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EXTRATO

KIRST, Matias, M. S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 1999.
Desenvolvimento de sistemas de genotipagem muiltilocos semi-
automatizados, baseados em microssatélites, e sua aplicagdo em
espécies do género Eucalyptus. Orientador: Acelino Couto Alfenas.
Conselheiros: Dario Grattapaglia e Cosme Damido Cruz.

Foram desenvolvidos trés sistemas de genotipagem multilocos (sistemas
Multiplex) semi-automatizados, baseados na amplificacédo e analise simultanea
de locos microssatélites via florescéncia, para analise genética de espécies do
género Eucalyptus. Tabelas de freqiiéncias alélicas e estimativas do contetdo
de informagdo genética foram geradas para seis espécies comercialmente
importantes do género Eucalyptus (subgénero Symphyomyrtus). Inicialmente,
microssatélites desenvolvidos a partir de genétipos de E. grandis e E. urophylla
foram avaliados quanto a especificidade de amplificagdo. Dentre os locos que
apresentaram boa qualidade de amplificagdo, 11 foram selecionados para o
desenvolvimento de sistemas Multiplex. Trés sistemas Multiplex, comportando
cada um a analise simultanea de trés locos, foram selecionados. Foi estudado
o tamanho minimo de amostra necessario para se obterem estimativas
acuradas da heterozigosidade de cada loco. Para isso, foram genotipados 192
individuos de E. grandis provenientes de uma populacdao de melhoramento.

Com essa informacédo, avaliou-se o comportamento de estimadores para
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heterozigosidade esperada com varios tamanhos de amostra, analisando-se a
sua variancia por meio da sua féormula exata e por reamostragem numérica.
Concluiu-se que uma amostra de 64 individuos dessa populacdo seria
satisfatoria para estimar a heterozigosidade esperada com boa precisdo. Os
trés sistemas Multiplex foram utilizados para genotipar individuos provenientes
de cinco procedéncias de E. grandis. Com os dados genotipicos, foram
construidas tabelas de frequéncias alélicas para cada loco e procedéncia, aléem
de serem registrados o numero de alelos/loco e a amplitude alélica e estimados
os parametros heterozigosidade esperada, conteido de informagdo de
polimorfismo, probabilidade de identidade e poder de exclusdo, os quais
indicaram que os locos utilizados possuia alto conteddo de informagéo
genética. Foram ainda estimadas as distancias genéticas de Nei entre as
procedéncias;uma AMOVA realizada entre as procedéncias indicou variagao
significativa entre elas, embora a maior por¢gdo da variabilidade fosse
encontrada dentro de procedéncias. Em seguida, os sistemas Multiplex foram
otimizados e caracterizados para outras cinco espécies do género Eucalyptus:
E. camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. saligna e E. urophylla. As
estimativas dos parametros de informagdo genética da maioria dos locos
indicaram que eles sdo apropriados para genotipagem de individuos dessas
espécies. Finalmente, os sistemas Multiplex foram utilizados na avaliagédo de
uma populacdo de melhoramento de E. urophylla e de uma colegao de clones-
elite, em que foi possivel a detecgdo de erros de identificacdo do material
genético, além de uma avaliagdo da diversidade genética e da similaridade
entre clones.

Xii



ABSTRACT

KIRST, Matias, M. S., Universidade Federal de Vigosa, July 1999.
Development and application of semi-automated multilocus genotyping
systems, based on microsatellites, for Eucalyptus species. Adviser:
Acelino Couto Alfenas. Committee members: Dario Grattapaglia and Cosme
Damiéo Cruz.

Three semi-automated multilocus genotyping systems, based on
microsatellites, were developed for the analysis of Eucalyptus species. Allele
frequency tables and estimates of the genetic information content of these loci
were generated for six economically important species of Eucalyptus (subgenus
Symphyomyrtus). A set of microsatellites, developed from E. grandis and E.
urophylla genotypes, was evaluated based on their PCR amplification quality
and transferability across species. Eleven microsatellites and fifteen
combinations of three loci were tested. Among these, three triplex systems were
chosen. The minimum number of individuals necessary to obtain accurate
estimates of He was evaluated. A population of 192 individuals of E. grandis
was typed with six microsatellites and the behavior of the estimate of He with
increased sample sizes was analyzed using the gene diversity variance formula
and numeric resampling. Congruent results using both approaches showed that
a sample size of 64 individuals would be appropriate to estimate He with good

accuracy. The multiplex systems were used to type individuals from five
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Eucalyptus provenances. Allele frequency tables were generated for every
locus, and estimates of parameters of genetic information content were
obtained (He, PIC, | and Q). All loci showed to be highly informative with
average values of He (0,85), PIC (0,84), combined Q (99,99%) and combined |
(10™). Nei's genetic distances estimated among provenances. An AMOVA
showed that there is significant genetic variation among provenances, although
the majority of the variation was found within provenances. The multiplex
systems were then optimized and evaluated for other five species of
Eucalyptus: E. camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. saligna and E.
urophylla. The estimates of genetic information content parameters showed
once more that these loci are highly appropriate for genotyping Eucalyptus
species. As a final step to evaluate the usefulness of these genotyping systems,
a breeding population of E. urophylla and a collection of elite clones were
analyzed. Several clonal identification errors were detected within this
population. Based on the multilocus genotypes, an evaluation of the genetic
variability and similarity among clones was also performed.
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1. INTRODUGAO

O género Eucalyptus (Myrtaceae) compreende mais de 500 espécies,
que se distribuem sobre 40 milhdes de hectares de florestas nativas na
Australia e ilhas adjacentes (ELDRIDGE et al., 1994). A ampla disperséo, em
condi¢cdes ecolbgicas variadas, faz com que este género apresente grande
adaptabilidade, além de caracteristicas favoraveis como elevada taxa de
crescimento e boa qualidade da madeira, associadas a simplicidade de cultivo
e manejo (FAO, 1979).

O eucalipto representa a espécie florestal de maior importancia
econdmica no mundo. Estimativas do ano de 1985 indicaram que a area
cultivada mundialmente era superior a seis milhdes de hectares (ELDRIDGE et
al., 1994), sendo certamente muito maior nos dias de hoje. Embora dados
atuais sejam inexistentes, sabe-se que a area plantada com eucalipto no Brasil
aumentou de aproximadamente 2,5 milhdes de hectares em 1985 (ELDRIDGE
et al., 1994) para mais de 3,5 milhdes em 1990 (FERREIRA e SANTOS, 1997).
O aumento de area cultivada demonstra claramente o interesse da industria
nacional pela espécie. De fato, o Brasil & hoje o pais com maior area plantada
de eucalipto no mundo. A industria baseada na exploragédo de recursos
florestais é igualmente expressiva, considerando-se que o pais € o sétimo
maior produtor mundial de celulose e o 11° colocado entre os paises

fabricantes de papel. As exportagdes de produtos florestais excederam a



quatro bilhdes de dolares em 1995, correspondendo a 8 5% das exportacdes
nacionais.

Apesar do interesse da industria nacional pela espécie, a maioria dos
Programas de melhoramento genético de Eucalyptus ainda se encontra nos
estadios de estabelecimento das populacées de melhoramento. Nessa etapa, o
conhecimento do nivel de variabilidade genética entre os individuos que
comp&em, ou irdo compor, essa populacdo, assim como o grau de similaridade
genetica entre eles, é de grande importancia. A composi¢éo de uma populagio
de melhoramento com ampla base genetica tende a possibilitar maiores
ganhos e maior flexibilidade na selegao em longo prazo.

Embora a incorporagdo de tecnologias de analise gendémica seja
relativamente recente na area florestal, marcadores moleculares ja tém sido
utilizados por algumas empresas para avaliar a estrutura de suas populagdes
de melhoramento atuais e planejar o estabelecimento ou o enriquecimento de
novas populagées. O conhecimento da divergéncia genética entre seus clones-
elite também tem permitido o direcionamento dos cruzamentos. Isso &
Particularmente importante se forem considerados o custo e o tempo
envolvidos nas polinizagdes controladas em Eucalyptus.

Os marcadores moleculares utilizados até o momento tém permitido
avaliagces importantes a respeito da estrutura e dinamica das populacdes de
melhoramento de Eucalyptus, entretanto inimeras questées permanecem em
aberto devido a falta de ferramenta mais potente de andlise genética. Os
marcadores RAPD, certamente os mais usados na atualidade para esse tipo de
analise, sdo informativos, mas seguramente nao sao os mais apropriados para
fins de estudos de diversidade genética. Questdes simples e freqiientemente
encontradas, como a necessidade de discriminagdo de clones, a determinagao
Precisa do parentesco de individuos selecionados ou, ainda, a estimativa da
taxa de fecundagéo cruzada, séo de resolugao dificil com RAPD em algumas
situagbes. Marcadores co-dominantes como as isoenzimas ou RFLPs sao
interessantes, mas a sua capacidade de solucionar essas questbes é limitada
NO caso das isoenzimas ou demorada e cara no caso dos RFLPs.

Marcadores moleculares baseados na amplificagdo de regides
microssatélites tém-se mostrado a ferramenta mais eficaz para analise
genetica. Além de apresentarem padrdo de heranca e segregacdo co-
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dominante, sdo altamente multialélicos, fornecendo, com isso, elevado
conteudo de informag&o genética por loco (VOGEL et al., 1996; POWELL et al..
1996). A isso ainda pode ser adicionado o fato de que esses marcadores
Podem ser obtidos via PCR, simplificando e acelerando todo o processo de
geracao de dados. A andlise de pequeno numero de locos microssatélites tem
permitido a discriminagéo inquestionavel de variedades de culturas agricolas
(CREGAN et al., 1994; BOWERS et al., 1996; MICHELL et al., 1997), gerando
Subsidios para a protegdo de cultivares (DIWAN e CREGAN, 1997). A
reconstituico do “pedigree” de cultivares e de ragas de animais domésticos
também tem sido possivel com o uso desses marcadores (GLOWATZKI-
MULLIS et al., 1995; PEPIN et al., 1995; RUSSELL et al., 1997).

Considerando os problemas relacionados com a identificacdo de
Material genético muitas vezes encontrados pelas empresas florestais, os
microssatélites apresentam-se como a ferramenta mais eficaz para resolugéo
dessas questdes. A enorme diversidade genética encontrada nesses locos em
Eucalyptus sp. (BYRNE et al., 1996; BRONDANI et al., 1998) demonstra
imenso potencial de uso na determinagao precisa do parentesco de individuos
selecionados, permitindo ao melhorista saber exatamente quais os individuos
que geraram determinada progénie. Além disso, a padronizagdo dos locos
analisados torna possivel o desenvolvimento de sistemas universais de
identificagao de clones, facilitando significativamente todos os procedimentos
de coleta, troca e comparagao de material genético, assim como a protecéo de
clones-elite, da mesma forma como foi proposto para outras culturas (THOMAS
etal., 1994; DIWAN e CREGAN, 1997).

A analise desses locos tem sido otimizada através do uso de sistemas
em que varios microssatélites sdo amplificados e caracterizados via PCR
simultaneamente, utilizando sistemas de detecgdo de fluorescéncia. Tais
sistemas permitem alto desempenho e precisdo na determinagdo de genétipos
multilocos e tipicamente possuem excelente poder de discriminacdo genética
de individuos. Embora esses sistemas de genotipagem ja se encontrem
disponiveis comercialmente para analise de humanos (HOCHMEISTER et al,
1995) e algumas espécies de animais domésticos, como bovinos e eqiinos,

Seu desenvolvimento é absolutamente inédito na area florestal.



No presente trabalho foram relatados o desenvolvimento e a aplicagao
dos primeiros sistemas de genotipagem semi-automatizados, baseados em
Mmicrossatélites, para uma espécie florestal. Esses sistemas foram otimizados
Para andlise de seis espécies economicamente importantes do género
Eucalyptus, para as quais foi construido um banco de frequéncias alélicas.
Além disso, foi demonstrada a aplicabilidade pratica desses sistemas na
Caracterizagéo de duas populagtes de melhoramento de uma empresa florestal
€ no estudo da estrutura de populagdes naturais de FE. grandis. O
desenvolvimento e a caracterizagao desses sistemas de alto desempenho
constituem, portanto, uma proposta de padronizagdo internacional de
metodologia para genotipagem réapida e precisa de individuos das espécies de
Eucalyptus de maior importancia econémica mundial (ELDRIDGE et al., 1994).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Eucalyptus

O género Eucalyptus (Myrtaceae) comporta mais de 500 espécies
originarias principalmente da Australia, além da Indonésia e Papua Nova Guiné
(ELDRIDGE et al., 1994).

Apesar de a sua origem estar confinada apenas ao continente
australiano e ilhas adjacentes, este género apresenta grande amplitude de
adaptagées morfolégicas, fisioldgicas e ecolégicas. Acredita-se que o ancestral
comum das espécies atuais ocorria nas regides de florestas tropicais Umidas
Ou nas suas margens, de onde se expandiu para regiées aridas e semi-aridas,
a0 passo que outro grupo se adaptou as condigbes mais frias e Umidas do
sudeste daquele continente (ELDRIDGE et al., 1994).

Atualmente, as espécies mantém sua distingao principalmente devido ao
isolamento geografico e a assincronia floral, assim como & incompatibilidade
polen-estigma. Entretanto, cruzamentos férteis podem ocorrer quando ha
sobreposicdo da distribuigdo das espécies e auséncia de barreiras
reprodutivas.

Embora diversas classificagdes do género tenham sido propostas desde
O século passado, a mais aceita na atualidade é a de PRYOR e JOHNSON
(1971), baseada no compartilhamento de caracteristicas morfolégicas variadas.

Essa classificagcdo agrupa as espécies em subgénero (espécies passiveis de
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Produzir hibridos férteis entre si), segéo, série, subsérie, superespécie, espécie
e subespécie.

Os dois primeiros subgéneros a serem descritos foram o Monocalyptus e
0 Symphyomyrtus, que se diferenciam pela presenga de um e dois opérculos,
respectivamente (CARR e CARR, 1963). Juntos, estes dois subgéneros
COmpreendem aproximadamente 400 espécies, ou 4/5 do género Eucalyptus,
sendo o Gltimo subgénero a ser incluido o Telocalyptus, por JOHNSON (1976).
Os cinco subgéneros restantes séo: Blakella, Corymbia, Eudesmia, Gaubaea e
Idiogenes, que agrupam menos de 100 espécies.

Varios autores tém proposto alteragdes nessa classificagao taxonémica,
contestando principalmente a relagdo entre os subgéneros. Entretanto,
algumas conclusées podem ser estabelecidas com base em estudos realizados
em niveis morfolégico e molecular. Os subgéneros Blakella e Corymbia formam
um grupo monofilético com o género Angophora (LADIGES, 1983: LADIGES et
al, 1995; SALE et al., 1996). Muitos taxonomistas tém, inclusive, sugerido a
exclusdo de Corymbia do grupo dos Eucalyptus (LADIGES et al., 1995). Os
seis subgéneros restantes (Eudesmia, Monocalyptus, Gaubaea, Idiogenes,
Symphyomyrtus e Telocalyptus) tém sido descritos como um grupo monofilético
(SALE et al., 1996). Entretanto, outros trabalhos separaram os chamados
Eucalyptus sensu stricto (que incluem todos os subgéneros, exceto Blakella e
Corymbia) em trés grupos: “symphyomyrts” (Symphyomyrtus e Telocalyptus),
“monocalypts” (Gaubaea, Monocalyptus e Idiogenes) e “eudesimid” (Eudesmia)
(LADIGES e HUMPHRIES, 1983; LADIGES et al., 1995).

Dentre os oito subgéneros de Eucalyptus, destaca-se o Symphyomyrtus,
Por sua grande importancia comercial, em nivel mundial. Esse subgénero inclui
as espécies mundialmente mais plantadas (ELDRIDGE et al., 1994), dentre as
quais estao: E. camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. grandis, E. saligna e E.
urophylla, utilizadas neste estudo.

2.2. Marcadores moleculares

O desenvolvimento da técnica de eletroforese de proteinas, durante a
década de 50, permitiu que diferentes formas moleculares de uma mesma

enzima, ou isoenzimas, passassem a ser exploradas como fonte de
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polimorfismo para analise molecular. Dessa técnica resultou uma série de
estudos pioneiros voltados para a quantificagdo da variagdo genética em
Populages (HUBBY e LEWONTIN, 1966; JOHNSON et al., 1966). Atualmente.
as isoenzimas mantém uma grande importancia em relagédo as novas classes
de marcadores moleculares, devido ao custo relativamente reduzido de
implantagéo e manutencao, acessibilidade tecnoldgica e facilidade de aplicagao
a partir do momento em que as condigbes estejam otimizadas para a espécie
em estudo (ALFENAS, 1998). Entretanto, o reduzido contetido de informacéao
genética presente em locos isoenzimaticos de espécies florestais como as do
género Eucalyptus (MARTINS-CORDER e LOPES, 1997), assim como o
numero restrito de locos disponiveis, contrasta com o elevado poder de
informag&o das novas classes de marcadores como os microssatélites (BYRNE
et al., 1996; BRONDANI et al., 1998). Outras criticas tém sido levantadas a
respeito do uso desses marcadores (ROBINSON, 1998).

O desenvolvimento e a aplicagdo de RFLP (BOTSTEIN et al., 1980)
trouxeram uma opg¢ao para o uso de marcadores isoenzimaticos. Embora o
Polimorfismo detectado através dessa técnica tenha melhorado o poder de
analise em espécies do género Eucalyptus (WOLFF et al., 1993), varias
limitagées de ordem técnica tém restringido a utilizagéo dessa tecnologia para

analise em larga escala.
2.2.1. Marcadores moleculares baseados em PCR

O advento da técnica da reagdo de polimerizagdo em cadeia (PCR)
(MULLIS e FALOONA, 1987) acelerou o desenvolvimento de novas classes de
marcadores moleculares.

A técnica denominada RAPD (WILLIAMS et al., 1990), baseada na
amplificagdo via PCR de segmentos anénimos de DNA genémico, através de
iniciadores  arbitrarios, tornou-se muito popular, principalmente por sua
acessibilidade tecnolégica e seu baixo custo. Entretanto, como o polimorfismo
de RAPD esta baseado em mutacdes nos sitios de anelamento dos iniciadores,
ele se caracteriza pela presenca ou auséncia de produtos amplificados, ou
seja, € um marcador com padréo de segregacao dominante, com o qual nio é

possivel a distingdo entre homozigotos e heterozigotos. Apesar dessas
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limitagdes, os marcadores RAPD foram amplamente utilizados em estudos de
analise genética de Eucalyptus envolvendo o mapeamento e a estabilidade de
QTLs (GRATTAPAGLIA et al., 1996; VERHAGEN et al., 1997) e a selecédo
assistida por marcadores (SQUILLASSI e GRATTAPAGLIA, 1997), além de
numerosos trabalhos de avaliagbes da variabilidade genética em populagoes
de melhoramento.

Os marcadores moleculares AFLP (VOS et al., 1995) exploram o
polimorfismo decorrente da variagdo na posicdo de sitios de enzimas de
restricdo em diferentes organismos, associado a variabilidade na sequiéncia de
nucleotidios que flanqueiam essa seqiiéncia. Apesar de o AFLP nao apresentar
as mesmas vantagens do RAPD em relacdo a acessibilidade tecnolégica e
Custo, um nimero muito superior de locos polimérficos pode ser detectado por
reacao. Além disso, as variagdes nas combinagdes de enzimas de restricdo e
iniciadores disponiveis permitem a andlise de um numero de locos quase
limitado. Marcadores AFLP foram utilizados na avaliacdo da variabilidade
genetica e da taxa de fecundagédo cruzada em populagées de melhoramento de
Eucalyptus (GAIOTTO et al., 1997) e na construcdo de mapas genéticos
(MARQUES et al., 1996). Porém, essa classe de marcadores também
apresenta limitagdes relacionadas ao padrdo de segregacdo dominante dos
marcadores RAPD, restringindo o seu uso para fins de discriminagdo de
individuos.

2.2.2. Marcadores moleculares baseados em microssatélites

Os microssatélites, também conhecidos como SSR, sdo marcadores
moleculares baseados na amplificagdo de sequéncias repetitivas (1 a 6 pb),
abundantemente encontradas no genoma de eucariotos (HAMADA et al.,
1982).

Locos microssatélites tém sido descritos em grande variedade de
Culturas agricolas, como cevada (WEISING et al., 1989), arroz (WU e
TANKSLEY, 1993) e Brassica (KRESOVICH et al., 1995).

Recentemente, a identificagdo de locos microssatélites se estendeu a
espécies florestais de interesse comercial como Pinus (SMITH e DEVEY, 1994:
KOSTIA et al., 1995) e Eucalyptus (BYRNE et al., 1996; BRONDANI et al.,



1998), assim como a outras espécies florestais como o mogno (WHITE e
POWELL, 1997).

Dentre as classes de DNA, a do DNA repetitivo € a que apresenta
distribuicdo mais uniforme no genoma (STEPHAN e CHO, 1994). Em plantas,
um microssatélite ocorre, em média, a cada 20 a 23 kb, sendo AA/TT e AT/TA
as unidades de repeticdo mais freqientes (LAGERCRANTZ et al., 1993;
WANG et al., 1994).

A elevada taxa de mutagées em regides ricas em sequéncias repetitivas
é devida a alta incidéncia de escorregamento na replicagdo, como foi
demonstrado “in vitro” por SCHLOTTERER e TAUTZ (1992). O namero variavel
de repeticdes gera locos multialélicos que podem ser analisados via PCR,
utilizando um par de iniciadores especificos para cada loco que contenha uma
regido de DNA repetitivo (LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY, 1989).

Devido a abundancia e a distribui¢édo regular no genoma de eucariotos,
associadas ao multialelismo e ao alto nivel de polimorfismo com padrao de
segregacdo co-dominante, os microssatélites tém tido ampla aplicacdo em
casos em que ha necessidade de discriminagéo de individuos e identificacao
de parentesco. Esses marcadores tém sido empregados em estudos de
genética de populagdes (WENBURG et al., 1996), na genotipagem de
individuos para discriminagdo de gendtipos (CREGAN et al., 1994; RUSSELL
et al., 1997), em estudos de parentesco (MARKLUND et al, 1994
GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995) e em protegdo de variedades de plantas
(DIWAN e CREGAN, 1997).

2.2.3. Conservagao de locos microssatélites

O uso de marcadores baseados em microssatélites em analise
gendmica tem sido restrito pelo alto custo e tempo necessario para o
desenvolvimento dos iniciadores especificos, que flanqueiam as regides de
DNA repetitivo em cada espécie (RAFALSKI e TINGEY, 1993). Entretanto, tem
sido observada a transferibiidade desses marcadores entre espécies
pertencentes ao mesmo género e até mesmo espécies de mesma familia, mas
de géneros diferentes. Essa possibilidade decorre do fato de que, embora as

regides microssatélites estejam sujeitas a alta taxa de mutacdo, as regiées



flanqueadoras complementares aos iniciadores s&o frequentemente
conservadas em espécies ou géneros proximos.

Estudo realizado por BREEN et al. (1994) demonstrou que um conjunto
de 13 locos SSR, desenvolvidos a partr de DNA genémico de cavalo
domeéstico (Equs caballus), amplificou, com sucesso, regides microssatélites de
diversas espécies pertencentes ao mesmo género, incluindo asno (Equs
asinus) e diversas espécies de zebras. KEMP et al. (1993), avaliando um
conjunto de seis microssatélites desenvolvidos a partir de DNA gendmico de
Bos taurus, observaram que quatro deles amplificavam produtos polimérficos
no género Ovis e dois no género Capra. Outros estudos demonstraram essa
transferibilidade entre organismos de mesmo género e géneros diferentes
(LEVIN et al. 1995; PEPIN et al., 1995, MENOTTI-RAYMOND e O’BRIEN,
1995).

Embora os estudos relatando a conservagao de locos microssatélites em
plantas sejam menos freqiientes, a transferibilidade entre espécies de mesmo
género (BYRNE et al., 1996) e mesmo entre géneros diferentes (KIJAS et al.,
1995) ja foi observada.

2.2.4. Sistemas semi-automatizados de genotipagem baseados em
microssatélites

O uso de marcadores moleculares baseados em microssatélites para
fins de genotipagem de individuos evoluiu para o desenvolvimento de sistemas
de analise semi-automatizada. Estes sistemas apresentam inimeras vantagens
sobre as técnicas convencionais, incluindo rapidez e precisdo na geragéo de
dados, analise simultinea de varios locos, minimizagdo da manipulagdo
manual da informagao e alto potencial de transferibilidade entre laboratérios.

Desenvolvidos inicialmente para estudos de genética humana
(EDWARDS et al., 1991; LEVITT et al., 1994; MANSFIELD et al., 1994), esses
sistemas baseiam-se na amplificagdo, via PCR, de um ou mais locos
microssatélites, utilizando iniciadores marcados com fluorocromos. Os
fragmentos amplificados s&@o posteriormente separados e visualizados em
equipamentos de alta resolugdo, que permitem a deteccéo de fluorescéncia.
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Recentemente, sistemas Multiplex foram descritos para espécies de
plantas. THOMAS et al. (1994) desenvolveram um sistema para Vitis sp., no
qual sete locos microssatélites foram amplificados separadamente via PCR,
utilizando iniciadores marcados com diferentes fluorocromos e combinados
anteriormente na analise em sequienciador de DNA. O sistema foi utilizado para
discriminar 80 cultivares de videira, muitos indistinguiveis em nivel de fenétipo,
e criar um sistema universal de diferenciagdo de genétipos do género Vitis.
DIWAN e CREGAN (1997) propuseram um sistema semelhante, no qual 20
microssatélites eram amplificados via PCR, por meio de iniciadores marcados
com fluorocromos e analisados em seqiienciador de DNA, permitindo a
discriminagdo entre cultivares indistinguiveis em relagdo a caracteristicas
morfoldgicas e 17 locos RFLP.

Sistemas semelhantes tém sido propostos para genotipagem de ragas
de gado (Bos taurus) (GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995) e cultivares de varias
espécies do género Brassica (SZEWC-MCFADDEN et al., 1996).

2.2.5. Diversidade génica dos marcadores moleculares

A diversidade génica refere-se a probabilidade de ocorréncia de
polimorfismo entre individuos tomados ao acaso (RAFALSKI et al., 1996). Para
estimar essa diversidade, varios indices que representam o contetdo
informativo de um loco para diferentes aplicages na identificagéo individual e
na analise de parentesco tém sido utilizados.

e Heterozigosidade esperada

A heterozigosidade esperada, He, expressa a probabilidade de dois

gametas, tomados ao acaso de uma populagdo, terem alelos diferentes em
determinado loco.

O indice H, € expresso por

Ht’ =1_Zpu3

emque “p,” é a frequéncia do u-ésimo alelo em uma populagéo.
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Recentemente, sistemas Multiplex foram descritos para espécies de
plantas. THOMAS et al. (1994) desenvolveram um sistema para Vitis sp., no
qual sete locos microssatélites foram amplificados separadamente via PCR,
utilizando iniciadores marcados com diferentes fluorocromos e combinados
anteriormente na analise em seqiienciador de DNA. O sistema foi utilizado para
discriminar 80 cultivares de videira, muitos indistinguiveis em nivel de fenétipo,
e criar um sistema universal de diferenciagdo de genétipos do género Vitis.
DIWAN e CREGAN (1997) propuseram um sistema semelhante, no qual 20
microssatélites eram amplificados via PCR, por meio de iniciadores marcados
com fluorocromos e analisados em seqlenciador de DNA, permitindo a
discriminagdo entre cultivares indistinguiveis em relagdo a caracteristicas
morfolégicas e 17 locos RFLP.

Sistemas semelhantes tém sido propostos para genotipagem de ragas
de gado (Bos taurus) (GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995) e cultivares de varias
espécies do género Brassica (SZEWC-MCFADDEN et al., 1996).

2.2.5. Diversidade génica dos marcadores moleculares

A diversidade génica refere-se a probabilidade de ocorréncia de
polimorfismo entre individuos tomados ao acaso (RAFALSKI et al., 1996). Para
estimar essa diversidade, varios indices que representam o contetdo
informativo de um loco para diferentes aplicagées na identificacéo individual e
na analise de parentesco tém sido utilizados.

* Heterozigosidade esperada

A heterozigosidade esperada, He, expressa a probabilidade de dois

gametas, tomados ao acaso de uma populagéo, terem alelos diferentes em
determinado loco.

O indice He é expresso por
H,=1-3p’

eémque "p,” é a freqiéncia do u-ésimo alelo em uma populagao.
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Em outras palavras, quanto maior for o valor de heterozigosidade, maior
sera a probabilidade de ser detectado polimorfismo (RAFALSKI et al., 1996).
Esse indice também é denominado diversidade génica (WEIR, 1996).

Os valores do indice He encontrados em diferentes classes de
marcadores tém  demonstrado que microssatélites apresentam
heterozigosidade superior & de outros marcadores de heranga co-dominante
(RFLP) e significantemente superior a de marcadores com padrio de heranga
dominante (RAPD e AFLP) (POWELL et al., 1996; VOGEL et al., 1996).

Em estudo realizado por DIWAN e CREGAN (1997), no qual um
conjunto de gendtipos silvestres de soja foi avaliado com 20 locos
microssatélites, foram observadas heterozigosidades esperadas de 0,64 a
0,91, com média de 0,80. Quando um conjunto de genétipos de mesma origem
foi avaliado com 17 locos RFLP, apenas dois apresentaram mais de dois
alelos; em apenas um, a heterozigosidade esperada foi superior a 0,5.

* Conteldo de informagéo de polimorfismo

O contelido de informagdo de polimorfismo, PIC, foi proposto por
BOTSTEIN et al. (1980) e tem sido utilizado para indicar o nivel de informacgéo
de determinado loco, para fins de estudo de mapeamento.

O contetdo de informagéo de polimorfismo é calculado por

PIC=l—[szuJ-ZZ2pfpf

u v>u

em que “p,” e “p,” sd@o as freqiiéncias do u-ésimo e v-ésimo alelo em uma

populagao, sendo u diferente de v.

BOTSTEIN et al. (1980) consideraram altamente informativos locos que
apresentassem valor de PIC superior a 0,5, no qual se enquadraram apenas
14% dos locos RFLP utilizados por esses pesquisadores para mapeamento do
genoma humano.

Estudos mais recentes envolvendo marcadores microssatélites em
humanos tém demonstrado que estes apresentam geralmente valores de PIC
Superiores a 0,5 (SPRECHER et al., 1996), indicando o maior contetido de

informagao. presente em locos microssatélites em relagdo ao de locos RFLP.
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Resultados semelhantes tém sido encontrados em estudos envolvendo animais
domesticos (PEPIN et al., 1995; GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995) e culturas
agricolas (RUSSEL et al., 1997).

¢ Probabilidade de identidade

A probabilidade de identidade, | (PAETKAU et al.,, 1995), expressa a
probabilidade de se encontrarem em uma populagdo dois individuos com o
mesmo genétipo para determinado loco.

A probabilidade de identidade é expressa por

= Xpe 22 2 oot

v v>u

em que “p,” e “p,” sd@o as frequéncias do u-ésimo e v-ésimo alelo em uma

populagdo, sendo u diferente de v.

O produto das probabilidades de identidade de varios locos que
Compéem um sistema de genotipagem gera a probabilidade de identidade
combinada, que indica a probabilidade de serem encontrados dois individuos
COM o mesmo genétipo multiloco. Esse indice tem sido utilizado para indicar o
poder de discriminagao de sistemas de genotipagem multilocos, baseados em
microssatélites, para identificagdo individual em investigagdes forenses.

PAETKAU et al. (1995), analisando um sistema de genotipagem de
ursos polares (Ursus maritimus) baseado em marcadores microssatélites,
determinou que, quando a probabilidade de identidade dos oito locos que
Compunham o sistema era considerada, o seu valor combinado era igual ou
inferior a 10, Isso indica que a probabilidade de dois individuos na populagdo
Possuirem o mesmo genétipo multiloco para os locos amostrados era inferior a
1 em um milhao.

Valores ainda mais expressivos foram encontrados por WENBURG et al.
(1996), avaliando trés populagdes de salmao (Oncorhynchus mykiss) e truta
(Oncorhynchus clarki clarki) com um sistema Multiplex composto de 10 locos
microssatélites. Embora a probabilidade de identidade combinada tenha

atingido valores muito variaveis entre as populagbes, devido as diferencas de
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frequéncias alélicas observadas, ela foi sempre inferior a 107, chegando a 10
em algumas populacées.

e Poder de exclusao

O poder de exclusdo, Q, indica a capacidade de um loco excluir um
individuo erroneamente acusado de paternidade (WEIR, 1996). Esse indice é
calculado, considerando-se todas as possiveis configuragées genotipicas entre
a mae, o filho e o suposto pai e quais deles sdo excludentes, conforme
apresentado por WEIR (1996). O poder de exclusdo combinado é calculado,
levando-se em conta todos os locos que tenham sido analisados.

O indice Q de um loco microssatélite é calculado através da féormula

Q=3 p.(-p,) -3 pip(4-3p,-3p,)

u v>u

em que “p,” e “p,” sdo as freqiiéncias do u-ésimo e v-ésimo alelo em uma

Populagéo, sendo u diferente de v.

Estudos com animais domésticos tém mostrado que os microssatélites
apresentam alto poder de exclusdo. MARKLUND et al. (1994) verificaram que o
Poder de exclusdo combinado, considerando oito locos, variou de 0,96 a 0,99,
€m quatro ragas de cavalo.

Outros estudos envolvendo a caracterizagéo de microssatélites em racas
de cavalo (BREEN et al., 1994) e gado (GLOWATSKI-MULLIS et al., 1995)
mostraram poder de exclusdo combinado semelhante.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE GENOTIPAGEM MULTILOCOS
SEMI-AUTOMATIZADOS, BASEADOS EM MARCADORES
MICROSSATELITES

1. INTRODUGAO

Os marcadores microssatélites sdo baseados na amplificagéo de regides
Compostas por um numero variavel de nucleotidios, normalmente de 1 a 6 pb,
repetidos varias vezes e encontrados no genoma de eucariotos (HAMADA et
al., 1982).

Embora o polimorfismo presente nessas regides tenha sido explorado
inicialmente na &rea humana (LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY, 1 989),
locos baseados em microssatélites foram posteriormente descritos em uma
grande variedade de culturas agricolas (WEISING et al., 1989; WU e
TANKSLEY, 1993; KRESOVICH et al., 1995) e algumas espécies florestais de
importancia econémica (SMITH e DEVEY, 1994; BRONDANI et al., 1998).

Os microssatélites sao abundantes (LAGERCRANTZ et al., 1993:
WANG et al., 1994) e encontram-se regularmente distribuidos no genoma de
plantas (STEPHAN e CHO, 1994). Além disso, apresentam multialelismo e alto
nivel de polimorfismo, resultante da alta incidéncia de escorregamento na
replicagéo, como foi demonstrado, “in vitro”, por SCHLOTTERER e TAUTZ
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(1992). Todas essas caracteristicas, aliadas ao padrdo de segregacao co-
dominante, tém feito dos microssatélites o marcador mais apropriado para o
desenvolvimento de “fingerprints” genéticos Unicos e a discriminagdo de
cultivares (CREGAN et al., 1994; THOMAS et al., 1994; RUSSEL et al., 1997:
DIWAN e CREGAN, 1997).

O uso de marcadores moleculares baseados em microssatélites para
fins de genotipagem individual evoluiu para o desenvolvimento de sistemas de
analise multilocos semi-automatizados. Esses sistemas foram desenvolvidos
inicialmente para estudos de genética humana (EDWARDS et al., 1991). Eles
se baseiam na amplificagdo via PCR de um ou mais locos microssatélites,
simultaneamente, utilizando iniciadores marcados com fluorocromos e
separacao e visualizagdo dos fragmentos em maquinas que permitam a
detecgao de fluorescéncia.

Recentemente, sistemas semelhantes foram desenvolvidos para analise
de espécies de importancia agricola. O objetivo tem sido estabelecer sistemas
universais de diferenciagdo de cultivares e variedades, conforme foi proposto
para Vitis sp. (THOMAS et al., 1994) e soja (DIWAN e CREGAN, 1997). Entre
as vantagens desses sistemas estdo: 1) rapidez e acuracia na geragéo de
dados; 2) avaliagdo simultanea de varios locos SSR em uma linha do gel,
reduzindo o numero de analises necessarias em relagdo as técnicas
convencionais; 3) aquisi¢do e armazenamento dos dados (computadorizados)
em tempo real, reduzindo a manipulagdo manual da informacdo; 4)
possibilidade de exportagdo direta dos dados para programas de andlise
genetica; e 5) transferibilidade do sistema para outros laboratérios, permitindo a
padronizagdo dos locos do genoma amostrados e a comparagdo e o
compartilhamento de resultados.

O desenvolvimento e a aplicagdo mais ampla de microssatélites em
sistemas Multiplex tém sido limitados pelo custo e tempo necessarios para o
desenvolvimento desses marcadores em cada espécie. Essa limitagé@o tem sido
contornada em algumas situagdes em que existe conservagéo suficiente das
seqléncias flanqueadoras dos microssatélites entre espécies pertencentes ao
mesmo género e até mesmo géneros pertencentes & mesma familia, o que
possibilita a transferibilidade de marcadores (KEMP et al.,1993; BREEN et al.,
1994; KIJAS et al., 1995). A transferibilidade de microssatélites entre diferentes
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especies do género Eucalyptus foi relatada inicialmente em numero reduzido
de locos por BYRNE et al. (1996) e confirmada em maior nimero de locos
entre E. grandis e E. urophylla por BRONDANI et al. (1998). Tais resultados
Indicaram o grande potencial de desenvolvimento de sistemas de genotipagem
multilocos baseados em microssatélites para analise genética de varias
espécies de importancia econémica dentro do género Eucalyptus.

O objetivo geral desse projeto foi o desenvolvimento de sistemas de
genotipagem semi-automatizados de alto desempenho, baseados em
microssatélites, com detecgédo fluorescente. Inicialmente, foram testados 170
pares de iniciadores originalmente desenvolvidos e desenhados por
BRONDANI et al. (1998), a partir de bibliotecas enriquecidas de Eucalyptus
grandis e E. urophylla. Nessa triagem foi selecionado um conjunto de pares de
iniciadores que amplificavam, de forma especifica e robusta, locos polimérficos
com heranga mendeliana. No processo de triagem foi avaliada, ainda, a
transferibilidade desses locos, principalmente, para espécies do subgénero
Symphyomyrtus, bem como para outras espécies comercialmente importantes
de outros subgéneros. A partir da bateria de microssatélites selecionados,
foram desenvolvidos trés sistemas de genotipagem multilocos. Cada um
desses sistemas foi composto de trés locos microssatélites, co-amplificados em
mesma reacdo de PCR e visualizados simultaneamente através de sistemas de

deteccgao fluorescente, com determinagdo automatizada dos genétipos a cada
loco.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selegdo inicial de locos microssatélites

2.1.1. Material vegetal, reagdo de PCR, eletroforese e detecgdo dos

fragmentos amplificados

O DNA gendmico foi extraido de folhas de parentais (E. grandis e E.
urophylla - subgénero Symphyomyrtus) e de seis progénies F1, provenientes
de populagdes de melhoramento da empresa Aracruz Celulose S.A. (Espirito
Santo, Brasil). Para avaliagao de transferibilidade, foram utilizados individuos
das espécies E. dunnii (subgénero Symphyomyrtus), E. pilularis (subgénero
Monocalyptus), E. cloeziana (subgénero Idiogenes) e E. citriodora (subgénero
Corymbia), originarios de ensaios de introducdo de espécies da
EMBRAPA/CPAC. A extragdo de DNA seguiu o protocolo descrito por DOYLE
e DOYLE (1987).

Foram analisados 170 pares de iniciadores desenvolvidos a partir de
gendtipos de E. grandis e E. urophylla. A descoberta e isolamento dos
microssatélites e o sequienciamento e desenho dos iniciadores foram descritos
por BRONDANI et al. (1998). Os microssatélites foram amplificados via PCR
em reagdes de 13 ulL contendo 7,5 ng de DNA genémico, 200 uM de dNTP,
1,3 uL de DMSO 50%, 1,3 uL de tampao de PCR 10X contendo 15 mM de
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MgClz, 1,34 uL de &gua desionizada, 1 mM de MgCly, 0,29 uM de iniciadores
anterior e posterior e 1 U de enzima Taq polimerase. O protocolo de PCR
incluiu uma etapa inicial de desnaturacio a 96°C por dois minutos, seguida de
34 ciclos constituidos de uma etapa de desnaturagado a 96°C por um minuto,
anelamento a 60-56°C por um minuto e extens&o a 72 °C por 1 minuto. Durante
0s primeiros quatro ciclos, a temperatura de anelamento decresceu 2°C a cada
dois ciclos até atingir 56°C. Os fragmentos amplificados foram separados em
gel de agarose 2,5% (comum ou Metaphor-FMC Bioproducts), em TBE 1X a
130V, por 2,0-2,5 horas, e corados com brometo de etidio.

A qualidade dos produtos de amplificagdo dos microssatélites, assim
como o seu padrao de segregacao, foi avaliada nos parentais (E. grandis e E.
urophylla) e em seis progénies F1. Os microssatélites foram classificados de
acordo com os seguintes critérios subjetivos, descritos por PEPIN et al. (1995):
1) amplificagéo especifica da regido microssatélite, com presenca de apenas
uma (homozigoto) ou duas (heterozigoto) bandas; 2) amplificagédo especifica da
regido microssatélite, com a presenca de amplificagcdo inespecifica; 3)
amplificacao inespecifica, sem distingdo do microssatélite: e 4) auséncia de
amplificagéo.

Um conjunto de 100 locos microssatélites também foi avaliado quanto a
sua transferibilidade para E. dunnii, E. pilularis, E. cloeziana e E. citriodora,
observando-se se estes amplificavam locos SSR nessas espécies.

Com base nos resultados de analise de qualidade de amplificacdo das
regides microssatélites, 17 locos foram selecionados, para os quais foram

sintetizados iniciadores marcados com fluorocromos de diferentes cores.
2.2. Avaliagdo dos locos microssatélites

2.2.1. Material vegetal, reacdo de PCR, eletroforese e detec¢io dos
fragmentos amplificados

O DNA genémico de trés individuos de cada uma de duas procedéncias

das espécies E. camaldulensis, E. dunnii, E. grandis, E. saligna e E. urophylla,
todas pertencentes ao subgénero Symphyomyrtus, foi extraido de tecido foliar
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de mudas originadas de sementes coletadas em populagées naturais na
Australia e Indonésia (Quadro 1).

Quadro 1 - Procedéncias geograficas dos materiais de cada espécie, utilizados
na triagem dos locos EMBRA (ND = n&o disponivel)

Localizacao geografica

Espécie Procedéncia Latitude _ Longitude Pais

E. camaldulensis Irvinebank to Petford  17° 24’ 145° 09’ Australia
E. camaldulensis Walsh River 16° 59' 144° 18’ Australia
E. dunnii ND ND ND Australia

E. dunnii ND ND ND Australia

E. grandis Atherton 17° 19’ 145° 25’ Australia

E. grandis Wild River 1722 145° 24’ Australia

E. saligna Chaelundi 30° 00’ 162° 22’ Australia

E. saligna Sheas Nob S. F. 30° 02’ 152° 32’ Australia

E. urophylla Timor ND ND Indonésia
E. urophylla Flores ND ND Indonésia

Os individuos de E. dunnii, E. grandis e E. saligna foram escolhidos, ao
acaso, de plantas originadas de uma mistura de sementes provenientes de 10
familias de meios-irmaos, coletadas em cada procedéncia, cedidas pela
empresa Riocell S.A. As plantas de E. camaldulensis e E. urophylla constituem
individuos geneticamente nao-relacionados, cujas sementes foram fornecidas
pelas empresas Mannesmann Florestal LTDA., CAPEF e Bahia Sul Celulose
S.A., respectivamente. Para extragdo de DNA gendmico foi utilizada a
metodologia descrita por DOYLE e DOYLE (1987).

Nessa etapa foram avaliados 17 locos EMBRA, escolhidos entre aqueles
que apresentaram boa qualidade de amplificagdo e padrao de segregacéo na
etapa anterior de triagem. A amplificacdo dos microssatélites ocorreu em
reagées de PCR, com volume final de 12,5 puL contendo 160 uM de dNTP e
1,25 uL de tampao de PCR 10X contendo 15 mM de MgCly, 5,63 uL de agua
desionizada, 1U de enzima Taq polimerase, 0,2 uM de cada um dos

iniciadores anterior e posterior e 12 ng de DNA gendmico.
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Um dos iniciadores de cada par teve seu terminal 5’ marcado com um
dos fluorocromos: 6-carboxifluoresceina (6-FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina (TET) ou hexacloro-6-carboxifluoresceina (HEX) (OPC,
Perkin-Elmer/Applied Biosystems). A amplificagdo dos microssatélites passou
Por uma etapa inicial de desnaturacdo a 96°C por dois minutos, seguida de 30
ciclos com etapas de desnaturagdo (96°C), anelamento (56°C) e extensio
(72°C), por um minuto cada. Ao final do tltimo ciclo ocorreu uma nova etapa de
extensédo a 72°C, por sete minutos. Os fragmentos amplificados foram, entzo,
diluidos a 1:10 em &gua desionizada estéril.

Um ul da diluigdo foi combinado com 2,75 pL de tampdo de
carregamento desnaturante (98% de formamida; 10 mM EDTA: 0.25 mg de
xileno-cianol e 0,25 mg de azul-de-bromofenol) e 0,25 uL de marcador-padrao
interno GeneScan Tamra 350 ("Perkin-Elmer/Applied Biosystems”), marcado
com N,N,N’ N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA). As amostras foram,
entdo, desnaturadas a 95°C por cinco minutos e colocadas em gelo. Os
fragmentos amplificados foram separados (2 ul/pogo) em gel de poliacrilamida
(5%) contendo 6 M de uréia, a 3.000 V e 50-30 mA por duas horas, instalado
em um seqlenciador de DNA (“Perkin-Elmer/Applied Biosystems”, modelo
377). O tamanho dos fragmentos foi estimado através do programa GeneScan
(“Perkin-Eimer/Applied Biosystems”), sendo os dados posteriormente aferidos
através do programa Genotyper (“Perkin-Elmer/Applied Biosystems”).

Com base nos genétipos gerados para os individuos avaliados nessa
etapa, foi registrado o numero de alelos observados em cada loco, assim como
a amplitude de tamanho dos alelos em pares de bases.

2.3. Desenvolvimento de sistemas de genotipagem multiloco e otimizagio
das reagées de co-amplificagio via PCR

Inicialmente, os 17 locos EMBRA, selecionados e avaliados nas etapas
anteriores, foram classificados de acordo com os critérios: 1) amplitude de
tamanho dos alelos em pares de bases; 2) grupo de ligagdo em que o loco esta
localizado, quando disponivel (BRONDANI et al, 1998); e 3) marcagao
fluorescente (HEX, 6-FAM e TET) do iniciador.
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A amplitude alélica indica qual a faixa de tamanho de alelos que pode
ser encontrada para um loco microssatélite amplificado com determinado par
de iniciadores. No desenvolvimento de cada sistema de genotipagem multiloco,
procurou-se co-amplificar locos que apresentassem amplitude alélica
semelhante, para possibilitar a posterior combinagdo de dois sistemas com
faixa de amplificagéo diferente e, dessa forma, a andlise de até seis locos por
linha do gel. Buscou-se, também, combinar locos que estivessem localizados
em diferentes cromossomos e marcados com diferentes fluorocromos.

Os 17 locos EMBRA foram classificados com base na faixa de
amplificacéo de produtos acima ou abaixo de 150 pb. Locos que apresentaram
faixa muito ampla de tamanhos de alelos, ou seja, com produtos acima e
abaixo de 150 pb, foram descartados. Co-amplificagées envolvendo
microssatélites com amplitude alélica semelhante, mas marcados com o
mesmo fluorocromo ou, ainda, localizados em um mesmo grupo de ligacao,
também foram descartadas.

2.3.1. Material vegetal, reacdo de PCR, eletroforese e detecgio dos
fragmentos amplificados

Neste etapa, as combinagdes de locos microssatélites foram avaliadas
com cinco plantas, sendo uma de cada uma das seguintes espécies: E.
camaldulensis (procedéncia Kennedy River), E. dunnii (procedéncia
desconhecida), E. grandis (procedéncia Wild River), E. saligna (procedéncia
Chaelundi) e E. urophylla (procedéncia Flores).

Foi avaliado um total de 15 combinacdes de 11 locos microssatélites
marcados com diferentes fluorocromos. Cada combinagdo teve seus locos
microssatélites co-amplificados via PCR em reacGes de 25 ul contendo 24 ng
de DNA gendmico e 160 puM de dNTP; 2,5 puL de tampéao de PCR 10X contendo
15 mM de MgCl, e 9,83 uL de agua desionizada contendo 0,4 uM de
Iniciadores anterior e posterior marcados com fluorocromos HEX e TET e 0,12
uM de iniciadores anterior e posterior marcados com o fluorocromo 6-FAM,
além de 1,875 U da enzima Taq polimerase. O protocolo de PCR incluiu uma

etapa inicial de desnaturagdo a 96°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos
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constituidos de uma etapa de desnaturagdo a 96°C, anelamento a 56°C e
extensdo a 72°C, por um minuto cada. Apés o tltimo ciclo ocorreu nova etapa
de extensdo a 72°C por sete minutos. Apds a amplificagéo, os produtos foram
diluidos a 1:4, em 4gua desionizada estéril.

Um ulL da diluigdo foi combinado com 2,75 ul de tampdo de
carregamento desnaturante e 0,25 uL de marcador padrdo interno marcado
com TAMRA. Apés a desnaturagéo, as amostras amplificadas foram separadas
(2 ul/pogo) em gel de poliacrilamida (5%) contendo 6 M de uréia, a 3.000 V e
50-30 mA por duas horas, instalado no sequenciador de DNA. A analise dos
dados foi feita por meio dos programas GeneScan e Genotyper.

Apds a selegao dos trés melhores sistemas Multiplex, as condigbes de
amplificagdo via PCR dos locos que os compunham foram otimizadas em
relacédo as concentragbes de enzima Taq polimerase (1,25 U; 1,565 U; e
1,875 U) e dos iniciadores marcados com o fluorocromo 6-FAM (0,08 uM e
0,12 uM). Os individuos analisados e as condigbes de amplificacéo,
eletroforese e detecgio dos fragmentos amplificados seguiram o mesmo
Procedimento descrito anteriormente.

2.3.2. Selegido de trés sistemas Multiplex e ajuste do protocolo de
amplificagao via PCR

Para escolher trés sistemas dentro do conjunto de combinagdes
testadas, alguns critérios foram avaliados: 1) intensidade do sinal - dos
fluorocromos (HEX, 6-FAM e TET) ligados aos fragmentos amplificados, 2)
coeficiente de variagdo entre as intensidades de fluorescéncia produzidas pelos
fluorocromos (HEX, 6-FAM e TET) nas cinco espécies avaliadas e 3) presenca
minima de sinais provenientes de amplificagées inespecificas apds analise e
filtragem dos sinais por meio do programa Genotyper.

Uma intensidade adequada (superior a 100 unidades de fluorescéncia)
do sinal dos fluorocromos ligados aos fragmentos amplificados é importante
para que o sistema de deteccdo do seqiienciador de DNA discrimine, com
clareza, os sinais provenientes dos alelos amplificados, sendo esse o primeiro

critério avaliado nesta pesquisa. O segundo critério indicou quanto apropriado é
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0 sistema multiloco na analise de todas as espécies de Eucalyptus para as
quais ele foi desenvolvido. Por Ultimo, a presenca minima de sinais
provenientes de amplificagdes inespecificas auxiliou na avaliagdo da presenca
de sinais provenientes de amplificagées que néo correspondem aos alelos dos
locos EMBRA que compunham o sistema Multiplex.

Para reunir todos esses critérios em um mesmo parametro, foi criada
uma equacao que levasse em conta todos os aspectos descritos anteriormente.

Esse parametro, denominado indice Multiplex (IM), foi calculado da seguinte
maneira:

M =IF(1-CV)(1-A)

em que

IFj = intensidade de fluorescéncia, detectada por meio do programa GeneScan,

da i-ésima espécie no j-ésimo loco do sistema Multiplex;

CV, = coeficiente de variagdo observado (entre os individuos representantes
das cinco espécies estudadas) na intensidade de fluorescéncia no |-
ésimo loco do sistema Multiplex;

O, = nimero de fragmentos observados no j-ésimo loco do sistema Multiplex; e

Ej = nimero de fragmentos esperados no j-ésimo loco do sistema Multiplex.

Considerando que intensidade de fluorescéncia igual ou superior a 500
unidades & suficiente para que haja visualizagdo adequada dos fragmentos
amplificados, tomou-se esse valor, na equagdo de calculo do indice Multiplex,
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como o valor maximo a ser considerado na intensidade de fluorescéncia
detectada em cada fluorocromo.

Apés a selecdo de trés sistemas Multiplex, as diferentes condi¢des de
amplificacéo testadas foram igualmente avaliadas através do calculo do seu
indice Multiplex.

2.3.3. Variagdao no tamanho dos fragmentos detectados em diferentes
condigdes de PCR

Com base no tamanho dos fragmentos que foram detectados na
avaliacdo individual dos 17 locos microssatélites, foi feita uma comparagao
entre os tamanhos dos alelos que haviam sido observados na ocasido e o
tamanho daqueles detectados nas diferentes condi¢des de PCR testadas.

Registrou-se a diferenca maxima entre a estimativa de tamanho dos
alelos dos locos que compunham os sistemas Multiplex e a estimativa obtida
quando esses locos foram analisados em reagbes de PCR em que foram

amplificados isoladamente, assim como a diferenga média e o desvio-padrao.

25



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecgio inicial de locos microssatélites

3.1.1. Qualidade de amplificagdo e padrio de segregagio dos

microssatélites em E. grandis e E. urophylia

Verificou-se que 28,8% dos pares de iniciadores avaliados amplificaram
especificamente sequéncias microssatélites. Outros 41,8% originaram produtos
claramente oriundos de amplificagdo dos locos microssatélites, além de
amplificagées inespecificas. Para esses pares de iniciadores foi possivel
observar o padrdo de segregagdo esperado. Dos 170 pares de iniciadores
testados, 10,6% nao amplificaram qualquer fragmento, ao passo que outros
18,8% amplificaram regiées inespecificas do genoma, no possibilitando a
distingdo do microssatélite.

Resultados semelhantes foram relatados em outros estudos (OLSEN et
al.,, 1996; WENBURG et al., 1996), nos quais foi observada a auséncia de
amplificacdo dos microssatélites ou, ainda, a amplificagdo de regides
inespecificas, observagdo comum em, essencialmente, todos os trabalhos de
desenvolvimento desses marcadores, independentemente da espécie
considerada. O padrdo de amplificagdo em que grande quantidade de
fragmentos é amplificada, com ou sem a distingdo clara da amplificagao de

regibes de DNA repetitivo, indica a nao-especificidade, ou a especificidade
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parcial, dos iniciadores em relacdo as regides flanqueadoras desses locos.
Uma solugéo para esse problema seria testar temperaturas crescentes de
anelamento dos iniciadores, com o intuito de aumentar a estringéncia da
reacao e, consequentemente, a especificidade do anelamento (WEISING et al.,
1995). Entretanto, como o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento
de sistemas nos quais varios locos microssatélites fossem amplificados
simultaneamente, a ofimizagdo de temperaturas de anelamento
individualmente para cada loco nao era desejavel.

3.1.2. Conservagdo dos locos microssatélites em outras espécies do
género Eucalyptus

Na avaliagdo da transferibilidade dos locos microssatélites para outras
espécies do género Eucalyptus, observou-se que, de um conjunto de 100 pares
de iniciadores, 81,7% daqueles que produziram amplificacdo clara e
interpretavel (classificagées 1 e 2) em E. grandis e E. urophylla também
amplificaram regides microssatélites em E. dunnii, que pertence ao mesmo
subgénero (Symphyomyrtus). A conservagdo foi menor nas espécies E.
cloeziana (subgénero Idiogenes) e E. pilularis (subgénero Monocalyptus), 56,3
e 54,9%, respectivamente. Na espécie E. citriodora (subgénero Corymbia), com
a qual foi avaliada a transferibilidade de 15 microssatélites, apenas seis
amplificaram produtos interpretaveis.

A alta transferibilidade (81,7%) desses locos, desenvolvidos a partir de
E. grandis e E. urophylla, para E. dunnii claramente indicou que existe grande
potencial de transferibilidade desses marcadores entre diferentes espécies do
género Eucalyptus, especiaimente dentro do mesmo subgénero. Isso é
particularmente importante ao se levar em conta que a maioria das espécies
utilizadas em plantios comerciais no mundo pertence ao subgénero
Symphyomyrtus (ELDRIGE et al., 1994) e que o desenvolvimento de
marcadores microssatélites ainda apresenta custos financeiro e tecnolégico
proibitivos para a maioria dos laboratérios.

Os resultados discordaram parcialmente dos obtidos por BYRNE et al.
(1996), que observaram que um conjunto de quatro locos microssatélites

desenvolvidos a partir de genétipos de E. nitens amplificou, com sucesso,
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regides microssatélites em outras trés espécies do mesmo subgénero
(Symphyomyrtus). No entanto, a transferibilidade para o subgénero
Monocalyptus foi de 50% e, para o subgénero Corymbia, nula. Essa
incoeréncia de resultados foi, provavelmente, devida a diferenga no tamanho
da amostra analisada.

A conservagdo dos locos microssatélites foi significativamente maior
entre E. grandis e E. urophylla (Symphyomyrtus), em relacdo as espécies dos
subgéneros Mdiogenes (E. cloeziana) e Monocalyptus (E. pilularis), confirmando
estudos que indicaram maior similaridade genética entre esses subgéneros, em
relacdo ao Corymbia (E. citriodora). O fato de a maioria dos locos
microssatélites ter sido conservada na espécie do subgénero /diogenes e
também no subgénero Monocalyptus se explica em razdo de esses dois
subgéneros serem muito préximos filogeneticamente (LADIGES, 1983:
Udivicic, McFadden e Ladiges, citados por LADIGES et al., 1995). Finalmente,
existem evidéncias filogenéticas suficientes, a partir de estudos moleculares,
que tém levado a separagdo do subgénero Corymbia em um novo género
(LADIGES et al., 1995). Com base nessas evidéncias, observou-se que 17
locos EMBRA (Quadro 2) foram selecionados com base na robustez e alta
transferibilidade entre espécies para desenvolvimento e otimizagao de sistemas
de genotipagem multilocos.

3.2. Avaliagio dos locos microssatélites
3.2.1. Nimero de alelos e amplitude alélica

Os 17 locos microssatélites permitiram a amplificagéo de um total de 284
fragmentos, com uma média de 16,71 alelos por loco (Quadro 2). O menor
nimero de alelos foi encontrado no loco EMBRA22 e o maior, no loco
EMBRA16, com 11 e 27 alelos, respectivamente. A maior amplitude alélica foi
também observada no loco EMBRA16 (com 104 pb) e a menor, no EMBRA6
(com 40 pb).

O numero de alelos detectados nesse grupo de individuos foi
semelhante ao encontrado em outros trabalhos de caracterizacdo de locos

microssatélites, desenvolvidos para espécies do género Eucalyptus.
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Quadro 2 — Avaliagdo dos 17 locos EMBRA selecionados em relacdo ao
numero de alelos e a amplitude alélica observada em 30 individuos
provenientes de cinco espécies de Eucalyptus

EMBRA Numero de alelos Amplitude alélica (pb)
27 15 179-229
28 19 109-173
21 14 110-176
22 11 143-197

5 22 91-151
6 13 113-153
4 18 83-135
23 13 107-149
24 18 183-227
10 14 102-154
11 13 99-153
25 21 104-194
26 16 112-172
16 27 108-212
15 19 71-125
12 14 114-160
18 17 96-136
Média 16,71

BYRNE et al. (1996), avaliando quatro microssatélites em 20 individuos de E.
nitens, encontraram 5 a 16 alelos por loco. BRONDANI et al. (1998), ao
caracterizarem 15 locos, dos quais nove também foram utilizados neste estudo,
Observaram de 9 a 26 alelos por loco, com uma média de 16,3 alelos. O
numero médio de alelos detectados em Eucalyptus foi expressivamente maior
do que o normalmente obtido na caracterizagdo de microssatélites em culturas
agricolas, como brassicas (KRESOVICH et al., 1995), soja (MORGANTE et al.,
1994), arroz (WU e TANKSLEY, 1993) e cevada (BECKER e HEUN, 1995). A
razao mais provavel dessa diferenga esta no fato de esses microssatélites
terem sido caracterizados em variedades ou cultivares de especies com longa
histéria de domesticacdo e, portanto, de base genética estreita. Entretanto,
cabe destacar que locos altamente polimérficos, com mais de 30 alelos, tém
sido descritos em genétipos silvestres de cevada (SAGHAI-MAROOF et al.,
1994), provavelmente devido a maior variabilidade genética presente em
materiais selvagens em relagao aos cultivados.
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O numero variavel de alelos observados em cada loco pode ser
explicado pela distribuicdo ampla e regular dos microssatélites no genoma de
plantas (WANG et al., 1994), resultando sua localizagdo em regi6es mais ou
menos conservadas e, conseqientemente, sujeitas a mais ou menos variagéo.
De fato, varias sequéncias repetitivas de dinucleotideos foram descritas

posicionadas em genes ou préximas a estes (LITT e LUTY, 1989; VAIMAN et
al., 1995).

3.3. Desenvolvimento de sistemas Multiplex

Trés sistemas de genotipagem multilocos baseados em marcadores
microssatélites foram criados para E. camaldulensis, E. dunnii, E. grandis, E.
saligna e E. urophylla. Cada sistema foi desenvolvido, buscando-se a co-
amplificagdo via PCR de trés locos microssatélites localizados em diferentes
cromossomos, com amplitude alélica semelhante, e marcados com diferentes
fluorocromos. Ao todo, nove locos microssatélites foram otimizados em trés
reagdes de PCR.

3.3.1. Classificagio dos locos microssatélites

Os microssatélites que apresentaram grande amplitude alélica, com
alelos de tamanho acima e abaixo de 150 pb, foram descartados.
Enquadraram-se nesse grupo sete dos 17 locos anteriormente avaliados:
EMBRA28, EMBRA21, EMBRA25, EMBRA26, EMBRA16 ¢ EMBRA12 (Quadro
2). Os locos selecionados, que amplificaram produtos na faixa abaixo de
150 pb, foram: EMBRAS5, EMBRABS, EMBRAG4, EMBRA23, EMBRA10,
EMBRA11, EMBRA15 e EMBRA18. Foi permitida uma tolerancia de até 5 pb,
selecionado-se locos que amplificassem produtos com até 155 pb. Caso
contrario, os locos EMBRA5, EMBRAG, EMBRA10 e EMBRA11 teriam de ser
descartados do conjunto, e a gama de possiveis combinagdes testadas seria
reduzida significativamente.

Foram encontrados apenas dois locos amplificando produtos somente
na faixa superior a 150 pb: EMBRA24 e EMBRA27. De forma a possibilitar o

desenvolvimento de um sistema de genotipagem envolvendo a co-amplificacéo
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de trés locos e a andlise de produtos acima de 150 pb, o loco EMBRA22 foi

incluido nesse grupo. Esse loco, marcado com fluorocromo TET e com alelos

de tamanho entre 143 e 197 pb, poderia eventualmente ser combinado com os
produtos da amplificagdo do loco EMBRA15, marcado com o mesmo

fluorocromo, mas que amplifica produtos com, no maximo, 125 pb.

No Quadro 3, encontram-se descritos os microssatélites selecionados

para o desenvolvimento dos sistemas de genotipagem multilocos, com a

respectiva faixa de amplificagéo, marcacao fluorescente do iniciador e o grupo
de ligagdo no qual o loco esta localizado, segundo BRONDANI et al. (1998).

Quadro 3 -

Locos EMBRA selecionados para desenvolvimento de sistemas de
genotipagem multilocos, classificados de acordo com a amplitude
alélica (+ = acima de 150 pb; - = abaixo de 150 pb), a marcacao
fluorescente do iniciador (HEX, 6-FAM e TET) e o grupo de ligacao
em que o loco esta posicionado, segundo BRONDANI et al. (1998)
(ND = nao disponivel)

Microssatélite Fluorocromo Amplitude alélica Grupo de ligagdo

EMBRA27 6-FAM + ND
EMBRA22 TET + ND
EMBRA5 6-FAM - 5
EMBRA6 1ET - 1
EMBRA4 HEX - 4
EMBRA23 HEX - ND
EMBRA24 HEX + ND
EMBRA10 HEX - 10
EMBRA11 HEX - 1
EMBRA15 TET - 8
EMBRA18 6-FAM - 9

3.3.2. Selegdo de trés sistemas de genotipagem multilocos e otimizagao
das reacoes de PCR

Embora os locos EMBRA11 e EMBRA6 apresentassem alelos na

mesma faixa de tamanho e seus iniciadores estivessem marcados com

diferentes fluorocromos, a combinagdo de ambos foi descartada por eles

estarem localizados em um mesmo grupo de ligagdo. Os resultados referentes
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a avaliacdo das 15 combinagées de locos EMBRA testadas encontram-se no
Quadro 4. O sistema de genotipagem multiloco K, composto pelos locos
EMBRA10, EMBRA18 e EMBRA6, foi considerado o melhor entre as
combinagdes testadas, na faixa abaixo de 150 pb. O Multiplex O, tnico com
locos EMBRA amplificando na faixa acima de 150 pb, também apresentou bons
resultados na amplificagdo dos microssatélites nas cinco espécies
consideradas. Essa combinacdo foi inferior ao Multiplex K, quanto a
intensidade de fluorescéncia detectada e ao coeficiente de variagao entre as
intensidades de fluorescéncia detectadas nas cinco espécies. O terceiro
sistema foi selecionado no conjunto de combinagées que ndo continham os
locos EMBRA10, EMBRA18 e EMBRAS, ja incluidos no Multiplex K. Restaram,
assim, as combinagées B, F e M, dentre as quais o Multiplex B, composto pelos
locos EMBRA4, EMBRAS5 e EMBRA15, foi selecionado, por apresentar o maior
indice Multiplex. A Figura 1 mostra dois sistemas Multiplex testados e o
contraste da qualidade de amplificagdo em boa e ma combinacdes de locos
EMBRA.

Com base nos resultados obtidos na avaliagio das diferentes condigbes
de PCR para amplificagcdo dos locos EMBRA que compdem os sistemas
Multiplex, determinaram-se, quanto ao indice Multiplex detectado, as
concentragdes de enzima Taq polimerase e os iniciadores marcados com
fluorocromo 6-FAM (Quadro 5). A Figura 2 mostra os resultados obtidos na
amplificagdo de um mesmo sistema Multiplex com duas concentragdes
diferentes de enzima Taq polimerase. Os resultados referentes as
combinagdes de reagentes nas reagdes de PCR de cada sistema Multiplex
encontram-se no Quadro 6.

Além da otimizagéo das concentragdes da enzima Taq polimerase e do
iniciador marcado com o fluorocromo 6-FAM, optou-se ainda, posteriormente,
pela adicdo de 0,25 mg/ml de BSA as reagdes, com o intuito de melhorar a
qualidade de amplificagdo dos locos microssatélites.
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Figura 1 — Contraste entre a qualidade de amplificacdo de dois sistemas
Multiplex. A combinagdo entre os locos EMBRA10, EMBRA18 e
EMBRAG6 gera produtos de amplificagédo especificos, 0 que néo é
observado no Multiplex composto pelos locos EMBRA23, EMBRAS
e EMBRA15.
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Figura 2 — Aumento do niumero de fragmentos inespecificos detectados apos a
fitragem dos dados pelo programa Genotyper, com incremento da
concentracéo da enzima Taq polimerase na reacéo de amplificacéo

do Multiplex composto pelos locos EMBRA10, EMBRA18 e
EMBRAG.
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Quadro 6 — Componentes da reacdo de PCR dos sistemas Multiplex (os

volumes finais devem ser ajustados para 25 plk com agua
desionizada estéril)

Multiplex DNA dNTP Tampdo BSA Concentragéo de Taq
gendmico (uM) PCR 10X (mg/ml) iniciadores (V)
(ng) (uL) (M)
HEX 6-FAM TET
EMBRA4 (HEX) 24 160 25 0,25 0,4 1,565
EMBRAS (6-FAM) 0,08
EMBRA15 (TET) 0,4
EMBRA24 (HEX) 24 160 2,5 0,25 0.4 1,565
EMBRA27 (6-FAM) 0,08
EMBRA22 (TET) 0.4
EMBRA10 (HEX) 24 160 25 0,25 0,4 1,25
EMBRA18 (6-FAM) 0,08
EMBRAB (TET) 0,4

3.3.3. Variagdo no tamanho dos fragmentos detectados em diferentes
condi¢gdes de PCR

Uma das principais vantagens da utilizagdo de sistemas de genotipagem
semi-automatizados, baseados na detecgdo de fluorescéncia, é a precisao
obtida na estimativa do tamanho dos alelos, em relagdo as outras técnicas de
detecgao de microssatélites (MANSFIELD et al., 1994).

Considerou-se que, para obter uma avaliagdo acurada do tamanho de
um alelo, a maxima diferenca entre varias estimativas de tamanho desse
fragmento nao deve ser superior a 0,5 pb. No caso da avaliacdo de um loco
microssatélite com repetigées de dinucleotideos, essa maxima diferenca pode
ser considerada de até 1 pb, tendo em vista que a variagao alélica sera de, no
minimo, 2 pb e desconsiderando-se a presenca de microvariantes.

As diferengas maximas entre os tamanhos estimados de alelos dos nove
locos que compéem os sistemas Multiplex, avaliados em individuos das
especies E. dunnii, E. grandis, E. saligna e E. urophylla, foram, salvo no loco
EMBRA27, superiores a 0,5pb. Outros cinco locos, EMBRA5, EMBRA4,
EMBRA24, EMBRA15 e EMBRA18, apresentaram diferengas entre 0,5 e 1 pb.
Diferengas superiores a 1 pb foram observadas nos trés locos restantes,
chegando a até 3,13 pb no loco EMBRA10 (Quadro 7).
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Quadro 7 - Diferencas observadas na estimativa do tamanho de alelos na
analise de individuos de quatro espécies de Eucalyptus, com nove
locos EMBRA, co-amplificados nos sistemas Multiplex, em
condi¢bes variadas de PCR, em relagdo aos tamanhos de alelos
detectados na amplificagdo isolada dos locos

Loco Numero de alelos Diferenca (pb)
EMBRA Maxima Média Desvio-padrao
27 6 0,48 0,09 0,11
22 7 1,38 0,68 0,47
5 5 0,66 0,33 0,10
6 8 1,28 0,69 0,48
4 6 0,97 0,52 0,26
24 7 0,50 0,13 0,14
10 y 33 0,34 0,61
15 4 0,83 0,22 0,22
18 6 0,80 0,65 0,08
Média/Total 56 g % 0,41 0,27

Embora as variagdes detectadas na estimativa de tamanho dos alelos
que compdem os sistemas sejam expressivas, deve-se observar que elas
foram comparadas com os tamanhos de alelos estimados apo6s a amplificagdo
dos locos isolados e com a co-amplificagéo de varios locos em condigdes de
PCR variadas.

Apesar de a condigdo de co-amplificagéo simultanea de varios locos nao
Ser reconhecida como causadora de variagées na estimativa do tamanho dos
alelos, alteragdes na reagso da PCR tém grande importancia nesse fato.

OLSEN et al. (1996) detectaram variagées superiores a 1 pb com a
alteragdo da concentragdo do par de iniciadores responsaveis pela
amplificagdo do loco em questdo. A mesma variagéo foi encontrada com a
alteragéo da temperatura de anelamento de um par de iniciadores, que levou a
eliminagdo de bandas inespecificas (stutter) e a um acréscimo superior a 1 pb
na estimativa de tamanho de um dos alelos. KIJAS et al. (1995) também
descreveram diferencas de até 1,37 pb na avaliagdo do tamanho de um alelo,
detectado em diferentes condicdes de separagao de fragmentos. Outro fator

que pode explicar as variagdes observadas no tamanho estimado dos alelos é
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a tendéncia da enzima Taq polimerase em adicionar um dATP ao terminal 3’
dos fragmentos amplificados, durante a polimerizagao (CLARK, 1988).

Quando foram analisadas, entretanto, as variagbes ocorridas na
avaliacdo de locos amplificados em condigdes de amplificacao, separacao e
analise de fragmentos constantes, observaram-se, em geral, variagdes
inferiores a 0,5 pb (GLOWATZK-MULLIS et al., 1995; OLSEN et al., 1996;
MICHELL et al., 1997). Isso demonstra a importancia da manutencgéo das
condigcdes de andlise de locos microssatélites por ocasido da sua transferéncia
para outros laboratérios.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Sistemas de genotipagem multilocos baseados em marcadores
microssatélites, associados a sistemas de detecgdo de fluorescéncia, foram
desenvolvidos para uso em varias espécies economicamente importantes do
género Eucalyptus.

Para o desenvolvimento desses sistemas, procedeu-se, inicialmente, a
selegéo de um conjunto de locos microssatélites, com base na qualidade de
amplificagcdo desses locos pelos iniciadores desenhados. Dos 170 locos
testados, mais de 70% amplificaram, especificamente, regiées microssatélites.

Também, avaliou-se a transferibilidade desses locos para outras
espécies do género Eucalyptus. Observou-se maior grau de conservagao dos
microssatélites em E. dunnii, especie do subgénero Symphyomyrtus, ao qual
pertencem também as espécies a partir das quais os microssatélites foram
desenvolvidos, ou seja, E. grandis e E. urophylla. A conservagéo foi menor
entre espécies de outros subgéneros.

Um conjunto de locos foi selecionado para desenvolvimento de sistemas
que envolvessem a co-amplificagdo de varios microssatélites em mesma
reacao de PCR. Iniciadores marcados com diferentes fluorocromos foram
sintetizados para a amplificagdo de 17 microssatélites. Apés uma selecdo
inicial, 11 locos foram escolhidos e varias combinagdes de locos co-
amplificados em mesma reagao de PCR foram testadas. Obtiveram-se, no final,

trés sistemas Multiplex, compostos por trés locos cada. Tais sistemas tiveram
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suas reacgoes de PCR otimizadas de forma a obter uma amplificacdo adequada
em todos os locos, nas espécies para as quais eles foram desenvolvidos.

Os sistemas de genotipagem descritos neste trabalho assemelham-se
aos desenvolvidos para diversas espécies de animais, como bovinos
(GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995), urso polar (PAETKAU et al., 1995) e truta
(WENBURG et al., 1996), e culturas agricolas como brassicas (MICHELL et al.,
1997), soja (DIWAN e CREGAN, 1997) e videira (THOMAS et al.. 1994).

41



CAPITULO 2

DETERMINAGAO DO TAMANHO MiNIMO DE AMOSTRA PARA
ESTIMACAO DA HETEROZIGOSIDADE ESPERADA
EM LOCOS MICROSSATELITES

1. INTRODUGAO

Um dos parametros mais amplamente utilizados para descrever o
conteudo de informag&o genética de um loco marcador, ou de uma classe de
marcadores moleculares, é a heterozigosidade esperada, também conhecida
como diversidade génica (WEIR, 1996).

A heterozigosidade esperada expressa a probabilidade de dois gametas,
tomados ao acaso em uma populagdo, terem alelos diferentes para
determinado loco. Em outras palavras, quanto maior for o valor de
heterozigosidade, maior sera a probabilidade de ser detectado polimorfismo
entre dois individuos (RAFALSKI et al., 1996).

A comparagdo entre os valores de heterozigosidade esperada
encontrados em diferentes classes de marcadores tem demonstrado que locos
baseados em seqiiéncias microssatélites apresentam maior heterozigosidade

em relag:ﬁo_ a encontrada em outros marcadores co-dominantes, como
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isoenzimas e RFLP. Além disso, esses locos apresentam heterozigosidade
esperada normalmente até duas vezes superior a encontrada em marcadores
com padrao de heranga dominante (RAPD e AFLP) (POWELL et al., 1996:
VOGEL et al., 1996). Entretanto, estimativas desse parametro em locos
microssatélites desenvolvidos para espécies florestais tropicais tém sido feitas
com base na avaliagdo de um numero extremamente variavel de individuos,
desde 20 amostras para Pithecellobium elegans (CHASE et al., 1996) até 80
para Swietenia humilis (WHITE e POWELL, 1997). Existem sugestées vagas
na literatura sobre o nimero minimo de amostras que seria adequado para se
obterem estimativas acuradas de frequiéncias alélicas e, conseqiientemente, do
parametro de heterozigosidade esperada. WEIR (1996) mencionou que a
amostragem deve-se basear nos genétipos e em freqiiéncias alélicas
esperadas, ou seja, nas proprias caracteristicas do loco analisado. Nenhum
estudo até o momento tem buscado determinar qual a amostra minima
necessaria para estimar esse parametro, com acuracia, para determinado loco
microssatélite em uma populagdo ou espécie.

Nesta etapa do trabalho, procurou-se determinar, para um grupo de
individuos que compunham uma populagio de melhoramento de E. grandis,
qual seria o tamanho minimo de amostra necessario para obter estimativas
precisas do parametro heterozigosidade esperada e, com isso, fazer uma
analise comparativa adequada do poder de resolugdo de locos candidatos a
compor os sistemas Multiplex.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, reagio de PCR, eletroforese e detecgdo dos
fragmentos amplificados

Foram genotipados 192 individuos de E. grandis, provenientes de 18
Procedéncias (Quadro 1) e selecionados a partir de ensaios de
procedéncias/progénies estabelecidos na empresa Aracruz Celulose S.A.
(Espirito Santo, Brasil). Os ensaios foram estabelecidos com sementes
coletadas de individuos em populagdes naturais da Australia e de um individuo
proveniente de plantios comerciais no Zimbabue. O DNA gendmico dos
individuos foi extraido de tecido foliar de plantas adultas, conforme a
metodologia descrita por DOYLE e DOYLE (1987).

Seis microssatélites de Eucalyptus (EMBRA) foram escolhidos para o
presente estudo: EMBRA4, EMBRAS5, EMBRA10, EMBRA15, EMBRA16 e
EMBRA11 (BRONDANI et al., 1998). Esses locos foram amplificados via PCR
em reagoes de 13 ul contendo 7,5 ng de DNA genémico, 200 uM de dNTP e
1,3 uL. de DMSO 50% e 1,3 pL de tampao de PCR 10X contendo 15 mM de
MgClz, 1,34 uL de agua desionizada, 1 mM de MgClz, 0,29 uM de iniciadores
anterior e posterior e 1 U de Taq polimerase. A reagcdo de amplificagdo via PCR
Passou por uma etapa inicial de desnaturagdo a 96°C por cinco minutos,

seguida de 29 ciclos constituidos dos passos de desnaturagdo (94°C),
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Quadro 1 - Procedéncias de E. grandis avaliadas no estudo de determinacéao
do numero minimo de individuos para estimativa do parametro

heterozigosidade esperada nos locos microssatélites e do nimero
de individuos disponiveis por procedéncia

Procedéncia Numero de Procedéncia Numero de

individuos individuos
Gadgarra 41 Davies 4
Windsor Tableland 32 Mount Lewis 2
Mount Spec 26 Mount Windsor 1
Cairns Dam 20 Boar 1
Herberton 17 Mount Pandanus 1
Yungaburra / Gordonvale 15 Mount Carbine 1
Dinbula 14 Douglas Creek 1
Lamb. Range — Cairns 9 Mount Fox 1
Atherton 5 Zimbabwe 1

anelamento (56°C) e extensdo (72°C), todos por um minuto: e de uma etapa
final de extensao a 72°C, por sete minutos.

Cinco pL de tampéo de carregamento desnaturante foram adicionados
aos produtos amplificados. Estes foram separados em géis de poliacrilamida
(4%) contendo 7 M de uréia, a 80 W, por 90 minutos, apés desnaturacdo a
95°C por cinco minutos. Apos a separagdo dos fragmentos por eletroforese,
estes foram corados com nitrato de prata, de acordo com a metodologia
descrita por BASSAN et al. (1991). Trés produtos de PCR, resultantes da
amplificacdo da mesma amostra de DNA, mas com iniciadores associados a
trés locos microssatélites diferentes, foram separados na mesma linha do gel,
simultaneamente (Figura 1). O tamanho dos fragmentos amplificados foi
estimado com base na comparagdo com o marcador-padrédo 10 pb (Gibco
BRL).

Os gendtipos dos individuos amostrados, assim como o nimero de

alelos detectados e as heterozigosidades esperada e observada em cada loco,
estao descritos no Capitulo 4.
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Figura 1 — Anélise de 98 individuos de E. grandis, com os locos microssatélites
EMBRA5, EMBRA10 e EMBRA11 analisados simultaneamente na
mesma linha do gel.

2.2. Influéncia do tamanho da amostra sobre as estimativas de
heterozigosidade esperada

A heterozigosidade esperada de um loco, He,, & definida como
He, = 1"'2!'-’2&4
emque “ py, " é a freqiiéncia do alelo “u " no loco “1".
2.2.1. Método de reamostragem
Para avaliagdo do comportamento desse estimador em fungéo da
amostra de individuos genotipados, assumiu-se o modelo de Wright para as

frequéncias genotipicas em cada loco: gj, j = 1 a k, sendo k o nimero de
classes de gendtipos possiveis em cada loco. Os valores de freqiiéncias

46



alélicas e o valor do indice de fixagéo “ f ”, necessarios para serem obtidas as
frequéncias genotipicas, foram tomados da amostra original. Tais valores foram
adotados como valores paramétricos para avaliagdo do comportamento do
tamanho da amostra. Foram geradas 1.000 amostras de tamanho n = 16, 32,
64 e 128, com base na distribuicdo de probabilidade multinomial, sendo “n” o
numero de individuos e “ g; " a probabilidade de ocorréncia do genétipo da
classe “j”" noloco “|”.

Adotou-se o seguinte estimador do tipo ‘“plug-in” (EFRON e
TIBSHIRANI, 1993) para esses parametros:

He, =1—Z“;fj,'fJ
u
Para cada uma das 24 distribuices geradas (seis locos e quatro
tamanhos de amostras), foi obtida uma estimativa do desvio-padrao, Se;(f:fe,),
e da tendenciosidade, 'fd,(Ffe,). da heterozigosidade esperada,ou seja:

Se,(He,) = \/ 3 (Fle, e |

999

Td,(He,) = He, - He,

sendo He, a média das 1.000 estimativas de He, .

O coeficiente de variagdgo do erro quadratico médio, CVeqm (1), uma
medida de acuracia, foi tomado para avaliagdo do tamanho de amostra. CVeqm

considera a variagéo total em torno do verdadeiro valor do parametro, ou seja,

Td,(He,) e Se,(He,), como se segue:

JITd,(He,)? + Se,(He, ]

(1) CV, () = "

2.2.2. Férmula da variancia da heterozigosidade esperada
A variancia da heterozigosidade esperada em fungdo do tamanho da

amostra foi estimada também por meio da férmula exata da variancia da
diversidade génica, ou heterozigosidade esperada (WEIR, 1996).
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Nesta analise, a variancia da heterozigosidade esperada, Var(He,)' , foi

calculada através da seguinte equagso:

r

\2
Var(He,)'= i, +f){z P’u —[Z pzfuJ }
n U

u

sendo “ f” o indice de fixagdo de Wright e “ n ” o tamanho da amostra.
Para cada loco foram estimados o desvio-padrao, ée,(!-‘!e;)' (1); a
esperanca da heterozigosidade esperada, g(f-?e!)‘ (2); e a tendenciosidade,

Td,(He,) (3), ou seja:

(1) Se,(He,) = JVar(He,)
2) e(ﬁe,)'=[1-ﬂ)He,
2n
(3) Td,(He,) = &(He,) - (He,)
Uma medida de acuracia idéntica a adotada na estimacao da

heterozigosidade esperada em fungéo do tamanho da amostra pelo método de
réamostragem foi empregada. O CVeqm foi obtido segundo (1), usando-se (2) e

(3).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambas as metodologias utilizadas para a estimativa da variancia da
heterozigosidade esperada com diferentes tamanhos de amostra produziram
resultados congruentes, seja em termos de coeficiente de variagdo, seja em
termos de tendenciosidade (Figuras 2 e 3). Os resultados referentes a
esperanga da heterozigosidade esperada encontrada em cada loco, assim
como os desvios-padrao segundo WEIR (1996), encontram-se na Figura 4.

Os resultados observados concordaram com os de WEIR (1996), que
afirmou que a variancia da heterozigosidade esperada esta relacionada com as
freqiéncias alélicas observadas em determinado loco. Locos microssatélites
com grande numero de alelos em baixa freqiiéncia apresentaram menor
variancia do que aqueles onde havia menor numero de alelos, como no caso
do loco EMBRA11.

Os resultados gerados por reamostragem e através da férmula exata da
varidncia da heterozigosidade esperada (WEIR, 1996) indicaram que, para
locos com maior numero de alelos e na presenga de um indice de fixagao
significativo, 0 CVeqm Sobre as estimativas de heterozigosidade esperada tende
a ser inferior a 2% a partir de amostras superiores ou iguais a 64 individuos.

Em locos com numero reduzido de alelos, como é o caso do loco
EMBRA11, para atingir valores de coeficientes de variagao igualmente
reduzidos, os tamanhos de amostra teriam que ser significativamente maiores,

da ordem de centenas de individuos, bem acima do numero avaliado neste
trabalho.
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CVegm (%)

Figura 2 — Redugao no coeficiente de variagdo do erro quadratico meédio
(CVeqm) da heterozigosidade esperada com o incremento do
tamanho da amostra, para seis locos EMBRA, e estimativas do
CVeqm obtidas por meio de (A) reamostragem numérica e da (B)
férmula de variancia da heterozigosidade esperada (WEIR, 1996).
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Figura 3 — Tendenciosidade estimada da heterozigosidade esperada com o
incremento do tamanho da amostra, para seis locos EMBRA, e
estimativas da tendenciosidade obtidas por meio de (A)
reamostragem numérica e da (B) formula de varidncia da
heterozigosidade esperada (WEIR, 1996).
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1 I 1 I I 1
16 32 64 128 16 32 64 128
A Tamanho de amostra B Tamanho de amostra

I I ! I I I
16 32 64 128 16" 732764 128
C Tamanho de amostra D Tamanho de amostra

I 1 I I 1 i
18’ 32~ . "64 128 16 32 64 128
E Tamanho de amostra F Tamanho de amostra

Figura 4 — Esperangas da heterozigosidade esperada (WEIR, 1996) e
respectivos desvios-padrao, calculados para os locos (A) EMBRAS,
(B) EMBRA4, (C) EMBRA10, (D) EMBRA11, (E) EMBRA16 e (F)

EMBRA12 (linha pontilhada corresponde ao valor paramétrico de
He).
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A estimativa de tendenciosidade (Figura 3) permitiu chegar & mesma
conclus&o obtida com 0 CVeqm 0OU seja, com tamanhos de amostras a partir de
64 individuos, foi observada uma tendenciosidade reduzida. A tendenciosidade
foi menor no loco EMBRA11, contrastando com o resultado do CVeqm, que foi
considerado acentuado mesmo com um tamanho de amostra de 128 individuos
nesse loco. No entanto, o loco EMBRA16, que havia apresentado CVeqm para
diferentes tamanhos de amostra muito semelhante ao encontrado nos outros
locos que apresentavam grande numero de alelos, foi 0 que mostrou a maior
tendenciosidade. Embora n3o tenha atingido valores elevados quando
tamanhos de amostra de 64 individuos ou mais foram considerados, essa
tendéncia foi relativamente maior & observada nos outros locos. Tal
ambigliidade pode estar relacionada ao expressivo indice de fixacdo registrado
neste loco, praticamente duas vezes superior aos valores de “f’ encontrados
nos demais locos.

Outro fato interessante em relagdo aos valores de tendenciosidade
éncontrados foi que eles foram sempre negativos. Esse padro foi relacionado
a presenca de grande numero de alelos em baixissima freqléncia. Tais alelos
passaram a ser detectados somente a partir do momento em que houve
nimero expressivo de individuos analisados na populagdo. Em andlises
envolvendo amostras reduzidas, houve tendéncia de registro apenas daqueles
alelos mais frequentes. Alteragdes na freqiéncia do grupo de alelos mais
freqlentes, com pequeno aumento no tamanho da amostra, tenderam a
provocar mudangas pouco significativas na heterozigosidade esperada.
Entretanto, com a analise de um grupo crescente de individuos, passou a
ocorrer o registro de um nimero cada vez maior de alelos em baixa freqliéncia.
Embora em pequeno numero esses individuos ndo provocaram alteragées
significativas na heterozigosidade esperada, em maior quantidade eles
Passaram a ter peso significativo nesse indice. Dessa maneira, a
heterozigosidade esperada apresentou a tendéncia de sempre mostrar valores
inferiores aos do parametro da populacéo. Assim, pdde-se concluir que,
meésmo quando altos valores de heterozigosidade esperada forem registrados

€m amostras pequenas de individuos de Eucalyptus, o valor paramétrico sera
Seémpre superior a este.
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Os resultados encontrados indicaram claramente que varios estudos de
estimativas de heterozigosidade esperada em locos microssatélites de
especies florestais tropicais podem estar incorrendo em erros de grande
magnitude. Freqlientemente, estudos de caracterizagdo de microssatélites tém-
se baseado na analise de grupos menores do que 20 individuos (BYRNE et al.,
1996; CHASE et al., 1996). Observou-se ainda que, embora estimativas desse
parametro tenham sido freqlientemente geradas para indicar o contetdo de
informagdo de locos microssatélites desenvolvidos para espécies florestais
alégamas (CHASE et al., 1996; WHITE e POWELL, 1997), nenhuma atencao
havia sido dada & questdo do tamanho de amostra necessario para estimar
esse parametro com acuracia.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Foi investigada a influéncia do tamanho de amostra na estimativa do
parametro heterozigosidade esperada em uma populacédo de melhoramento de
E. grandis. As duas formas de anélise, por meio de reamostragem e da férmula
exata de variancia da diversidade génica de WEIR (1996), apresentaram
resultados congruentes.

Em locos microssatélites com grande nimero de alelos detectados,
tamanho de amostra superior a 64 individuos acarretou alteragdes pouco
relevantes no nivel de acuracia da estimativa da heterozigosidade esperada.
Entretanto, em locos com menor nimero de alelos, a tendéncia indicou que o
mesmo nivel de acurdcia seria atingido somente ap6s a analise de um ndmero
superior de individuos.

O nivel de tendenciosidade também apresentou estabilizagao apos a
inclusdo de 64 individuos na estimativa da heterozigosidade. A maior
tendenciosidade foi observada no loco com maior indice de fixagdo de Wright.
Finalmente, detectou-se ainda que a tendenciosidade foi sempre negativa,
indicando que estimativas do parametro de heterozigosidade esperado tendem
a ser sempre subestimados em relagdo ao valor paramétrico da populagéo.
Essa foi a primeira indicagdo do nimero minimo de individuos necessarios
para obter estimativas acuradas da heterozigosidade esperada para locos
microssatélites baseados em dinucleotideos. A priori ndo existem dados que

validam tais resultados para outras espécies. Considerando a amostra
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estudada com seis locos de peculiaridades diferentes e o fato de que a
natureza molecular dos microssatélites faz com que estes tenham
comportamento extremamente semelhante em termos de distribuicdo de
frequéncias alélicas entre organismos, acredita-se que os resultados do
presente estudo tenham ampla relevancia para locos microssatélites baseados
em dinucleotideos em eucariotos. Além disso, o fato claro de que a
tendenciosidade é exclusivamente negativa indica que, apesar de as
estimativas com pequeno numero de individuos ndo estarem dentro de um
nivel de acuracia adequado, a expectativa é de que o valor parameétrico da
Populagao assuma sempre valores superiores aos estimados.
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CAPITULO 3

BANCOS DE DADOS DE FREQUENCIAS ALELICAS E ESTIMATIVA DE
PARAMETROS DE INFORMAGAO GENETICA DOS SISTEMAS DE
GENOTIPAGEM MULTILOCOS, EM SEIS ESPECIES DO GENERO

Eucalyptus

1. INTRODUGCAO

O género Eucalyptus (Myrtaceae) inclui mais de 500 espécies originarias
principalmente da Australia, além da Indonésia e Papua Nova Guiné
(ELDRIDGE et al., 1994). Este género foi dividido em oito subgéneros, dentre
OS quais o mais importante é o Symphyomyrtus. Destaca-se pela expressiva
importancia comercial de algumas das 300 espécies que ele compreende.
Dentre estas estdo E. camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. grandis, E.
saligna e E. urophylla, que sdo algumas das espécies de Eucalyptus mais
plantadas mundialmente (ELDRIDGE et al., 1994).

A estratégia dos programas mais avancados de melhoramento de
~ Eucalyptus tem buscado associar a selecédo recorrente reciproca com o plantio
. clonal de individuos selecionados. Entretanto, essa estratégia depara,
| frequentemente, com obstaculos relacionados a falta de conhecimento do
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‘pedigree” dos individuos que compdem as populacdes de melhoramento.
Erros de identificagdo de material genético, ocorridos no estabelecimento
dessas populagcdes, sdo igualmente comuns. Tais dificuldades geram a
necessidade de uma ferramenta que permita a determinagdo precisa das
relagées de parentesco entre os clones-elite, assim como o estabelecimento de
um procedimento de identificagao individual.

Metodologias voltadas para atender a necessidades semelhantes foram
criadas recentemente para videira (THOMAS et al.,1994), brassicas (SZEWC-
MCFADDEN et al., 1996) e soja (DIWAN e CREGAN, 1997), mediante o
desenvolvimento de sistemas de genotipagem multilocos, baseados em
marcadores microssatélites, com visualizacdo e andlise em sistemas de
deteccdo de fluorescéncia. Da mesma maneira como foi feito nos primeiros
estudos em humanos, em que os locos amostrados nesse sistemas foram
caracterizados quanto as frequéncias alélicas observadas em diferentes
populagdes, os trabalhos de THOMAS et al. (1994), SZEWC-MCFADDEN et al.
(1997) e DIWAN e CREGAN (1997) também procuraram estabelecer a
utilidade dos locos que compunham os sistemas de genotipagem para
diferentes espécies e variedades das culturas de interesse.

Embora esses sistemas apresentem freqilentemente alta
transferibilidade para outras espécies relacionadas aquela para qual eles foram
desenvolvidos, observou-se que alguns locos com alto contetido de informagéo
€m uma espécie apresentavam poucos alelos ou até mesmo alelos fixados e,
conseqlentemente, poder informativo nulo em outras (WENBURG et al., 1996).

O contetdo de informagéo ou diversidade génica dos microssatélites
esta relacionado com a probabilidade de se encontrar polimorfismo entre
individuos (RAFALSKI et al., 1996). Para estimar essa diversidade, varios
indices que expressam a utilidade dos marcadores moleculares tém sido
propostos. Uma maneira de avaliar o contetido de informagdo de um loco
microssatélite € por meio da sua heterozigosidade esperada, ou diversidade
génica (WEIR, 1996), que indica a probabilidade de se encontrarem dois alelos
diferentes em um loco analisado, em dois gametas escolhidos ao acaso na
Populagdo. Outros indices, como o contetido de informagdo de polimorfismo
(BOTSTEIN et al., 1980), a probabilidade de identidade (PAETKAU et al., 1995)

€ 0 poder de exclusdo (WEIR, 1996), tém sido propostos, os quais expressam
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essencialmente a capacidade de cada loco de discriminar individuos.
determinar relagdes de parentesco ou fornecer informacdo genética de
segregacao em experimentos de detecgéo de ligagdo génica.

Todos esses parametros de conteudo informativo se baseiam.
fundamentalmente, no numero de alelos no loco e em suas frequéncias
relativas. De maneira geral, quanto maior o nimero de alelos, mais informativo
€ o loco. Entretanto, a frequéncia desses alelos é o fator que, em ultima
analise, determina o poder de informagéo genética do loco. A caracterizacao de
uma bateria de locos quanto a distribuicdo de freqiiéncia de seus alelos torna-
Se, portanto, um passo essencial no desenvolvimento e na recomendacédo de
um sistema de genotipagem.

Neste trabalho foi gerado um banco de dados de freqiiéncias alélicas
dos locos incluidos nos sistemas de genotipagem desenvolvidos. Esse banco
de dados foi construido para as seis espécies do género Eucalyptus de maior
importancia econémica mundial. Com base nessas frequéncias alélicas, a
diversidade desses locos e o seu poder de resolug@o para fins de identificagio
individual e estudos de parentesco foram estabelecidos para cada espécie.
Foram realizadas analises comparativas das distribuicées de freqiiéncias
alélicas nas seis espécies, e, com base em uma andlise ampliada para E.

grandis, foi avaliada, ainda, a estrutura da diversidade genética entre
procedéncias e dentro delas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, reacio de PCR, eletroforese e detecgdao dos
fragmentos amplificados

Para E. grandis foi realizado um estudo detalhado, ampliando-se a
amostragem das procedéncias. Foram utilizados 48 individuos de cada uma
das procedéncias Atherton, Davies Creek, Mount Spec, Tinaroo e Wild River
(Quadro 1), totalizando-se 240 individuos analisados. Estes individuos foram
escolhidos ao acaso de mudas originadas de uma mistura de sementes
provenientes de 10 familias de meios-irmdos coletadas, nas procedéncias
citadas, pela empresa Riocell S.A. Para anélise de E. camaldulensis, E. dunnii,
E. globulus, E. saligna e E. urophylla, foram utilizadas mudas originadas de
sementes coletadas em populagées naturais na Australia e Indonésia (Quadro
1). Para E. dunnii e E. saligna, foram utilizadas plantas originadas de uma
mistura de sementes cedidas pela empresa Riocell S.A., provenientes de 10
familias de meios-irmaos e coletadas em quatro procedéncias. As plantas de E.
camaldulensis e E. urophylla constituem individuos sem origem conhecida,
Cujas sementes foram fornecidas pelas empresas Mannesmann Florestal S.A.
e Bahia Sul S.A, respectivamente. Para todas essas espécies, foi utilizada
uma amostra de 68 individuos, sendo 17 de cada uma das quatro
procedéncias, a excecdo de E. urophylla, para a qual foram utilizados 34
individuos de cada uma das duas procedéncias. Para E. globulus, somente
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Quadro 1 - Procedéncias e localizacdo geografica dos locais de coleta de
sementes que originaram os individuos de seis espécies de
Eucalyptus, avaliados com sistemas de genotipagem multilocos
(ND = nao disponivel)

Localizacéo geografica

Espécie Procedéncia - - Pais
Latitude  Longitude
E. camaldulensis Irvinebank to Petford ~ 17° 24’ 145° 09"  Australia
E. camaldulensis Katherine 14° 29’ 132° 15 Australia
E. camaldulensis Kennedy River 15205/ 144° 19"  Australia
E. camaldulensis Walsh River 16° 59’ 144° 18’  Australia
E. dunnii Moleton ND ND Australia
E. dunnii ND ND ND Australia
E. dunnii ND ND ND Australia
E. dunnii ND ND ND Australia
E. globulus Central Flinders 40° 00’ 147° 55  Australia
Island
E. globulus Central King Island 39° 55’ 144° 00"  Australia
E. globulus Jeeralang North 38° 22 146° 34’  Australia
E. globulus South Geeveston 43° 12 146° 58'  Australia
E. globulus Otway State Forest  38° 22’ 146° 34’  Australia
E. grandis Atherton 17° 19’ 145° 25  Australia
E. grandis Davies Creek 17° 03’ 145° 37°  Australia
E. grandis Mount Spec 19° 01’ 146° 08"  Austrélia
E. grandis Tinaroo Creek 17° 05’ 145° 36’ Australia
E. grandis Wild River 122 145° 24’  Australia
E. saligna Chaelundi 30° 00’ 152°22"  Australia
E. saligna Clouds Creek 30° 04’ 152° 37"  Australia
E. saligna Sheas Nob S. F. 30° 02’ 152° 32"  Australia
E. saligna Wild C. Creek 30° 06’ 152° 45"  Austrélia
E. urophylla Timor ND ND Indonésia
E. urophylla Flores ND ND Indonésia
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pequena amostra de semente foi obtida no Instituto CRC-THF, da Australia. Em
razao da limitagcdo de sementes, foram utilizadas de cinco a oito plantas de
cada procedéncia, totalizando-se somente 32 plantas naquela espécie. Para
extracao de DNA gendmico, foi utilizada a metodologia descrita por DOYLE e
DOYLE (1987).

Os procedimentos de amplificagdo dos sistemas de genotipagem
multilocos, eletroforese e detecgdo dos fragmentos seguiram o protocolo
estabelecido na etapa de desenvolvimento desses sistemas (Capitulo 1).

2.2. Analises estatisticas

Com base nos genétipos dos individuos, foram obtidas as freqiiéncias
alélicas para os locos microssatélites. A partir das estimativas de frequéncias
alélicas, foram estimados os parametros de informagdo genética
heterozigosidade esperada, H.; contetdo de informagéo de polimorfismo, PIC:
probabilidade de identidade, |; e poder de exclusdo, Q. Registraram-se, ainda,
O numero de alelos observados, a amplitude alélica e a heterozigosidade
observada, H,, nas espécies. Tais estimativas foram obtidas para as seis
especies de Eucalyptus, sendo em E. grandis a andlise também realizada para
cada procedéncia individualmente. Os parametros de informagé@o genética

foram estimados de acordo com as seguintes férmulas:
He=1-%p?,
u

pzcr=1-[jp2,,]_zzzp§p3
u=]

u veu

’=1";P3 =2 > @p.p.f

u vsu

0=>r.0-p,) -3 3 pip}(4-3p,-3p,)

u v>u

emque“ p, " e “p, " sédo as freqiéncias do u-ésimo e v-ésimo alelo em uma

populagao, sendo u diferente de v.

Foi testada, ainda, a existéncia de diferenga significativa nas
distribuicdes de freqliéncias alélicas nos locos microssatélites, nas diferentes
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procedéncias de E. grandis e nas seis espécies de Eucalyptus. Para cada loco,
uma estimativa n&o-viesada do valor P do teste de probabilidade (teste exato
de Fisher) foi gerada (RAYMOND e ROUSSET, 1995a). O teste foi feito entre
todas as procedéncias de E. grandis e espécies, duas a duas, por meio do
programa GenePop, versdo 1.2 (RAYMOND e ROUSSET, 1995b).

Para a andlise das procedéncias de E. grandis, uma matriz de distancias
genéticas baseada no indice de Nei (1972) foi gerada a partir das frequéncias
alélicas observadas nos nove locos. As analises foram feitas com o programa
NT-SYS (“Applied Biostatistics Inc’., versao 2.0) e manualmente (DIAS, 1998).
Foi realizada ainda analise de variancia molecular, AMOVA (EXCOFFIER et al.,
1892), entre as cinco procedéncias de E. grandis, para avaliar a distribuicao da
variabilidade genética entre procedéncias e dentro delas. As analises foram

realizadas por meio do programa Arlequin, versdo 1.1 (SCHNEIDER et al.,
1997).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1. Parametros de informagao genética dos locos microssatélites em seis
espécies de Eucalyptus

Na caracterizagdo dos locos microssatélites em E. grandis (Quadro 2),
valores de H. superiores a 0,9 foram encontrados em trés locos: EMBRA22,
EMBRAS e EMRA24, refletindo o grande nimero de alelos detectados nesses
microssatélites. O valor de H, foi inferior a 0,8 nos locos EMBRA6 e EMBRA18.
No loco EMBRA18, a baixa H. foi relacionada ao reduzido nimero de alelos
detectados e a distribuicao irregular da freqiéncia alélica em relagcdo aos
outros locos. O loco EMBRAS, com 19 alelos observados, apresentou baixa He
devido & distribuigdo irregular das frequéncias alélicas, com a presenca do
alelo 120 pb em alta freqiiéncia em todas as procedéncias. O sistema Multiplex
formado pelos dois locos anteriormente citados, além do EMBRA10, teve a
menor He média (0,76), seguido do sistema composto pelos locos EMBRA4,
EMBRAS e EMBRA15 (0,89) e EMBRA24, EMBRA27 e EMBRA22 (0,91), cujos
resultados foram muito semelhantes aos encontrados na caracterizagio de
quatro locos microssatélites, em um grupo de 20 individuos n&o-relacionados
de E. nitens (BYRNE et al., 1996).

No presente trabalho, as H. variaram de 0,72 a 0,91, com He média de
0,83, mostrando que microssatélites sdo, de maneira geral, altamente
informativos em espécies do género Eucalyptus. BRONDANI et al. (1998),
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caracterizando 15 locos EMBRA, dentre os quais aqueles que compéem dois
sistemas Multiplex (EMBRA4, EMBRAS5, EMBRA15 e EMBRA10, EMBRA18 e
EMBRA6), com 16 individuos de E. grandis, encontraram uma H. média
praticamente idéntica (0,83) a observada neste trabalho. Cabe salientar ainda
que, na caracterizacdo dos locos que foram avaliados em comum nos dois
estudos, observou-se que aqueles com maior He na avaliagdo de BRONDANI
et al. (1998), também foram os mais informativos neste trabalho (EMBRAS,
EMBRA4, EMBRA15, EMBRA10, EMBRA6 e EMBRA18, em ordem
decrescente de H.). Entretanto, salvo o loco EMBRA5, que apresentou a
mesma He nos dois estudos (0,93), os outros locos sempre mostraram valores
inferiores. Varios fatores podem explicar essa diferenga, como a forma de
amostragem do material genético, o procedimento de visualizacdo dos
fragmentos amplificados e a origem do material genético caracterizado.

Os valores de H, em E. grandis foram expressivamente inferiores aos de
He para todos os locos, principalmente no EMBRA4 (Quadro 2). Alguns fatores
estao relacionados com a redug@o no numero de heterozigotos na populagéo
(HARTL e CLARK, 1997). O primeiro € o efeito da estruturagido das
populagdes, e o segundo, que pode ser conseqiiéncia da estruturagdo, é a
ocorréncia de endogamia. Embora espécies de Eucalyptus em populagées
naturais sejam preferencialmente alégamas (MORAN e BELL, 1983), a
autofecundagéo entre as plantas é possivel, embora resulte freqiientemente
em progénies com reduzida capacidade de sobrevivéncia (GRIFFIN e
COTTERIL, 1988). Entretanto, pelo fato de terem sido utilizadas mudas como
material genético, estas podem nao ter sido submetidas a presséo de selegéo,
que resultaria na eliminagdo, ao menos parcial, das plantas originadas de
autofecundagdo. Isso explica também por que BRONDANI et al. (1998),
analisando um grupo de individuos adultos da mesma espécie e com os
mesmos locos, encontraram diferengas menores entre os valores de He e H,,
em relagdo as deste estudo.

O PIC detectado em E. grandis variou de 0,69 no loco EMBRA18 a 0,93
no loco EMBRAS, com um valor médio de 0,84 (Quadro 2). Embora alguns
locos tenham apresentado PIC relativamente baixo em relagdo aos
microssatélites mais informativos, o valor foi expressivamente superior ao
considerado por BOTSTEIN et al. (1980) como indicativo de um loco altamente
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informativo, ou seja, com PIC superior a 0,5. De fato, esses pesquisadores,
avaliando locos RFLP para fins de mapeamento, puderam considerar apenas
14% deles nessa categoria. Estudos mais recentes, envolvendo a
caracterizagdo de marcadores microssatélites em humanos, tém demonstrado
que esses locos apresentam, em sua maioria, PIC superior a 0,5 (SPRECHER
et al., 1996), sendo, assim, muito mais informativos em relagéo a locos RFLP.
Resultados semelhantes tém sido encontrados em estudos envolvendo animais
domésticos (PEPIN et al., 1995; GLOWATZKI-MULLIS et al., 1995) e culturas
agricolas (RUSSELL et al., 1997), demonstrando a maior diversidade genética
encontrada em locos microssatélites, em relacdo a outros marcadores
moleculares.

A menor probabilidade de identidade (0,0083) observada em E. grandis
foi encontrada no loco EMBRAS (Quadro 2). Isso indica que a probabilidade de
Se encontrarem dois individuos com genétipo idéntico, para este loco, é inferior
a 1, em 100; a maior probabilidade (0,1105) foi observada no loco EMBRA18.
Apesar do menor potencial para discriminagdo de individuos desse loco, ele
ainda pode ser considerado altamente informativo para uso em sistemas de
genotipagem. A | combinada, que considera a probabilidade de serem
encontrados individuos idénticos, em relagdo a mais de um loco, foi inferior a
10° em dois sistemas Multiplex (EMBRA4, EMBRAS, EMBRA15, EMBRA24,
EMBRA27 e EMBRA22) e a 10® no sistema formado pelos locos EMBRA10,
EMBRA18 e EMBRA6. Quando todos os locos que compdem os sistemas
Multiplex foram considerados, esse valor foi de 10, confirmando ser
praticamente nula a possibilidade de serem encontrados dois individuos com
gendtipo idéntico em relagdo a esses locos. O grande nimero de alelos
observados e o relativo equilibrio na distribuicdo de freqiéncias alélicas
resultantes da variabilidade genética no grupo de individuos analisados se
refletem na pequena | desses locos. Embora outros estudos tenham mostrado
freqlientemente valores iguaimente reduzidos de | (PAETKAU et al., 1995;
WENBURG et al., 1996; OLSEN et al., 1996; RUSSELL et al., 1997), poucos
tém apresentado locos tdo informativos quanto os observados no presente
trabalho.

A probabilidade de se excluir um individuo escolhido ao acaso nessas

Populagdes de E. grandis de uma paternidade, ou seja, o Q dos locos EMBRA,
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variou de 0,53 (EMBRA18) a 0,87 (EMBRAS) (Quadro 2). O Q combinado, que
indica a probabilidade de exclusdo considerando mais de um loco, foi superior
a 99% em dois sistemas Multiplex e a 93% no terceiro. Quando os nove locos
que compdem os sistemas Multiplex foram combinados, esse valor chegou a
99,9997%.

As distribuicdes das frequéncias alélicas observadas nos nove locos
EMBRA, em relacéo as seis espécies de Eucalyptus analisadas, mostraram um
padréo irregular e multimodal. Tal comportamento é tipicamente observado em
marcadores microssatélites em varios organismos, nos quais as freqiiéncias
alélicas de locos SSR ja foram caraterizadas (VALDES et al., 1993;: BREEN et
al., 1994; BOWERS et al., 1996). As freqiéncias alélicas dos locos que
compdéem os sistemas Multiplex, caracterizadas nas seis espécies de
Eucalyptus, incluindo as cinco procedéncias de E. grandis, estdo descritas no
Apéndice A (Figuras 1A a 18A).

Considerando apenas as diferentes procedéncias de E. grandis que
foram analisadas, nao se distinguiu um padréo de freqiiéncia alélica comum a
todos os locos. A maioria deles apresentou o mesmo alelo, ou um pequeno
nimero de alelos, como os mais freqiientes em todas as procedéncias (alelo
120 pb no loco EMBRAG, por exemplo). Esse padrdo se repetiu nos locos
EMBRA4 e EMBRA10, com os alelos predominantes 102 pb e 129 pb,
respectivamente. O mesmo ndo foi observado em outros locos, como
EMBRA24, em que, salvo algumas excegdes, os alelos mais freqiientes foram
distintos em cada procedéncia. O mesmo comportamento foi observado em
locos microssatélites caracterizados em populacbes de espécies arbdreas
tropicais (CHASE et al., 1996), populagdes de ursos polares (PAETKAU et al.,
1995), racas de gado (KEMP et al., 1993) e humanos (EDWARDS et al., 1991).
Essa caracteristica de cada loco pode estar associada a sua localizagdo em
partes mais ou menos conservadas do genoma. A presenca de um
microssatélite ligado a um gene essencial para a sobrevivéncia do organismo,
0 qual ficaria parcial ou totalmente comprometido com qualquer alteragio no
nimero de repeticdes do SSR, levaria, necessariamente, a conservagao
daquele alelo em alta freqiéncia em todas as populagbes. Também, foi
detectado que procedéncias geograficamente mais préximas compartilhavam,

muitas vezes, 0 mesmo ou os mesmos alelos mais frequentes. Isso foi
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observado principalmente entre as procedéncias Atherton e Wild River,
localizadas a poucos quildmetros de distancia entre si (Figura 1), que
compartilhavam, geralmente, dois a trés alelos, dentre os mais freqilentes. A
razao para isso esta, provavelmente, no fato de haver maior fluxo génico entre
essas procedéncias, levando a uma troca mais intensa de alelos. O mesmo foi
encontrado em um estudo envolvendo a caracterizagdo de 10 microssatélites
em trés populagdes de Oncorhynchus mykiss (WENBURG et al., 1996).
Observou-se que duas, das populagbes geograficamente préximas,
compartilhavam o mesmo alelo mais freqiiente em oito locos, enquanto o
mesmo ocorria em apenas um microssatélite com a terceira populagao,
localizada em outro continente.

Embora alelos exclusivos a determinada procedéncia de E. grandis
tenham sido observados, estes estavam geralmente em freqiiéncias inferiores
a 0,1, salvo raras excegées (alelo 78 pb, no loco EMBRA4, exclusivo da
procedéncia Davies Creek, por exemplo) (Apéndice A - Figura 5A). Entretanto,
embora nao fossem exclusivos, alguns alelos foram encontrados em alta
frequéncia (superiores a 0,5) em algumas procedéncias, ao passo que estavam
quase ausentes em outras. Dois exemplos sdo os alelos 181 pb no loco
EMBRA27 e 96 pb no loco EMBRA4, praticamente exclusivos da procedéncia
Mount Spec. Entretanto, a ocorréncia quase Unica desses alelos com alta
freqiéncia nesta procedéncia pode estar associada a maior distancia genética
entre elas. Possivelmente, ao analisar material genético proveniente de locais
menos distantes de Mount Spec, verificou-se que estes alelos poderiam ser
detectados com maior freqiiéncia.

A distribuicdo das frequéncias alélicas nas outras cinco espécies de
Eucalyptus assumiu o mesmo padrao multimodal que havia sido detectado em
E. grandis. Foi observada pouca similaridade entre os alelos mais
freqlientemente registrados nas varias espécies.

De maneira geral, o nimero médio de alelos detectados nos locos
EMBRA foi inferior nas outras espécies em relagédo ao observado em E.
grandis. Esse resultado esta, certamente, relacionado com o menor nimero de
individuos amostrados em cada espécie. Embora uma amostra de
aproximadamente 60 individuos tenha sido suficiente para gerar estimativas

acuradas de H.,, conforme foi visto no Capitulo 2, uma amostra de tal
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Figura 1 - Localizag&o geografica das procedéncias de E. grandis analisadas.
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magnitude ndo permite a detec¢do de todo o conjunto de alelos presentes na
populacdo, principalmente daqueles em frequéncia muito baixa. Entretanto,
mesmo nas espécies em que foi detectado o menor multialelismo (E. dunnii, E.
globulus e E. saligna), o nimero médio de alelos detectados e os outros
parametros avaliados foram superiores aos encontrados em estudos similares,
realizados com espécies florestais tropicais (CHASE et al., 1996; WHITE e
POWELL, 1997).

Dentre todas as espécies estudadas, a maior He média foi encontrada
em E. camaldulensis (0,87), na qual foram detectados 19,22 alelos por loco
(Quadro 3). Apesar de o numero médio de alelos ter sido inferior ao observado
em E. grandis, a distribuicdo das frequéncias alélicas foi mais regular em E.
camaldulensis, resultando em maior He. Esse fator também refletiu no maior
PIC medio (0,8650) e Q combinado, o qual indicou que a probabilidade de se
excluir um individuo, tomado ao acaso na populagdo, de uma paternidade
inexistente & superior a 99,9999%. Valores igualmente expressivos foram
observados na | combinada, que mostrou ser inferior a 10™'° a probabilidade de
Se encontrarem, numa populacgao, dois individuos com perfil alélico idéntico nos
nove locos EMBRA.

Os resultados referentes ao contetido de informacgdo do locos EMBRA
foram igualmente expressivos na avaliagdo dos individuos provenientes de
duas procedéncias de E. urophylla (Quadro 4). A He média (0,79) foi inferior
apenas a encontrada nas espécies E. camaldulensis e E. grandis. Os outros
parametros avaliados indicaram que os locos EMBRA que compdéem os
sistemas de genotipagem multiloco sdo altamente informativos para E.
urophylla. O PIC médio foi de 0,7766; o Q combinado, superior a 99,99%; e a |
combinada, igual a 10°"°.

Valores menores de H, média foram detectados em E. dunnii (Quadro 5)
e E. saligna (Quadro 6), o que pode ser explicado pela origem do material
genetico avaliado. As sementes que originaram as plantas analisadas de cada
uma dessas espécies foram provenientes de quatro procedéncias, sendo o
material de cada procedéncia constituido de uma mistura de sementes de 10
familias de meios-irmaos. Como foram amostradas 17 plantas por procedéncia,
deve-se considerar que alguns individuos foram originados de, pelo menos, um

mesmo parental. Esse fato levou, obrigatoriamente, a uma superestimativa da
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freqiéncia dos alelos provenientes dos parentais em comum e,
consequentemente, a uma subestimativa da He nessas espécies. A distribuicdo
mais irregular das freqiiéncias alélicas nos locos EMBRA, detectadas em E.
dunnii e E. saligna e associadas ao menor numero de alelos detectados,
resultou igualmente em estimativas inferiores de PIC médio. O Q e a |
combinada demonstraram que tais locos sédo altamente informativos para fins
de genotipagem de individuos nessas espécies, apesar de terem poder de
discriminagao inferior ao observado nas espécies anteriormente citadas. Outro
fator que contribuiu acentuadamente para as menores estimativas encontradas
para os parametros médios de informagédo genética dos locos EMBRA, em E.
dunnii e E. saligna, foi a presenga de alguns locos particularmente pouco
informativos; em E. dunnii, dois locos apresentaram esse comportamento. No
loco EMBRA22 foram detectados apenas sete alelos, e o alelo 154 pb estava
em freqiiéncia superior a 0,5. Apesar de apresentar menor conteido de
informagdo em relagdo aos outros microssatélites, o EMBRA22 ainda foi
considerado um loco adequado para fins de genotipagem e discriminagéo de
individuos. O mesmo n&o pdde ser concluido para o loco EMBRA27, que
apresentou apenas dois alelos na populagdo de E. dunnii. Em E. saligna,
também foram detectados alguns locos com menor contetido de informagao,
dentre eles o EMBRA27, no qual foram detectados apenas oito alelos, dos
quais um (207 pb) apresentou frequéncia superior a 0,7. No loco EMBRA4, no
qual foram detectados sete alelos, os alelos 74 pb e 98 pb contribuiram com
quase 90% das freqiiéncias alélicas observadas nessa populacéo. Apesar de
esse comportamento ter sido observado em pequeno numero de locos em E.
dunnii e E. saligna, ele contribuiu muito para que os parametros
heterozigosidade média esperada, conteido médio de polimorfismo, poder de
exclusdo combinado e probabilidade de identidade combinada fossem
expressivamente inferiores nessas espécies.

Estimativas dos parametros de conteudo de informagdao genética dos
locos EMBRA também foram geradas para a espécie E. globulus (Quadro 7),
na qual apenas 32 individuos foram avaliados; a heterozigosidade média
esperada foi de 0,76. Considerando-se que com esse tamanho de amostra ha
tendenciosidade relativamente acentuada na estimativa da heterozigosidade

esperada (Capitulo 2), entdao o valor encontrado deve ser considerado com
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precaucao. Entretanto, como essa tendenciosidade & sempre negativa, foi
possivel considerar que esse valor sera crescente ao se analisar maior nimero
de individuos daquela espécie. Os outros parametros avaliados mostraram que
a maioria dos locos eram potencialmente Gteis para genotipagem de individuos
em E. globulus. O PIC médio (0,75), o Q combinado (99,99%) e a | combinada
de 10 indicaram que praticamente todos os locos avaliados eram
informativos. A (nica excegdo foi o loco EMBRA27, que possuia um alelo
(207 pb) praticamente fixado nos individuos avaliados. Consequentemente,
todos os parametros estimados indicaram que esse loco nao era apropriado
para genotipagem de individuos de E. globulus, da mesma forma como foi
observado em E. dunnii.

3.2. Diferenciagcdo génica entre procedéncias de E. grandis e entre seis
espécies de Eucalyptus

Os valores estimados de P nos testes de probabilidade realizados entre
todas as procedéncias de E. grandis, para todos os locos que compéem os
sistemas de genotipagem, indicaram que a distribuicao alélica nao foi idéntica
entre todas as procedéncias, para todos os locos (P < 0,05) (Apéndice B:
Quadros 1B a 9B). Apenas um loco, EMBRA15, apresentou valor de P superior
a 0,01 (P = 0,01206). Conforme o esperado, esse valor foi encontrado entre
Atherton e Wild River, demonstrando novamente o maior fluxo génico entre
essas procedéncias, localizadas a poucos quildmetros de distancia uma da
outra (Figura 1). Nos locos restantes, o valor de P foi invariavelmente inferior a
0,01, indicando claramente que hé distribuicdo alélica independente entre as
procedéncias.

Resultados semelhantes foram encontrados na analise de diferenciagéo
génica entre as espécies de Eucalyptus analisadas. Salvo para o loco
EMBRA22, em que foi encontrado um valor de P de 0,0234 entre E. grandis e
E. globulus, no restante dos locos e em combinagdes de espécies o valor de P
foi sempre inferior a 10°. Conforme era esperado e considerando que a
distribuicdo alélica nao foi idéntica entre diferentes procedéncias de E. grandis,
verificou-se que esta também ndo o foi entre as diferentes espécies de
Eucalyptus.
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3.3. Distancia genética e analise de varidncia molecular entre

procedéncias de E. grandis

As distancias genéticas de Nei (1972), calculadas entre as cinco
procedéncias de E. grandis (Quadro 8), indicaram, de maneira geral, um
padrdo de crescente distadncia genética associada a crescente distancia
geografica entre as procedéncias (Figura 1), analogamente ao que foi
encontrado em estudos similares (SHEELY e MEAGHER, 1996). Considerando
inicialmente a procedéncia Mount Spec em relagdo a Tinaroo e Davies Creek,
observou-se que entre estas foram encontradas as maiores distancias
genéticas (0,6897 e 0,6267, respectivamente). Esse resultado foi concordante
com a distancia geografica, considerando-se que a distancia entre Mount Spec
e Tinaroo/Davies Creek foi a maior entre todas as procedéncias analisadas.
Observou-se também que as distancias genéticas entre Mount Spec e Atherton
e Wild River (0,3954 e 0,4224) e entre Davies Creek e Tinaroo (0,6267 e
0,6897) foram praticamente idénticas. De fato, ao observar a localizagao
geografica das procedéncias que compéem esses dois grupos (Atherton/Wild
River e Davies Creek/Tinaroo), percebeu-se que elas estavam localizadas a
poucos quilémetros uma da outra. O grupo Atherton/Wild River estava
localizado mais ao sul e, consequentemente, mais proximo de Mount Spec, de
maneira que o maior fluxo génico entre essas procedéncias pode justificar a
menor distancia genética encontrada. Ao ser analisada a relagdo entre as
procedéncias Atherton e Wild River, localizadas a poucos quilémetros de
distancia entre si, observou-se que, conforme era esperado, a distancia
genética detectada foi a menor de todas (0,2053). Entretanto, 0 mesmo padrao
nao ocorreu nas procedéncias Davies Creek e Tinaroo, as quais, embora
localizadas iguaimente proximas geograficamente, foram distantes
geneticamente (0,4881).

Os resultados da AMOVA, com a distribuicdo da variagdo entre
Populagdes e dentro delas, considerando as cinco procedéncias de E. grandis,
encontram-se no Quadro 9. Constatou-se que existe diferenca significativa
(P < 0,05) entre procedéncias, embora ela seja responsavel por apenas 8,02%
da variacdo. O restante (91,98%) esta dentro das procedéncias. Esse padrao
de distribuicdo da variagdo estd em concordancia com os resultados
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Quadro 8 — Matriz de distancia genética de Nei (1972) entre cinco procedéncias
de E. grandis, determinada por meio da andlise de 48 individuos de
cada procedéncia, com nove locos EMBRA

Atherton  Davies Creek Mount Spec Tinaroo  Wild River
Atherton 0

Davies Creek  0,4825 0
Mount Spec  0,3954 0,6267 0
Tinaroo 0,3966 0,4881 0,6897 0
Wild River 0,2053 0,5523 0,4224 0,6897 0

Quadro 9 — Anélise de variancia molecular (AMOVA) entre cinco procedéncias
de E. grandis, avaliadas com nove locos EMBRA

EV. a.l s.q. Componentede % variagéo P
variancia
Entre
procedéncias 4 109,66 0,26 8,02 < 0,01
Dentro de
Procedéncias 463 1.386,34 2,99 91,98
Total 467 1.496,00 3,25

encontrados por NESBITT et al. (1995), que analisaram a estrutura genética de
Populagdes de E. globulus. Esses autores verificaram que 80,2% da variagao
total ocorria dentro das localidades e o restante, entre localidades e regides.
Outros estudos envolvendo espécies aléigamas tém mostrado resultados
semelhantes (ROSSETTO et al., 1995: MAGUIRE e SEDGLEY, 1997). Cabe
observar, ainda, que, apesar de o padrao de distribuicdo da variancia genética
ser semelhante ao observado nos estudos citados anteriormente, a proporg¢ao
da variagdo entre procedéncias foi, apesar de significativa, relativamente
Pequena em relagao aos trabalhos de NESBITT et al. (1995). Dificilmente a
classe de marcador utilizada seria responsavel por essa diferenca, tendo em
vista que marcadores baseados em microssatélites apresentam,
tradicionalmente, mais contetido de informagéo do que aqueles baseados na

amplificagcao de seqiiéncias aleatérias (RAPD). Entretanto, as caracteristicas
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das procedéncias avaliadas poderiam ter papel importante nessa questao.
NESBITT et al. (1995) avaliaram vérias procedéncias de E. globulus
localizadas no continente australiano ou em ilhas do mar da Tasmania, sujeitas
a um isolamento que contribuiu com 3,5% da variancia total (variancia entre
regides). Assim, neste estudo foram avaliadas procedéncias relativamente
proximas entre si, como no caso de Atherton e Wild River e Davies Creek e
Tinaroo. A auséncia de isolamento geografico entre essas procedéncias
permitiu maior fluxo génico entre elas e, consequentemente, menor variagio.
Os resultados indicaram que a coleta de material genético de E. grandis,
para fins de conservagao ou estabelecimento de programas de melhoramento
genético, pode ser feita em menor numero de procedéncias, tendo em vista
que a maior parte da variagao esta dentro delas. Entretanto, a coleta em varias
Procedéncias permanece importante, principalmente entre grupos distantes
geograficamente, pelo fato de se terem detectado variagses significativas entre

elas.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O conteddo de informag&o dos locos EMBRA que compdem os sistemas
de genotipagem multilocos foram avaliados em seis espécies de importancia
comercial pertencentes ao género Eucalyptus, subgénero Symphyomyrtus.

Inicialmente, individuos provenientes de cinco procedéncias de E.
grandis foram caracterizados. Com base nos genétipos observados, os indices
He, PIC, | e Q, referentes aos locos EMBRA, foram calculados. Todos os
Parametros estimados indicaram que os locos avaliados sao muito apropriados
para genotipagem de individuos de E. grandis.

A distribuicdo das frequéncias alélicas seguiu o padrao irregular,
multimodal, caracteristico dos marcadores microssatélites.

Considerando as informagdes de frequéncias alélicas geradas para as
cinco procedéncias de E. grandis, procedeu-se a uma avaliagéo da distancia
geneética entre elas, assim como a uma andlise de variancia molecular. A
distribuicdo da varidncia genética detectada na AMOVA seguiu o padrao
normalmente observado em espécies alégamas, com mais de 90% da
vVariancia sendo encontrada dentro das procedéncias e menos de 10% entre
elas.

Os locos EMBRA caracterizados nas outras cinco espécies, E.
Camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. saligna e E. urophylla, apresentaram o
Mesmo padrédo de distribuicdo multimodal de freqiiéncias alélicas que havia

Sido observado em E. grandis.
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A maioria dos locos apresentou-se com elevado contelido de
informagédo, sendo considerados apropriados a genotipagem para fins de
discriminacdo de individuos e estudos de parentesco. Entretanto, em alguns
casos, o numero de alelos detectados foi expressivamente reduzido, ocorrendo
até mesmo um alelo praticamente fixado no loco EMBRA27, em E. globulus.
Esse microssatélite também apresentou pouca diversidade em E. dunnii e
relativamente pouca diversidade em E saligna. Esse loco podera ser
Substituido por outro microssatélite nos sistemas de genotipagem que forem
desenvolvidos para serem utilizados na genotipagem de individuos dessas
espécies.

Os resultados indicaram claramente a importancia da caracterizagdo dos
locos EMBRA que compéem os sistemas de genotipagem, anteriormente a sua
aplicacdo na andlise de individuos de espécies ainda nao avaliadas. Em
algumas espécies, esses locos podem estar inimamente ligados a genes de
importéncia fundamental para a sobrevivéncia da planta, de maneira que eles
Nao apresentardo a mesma variabilidade observada em outras espécies.

Apesar da presenca de locos com menor contetido de informagéo em
alguns casos, os sistemas de genotipagem foram muito informativos nas
espécies estudadas. De fato, houve alta transferibilidade desses sistemas para
as espécies avaliadas e, potencialmente, também para outras espécies do
subgénero Symphyomyrtus.

No presente trabalho, criou-se o primeiro banco de dados de freqiiéncias
alélicas de locos microssatélites em espécies do género Eucalyptus. Espera-se
que as informagdes que foram geradas sejam incrementadas através da
analise de maior nimero de individuos das espécies descritas, além da adigao
de novas espécies ao conjunto ja estudado. A padronizacdo dos locos
analisados nessas espécies possibilitara o uso universal do sistema de
genotipagem, facilitando todos os procedimentos de troca e identificagdo de
material genético nas empresas e institutos de pesquisa, da mesma forma
como foi proposto para outras espécies (THOMAS et al., 1994: DIWAN
CREGAN, 1997).
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CAPITULO 4

COMPARAGAO ENTRE GENOTIPAGENS MANUAL E SEMI-
AUTOMATIZADA DE MICROSSATELITES EM POPULAGOES
DE MELHORAMENTO DE Eucalyptus

1. INTRODUGAO

A utilizagdo de marcadores moleculares tem sido incorporada, de forma
Crescente, em alguns programas de melhoramento genético e produgao
florestal de Eucalyptus no Brasil. Esta tecnologia tem encontrado aplicacao
Operacional principalmente na avaliagdo da diversidade genética de
Populagdes-base, na identificagdo e discriminagao de clones (COSTA E SILVA
et al., 1997) e no monitoramento da taxa de fecundacao cruzada em pomares e
Populagbes de melhoramento (GAIOTTO et al., 1997). Outras potenciais
aplicagbes da tecnologia de andlise genémica no melhoramento tém sido
demonstradas envolvendo mapeamento de QTLs para -caracteristicas
diretamente relacionadas a produgdo (GRATTAPAGLIA e SEDEROFF, 1996),
Selecdo assistida por marcadores (SQUILLASSI e GRATTAPAGLIA, 1997) e
identificagdo de genes controlando a resisténcia a patdégenos (JUNGHANS et
al., 1998).

Tendo em vista a utilizagdo crescente de florestas clonais de eucalipto,

Observou-se que tem aumentado significativamente a necessidade de
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tecnologias extremamente precisas para discriminacao individual de clones,
mesmo em situacdes em que existe possivel ancestria comum entre individuos.
Embora marcadores moleculares RAPD tenham sido utilizados, com sucesso,
para tal finalidade em alguns casos (KEIL e GRIFFIN, 1994), a sua natureza
dominante e o baixo nivel de polimorfismo tipicamente existente entre
individuos geneticamente relacionados e a repetibilidade parcial dos perfis de
marcadores gerados ndo permitem afirmar, de forma categodrica, que dois
individuos sejam de fato o mesmo. Freqlentemente, o mesmo individuo pode
apresentar bandas RAPD a mais ou a menos, dependendo da qualidade do
DNA e das condigées especificas de amplificagéo utilizadas, indicando que se
trata de dois individuos distintos, quando, na verdade, eles s&o idénticos.

Recentemente, marcadores geneticamente mais informativos, baseados
em polimorfismos de microssatélites, foram desenvolvidos para Eucalyptus
(BYRNE et al., 1996; BRONDANI et al., 1998). Devido a abundancia e a
distribuicao regular dessas seqiiéncias no genoma de eucariotos, associadas
a0 multialelismo e ao padrdo de segregagdo co-dominante, os microssatélites
tém tido ampla aplicagdo em estudos de genética de populagdes (CHASE et
al., 1996; WHITE e POWELL, 1997) e na avaliagio de recursos genéticos
(MICHELL et al., 1997). Essa tecnologia permitiu avanco significativo na
determinagéo de parentesco (MARKLUND et al., 1994: GLOWATZKI-MULLIS
et al., 1995) e na discriminagéo individual e protecdo de cultivares (THOMAS et
al., 1994; RUSSELL et al., 1997; DIWAN e CREGAN, 1997).

O uso de marcadores moleculares baseados em microssatélites tem,
Portanto, aplicagdo potencial imediata, principalmente nos programas de
Produgéo florestal de Eucalyptus. Devido a sua maior robustez e seu maior
conteudo de informagéo e facilidade de comparagéo entre laboratérios em
relagdo a marcadores dominantes, os microssatélites permitem a determinagdo
de gendtipos multilocos Unicos, possibilitando a identificacdo e protecao
Precisas e eficientes de genétipos superiores. Esses dados podem ser
empregados para entender a origem, a divergéncia e a relagéo entre clones de
Procedéncia desconhecida para resolver problemas de identidade clonal em
Pomares de sementes e para quantificar precisamente os niveis de
variabilidade genética entre procedéncias e progénies e dentro delas,
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otimizando-se, assim, os trabalhos de coleta de germoplasma e enriquecimento
de populagdes-base.

No presente trabalho, os sistemas semi-automatizados de genotipagem
multilocos desenvolvidos nas etapas anteriores foram aplicados na
genotipagem dos individuos que compéem duas populagdes de melhoramento
da empresa Aracruz Celulose S.A. Foram determinados gendtipos multilocos
Unicos para todos os individuos, gerando-se, assim, um banco de dados
extremamente Uteis para o entendimento da estrutura dessas populagées, para
a protecdo de clones e para o controle de qualidade de cruzamentos
controlados. Além disso, foi realizada uma analise Comparativa da eficiéncia,
em termos de rapidez, do procedimento de genotipagem manual, utilizando-se
coloragdo com nitrato de prata; e da genotipagem semi-automatizada, com
fluorescéncia em seqiienciador automatico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal, reagio de PCR, eletroforese e detecgdao dos
fragmentos amplificados

Duas populagées de melhoramento da empresa Aracruz Celulose S.A.
foram analisadas.

A primeira populagio era composta de 192 individuos de E grandis,
pProvenientes de 18 procedéncias, conforme foi descrito no Capitulo 2. A
extracdo de DNA gendmico foi feita de tecido foliar de plantas adultas,
selecionadas a partir de ensaios de procedéncias/progénies estabelecidos na
empresa. Esta populagdo foi analisada com seis microssatélites: EMBRA4,
EMBRAS, EMBRA10, EMBRA15, EMBRA16 e EMBRA11 (BRONDANI et al.,
1998). Os procedimentos de amplificagdo via PCR desses locos e a separacéo
dos fragmentos amplificados foram descritos anteriormente (Capitulo 2). Apos
Serem corados com nitrato de prata, seguindo-se a metodologia descrita por
BASSAN et al. (1991), o tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado
manualmente, com base na comparagao com o marcador padrdo 10 pb (Gibco
BRL).

A segunda populagédo analisada foi composta por 185 individuos de E.
urophylla, selecionados a partir de testes de procedéncias/progénies,
instalados na Aracruz Celulose S. A. (Espirito Santo, Brasil), além de 40 clones
da mesma espécie, plantados comercialmente por essa empresa. O DNA

87



gendmico desses individuos foi extraido conforme a metodologia descrita por
DOYLE e DOYLE (1987). Nesta populacdgo foram analisados seis locos
microssatélites que compdem dois sistemas de genotipagem multilocos
desenvolvidos nas etapas anteriores: EMBRA27. EMBRA22, EMBRAS5,
EMBRA4, EMBRA24 e EMBRA15. Os procedimentos de amplificagdo desses
locos e a separagéo dos fragmentos seguiram o protocolo desenvolvido no
Capitulo 1. Diferentemente do processo de genotipagem manual dos
individuos, através da determinacdo visual do tamanho dos fragmentos
amplificados, utilizado na avaliagédo da populagéo de E. grandis, os genotipos
dessa populagdo foram gerados por meio da estimativa automatizada do
tamanho dos fragmentos. Nesse processo, os produtos da amplificacédo via
PCR dos locos microssatélites foram registrados através de um sistema de
deteccdo de fluorescéncia (seqiienciador de DNA), e o tamanho desses
fragmentos foi estimado através de programas especificos (GeneScan e

Genotyper) (Figuras 1 e 2).

Figura 1 — Imagem do gel mostrando 17 gendtipos de E. grandis analisados
com cinco locos EMBRA, tomada do seqienciador de DNA ABI
Prism, modelo 377, por meio do programa de analise GeneScan.
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Figura 2 — Resolugéo de fragmentos amplificados de seis locos EMBRA que
compdem dois sistemas Multiplex, separados em uma linha do gel e
analisados através dos programas GeneScan e Genotyper. Na faixa
superior, podem ser observados os locos EMBRAS (homozigoto, 121
pb) e EMBRA27 (heterozigoto, 205 pb e 230 pb); na faixa do meio,
os locos EMBRA15 (homozigoto, 76 pb) e EMBRA22 (heterozigoto,
129 pb e 154 pb); e na faixa inferior, os locos EMBRA4 (homozigoto,

106 pb) e EMBRA24 (homozigoto, 199 pb).
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2.2. Similaridade genética entre os individuos das duas populagées de

melhoramento

Com o uso das informacgées de genotipagem foram geradas matrizes de
similaridade genéticas, baseadas no coeficiente de Dice, para os individuos
que compbéem as duas populagées de melhoramento. Com base nas
similaridades geradas, foi realizada uma analise de agrupamento, usando-se o
método SHAN, baseado em UPGMA (unweighted pair group analysis). As
analises foram feitas com o programa NT-SYS (“Applied Biostatistics Inc”.,
versao 2.0).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo genotipica das populacdes de melhoramento de E.
urophylla e E. grandis

Os gendtipos multilocos dos 225 individuos da populagéo de E. urophyila
foram determinados com base nos alelos observados em cinco locos EMBRA
(Apéndice C - Quadro 1C). O excessivo numero de falhas detectadas na
caracterizagéo do loco EMBRA22 levou a sua excluséo da andlise.

Foi observado que, apesar do elevado multialelismo detectado nos
microssatélites, naquela populagdo os cinco locos ndo discriminaram os
gendtipos 64 de 65 e 36 de 51. A ocorréncia de individuos com genétipo
multiloco idéntico indicou claramente que os clones considerados como
distintos eram, na realidade, iguais. O problema provavelmente ocorreu no
estabelecimento da populagdo de melhoramento ou na identificagdo dos
individuos que a compéem. Entretanto, existe também a possibilidade de ter
havido erro na coleta do material na empresa ou, ainda, durante os
procedimentos de extragdo de DNA no laboratério.

E importante observar, também, que alguns genétipos, como
145/147/148/150, CP3/CP23, CP8/CP21 e CP34/CP35, apresentaram
diferengas genotipicas em relagéo a um nimero muito reduzido de alelos (um
ou dois). Tais diferencas foram, geralmente, de apenas um par de bases,

estando, portanto, dentro da margem de erro observada na genotipagem semi-
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automatizada, com a utilizagdo de um sequenciador de DNA. Calculou-se a
probabilidade de se terem dois genotipos idénticos em relacdo aos locos nos
quais os clones CP foram iguais (ou seja, as probabilidades de identidade
combinadas). Observou-se que essa probabilidade era inferior a 108 para os
genotipos CP3/CP23 e CP8/CP21 e 107 para CP34/CP35. Considerou-se que,
se estes gendtipos foram idénticos em relagéo a esses locos, entao ha grande
probabilidade de que eles sejam, na realidade, os mesmos individuos ou
individuos com alto grau de parentesco.

O restante dos individuos da populagéo de E. urophyila foi discriminado
adequadamente por meio dos locos analisados, apresentando genétipos
multilocos unicos.

Os gendétipos multilocos dos 192 individuos da populagdo de E. grandis
foram determinados com base nos alelos observados em seis locos EMBRA e
encontram-se descritos no Apéndice C (Quadro 2C). Em razdo do elevado
conteldo informativo encontrado nesses locos, os 192 individuos foram
faciimente discriminados uns dos outros. Verificou-se, inclusive, que com
apenas os locos EMBRA4, EMBRAS e EMBRA16 era possivel estabelecer um
perfil alélico exclusivo para cada individuo da populacdo de melhoramento
analisada.

Ao contrario do que foi detectado na populagdo de melhoramento de E.
urophylla, nao foram observados dois clones com perfil alélico idéntico na
Populagédo de E. grandis.

3.2. Similaridade genética entre os clones das populagdes de
melhoramento de E. urophylia e E. grandis

Com base nos genétipos detectados nos 225 clones de E. urophylla, o
coeficiente de similaridade de Dice foi calculado entre todos os individuos desta
Populagédo de melhoramento. O coeficiente de similaridade médio foi de 0,0764,
Muito inferior ao observado em outro estudo, que avaliou genétipos
Selecionados de E. urophylla da Aracruz Celulose S.A. com 62 marcadores
RAPD, em que se obteve um coeficiente de similaridade médio de Dice de
0,529 (RIBEIRO et al., 1997). A diferenca entre os dois resultados esta

Provavelmente relacionada a classe de marcador molecular empregada. De
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fato, os microssatélites apresentaram, reconhecidamente, maior diversidade do
que os marcadores baseados em marcadores RAPD. O fenograma gerado
encontra-se no Apéndice D (Figura 1D).

Foi observado que os clones plantados comercialmente (CP) formaram
um agrupamento no qual foram encontrados, praticamente, % dos clones
incluidos nessa categoria, mostrando haver maior similaridade entre eles, em
relagao ao resto da populagdo de melhoramento. Os 10 clones-elite restantes
foram observados isolados ou formando agrupamentos de dois a trés
individuos.

A populagdgo de melhoramento de E. grandis também apresentou
coeficiente médio de similaridade de Dice muito baixo, atingindo o valor de
0,1357. Apesar de o valor médio ser aproximadamente duas vezes superior ao
que foi encontrado na populagdo de E. urophylla, ele permaneceu muito
reduzido. O fenograma representativo dos coeficientes de similaridade gerados
entre os individuos encontra-se no Apéndice D (Figura 2D).

Os resultados encontrados tém aplicagdo imediata no programa de
melhoramento da empresa, através do direcionamento dos cruzamentos.
Cruzamentos entre individuos mais similares ou menos similares podem ser
indicados, dependendo dos objetivos do melhorista. Cruzamentos entre
individuos mais divergentes apresentam grande potencial de gerar progénies
altamente segregantes, incrementando as possibilidades de ganho na selecdo
pela escolha dos individuos localizados no extremo da variagao fenotipica.
Inversamente, o cruzamento entre individuos menos divergentes geraria maior
uniformidade das progénies, tendo em vista que envolveria clones mais
semelhantes geneticamente. As sementes resultantes desses cruzamentos
tenderiam a apresentar bom desempenho, embora associado ao risco de
depressao por endogamia, e poderiam ser Uteis em plantios comerciais através

de sementes.

3.3. Caracterizagdo genética dos locos EMBRA nas populacdes de E.

urophylla e E. grandis

Foram detectados 124 alelos nos cinco locos analisados na populacio
de E. urophylla, com uma média de 24,8 alelos por loco (Quadro 1). O maior
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Quadro 1 — Nimero de alelos detectados, amplitude alélica, He, Ho, PIC, | € Q
observados nos locos EMBRA27. EMBRAS, EMBRA4, EMBRA24 e
EMBRA15, na avaliacdo de uma populacao de melhoramento de E.
urophyilla

Loco Numero Amplitude He Ho PIC I Q
de alelos alélica

EMBRA27 26 179-230 0,8882 0,6758 0.8787 0,0220 0,7863
EMBRAS5 28 80-160 0,9166 0,8578 0,9111 0,0125 0,8386
EMBRA4 21 70-113  0,9127 0,6484 0.9064 0,0139 0,8303
EMBRA24 25 175-245 0,9028 0,7788 0,9022 0,0149 0,8193
EMBRA15 24 70-136  0,8762 0,3777 0.8682 0,0234 0,7734

24 8* 0,9005* 0,6677* 0,8933* 107 0,9978**

* Média dos valores observados em cada loco e ** probabilidade de identidade
combinada e poder de excluséo combinado, considerando-se os cinco locos
avaliados.

numero de alelos (28) foi observado no loco EMBRAS5 e o menor, no EMBRA4
(21). A heterozigosidade esperada e o contetido de informagéo de polimorfismo
foram, em media, 0,90 e 0,89, respectivamente. O poder de exclusdo exibiu
valor combinado superior a 99%. Finalmente, a probabilidade de identidade
variou de 0,0125 no loco EMBRAS até 0,0234 no loco EMBRA1 5. Deve-se
salientar que a probabilidade de identidade combinada, ou seja, considerando
0s cinco locos microssatélites estudados, foi inferior a 10, evidenciando que a
probabilidade de haver dois gendtipos idénticos nessa populagéo, para esses
locos, é inferior a 1 em um bilhao.

Um total de 119 alelos foi detectado nos seis locos EMBRA
Caracterizados nos 192 individuos de E. grandis (Quadro 2). O maior nimero
de alelos foi verificado no loco EMBRA16, que apresentou 33 alelos, ao passo
que apenas seis alelos foram observados em EMBRA11. A heterozigosidade
esperada variou de 065 a 094, nos locos EMBRA11 e EMBRAS,
respectivamente. A menor probabilidade de identidade foi encontrada no loco
EMBRAS, coincidindo com o loco de maior heterozigosidade, e a probabilidade
de identidade mais alta ocorreu no EMBRA11. Levando-se em conta todos os
Seis locos avaliados, a probabilidade de identidade combinada foi de 10°. O
Poder de exclusdo combinado foi superior a 0,9999, com o maior indice sendo
encontrado no loco EMBRAS (0,87) e, o menor, no EMBRA11 (0,43).
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Quadro 2 — Nimero de alelos detectados, amplitude alélica, He Ho, PIC, | e Q
observados nos locos EMBRA4, EMBRAS, EMBRA10, EMBRA15,
EMBRA16 e EMBRA11, na avaliacdo de uma populacdo de
melhoramento de E. grandis

Loco Numero Amplitude He Hs PIC I Q
de alelos alélica
EMBRA4 19 74-120 0,9064 0,5355 0,8981 0,0749 0,8177
EMBRAS 26 104-160 0,9360 0,6630 0,9327 0,0073 0,8745
EMBRA10 15 116-150 0,8512 0,6290 0,8350 0,0383 0,7190
EMBRA15 20 110-154  0,9027 0,6236 0,8949 0,0173 0,8111
EMBRA16 33 106-194  0,9297 0,2011 0,9105 0,0383 0,8643
EMBRA11 6 124-146  0,6451 0,4658 0,5236 0,1684 0,4339
19,83* 0,8619* 0,5197* 0,8325* 107 * 0,9999**

* Média dos valores observados em cada loco e ** probabilidade de identidade
combinada e poder de exclusdo combinado, considerando-se os cinco locos
avaliados.

3.4. Comparagdo entre as eficiéncias da genotipagem manual e da
genotipagem semi-automatizada

A eficiéncia do sistema de genotipagem semi-automatizado oferece uma
série de vantagens sobre os métodos manuais de avaliagdo dos microssatélites
amplificados. Em primeiro lugar, a acuracia dos dados é melhorada, pelo fato
de que o tamanho dos alelos é determinado através de algoritmos que
Comparam o tamanho dos fragmentos do marcador-padrio interno, que sao
conhecidos, com o tamanho dos fragmentos detectados. Além disso, a
Passagem dos dados para programas de analise genética fica isenta de erros
decorrentes da digitagdo dos genétipos. Entretanto, a principal vantagem que o
sistema de genotipagem semi-automatizado apresenta sobre o processo
manual esta na rapidez da geracédo dos dados.

A andlise de 192 individuos provenientes da populagio de
melhoramento de E. grandis consumiu um periodo de aproximadamente trés
Semanas. Quatro a cinco dias foram necessarios para os processos de
extracao, quantificacdo e diluicdo do DNA. Na etapa seguinte foram preparadas
1152 reagbes de PCR (192 amostras analisadas com seis locos
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microssatélites), o que tomou mais dois a trés dias de trabalho. O processo de
Separacao dos fragmentos amplificados foi bastante eficiente, devido a
disponibilidade de cubas de eletroforese com a capacidade de analise
simultdnea de 100 amostras. Considerando que até trés eletroforeses foram
feitas diariamente, com a analise simultinea de dois locos em cada gel,
chegou-se a um total de 100 individuos analisados com seis locos por dia.
Assim, o tempo necessario para analisar a populacdo de 192 individuos foi de
dois dias. Finalmente, a etapa mais demorada e exaustiva, a obtengdo da
estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados, tomou aproximadamente
um dia para avaliagdo de cada loco, totalizando-se, assim, mais seis dias de
trabalho. No total foram contabilizados 16 dias trabalhados, aproximadamente.
O processo de extragdo de DNA, quantificacdo e diluicdo das amostras
da populagdo de melhoramento de E. urophylla consumiu um tempo
semelhante ao da analise da populagic de E. grandis, ou seja,
aproximadamente cinco dias. O numero de reagées de PCR que foram
Preparadas foi reduzido a 1/3, pelo fato de trés locos microssatélites terem sido
co-amplificados em mesma reagédo e, conseqiientemente, apenas um dia foi
consumido nessa etapa. A capacidade de analise do sequenciador de DNA
("Perkin-Elmer/Applied Biosystems”, modelo 377) disponivel no laboratério
onde foi desenvolvido o presente trabalho era de 64 amostras por gel de
eletroforese. Considerando-se que o tempo de preparo das amostras,
aplicagéo e separagéo dos fragmentos foi de aproximadamente duas horas e
meia por gel, trés a quatro géis podem ser analisados por dia. Como foram
utilizados os sistemas de genotipagem multilocos que amplificaram produtos de
tamanhos distintos, seis locos EMBRA de cada amostra foram analisados em
cada linha do gel. A definicdo dos gendtipos foi praticamente imediata, através
do uso de programas especificos que recolhiam os dados e filtravam a
informagéo. Dessa forma, o processo de separagéo e andlise dos fragmentos
amplificados da populagdo de 225 individuos de E. urophylla consumiu um a
dois dias. No total foram 9 a 10 dias consumidos na andlise dessa populago.
Como foi observado, o sistema de genotipagem semi-automatizado
utilizando os sistemas desenvolvidos anteriormente foi muito mais eficiente do
que o sistema de genotipagem manual. Embora o custo de anélise semi-

automatizada seja superior ao da analise da forma tradicional, houve grande

96



economia no numero de reagdes de PCR preparadas. Paralelamente, ocorreu
reducédo de custos no preparo de géis de poliacrilamida, tendo em vista que o
numero de locos que poderiam ser analisados em cada linha do gel era
triplicado e, consequentemente, o nimero de géis a serem preparados era
reduzido a 1/3. Seguindo essa mesma linha, a economia de tempo também foi
significativa, considerando-se que a analise de 225 clones de E. urophyila
tomou menos de 2/3 do tempo necessario para a analise de 192 clones de E.

grandis.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Duas populagdes de melhoramento da empresa Aracruz Celulose S. A.
foram avaliadas com marcadores microssatélites, com os objetivos de
estabelecer genétipos multilocos Unicos para cada clone e determinar a relagéo
de similaridade genética entre eles.

A populagdo de E. urophylla apresentou varios individuos com perfil
alélico igual ou idéntico na quase totalidade dos locos, demonstrando a
existéncia de clones duplicados, inclusive entre aqueles plantados
Ccomercialmente pela empresa. A andlise de similaridade indicou um
agrupamento dos clones que eram empregados em plantios comerciais pela
empresa, indicando uma possivel relagdo mais estreita entre esses individuos
com relagéo ao restante da populagéo.

Todos os locos caracterizados nas duas populagées apresentaram
amplo conteudo de informag&o, mostrando-se, dessa forma, adequados para o
uso na genotipagem de individuos das populagdes de E. urophylla.

Finalmente, foi observado o extraordinario aumento na eficiéncia do
processo de genotipagem utilizando o sistema semi-automatizado, empregado
Na populagéo de E. urophylla, em relagao ao processo de registro manual dos
perfis alélicos, feito na populagdo de E. grandis. Além do aumento na rapidez
da geragdo de dados, para a analise de seis locos EMBRA foi necessario
apenas 1/3 das reagdes que seriam feitas no sistema tradicional, ou seja, com
a amplificacdo de um loco por reacé@o. Além disso, o nimero de linhas de gel
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necessarias para a separagéo dos fragmentos ficou muito reduzido, tendo em
vista que até seis locos poderiam ser separados simultaneamente, devido ao
uso de fluorocromos com diferentes cores e locos que amplificam fragmentos
de tamanhos distintos.

Os resultados encontrados justificaram claramente o uso de sistemas de
genotipagem baseados em marcadores microssatélites na avaliagdo de
populagées de melhoramento de Eucalyptus. A identificacdo de clones
duplicados sera de suma importancia para a empresa, redirecionando-se
Cruzamentos anteriormente considerados, assim como o estabelecimento de
novos plantios com o emprego desses clones idénticos. As informagdes
precisas do gendtipo de cada individuo permitirdo ainda, aos melhoristas,
determinar a origem dos clones-elite, estabelecendo-se os seus “pedigrees”.

99



3. RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho foram desenvolvidos trés sistemas de genotipagem
multilocos, baseados na amplificacdo de locos microssatélites, através de
iniciadores marcados com fluorocromos, e na deteccdo semi-automatizada,
para andlise de espécies do género Eucalyptus. Para isso, procedeu-se,
inicialmente, a selecdo de um conjunto de microssatélites a partir de um
conjunto de 170 locos, considerando ndo apenas a qualidade de amplificagao,
mas também a sua transferibilidade para outras espécies do género
Eucalyptus; observaram-se mais de 70% dos locos amplificando produtos
interpretaveis. Grande parte desses locos (81%) estava conservada em E.
dunnii, espécie do subgénero Symphyomyrtus, ao qual pertencem também as
espécies a partir das quais os microssatélites foram desenvolvidos, ou seja, E.
grandis e E. urophylla. A conservacéo foi menor entre espécies de outros
subgéneros. Um conjunto de 17 locos foi utilizado no desenvolvimento de
sistemas Multiplex envolvendo a co-amplificagdo de varios locos na mesma
reagao de PCR, com iniciadores marcados com diferentes fluorocromos. Foram
obtidos, assim, trés sistemas Triplex, que tiveram suas reagées de PCR
otimizadas de forma a obter amplificacdo adequada em todos os locos, nas
espécies para as quais eles foram produzidos, assemelhados aos
desenvolvidos para diversas culturas agricolas, como brassicas (MITCHELL et
al., 1997), soja (DIWAN e CREGAN, 1997) e videira (THOMAS et al., 1994).
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Foi investigada a influéncia do tamanho de amostra na estimativa do
parametro heterozigosidade esperada em uma populacdo de melhoramento de
E. grandis. Observou-se que, em locos com grande numero de alelos, amostra
de 64 individuos é adequada para estimativas de heterozigosidade esperada
com alto nivel de acuracia. Isso ocorre somente apés a analise de um nimero
superior de individuos em locos com menor numero de alelos. A tendéncia da
estimativa desse parametro foi sempre negativa, indicando que estimativas de
heterozigosidade esperada tendem a ser sempre subestimadas em relacédo ao
valor paramétrico da populagdo. Considerando-se que a natureza molecular
dos microssatélites faz com que estes tenham comportamento semelhante em
termos de distribuicao de freqiiéncias alélicas entre organismos, o presente
estudo tem ampla relevancia para locos microssatélites baseados em
dinucleotideos em eucariotos. A tendéncia exclusivamente negativa das
estimativas indica que o valor paramétrico da populagdo assume sempre
valores superiores aos estimados.

Os locos EMBRA que compdem os sistemas Multiplex foram
caracterizados em seis espécies do género Eucalyptus. Inicialmente, individuos
provenientes de cinco procedéncias de E. grandis foram genotipados e os
indices He, PIC, | e Q, referentes aos locos EMBRA, calculados. Todos os
parametros estimados indicaram que os locos avaliados nao possuiam alto
contetdo de informagéo. Analise de variancia molecular realizada com base
nas frequéncias alélicas geradas para as cinco procedéncias de E. grandis
indicou que a variancia seguiu o padrao normalmente observado em espécies
alégamas, com mais de 90% de varidncia sendo encontrada dentro das
procedéncias e, menos de 10%, entre elas.

Os locos EMBRA caracterizados nas outras cinco espécies — E.
camaldulensis, E. dunnii, E. globulus, E. saligna e E. — apresentaram o mesmo
padrdo de distribuicdo multimodal de freqiiéncias alélicas que haviam sido
observados em E. grandis. Os locos normalmente apresentaram elevado
conteido de informagéo. Entretanto, em alguns casos, o nimero de alelos
detectados foi expressivamente reduzido, ocorrendo até mesmo um alelo
praticamente fixado no loco EMBRA27, em E. globulus.

Assim, foi gerado o primeiro banco de dados de frequéncias alélicas de
locos microssatélites para espécies do género Eucalyptus, esperando-se, no

101



futuro, incremento desses dados através da andlise de maior numero de
individuos das espécies descritas, além da adicdo de novas espécies ao
conjunto estudado. A padronizagdo dos locos analisados nessas espécies
possibilitara o uso universal deste sistema de genotipagem, facilitando todos os
procedimentos de troca e identificacdo de material genético nas empresas e
nos institutos de pesquisa, da mesma forma como foi proposto para outras
espécies (DIWAN e CREGAN, 1997).

Para avaliar a aplicabilidade dos sistemas de genotipagem
desenvolvidos, duas populagées de melhoramento da empresa Aracruz
Celulose S. A. foram avaliadas. Com os dados gerados, foram possiveis
estabelecer um gendtipo multiloco Unico para cada clone e determinar a
relacéo de similaridade genética entre eles. Observou-se que uma populagdo
de E. urophylla apresentou varios individuos com perfil alélico igual ou idéntico
na quase totalidade dos locos, demonstrando a existéncia de clones
duplicados. A analise de similaridade indicou agrupamento dos clones que sao
empregados em plantios comerciais pela empresa, evidenciando uma possivel
ligagdo mais estreita entre esses individuos em relacdo ao restante da
populagéo.

Finaimente, foi observado extraordinario aumento na eficiéncia do
processo de genotipagem com a utilizacdo do sistema semi-automatizado,
empregado na populagdo de E. urophylla, em relagdo ao processo de registro
manual dos perfis alélicos, feito na populagéo de E. grandis. Além do aumento
na rapidez da geracao de dados, para a andlise de seis locos EMBRA foi
necessario apenas 1/3 das reagbes que seriam feitas no sistema tradicional, ou
seja, com a amplificagdo de um loco por reagdo. Além disso, 0 nimero de
linhas de gel necessarias para a separagdo dos fragmentos ficou muito
reduzida, tendo em vista que até seis locos podem ser separados
simultaneamente, devido ao uso de fluorocromos com diferentes cores e locos
que amplificam fragmentos de tamanhos distintos.

Os resultados encontrados justificaram claramente o uso de sistemas de
genotipagem baseados em marcadores microssatélites na avaliagdo de
Populagdes de melhoramento de Eucalyptus. A identificacdo de clones
duplicados sera de suma importancia para a empresa, que podera redirecionar

Cruzamentos anteriormente considerados, assim como estabelecer novos

102



plantios, mediante o emprego de clones idénticos. Além disso, as informagées
precisas do gendtipo de cada individuo ainda permitirdo aos melhoristas

determinar a origem dos clones-elite, estabelecendo-se 0s seus “pedigrees”.
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APENDICE B

Quadro 1B — Teste de diferenciagéo génica entre as procedéncias de £
grandis, em relagao ao loco EMBRA27 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S.E. = erro-padro)

Loco Procedéncias P s
EMBRA27 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA27 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA27 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA27 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA27 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA27 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA27 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA27 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA27 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA27 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000

Quadro 2B — Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de E.
grandis, em relagéo ao loco EMBRA22 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S.E. = erro-padrao)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRA22 Atherton e Davies Creek 0,00009 0,00006
EMBRA22 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA22 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA22 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA22 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA22 Davies Creek e 'I‘lparog 0,00000 0,00000
EMBRA22 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA22 Mount Spec e Tmaroc_) 0,00000 0,00000
EMBRA22 Mount Spec e W!Id River 0,00000 0,00000
EMBRA22 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000
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Quadro 3B - Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de £
grandis, em relagdo ao loco EMBRAS (P = valor do P no teste de

probabilidade e S.E. = erro-padrao)

grandis, em relagéo ao loco EMBRAG6 (P = valor do P no teste dé

probabilidade e S.E. = erro-padrio)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRAS5 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRAS5 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA5 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA5 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000

Quadro 4B - Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de £

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRAG6 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA6 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA6 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRAB Atherton e Wild River 0,00132 0,00047
EMBRA6 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRAG6 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRAG Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRAG6 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRAG6 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRAG6 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000
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Quadro 5B - Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de EF
grandis, em relacao ao loco EMBRA4 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S E. = erro-padréo)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRA4 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA4 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA4 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA4 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA4 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA4 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA4 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA4 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA4 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA4 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000

Quadro 6B - Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de E.
grandis, em relagao ao loco EMBRA24 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S.E. = erro-padréo)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRA24 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA24 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA24 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA24 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA24 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA24 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA24 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA24 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA24 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA24 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000
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Quadro 7B - Teste de diferenciacdo génica entre as procedéncias de E.
grandis, em relagéo ao loco EMBRA10 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S.E. = erro-padrao)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRA10 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA10 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA10 Atherton e Tinaroo 0,00543 0,00148
EMBRA10 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA10 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA10 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA10 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA10 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA10 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA10 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000

Quadro 8B - Teste de diferenciacdo génica entre as procedéncias de E
grandis, em relagzo ao loco EMBRA15 (P = valor do P no teste de
Probabilidade e S.E. = erro-padrao)

Loco Procedéncias P S.E.
EMBRA15 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA15 Atherton e Mount Spec 0,00332 0,00138
EMBRA15 Atherton e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA15 Atherton e Wild River 0,01206 0,00274
EMBRA15 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA15 Davies Creek e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA15 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA15 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA15 Mount Spec e Wild River 0,00023 0,00019
EMBRA15 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000
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Quadro 9B - Teste de diferenciagdo génica entre as procedéncias de E
grandis, em relagéo ao loco EMBRA18 (P = valor do P no teste de
probabilidade e S E. = erro-padrao)

Loco Procedéncias P o.E.
EMBRA18 Atherton e Davies Creek 0,00000 0,00000
EMBRA18 Atherton e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA18 Atherton e Tinaroo 0,00003 0,00003
EMBRA18 Atherton e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA18 Davies Creek e Mount Spec 0,00000 0,00000
EMBRA18 Davies Creek e Tinaroo 0,00003 0,00003
EMBRA18 Davies Creek e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA18 Mount Spec e Tinaroo 0,00000 0,00000
EMBRA18 Mount Spec e Wild River 0,00000 0,00000
EMBRA18 Tinaroo e Wild River 0,00000 0,00000
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APENDICE C

EMBRA27 EMBRA5 EMBRA4 EMBRA24 EMBRA15
Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2
1 201 201 121 128 82 83 194 199 86 101
2 201 201 113 115 90 95 208 216 76 76
3 194 224 157 157 90 105 199 199 ND ND
4 200 200 121 123 81 83 194 199 86 101
5 195 204 ND ND 101 107 177 185 84 90
6 199 199 117 133 78 103 194 197 126 129
7 195 200 119 123 99 99 185 197 86 86
9 184 201 ND ND 80 88 185 185 ND ND
10 195 201 103 126 74 74 191 191 86 86
1 195 199 125 129 83 103 177 191 86 86
12 207 207 1056 105 74 93 199 212 ND ND
13 188 218 111 135 85 91 185 218 135 135
14 192 217 123 125 92 101 177 197 82 118
15 179 229 119 129 93 97 192 192 86 86
16 197 203 197 135 90 113 201 218 ND ND
17 191 195 117 135 g5 95 194 208 76 76
18 195 201 123 133 88 92 185 191 84 118
19 201 201 119 123 81 93 185 185 108 118
20 200 201 113 126 79 79 177 198 106 106
21 199 211 121 123 85 90 191 191 84 108
22 182 207 109 109 74 97 212 214 ND ND
23 201 201 123 133 81 81 185 185 108 108
24 202 202 111 121 80 80 177 216 86 92
26 195 212 103 121 97 109 177 199 120 120
27 193 197 107 121 95 101 189 199 86 86
28 197 199 115 119 97 107 ND ND 82 82
29 199 199 115 148 101 108 185 185 ND ND
30 201 225 127 129 101 103 185 192 ND ND
31 197 225 119 121 86 86 196 196 88 88
32 203 203 113 1 17 79 79 199 199 ND ND
33 182 207 ND ND 74 95 ND ND 129 129
34 193 199 117 119 84 84 189 199 86 86

Continua...
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Quadro 1C, Cont.

EMBRA27  EMBRA5 EMBRA4  EMBRA24 EMBRA15

Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2

35 193 198 107 122 95 95 189 200 86 86
36 193 202 120 131 91 91 189 189 g 86
37 196 196 120 120 g5 95 177 186 ND ND
38 204 204 104 116 87 99 192 194 ND ND
39 198 200 107 133 85 89 186 200 86 106
40 195 204 107 131 83 95 191 202 108 108
41 195 226 131 131 85 106 186 202 ND ND
42 195 204 115 120 87 106 196 218 gg 86
43 202 202 124 129 74 91 186 216 86 90
44 195 202 122 124 91 91 192 198 8gg 86
45 198 202 124 142 91 91 192 192 g6 86
48 204 204 122 131 79 108 177 192 ND ND
49 179 204 118 129 g1 91 186 186 86 94
50 196 200 116 120 76 76 194 210 gs 86
51 193 202 120 131 91 91 189 189 gs 86
53 200 200 125 125 91 91 177 186 86 86
54 195 206 106 125 85 104 196 226 g7 87
55 196 196 107 122 101 110 186 187 gg 98
56 202 213 111 127 74 101 196 226 ND ND
57 194 202 124 124 85 85 186 196 88 88
58 195 214 104 111 87 93 196 200 86 86
59 179 188 112 118 83 87 186 190 ND ND
60 196 200 111 120 104 106 186 198 108 108
61 179 188 111 118 83 87 186 189 89 89
62 192 227 116 127 87 97 186 198 84 84
63 190 196 111 120 81 87 192 198 86 86
64 200 202 107 107 88 91 186 192 84 84
65 200 202 107 107 88 91 186 192 84 84
66 180 195 111 125 97 97 186 192 ND ND
67 196 203 146 146 74 97 198 212 ND ND
68 196 227 111 129 85 97 198 198 84 84
69 196 204 125 125 92 94 186 198 ND ND
70 201 205 118 123 94 109 177 190 109 115
72 188 193 100 120 84 89 177 188 90 90
73 193 207 120 120 98 98 188 188 109 109
74 196 198 110 120 89 94 202 213 ND ND
75 201 211 115 120 102 102 ND ND g5 95
76 202 202 129 135 1 02 102 186 209 78 88
77 196 206 120 141 70 83 192 192 ND ND
78 204 229 132 137 g3 83 198 205 ND ND
79 196 204 116 133 100 104 198 213 g7 97
80 196 188 123 187 74 100 192 221 127 127
81 196 205 114 121 ND ND 186 192 g6 127
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Quadro 1C, Cont.

EMBRA27  EMBRAS EMBRA4  EMBRA24 EMBRA15

Clone Alelo1 alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2

82 196 196 114 137 74 104 198 198 76 115
83 198 202 114 125 oo 92 196 200 ND ND
84 201 212 115 125 88 104 198 211 105 105
85 196 196 121 133 83 8 199 221 ND ND
86 194 205 118 118 83 90 177 204 101 101
87 184 225 137 157 gp 106 200 200 ND ND
88 202 202 115 125 g4 94 177 194 g 86
89 198 198 108 115 83 106 199 213 ND ND
90 202 205 115 125 88 92 188 199 78 104
91 ND ND ND ND 83 87 18 186 107 107
92 196 200 127 133 70 88 188 221 94 97
93 184 184 120 139 gg 88 186 186 94 107
94 228 228 115 133 98 104 ND ND g7 97
95 205 205 125 137 ND ND 192 198 104 129
96 202 202 115 133 74 102 192 192 109 120
97 179 228 100 133 92 92 201 221 78 90
98 194 228 113 137 g3 83 175 175 ND ND
99 ND ND 110 110 ND ND 192 196 sgg 86
100 194 201 115 121 84 107 190 190 88 88
101 203 211 115 121 88 106 177 196 102 114
102 182 208 121 125 74 8 ND ND 102 104
103 201 230 125 125 ND ND 193 210 87 87
104 196 204 119 119 82 82 210 210 87 87
105 202 204 115 138 93 102 198 212 88 88
107 215 215 123 125 87 102 177 177 ND ND
108 200 200 119 125 86 97 191 213 ND ND
109 208 215 125 125 75 82 191 212 77 77
110 201 201 111 115 84 89 177 191 ND ND
M1 201 201 147 121 75 98 189 189 126 126
112 196 204 119 125 70 70 191 219 87 103
113 213 213 115 129 ND ND 191 191 108 108
114 200 200 ND ND 86 86 189 189 108 113
115 202 204 113 125 84 93 191 191 ND ND
116 201 201 111 149 87 87 198 219 ND ND
117 201 201 113 149 97 97 187 198 ND ND
118 ND ND 80 111 g4 103 177 177 81 81

119 201 204 ND ND 84 87 187 191 §go 80
120 201 216 115 115 87 91 177 198 86 86
122 193 193 103 109 87 87 194 198 gg 86

123 195 211 113 121 87 95 177 189 128 128
124 ND ND 103 113 gg 100 198 198 81 81

125 193 193 ND ND 87 91 193 198 86 86

126202 209 ND ND 84 87 184 184 94 94
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Quadro 1C, Cont.

EMBRA27 EMBRAS5 EMBRA4  EMBRA24 EMBRA15

Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2

127 204 228 145 159 70107 191 191 ND ND
129 201 201 103 127 ND ND 177 191 115 115
130 179 179 115 117 98 101 177 198 118 118
132 ND ND ND ND 75 101 ND ND gg 106
135 179 198 103 121 80 84 177 193 g6 110
136 ND ND 115 119 75 96 194 196 gp 101
137 204 204 114 122 74 85 208 208 86 86
138 207 207 120 120 74 74 194 214 gp 86
139 196 196 116 120 85 102 185 200 108 110
140 210 210 114 114 97 108 194 198 86 86
141 194 200 123 129 91 112 216 218 108 108
142 203 205 114 116 79 95 185 194 g8 88
143 198 204 116 123 103 106 188 218 90 108
144 196 196 120 120 89 89 177 198 88 90
145 196 204 120 125 83 83 192 204 83 103
146 196 204 120 125 70 70 192 219 gp 103
147 196 204 120 126 70 83 192 204 103 103
148 196 196 120 125 83 83 192 204 103 103
149 202 218 124 153 91 97 196 198 96 96
150 196 204 120 120 70 83 192 204 103 103
151 183 202 120 126 g3 93 187 187 110 110
152 206 208 129 142 83 87 185 185 106 106
153 194 198 119 128 83 104 222 222 88 126
154 202 214 114 116 87 91 177 229 g8 100
155 198 203 112 1 16 88 93 196 227 86 106
156 190 194 103 1 19 97 97 189 192 7 76
157 201 211 119 134 99 104 185 192 86 86
158 200 200 118 133 77 104 194 198 7 126
159 182 207 106 122 7% 97 ND ND ND ND
160 195 195 119 134 91 91 185 200 76 76
161 195 201 120 132 89 89 198 202 76 98
162 196 204 122 131 91 97 189 216 76 86
163 196 199 125 130 93 104 177 192 86 86
165 195 204 112 120 95 95 208 238 76 76
166 179 230 116 129 91 91 185 214 gg 106
167 195 204 113 121 83 95 185 194 78 82
168 193 201 108 120 83 91 196 196 gp 86
169 193 201 118 118 91 106 196 210 98 98
170 193 201 108 108 83 9% 190 196 8s 86
171 182 196 111 4121 @87 102 186 190 gg 98
172 196 196 107 121 102 102 186 188 88 98
173 186 194 119 123 109 109 190 190 86 88
174 196 205 121 125 94 102 186 190 98 98
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Quadro 1C, Cont.

EMBRA27  EMBRA5 EMBRA4  EMBRA24 EMBRA5

Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2

175 186 215 107 123 102 102 186 190 88 88
176 188 196 117 119 9o 92 178 208 88 88
177 200 200 111 127 89 104 175 190 84 133
178 200 202 110 127 89 98 188 190 82 82
179 194 194 121 121 g1 87 190 200 86 107
180 196 200 103 127 91 91 192 192 129 129
181 202 206 123 137 91 9 177 186 100 100
182 230 230 121 125 74 99 ND ND 94 100
183 201 201 115 116 85 85 212 214 ge 113
184 202 208 121 12¢ 87 87 198 198 ND ND
185 192 195 109 111 g7 9 196 198 86 86
186 201 201 121 121 87 87 198 226 84 84
187 201 201 112 127 89 95 198 198 103 103
188 194 201 111 115 74 90 175 192 o4 94
189 201 201 108 125 81 87 194 200 76 76
190 182 207 119 129 g9 92 177 194 127 127
192 194 201 109 139 g7 87 17t 182 o4 94
193 201 203 ND ND 89 92 192 192 ND ND
195 201 201 145 145 83 87 178 212 94 94
196 193 210 ND ND 98 98 186 217 98 129
197 214 222 nND ND 96 102 218 245 94 118
198 201 201 ND ND 98 111 192 214 129 129
199 204 227 ND ND 91 103 194 210 96 129
200 204 204 113 123 90 90 192 202 107 127
TC1 194 194 113 125 83 83 197 197 ND ND
TC2 203 229 146 146 83 83 191 209 86 86
TC3 204 204 125 138 83 87 191 197 103 128
TC4 203 203 118 120 83 91 191 203 100 100
TC5 204 204 109 125 83 91 197 197 86 100
TC6 204 227 120 130 97 97 191 220 g2 104
TC7 187 187 120 134 83 101 199 205 100 100
TC8 195 225 134 1 38 99 103 197 220 96 96
TC9 204 204 109 125 83 91 197 203 g9 99
TC10 203 227 120 130 91 104 193 210 96 136
TC11 215 227 134 138 74 97 197 209 104 128
TC12 203 227 111 134 91 91 189 197 76 76
TC13 204 207 120 134 83 110 195 197 103 103
TC14 195 211 108 130 97 97 195 210 103 103
TC15 195 227 103 130 70 70 180 210 " 70 104
TC16 195 195 118 119 83 83 191 210 108 108
TC17 195 229 109 125 70 91 203 205 99 99
TC18 195 195 109 125 91 91 205 218 100 100
TC19 204 229 125 144 83 91 193 193 8g 100
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Quadro 1C - Cont.

EMBRA27 EMBRAS5 EMBRA4 EMBRA24 EMBRA15

Clone Alelo1 Alelo? Alelo1 Alelo2 Aleloq Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo?

TC20 195 195 118 120 83 83 191 209 107 107
T1C21. 185 227 134 4 38 99 103 197 220 96 96
TC22 195 227 125 130 83 83 203 210 104 104
TC23 203 203 125 138 83 87 191 197 103 128
TC24 195 211 125 130 70 70 191 209 96 96
TC25 201 223 116 134 97 101 210 226 86 96
TC261::195 211 4125 1 34 103 103 220 244 96 96
TC27 204 225 105 134 103 103 210 214 104 108
TC28 228 228 121 138 99 99 191 199 105 105
TC29 203 211 119 134 70 70 193 220 104 104
TC30 197 204 106 120 83 83 191 207 99 103
TC31 208 229 109 125 70 91 193 205 100 108
TC32 203 227 146 160 70 108 191 191 ND ND
TC33 229 229 109 125 91 91 197 203 100 103
TC34 204 204 115 125 93 105 189 222 86 103
TC35 204 204 115 126 93 105 189 222 86 103
TC36 204 217 120 126 112 112 212 218 86 97
TC37 202 217 107 130 95 95 210 212 g7 97
TC38 196 229 109 126 83 83 204 210 100 100
TC39 188 196 132 137 101 101 191 200 108 108
TC40 206 218 107 154 95 105 210 212 o4 97
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EMBRAS EMBRA4 EMBRA10 EMBRA11 EMBRA16 EMBRA15
Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2
1 108 108 92 92 132 136 124 136 124 124 126 136
2 130 130 76 92 132 138 ND ND 134 154 144 144
3 106 128 92 104 130 138 136 136 ND ND ND ND
4 114 144 92 92 138 146 128 130 128 128 134 148
5 108 108 76 98 ND ND ND ND 124 140 126 148
6 108 108 108 114 132 138 ND ND 1200 432 130 136
7 114 150 110 110 132 148 130 130 156 156 136 136
8 108 132 106 106 132 138 128 128 128 128 130 162
9 114 114 102 102 130 146 124 124 166 166 134 134
10 124 160 102 102 124 138 124 124 120 120 126 130
11 122 136 110 110 132 146 124 128 128 128 134 142
12 108 116 100 104 130 138 124 136 120 128 134 144
13 108 116 76 110 132 148 124 128 120 140 122 122
14 108 140 106 106 136 138 124 130 120 140 124 124
15 124 140 106 106 132 144 130 130 138 138 136 136
16 114 132 92 92 136 136 130 136 118 118 126 134
17 108 124 110 110 130 136 124 148 148 148 134 134
18 118 124 76 76 130 142 124 130 128 128 122 148
19 124 124 108 108 132 136 124 128 170 170 136 144
20 128 160 106 114 130 136 124 130 168 168 122 122
21 132 132 108 108 132 138 138 136 166 166 122 124
22 108 152 76 104 136 142 124 130 124 124 126 144
23 116 120 104 104 130 144 ND ND 128 128 134 142
24 116 132 76 102 130 134 ND ND 128 128 126 126
25 118 118 106 118 130 136 124 124 128 146 136 148
26 136 136 108 118 136 136 124 130 128 128 130 148
27 126 142 92 120 ND ND 136 136 136 136 130 134
28 ND ND 76 108 136 138 130 130 126 126 128 134
29 136 150 104 104 130 138 124 146 ND ND 136 136
30 114 120 92 106 136 142 ND ND 130 130 138 146
31 118 140 76 112 136 140 130 130 128 138 136 152
32 114 114 100 100 130 130 136 136 126 126 124 148
33 116 150 92 102 130 150 124 136 128 128 130 148
34 114 128 96 104 142 142 ND ND 168 168 128 128
35 120 154 76 104 136 142 130 130 136 136 130 138
36 104 118 108 108 138 136 124 130 130 130 ND ND
37 ND ND 102 108 182. 132 ND ND 120 120 136 162
38 116 128 114 114 130 130 124 124 168 166 116 148
39 108 114 104 110 132 132 124 124 122 122 136 148
40 116 140 76 120 136 148 120 136 128 128 130 132
41 108 124 92 92 134 146 ND ND 124 124 138 138
42 ND ND 92 92 136 150 136 136 134 134 124 150
43 120 134 94 104 136 136 146 146 122 122 126 148
4 116 134 104 104 132 138 124 128 136 136 132 132
46 134 142 92 110 136 136 124 136 138 136 110 144
#1188 "130 92 102 130 142 124 136 156 156 126 130
Continua. ..
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Quadro 2C, Cont.

EMBRAS5 EMBRA4 EMBRA10 EMBRA11 EMBRA16 EMBRA15
Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelod Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2
48 118 118 92 106 132 132 ND ND 110 110 124 142
49 122 122 76 92 136 136 124 130 132 132 138 148
50 136 136 104 104 122 130 124 130 154 154 124 136
51 136 150 108 108 122 130 130 130 128 194 136 148
52 128 140 94 108 116 140 124 124 ND ND 124 150
53 136 136 106 106 136 140 136 136 ND ND 130 144
54 132 132 92 92 138 138 124 124 174 174 130 148
55 132 132 104 104 138 146 136 128 128 136 122 122
56 ND ND 76 92 136 136 124 130 116 116 130 130
57 114 138 76 102 132 146 124 124 158 156 136 136
58 116 128 100 110 130 140 124 124 138 136 136 136
59 124 124 98 104 136 142 124 128 188 168 134 134
60 120 130 96 108 124 142 128 128 128 128 130 134
61 114 120 104 114 138 142 ND ND 138 138 124 124
62 124 150 104 104 142 142 124 124 120 120 134 134
63 ND ND 76 92 138 142 124 128 112 120 144 144
64 114 140 98 108 132 142 130 130 128 128 144 144
65 118 132 100 100 134 144 ND ND 128 128 144 144
66 118 118 96 116 146 146 124 128 132 132 130 148
67 128 140 96 108 132 138 124 130 112 128 134 134
68 120 142 104 104 132 132 124 130 170 170 130 130
69 108 138 96 108 136 136 124 124 168 168 130 134
70 120 160 92 100 130 136 124 124 134 134 144 144
71 150 160 96 96 130 130 124 124 120 154 ND ND
73 108 108 96 104 136 136 124 136 ND ND ND ND
74 108 108 74 92 132 142 ND ND 128 128 130 144
75 118 150 78 106 136 136 124 124 144 144 124 136
76 130 142 110 110 142 142 124 124 140 140 136 144
7 114 138 100 112 132 142 124 124 ND ND 122 122
78 ND ND 104 116 ND ND ND ND 126 126 128 136
79 146 148 110 110 136 142 124 124 120 154 130 148
80 134 134 92 98 136 146 124 128 120 130 134 134
81 114 122 92 102 136 148 124 124 130 130 130 134
82 140 140 96 114 136 142 124 128 140 140 122 122
83 122 138 76 76 138 138 124 130 168 168 ND ND
84 136 152 110 110 132 142 124 124 168 168 134 144
85 128 128 102 102 132 136 124 128 128 128 130 138
86 134 160 108 108 138 136 130 136 126 126 122 130
87 140 140 110 110 142 142 124 124 130 130 130 130
88 142 142 94 100 136 138 128 128 168 168 134 134
90 142 142 100 106 122 130 130 130 128 128 130 130
91 132 152 108 108 116 142 124 130 120 134 130 134
92 140 140 92 92 132 132 124 136 ND ND 130 134
93 124 124 94 104 132 142 124 128 134 134 134 144
94 108 142 102 110 132 94 124 128 158 158 116 136
95 152 160 116 116 136 148 124 138 122 122 130 130
9% 134 134 92 92 130 130 124 124 134 148 132 144
97 120 132 106 114 138 138 130 130 142 142 124 138
98 130 160 74 110 136 136 130 130 114 146 126 144
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Quadro 2C, Cont.

EMBRAS5S EMBRA4 EMBRA10 EMBRA11 EMBRA16 EMBRA15
Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2
9 122 122 106 118 130 136 124 124 126 126 134 148
100 136 136 ND ND 132 136 124 124 144 144 136 136
101 128 128 100 108 136 136 ND ND 130 130 150 150
102 108 108 102 102 130 142 124 146 128 128 124 130
104 124 150 106 116 132 132 124 148 118 118 136 144
105 128 150 78 96 132 136 124 130 164 164 136 136
106 116 124 98 108 130 148 124 136 142 142 136 148
107 108 134 76 110 136 146 124 124 138 138 154 154
108 128 142 106 106 132 136 124 124 142 142 124 134
109 120 120 76 96 142 142 124 124 150 150 126 130
110 134 142 100 110 136 138 124 130 132 184 130 130
111 150 150 102 112 130 142 124 136 156 156 138 144
112 124 138 76 104 136 142 124 136 128 128 134 142
113 160 160 92 96 132 138 124 130 132 132 134 148
114 116 152 ND ND 130 142 124 124 138 138 124 136
116 116 142 86 98 132 138 ND ND 120 120 136 136
117 108 116 104 104 136 138 130 120 128 128 134 144
118 134 134 96 110 138 146 124 130 114 114 136 150
119 134 134 102 102 124 132 124 136 152 152 126 152
120 108 150 96 102 132 132 130 130 ND ND 116 144
121 116 140 92 92 136 136 124 124 138 138 124 136
122 108 122 92 92 132 132 124 124 ND ND ND ND
123 122 140 86 98 120 132 130 130 146 148 116 144
124 122 134 ND ND 132 144 124 124 ND ND ND ND
125 116 150 92 92 136 146 124 124 134 134 116 136
126 108 150 ND ND 138 138 124 124 142 142 134 134
127 128 140 92 106 140 140 ND ND 128 128 130 130
128 130 138 92 100 132 142 124 124 128 158 148 148
129 108 122 ND ND 132 138 136 146 168 168 140 148
130 108 136 92 92 130 138 124 124 128 128 132 132
131 108 130 76 98 140 140 124 124 ND ND 126 126
132 132 148 100 100 138 144 124 124 120 168 132 132
133 108 148 92 92 132 132 124 124 138 138 130 148
134 142 142 92 92 132 144 124 124 140 140 126 146
136 122 136 108 108 132 142 ND ND 128 138 126 136
136 124 124 108 108 132 132 124 136 128 158 130 130
137 140 140 104 104 132 132 130 130 138 138 126 148
138 108 130 76 110 138 144 ND ND 128 128 126 130
139 108 108 108 108 132 132 124 136 ND ND 130 130
141 140 140 76 104 130 136 124 124 ND ND 130 130
142 ND ND 102 102 ND ND ND ND 150 150 150 150
143 122 134 98 98 130 144 130 138 170 170 ND ND
144 132 132 110 110 132 132 ND ND 138 138 134 148
145 124 124 92 110 142 148 136 136 154 154 124 136
146 136 150 104 104 136 136 124 124 ND ND 136 144
147 124 124 76 104 130 134 ND ND 132 132 126 150
148 142 142 110 110 144 144 124 128 138 138 132 132
149 140 140 104 104 132 132 124 124 ND ND 136 136
150 108 140 118 116 132 132 130 130 134 134 124 130
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Quadro 2C, Cont.

EMBRAS5S EMBRA4 EMBRA10 EMBRA11 EMBRA16 EMBRA15
Clone Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo2
151 124 134 104 104 146 146 124 130 134 134 134 134
152 122 142 100 110 136 142 124 128 140 140 126 146
153 110 128 104 110 130 144 ND ND 122 122 136 144
154 122 122 ND ND 134 142 130 136 124 124 134 148
155 108 122 104 104 130 140 130 130 142 142 124 130
156 108 108 98 114 136 138 124 130 138 138 ND ND
157 148 148 92 104 132 132 130 1368 120 120 132 142
158 110 130 76 76 132 142 124 124 128 128 142 144
159 146 148 104 108 138 148 1368 1486 128 128 126 134
160 ND ND 106 108 ND ND 124 124 128 138 128 150
161 108 128 92 92 138 144 136 138 136 166 130 134
163 108 120 92 106 142 142 124 124 140 170 122 134
164 108 142 ND ND 136 136 130 136 ND ND 136 136
165 134 134 96 96 132 132 124 124 158 158 130 144
166 110 128 ND ND 130 144 124 124 170 170 ND ND
167 108 150 110 110 138 142 124 124 134 134 136 136
168 128 138 ND ND 124 124 120 136 ND ND 138 138
169 108 134 108 108 ND ND 130 136 132 132 ND ND
170 108 138 92 110 130 138 124 124 126 138 130 136
171 126 160 112 171 130 130 124 124 136 136 142 142
172 128 128 112 12 140 146 124 124 ND ND 132 132
173 142 142 108 108 138 144 130 130 140 140 136 136
174 128 140 104 104 132 136 124 124 136 136 118 142
175 108 136 106 106 130 136 124 138 128 128 138 150
176 138 138 94 94 130 144 124 124 106 162 ND ND
177 106 132 102 106 132 144 124 130 120 120 136 146
178 116 142 92 92 130 140 136 146 138 138 130 148
180 136 140 76 92 132 132 128 128 134 134 124 130
181 108 152 100 104 134 140 ND ND 126 144 148 148
182 130 130 96 104 136 138 ND ND 138 138 124 136
183 108 130 76 96 130 130 124 136 138 138 136 136
184 124 124 92 92 132 142 ND ND 128 128 126 126
185 120 140 76 102 132 142 ND ND 132 132 132 148
186 122 130 96 100 132 132 ND ND 128 128 130 130
187 140 140 92 108 132 140 ND ND 120 152 124 124
188 120 130 76 100 136 136 124 124 120 120 ND ND
189 106 122 102 112 138 136 124 124 138 136 110 142
190 136 146 102 102 130 130 124 124 138 136 128 132
191 140 140 98 98 148 148 136 146 120 156 144 144
192 108 148 92 96 130 130 124 130 132 132 136 136
193 108 132 78 100 138 142 ND ND 158 156 148 148
194 106 132 108 108 134 134 124 124 128 158 134 142
195 108 132 108 108 132 138 124 136 158 156 ND ND
196 108 138 106 112 132 132 124 130 ND ND 136 136
197 138 142 92 92 130 138 124 130 144 144 144 144
198 124 124 78 78 150 150 ND ND 136 146 136 146
199 108 130 104 104 130 130 130 136 138 136 136 136
200 108 108 100 110 142 142 124 124 122 132 122 132
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