreign pollen. The
objective of this work was to evaluate combinations of branch isolation methods to minimize
contamination by external pollen in the production of self-fertilized Eucalyptus progenies. For
this, seven different treatments were tested, varying the self-pollination methods and the
material for isolating the branches (type and thickness of the tissue). The treatments were
applied to six E. grandis and E. urophylla mother trees using three replicates (different
branches from the same plant) and 100 pollinated buds in each replicate. The mother trees
chosen were in the ideal stage of blooming for pollination. Most were already known for
presenting tolerance to the generation of progenies by self-fertilization, having undergone
previous analyzes based on verification by genotyping with microsatellites. The fruits were
harvested and processed, and the seeds of each replicate were sown in 11 pots. Three of the
seven treatments for genotyping were selected due to the high cost of self-fertilization
verification by microsatellite genotyping. The following parameters were evaluated for each

treatment and replicate: (1) number of viable buds 30 days after pollination; (2) number of
fruits harvested 180 days after pollination; (3) number of pots with germinated seedlings 30
days after sowing; and (4) number and proportion of seedlings proven to be derived from self-
fertilization via microsatellite genotyping. There were no significant differences in the
number of viable buds, harvested fruits, and germinated pots between treatments. However, E.
urophylla trees showed a higher success rate when compared to E. grandis. Based on
genotyping, the success in self-fertilization was only significantly affected by the species and
was more favorable in E. urophylla. There was also no significant difference regarding the
treatments and classes of mother trees for self-fertilization. Although unexpected, this result
represents a significant advance for the company’s semi-inbred line generation program. As
no significant difference was detected between treatments, it is possible to implement the
treatment with higher operational ease. Therefore, self-fertilization can be carried out in the
company following the method that consists of simple cleaning and branch protection before
budding, eliminating the need to store pollen, and perform controlled pollination, which
highly facilitates the process.

Keywords: Contamination. Genotyping. Microsatellites. Breeding. Alleles.
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1 INTRODUCAO

Os produtos provenientes de espécies florestais, para fins industriais, incluindo a
producdo de Celulose e Papel, sdo componentes de grande destaque no Agronegocio do
Brasil. O setor de florestas plantadas € responsavel por 1,3% do PIB, nesse setor, e 6,9% do
PIB industrial brasileiro, no ano de 2018. A Celulose teve desempenho recorde, no mercado
externo, com o Brasil sendo destaque no comércio mundial como o maior exportador desse
insumo (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES - IBA, 2019). Uma das causas do
sucesso nesse segmento € o crescente desempenho da produtividade das florestas. Destaque
pode ser dado ao melhoramento genético que, pela obtencdo de clones cada vez mais
produtivos, em curto prazo, vem contribuindo, significativamente, para a evolucdo da
produtividade florestal no Brasil (VENCOVSKY; RAMALHO, 2000).

Em 2018, no Brasil, aproximadamente 7,83 milhdes de hectares foram plantados com
eucalipto, pinus e demais espécies. A cultura do eucalipto representa mais de 72% dessa area
de florestas plantadas, com mais de 5,5 milhdes de hectares. A madeira do eucalipto é
destinada aos mais distintos usos, como a producdo de painéis de madeira, pisos laminados,
como fonte de energia renovavel e, sobretudo, na inddstria de celulose e papel. Além das
fungdes produtivas, os plantios de arvores desempenham importante papel na prestacdo de
servicos ambientais: fornecendo madeira e energia de forma renovavel, evitando o
desmatamento de habitats naturais e protegendo, assim, de forma indireta, a biodiversidade;
preservam o solo, nascentes e cursos de rios contra 0 assoreamento; recuperam areas
degradadas; e contribuem para a reducdo das emissdes de gases causadores do Efeito Estufa
por serem estoques naturais de Carbono (IBA, 2019).

Os Programas de Melhoramento sdo desenvolvidos em ciclos repetidos de selecdo e
recombinacéo e, para tal, demandam métodos eficientes para cruzamento entre plantas. H4,
portanto, necessidade de instalacdo e manejo de um ambiente, para trabalhos com polinizacao
controlada, seja para cruzamentos intra ou interespecificos, ou ainda, para trabalhos com
autofecundacdo. Para esse ultimo, uma das estratégias de melhoramento é a Selecdo
Recorrente Reciproca Individual (SRRI), cujo primeiro passo consiste na autofecundacgéo dos
genitores selecionados (RESENDE, 2004). Esses genitores sao, idealmente, selecionados pela
sua capacidade geral ou especifica de combinacéo para a geragéo de hibridos.

A obtencéo de hibridos é um método de melhoramento que procura tirar proveito da
heterose. Para a cultura do milho, por exemplo, a superioridade dos hibridos elevou

sobremaneira a produtividade da cultura no inicio do seculo XX. Shull (1909 apud BUENO;
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MENDES; CARVALHO, 2001), apresentava um esquema bésico para a producdo de
sementes de milho hibrido. A expressdo ‘“variedade hibrida” designa populacbes Fi,
resultantes de cruzamento entre linhagens autofecundadas, plantadas comercialmente. Na
atualidade, o esquema basico para a producdo do milho hibrido consiste na obtencdo de
linhagens endogédmicas (linhas puras) e sua utilizagdo em cruzamentos entre si para a
producdo de sementes hibridas (hibridos simples). Mais recentemente, no milho, o processo
de obtencéo de linhagens endogamicas foi bastante agilizado pelo método de duplo-haploide.
Esse método permite a obtencdo de linhagens 100% homozigotas em um curto espaco de
tempo (PIERRE et al., 2011). O método em questdo, envolve a indugdo in vivo de haploides
maternos, por um gendtipo indutor haploide masculino. O germoplasma fonte é usado como
progenitor feminino e o indutor haploide é usado como progenitor masculino. Os haploides
resultantes herdam o genoma citoplasmatico e nuclear do genitor feminino, tornando, assim, a
inducdo haploide materna mais atraente para os programas de melhoramento de milho
(CHAIKAM et al., 2019).

Para a area florestal, em especial, para a cultura do eucalipto, a obtencdo de sementes
hibridas, resultantes do referido processo de cruzamentos entre linhagens autofecundadas,
seria uma alternativa comercial a producdo de mudas via clonagem. Se possivel, essa
estratégia garantiria a producdo de variedades tdo homogéneas quanto os clones, com a
vantagem de melhorias na fitossanidade, no sistema radicular e no custo de producgédo de
mudas, a partir de sementes. No entanto, a atual necessidade de polinizacdes controladas deve
contrabalancear essa vantagem. As autopolinizacdes sdo muito demoradas e dificeis, em
espécies florestais, em consequéncia da demora para atingirem a maturidade sexual e a forte
depressdo por endogamia. Porém, se houver sucesso nas autofecundacdes, esse método pode
gerar hibridos mais produtivos, na medida em que a producdo de linhagens € bastante efetiva
em remover a carga genética e permite fixar os alelos favoraveis nessas linhagens. Essas
vantagens sdo importantes pois, em espécies alégamas e com alta heterozigosidade como o
Eucalyptus, a carga genética €é geralmente elevada (HEDRICK; HEESTEN;
GRATTAPAGLIA, 2015). Contudo, é preciso reduzir o prazo necessario para que a arvore
atinja homozigose com as sucessivas autofecundagdes. Além disso, a elevada carga genética
dificulta o avango das geracdes de autofecundacdo, uma vez que a depressdao por endogamia
diminui a viabilidade dos individuos endogamicos (S1, S2, etc).

Na Empresa CENIBRA, os trabalhos de polinizagdo controlada s&o realizados, em
Pomares de Hibridacdo de Campo, utilizando-se o método conhecido como Protoginia

Artificialmente Induzida (PAI). Esse método consiste em um corte na extremidade do
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opeérculo, eliminando também o estigma das flores, tornando o estilete imediatamente
receptivo para a germinacdo dos gréos de polen (ASSIS; MAFIA, 2007). Nas polinizacoes
para a fecundacdo cruzada, conseguem-se hibridos intra ou interespecificos, praticamente,
sem contaminacdo. Na empresa CENIBRA, os resultados sdo sistematicamente confirmados,
por exame de DNA entre plantas genitoras e plantas filhas. Todavia, nas tentativas de
autofecundacdo, tém sido constatados elevados indices de contaminac&o por pdlens estranhos
a0 processo.

A principio, utilizando o método “PAI” nos trabalhos de polinizacdo na empresa
CENIBRA, verificou-se 80% de contaminacdo, por meio de testes de DNA. Ou seja, a
maioria das plantas obtidas de flores autofecundadas receberam poélens e foram, na verdade,
fertilizadas por outros genitores desconhecidos. Diante disso, optou-se por fazer a protecdo
dos ramos logo apoés a autofecundacao dos botdes florais. Para essa protecdo (isolamento), €
utilizado um tecido ndo tramado para o completo envolvimento das inflorescéncias recém-
autofecundadas.

Logo apds essa mudanca, acreditava-se que o problema de autofecundacdo estaria
resolvido. Contudo, novos exames de DNA indicaram que a taxa de autofecundacdo ainda nao
oferecia uma condi¢cdo segura e confiavel, apesar de ter melhorado e chegado a 53%. O
problema é que com essa taxa de autofecundacdo ndo é possivel afirmar qual planta foi
efetivamente autofecundada sem a ajuda da genotipagem por exame de DNA das plantas e de
seus genitores. Constatada a persisténcia de um indice consideravel de contaminacdo, mesmo
apos o isolamento dos botBes florais, surgiu a hipétese de falhas na manipulacéo do tecido
utilizado. As hipdteses de falhas, nesse sentido, seriam quanto ao tipo de material, seu
comprimento, sua espessura ou, até mesmo, a forma de assepsia dos instrumentos utilizados
entre uma e outra autopolinizacao.

Um fator importante a ser considerado € o alto custo dispendido para se fazer a
genotipagem em larga escala, assim como as perdas financeiras decorrentes da méo de obra
com repeticBes das autofecundacdes que ndo geraram ndmero de sementes autofecundadas
suficientes. Com isso, é fundamental que o processo seja melhorado, produzindo resultados
confidveis de modo que essas genotipagens possam ser minimizadas e dedicadas
exclusivamente as plantas que apresentarem fendtipos mais vigorosos, o que poderia sugerir
uma possivel origem de fecundacao cruzada.

Portanto, objetivou-se, neste trabalho, investigar as causas da contaminacdo, na

atividade de autofecundacdo, bem como buscar alternativas que proporcionassem o bloqueio
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de pelo menos 95% das fontes de contaminagdo, com vistas a evitar a necessidade de
genotipagem para garantir a efetividade da autofecundacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os eucaliptos

O eucalipto pertence a divisdo Angiospermae, classe Dicotyledonea, ordem Myrtales,
familia Myrtaceae e género Eucalyptus. A mais recente classificacdo taxonémica do género
considera o Eucalyptus como um unico género, sendo formado por 13 subgéneros
constituidos de uma Unica espécie cada e sete subgéneros, contendo Vérias espécies
(BROOKER, 2000 apud ESTOPA, 2006).

Esse género possui mais de 500 espécies (identificadas com base em diferencas
morfoldgicas). Considerando as espécies de importancia econémica, quase todas sdo nativas
da Australia, com exce¢do do Eucalyptus urophylla e Eucalyptus deglupta, que ocorrem na
Indonésia e Papua Nova Guiné. Além desses, existem também o Eucalyptus tereticornis,
Eucalyptus pellita e Eucalyptus brassiana, que tém origem na Austrélia e também em Papua
Nova Guiné (ELDRIDGE et al., 1993).

O género Eucalyptus foi disseminado pelo mundo ainda no século XVIII. Atualmente,
0s maiores plantios de eucalipto se encontram no Brasil, na india, na China, na Australia, no
Uruguai, no Chile e em Portugal, nessa ordem, por paises maiores plantadores. Por sua
facilidade de adaptacdo e grandes produtividades, as espécies mais cultivadas no mundo séo
Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus globulus, Eucalyptus camuldulensis e
Eucalyptus tereticornis (FONSECA et al., 2010).

A entrada da maior parte das espécies de Eucalyptus no Brasil se deu gracas ao Eng.
Agrénomo Edmundo Navarro de Andrade, da Companhia Paulista de Estradas de Ferro. No
inicio do século XX, Navarro de Andrade passou a estudar e cultivar a planta, com o objetivo
inicial de obter madeira de crescimento rapido para alimentar as caldeiras de locomotivas.
Logo foi percebida a vantagem que o eucalipto apresentava, em relacdo as florestas nativas, o
que fez com que fosse explorado em escala comercial. Seguiu-se um periodo de chegada de
inimeras espécies de Eucalyptus no Brasil, que conta, atualmente, com um amplo banco de
germosplasma (QUEIROZ; BARRICHELLO, 2007).
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2.2 Melhoramento Genético

A utilizacdo de florestas comerciais no Brasil tem mostrado vantagens em relagéo a
outros paises. Esse fato se deve aos avancos no melhoramento genético e as inovacoes
técnicas, nas praticas silviculturais, além de condicBes edafoclimaticas muito favoraveis aos
plantios florestais. Os progressos alcangados na produtividade e a melhoria na qualidade da
madeira tém sido expressivos (FONSECA et al., 2010).

O Brasil passou a ser reconhecido como um dos principais paises em termos de area
de plantacbes com Eucalyptus. Esse destaque mundial, no cultivo dessa cultura, deve-se a
detencdo de elevado nivel cientifico-tecnoldgico, nas diversas areas, gracas as pesquisas
avancadas por Empresas Florestais, Institutos de Pesquisas e Universidades. As areas de
conhecimento responsaveis pelo sucesso da eucaliptocultura nacional sdo inGmeras, com
destaque para 0 melhoramento genético, com dominio de técnicas de propagagdo vegetativa e
obtencdo de hibridos, assim como estudos na area de fisiologia vegetal, solos e nutricdo de
plantas, desenvolvimento e planejamento silvicultural, além do dominio na tecnologia da
madeira (SIQUEIRA, 2009). Apesar desse destaque, pode-se afirmar que o eucalipto se
encontra ainda em estagios iniciais em termos de melhoramento. Ou seja, em se tratando de
domesticacdo, as modificacbes genéticas, com o objetivo especifico de produgdo e uso ainda
sdo minimas, e as espécies ainda detém ampla variabilidade genética para os caracteres
associados a producdo (GRATTAPAGLIA, 2004).

Nos programas de melhoramento genético do eucalipto, as avaliacdes de valor dos
genotipos ainda sdo inferidas com base em experimentos e avaliacBes fenotipicas. Essas
avaliacBes envolvem muito tempo, por se tratarem de uma cultura perene, além de uma
grande quantidade de médo de obra (RAMALHO; PEREIRA; OLIVEIRA, 2010).

A selecdo clonal se apresenta como alternativa que proporciona um ganho de
produtividade imediato. A clonagem é utilizada no desenvolvimento final das cultivares a
serem recomendadas em plantios comerciais. No entanto, é necessario conduzir um Programa
de Melhoramento com a finalidade de recombinar materiais genéticos superiores,
proporcionando oportunidades de substituicdo de clones por outros cada vez mais produtivos.
Nesse processo, pode-se recombinar genotipos que tenham chance de agregar outras
caracteristicas de interesse como resisténcias a estresses bidticos e abioticos (BISON, 2004).

Entre as espécies de eucalipto mais cultivadas, no Brasil, juntamente com seus
hibridos interespecificos, estdo o Eucalyptus grandis e o Eucalyptus urophylla. Vale destacar

que o hibrido mais plantado no Brasil reGne, exatamente, essas duas espécies, sendo
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conhecido como urograndis. O uso desse hibrido tem sido intenso e vem crescendo, nos
segmentos industriais e, mais recentemente, para a producdo de madeira serrada (PINTO
JUNIOR; GARLIPP, 2008).

O Eucalyptus grandis ocorre, naturalmente, no Norte do Estado de Nova Gales do
Sul, nas regides centrais até o Norte de Queensland em latitudes que variam de 16° a 33° SC.
A altitude varia desde o nivel do mar até 1.100 m nas areas do Norte. O clima dessas regides
é, principalmente, quente e imido. A precipitacdo, nas areas de ocorréncia dessa espécie, vai
de 1.000 até 3.500 mm, nas areas costeiras, sendo predominante no verdo. Os locais em que
essa espéecie € encontrada possuem varios tipos de solos que, geralmente, sdo profundos e bem
drenados, com moderada fertilidade, ndo tolerando ambientes alagados (FONSECA et al.,
2010). E. grandis € uma espécie que possui crescimento exuberante e € amplamente plantada
em regides subtropicais. Ndo é resistente a seca, sendo que uma precipitacdo media de 900
mm é adequada, desde que bem distribuida. Geadas fortes também limitam plantios da
espécie em areas com altas altitudes. No Brasil, essa espécie destacou-se pelo seu rapido
crescimento e grande adaptacdo. Suas arvores sdo retas e fornecem excelente madeira para
serraria, escoras e para a producao de celulose. Por isso, 0 E. grandis é uma das espécies mais
utilizadas em reflorestamentos, no Brasil, seja de forma pura ou em combinacGes hibridas
(ASSIS, 1996).

O Eucalyptus urophylla ocorre em Timor, Flores e outras ilhas do arquipélago
indonésio, com latitudes entre 7° 30” e 10° S e altitude variando de 400 a 3.000 m. A
precipitacdo pluviométrica média anual, nesses locais, é de 1.000 a 1.500 mm, com
concentracdo no verdo, sendo que o periodo seco € menor que quatro meses. A temperatura
média das maximas nos meses mais quentes é de, aproximadamente, 29 °C. J& a média das
minimas nos meses mais frios fica entre 8 e 12 °C. Nessas regides, podem ocorrer geadas em
alguns dias nos pontos de maiores altitudes (FONSECA et al., 2010). Essa espécie apresenta
crescimento bom em baixas altitudes, sendo de grande potencialidade para regides de clima
quente e com periodo de moderado déficit hidrico. Decorrente de seu bom desenvolvimento
nessas condicdes, a boa qualidade da sua madeira para carvdo, celulose e serraria, o E.
urophylla tem sido extensivamente plantado no Brasil. Suas arvores sdo de grande porte,
retas, com forte dominancia apical e casca predominantemente rugosa (RUY; FERREIRA;
TOMAZELLO FILHO, 2001).
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2.3 Biologia Floral

As flores das espécies do género Eucalyptus sdo, morfologicamente, bissexuadas, isto
é, ttm os dois sexos na mesma flor. A inflorescéncia recebe o nome de umbela, que fica presa
na axila da folha por um pedunculo. O numero de flores simples, na mesma umbela, pode
variar de 1 a 11, sendo que essa variagdo auxilia na diferenciacdo taxondmica das espécies. O
botédo floral pode ser peciolado ou séssil e € envolvido por uma ou duas capas que constituem
o0 opeérculo, com funcdo de protecdo das partes femininas e masculinas até a antese (POTTS;
GORE, 1995). Todos os componentes das flores do eucalipto apresentam tamanhos, cores e
formas variadas e essas caracteristicas sdo utilizadas na classificacdo taxonémica das varias
espécies do género (TONACO, 2002).

Na maioria das espécies de Eucalyptus, a parte masculina da flor é constituida pelos
estames e pelas anteras, onde se localizam os grdos de polen. A parte feminina é composta por
estilete que liga o estigma ao ovario. O estilete apresenta diferencas em comprimento,
espessura e rigidez, de acordo com a espécie. O ovario é multilocular, e cada loculo possui
trés tipos de estruturas: estéreis, chamadas de ovuloides, dvulos viaveis e 6vulos ndo viaveis
(POTTS; GORE, 1995).

Logo apds a abertura do opérculo, as anteras deiscentes se abrem e expdem o pdlen,
que ja estd pronto para iniciar a polinizacdo (FIGURA 1). Os vetores de polinizacdo sdo
passaros e, sobretudo, insetos que, pela sua anatomia, movimentam-se entre as flores de forma

ndo destrutiva.

Figura 1 - Inflorescéncia do eucalipto.

Legenda: Botdes verdes (A); Botdes na pré-antese (B) e Flores abertas (C).
Fonte: Do autor (2019).
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2.4 Sistema Reprodutivo

Mesmo com flores bissexuais, as espécies de Eucalyptus sdo, preferencialmente,
alégamas. Porém, em uma mesma umbela, as inflorescéncias apresentam sistema reprodutivo
misto, podendo ocorrer até 30% de autogamia. A maior taxa de alogamia ocorre por causa da
protandria, ou seja, maturacdo dos Orgdos reprodutores masculinos (androceu) antes do
estigma estar receptivo (ASSIS, 1996). No entanto, a protandria € um mecanismo que, por si
s0, ndo explica o fato da maior taxa de fecundacdo ser, predominantemente, cruzada. Ha
também fatores como macho esterilidade e autoincompatibilidade que inviabilizam a
autofecundacdo (TONACO, 2002). Alem disso, a elevada carga genética, com consequente
depressdo por endogamia, também impede que muitos embrides ou plantulas provenientes de
autofecundacédo se desenvolvam.

No Brasil, para avaliar a taxa de fecundacdo cruzada em E. urophylla, marcadores
moleculares RAPD e AFLP foram genotipados em 11 progénies de polinizagdo aberta
provenientes de populacdes melhoradas. Constatou-se com marcadores RAPD uma taxa de
fecundacdo cruzada de 93%. J& com os AFLP essa taxa foi estimada em 89% (GAIOTTO;
BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997). Em outro trabalho realizado, no Brasil, a partir de
andlise aloenzimética das progénies de E. grandis, a taxa de fecundacdo cruzada estimada
variou de 70 a 99% (CAMPINHOS et al., 1998).

2.5 Polinizacéo controlada

A hibridacdo interespecifica constitui uma estratégia para reunir caracteristicas de
mais de uma espécie em novas combinacGes hibridas. Nesse contexto, o hibrido entre as
espécies E. grandis e E. urophylla destaca-se por combinar crescimento rapido, com
produtividade que excede facilmente os 40 m3/ha/ano. Esse hibrido também se destaca pela
maior tolerdncia a pragas e doencas, excelente capacidade de enraizamento, bem como
qualidade da madeira adequada para diversos usos. Os hibridos dessa combinacdo foram
inicialmente desenvolvidos, a partir da década de 1970 e passaram a ser conhecidos como
E. “urograndis”. Os clones advindos desse tipo de combinacdo sdo amplamente plantados, no
Brasil e também em outros paises, sendo destinados para a producdo de celulose e papel,
carvao e madeira maci¢ca (RESENDE; RESENDE; ASSIS, 2014).

Na eucaliptocultura os hibridos s&o provenientes do cruzamento entre &rvores

heterozigoticas. Esses cruzamentos geram familias hibridas segregantes e heterogéneas. As
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arvores superiores dessas familias sdo clonadas e propagadas para geracdo de florestas
altamente produtivas e homogéneas. Por outro lado, a producdo de hibridos em milho e
diversas outras culturas anuais, tem como primeiro passo a obtencdo de linhagens
endogamicas pela autopolinizacdo ao longo de seis geragdes. Durante essas sucessivas
geracBes de autofecundacdo, pode-se proceder a uma rigida selecdo para a obtencdo de boas
linhagens (BUENO; MENDES; CARVALHO, 2001). Com essa selecdo, elimina-se parte da
carga genética, além de promover a fixacdo de alelos favoraveis, gerando linhagens que
possuem bom desempenho e que geram bons hibridos. A autofecundacgéo de arvores matrizes
também pode atender ao programa de melhoramento, uma vez que essa pratica como processo
de evolugdo da descendéncia €, talvez, a melhor forma de avaliar o valor genético dessas
arvores matrizes. Esse método promove uma vantagem de selecdo baseada em testes de
progénie de familias autofecundadas (ap6s uma geracédo de selecdo), sendo que essa vantagem
aumenta a medida que as populacBes se tornam aprimoradas (RESENDE; VENCOVSKY,
1992 apud SILVA; HARDNER; POTTS, 2010).

A obtencdo de linhagens para a producdo do hibrido em Eucalyptus deve considerar o
tempo necessario, para o avango de geracGes, uma vez que a especie € perene e 0 seu
florescimento ocorre, normalmente, a partir de trés anos de idade. A floragdo pode ser
antecipada para dois anos ou até um pouco menos, caso seja feita a inducdo do florescimento
precoce, pela aplicacdo do inibidor de crescimento “paclobutrazol” [(2RS - 3RS) - 1 - (4 -
clorofenil) - 4, 4, dimetil - 2 - (1H-1,2,4-triazol-1-il) pentan-3-ol]. Esse agente quimico atua
sobre a planta, interferindo na via das giberelinas, retardando o crescimento e, como

consequéncia, ativando a sua floracéo de forma antecipada (FONSECA et al., 2010).

2.6 Depressao por endogamia

Um problema advindo dos trabalhos de autofecundacéo para a obtencao de linhagens é
a depressdo por endogamia, que diminui a viabilidade de individuos autofecundados
(HEDRICK; HEESTEN; GRATTAPAGLIA, 2015). Essa menor viabilidade ocorre, em
decorréncia da carga genética, ou seja, alelos deletérios que diminuem a viabilidade dos
individuos que os possuem em homozigose. Como s&o, em sua maioria, recessivos, esses
alelos deletérios resultam em caracteristicas fenotipicas negativas do ponto de vista do
melhorista. A alta diversidade do eucalipto, aliada ao seu habito al6gamo, possibilita a

concentragdo de um grande ndmero de alelos deletérios, que ficam escondidos nos
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heterozigotos, por serem recessivos. Esses alelos prejudicam o crescimento da arvore quando
em homozigose (CAIXETA, 2016).

A metodologia de polinizacdo controlada para a obtencdo de sementes
autofecundadas, pode ser feita, variando meétodos de protecdo ao ramo polinizado.
Trabalhando com E. globulus, Hardner e Potts (1995) realizaram a polinizacdo manual antes
do fechamento do ramo com tecido, ou seja, de “forma assistida”. No mesmo trabalho,
fizeram o fechamento de outro ramo antes da abertura dos botdes florais, para que
autopolinizacdo se desse de forma natural no interior do ramo protegido. Esse método foi
considerado uma forma “ndo assistida” de autopolinizagdo. Independentemente do método,
quase ndo foi constatada diferenca na quantidade de sementes obtidas. Nesses casos, as
sementes obtidas, quando semeadas e plantadas, ndo apresentaram sinais de depressdo por
endogamia significativos nos resultados da germinagdo, desenvolvimento das mudas e
sobrevivéncia nos primeiros 20 meses de plantio, em comparagcdo com as sementes hibridas
de fecundacdo cruzada obtidos por polinizacdo controlada. Apds os 40 meses de plantio, as
plantas oriundas de sementes autofecundadas apresentaram sinais significativos de depressao
por endogamia, quando comparadas com as plantas hibridas para os parametros de
sobrevivéncia e crescimento em altura e didmetro. Contudo, o resultado para a obtencdo de
sementes, apenas protegendo o ramo com o tecido, pode ser aplicado como método para a
obtencdo de sementes autofecundadas.

Em um trabalho recente com as espécies E. globulus e E. ovata, para a obtencdo de
sementes por autofecundacdo e polinizacdo cruzada, Nickolas et al. (2019) constataram que as
plantas obtidas por autofecundacdo, quando comparadas com aquelas obtidas por fecundacao
cruzada, apresentaram depressao por endogamia mais acentuada, a partir dos 10 anos apds o
plantio. Tal constatacdo ficou evidente para os parametros de sobrevivéncia e crescimento.
Foram observadas diferencas marcantes que, embora possam ser atribuidas ao componente
genético, ha que se considerar a pressdao ambiental, que é um fator mais incisivo para as
plantas oriundas de sementes autofecundadas, uma vez que essas, por estar ja com um certo
grau de homozigose, expressam alelos recessivos, causando reducdo no seu valor adaptativo.

A intensidade da depressdo por endogamia deve ser considerada quando se pretende
fazer um manejo em longo prazo das plantas de sementes obtidas por autofecundacéo. Para tal
é possivel considerar manejos especificos, levando em consideragdo o ambiente a ser
escolhido para o plantio dessas mudas. As caracteristicas de cada planta sdo afetadas pela
depressdo por endogamia, conforme o aumento da idade de plantio. Mas também ha um

aumento acentuado dessa depressdo, quando as plantas se desenvolvem em ambientes com
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maior pressdo ambiental, quando comparados com ambientes com situagdes que oferecam
melhores condicOes de adaptagéo (SILVA et al., 2010). Sendo assim, para o efetivo avanco de
geracOes, deve-se considerar um manejo que diminua pressdes ambientais, como estresses
abioticos, especialmente no inicio do desenvolvimento das plantas.

Em um estudo sobre o desenvolvimento do tubo polinico em E. urophylla e E.
grandis, Horsley, Johnson e Myburg (2009) verificaram que as dificuldades para a obtengéo
de sementes autofecundadas no eucalipto comecam, desde a formacao do tubo polinico que se
da logo apds a polinizacdo. Usando o método da epifluorescéncia microscopica para estudar o
crescimento do tubo polinico, os autores compararam as inflorescéncias autopolinizadas com
aquelas polinizadas por pélen de outra planta. Eles constataram que nas flores autopolinizadas
houveram atrasos na formacdo do tubo polinico e menor producdo de sementes. Concluiram,
entdo, que ha uma barreira natural de incompatibilidade para que a planta aceite ser fecundada
pelo préprio polen.

Apesar das dificuldades inerentes a depressdo por endogamia, a autofecundacéo é um
processo interessante no melhoramento florestal. Isso porque aumenta a homozigose,
facilitando a eliminacdo de genes deletérios, durante o processo de selecdo nos programas de
melhoramento. Esse fato justifica o uso de autofecundacdes e o desenvolvimento de
linhagens, em diferentes estratégias de melhoramento, como a Selecdo Recorrente Reciproca
Individual (SRRI). Dai a importancia de se otimizar as atividades de autofecundagdes nos

programas de melhoramento florestal.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material e local de trabalho
Para a realizagdo dos trabalhos de polinizagdo, foram utilizadas 18 &rvores Matrizes de

E. grandis e E. urophylla, sendo nove de cada espécie. As matrizes encontram-se em dois
Pomares de Hibridacdo da empresa CENIBRA (FIGURA 2).

Figura 2 - Pomares de Hibridacdo. As arvores passam por um controle de copa, para evitar
que crescam demais, o que dificultaria o trabalho de polinizacdes controladas.

Fonte: Do autor (2019).

A escolha das arvores matrizes foi feita, considerando-se aquelas que estavam,
naquele momento, com floracdo no estagio ideal para a polinizagdo. A maior parte dessas
matrizes ja eram conhecidas quanto a toleréncia a geracdo de progénies por autofecundacao,
por terem passado por analises anteriores baseadas em verificacdo por genotipagem com
microssatélites. (TABELA 1).
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Tabela 1 - Relacdo das arvores matrizes selecionadas.

Quantidade de mudas

Matriz Espécie descendentes genotipadas Autofecundagdo  Autofecundagao

em analises anteriores confirmada ndo confirmada
Gl1 E. grandis 1 1 0
G12 E. grandis 7 6 1
G13 E. grandis 16 16 0
Gl4 E. grandis 5 3 2
G15 E. grandis 2 1 1
Gl6 E. grandis 19 17 2
G17 E. grandis 20 0 20
G18 E. grandis 20 5 15
G19 E. grandis 18 1 17
u20 E. urophylla 2 2 0
u21 E. urophylla 14 14 0
u22 E. urophylla 0 0 0
u23 E. urophylla 0 0 0
u24 E. urophylla 19 14 5
u25 E. urophylla 20 16 4
u26 E. urophylla 0 0 0
u27 E. urophylla 20 0 20
u28 E. urophylla 30 4 26

Fonte: Do autor (2019).

Com o objetivo de aumentar a probabilidade de sucesso na obtengdo de progénies de
autofecundacdo, foram definidos diferentes métodos de isolamento ou protecdo dos ramos
autofecundados para evitar a contaminacdo por poélens estranhos. Em cada arvore matriz,
foram aplicados, entdo, sete métodos de isolamento (tratamentos), com trés repeti¢cbes. As
repeti¢des foram constituidas por trés ramos diferentes, contendo inflorescéncias. Em cada
repeticdo/ramo, foram polinizados 100 botbes (FIGURA 3).
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Figura 3 - Esquema do delineamento experimental.

E. urophyllia E. grandis

4 N\

378 combinacoes diferentes

.

Fonte: Do autor (2019).

3.2 Tratamentos

Antes da autofecundacdo dirigida, os ramos escolhidos tiveram o excesso de folhas e
0s botBes ja abertos retirados com o auxilio de tesoura. Em seguida, os botbes, a serem
polinizados, tiveram o topo do opérculo cortado juntamente com o estigma. Logo ap6s 0s
polens, que haviam sido colhidos na mesma matriz, foram pincelados na parte exposta do
estilete. Com excecdo do tratamento 2, que ndo envolveu autopolinizacdo controlada, 0s
demais tratamentos de protecdo ou isolamento das inflorescéncias foram aplicados apés a
realizacdo da autofecundacdo controlada (FIGURA 4). Os sete tratamentos foram os

seguintes:

Tratamento 1 (Testemunha)
Esse € 0 método tradicional que utiliza, para o isolamento do galho, um tecido nédo
tramado, fino, com comprimento de 30 cm. Esse tratamento é o que esta sendo utilizado na

rotina da empresa. Portanto, esse tratamento 1 pode ser considerado o tratamento controle do
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experimento. As metodologias propostas nos demais tratamentos foram balizadas a partir
desse tratamento.

Tratamento 2

Esse método consiste somente em lavar os botdes florais, antes da antese, apds
eliminacdo do excesso de folhas e botdes que j& estavam abertos. Em seguida, o galho é
isolado com um tecido mais grosso, com o dobro da espessura do tecido original, sem
realizacdo da polinizacdo controlada. Objetivou-se, com esse tratamento, verificar a hipotese
de que as inflorescéncias se autofecundem, naturalmente, quando simplesmente isoladas da

acdo de vetores de polinizacdo que introduziriam polen.

Tratamento 3

Esse método utiliza um tecido fino (0 mesmo do tratamento tradicional, mas com o
dobro do comprimento) para o isolamento dos galhos. A variagdo no comprimento tem a
finalidade de facilitar o fechamento, sem forcar as extremidades do galho. O tecido usado

para esse tratamento tem comprimento de 60 cm.

Tratamento 4
Esse método utiliza um tecido fino (0 mesmo do tratamento tradicional), porém

dobrado de forma que fique com duas camadas para o isolamento dos galhos.

Tratamento 5
O tratamento 5 utiliza um tecido mais grosso (0 mesmo do tratamento 2) com o dobro

da espessura do tecido original, para o isolamento dos galhos.

Tratamento 6
Nesse tratamento, utiliza-se um pléstico transparente para o isolamento dos galhos.

Tratamento 7

Polinizacdo com polen de outra planta, para servir, em parte, como controle positivo
de producéo de descendéncias (“pegamento”). Ou seja, trata-se de tratamento tradicional para
a producdo de sementes hibridas por fecundacdo cruzada. Para esse tratamento, ndo ha

protecdo dos galhos apds as polinizagdes. Por essa razdo ndo pode ser considerado um
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controle positivo na integra, uma vez que a protecdo dos ramos aplicados somente aos outros

tratamentos pode impactar o vingamento e a producéo final de mudas.

Figura 4 - Tratamentos utilizados.

T D TSI R

;)..

\.

Legenda: Tratamentos utilizados: Tratamento 1 (A); Tratamento 2 (B); Tratamento 3 (C); Tratamento
4 (D); Tratamento 5 (E); Tratamento 6 (F) e Tratamento 7 (G).
Fonte: Do autor (2019).

3.3 Polinizagéo e colheita de sementes

A excecdo do tratamento 2, que consiste apenas em lavar os botdes e promover o
isolamento do galho, em todos os outros tratamentos, a polinizacdo foi conduzida pelo
método da Protoginia Artificialmente Induzida - PAI (ASSIS; MAFIA, 2007). Com 30 dias
apoOs a polinizacdo, foi feito um levantamento dos botdes vingados, ou seja, aqueles que
estavam desenvolvendo frutos e sementes. Com isso, foi possivel obter a taxa de vingamento,
dividindo-se o nimero de botdes vingados pelo nimero de botdes polinizados em cada galho,
que representa uma repeticdo de um dos tratamentos.

A colheita de sementes foi feita seis meses apos as poliniza¢cdes. Nesse momento, foi
anotado o numero de frutos colhidos em cada galho, sendo esse um parametro preliminar para
avaliar o sucesso de cada tratamento. Em seguida, as sementes foram beneficiadas e
acondicionadas, separadamente, por matriz, tratamento e repeticdo (galho). As sementes

foram armazenadas em camara fria (15°C) até o momento do semeio.
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3.4 Semeio, desbaste e repicagem

Para avaliar a taxa de germinacdo, as sementes foram semeadas em 11 tubetes para
cada uma das repeticbes dos tratamentos. Em cada tubete, foram depositadas,
aproximadamente, cinco sementes. Decorridos 20 dias do semeio, foi feito o levantamento da
germinacgdo. Logo apos, foi realizado o desbaste, que € a retirada do excesso de mudas,
deixando apenas uma muda em cada tubete. As mudas em excesso foram repicadas e
plantadas em outros tubetes. Com essa repicagem, objetivou-se a obtencdo do maior numero
possivel de mudas por tratamento, para estimar a taxa efetiva de obtencdo de plantas por
autofecundacdo, por meio da genotipagem com marcadores microssatélites (FIGURA 5).

Figura 5 - Producdo de mudas para genotipagem.

Fonte: Do autor (2019).

3.5 Amostragem e genotipagem

Para a genotipagem, as folhas das progénies advindas de autopolinizagdo manual
foram coletadas de maneira a representar as duas espécies em trés arvores de trés tratamentos.
Em razdo de restricGes orcamentarias e do custo da genotipagem, foram escolhidos somente
trés dos sete tratamentos. Os tratamentos escolhidos foram o 1, 2 e 5, de acordo com o0s
seguintes critérios: o tratamento 1, por ser o controle com o método de rotina praticado até
entdo; o tratamento 2, por ser uma alternativa, operacionalmente, mais simples, sem a
polinizagdo induzida manualmente; e o tratamento 5, que utiliza um método de isolamento
dos galhos com um tecido mais espesso (0 mesmo tecido utilizado no tratamento 2), o que
acredita-se, pode conferir maior seguranca ao processo. Para melhorar a estimativa da taxa de
autofecundacdo efetiva, todas as mudas de cada repeticdo desses tratamentos foram

genotipadas, ndo sendo, portanto, fixada uma quantidade de mudas especifica. Assim que as
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mudas apresentaram desenvolvimento suficiente, foram coletadas duas folhas de cada planta e
enviadas para genotipagem, juntamente com as amostras foliares das respectivas arvores
matrizes. No total, foram genotipadas 278 mudas das seis arvores matrizes (trés arvores por
espécie) correspondentes. Para cada tratamento e arvore matriz, foram obtidas um minimo de
sete e um maximo de 22 mudas (TABELA 2).

Tabela 2 - Relacdo das arvores matrizes e mudas genotipadas.

Matriz Espécie Tratamento Mudas genotipadas

22
22
11
9
12
7
12
10
13
15
9
19
21
21
22
11
21
21

G13 E. grandis

Gl4 E. grandis

G18 E. grandis

u21 E. urophylla

u25 E. urophylla

u26 E. urophylla

g N P oD 0NN 0NN 0N O NN

Total 278
Fonte: Do autor (2019).

As folhas foram acondicionadas em sacos de papel, devidamente identificados e
enviados a empresa Hereditas (Brasilia, DF, Brasil) onde as extracdes de DNA e as
genotipagens foram realizadas. A extragcdo e purificagio de DNA foi realizada com o
protocolo baseado em CTAB, modificado pela adicdo de passos anteriores de lavagem do

tecido com um tampé&o sorbitol, conforme descrito por Inglis et al. (2018). As genotipagens
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foram realizadas com locos microssatélites, publicados por Brondani et al. (1998), Brondani e
Brondani (2006) e Brondani, Brondani e Grattapaglia (2002). O protocolo de anélise dos
locos, condicdes de reacdo PCR, deteccdo e genotipagem automatizada, em sequenciador A-

Bl Prism 3100XL, foram realizados conforme descrito por Faria et al. (2010).

3.6 Analises estatisticas

Conforme descrito acima, durante a conducdo dos ensaios nos pomares, foram
coletados o nimero de botes florais que vingaram e, posteriormente, o nimero de frutos com
sementes colhidos. Em seguida, as sementes colhidas foram avaliadas quanto a germinacéo.
Finalmente, as mudas produzidas dos tratamentos e matrizes selecionadas foram genotipadas,
juntamente com as arvores matrizes para avaliar a taxa de autofecundacao.

Apos a coleta dos dados para esses caracteres, procedeu-se a analise de variancia
(ANOVA), para avaliar os efeitos de espécies, tratamentos e interagdo espécies x tratamentos,

utilizando-se o seguinte modelo estatistico:

Yij =y + Ei + Tj + ETij + &j (1)

Yij: valor observado da Espécie i no Tratamento j;

w: constante, representada pela media geral dos dados;

Ei: efeito da Espécie i;

Tj: efeito do Tratamento j;

ETij: efeito da interacdo entre a Espécie i e 0 Tratamento j;

€ij: erro experimental médio.

Detectada significancia (5% pelo teste F), para os fatores analisados na ANOVA
(espécie, tratamento e interacdo), procedeu-se a uma analise de comparacdo de médias dos
niveis desses fatores pelo teste Tukey a 5% de significancia. As andlises estatisticas foram
conduzidas no programa “STATISTICA v12”.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados dos parametros avaliados estdo em quadros nos apéndices, sendo: dados dos
botBes vingados e frutos colhidos (APENDICE B), dados da germinacdo das sementes
(APENDICE C) e dados da genotipagem (ANEXO A). A seguir, sio apresentados os
resultados dos efeitos de espécie, tratamento e interacdo por meio das Anélises de Variancia
(ANOVA) e graficos com os resultados dos Testes de Tukey.

4.1 Vingamento

O vingamento foi significativamente melhor para a espécie E. urophylla em
comparacdo com a espécie E. grandis (p<0,05). Dentre as combinagdes de tratamento por
espécies, a espécie E. urophylla aparece em sete dentre as dez de maior sucesso para 0O
parametro vingamento. No entanto, na mesma analise na Tabela 3, observa-se que para a

interacdo das espécies com os tratamentos ndo houve diferenca significativa (p >0,05).

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia, para quantidade de botdes florais vingados.

FV GL QM p-value
Espécie 1 7158,8 0,029896
Tratamento 6 3259,9 0,045916
Espécie x Tratamento 6 1650,4 0,364141
Erro 364 1503,3

Fonte: Do autor (2019).
4.1.1 Vingamento por espécie
A media de botdes vingados foi significativamente melhor para a espécie E. urophylla,

com 55 botdes vingados em média, contra 47 botdes para a espécie E. grandis. Houve
diferenca estatistica no Teste Tukey a 5% de probabilidade (FIGURA 6).
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Figura 6 - Média de Botdes Vingados por espécie. Letras diferentes acima das barras indicam
diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

O vingamento depende da aceitacdo do poélen pela flor. Em trabalho realizado na
China, Wu et al. (2019) testaram a receptividade de trés matrizes de E. grandis e outras trés
de E. tereticornis. Foram utilizados nos cruzamentos poélens de um hibrido e outras quatro
espécies, que foram E. grandis, E. pellita, E. tereticornis e E. urophylla. Neste trabalho, ficou
evidente que a espécie E. grandis como mée foi mais receptiva para diferentes espécies como
pais e essa receptividade foi semelhante para as trés arvores matrizes utilizadas. Por outro
lado, a espécie E. tereticornis como mde tende a ser mais seletiva no que se refere a aceitagdo
pelas outras espécies como genitores masculinos. Além disso, foi observada diferenca entre as
trés arvores matrizes de E. tereticornis utilizadas com relacdo a capacidade de aceitacdo pelas

outras espécies.

4.1.2 Vingamento por tratamento

Analisando os dados de vingamento por tratamento, foi constatado um melhor
resultado para o tratamento 7. Vale lembrar que esse € o Unico tratamento com fecundacao
cruzada, ou seja, sem autopolinizacdo. Para as outras combinag6es de tratamentos avaliadas, o
tratamento 7 € o que mais aparece entre 0s melhores resultados. Na analise estatistica pelo
teste Tukey a 5% probabilidade, € possivel constatar uma diferenca do tratamento 7, em
relacdo ao tratamento 2. Entre os demais tratamentos, ndo houve diferencas significativas. O
pior vingamento dos bot6es florais observado no tratamento 2 deve ter ocorrido, em razéo da

auséncia de polinizagdo manual, ou seja, neste tratamento, ndo houve o pincelamento do
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polen, diretamente no estigma da flor. Em vez disso, o ramo escolhido foi apenas isolado e

protegido com o tecido, deixando a autopolinizag&o ocorrer naturalmente (FIGURA 7).

Figura 7 - Média de Botdes Vingados por tratamento. Letras diferentes acima das barras

indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

4.1.3 Interacdo espécie x tratamento no vingamento

Como houve interacdo espécie x tratamento significativa, as combinacdes de espécies

com os tratamentos foram comparadas pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. A espécie E.

urophylla foi significativamente melhor, em relacédo a espécie E. grandis, possuindo cinco das

sete melhores médias para a combinacdo dos tratamentos com espécies (FIGURA 8). Para o

tratamento 2, é possivel notar que, embora tenha tido um resultado pior na média dos

tratamentos, se considerar-se apenas a espécie E. grandis ele foi melhor do que os tratamentos

le3.
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Figura 8 - Média de botbes vingados por espécie em cada tratamento. Letras diferentes acima
das barras indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de

Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

4.2 Frutos Colhidos

O resultado mostrado na Tabela 4, para frutos colhidos, seguiu a mesma tendéncia
observada para o resultado do vingamento. Na comparacao entre os tratamentos, o tratamento
7 teve o resultado um pouco melhor para esse parametro, enquanto que nos tratamentos de 1 a
6, que sdo por autopolinizacdo, praticamente, ndo houve diferenca. Houve uma ligeira
superioridade da espécie E. urophylla em comparacdo com a espécie E. grandis. Mas essa

diferenca ndo foi significativa entre os sete tratamentos (p>0,05).

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia, para quantidade de frutos colhidos.

FV GL QM p-value
Espécie 1 4320,9 0,081251
Tratamento 6 2216,0 0,155557
Espécie x Tratamento 6 11745 0,546354
Erro 364 14129

Fonte: Do autor (2019).
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4.2.1 Frutos colhidos por espécie
O numero de frutos colhidos foi maior na espécie E. urophylla, tendo ocorrido, em
média, em 46 frutos por polinizacdo contra 40 frutos na espécie E. grandis. Para as

combinacOes de tratamentos avaliadas, a espécie E. urophylla estd em 80% dos 10 melhores
resultados. (FIGURA 9).

Figura 9 - Média de Frutos Colhidos por espécie.
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Fonte: Do autor (2019).

4.2.2 Frutos colhidos por tratamento

Em relacdo aos frutos colhidos por tratamento, o tratamento 7 que é o Unico com
fecundacdo cruzada foi ligeiramente melhor, mas sem uma diferenca significativa em relagdo
aos outros seis tratamentos que foram realizados com autopolinizacdo na analise estatistica,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (FIGURA 10).
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Figura 10 - Média de Frutos Colhidos por tratamento. Mesmas letras (“a”) acima das barras
indicam que ndo houve diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste

de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

4.2.3 Interacao espécie x tratamento nos frutos colhidos

Conforme resultado da ANOVA, nédo houve diferencas significativas da interacdo
espécies X tratamentos nos frutos colhidos. O mesmo pode ser observado na comparacdo das
combinacdes das espécies pelos tratamentos (FIGURA 11). A diferenca um pouco mais
favoravel para a espécie E. urophylla, pode ser notada, uma vez que essa espécie aparece

entre os melhores resultados entre as combinag6es dos tratamentos.

Figura 11 - Média de frutos colhidos por espécie em cada tratamento. Mesmas letras (“a”)
acima das barras indicam que ndo houve diferencas significativas a 5% de

probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).
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4.3 Numero de tubetes com mudas germinadas
Os resultados de germinacdo foram gerados, a partir de 11 tubetes semeados por
tratamento. Conforme pode ser observado na Tabela 5, houve diferencas significativas para

tratamentos, espécie e para a interacdo espécie x tratamento (p<0,05).

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia para quantidade de tubetes com mudas germinadas.

FV GL QM p-value
Espécie 1 273,6 0,000000400
Tratamento 6 93,2 0,000000004
Espécie x Tratamento 6 29,3 0,010269143
Erro 300 10,2

Fonte: Do autor (2019).

4.3.1 Numero de tubetes com mudas germinadas por espécie

Analisando os resultados da germinacdo por espécie, foi observado que a espécie E.
urophylla teve um melhor resultado, com média de sete tubetes com, pelo menos, uma muda
germinada, em relacdo a espécie E. grandis, que teve média de cinco tubetes com, pelo
menos, uma muda germinada. Essa diferenca foi significativa pelo Teste Tukey a 5% de
probabilidade (FIGURA 12).

Figura 12 - Média de tubetes com mudas germinadas por espécie. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).
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4.3.2 Namero de tubetes com mudas germinadas por tratamento

Analisando o resultado dos tubetes com mudas germinadas por tratamento, houve um
destaque positivo para o tratamento 7. Esse tratamento foi, significativamente, melhor que os
outros pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (FIGURA 13). Esse resultado é mais um
indicativo de que as sementes produzidas por fecundacéo cruzada, como nesse tratamento 7,

tendem a ter melhor capacidade de germinacdo que as sementes advindas da autofecundacéo.

Figura 13 - Média de tubetes com mudas germinadas por tratamento. Letras diferentes, acima
das barras, indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

4.3.3 Numero de tubetes com mudas germinadas na interacao espécie x tratamento

Como a germinacdo sofreu interacdo significativa, as médias das combinacbes de
espécies x tratamentos foram comparadas pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. Foram
identificadas diferencas significativas entre as médias, ficando evidente o melhor
aproveitamento da espécie E. urophylla, em relacdo a espécie E. grandis, sendo superior em

todos os dados para 0 mesmo tratamento (FIGURA 14).
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Figura 14 - Média de tubetes germinados por espécie em cada tratamento. Letras diferentes
acima das barras indicam diferengas significativas a 5% de probabilidade pelo
Teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

Sempre que se trabalha com polinizacdo controlada para autofecundacdo em
Eucalyptus, sdo notadas dificuldades, quando comparadas com a polinizacdo controlada para
fecundacdo cruzada. E uma das dificuldades presumiveis é a autoincompatibilidade. Em um
trabalho realizado com a espécie E. globulus, na Australia, foi observado que a quantidade de
sementes obtidas nas inflorescéncias autofecundadas € menor quando comparado com a
quantidade de sementes obtidas por fecundacdo cruzada. Essa situagdo aconteceu tanto para
polinizacdo controlada quanto para aquelas originadas de polinizagdo aberta. Essa
autoincompatibilidade observada nos autofecundados, provavelmente, se deveu ao
mecanismo de acdo tardia da formacdo do tubo polinico e aborto po6s-zigético de évulos
autofertilizados (LIBRA et al., 2002 apud MACGOWEN et al.,, 2010). Para todos os
parametros avaliados, no presente trabalho, aquele que resultou em diferencas mais
significativas entre os tratamentos foi, exatamente, o nimero de recipientes com plantas
germinadas. Para esse pardmetro, o tratamento 7, que foi por fecundagdo cruzada, mostrou
uma diferenca mais expressiva em relacdo aos demais tratamentos que foram por

autofecundacéo.

4.4 Taxa de autofecundacéo estimada por genotipagem

A partir da genotipagem com marcadores microssatélites, foi possivel constatar que

ndo houve tratamento sem contaminacgdo. Verifica-se pela analise de variancia (Tabela 6) que
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ocorreram diferencgas significativas entre as espécies e na interacdo espécie X tratamento

(p<0,05). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 6 - Resumo da Analise de Variancia da taxa de autofecundacédo, avaliada com a
genotipagem de marcadores microssatélites.

FV GL QM p-value
Espécie 1 2,7414 0,0000034
Tratamento 2 0,0719 0,5548648
Espécie x Tratamento 2 0,5885 0,0086736
Erro 273 0,1218
Total 278

Fonte: Do autor (2019).

4.4.1 Taxa de autofecundacao estimada para genotipagem por espécie

Os resultados da genotipagem evidenciaram melhor taxa de autofecundacéo, para a
espécie E. urophylla, em relacdo a espécie E. grandis, pelo teste Tukey a 5% (FIGURA 15),
Na média de plantas genotipadas, a espécie E. urophylla apresentou menor percentual de

contaminacdo, nas tentativas de autofecundacdes, em relacdo a espécie E. grandis.

Figura 15 - Média de autofecundacdes confirmadas por espécie. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo Teste de

Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).
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4.4.2 Taxa de autofecundacéo estimada para genotipagem por tratamento

Em relacdo ao resultado da genotipagem por tratamento, ndo houve diferencas
significativas nas taxas de autofecundacdo (FIGURA 16). No entanto, houve uma interacdo
significativa entre os tratamentos e as espécies pelo teste Tukey a 5%. Esse resultado mostra
que, para os trés tratamentos avaliados, a possibilidade de contaminacgdo por pélens estranhos

é praticamente a mesma.

Figura 16 - Média de autofecundac6es confirmadas por tratamento. Mesmas letras (“a”) acima
das barras indicam que ndo houve diferencgas significativas a 5% de probabilidade
pelo Teste de Tukey.
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Fonte: Do autor (2019).

4.4.3 Interacao espécie x tratamento na taxa de autofecundacéo estimada por

genotipagem

Comparando os resultados da genotipagem, ficou evidente a melhor taxa de
autofecundacdo para a espécie E. urophylla, em relacdo a espécie E. grandis pelo teste Tukey
a 5% (FIGURA 17). Além disso, ficou evidente a interacdo, dado que o efeito dos tratamentos
é diferente nas duas espécies. Por exemplo, o tratamento 2 obteve o melhor resultado para E.
grandis. Ja para E. urophylla, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, ainda
que o melhor tratamento (com maior taxa de autofecundacdo) tenha sido o tratamento 1.
Dessa maneira, o tratamento 2, que foi o melhor para E. grandis e ndo difere,
significativamente, dos demais em E. urophylla, é um tratamento interessante para ser
aplicado na empresa. Esse tratamento foge, totalmente, a atual rotina de autofecundagdo no

programa de melhoramento da CENIBRA. A metodologia utilizada para o tratamento 2 é a
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Unica que ndo necessita de polinizacdo manual, sendo, portanto, operacionalmente mais facil e
viavel. Outra razdo, para motivar a mudanca operacional das autofecundacbes, é que a
manipulacdo dos botdes florais seria menor, tendo em vista que o tratamento 2 necessita
somente da limpeza dos botdes florais e colocacdo do tecido para isola-lo. Com isso, nesse
tratamento, é possivel que haja menos injuria nos botdes, diminuindo assim as chances de
aborto.

Entre as espécies, os melhores resultados de autofecundacdo ocorreram para E.
urophylla. Para o tratamento 2, o resultado da genotipagem mostrou resultados bem
proximos, quando comparadas as duas espécies, o que pode indicar certa estabilidade na

metodologia.

Figura 17 - Média de autofecundacdes confirmadas por espécie e tratamento. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo
Teste de Tukey.
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Espécie e Tratamento

Fonte: Do autor (2019).

Uma variavel que poderia ser considerada é o tamanho da inflorescéncia. Na pratica,
quando é preciso fazer manipulacéo floral (o que ocorreu em todos os tratamentos, a excecdo
do tratamento 2), ha sempre a possibilidade de ocorréncia de traumas nos componentes da
flor. Os danos, geralmente, acontecem com mais frequéncia em inflorescéncias menores, que
sdo mais dificeis de serem manipuladas. Randall et al. (2014), em um estudo para
comportamento reprodutivo em flores pequenas, no caso da espécie E. argophloia,
procuraram observar o comportamento do tubo polinico em metodologias diferentes de
polinizacdo. Eles constataram que 0 sucesso reprodutivo nao era funcdo do desempenho pré-

zigotico, ainda que haja barreiras de incompatibilidade do ponto de vista genético. Foram
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observadas diferencas significativas na quantidade de sementes obtidas, sendo maior na
polinizagdo aberta. Como a quantidade de sementes foi menor e houve mais abortos na
metodologia que depende de muita manipulacdo floral, é possivel concluir que houve
influéncia de danos mecanicos, durante a manipulacdo da inflorescéncia. O menor tamanho

das flores dificulta o trabalho manual para polinizagéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho envolveu a realizacdo de um experimento controlado, visando a avaliar
diferentes metodologias de protecdo de inflorescéncias em matrizes das duas espécies de
Eucalyptus com o objetivo de aumentar a eficiéncia na producdo de descendéncias derivadas
de autofecundacdo. Em geral, foram constatadas pequenas diferencas nas taxas de
autofecundacdo entre os tratamentos aplicados. Apesar do tratamento 2 ter sido o melhor, pelo
menos em E. grandis, ndo foi possivel definir um ou mais tratamentos como solucao
definitiva para evitar a contaminacdo na atividade de autofecundacdo. Por hora, ainda ndo é
possivel oferecer alternativas que proporcionem niveis baixos e seguros de contaminacéo
(<5%) nas autofecundacdes das duas espécies estudadas. Apesar do tratamento 2 ter
diminuido a contaminacdo em E. grandis, essa ainda se encontra acima de 15% nos resultados
do presente estudo com essa espécie.

Analisando o comportamento das arvores matrizes para as duas espécies avaliadas, ha
um resultado pontual com indicativo de melhores resultados para espécie E. urophylla. No
entanto, foram amostradas somente 18 arvores. Nao é possivel, portanto, uma afirmacao nesse
sentido, tendo em vista que a amostragem de matrizes é pequena demais. E possivel que isso
seja verdade, mas pela pequena amostra pode ter um grande viés na selecdo das matrizes.
Pode ter efeito da procedéncia e populacéo original de onde essas arvores foram amostradas,
entre outras variaveis.

Com niveis de contaminacdo obtidos, neste estudo, a producdo de sementes por
autofecundacdo ainda precisa passar pela confirmacao, por meio da genotipagem das mudas.
Para que o trabalho seja feito sem essa necessidade, seria necessario que a metodologia fosse
mais confiavel. Existem literaturas com relatos de trabalhos para testar metodologias, muitas
vezes, com emasculagdo das inflorescéncias antes de fazer a polinizagdo. Em um trabalho
realizado na Africa do Sul, foram usadas trés metodologias para polinizacdo controlada em
arvores das espécies E. grandis, E. smithii e E. macarthurii. Uma vantagem deste trabalho, €
que foi feita a genotipagem com marcadores microssatélites para aferir os resultados. Neste
trabalho, foi observado que h& contaminacdo acima do aceitavel por pdlens estranhos nas trés
metodologias de polinizacdo. A contaminacdo foi mais acentuada nas autopoliniza¢Ges em
comparagdo com a polinizacdo para fecundacdo cruzada (HORSLEY; JOHNSON;
MYBURG, 2009).
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Como este trabalho € uma pesquisa aplicada, mesmo com a definicdo por aplicar a
metodologia efetuada no tratamento 2, outras melhorias poderdo ser incorporadas, tanto no
manejo e manipulacdo floral quanto nos produtos e materiais que poderdo ser testados para
melhorias. H& possibilidades de avaliar outras formas de protecdo de ramos como, por
exemplo, sacos de papel, que sdo usados com sucesso na cultura do milho. Pensando na
interferéncia de insetos como fontes de contaminacdo, poderdo ser testados inseticidas que
possam repelir ou inibir a acdo desses agentes. Inclusive, em um trabalho realizado na
Australia, para verificar a taxa de contaminacdo com pdlens estranhos, a quantidade de
retencdo de capsula e o rendimento operacional, Bonine, Fuchs e Marino (2015) usaram as
espécies E. grandis e E. urophylla. Para tal, testaram quatro metodologias para fecundacao
cruzada por polinizacdo controlada. Foram testados métodos com emasculacdo variando o
momento de polinizar e forma de protecdo do ramo; a quantidade de polen utilizada na
polinizacdo e também a utilizagcdo de inseticida repelente. Para confirmar se as plantas
oriundas das sementes obtidas dos cruzamentos ndo tinham contaminagdo por polens
estranhos, foi feita a genotipagem por marcadores microssatélites. Os resultados mostraram
que a melhor metodologia € aquela que prevé uma visita apenas na inflorescéncia com
aplicacdo de uma quantidade maior de pdlen e com protecdo do ramo por um tecido. Essa
metodologia mostrou melhor retengdo de capsulas, com maior quantidade de sementes e
melhor rendimento operacional. Houve problemas com o repelente, fato que pode estar
associado ao produto quimico. A metodologia que prevé a manipulacdo das flores em trés
visitas pode ter sido comprometida, por ter tido mais agressao para floracdo, o que pode ter
acontecido também na metodologia que consiste na colocacdo de um canudinho diretamente
no estigma polinizado.

O conhecimento de trabalhos anteriores possibilitou a constatacdo de que qualquer
metodologia nova ou melhoria na metodologia atual deverad ser seguida de avaliagcdo dos
resultados por genotipagem. A credibilidade para que seja definido uma metodologia de
forma segura passa pela confirmacdo por meio de genotipagens. Por melhor que seja o
conhecimento pratico, no que diz respeito a identificar uma planta autofecundada por sinais
de depressdo por endogamia, ndo ha como substituir a confirmagdo por genotipagem das
arvores matrizes e das plantas descendentes. O que se espera com as melhorias ou inovacgdes €
que se consiga, pelo menos, 95% de seguranca na producdo de sementes de autofecundagéo.

Com isso, poderia ser feita genotipagem apenas de forma pontual e direcionada para plantas



47

cuja arquitetura apresentem um desenvolvimento além do normal para plantas oriundas de

sementes de autofecundacdo.
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6 CONCLUSAO

Como ndo ha diferencas significativas entre os tratamentos, a partir de entdo pode-se
optar, como préatica, pelo tratamento com maior facilidade operacional. Nesse sentido, as
autofecundacdes serdo realizadas, na empresa seguindo o método praticado no “Tratamento
2”, considerando sua facilidade de aplicagdo e que ainda ha possibilidade de evolugdo, no
isolamento, durante a fase de polinizacdo. Para esse tratamento, ndo ha necessidade de
colheita prévia e armazenamento de polen. Além disso, o tratamento 2 também dispensa o
trabalho de corte do estigma para posterior deposi¢do dos autopolens. Com isso, na prética, a
execugdo do trabalho proporciona ganho de tempo e evita que as partes vegetais que
compdem a inflorescéncia sejam agredidas, como pelo corte do opérculo e deposicdo do
polen, durante a execucdo do procedimento.

Com base nos resultados obtidos por tratamento e, tendo em vista que o objetivo era
identificar o método e material que proporcionasse uma quantidade minima de contaminagédo
dos autofecundados, a orientacdo € que a sequéncia dos trabalhos com autofecundacéo seja
feita com 0 mesmo método e materiais utilizados no “Tratamento 2”.

Com isso, a partir de agora, deverdo ser adquiridos tecidos com espessura que seja 0
dobro daquela utilizada, até entdo, para o isolamento dos galhos escolhidos para a
autofecundacdo.

Por fim, a execuc¢do da atividade de autofecundacdo, com o Tratamento 2, seguira 0s

seguintes passos e ordem:

a) Escolha da Arvore Matriz para autofecundacio;

b) Escolha do ramo com inflorescéncia na pré-antese;

c) Remocéo do excesso de folhas e botbes florais j& abertos;

d) Lavagem dos botdes florais ainda sem abrir;

e) Contagem e anotacdo dos botdes florais escolhidos;

f) Fechamento do galho com o tecido ndo tramado;

g) Identificacdo do ramo preparado para autopolinizacéo;

h) Retirada do tecido de protecdo apos sete dias;

i) Contagem dos botdes vingados 30 dias apds a retirada do tecido;
J) Apos seis meses, coleta, beneficiamento e armazenamento das sementes;
k) Producdo de mudas para genotipagem;

I) Amostragem de folhas e genotipagem.
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APENDICE A - CIRCULAR TECNICA

CIRCULAR TECNICA MELHORAMENTD GENETICO FLORESTAL - CENIBRA

METODOS DE ISOLAMENTD DE INFLORESCENCIAS PARA
MELHORAR A EFICIENCIA DAS AUTOFECUNDAGGES EM
Sl Fucalyptus spp.
INTRODUCAD

[:!REI'“'AR 0 Programa de Melhoramento de Fucajyptus da Cenibra, vem
TECNICA CNB 02 tentando autofecundar genitores pré-selecionados, para eliminar,
pelo menos em parte, a carga genética, fixar alelos favoraveis e
assim, melhorar a produtividade de hibridos. 0 Trabalho & feito em
Pomares de Hibridagéo com controle e manejo de copa e através da
polinizagao controlada (Figura 1). No entanto a taxa de sucesso
nessas autofecundagdes néo tem sido alta, devido & contaminages
com pdlens indesejados. A media atual de autofecundagies
confirmadas & 03%. Essa situagdo pressupie o custo com
genotipagem das mudas para garantir a fidelidade da

Autor autofecundagéo pretendida.

Jodio Edésio de Sousa Esse trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar diferentes
métodos de isolamento de ramos para a geragéo de progénies de
autofecundagdo em Fucajyptus sem contaminagio por pilens
estranhos ao processo. Com isso, buscou-se uma maneira de evitar
o custo da genotipagem de todas as mudas provenientes do
trabalho de autofecundaco.

W SR R
(4 ; g ..'"'.' )

Figura 1 - Pomar de Hibridag&io de Campo e polinizagéo controlada

SOUSA, J.E Métodos de isolamento de inflorescencias para melhorar

a eficiencia das autofecundagties em Zucaljyptus spp.
Circular Tecnica - CENIBRA N2 2, 2020.



MATERIAL E METODOS

Foram estabelecidos sete  tratamentos  para
autofecundagiio, com suas respectivas variagiies
(tabela 1). Os trabalhos de polinizagan controlada sén
realizados, em Pomares de Hibridagio de Campo,
utilizando-se o método conhecido como Protoginia
Artificialmente Induzida (PAI), Esse método consiste

Tahela 1 - Detalhes dos tratamentos utilizados
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em um corte na extremidade do opérculo, eliminando
também o estigma das flores, tornando o estilete
imediatamente receptivo para a germinagén dos gréos
de pdlen (ASSIS; MAFIA 2007). A excegéio foi o
tratamento 72, que consiste somente em lavar os
botties florais na pré-antese e proteger o galho com
um tecido para verificar a hipotese de que as
inflorescencias se autofecundem naturalmente. Os
tratamentos  foram realizados em trés galhos
diferentes de cada arvore para constituirem trés
diferentes repetigies de 100 bottes florais cada uma.

Tratamenty 048 Espessurae Tipo de A escolha das arvores matrizes foi feita considerando
material dimensao Polinizagan aquelas que estavam, naguele momenta, com floragéo
| Tecido Fino (30 cm)  Método PAI no estdgio ideal para polinizagéo. A maior parte dessas
2 Tecido  Grosso(B0cm) Sempolinizar  matrizes ja eram conhecidas quanto & tolerancia 2
3 Tecido  Fino(B0em)  Método PA geragdo de progénies por autofecundagfio por terem
4 Tecido  Finoduascamadas  Método PAI passado por andlises anteriores baseadas em
0 Tecido  Grosso(B0cm)  Matodo PAI verificagio por genotipagem com microssatélites.
s Plastico Fino (B0cm) Metodo PAI (Tabela?). Durante a condugdio dos ensaios nos
7 Nenhum Mstoda PA pomares, foram contados 0 numero  de  botes
florais que vingaram e, posteriormente, o ndmero
Tabela 2 - Relagéio das drvores matrizes selecionadas
Matriz Especie (artidaden de mudas descendentes  Autooundaggo confrmada Autoeoundagao néo

Gl £, grands | | I

62 £ grads i) i |

63 £ grands 1B 1B 1

G4 £ grands a 3 Z

ik £, grands 7 | |

Gl6 £ grads 19 f7 ?

67 £ grads 0 1 20

L £ gramds il ) 5]

3 £, grands 18 | 7

20 £ uratyle 7 7 0

12 E urgtyle 14 It 0

122 £ gyl 0 i i

123 £ ugtyls 0 0 0

24 £ uratyle 19 It 5

75 E urgtyle 70 I8 i

28 £ gyl 0 i i

027 £ urghyls 70 0 il

78 £ uraptyle 20 4 i

SOUSA. J.E Métodos de isnlamento de inflorescencias para melhorar

a eficiencia das autofecundagties em Fuealyptus spp.
Circular Tecnica - CENIBRA N2 2, 2020.
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de frutos com sementes colhidos. Em seguida. as
sementes colhidas foram avaliadas quanto &
germinagan. Finalmente, as mudas produzidas dos
tratamentos e matrizes  selecionadas  foram
genotipadas juntamente com as drvores matrizes para
avaliar a taxa de autofecundagdo. As genotipagens
foram realizadas somente nos tratamentos |, 2 e 5,
por questies de custo. Foram feitas com locos
microssatélites, publicados por Brondani, Brondani e
Grattapaglia (2002). Apds a coleta dos dados para
esses caracteres, procedeu-se @ analise de variancia
(ANOVA), para avaliar os efeitos de espécies
tratamentos e interagéo espécies x tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAD

Conforme  verificado nos resultados durante o
processo, nos tratamentos de | a 7, ndo foram
constatadas diferengas significativas no nimern de
botiies vingados, no nimero de frutos colhidos e na
quantidade de tubetes germinados. Jd os resultados
obtidos na genotipagem evidenciaram melhor taxa de
autofecundagdo, para a especie £ wrgphylls em
relagio & espécie £ grandis para os trés
tratamentos, pelo teste Tukey a 5% (Figura 2).

% Autnfecundacdo (Espécie x Tratamenta)

% Autofecundaciio

Espécie x Tratamento

Figura 2 - Média de autofecundacies confirmadas por
espécie e tratamento, Letras diferentes dentro das
barras indicam diferencas significativas a 8% de
probahilidade pelo Teste de Tukey.

Em relagio ao resultado da genotipagem por
tratamento, ndo houve diferengas significativas nas
taxas de autofecundagéo (FIGURA 3). Dessa maneira, o
tratamento 7, que foi 0 melhor para £ grands e nao
difere significativamente dos demais em £ urgpfylia &
um tratamento interessante para ser aplicado na
empresa daqui em diante. Esse tratamento foge
totalmente & atual rotina de autofecundagio no
programa de melhoramento da Cenibra.

% Autofecundacgdo -Tratamento

% Autofecundacéio

Tratamento

Figura 3 - Média de autofecundagiies confirmadas por
tratamento. Mesmas letras (“a”) dentro das barras
indicam que néio houve diferengas significativas a 5%
de probabilidade pelo Teste de Tukey.

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram realizados diferentes
tratamentos para diminuir as contaminagties nas
autofecundagies dos Fwcafyptus no Programa de
Melhoramento Genético da GCENIBRA. Em geral foram
constatadas pequenas diferengas nas taxas de
autofecundagéio entre os tratamentos aplicados. Com
isso ndo foi possivel definir um ou mais tratamentos
como solugéo definitiva para evitar a contaminagéo na
atividade de autofecundagéo. Por hora, ainda ndo @
possivel oferecer alternativas que proporcionem
niveis baixos e sequros de contaminagdo (<5%) nas
autofecundaiies das duas espécies estudadas.
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Esse resultado, apesar de inesperado, é dtil para a
empresa. Como néo hd diferencas significativas entre
os tratamentos, pode-se optar, como prética, a partir
de entdo pelo tratamento com maior facilidade
operacional. A partir disso, as autofecundagtes serdo
realizadas na empresa seguindo o método praticado,
no “Tratamento 2", considerando sua facilidade de
aplicagéo e que ainda hé possibilidade de evolugéo, no
isolamento, durante a fase de polinizagéo. Para esse
tratamento, ndo hd manipulagio de pdlen para
EXECUGAD, 0u Seja, ndo precisa de uma colheita prévia
e armazenamento de pdlen. Além disso, o tratamento 2
também dispensa o trabalho de corte do estigma para
posterior deposicéo dos autopdlens.

Com isso, na pratica, a execugdo do trabalho
proporciona ganho de tempo e evita que as partes
vegetais que compdem a inflorescencia sejam agredidas,
como pelo corte do opérculo e deposigdo do pdlen
durante a execugéo do procedimento.

Reorientagéo do Trabalho de Autofecundagéo
no Programa de Melhoramento da Cenibra

Com base nos resultados obtidos, a orientagéo é que a
sequéncia dos trabalhos com autofecundacéo seja feita
com o mesmo método e materiais utilizados no
Tratamento 2, conforme o fluxagrama da Figura 4.

‘ L =
Escolha da Arvore Matriz |dEI‘IUfICB[}ES da ramo
para autofecundagao preparadopara
y autopolinizagao J
v K 2
"N ™
Escolha do ramo com Retirada do tecido de
~ inflorescéncia na pré-antese protegio apas sete dias
o 7
¥ ~ 3
Remog&o do excesso de folhas .Enntagem dn_s botoes
e botiies florais ja abertos vingados 30 dias aps a
= retirada do tecido %
v ~ ¥
levaigen dow botbes Apéis seis meses, coleta,
florais ainda sem abrir beneficiamento e
) .| armazenamento das sementes
k 2 ~ v
e Contagem e anotagéo dos Produgdo de mudas
" M boties florais escolhidos para Genotipagem
- i J 2
¥ £ 3
~ ~
Fechamento do galho com Amostragem de folhas
o tecido néo tramado e genotipagem
B S

Figura 4 - Fluxograma para atividades de autofecundagéo
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APENDICE B - DADOS DE BOTOES VINGADOS E FRUTOS COLHIDOS POR

ARVORE MATRIZ
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Quadrol - Dados das arvores matrizes com as quantidades de botdes polinizados, botbes
vingados e frutos colhidos por tratamento. (continua)

Arvore N Quantid~ade Quantjdadg média | Quantidade m_édia
Matriz Espécie | Tratamento de_ bptoes de botdes vingados | de frutos colhidos
polinizados |  por tratamento por tratamento

Gl1 E. grandis 1 100 97 88
Gl1 E. grandis 2 100 96 90
G1l1 E. grandis 3 100 97 92
G1l1 E. grandis 4 100 93 84
G1l1 E. grandis 5 100 98 95
Gl1 E. grandis 6 100 72 54
G1l1 E. grandis 7 100 113 92
G12 E. grandis 1 100 34 30
G12 E. grandis 2 100 19 14
G12 E. grandis 3 100 39 35
G12 E. grandis 4 100 65 10
G12 E. grandis 5 100 28 26
G12 E. grandis 6 100 56 35
G12 E. grandis 7 100 26 24
G13 E. grandis 1 100 24 20
G13 E. grandis 2 100 50 42
G13 E. grandis 3 100 15 10
G13 E. grandis 4 100 56 48
G13 E. grandis 5 100 76 69
G13 E. grandis 6 100 55 49
G13 | E.grandis 7 100 103 89
G16 E. grandis 1 100 0 0
G16 E. grandis 2 100

G16 E. grandis 3 100 0 0
G16 E. grandis 4 100 33 33
G16 E. grandis 5 100 0 0
G16 E. grandis 6 100 0 0
Gl6 E. grandis 7 100 9 7
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Quadrol - Dados das arvores matrizes com as quantidades de botbes polinizados, botbes
vingados e frutos colhidos por tratamento. (continua)

Arvore N Quantiqade Quargj:aidbaoci%:;édia Quantidade mfédia
Matriz Espécie | Tratamento p(cj)?irt])iozt;)gcs)s vingados por dep 2‘)rruttrtzlst acri)]lehnlfioos
tratamento

G15 E. grandis 1 100 82 79
G15 E. grandis 2 100 69 60
G15 E. grandis 3 100 79 79
G15 E. grandis 4 100 72 66
G15 E. grandis 5 100 113 111
G15 E. grandis 6 100 97 81
G15 E. grandis 7 100 115 100
Gl4 E. grandis 1 100 8 7

Gl4 E. grandis 2 100 9 9

Gl4 E. grandis 3 100 4 3

Gl4 E. grandis 4 100 3 2

Gl4 E. grandis 5 100 4 2

Gl4 E. grandis 6 100 7 3

Gl4 E. grandis 7 100 5 4

G19 E. grandis 1 100 39 32
G19 E. grandis 2 100 90 89
G19 | E.grandis 3 100 42 33
G19 E. grandis 4 100 34 26
G19 | E.grandis 5 100 106 85
G19 | E.grandis 6 100 62 50
G19 E. grandis 7 100 53 33
G17 E. grandis 1 100 34 27
G17 E. grandis 2 100 44 43
G17 E. grandis 3 100 48 44
G17 E. grandis 4 100 84 69
G17 E. grandis 5 100 42 31
G17 E. grandis 6 100 85 57
G17 E. grandis 7 100 51 39
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Quadrol - Dados das arvores matrizes com as quantidades de botbes polinizados, botbes
vingados e frutos colhidos por tratamento. (continua)

Arvore N Quantiqade Quargj:aidbaoci%:;édia Quantidade mfédia
Matriz Espécie | Tratamento p(cj)?irt])iozt;)gcs)s vingados por dep 2‘)rruttrtzlst acri)]lehnlfioos
tratamento
G18 E. grandis 1 100 12 12
G18 E. grandis 2 100 5 5
G18 E. grandis 3 100 1 0
G18 E. grandis 4 100 1 0
G18 E. grandis 5 100 11 9
G18 | E.grandis 6 100 31 30
G18 E. grandis 7 100 45 44
U22 | E. urophylla 1 100 83 68
U22 | E. urophylla 2 100 21 16
U22 | E. urophylla 3 100 59 37
U22 | E. urophylla 4 100 70 67
U22 | E. urophylla 5 100 48 22
U22 | E. urophylla 6 100 101 94
U22 | E. urophylla 7 100 84 66
U20 | E. urophylla 1 100 5 5
U20 | E. urophylla 2 100 30 30
U20 | E. urophylla 3 100 2 2
U20 | E. urophylla 4 100 5 5
U20 | E. urophylla 5 100 5 4
U20 | E. urophylla 6 100 4 4
U20 | E. urophylla 7 100 2 2
U21 | E. urophylla 1 100 51 33
U21 | E. urophylla 2 100 46 45
U21 | E. urophylla 3 100 28 24
U21 | E. urophylla 4 100 59 10
U21 | E. urophylla 5 100 68 60
U21 | E. urophylla 6 100 75 73
U21 | E. urophylla 7 100 96 96
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Quadrol - Dados das arvores matrizes com as quantidades de botbes polinizados, botbes
vingados e frutos colhidos por tratamento. (continua)

Arvore N Quantiqade Quargj:aidbaoci%:;édia Quantidade mfédia
. Espécie | Tratamento| de botdes . de frutos colhidos
Matriz polinizados vingados por por tratamento
tratamento

U23 | E. urophylla 1 100 39 36
U23 | E. urophylla 2 100 4 3
U23 | E. urophylla 3 100 23 16
U23 | E. urophylla 4 100 17 4
U23 | E. urophylla 5 100

U23 | E. urophylla 6 100 4 4
U23 | E. urophylla 7 100 84 83
U25 | E. urophylla 1 100 82 82
U25 | E. urophylla 2 100 63 45
U25 | E. urophylla 3 100 91 77
U25 | E. urophylla 4 100 89 78
U25 | E. urophylla 5 100 107 106
U25 | E. urophylla 6 100 66 62
U25 | E. urophylla 7 100 73 67
U24 | E. urophylla 1 100 94 89
U24 | E. urophylla 2 100 73 61
U24 | E. urophylla 3 100 90 86
U24 | E. urophylla 4 100 58 54
U24 | E. urophylla 5 100 41 27
U24 | E. urophylla 6 100 34 14
U24 | E. urophylla 7 100 95 78
U26 | E. urophylla 1 100 63 54
U26 | E. urophylla 2 100 79 70
U26 | E. urophylla 3 100 71 63
U26 | E. urophylla 4 100 55 52
U26 | E. urophylla 5 100 92 78
U26 | E. urophylla 6 100 78 50
U26 | E. urophylla 7 100 86 46
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Quadrol - Dados das arvores matrizes com as quantidades de botbes polinizados, botbes
vingados e frutos colhidos por tratamento. (concluséo)

Arvore Quantidade Quargjgdbaoci%:;edla Quantidade média
Matri Espécie | Tratamento| de botdes . de frutos colhidos
atriz polinizados vingados por por tratamento

tratamento
U27 | E. urophylla 1 100 15 5
U27 | E. urophylla 2 100 6 0
U27 | E. urophylla 3 100 22 7
U27 | E. urophylla 4 100 14 2
U27 | E. urophylla 5 100 34 12
U27 | E. urophylla 6 100 6 1
U27 | E. urophylla 7 100 69 45
U28 | E. urophylla 1 100 97 97
U28 | E. urophylla 2 100 100 96
U28 | E. urophylla 3 100 107 91
U28 | E. urophylla 4 100 102 102
U28 | E. urophylla 5 100 78 74
U28 | E. urophylla 6 100 38 38
U28 | E. urophylla 7 100 103 102

Fonte: Do autor (2019).
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APENDICE C - DADOS DA GERMINACAO POR ARVORE MATRIZ

Quadro 2 - Dados das &rvores matrizes com a quantidade de recipientes semeados e a
quantidade de plantas obtidas por tratamento. (continua)

Arvore N Quan_ti(_jade de Quantidade m_édia
Matriz Espécie Tratamento recipientes de plantas obtidas
semeados por tratamento
Gl1 E. grandis 1 11 2
Gl1 E. grandis 2 11 3
Gl1 E. grandis 3 11 1
Gl1 E. grandis 4 11 6
Gl1 E. grandis 5 11 4
Gl1 E. grandis 6 11 3
Gl1 E. grandis 7 11 6
G12 E. grandis 1 11 4
G12 E. grandis 2 11 5
G12 E. grandis 3 11 7
G12 E. grandis 4 11 4
G12 E. grandis 5 11 5
G12 E. grandis 6 11 7
G12 E. grandis 7 11 11
G13 E. grandis 1 11 5
G13 E. grandis 2 11 8
G13 E. grandis 3 11 5
G13 E. grandis 4 11 6
G13 E. grandis 5 11 6
G13 E. grandis 6 11 10
G13 E. grandis 7 11 11
Gl16 E. grandis 1 * *
Gl16 E. grandis 2 * *
Gl16 E. grandis 3 * *
Gl6 E. grandis 4 11 1
G16 E. grandis 5 * *
G16 E. grandis 6 * *
G16 E. grandis 7 * *
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Quadro 2 - Dados das arvores matrizes com a quantidade de recipientes semeados e a
quantidade de plantas obtidas por tratamento. (continua)

Arvore N Quan_ti(_jade de Quantidade m_édia
Matriz Espécie Tratamento recipientes de plantas obtidas
semeados por tratamento
G15 E. grandis 1 11 2
G15 E. grandis 2 11 5
G15 E. grandis 3 11 2
G15 E. grandis 4 11 3
G15 E. grandis 5 11 2
G15 E. grandis 6 11 1
G15 E. grandis 7 11 11
Gl4 E. grandis 1 11 4
Gl4 E. grandis 2 11 4
Gl4 E. grandis 3 11 5
Gl4 E. grandis 4 11 4
Gl4 E. grandis 5 11 4
Gl4 E. grandis 6 11 3
Gl4 E. grandis 7 11 5
G19 E. grandis 1 11 3
G19 E. grandis 2 11 5
G19 E. grandis 3 11 2
G19 E. grandis 4 11 2
G19 E. grandis 5 11 2
G19 E. grandis 6 11 3
G19 E. grandis 7 11 9
G117 E. grandis 1 11 1
G117 E. grandis 2 11 8
G17 E. grandis 3 11 5
G17 E. grandis 4 11 3
G17 E. grandis 5 11 7
G17 E. grandis 6 11 5
G17 E. grandis 7 11 9
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Quadro 2 - Dados das arvores matrizes com a quantidade de recipientes semeados e a
quantidade de plantas obtidas por tratamento. (continua)

Arvore N Quan_ti(_jade de Quantidade m_édia
Matriz Espécie Tratamento recipientes de plantas obtidas
semeados por tratamento

G18 E. grandis 1 11

G18 E. grandis 2 11 6
G18 E. grandis 3 * *
G18 E. grandis 4 * *
G18 E. grandis 5 11

G18 E. grandis 6 11 6
G18 E. grandis 7 11 11
u22 E. urophylla 1 11

u22 E. urophylla 2 11

u22 E. urophylla 3 11

u22 E. urophylla 4 11 11
u22 E. urophylla 5 11 7
u22 E. urophylla 6 11 8
u22 E. urophylla 7 11 11
u20 E. urophylla 1 11 3
u20 E. urophylla 2 11 11
u20 E. urophylla 3 11 2
u20 E. urophylla 4 11 5
u20 E. urophylla 5 11 2
u20 E. urophylla 6 11 2
u20 E. urophylla 7 11 4
u21 E. urophylla 1 11 10
u21 E. urophylla 2 11 3
u21 E. urophylla 3 11 8
u21 E. urophylla 4 11 2
u21 E. urophylla 5 11 7
u21 E. urophylla 6 11 8
u21 E. urophylla 7 11 11
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Quadro 2 - Dados das arvores matrizes com a quantidade de recipientes semeados e a
quantidade de plantas obtidas por tratamento. (continua)

Arvore N Quan_ti(_jade de Quantidade m_édia
Matriz Espécie Tratamento recipientes de plantas obtidas
semeados por tratamento
u23 E. urophylla 1 11 11
u23 E. urophylla 2 11 7
u23 E. urophylla 3 11 11
u23 E. urophylla 4 11 6
u23 E. urophylla 5 11 9
u23 E. urophylla 6 11 9
u23 E. urophylla 7 11 11
u25 E. urophylla 1 11 11
u25 E. urophylla 2 11 11
u25 E. urophylla 3 11 10
u25 E. urophylla 4 11 9
u25 E. urophylla 5 11 11
u25 E. urophylla 6 11 11
u25 E. urophylla 7 11 11
u24 E. urophylla 1 11 7
u24 E. urophylla 2 11 7
u24 E. urophylla 3 11 5
u24 E. urophylla 4 11 7
u24 E. urophylla 5 11 10
u24 E. urophylla 6 11 2
u24 E. urophylla 7 11 9
U26 E. urophylla 1 11 10
U26 E. urophylla 2 11 11
U26 E. urophylla 3 11 10
U26 E. urophylla 4 11 7
u26 E. urophylla 5 11 11
U26 E. urophylla 6 * *
U26 E. urophylla 7 11 11
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Quadro 2 - Dados das arvores matrizes com a quantidade de recipientes semeados e a
quantidade de plantas obtidas por tratamento. (conclusao)

Arvore N Quan_ti(_jade de Quantidade m_édia
Matriz Espécie Tratamento recipientes de plantas obtidas
semeados por tratamento

u27 E. urophylla 1 11 3

u27 E. urophylla 2 * *

u27 E. urophylla 3 11 5

u27 E. urophylla 4 11 1

u27 E. urophylla 5 11 6

u27 E. urophylla 6 11 1

u27 E. urophylla 7 11 11

u28 E. urophylla 1 11 5

u28 E. urophylla 2 11 4

u28 E. urophylla 3 11 4

u28 E. urophylla 4 11 4

u28 E. urophylla 5 11 4

u28 E. urophylla 6 11 3

u28 E. urophylla 7 11 2

* N&o houve semeio, porque a colheita de sementes se deu depois.
Fonte: Do autor (2019).



ANEXO A - DADOS DA GENOTIPAGEM POR MARCADORES MICROSSATELITES

Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.

(continua)
Arvure Espécie Tratamento Amostra Resul}ado da EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA
Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
G13 E. grandis Arvore-mae Matriz 127,41 127,41 269,15 276,43 117,02 118,84 120,83 130,77 318,75 333,89 82,11 84,02 212,75 212,75 168,95 173,17 423,98 430,24
G13 E. grandis 1 Muda-7 SIM 127,51 127,51 269,18 276,38 119,29 119,29 120,88 130,74 318,55 333,95 82,24 84,05 212,13 213,04 168,68 168,68 424,27 430,36
G13 E. grandis 1 Muda-8 SIM 127,56 127,56 269,16 276,40 117,09 119,06 120,90 120,90 318,76 333,93 82,13 83,98 212,22 212,22 169,11 173,36 424,07 430,24
G13 E. grandis 1 Muda-13 SIM 127,42 127,42 269,19 276,46 116,79 119,22 130,79 130,79 333,88 333,88 84,39 84,39 212,95 212,95 173,69 173,69 424,16 430,26
G13 E. grandis 1 Muda-14 SIM 127,46 127,46 269,20 276,42 117,50 118,63 120,84 130,80 318,61 318,61 81,72 84,15 213,01 213,01 168,87 173,09 42417 42417
G13 E. grandis 1 Muda-15 SIM 127,55 127,55 269,29 276,51 117,12 119,08 120,91 130,81 318,98 334,14 82,53 84,37 211,74 211,74 172,89 172,89 430,13 430,13
G13 E. grandis 1 Muda-16 SIM 127,31 127,31 268,99 268,99 117,43 118,93 120,93 130,83 319,01 319,01 82,06 83,90 212,42 212,42 172,75 172,75 423,73 429,83
G13 E. grandis 1 Muda-17 SIM 127,35 127,35 268,99 276,30 117,25 118,78 120,97 130,91 319,25 334,00 84,18 84,18 212,52 212,52 173,60 173,60 423,50 429,65
G13 E. grandis 1 Muda-18 SIM 127,43 127,43 276,62 276,62 117,19 118,95 120,97 130,89 319,05 319,05 84,31 84,31 212,83 212,83 173,60 173,60 423,61 423,61
G13 E. grandis 1 Muda-19 SIM 127,39 127,39 269,16 269,16 117,18 118,93 120,93 130,81 334,03 334,03 82,08 84,00 212,80 212,80 169,45 169,45 429,94 429,94
G13 E. grandis 1 Muda-20 SIM 127,43 127,43 268,65 268,65 116,90 118,97 130,97 130,97 319,12 319,12 84,21 84,21 212,68 212,68 173,57 173,57 423,60 429,85
G13 E. grandis 1 Muda-21 SIM 127,51 127,51 276,38 276,38 118,97 118,97 130,96 130,96 319,06 334,06 82,04 8397 212,68 212,68 168,98 173,18 423,91 430,03
G13 E. grandis 1 Muda-22 SIM 127,46 127,46 269,15 276,31 118,95 118,95 121,02 130,95 318,94 334,00 82,06 83,97 212,71 212,71 173,56 173,56 423,82 423,82
G13 E. grandis 2 Muda-1 SIM 127,54 127,54 269,15 276,40 117,22 119,04 120,94 120,94 319,01 334,11 84,03 84,03 212,59 212,59 173,02 173,02 423,92 430,07
G13 E. grandis 2 Muda-2 SIM 127,37 127,37 269,05 269,05 117,46 117,46 120,86 130,77 318,81 333,78 81,73 83,80 212,27 212,27 168,97 173,12 423,64 429,90
G13 E. grandis 2 Muda-3 SIM 127,43 127,43 276,32 276,32 118,89 118,89 120,90 130,88 319,05 334,08 82,12 83,51 212,78 212,78 168,58 172,85 423,72 429,88
G13 E. grandis 2 Muda-4 SIM 127,42 127,42 269,40 269,40 117,20 118,96 120,98 130,88 318,94 334,00 82,06 84,00 212,69 212,69 168,70 173,36 423,72 429,89
G13 E. grandis 2 Muda-5 SIM 127,41 127,41 269,10 276,33 117,16 118,91 130,93 130,93 318,96 333,95 84,26 84,26 212,74 212,74 169,22 173,40 423,72 429,86
G13 E. grandis 2 Muda-6 SIM 127,49 127,49 269,20 276,38 117,57 118,84 120,92 120,92 319,10 334,18 83,46 83,46 212,25 212,25 173,52 173,52 423,92 430,07
G13 E. grandis 2 Muda-7 SIM 127,40 127,40 269,11 276,29 116,96 118,70 130,91 130,91 318,97 318,97 82,06 8397 212,65 212,65 169,37 169,37 423,82 429,87
G13 E. grandis 2 Muda-8 SIM 127,48 127,48 276,12 276,12 116,95 119,25 121,01 130,90 319,01 334,18 82,00 84,00 212,72 212,72 168,87 173,28 423,82 429,88
G13 E. grandis 2 Muda-9 SIM 127,57 127,57 276,23 276,23 119,04 119,04 120,99 120,99 319,06 319,06 81,57 84,05 212,87 212,87 173,53 173,53 423,94 430,08
G13 E. grandis 2 Muda-10 SIM 127,36 127,36 269,03 276,28 116,99 118,84 130,92 130,92 319,25 319,25 84,21 84,21 212,67 212,67 169,04 173,28 423,39 429,47
G13 E. grandis 2 Muda-11 SIM 127,33 127,33 269,08 276,30 117,06 118,97 120,99 130,95 319,36 333,93 81,96 83,90 212,50 212,50 168,84 173,11 423,28 429,48
G13 E. grandis 2 Muda-12 SIM 127,41 127,41 269,15 276,32 117,30 118,77 121,00 130,94 319,31 334,00 84,16 84,16 212,57 212,57 173,63 173,63 429,57 429,57
G13 E. grandis 2 Muda-13 SIM 127,47 127,47 269,16 276,34 117,67 118,89 130,98 130,98 334,13 334,13 81,98 83,95 212,50 212,50 168,89 173,15 423,58 429,70
G13 E. grandis 2 Muda-14 SIM 127,35 127,35 269,12 276,36 118,88 118,88 120,98 120,98 319,35 334,01 81,57 8397 212,56 212,56 173,41 173,41 42317 42317
G13 E. grandis 2 Muda-15 SIM 127,49 127,49 269,14 276,41 117,32 119,11 130,84 130,84 319,55 334,30 81,45 84,05 212,65 212,65 169,38 169,38 423,67 429,75
G13 E. grandis 2 Muda-16 SIM 127,46 127,46 269,11 276,40 117,05 118,82 130,96 130,96 334,03 334,03 84,16 84,16 212,60 212,60 168,89 173,15 423,67 429,84
G13 E. grandis 2 Muda-17 SIM 127,62 127,62 269,12 276,36 117,07 118,93 121,04 130,92 319,31 319,31 84,13 84,13 212,67 212,67 169,32 169,32 423,68 423,68
G13 E. grandis 2 Muda-18 SIM 127,38 127,38 269,04 276,28 117,06 118,92 120,95 130,87 319,23 319,23 82,02 83,90 212,46 212,46 173,46 173,46 423,49 423,49
G13 E. grandis 2 Muda-19 SIM 127,48 127,48 269,07 276,29 117,33 118,88 121,01 130,91 31941 334,21 82,00 83,89 212,52 212,52 168,83 173,01 423,47 429,63
G13 E. grandis 2 Muda-20 SIM 127,41 127,41 269,32 269,32 117,32 117,32 121,00 130,94 319,34 319,34 84,21 84,21 212,64 212,64 169,01 173,20 42347 42347
G13 E. grandis 2 Muda-21 SIM 127,32 127,32 268,35 268,35 117,50 119,04 120,93 130,84 319,14 319,14 83,48 83,48 212,55 212,55 168,87 173,17 42347 429,62
G13 E. grandis 2 Muda-22 SIM 127,57 127,57 269,21 276,40 117,09 118,96 121,01 130,91 319,35 334,26 84,05 84,05 212,51 212,51 169,02 172,92 423,68 429,81
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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Arvor_e Espécie Tratamento Amostra ResuIFadU da EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA

Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
G13 E. grandis 5 Muda-1 SIM 127,38 127,38 276,58 276,58 116,97 118,74 121,03 130,96 319,30 334,00 82,12 84,08 21271 212,71 173,53 173,53 423,48 429,71
G13 E. grandis 5 Muda-2 SIM 127,47 127,47 276,31 276,31 117,21 119,07 130,97 130,97 319,30 319,30 81,96 83,84 21257 212,57 168,76 168,76 423,48 42348
G13 E. grandis 5 Muda-4 SIM 127,35 127,35 269,09 276,35 117,19 119,03 120,97 130,83 319,15 319,15 81,98 83,92 212,30 212,30 168,97 17317 429,63 429,63
GI13 E. grandis 5 Muda-5 SIM 127,37 127,37 269,34 269,34 116,99 118,92 130,94 130,94 334,00 334,00 82,10 84,05 21243 21243 168,95 173,19 429,59 429,59
G13 E. grandis 5] Muda-6 SIM 127,39 127,39 269,15 276,37 117,02 118,81 120,93 120,93 334,09 334,09 82,06 84,03 21257 21257 173,49 173,49 423,58 429,72
G13 E. grandis 5 Muda-7 SIM 127,46 127,46 268,90 268,90 116,99 118,84 130,85 130,85 334,09 334,09 81,55 84,05 212,65 212,65 168,95 173,19 429,77 429,77
G13 E. grandis 5 Muda-9 SIM 127,55 127,55 269,16 276,42 117,19 118,98 130,96 130,96 319,31 319,31 82,06 83,95 212,66 212,66 168,89 173,15 423,69 423,69
G13 E. grandis 5 Muda-10 SIM 127,55 127,55 276,18 276,18 117,63 119,24 130,95 130,95 319,16 334,05 82,10 84,05 212,65 212,65 169,01 173,23 423,68 429,82
G13 E. grandis 5) Muda-11 SIM 127,51 127,51 269,17 276,35 117,21 119,05 120,98 130,87 319,17 334,18 81,73 83,90 212,68 212,68 168,70 168,70 423,80 429,96
G13 E. grandis 1 Muda-1 NAO 128,35 269,18 275,54 117,18 120,88 333,89 333,89 84,25 212,45 172,88 430,12
G13 E. grandis 1 Muda-2 NAO 127,44 276,83 276,83 130,75 318,71 82,32 21292 212,92 173,72 173,72 430,13
G13 E. grandis 1 Muda-3 NAO 127,50 269,18 276,49 117,23 120,74 130,78 318,67 81,61 212,62 168,67 173,01 424,06
G13 E. grandis 1 Muda-4 NAO 127,48 269,11 117,04 130,83 318,47 84,51 84,51 212,60 173,69 173,69 424,07
G13 E. grandis 1 Muda-5 NAO 127,54 269,23 275,53 116,75 120,80 318,59 333,97 212,63 169,02 173,10 430,30
G13 E. grandis 1 Muda-6 NAO 127,48 269,22 275,53 118,92 130,83 333,90 82,18 212,88 168,78 424,07
G13 E. grandis 1 Muda-9 NAO 127,51 276,41 117,19 130,81 33392 82,17 212,83 172,83 172,83 430,09
G13 E. grandis 1 Muda-10 NAO 128,37 276,50 116,93 120,86 318,78 333,96 82,11 212,96 212,96 169,23 430,03
G13 E. grandis 1 Muda-11 NAO 127,51 276,38 117,13 130,81 318,62 33392 84,15 21256 173,32 430,11
GI13 E. grandis 1 Muda-12 NAO 127,49 276,13 276,13 118,98 118,98 130,85 318,69 81,61 84,12 212,95 212,95 173,65 173,65 424,17
G13 E. grandis 5 Muda-3 NAO 127,48 127,48 269,06 276,26 117,34 119,08 121,00 130,91 81,92 83,85 212,66 212,66 168,91 173,16
G13 E. grandis 5 Muda-8 NAO 268,86 275,93 318,16 21190 211,90 168,43 172,99
Gl4 E. grandis Muda- Matriz 123,42 128,39 269,14 275,51 122,52 124,43 128,65 141,15 318,28 326,97 81,83 122,85 207,99 221,05 168,92 197,45 411,52 42351
Gl4 E. grandis 1 Muda-1 SIM 127,47 127,47 268,94 275,39 122,59 124,52 128,86 141,20 318,38 327,33 82,20 122,67 221,28 221,28 169,42 169,42 411,48 423,69
Gl4 E. grandis 1 Muda-2 SIM 12342 128,44 268,82 268,82 122,75 124,52 128,79 141,24 318,18 327,19 81,98 122,84 207,57 207,57 168,99 197,46 411,39 423,58
Gl4 E. grandis 1 Muda-3 SIM 12334 128,34 269,18 275,56 122,59 12443 128,78 14123 318,21 327,20 122,75 122,75 207,27 220,06 169,17 169,17 411,39 423,58
Gl4 E. grandis 1 Muda-4 SIM 12359 12359 268,45 268,45 122,60 124,52 128,84 141,14 318,35 318,35 122,60 122,60 207,45 207,45 168,77 197,56 411,52 411,52
Gl4 E. grandis 1 Muda-5 SIM 124,34 124,34 275,33 275,33 125,26 125,26 129,67 129,67 318,19 318,19 81,45 123,92 220,87 220,87 168,62 168,62 411,47 423,59
Gl4 E. grandis 1 Muda-6 SIM 12342 12342 268,97 268,97 122,35 122,35 128,83 141,35 318,21 327,22 82,00 82,00 207,16 219,99 168,97 197,56 411,60 423,69
Gl4 E. grandis 1 Muda-7 SIM 127,54 127,54 268,90 268,90 122,63 124,50 128,98 141,40 317,94 326,88 122,95 122,95 207,95 221,03 169,02 197,46 411,39 423,62
Gl4 E. grandis 1 Muda-8 SIM 12342 128,49 269,04 275,45 122,60 124,43 128,49 12849 317,58 327,06 82,10 122,93 207,89 220,98 168,96 197,45 411,47 423,50
Gl4 E. grandis 1 Muda-9 SIM 12334 128,42 269,02 275,42 122,59 12443 128,51 141,19 318,21 318,21 122,67 122,67 207,81 220,91 168,71 197,36 411,29 411,29
Gl4 E. grandis 2 Muda-1 SIM 12350 123,50 269,06 275,48 122,50 124,35 128,72 141,23 318,23 327,21 82,08 82,08 22117 221,17 169,30 169,30 411,30 411,30
Gl4 E. grandis 2 Muda-2 SIM 12358 123,58 269,44 269,44 122,51 124,34 128,77 128,77 318,25 327,22 82,35 82,35 207,57 207,57 168,71 197,37 411,42 423,59
Gl4 E. grandis 2 Muda-3 SIM 12334 128,39 275,76 275,76 122,52 122,52 128,65 141,08 318,34 327,29 82,19 122,44 207,16 219,83 169,33 169,33 423,59 423,59
Gl4 E. grandis 2 Muda-4 SIM 12459 129,54 269,13 275,53 125,61 125,61 129,62 141,94 318,32 327,34 81,20 122,92 207,08 219,88 168,81 197,47 411,45 423,58
Gl4 E. grandis 2 Muda-5 SIM 123,59 123,59 269,14 275,50 122,60 124,52 128,84 141,30 318,32 318,32 81,63 81,63 207,07 219,97 197,47 197,47 411,41 41141
Gl4 E. grandis 2 Muda-6 SIM 123,34 123,34 269,15 275,56 122,53 124,43 128,72 141,27 318,24 32717 - - 207,06 219,92 169,02 197,47 411,49 42349
Gl4 E. grandis 2 Muda-7 SIM 12350 128,50 269,09 27543 122,60 124,52 12859 141,24 318,21 327,22 122,92 122,92 207,90 220,90 168,96 197,36 41143 423,50
Gl4 E. grandis 2 Muda-8 SIM 127,48 127,48 275,86 275,86 122,34 124,35 128,88 141,16 318,34 327,34 82,00 82,00 22121 221,21 169,45 169,45 411,42 423,59
Gl4 E. grandis 2 Muda-9 SIM 12342 12342 269,07 275,45 124,43 124,43 128,70 128,70 318,27 318,27 81,35 122,84 207,80 220,83 169,13 197,45 411,35 411,35
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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Arvore Espicie Tratamento Amostra Resultadoda | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EVBRA | EMBRA | EVBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA

Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
Gl4 E.grandis 2 Muda-10 SIM 12333 | 12827 | 26006 | 27548 | 12225 | 12435 | 12880 | 14112 | 31827 | 31827 | 8206 8206 | 20791 | 22079 | 16935 | 16935 | 41129 | 41129
Gl4 E. grandis 2 Muda-11 SIM 12342 | 12843 | 26916 | 26916 | 12259 | 12452 | 12886 | 12886 | 31831 | 31831 | 8180 | 12292 | 2079 | 20790 | 16895 | 19745 | 41151 | 41150
Gl4 E. grandis 2 Muda-12 SIM 12746 | 12746 | 26912 | 27557 | 12250 | 12452 | 12885 | 14125 | 31824 | 32721 | 8204 | 12292 | 20810 | 22092 | 16895 | 19745 | 41145 | 41145
Gl4 E. grandis 5 Muda-1 SIM 12334 | 12840 | 26013 | 27545 | 12252 | 12443 | 12875 | 14129 | 31814 | 32700 | 8208 | 12285 | 20799 | 221,08 | 16928 | 16928 | 41147 | 42349
Gl4 E. grandis 5 Muda-2 SIM 12335 | 12335 | 27536 | 27536 | 12450 | 12450 | 12873 | 12873 | 31801 | 32699 | 8227 | 12287 | 20806 | 22100 | 16897 | 19746 | 41126 | 42342
Gl4 E.grandis 5 Muda-3 SIM 12442 | 12030 | 26910 | 26910 | 12551 | 12551 | 12973 | 14184 | 31807 | 32706 | 8111 | 12392 | 2079 | 20790 | 16908 | 16908 | 41150 | 42350
Gl4 E. grandis 5 Muda-4 SIM 12452 | 12901 | 26863 | 27520 | 12857 | 12547 | 12937 | 14183 | 31772 | 32689 | 8247 8217 | 20756 | 20756 | 168338 | 19677 | 42890 | 42390
Gl4 E. grandis 5 Muda-5 SIM 12333 | 12836 | 26002 | 27542 | 12250 | 12461 | 12880 | 14128 | 31821 | 32716 | 8214 8214 | 20801 | 22098 | 16871 | 19735 | 411,19 | 41119
Gl4 E. grandis 5 Muda-6 SIM 12334 | 12334 | 26009 | 27547 | 12250 | 12443 | 12868 | 12868 | 31828 | 31828 | 8220 | 12259 | 20708 | 21996 | 16890 | 1689 | 41128 | 41128
Gl4 E. grandis 5 Muda-7 SIM 12334 | 12334 | 26007 | 27545 | 12251 | 12251 | 12868 | 14128 | 31822 | 32722 | 12250 | 12259 | 20790 | 22096 | 16862 | 16862 | 41150 | 42361
Gl8 | E.grandis Muda- Matriz 12747 | 13547 | 27187 | 27187 | 11623 | 12764 | 13096 | 13299 | 31834 | 32820 | 8198 | 8198 | 207.90 | 21228 | 16676 | 16889 | 39936 | 41352
G18 E. grandis 1 Muda-1 NAO - 13536 | 27182 | 27182 | 11610 | 12755 - 13297 | 31820 20801 | 20801 | 16890 3
Gl8 E. grandis 1 Muda-2 SIM 12741 | 13537 | 27180 | 27180 | 11605 | 12758 | 13094 | 13293 | 31819 | 32811 | 8210 8210 | 21239 | 21239 | 16688 | 16898 | 39947 | 41356
G18 E. grandis 1 Muda-3 SIM 12745 | 13542 | 27168 | 27168 | 11619 | 12771 | 13093 | 13093 | 31820 | 32815 | 8186 8186 | 21226 | 21226 | 16681 | 16901 | 39934 | 41350
G18 E. grandis 1 Muda-4 NAO 12624 27160 | 11616 13261 | 32805 | 32805 21258 | 21258 | 16890
G18 E. grandis 1 Muda-5 NAO 13535 7187 | 11622 20801 | 20801 | 16695 | 16899
18 E. grandis 1 Muda-6 SIM 12749 | 12749 | 27227 | 27227 | 11620 | 12766 | 13091 | 13091 | 31823 | 30811 | 8208 8208 | 20802 | 21233 | 16658 | 16880 | 239918 | 41337
Gl8 E. grandis 1 Muda-7 SIM 12754 | 13542 | 27186 | 27186 | 11619 | 12762 | 13093 | 13295 | 31833 | 32822 | 8194 8194 | 20789 | 21235 | 16680 | 16891 | 39941 | 41349
Gl8 E. grandis 1 Muda-8 SIM 12737 | 13534 | 27190 | 27190 | 12754 | 12754 | 13085 | 13287 | 31817 | 32807 | 8184 8184 | 20789 | 21225 | 16683 | 16683 | 39946 | 41357
G18 E. grandis 1 Muda-9 SIM 12744 | 12744 | 27185 | 27185 | 11615 | 12752 | 13090 | 13090 | 31815 | 32812 | 8183 8183 | 20799 | 21245 | 16892 | 16892 | 39951 | 41359
G18 E. grandis 1 Muda-10 NAO - 12125 13260 | 317,03 21280 | 16897 | 16897 41376
G18 E. grandis 1 Muda-11 SIM 12734 | 12734 | 27186 | 27186 | 11544 | 12675 | 13071 | 13237 | 31669 | 32692 | 8222 8222 | 20892 | 21345 | 16675 | 16890 | 40086 | 41508
G18 E. grandis 1 Muda-12 SIM 13503 | 13503 27167 | 11566 | 12699 | 13075 | 13275 | 81722 | 31722 | 8200 8200 | 20834 | 21285 | 16680 | 16897 | 39952 | 41359
Gl8 E. grandis 2 Muda-1 NAO 12730 72 | 1571 20848 | 20848 | 16666 | 16901
G18 E. grandis 2 Muda-2 NAO 134,99 27163 | 11551 20856 166,80
G18 E. grandis 2 Muda-3 SIM 12719 | 13517 | 27167 | 27167 | 11568 | 11568 | 13081 | 13267 | 31707 | 31707 | 8229 8220 | 20851 | 20851 | 16687 | 16904 | 41374 | 41374
G18 E. grandis 2 Muda-4 SIM 12731 | 13500 | 27179 | 27179 | 127,08 | 12708 | 13087 | 13287 | 3era1 | 3a1 | 8197 8197 | 20847 | 20847 | 16674 | 16674 | 39951 | 39951
18 E. grandis 2 Muda-6 SIM 12726 | 13511 | 27475 | 27175 | 12742 | 12702 | 13075 | 13261 | 31736 | 32708 | 8211 8211 | 20828 | 20828 | 16682 | 16892 | 239950 | 41379
Gl8 E. grandis 2 Muda-7 NAO 12714 783 | 1572 2 | 2 20838 16690
G18 E. grandis 2 Muda-8 NAO 13493 27181 11554 13063 | 31736 20843 166,87
Gls E. grandis 2 Muda-9 NAO 135,03 127,02 13285 | 317,28 212,75 166,83
G18 E. grandis 2 Muda-10 NAO 13506 11560 | 11560 13272 | 31680 20838 169,09
18 E. grandis 2 Muda-11 SIM 13508 | 27183 12689 | 126,89 13261 | 317,06 20839 | 21284 | 16903
G18 E. grandis 5 Muda-1 NAO 13508 | 27169 317,08 20855 | 21301 | 16895
Gl8 E. grandis 5 Muda-2 NAO 13480 | 27166 | 27166 | 11548 8225 20849 | 21300 | 16903
G18 E. grandis 5 Muda-3 NAO 13523 | 27182 | 27182 | 1276 8237 20831 | 20831 | 16663
Gi8 E. grandis 5 Muda-4 NAO 81,79 20824 | 21260 | 16684
G18 E. grandis 5 Muda-5 NAO 12728 7172 | 11582 8218 20816 16891
Gl8 E. grandis 5 Muda-6 SIM - 13530 | 27190 | 2790 | 11591 | 12724 82,32 82,32 21158 167,26
Gl8 E. grandis 5 Muda-7 NAO 12818 | 27187 | 27187 | 11600 | 11600 32721 | 8181 H 20831 16693 | 16899 39967
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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Arvore Espécie Tratamento Amostra Resultaco da EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EVBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA
Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
G18 E. grandis 5 Muda-8 SIM 13523 | 13523 | 2787 | orsr | user | 12711 | 13284 | 13284 | swa | swa - = 0859 | 20859 | 16732 | 16732 | 41360 | 41369
Gls E. grandis 5 Muda-9 NAO 12735 | orig4 | oriss | 11578 - 13080 | 31748 21281 | 16875
Gl18 E. grandis 5 Muda-10 NAO 135,31 - 271198 | 11576 13086 | 13288 | 31746 | 327,53 - 169,04
Gl18 E. grandis 5 Muda-11 SIM 12740 | or7a | om7a | 12725 13287 | 13287 | swrm | 32737 21166 | 16685
G18 E. grandis 5 Muda-12 NAO 13513 | oo | o2;e1 | 12718 132,83 31834 | 327,30 21272 | 16688
Gls E. grandis 5 Muda-13 SIM 13534 | 27184 | 27184 | 11584 130,89 761 | 31761 21267 | 169,33
o
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
U2l E. urophylla 2 Muda-1 NAO
u2L E. urophylla 2 Muda-2 NAO
u21 E. urophylla 2 Muda-3 NAO
u21 SIM
u21 E. urophylla 2 Muda-5 NAO
u21 E.urophylla 2 Muda-6 NAO
u21 E. urophylla 2 Muda-7 NAO
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM
u21 SIM

0.



Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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Ar\nl:e Espécie Tratamento Amostra Resul_tacb da EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA

Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
u21
u21
u21
u21
u21
u21
u21
u21
u21
uz21
w25 E. urophylla Muda- Matriz 119,45 119,45 272,07 272,07 131,73 133,75 122,93 139,22 323,35 324,50 78,03 85,93 211,58 232,05 172,93 172,93 401,75 446,57
u25 E. urophylla 1 Muda-1 SIM 119,37 119,37 271,95 271,95 131,75 133,78 122,85 139,09 324,54 32454 78,18 86,01 21250 232,87 173,62 173,62 446,42 446,42
u25 E. urophylla 1 Muda-2 SIM 120,28 120,28 271,96 271,96 132,53 134,52 12377 139,75 324,67 324,67 71,23 85,46 21250 232,82 173,53 173,53 446,33 446,33
u25 E. urophylla 1 Muda-3 SIM 120,26 120,26 271,89 271,89 132,47 134,55 12384 139,79 32333 32457 85,83 85,83 211,44 231,82 173,57 173,57 401,63 446,37
u2s E. urophylla 1 Muda-4 SIM 120,03 120,03 271,72 271,72 132,33 134,50 123,77 139,83 324,64 324,64 77,59 77,59 211,43 231,85 173,70 173,70 446,43 446,43
u2s E. urophylla 1 Muda-5 SIM 119,51 119,51 271,99 271,99 131,79 133,82 122,85 139,07 323,47 324,70 78,18 86,11 211,51 231,95 173,58 173,58 401,84 446,48
u25 E. urophylla 1 Muda-6 SIM 119,35 119,35 271,96 271,96 131,73 133,77 122,85 139,20 323,36 324,60 78,18 86,11 231,90 231,90 173,61 173,61 401,75 446,45
u25 E. urophylla 1 Muda-7 SIM 119,45 119,45 271,83 271,83 131,61 133,72 139,20 139,20 324,52 32452 86,44 86,44 212,60 232,92 173,70 173,70 446,58 446,58
u25 E. urophylla 1 Muda-8 SIM 120,22 120,22 271,97 271,97 132,46 134,40 123,77 139,81 32329 324,50 85,82 85,82 212,63 232,95 173,72 173,72 446,34 446,34
u25 E. urophylla 1 Muda-9 SIM 119,34 119,34 271,96 271,96 131,75 133,79 139,15 139,15 32328 324,60 7819 86,07 212,42 232,78 173,67 173,67 401,58 446,45
u2s E. urophylla 1 Muda-10 SIM 120,24 120,24 271,73 271,73 132,34 134,53 139,75 139,75 323,45 324,52 77,52 85,68 211,39 231,77 173,63 173,63 401,58 446,41
uz2s E. urophylla 1 Muda-11 SIM 120,30 120,30 271,98 271,98 132,50 134,69 123,92 123,92 324,77 324,77 77,38 77,38 211,42 231,85 173,63 173,63 446,35 446,35
u25 E. urophylla 1 Muda-12 SIM 119,47 119,47 272,01 272,01 131,84 133,89 122,92 139,18 323,42 324,66 78,20 86,13 21127 231,79 173,60 173,60 401,76 446,52
u25 E. urophylla 1 Muda-13 SIM 119,38 119,38 271,97 271,97 131,70 133,84 139,22 139,22 32334 32459 78,06 86,09 211,38 231,90 173,68 173,68 401,61 446,22
u25 E. urophylla 1 Muda-14 SIM 119,37 119,37 271,81 271,81 131,84 133,82 122,83 139,16 32339 324,65 7821 86,09 21151 231,92 173,60 173,60 401,75 446,45
u2s E. urophylla 1 Muda-15 SIM 120,32 120,32 271,89 271,89 134,39 134,39 123,76 139,76 323,26 324,61 77,30 85,55 211,39 232,77 173,59 173,59 401,66 446,40
uz2s E. urophylla 1 Muda-16 SIM 120,35 120,35 272,00 272,00 132,60 134,60 123,92 123,92 32330 323,30 71,06 85,27 211,70 211,70 173,64 173,64 401,80 446,52
u25 E. urophylla 1 Muda-17 SIM 119,42 119,42 271,92 271,92 131,81 131,81 139,20 139,20 32321 32321 78,26 78,26 21131 231,76 173,49 173,49 401,58 401,58
u25 E. urophylla 1 Muda-18 SIM 120,09 120,09 271,67 271,67 132,46 134,64 123,76 139,83 323,38 324,62 71,37 85,60 211,47 231,97 173,70 173,70 446,42 446,42
u25 E. urophylla 1 Muda-19 SIM 120,24 120,24 271,97 271,97 132,56 134,58 123,76 139,87 32332 324,66 71,38 85,55 211,38 232,84 173,57 173,57 401,58 446,25
u25 E. urophylla 1 Muda-20 SIM 120,24 120,24 271,93 271,93 132,62 134,63 12384 139,83 32337 32453 77,30 85,55 211,84 211,84 172,79 172,79 401,72 446,36
u2s E. urophylla 1 Muda-21 SIM 12041 12041 272,01 272,01 132,66 134,67 12384 123,84 324,85 324,85 77,30 85,52 211,45 231,83 173,61 173,61 401,80 446,51
u25 E. urophylla 2 Muda-1 SIM 120,11 120,11 271,76 271,76 13248 134,57 123,77 139,74 323,35 324,59 7737 85,65 212,93 212,93 173,57 173,57 446,47 446,47
u25 E. urophylla 2 Muda-2 SIM 119,41 119,41 271,96 271,96 131,74 133,79 122,84 139,15 32341 32341 7812 86,02 23193 231,93 173,63 173,63 401,71 446,50
u25 E. urophylla 2 Muda-3 SIM 119,34 119,34 271,28 271,28 131,74 133,83 139,13 139,13 32333 32333 78,22 86,07 211,42 231,81 173,52 173,52 446,28 446,28
u25 E. urophylla 2 Muda-4 SIM 119,30 119,30 271,88 271,88 134,06 134,06 122,89 139,23 323,30 323,30 86,32 86,32 211,30 231,75 173,51 173,51 401,49 446,43
u2s E. urophylla 2 Muda-5 SIM 119,36 119,36 271,83 271,83 132,15 132,15 122,97 139,19 324,79 324,79 78,18 86,13 211,40 231,78 173,59 173,59 446,26 446,26
uz2s E. urophylla 2 Muda-6 SIM 119,40 119,40 271,99 271,99 133,75 133,75 122,90 139,22 323,60 324,68 78,01 8591 211,38 231,88 17341 17341 401,67 446,28
u25 E. urophylla 2 Muda-7 SIM 119,36 119,36 271,32 271,32 133,76 133,76 139,12 139,12 32344 324553 86,26 86,26 211,34 231,78 173,32 173,32 401,52 446,26
u25 E. urophylla 2 Muda-8 SIM 119,38 119,38 271,25 271,25 131,79 131,79 139,06 139,06 324,77 324,77 86,24 86,24 231,86 231,86 172,89 172,89 446,36 446,36
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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Arvol:e Espécie Tratamento Amostra Resul_tado da EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA EMBRA

Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
u25 E. urophylla 2 Muda-9 SIM 119,40 119,40 272,00 272,00 131,58 131,58 122,82 139,15 32347 324,74 78,08 85,96 211,36 231,79 173,02 173,02 401,67 446,32
u25 E. urophylla 2 Muda-10 SIM 119,44 119,44 271,98 271,98 131,68 133,74 12291 139,09 32332 324,67 7821 86,09 21152 23191 173,09 173,09 401,61 446,36
u25 E. urophylla 2 Muda-11 SIM 119,42 119,42 271,98 271,98 131,78 133,85 139,13 139,13 324,65 324,65 71,56 85,85 231,85 231,85 173,06 173,06 446,37 446,37
u2s E. urophylla 2 Muda-12 SIM 119,40 119,40 271,91 271,91 131,82 133,82 139,12 139,12 323,45 324,80 78,16 86,06 211,35 231,73 173,55 173,55 401,53 446,23
u25 E. urophylla 2 Muda-13 SIM 119,31 119,31 271,25 271,25 131,61 131,61 139,20 139,20 32341 324,68 78,24 86,14 211,25 231,68 17354 173,54 401,68 446,34
u25 E. urophylla 2 Muda-14 SIM 119,47 119,47 271,87 271,87 131,74 133,91 122,98 122,98 32325 32325 78,09 86,02 21175 211,75 173,55 173,55 401,53 401,53
u25 E. urophylla 2 Muda-15 SIM 119,33 119,33 271,24 271,24 133,83 133,83 139,14 139,14 32329 32329 78,01 85,88 211,90 211,90 173,09 173,09 401,67 446,38
u25 E. urophylla 2 Muda-16 SIM 119,41 119,41 271,28 271,28 131,82 133,82 122,90 139,21 32325 32325 7815 86,11 231,99 231,99 173,58 173,58 401,67 446,39
u25 E. urophylla 2 Muda-17 SIM 119,42 119,42 271,32 271,32 131,78 131,78 12291 122,91 324,71 324,71 71,56 85,85 231,87 231,87 172,96 172,96 446,36 446,36
u25 E. urophylla 2 Muda-18 SIM 119,35 119,35 271,92 271,92 131,74 133,78 122,85 139,23 32341 324,65 86,25 86,25 231,88 231,88 173,24 173,24 401,66 446,42
u25 E. urophylla 2 Muda-19 SIM 119,39 119,39 271,89 271,89 131,80 133,93 122,96 139,25 32332 324,79 86,25 86,25 21137 231,80 173,49 173,49 401,49 446,21
u25 E. urophylla 2 Muda-20 SIM 119,27 119,27 271,18 271,18 131,89 133,96 122,87 139,16 32350 324,71 78,06 86,01 211,33 231,70 17341 17341 401,39 446,07
u25 E. urophylla 2 Muda-21 SIM 119,27 119,27 271,31 271,31 131,80 133,86 139,06 139,06 324,80 324,80 71,553 85,86 211,33 231,73 173,21 17321 446,19 446,19
u25 E. urophylla 5 Muda-1 SIM 119,30 119,30 271117 271,17 131,67 133,89 122,88 139,15 323,49 324,78 78,20 86,18 211,47 231,67 173,57 173,57 401,39 446,09
u2s E. urophylla 5 Muda-2 SIM 119,22 119,22 271,30 271,30 13373 13373 122,95 139,24 323,42 324,63 77,98 85,90 211,21 231,69 17348 17348 401,34 446,12
u25 E. urophylla 5] Muda-3 SIM 119,38 119,38 271,26 271,26 131,83 133,88 122,88 139,14 323,42 324,80 78,13 86,03 211,28 231,67 173,01 173,01 401,43 446,23
u25 E. urophylla 5 Muda-4 SIM 119,55 119,55 272,00 272,00 131,92 134,13 122,92 139,08 323,63 325,02 77,69 86,20 21152 231,97 172,17 172,17 401,70 446,43
u25 E. urophylla 5 Muda-5 SIM 119,35 119,35 271,34 271,34 131,76 133,79 122,89 139,16 32352 324,63 7811 85,93 211,45 231,84 173,08 173,08 401,43 401,43
u25 E. urophylla 5 Muda-6 SIM 119,32 119,32 27117 271,17 131,88 133,92 122,96 139,15 323,49 324,69 7812 85,92 211,36 231,74 172,86 172,86 401,49 446,21
u2s E. urophylla 5 Muda-7 SIM 119,36 119,36 271,30 271,30 131,93 133,98 122,95 139,15 323,25 323,25 86,24 86,24 231,72 231,72 173,46 173,46 401,44 446,22
u25 E. urophylla 5 Muda-8 SIM 119,28 119,28 271,86 271,86 131,79 133,93 122,95 139,21 32347 324,87 78,14 86,09 211,32 231,75 17351 173,51 401,35 401,35
u25 E. urophylla 5] Muda-9 SIM 119,28 119,28 271,74 271,74 131,68 133,91 122,95 139,18 323,35 324,55 86,39 86,39 211,30 231,60 173,60 173,60 401,40 446,16
u25 E. urophylla 5 Muda-10 SIM 119,32 119,32 271,98 271,98 131,81 133,85 122,88 139,09 323,37 324,75 78,20 86,07 211,28 231,77 173,45 173,45 401,58 446,19
u25 E. urophylla 5 Muda-11 SIM 119,31 119,31 272,03 272,03 131,86 133,82 139,18 139,18 324,87 324,87 78,20 86,07 231,60 231,60 173,48 173,48 446,18 446,18
u25 E. urophylla 5 Muda-12 SIM 119,32 119,32 271,89 271,89 133,84 133,84 122,88 139,15 32331 324,89 77,89 85,92 211,37 231,82 17313 173,13 401,58 401,58
u2s E. urophylla 5 Muda-13 SIM 119,40 119,40 271,96 271,96 131,82 133,82 139,21 139,21 323,38 324,47 78,09 85,84 211,37 231,87 173,36 173,36 401,57 446,34
u25 E. urophylla 5] Muda-14 SIM 119,27 119,27 271,27 271,27 131,82 133,89 139,10 139,10 323,42 324,72 78,22 86,09 21124 231,74 173,48 173,48 401,35 445,94
u25 E. urophylla 5 Muda-15 SIM 119,29 119,29 271,89 271,89 131,90 133,99 122,94 122,94 324,82 324,82 78,09 85,99 21121 231,60 173,49 173,49 445,94 445,94
u25 E. urophylla 5 Muda-16 SIM 119,30 119,30 271,93 271,93 131,88 133,97 139,22 139,22 323,48 324,71 78,09 85,99 23153 231,53 17348 173,48 401,29 445,92
u25 E. urophylla 5 Muda-17 SIM 119,24 119,24 271,18 271,18 131,91 133,98 122,94 139,20 324,75 324,75 78,24 78,24 211,16 231,57 173,53 173,53 401,29 446,04
u25 E. urophylla 5] Muda-18 SIM 119,26 119,26 271,31 271,31 133,56 133,56 139,14 139,14 324,86 324,86 78,30 86,20 211,29 231,76 173,53 173,53 446,00 446,00
u25 E. urophylla 5 Muda-19 SIM 119,38 119,38 271,88 271,88 131,72 133,98 139,24 139,24 32332 32332 78,09 85,99 211,29 231,70 173,52 173,52 401,29 401,29
u25 E. urophylla 5] Muda-20 SIM 119,41 119,41 271,83 271,83 131,93 133,91 122,94 139,14 323,37 32337 7192 85,92 211,38 231,65 173,16 173,16 446,07 446,07
u25 E. urophylla 5 Muda-21 SIM 119,28 119,28 27191 27191 131,86 131,86 122,95 139,18 324,80 324,80 7791 85,78 21141 231,83 173,15 173,15 446,13 446,13
u25 E.urophylla 5 NAO 119,26 211,27 271,27 133,95 32333 211,23 231,70 173,57 173,57
w6
u2s
vz
u26 SIM
u26 SIM
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.
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ArVDI_'e Espécie Tratamento Amostra Resul tado da EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA
Matriz genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
u26 SIM
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Quadro 3 - Dados dos resultados dos marcadores microssatélites nas amostras analisadas das arvores matrizes e das plantas descendentes.

(concluséo)
Arvore — Trataments Amostr Resultadoda | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EVBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EVBRA | EVBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA | EMBRA
Matriz pecie atamento mostra genotipagem 10 10 1071 1071 11 11 12 12 1924 1924 32 32 350 350 63 63 979 979
uz6

u26
u26
u26
u26
u26
u26
u26
u26

Fonte: Heréditas Tecnologia em Anélise de DNA Ltda (2019).
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