MAPEAMENTO DE QTL PARA CARACTERISTICAS DE
INTERESSE INDUSTRIAL DA MADEIRA DE Eucalyptus
EM PROGENIE DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS

LUCIANO MEDINA MACEDO

Orientador:

Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho

Fevereiro - 2009



e

©

Sie. %o
sistema de bibliotecas ufg . U FG

TERMO DE CIéNCI!\ E DE AU'I;ORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n°® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas
abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [X] Dissertagao [ ] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacédo
Nome completo do autor: Luciano Medina Macedo
Titulo do trabalho:

MAPEAMENTO DE QTL PARA CARACTERiSTICAS DE INTERESSE INDUSTRIAL DA MADEIRA DE
Eucalyptus EM PROGENIE DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS

3. Informacgdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagao total do documento [X] SIM [ ] NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletrdnica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacdo.

,//////% Data: 20 / 09 / 2016

Assinatura do (a) autor (a)

" Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita
Justificativa junto a coordenagdo do curso. Os dados do documento néo serdo disponibilizados durante o periodo de
embargo.



LUCIANO MEDINA MACEDO

MAPEAMENTO DE QTL PARA CARACTERISTICAS DE
INTERESSE INDUSTRIAL DA MADEIRA DE Eucalyptus EM
PROGENIE DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Agronomia, da Universidade
Federal de Goids, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Agronomia,
area de concentracdo: Genética e Melhoramento

de Plantas.
Orientador:

Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho

Goiania, GO - Brasil
2009



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacdo (CIP)
GPT/BC/UFG

Medina-Macedo, Luciano.

M141m Mapeamento de QTL para caracteristicas de interesse
industrial da madeira de Eucalyptus em progénie de hibridos
interespecificos [manuscrito] / Luciano Medina Macedo. —
Goiania, 20009.

143 f. : figs, tabs.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes
Coelho.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Goias,
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, 2009.

Inclui lista de siglas e abreviagdes, figuras e tabelas.
Bibliografia.
Apéndices.

1. Eucalyptus 2. Mapeamento genético 3. Marcadores
microssatélite 4. mapeamento de QTL 5. SAM. |.
Universidade Federal de Goids. Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos. 1. Titulo.

CDU: 631.52:582.776.2

Permitida a reproducéo total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor



&

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS “‘.
ESCOLA DE AGRONOMIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS w
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA UFG

ATA DA REUNIRO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE
DISSERTACAO DE LUCIANO MEDINA MACEDO - Aos vinte e seis dias do més
de fevereiro do ano de dois mil e nove (26/02/2009), as 08h30min, reuniram-se os
componentes da Banca Examinadora: Prof. Alexandre Siqueira Guedes Coelho — Orientador,
Prof. Sérgio Tadeu Sibov e Dr. Flavio Breseghello, para, sob a presidéncia do primeiro, € em
sessdo publica realizada no auditério do PPGA da EA/UFG, procederem a avaliagdo da defesa
de dissertagdo intitulada: “Mapeamento de QTL para caracteristicas de interesse industrial da
madeira de Eucalyptus em progénie de hibridos  interespecificos”, em nivel de Mestrado, 4rea
de concentragio em Genética e Melhoramento de Plantas, de autoria de Luciano
Medina Macedo, discente do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia da Universidade
Federal de Goias. A sessdo foi aberta pelo presidente da Banca.Examinadora, Prof. Alexandre
Siqueira Guedes Coelho, que fez a apresenta¢io formal dos membros da Banca. A palavra a
seguir, foi concedida ao autor da dissertagdo que, em 30 minutos apresentou o seu trabalho.
Terminada a apresentagdo, cada membro da Banca argiiiu o examinando, tendo-se adotado o
sistema de didlogo seqiiencial. Terminada a fase de argiiigdo, procedeu-se a avaliagio da
defesa. Tendo-se em vista 0 que consta na Resolugéo n°. 658/2004 do CEPEC - Conselho de
Ensino, Pesquisa, Extensdo e Cultura, que regulamenta o Programa de Pés-Graduagdo em
Agronomia e procedidas as corregdes recomendadas,- a dissertagio foi APROVADA por
unanimidade, considerando-se integralmente cumprido este requisito para fins de obtengio do
titulo de MESTRE EM AGRONOMIA, na 4rea de concentragio em GENETICA E
MELHORAMENTO DE PLANTAS pela Universidade Federal de Goias. A conclusio do
curso dar-se-4 quando da entrega, na secretaria do PPGA, da versdo definitiva da dissertago,
com as devidas corregdes. A Banca Examinadora recomenda a publicagdo de artigo cientifico,
oriundo dessa dissertagdo em periddicos de circulagdo nacional e, ou, internacional, depois de
procedidas as modificages sugeridas. Cumpridas as formalidades de pauta, as 12h00min a
presidéncia da mesa encerrou esta sessdo de defesa de dissertagdo e para constar eu, Welinton
Barbosa Mota, secretario do PPGA, lavrei a presente Ata, que depois de lida e aprovada, sera
assinada pelos membros da Banca Examinadora em quatro vias de igual teor.

Y/ vg‘z{w— M

Prof. Alexandre $iqueira Guedes Coelho
Presidente — EA/UFG

L\ :
Prof. Sérgio T\g@ Sibov Dr. Flavio Breseghello
{é% I/UKG = Embrapa Arroz e Feijio



AGRADECIMENTOS

Aos professores do PPGA da UFG que contribuiram para minha formacéo
académica, em especial ao Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho, que aceitou me

orientar e confiou a responsabilidade de conduzir este trabalho.

Ao PPGA e a CAPES pela concessdo de bolsa durante todo o periodo de
mestrado. As empresas e pesquisadores participantes do Consdrcio Genolyptus, pela
oportunidade de participar de um trabalho em rede, troca de informacdes relevantes sobre o
material genético avaliado, fornecimento de reagentes e infra-estrutura para realizagdo de
um trabalho de alto nivel, além da logistica disponibilizada na etapa de coleta de material

vegetal.

Aos colegas de laboratorio e estagiarios pela ajuda nas vérias etapas deste
trabalho, troca de experiéncias e amizade. Ao secretario do PPGA Wellington Barbosa,

gue em muito me ajudou durante o periodo em que morei em Goiania.

Ao apoio da minha familia e da minha linda e amada esposa Juliana
Bittencourt, que apesar das dificuldades impostas pela distancia, sempre esteve a0 meu

lado ajudando a superar as dificuldades que surgiram ao longo desta jornada.



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES ..ot 06
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt 08
LISTADE TABELAS ...ttt st 10
RESUMO ...ttt b bbb et nr et 12
ABSTRACT bbbt b et b bbbttt et 14
1 INTRODUGAQD ..ottt 16
2 REVISAO DE LITERATURA ....oooeeeteeeeeeeeeeeee e 18
2.1 O GENERO EUCAIYPIUS ....ovvieeeeieetieeiee ettt ees sttt 18
2.2 O Eucalyptus NO BRASIL ......ooieiiiece ettt 19
2.3 PROJETOS GENOMA ..ottt 22
2.4 MAPAS GENETICOS ....ooviieiee ettt 23
2.5 MAPEAMENTO DE QTL .oiiiiiiiiie ettt 27
2.5.1 Mapeamento de QTL por Analise de Marcas Simples - AMS ...........cccceneee. 29
2.5.2 Mapeamento de QTL por Intervalo Simples - MIS ... 30
2.5.3 Mapeamento de QTL por Intervalo Composto - MIC ........ccccoovveiiiiiciiennnen, 31
2.54 Mapeamento de QTL por Intervalo Multiplo - MIM ..., 32
2.5.5 Mapeamento assoCIAtIVO ..o 32
2.6 MAPAS GENETICOS E MAPEAMENTO DE QTL EM Eucalyptus ...........cc.c..... 33
2.6.1 Caracteres qQUANTITALIVOS .......cccoiviriirieiiriesiieee et 33
2.6.2 MaPAS JENELICOS ....uviivieiieeieeiec ettt ettt be e be e sreeneene e 35
2.6.3 Distorgao de segregagao em EUCalyptus ..o 39
2.6.4 Mapeamento de QTL ...cceeiiiiie e 40
3 MATERIAL E METODOS ..ottt 45
3.1 MATERIAL VEGETAL ..ottt 45
3.2 ANALISE DOS CARACTERES QUANTITATIVOS ....oooveeveeeeeeeeeeee e 46
3.3 ESTIMACAO DOS COMPONENTES DE VARIANCIA . .....cccooovvirererereeenrenins 48
3.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO ....cooviiceieeieeeeeeeeeeeeee e 49
3.5 AMPLIFICACAO DE LOCOS SSR .....oviieeceieeeeeeeeesssesessesiesississaesessesses s sensenanes 51
3.6 CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS ....cooveveierereieteeieeeeeesesese e 54
3.7  ANALISE DE QTL wouoiiiciceeceeeeeee ettt eesassse et ss s 55
4 RESULTADOS ...ttt ettt sttt st et 56
4.1 COMPONENTES DE VARIANCIA .......cooiiiiiiiiiieie e 56

41.1 Caracteres de CreSCIMENTO ...oovveveieeeiee et 59



4.1.2 Densidade avaliada por pilodyn ..........ccccceeieiiieiiiie e 61

4.1.3 Caracteres avaliados por NIRS ........coiiiiiiiie e 61
4.2 CORRELACOES ENTRE CARACTERES QUANTITATIVOS ......cocovovvverrverrene. 63
4.3 POLIMORFISMO DE LOCOS SSR ....ocviiiiiieieieie e 64
44 CONSTRUCAO DO MAPA GENETICO ..ocoviveecveeeeeese e 66
45 DETECGAO DE QTL .ooiiiiiiiiriieiieeieeie sttt 69
451 Diametro na altura do peito - DAP ..o 70
452 N L] - RSSO S PP PR URPR 72
45.3 BV 0] 1133 T RSP PRT 73
454 Densidade DASICA - DB ........ccoiiiiiiieie i 75
45.5 Teor de lignina total - LigTotal .........ccooiiiiiiiieee 76
4.5.6 Relacdo siringil/guaiacil - 1SG .........ccccoeiieii e 78
457 Rendimento depurado de celulose - RD ......ccooviiiiiiiiniiiccce e 80
4.6 DISTRIBUICAO DOS QTL oottt enes s enes s sess st 81
47 COMPARACAO ENTRE DIFERENTES PROCESSOS DE SELECAO DE
GENOTIPOS SUPERIORES .......coiviiiieieicieissiese s 83
5 DISCUSSAD ..ottt 88
5.1 CARACTERES QUANTITATIVOS ..ot 88
511 Coeficiente de variacdo do erro experimental - CVe ........cccccooeviviiciiinnnns 88
512 Contribuicéo relativa das fontes de variancia na expressao dos caracteres ...... 89
513 Coeficientes de herdabilidade - h” ...........cc.ccooververvscieseeseeee e 90
514 Correlagdes entre caracteres qUantitativos = Fyy .......ccvvveervrieineiiieisecens 92
5.2 CONSTRUCAO DO MAPA GENETICO .....coveiieeeeeieeeeeeveeese s iesisne sereenenns 95
521 DiStOrGa0 de SEQrEJAGAD .......ceveeeiereiriirierieetiee et et ettt sttt se bbb 95
522 Mapa genetiCo INEGradO .........ccveiueeieiiesie et 97
5.3 EFEITO DO TAMANHO DA AMOSTRA DO EXPERIMENTO DE MG NOS
QTL E INTERACOES IDENTIFICADAS ....ooveeveeveeeeeeeeeeeeeeseessssenesss s, 100
5.4 VALIDACAO DOS QTL MAPEADOS NO CRUZAMENTO DG XGL2 ............ 104
54.1 Caracteres de CreSCIMENTO ......ccvovveiiiiiieieieie e 105
542 D =TT T - o [ SRS 108
54.3 Propriedades de lgNINa ..........coveiiiiiiciie s 109
544 Rendimento de CEIUIOSE .........oeovviieiiee e 111
55 APLICACAO DA SAM EM PROGRAMAS DE MELHORAMENTO ................ 112
B CONCLUSOES ..ottt 117
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooiveeeeeeeeeeeeseesere s 118

APENDICES oot e e oottt e e et e e et e et e e e et e ettt 128



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

ABI - Applied Biosystems Inc.

ABRAF - Associagéo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism

AMS - Mapeamento de QTL através de Analise por Marcas Simples
BA - Estado da Bahia

BID - Banco Interamericano de Desenvolvimento

BRACELPA - Associacao Brasileira de Celulose e Papel

BSA - Bulked Segregant Analysis

CIA - Solucgo de Cloroférmio e Alcool Isoamilico

cM - Unidade de medida de distancia gendmica: centi-Morgan
CSIRO - Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
CTAB - Solucéao Cetyltrimethylammonium Bromide

CVe - Coeficiente de Variacdo do Erro Experimental

EUCAGEN - Eucalyptus Genome Network

DAP - Diametro na Altura do Peito

DB - Densidade Bésica

DNA - Acido Desoxiribonucléico

DOE - US Departament of Energy

eBLUP - Empirical Best Linear Unbiased Prediction

EDAS - Electrophoresis Documentation and Analysis System

EDTA - Solucédo Ethylenediamine Tetraacetic Acid

Eefl - Eucalyptus Early Flowering Gene 1

EMBRAPA - Empresa Brasileira De Pesquisa Agropecuaria

EST - Expressed Sequence Tag

EUCAGEN - Eucalyptus Genome Network

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
FAPESP - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
FDR - False Discovery Ratio

GENOLYPTUS - Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus
IBDF - Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal

IDH-M - indice de Desenvolvimento Humano do Municipio



JGI - Joint Genome Institute

Kg, g, mg, ng - Unidades de medida de massa: quilograma, grama, miligrama, nanograma
L, mL, pL - Unidades de medida de volume liquido: litro, mililitro, microlitro
LigTotal - Teor de Lignina Total

LOD (LOD-score) - log of the ODDS (logaritmo na base 10 da razéo das probabilidades)
m, cm, mm - Unidades de medida de distancia: metro, centimetro, milimetro
m?, cm® - Unidades de medida de volume sélido: metro clbico, centimetro ctbico
MG - Estado de Minas Gerais

MIS - Mapeamento de QTL por Intervalo Simples

MIC - Mapeamento de QTL por Intervalo Composto

MIM - Mapeamento de QTL por Intervalo Multiplo

mM - Unidade de medida de concentracdao: micromolar

NIRS - Near Infra-Red Spectroscopy

PA - Estado do Para

PCR - Polimerase Chain Reaction

Pprl - Puccinia psidii Resistance Gene 1

PRODEPEF - Programa de Pesquisa e Desenvolvimento Florestal

QMres - Quadrado Médio do Residuo

QTL - Quantitative Trait Loci

R? - Coeficiente de Determinacao

RAPD - Random Amplification of Polymorphic DNA

RD - Rendimento Depurado de Celulose

REMADE - Revista da Madeira

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

RS - Estado do Rio de Janeiro

rSG - Relagéo Siringil/Guaiacil da Lignina

vy~ Coeficiente de Correlagdo

SAM - Selecgéo Assistida por Marcadores Moleculares

SBS - Sociedade Brasileira de Silvicultura

SP - Estado de S&o Paulo

SSR - Simple Sequence Repeats

TBE - Solugéo Tris-Acido Borico e EDTA



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

LISTA DE FIGURAS

Diagrama ilustrando a distribuicdo das amostras nas etapas de trabalho: 1-
screening de primers; 2- testes multiplex; 3- avaliagdo da progénie DG X
GL2. PB: amostra em branco SeM DNA ..o

Contribuicdo relativa das fontes de variagdo na expressao fenotipica dos
caracteres de crescimento avaliados nos dois ambientes ............ccccccevveiievieenne.

Contribuicdo relativa das fontes de variacdo na expressdo fenotipica do
carater pilodyn no experimento do RS ...

Contribuicdo relativa das fontes de variacdo na expressdo fenotipica dos
caracteres avaliados por NIRS nos dois ambientes .........ccccccevevevviieeneninesenen

Mapa genético integrado constituido por 54 marcadores SSR genotipados
em uma progénie de 200 irmdos completos de E. globulus x hibrido (E.
dunnii x E. grandis). Os locos destacados em vermelho foram alocados
como marcas acessorias, tendo suas posi¢cdes aproximadas estimadas com
base em informacGes disponiveis em outros mapas genéticos de Eucalyptus
que mapearam estes 10C0S anteriorMENte ..........ccccvovveveeerierierese e
Identificacdo dos QTL de acordo com a andlise realizada ...........c.ccccceevrvvnnnne.
Mapa representativo dos QTL detectados para o carater diametro - DAP .......
Mapa representativo dos QTL detectados para o carater altura .......................

Mapa representativo dos QTL detectados para o carater volume .....................

Mapa representativo dos QTL detectados para o carater densidade basica -
1D SRS UPRRPRPSR

Mapa representativo dos QTL detectados para o carater teor de lignina -
[0 o) - | USSP

Mapa representativo dos QTL detectados para o carater relagéo
SININGI/QUAIACT] - TSG ...

Mapa representativo dos QTL detectados para o carater rendimento
depurado de CEIUIOSE - RD ......ocovieiiiiiiece e



Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Mapa representativo de todos os locos onde foram identificados QTL para
os caracteres avaliados. Os locos foram identificados com cores de acordo
com o caréter associado ao QTL. Os locos que apresentaram QTL para mais
de um caréater foram representados com a Cor laranja .........c.ccocevvevrereieneneenn 82

Efeito diferencial entre os genoétipos dos locos que apresentaram interacédo
entre QTL e ambientes. A, B e C: Efeito diferencial entre as classes
genotipicas do loco Embra 0191, que apresentou interacdo entre QTL e
ambientes para o carater teor de lignina. D, E e F: Efeito diferencial entre as
classes genotipicas do loco Embra 1868, que apresentou interacdo entre
QTL e ambientes para o carater rendimento de celulose ..........c.ccoceverrnrnnns 101

Fluxograma indicando onde a SAM pode ser aplicada a partir do
mapeamento de QTL utilizando marcadores moleculares em programas de
melhoramento genético de espécies florestais ..........ccccocvvvveviiivciiecce e, 116



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

LISTA DE TABELAS

Modelos utilizados para se estimar os valores eBLUP nos experimentos ........

Pardmetros experimentais e componentes de variancia estimados para 0s
caracteres avaliados no experimento do RS ...

Parametros experimentais e componentes de variancia estimados para 0s
caracteres avaliados no experimento de MG ..........ccccccvvvevievecic e

Coeficientes de correlacdo significativos para valores fenotipicos
(quadrante superior) e genotipicos (quadrante inferior) entre os caracteres
oV LT o [0 1SS

P-valores e coeficientes de determinacdo dos locos que apresentaram
associacfes a QTL para o carater diametro na altura do peito (DAP) em
pelo menos uma das analises realizadas ...........ccccocveveiieiicic e

P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater altura em pelo menos uma das anéalises
FEANIZAUAS .....veeeieeie et nee e

P-valores e coeficientes de determinagdo dos locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater volume em pelo menos uma das anélises
FEAIZAUAS .....veeiieeiiiieece et

P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacbes a QTL para o carater densidade basica (DB) em pelo menos
uma das analises realizadas ..........cccovcveveiieerieie e

P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associagOes a QTL para o caréater teor de lignina (LigTotal) em pelo menos
uma das analises realizadas ..........ccccocveviiiieieieie e

P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associagOes a QTL para a relacdo sirigil/guaiacil (rSG) em pelo menos uma
das analises realizadas ...........cccevevieereeiesie e

P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacfes a QTL para rendimento depurado de celulose (RD) em pelo
menos uma das analises realizadas ..........ccocovevereneiiiinierieee e

57



Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Simulacdo de selecdo e comparagdo da eficiéncia da SAM para o0s
caracteres que apresentaram QTL significativos na analise isolada de cada
ambiente (A e B) e conjunta das amostras coletadas nos dois experimentos
(O SR TPR 84

QTL descritos para caracteres de crescimento nos trabalhos citados na
revisao DIbHOGrafiCa ........cccoiveii i 106

QTL descritos para o carater densidade nos trabalhos citados na revisao
DIDHOGIATICA ..o 108

QTL descritos para caracteres relacionados com as propriedades da lignina
nos trabalhos citados na revisdo bibliografica ............cccccoveviiiiciccicccce, 110

QTL descritos para o carater rendimento de celulose nos trabalhos citados
na revisao bibliografica ... 112



RESUMO

MEDINA-MACEDO, L. Mapeamento de QTL para caracteristicas de interesse
industrial da madeira de Eucalyptus em progénie de hibridos interespecificos. 2009.
143 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Genética e Melhoramento de Plantas) —
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiéania,
2009. *

Neste trabalho foi construido um mapa genético e realizado o mapeamento de
QTL para caracteres de crescimento e qualidade da madeira em uma progénie de hibridos
interespecificos de Eucalyptus. Foram isoladas amostras de DNA gendmico de 200
individuos pertencentes a uma progénie de hibridos interespecificos. A partir de 300 pares
de primers microssatélites (SSR), foram selecionados com base na presenca de
polimorfismo valido para o mapeamento de QTL e na qualidade de amplificacdo de seus
alelos, 76 locos para compor 19 combinacGes tetraplex. Dentre os 76 locos avaliados em
sistema multiplex, 14 apresentaram distor¢do de segregacao significativa no teste xz
perante o “Critério de Bonferroni” com nivel de significdncia de 5% e foram excluidos das
analises de mapeamento. Utilizando LOD 3 e fracdo de recombinacdo de 0,40, foram
identificados 12 grupos de ligacdo compativeis com os descritos em outros trabalhos de
mapeamento em Eucalyptus. Foi obtido um mapa genético integrado com comprimento
total de 1240 cM e distancia média entre marcas de 22 cM, que proporciona uma cobertura
genbmica de aproximadamente 75% em relacdo ao tamanho do genoma deste género. Com
excecdo da densidade avaliada por pilodyn, todos os outros caracteres avaliados
apresentaram associacdo a QTL por anélise de variancia (analise de marcas simples). Para
0s caracteres de crescimento, quatro locos estiveram associados a sete QTL, sendo que 0
montante da variacdo genotipica que estes QTL foram capazes de explicar foi de 19% para
didametro, 18% para altura e 10% para volume. Dentre os caracteres de qualidade da
madeira avaliados por NIRS, trés QTL foram capazes de explicar 17% da variancia
genotipica para densidade, enquanto para o rendimento de celulose quatro QTL foram
capazes de explicar juntos 7,5% desta variancia. Para os caracteres relacionados com as
propriedades da lignina também avaliados por NIRS, foram identificados trés QTL capazes
de explicar 9% da variacdo genotipica do carater teor de lignina, e dois QTL capazes de

explicar 6% da variacdo genotipica para a relacdo siringil/guaiacil. A maioria dos QTL

'Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. EA-UFG.



identificados para os diferentes caracteres avaliados neste trabalho coincidiram com o0s
grupos de ligacdo e o montante da variancia representada com QTL identificados nos
trabalhos de outros autores que realizaram mapeamento de QTL para 0s mesmos caracteres
avaliados. Embora comparativamente a selecdo assistida por marcadores moleculares tenha
apresentado eficiéncia inferior em relacdo a selecdo fenotipica, ela pode ser muito Gtil na
otimizacdo de futuros experimentos de campo de progénies para as quais ja foi realizado o
mapeamento de QTL, onde somente os gendtipos com desempenho superior poderdo ser
avaliados em campo ao invés de toda a progénie. A aplicacdo de SAM em programas de
melhoramento genético florestal é possivel para a selecdo precoce a partir da segunda
geracdo de melhoramento, sempre que forem utilizadas informac6es de QTL mapeados nos
cruzamentos realizados por estes programas de melhoramento. No entanto, estes QTL que
serdo utilizados para SAM, devem ser robustos nas progénies onde eles foram mapeados,
tal como os QTL identificados nesta dissertagdo no grupo de ligacdo 9 para o carater DAP,
que além da consisténcia dos dados da progénie DG x GL2, foram capaz de explicar o
mesmo montante da variabilidade com QTL mapeados para este carater (12%) por Kirst et
al. (2007), que utilizaram diferentes marcadores genéticos e técnicas de mapeamento de
QTL. Estes dados comprovam que a aplicacdo da SAM é vidvel em programas de
melhoramento, e que apesar das peculiaridades Unicas de cada cruzamento, determinados
grupos de ligacdo apresentam estabilidade de QTL entre diferente progénies para um
mesmo caréter.

Palavras-chave: Eucalyptus, mapeamento genético, marcadores microssatélite,

mapeamento de QTL, SAM.



ABSTRACT

MEDINA-MACEDO, L. Genetic mapping of QTL for characteristics of industrial
interest of the Eucalyptus’s wood in a interspecific hybrid progeny. 2009. 143 f.
Dissertation (Master in Agronomy: Genetic and Plant Breeding) — Escola de Agronomia e

Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2009. *

In this work a genetic map and QTL mapping were built for growth and wood
quality characters in an interspecific hybrids progeny of Eucalyptus. Samples of genomic
DNA were isolated from 200 individuals belonging to a interspecific hybrids progeny. A
screening of 300 pairs microsatellite loci (SSR) primers was done and from those 76 loci
were selected to compose 19 tetraplex combinations, based in presence of valid
polimorfism for QTL mapping and in quality of allele’s amplification. Among the 76 loci
appraised in multiplex system, 14 presented significant distortion of segregation in »° test
using "Criterion of Bonferroni" with 5% of significance, and they were excluded of
mapping analyses. Using LOD 3 and recombination fraction of 0.40, 12 linkage groups
compatible with described in other mapping works in Eucalyptus were identified. An
integrated genetic map was obtained with total length of 1240 ¢cM and medium distance
among marks of 22 cM, It provides a covering genomic of approximately 75% in relation
to genome size of Eucalyptus gender. A part of density appraised by pilodyn apparatus, all
others characters showed QTL association through variance analysis (single marks
analysis). For growth characters, four loci were associated to seven QTL and 19% for
genotypic variation of diameter, 18% for height and 10% for volume these QTL were
capable to explain. Among wood quality characters evaluated by NIRS, three QTL were
capable to explain 17% of genotypic variance for density, while for yield cellulose, four
QTL together were capable to explain 7,5% of this variance. For the characters related with
lignin properties also evaluated by NIRS, were identified three QTL capable to explain 9%
of genotypic variation for lignin quantity, and two QTL were capable to explain 6% of
genotypic variation for siringil/guaiacil relationship. Most of identified QTL for different
characters appraised in this work coincided with linkage groups and as well the amount of
variance of QTL detected by other authors, which carried out QTL mapping for these same
characters. Although comparatively the SAM showed inferior efficiency in relation to

fenotypic selection, it can be useful for optimization of futures field experiments into
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progenies which QTL mapping already was accomplished, where only best genotypes can
be stablished in field instead to whole progeny. The application of SAM in forest breeding
programs is possible to be used in early selection starting from second breeding generation,
using QTL information of crosses mapped in these breeding programs. However, QTL
used for SAM should be robust in progenies where they were mapped, like as QTL
identified in linkage group 9 for character DAP in this dissertation, that beside consistence
datas in progeny DG x GL2, were capable to explain the same amount of variability for
QTL mapped by Kirst et al. (2007) (12%), which used different genetic markers and
techniques for QTL mapping. These results prove that application of SAM is viable in
breeding programs, and apart of peculiarities in each crossing, certain linkage groups are
stable among different progenies for a same character.

Key words: Eucalyptus, genetic mapping, microsatellite markers, QTL mapping, SAM.



1 INTRODUCAO

O setor industrial de base florestal tem sido marcado por um processo de
utilizacdo crescente de madeiras provenientes de reflorestamento, colocando o Brasil em
sintonia com a ordem mundial, que enfatiza a preservacéo das florestas naturais e incentiva
a implantacdo de florestas renovaveis (Remade, 2005). As industrias de base florestal
promovem e incentivam o desenvolvimento econdmico e social em regides distantes dos
grandes centros urbanos onde estdo instaladas, e comprovadamente contribuem para a
elevacdo do IDH-M (indice de Desenvolvimento Humano do Municipio) nos municipios
em que estdo presentes. Até o fim de 2007, estudos indicavam que estas industrias foram
responsaveis pela geracdo de cerca de 4,6 milhdes de empregos, dentre empregos diretos,
indiretos e resultantes do efeito de renda (Abraf, 2008).

InstituicOes estaduais de meio ambiente e entidades de classe do setor de base
florestal estimam que a area reflorestada no Brasil esteja em torno de 6 milhdes de hectares
e deste montante, aproximadamente 3,7 milhdes de ha sdo cultivados com Eucalyptus. Da
area total reflorestada com Eucalyptus, cerca de 2 milhGes de hectares sdo destinados a
producdo de papel e celulose, sendo que 1,4 milhdes de ha destas florestas possuem
certificacdo internacional (Abraf, 2008).

O Brasil é um dos trés maiores fornecedores de celulose e papel para
impressdo, sendo um dos maiores exportadores de celulose de fibra curta e o primeiro em
fibras produzidas a partir de Eucalyptus (Di Ciero & Amaral, 2002). No ano de 2007 estas
industrias produziram 11,9 milhdes de toneladas de celulose, contribuindo com um saldo
positivo para a balanca comercial da ordem de 3,4 bilhdes de dolares (Bracelpa, 2008). A
elevada produtividade florestal aliada a custos de producdo competitivos em relacdo a
outros paises do mundo, rendeu ao Brasil no ano de 2007 uma indicagdo pelo BID (Banco
Interamericano de Desenvolvimento), como o pais com maior atratividade da América
Latina para investimentos florestais (Abraf, 2008).

Os reflorestamentos com Eucalyptus no Brasil possuem as mais altas taxas de

produtividade do mundo, desempenho alcangado devido ao conjunto de fatores ambientais
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favoraveis e elevados investimentos em pesquisa realizados pelas empresas durante os
ultimos quarenta anos, principalmente em programas de melhoramento genético (Santana
et al., 2002). Até meados dos anos 90 era relativamente comum que empresas
reflorestadoras obtivessem elevada produtividade devido a altos incrementos volumétricos,
porém eram raros 0s programas de melhoramento genético que iam adiante, chegando a
avaliar caracteristicas mais refinadas (Foelkel, 1997). Com a difusdo das técnicas
moleculares, instituicdes de pesquisa e empresas do setor de papel e celulose realizaram
um esforco coletivo para criar o Projeto Genolyptus — Rede Brasileira de Pesquisa do
Genoma de Eucalyptus. Este projeto tem como objetivo identificar e caracterizar genes
envolvidos na formagdo da madeira, para poder utilizar esta informagéo no melhoramento
genético do Eucalyptus (Grattapaglia, 2003).

Um dos subprojetos do Projeto Genolyptus é a construcdo de mapas genéticos
e 0 mapeamento de QTL em diferentes backgrounds genéticos, possibilitando assim
identificar e validar regides gendmicas envolvidas no controle de caracteres de relevancia
econbmica. Estas acdes vém sendo realizadas através da avaliagdo molecular de progénies
obtidas do cruzamento controlado entre genotipos de diferentes espécies de Eucalyptus,
avaliadas em experimentos de campo instalados em regibes com condi¢cdes ambientais
contrastantes (Grattapaglia, 2008). A validacdo de QTL em diferentes progénies em varios
ambientes busca o direcionamento dos estudos para regides gendmicas especificas, que por
sua vez podem ser caracterizadas com a utilizacdo de técnicas de seqiienciamento e analise
de expressdo génica, permitindo que sejam identificados genes e regibes reguladoras
envolvidas na expressao de caracteres de relevante interesse econdmico.

Neste Sentido, o objetivo principal deste trabalho foi construir um mapa
genético integrado de Eucalyptus utilizando marcadores SSR e identificar QTL associados
ao controle genético de caracteristicas de crescimento e propriedades da madeira de
Eucalyptus. Posteriormente, foi identificado QTL comuns e especificos para cada um dos
ambientes avaliados, bem como a existéncia de interacdo entre QTL e ambientes entre os
gendtipos dos caracteres avaliados nos dois ambientes. Os objetivos secundarios
consistiram em padronizar uma metodologia para coleta e extracdo de DNA gendmico a
partir do tecido do cadmbio vascular, e analisar a eficiéncia das combinagdes multiplex
geradas pelo programa MULTIPLEXER (Coelho, ndo pulicado), utilizadas nas reac6es de
PCR.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O GENERO Eucalyptus

O género Eucalyptus € originario da Oceania, e com excecao das espécies E.
urophylla e E. deglupta que séo originarios do Timor e Papua Nova Guiné, as demais sdo
originarias da Australia (Pryor, 1985). Este género pertence a familia Myrtaceae e possui
mais de 600 espécies arboreas e arbustivas, que sdo subdivididas em 8 subgéneros. As
espécies mais plantadas para fins comerciais pertencem ao subgénero Symphyomyrtus, que
abrange mais de trezentas diferentes espécies, variedades e hibridos (Eldridge, 1994;
Moura, 2004), a maioria delas descrita por S. T. Blake em 1934. De acordo com
Grattapaglia & Bradshaw (1994), o tamanho do genoma deste género é relativamente
pequeno, variando entre 500 e 650 Mpbs e apresentando 22 cromossomos (2n = 22).

As espécies deste género possuem flores hermafroditas e a fecundacdo é
preferencialmente cruzada (Pryor, 1976), embora possa ocorrer até 30% de autofecundacéo
devido ao sistema reprodutivo misto (Eldridge, 1978). Na maioria das espécies, as flores
sdo agrupadas em estruturas denominadas de corimbos, sendo os frutos capsulares e
deiscentes, com sementes que variam em tamanho desde 1 mm até 2 cm de acordo com a
espécie (Cavalcanti, 1963).

Pryor (1976) descreveu a existéncia de um sistema de protandria e também um
sistema de autoincompatibilidade controlado geneticamente nas flores muito peculiar ao
género, que varia em intensidade de acordo com a espécie, favorecendo a fecundacao
cruzada. Este autor cita que as populacdes naturais das espécies sdo compostas
principalmente por individuos heterozigotos, sendo observada uma depressao no vigor das
plantas quando ocorre a autofecundagdo. Os principais vetores de polinizagéo séo insetos,
principalmente hymendpteros, dipteros, lepiddpteros, coledpteros e hemipteros (Pryor,
1985). Nas areas de ocorréncia natural, algumas aves e pequenos marsupiais também
atuam como importantes polinizadores (House, 1997, citado por Trigueiro, 2006).

A evolucdo do género ocorreu a partir do periodo Terciario, e foi associada
principalmente a variacdes climaticas bastante amplas e diferentes taxas de fertilidade do

solo existentes na regido de origem (Eldridge et al., 1994). Fosseis dos primeiros
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Eucalyptus datam do Paleoceno, 65 milhGes de anos atrés, quando a costa sul da Austrélia
ainda estava conectada a Antartida. O continente australiano moveu-se lentamente para o
norte, formando uma barreira (planicie Nullarbor), que isolou um grupo no sudoeste e
outro no sudeste australiano pouco antes do Mioceno. As espécies da porcdo oriental se
adaptaram aos ver@es Umidos e solos pobres em nutrientes, enquanto que as espécies
ocidentais se adaptaram aos invernos chuvosos e solos férteis. Desta forma, o género ocupa
ambientes altamente variaveis em termos de precipitacdo e de temperaturas, ocorrendo em
areas que variam desde pantanos até regibes semi-aridas, em solos de alta e baixa
fertilidade (Williams & Woinarski, 1997). Devido a sua ampla disperséo, 0 género possuli
rapido crescimento e adaptabilidade natural a diversas areas geograficas (Sartoretto et al.,
2002).

O Eucalyptus possui grande importancia econdmica no mundo devido sua
madeira possuir usos maltiplos, podendo ser empregada como fonte de energia renovavel
(carvao vegetal), matéria-prima para a producao de papel e dleos essenciais, além de sua
utilizacdo na fabricacdo de chapas e moveis de alta qualidade (Bansyopadhyay et al.,
1999). Segundo levantamentos da FAO (2004), mais de noventa paises possuem
programas de reflorestamento com Eucalyptus, sendo que 58 destes o fazem em grande
escala, utilizando sua madeira como matéria-prima bésica para a maioria das suas
necessidades. As espécies de Eucalyptus mais utilizadas para reflorestamentos em todo o
mundo pertencem ao subgénero Symphyomyrtus e sdo: E. grandis, E. saligna, E.
urophylla, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E. viminalis, E. deglupta, E.

citriodora, E. exserta, E. paniculata e E. robusta (Remade, 2005).
2.2 O Eucalyptus NO BRASIL

No Brasil a pesquisa em Silvicultura teve inicio no comec¢o do Século XX.
Apesar de existirem registros de que mais de cinquenta espécies ja haviam sido
introduzidas antes de Navarro de Andrade em 1903, foi este Agronomo quem iniciou oS
primeiros estudos realizados com bases técnicas e cientificas que sdo utilizadas até os dias
de hoje. De acordo com Andrade (1939), citado por Missiagia (2005), seu principal
objetivo era produzir madeira com prop0sitos energéticos e estruturais, para suprir as

necessidades da ex-Cia. Paulista de Estradas de Ferro.
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A utilizacdo do Eucalyptus na producdo de papel e celulose no Brasil teve
inicio a partir dos anos 40, e desde entdo este género se tornou a principal fonte de matéria-
prima para as industrias do setor (Gonzalez et al., 2002). A partir de 1960, a pesquisa com
Eucalyptus se consolidou e expandiu com a realizagdo da “II Conferéncia Mundial do
Eucalipto”, em Sao Paulo-SP. Nessa mesma época o Governo Federal instituiu o Programa
de Incentivos Fiscais ao Reflorestamento e criou o Programa de Pesquisa e
Desenvolvimento Florestal (PRODEPEF, ex-IBDF), que motivou a criacdo de varias
cooperativas de pesquisa, dentre as quais podemos destacar o IPEF, o SIF e a FUPEF
(Ferreira & Santos, 1997). Em 1967 a &rea plantada com Eucalyptus era de apenas 14 mil
hectares, mas devido a politica de incentivos fiscais, em 1973 a &rea cultivada ja atingia
cerca de um milhédo de hectares (Shs, 2005).

A partir de 1967, as plantacdes de Eucalyptus sofreram perdas sucessivas de
produtividade devido a ocorréncia do cancro Cryphonectria cubensis (Burner) e também
da ferrugem causada por Puccinia psidii (Winter) no inicio dos anos 70 (Alfenas, 1989).
Em 1975 também ocorreram fortes geadas nas regides Sul e Sudeste do Brasil, que
danificaram grandes extensbes de florestas comerciais provocando grandes prejuizos
econdmicos (Higa, 1998). A sucessiva incidéncia de varios tipos de injurias intensificou a
selecdo de procedéncias das espécies mais importantes, despertando a atencdo para a
possibilidade de explorar gendtipos hibridos superiores com técnicas de propagacdo
vegetativa.

Na década de 70 diversos projetos de melhoramento para varias espécies do
género Eucalyptus foram desenvolvidos no pais, realizando selecdo de materiais genéticos
adaptados a diversas condigdes edafo-climaticas, através de testes de procedéncias e
progénies combinados para identificar gendtipos superiores (Cruz & Carneiro, 2003).
Embora a aplicacdo dos métodos convencionais de melhoramento na &rea florestal seja
eficiente e tenha garantido ao Brasil os maiores indices de produtividade do mundo, os
programas de melhoramento de espécies perenes se caracterizam por Ser um processo
relativamente lento, devido principalmente ao tempo necessario para se completar cada
geragdo de cruzamentos e obter progénies segregantes (Gonzélez et al., 2002).

Em 1979 foi estabelecida pela empresa Aracruz a primeira plantacéo clonal de
Eucalyptus do Brasil, em uma area de 1.000 ha no municipio de Aracruz-ES (Ferreira &
Santos, 1997). Os reflorestamentos clonais s&o homogéneos e possuem elevada
produtividade, devido principalmente a clonagem permitir captar toda a variancia
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genotipica presente nos gendtipos superiores, a0 mesmo tempo em que contribui para
minimizar a variancia fenotipica dentro dos reflorestamentos (Vencovsky & Barriga,
1992).

Atualmente a maioria dos plantios realizados no Brasil utiliza clones (Sbs,
2005), e as principais espécies cultivadas no Brasil sdo: Eucalyptus grandis, E. saligna, E.
urophylla, E. viminalis e hibridos interespecificos (Remade, 2005). O periodo de 1986 a
1990 foi caracterizado pelo fim do subsidio para o setor florestal e abertura da economia ao
mercado externo, iniciando uma nova fase onde as empresas necessitavam ter elevada
eficiéncia em seu processo produtivo para poderem reduzir custos e se manterem
competitivas.

O uso das técnicas de marcadores moleculares aliadas as modernas tecnologias
de anaise gendmica tém proporcionado uma nova perspectiva em termos de avaliacdo da
variabilidade genética para as mais diversas caracteristicas, ampliando as estratégias
disponiveis para aplicacdo em programas de melhoramento (Cooper, 2003). Um dos
objetivos da genbmica é o estudo das relacdes entre variagdes em caracteristicas
quantitativas e a diversidade molecular (Morgante & Salamini, 2003). Estes estudos podem
fornecer o caminho para a proxima geracdo de pesquisa experimental no melhoramento,
abrindo novas &reas antes inacessiveis pelo melhoramento convencional (Martienssem,
2003).

Compreender a arquitetura genética e o funcionamento dos locos envolvidos no
processo de formacdo da madeira auxiliard na utilizacdo da selecdo assistida por
marcadores (SAM) nos programas de melhoramento de espécies perenes (Cooper, 2003).
O conhecimento e possibilidade de manipulagdo dos genes responsaveis pelo controle de
caracteres de crescimento, sintese de celulose, densidade da madeira, teores de lignina,
pentosanas entre outros, representam novos desafios para o melhoramento genético de
Eucalyptus (Grattapaglia, 1999). Segundo este autor, estes caracteres possuem alto impacto
no processo industrial por influenciarem diretamente na qualidade da matéria prima
utilizada na produgdo de papel e celulose, reduzindo o consumo de insumos quimicos

utilizados no processo de beneficiamento da madeira.
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2.3 PROJETOS GENOMA

Os avancos tecnologicos que ocorreram na década de 90 permitiram aos
pesquisadores enfrentar o desafio de seqlienciar genomas inteiros, como 0 genoma humano
e 0 genoma de algumas espécies agricolas de relevante interesse econdmico. Nos ultimos
dez anos um numero crescente de projetos de seqlienciamento do genoma de espécies
florestais de grande interesse econdémico foi iniciado, incluindo Pinus, Populus e
Eucalyptus. O genoma destes dois Gltimos géneros possuem cerca de 600 Mpb, ou seja,
cinco vezes 0 genoma de Arabidopsis e ndo muito mais do que o genoma de arroz. O
genoma do género Pinus por ser cerca de sete vezes maior que 0 genoma humano, ainda
representa uma tarefa dificil de ser alcancada com as tecnoloias disponiveis (Grattapaglia,
2003).

O acesso ao genoma completo de varias espécies florestais sera extremamente
interessante a medida que for possivel a conducdo de analises de mapeamento comparativo
e busca de sequéncias reguladoras para genes envolvidos na formacdo da madeira
(Grattapaglia, 2003). Atualmente estas analises sdo muito limitadas ou mesmo impossiveis
de serem realizadas com os genomas de Arabidopsis e arroz, devido ao fato de que estas
espécies possuem crescimento secundario limitado, embora ja tenham sido identificados e
clonados alguns genes homdlogos entre Eucalyptus e Arabidopsis envolvidos no controle
de florescimento (Southerton et al., 1998; Missiagia, 2005).

No Brasil a partir do Século XXI foram iniciados dois projetos com o objetivo
de caracterizar o genoma de Eucalyptus — Genolyptus e Forests. Estes projetos utilizaram
abordagens diferentes para atingir o0 mesmo objetivo, que é o melhoramento genético de
Eucalyptus. O Projeto Forests contou com o0 apoio da FAPESP e mais quatro empresas
com atuacao predominante no Estado de S&o Paulo, enquanto o Projeto Genolyptus — Rede
Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus, conta com a participagdo de empresas
privadas do setor de papel e celulose distribuidas pelo pais, sete universidades e a Embrapa
(Grattapaglia, 2003). Este autor comenta que dificilmente as empresas de papel e celulose
teriam individualmente capacidade tecnoldgica e financeira para sustentar um esforco
concentrado na area de ciéncias gendmicas, que se caracteriza pela novidade constante,
elevada complexidade técnica, necessidade de equipes especializadas, sem previsao de
retorno do investimento realizado em curto ou médio prazo. O Projeto Forests buscou

avaliar o genoma expresso de Eucalyptus (EST), ou seja, trechos de DNA gque comandam
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as funcbes da planta, possibilitando a realizacdo de estudos de estrutura, expressao e
funcgéo génicas.

O Projeto Genolyptus teve como objetivo central o descobrimento,
sequenciamento, mapeamento e determinacdo de funcdo de genes de importancia
econdmica de espécies do género Eucalyptus, através do mapeamento genético de
progénies obtidas de cruzamentos controlados avaliadas em diferentes ambientes,
simultaneamente ao seqtienciamento de DNA, EST, mapeamento fisico e estudos de
sintenia entre 0s genomas destas espécies (Grattapaglia, 2003). Segundo este autor, a
estratégia de acdo adotada pelo Projeto Genolyptus permitiu a investigacdo da relagdo
complexa entre gendtipo e fendtipo, integrando diversas tecnologias gendmicas aos
programas de melhoramento genéticos classicos de caracteristicas envolvidas no processo
de formacdo da madeira de Eucalyptus.

Mais recentemente, o Departamento de Energia dos Estados Unidos (DOE)
aprovou a proposta da rede internacional Eucagen (Eucalyptus Genome Network), liderada
por trés paises, entre eles o Brasil, para o seqlenciamento completo do genoma do
eucalipto. A espécie escolhida para seqienciamento por este instituto € um clone de E.
grandis, desenvolvido no programa de melhoramento genético por uma das empresas
partcipantes do consoércio Genolyptus. Este projeto viabilizado em parceria com o Projeto
Genolyptus teve inicio em 2008, e concorreu com 120 outros projetos submetidos por
diversos paises, que atenderam a chamada anual realizada pelo Joint Genome Institute
(JGI), ligado ao DOE (US Department of Energy), que tem como objetivo o

seqlienciamento de genomas de organismos que sirvam como fontes renovaveis de energia.
2.4 MAPAS GENETICOS

O desenvolvimento de mapas genéticos € uma das aplica¢cdes de maior impacto
da tecnologia de marcadores moleculares em programas de melhoramento de espécies
vegetais, principalmente para as culturas perenes (Rocha et al., 2003). Os mapas genéticos
possibilitam a cobertura e analise completa de genomas, a decomposicéo de caracteristicas
genéticas complexas nos seus componentes mendelianos, a localizagdo e quantificagdo do
efeito das regides do DNA que controlam caracteres de importancia econdmica e, por fim,
a canalizacdo de toda esta informacgéo para uso em programas de melhoramento (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).
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O mapa genético de uma espécie pode ser definido com um arranjo linear de
um grupo de genes ou marcadores adjacentes. Dois locos podem ser considerados ligados
qguando uma progénie apresentar genotipos recombinantes para estas marcas (Stutervant,
1913, citado por Rocha et al., 2003). Com excec¢éo de alguns poucos organismos modelo, a
esmagadora maioria das espécies ndo possuia qualquer informacdo de mapa até o fim dos
anos 80 (Lee, 1995). Este cenario era decorrente da dificuldade em identificar
caracteristicas que tivessem pouca influéncia do ambiente na sua expresséo, permitindo a
utilizacdo destas caracteristicas como marcas para a constru¢cdo de mapas genéticos
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Embora o desenvolvimento da construcdo de mapas
genéticos tenha suas bases desenvolvidas no inicio do século passado, historicamente 0s
mapas de ligacdo foram pouco utilizados no auxilio a selecdo em programas de
melhoramento até o fim do Século XX.

Nos anos 80, Kary Mullis desenvolveu uma técnica denominada de Reacéo de
Polimerizacdo em Cadeia, conhecida como PCR — Polymerase Chain Reaction (Mullis &
Faloona, 1987). Esta técnica proporcionou um grande avanco na analise genética
utilizando marcadores moleculares, pois permitiu a analise do polimorfismo em regifes
cromossémicas especificas, a partir de quantidades de DNA muito reduzidas. A difusdo
dos marcadores moleculares baseados em PCR nos anos 90 permitiu que um grande
namero de locos, das mais variadas espécies, pudesse ter seus alelos estudados em
populacdes segregantes originadas a partir de cruzamentos controlados, facilitando o
desenvolvimento de mapas genéticos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O nivel de
polimorfismo nos marcadores moleculares é bastante elevado quando comparado ao de
marcadores morfoldgicos, além destes serem seletivamente neutros e em alguns casos
codominantes (Ferreira, 2003).

O primeiro passo na construcdo de um mapa de ligacéo esta relacionado com a
escolha dos genitores a serem cruzados, de forma que maximize o polimorfismo genético e
0 desequilibrio de ligacdo presente na progénie (Tanksley, 1993). Apds selecionar o0s
genitores para que a progénie obtida maximize os polimorfismos mapeaveis no cruzamento
realizado, é necessario o desenvolvimento desta progénie, que devera ser composta pelo
maior numero de possivel de individuos. O desequilibrio de ligacdo é atribuido a ligacao
fisica entre os locos segregantes, sendo detectado pela da reducdo da freqiéncia de
recombinacdo entre os locos situados em regiGes proximas ao longo de um determinado

cromossomo (Coelho, 2000). O desequilibrio de ligacdo decorrente da ligacao fisica entre
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os locos, ndo ocasionado pelos efeitos de selecdo ou deriva genética, atinge sua maior
extensdo na primeira geracdo de populagdes derivadas de cruzamentos controlados, e como
conseqiiéncia, a capacidade de detectar a ligacdo € maximizada (Tanksley, 1993; Liu,
1998). Desta forma, nas geracOes seguintes a extensdo do desequilibrio de ligacdo sera
cada vez mais reduzida, devido a recombinacdo que ocorre entre regifes cada vez mais
préximas ao longo das geragoes.

O conceito do desequilibrio de ligacdo esta relacionado com a associacéo
presente entre as regides genémicas nos pares de homdlogos, e tem multiplas implicacbes
para a aplicacdo da selecdo assistida por marcadores (SAM) nos programas de
melhoramento genético. O desequilibrio de ligagdo permite estimar a distancia entre os
marcadores utilizados e também na possibilidade de associar uma regido gendmica com
um genotipo superior de um carater relevante, apresentando implicacBes com relacdo a
capacidade de poder utilizar a informacgdo dos marcadores moleculares na SAM.

No reino vegetal a analise de ligacdo usando marcadores moleculares foi
inicialmente empregada na construcdo de mapas de plantas autégamas, utilizando
populacdes oriundas de geracdes F2, provenientes na maioria das vezes do cruzamento de
plantas dipléides, homozigotas e contrastantes (Malliepaard et al., 1997). Em espécies
perenes e preferencialmente al6gamas como as do género Eucalyptus, que apresentam alta
depressdo endogédmica e mecanismos de autoincompatibilidade, a obtencdo de genitores
em completa homozigose € inviavel (Grattapaglia & Sederoff, 1994). A construcdo de
mapas de ligacdo utilizando dados moleculares € invariavelmente realizada com dados
vindos de algum tipo de delineamento genético, o qual permite esperar um padrdo de
segregacdo tipicamente mendeliano, de acordo com a natureza do marcador molecular
utilizado e o polimorfismo dos genitores. A auséncia desse padrdo mendeliano é chamada
de distorcdo de segregacdo, e os locos que apresentarem o fendmeno de distor¢cdo
mendeliana devem ser inicialmente descartados da analise (Kao et al., 1999).

O critério mais utilizado para verificar o padrdo de segregacdo mendeliano é o
teste de aderéncia do y*> (Bearzoti, 2000). A avaliagdo da significancia dos p-valores
obtidos pela aplicacdo deste teste deve ser realizada utilizando a corre¢do para multiplos
testes de Bonferroni (Sokal & Rohlf, 1995), ou o Critério FDR — False Discovery Ratio
(Benjamini & Hochberg, 1995). Em ambos 0s casos 0 que se procura é controlar o
aumento da probabilidade de se cometer um erro Tipo |, através da realizagdo de multiplas

comparag0es. Isto significa que um novo ponto de corte serd definido, evitando que alguns
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locos com distorcdo de segregacgdo aparentemente significativa em relagdo ao intervalo de
confianga pré-estabelecido sejam descartados, por ndo levar em consideracdo a quantidade
de testes realizados.

As marcas que se mostram adequadas ao modelo de segregacéo séo submetidas
a analise de ligacdo aos pares para compor 0s grupos de ligacdo. Teoricamente, marcadores
com frequéncia de recombinacdo inferior a 0,5 podem estar localizados em um mesmo
Cromossomo, ou seja, no mesmo grupo de ligacdo. Depois de estabelecidos os grupos de
ligacdo, a ordem dos marcadores deve ser determinada dentro de cada grupo com a
respectiva distancia entre eles, utilizando procedimentos de anélise multiponto (Lopes,
2003).

A construcdo de mapas de ligacdo usando marcadores moleculares em espécies
de fecundacdo cruzada é mais complicada do que em progénies derivadas de pais
homozigotos, sendo realizada a partir de populagdes segregantes oriundas do cruzamento
entre genitores heterozigotos (Grattapaglia & Sederoff, 1994). Segundo Malliepard et al.
(1997), as principais diferencas entre as progénies derivadas de pais homozigotos e as
derivadas de pais heterozigotos estdo no numero de alelos que podem segregar em cada um
dos locos dos parentais e na fase de ligacdo entre estes locos. Na avaliagdo dos
cruzamentos realizados entre plantas heterozigotas com marcadores codominantes, um
unico loco pode segregar para até quatro genotipos diferentes, além da fase de ligacdo
entre os locos adjacentes serem desconhecidas. A caracterizacdo das fases de ligacdo é
realizada posteriormente, com base na probabilidade de distribuicdo dos alelos alternativos.
Para os cromossomos homdlogos de cada parental é calculada a fracdo de recombinacao
juntamente com a fase de ligacdo entre diferentes marcas moleculares (Wu et al., 2002).

Grattapaglia & Sederoff (1994) estabeleceram a estratégia de mapeamento
conhecida como pseudo-cruzamento-teste, que basicamente é uma extensdo da abordagem
de mapeamento de hapldides utilizada em coniferas, onde as meioses de cada um dos pais
sdo analisadas separadamente e sdo construidos mapas de ligacédo individuais para cada um
dos parentais avaliados. O termo pseudo-cruzamento-teste foi originalmente introduzido
para definir as estratégias de mapeamento que usavam marcadores dominantes, onde um
dos pais € heterozigoto e o outro homozigoto para um loco qualquer, e a progénie segrega
na propor¢do de 1:1 como em um cruzamento-teste. Quando os dois parentais envolvidos
no cruzamento sdo heterozigotos, o termo duplo-pseudo-cruzamento-teste pode ser mais

apropriado (Agrama et al., 2002).
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Até o inicio dos anos 90 ndo era conhecido nas espécies perenes a freqiiéncia e
a estrutura de seqliéncias microssatélites, genes, regides promotoras e outros elementos
nucleotidicos do genoma em geral. Estas informacbes sdo fundamentais para o
empreendimento de estudos de experimentacdo gendmica envolvendo mapeamento
genético, fisico e clonagem posicional de genes (Lourenco, 2004). Na segunda metade dos
anos 90, o desenvolvimento de marcadores microssatélites amplamente distribuidos ao
longo do genoma, possibilitou a saturacdo, o refinamento e a integracdo dos mapas
genéticos construidos utilizando esta classe de marcador molecular (Moreau et al., 2000).
Marcadores microssatélites sdo codominantes, altamente varidveis, multialélicos e
possuem grande conteudo informativo, e as regides genémicas adjacentes aos motivos de
repeticdo detectadas por este tipo de marcador, em geral sdo altamente conservadas entre
espécies relacionadas. No género Eucalyptus esta classe de marcadores apresenta elevada
conservacao entre espécies de um mesmo subgénero, principalmente no subgénero
Symphyomyrtus, embora a transferibilidade dos primers desenhados para amplificar estes
locos entre outros subgéneros ndo tenha se apresentado tdo notavel (Brondani et al., 1998).

Em Eucalyptus a existéncia e utilizacdo de locos conservados entre espécies €
essencial, visto que os programas de melhoramento normalmente utilizam vérias espécies e
hibridos interespecificos (Byrne et al., 1995). De acordo com Brondani et al. (1998), o
desenvolvimento de primers microssatélites deve levar em consideracdo a maximizagdo de
sua utilizacdo, ou seja, quanto maior a conservacao de locos microssatélites menor sera seu
custo fixo relativo. Estes autores relatam que apesar do grande esforco envolvido no
desenvolvimento deste tipo de marcador, nem todos os locos microssatélites disponiveis
podem ser aproveitados para 0 mapeamento genético, pois o grau de informacéo dos locos
depende do polimorfismo existente nos alelos dos parentais utilizados para se obter a

progénie de cruzamento controlado.
25 MAPEAMENTO DE QTL

A maioria dos caracteres econdmicamente relevantes herdaveis séo resultantes
da acdo conjunta de varios genes, apresentando uma variagao continua ao invés de classes
fenotipicas discretas. Um dos problemas que geneticistas e melhoristas tém enfrentado é
identificar os locos responsaveis pelo controle destas caracteristicas de heranga complexa,

pois existem poucas informacdes sobre o numero, posi¢cdo cromossdmica, magnitude do
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efeito e interagcbes dos locos que controlam sua expressao (Grattapaglia, 1999). Estas
caracteristicas sdo denominadas de poligénicas, quantitativas ou de heranga complexa e 0s
locos responsaveis por seu controle sdo denominados QTL — Quantitative Trait Loci
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A maior limitacdo dos experimentos de mapeamento de QTL em arvores tem
sido a dificuldade de construcdo planejada de gendtipos heterozig6ticos portadores de
alelos contrastantes para maximizar a segregacdo fenotipica, pressuposto basico para a
deteccdo e localizacdo mais eficiente de QTL (Grattapaglia, 2003). Em parentais
heterozigotos, os Unicos QTL que podem ser potencialmente detectados sdo aqueles que se
encontram em heterozigose em pelo menos um dos genitores do cruzamento, sendo
necessario que o efeito diferencial entre alelos alternativos do loco que apresenta
associacdo significativa a QTL seja grande o suficiente para permitir sua deteccao
estatistica (Missiaggia, 2005).

Com a construcdo de mapas de ligacdo, diversos trabalhos que serdo descritos a
seguir no item 3.6 deste trabalho, relataram a identificacdo de regiGes genémicas que tém
efeito significativo na expressdo de caracteristicas economicamente importantes em
Eucalyptus. Estes trabalhos identificaram regibes gendmicas associadas a caracteres de
interesse, tais como resisténcia a pragas e doencas, tolerancia ao frio, crescimento,
qualidade da madeira, propagacao vegetativa e teor de lignina. No inicio os trabalhos de
mapeamento genético em Eucalyptus foram realizados utilizando marcadores dominantes
(RAPD e AFLP), o que dificultava o compartilnamento interexperimental dos dados,
tornando o uso das informagfes de QTL restritas a progénie avaliada. A utilizacdo de
marcadores dominantes também ndo permitia uma deteccdo mais fina do efeito dos
diferentes alelos nos QTL em cruzamentos de individuos heterozigo6ticos, como é o caso
das matrizes utilizadas nos programas de melhoramento do género Eucalyptus.
Posteriormente com a difusdo dos marcadores moleculares codominantes, foi possivel
integrar 0S mapas genéticos construidos e validar QTL identificados em diferentes
trabalhos.

E importante salientar que a dificuldade em se implementar a selecdo assistida
por marcadores (SAM) nos programas de melhoramento de espécies aldgamas se deve a
perda de associacdo entre as marcas moleculares e as caracteristicas de interesse ao longo
das geragcdes de melhoramento, ocasionada pela reducdo do desequilibrio de ligacéo.
Atualmente estdo disponiveis diversos métodos para localizar regifes QTL. Estes métodos
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sdo classificados de acordo com o numero de marcas utilizadas para se detectar uma regido
de QTL, que pode ser realizada utilizando uma, duas ou mais marcas simultaneamente

(Bearzoti, 2000). Estas metodologias serdo descritas a seguir.
2.5.1 Mapeamento de QTL por Analise de Marcas Simples - AMS

A andlise de marcas simples consiste em associar um marcador ao QTL,
pressupondo a existéncia de diferengas nos valores médios do carater quantitativo entre 0s
individuos com diferentes gendtipos no loco marcador. Na analise de marcas simples a
distribuicdo dos valores do carater quantitativo € examinada separadamente para cada loco
marcador, independente da informacéo dos outros locos (Cruz & Pessoni, 2006).

A comparacdo entre as medias das classes genotipicas dos marcadores pode ser
realizada pelo Teste t, Regressdo Linear Simples, Analise de Variancia e Razdo de
Verossimilianga (LOD-score) (Silva, 2001). No mapeamento de QTL, é muito comum o
uso do LOD-score (log of the ODDS), que emprega o logaritmo na base 10 da
probabilidade de ocorréncia dos dados em relacdo a hipotese de nulidade. A interpretacdo
do LOD-score é baseada no conceito de odds of ratio (razdo das chances), ndo sendo
necessaria nenhuma distribuicdo tedrica para sua interpretacdo, uma vez que um LOD-
score igual a 3 indica que a hipé6tese alternativa é 10° = 1000 vezes mais provavel que a
hipdtese nula (Coelho & Silva, 2002).

Segundo Silva (2001), diferencas significativas entre as médias dos caracteres
quantitativos agrupados nas classes genotipicas dos marcadores indicam que pelo menos
um QTL pode estar associado a marca. As diferencas observadas entre as médias das
classes genotipicas resultam tanto dos efeitos diferenciais dos genétipos do QTL quanto da
proximidade entre este loco marcador o polimorfismo associado ao QTL (Falconer &
Mackay, 1996).

De acordo com Liu (1998), a principal vantagem da analise de marcas simples
estd em ndo ser necessario o conhecimento da posicdo dos marcadores no genoma, mas ha
algumas desvantagens devido a posicdo do QTL ndo poder ser precisamente determinada.
Isto ocorre devido a ndo independéncia entre os testes de hipotese para ligacdo, o que
confunde o efeito do QTL e sua posicdo nos procedimentos de analise baseados na
comparacao de medias, ndo permitindo diferenciar claramente um QTL de efeito pequeno
préximo ao marcador ou de um QTL de efeito grande, porém longe do marcador. Esse tipo

de andlise é geralmente uma boa alternativa quando o objetivo € a simples deteccédo de
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QTL ligado a marca em detrimento da estimacdo da posicao e do efeito do mesmo (Coelho
& Silva, 2002). De acordo com estes autores, apesar das limitacGes a anélise por marcas
simples € muito utilizada, principalmente como um estudo preliminar para posterior uso de

técnicas mais complexas de mapeamento por intervalo.
2.5.2 Mapeamento de QTL por Intervalo Simples - MIS

O mapeamento por intervalo foi proposto por Lander & Botstein (1989), e é
uma extensdo do método de méaxima verossimilhanca para marcas simples. O principio
desse método consiste em avaliar a possibilidade de ocorréncia do loco quantitativo em
uma série de posicdes dentro de um intervalo definido por duas marcas adjacentes, através
da andlise das frequéncias conjuntas ao par de marcas e 0 QTL flanqueado por estas duas
marcas (Coelho, 2000).

As andlises sdo realizadas considerando cada par de marcas adjacentes,
resultando em t-1 testes de associacdo entre QTL e marcadores em um cromossomo com t
marcas, ja que se realiza um teste para cada intervalo (Coelho & Silva, 2002). De acordo
com estes autores esta metodologia de mapeamento oferece um incremento no poder de
deteccdo de QTL e estimativas mais precisas da posicdo e dos efeitos do mesmo. Para
utilizacdo desta estratégia € necessario conhecer as frequéncias de recombinacdo entre 0s
dois marcadores antes da analise de associacdo com o QTL, ou seja, é necessario
previamente construir um mapa de ligacdo (Cruz & Pessoni, 2006). Assim, como a
distancia entre cada par de marcadores é conhecida, 0 método estuda o intervalo que
delimita uma regido cromossdmica usando a funcdo de mapeamento (Coelho, 2000),
aumentando a robustez da analise por utilizar a informagdo completa da distribuicdo da
associacdo entre os marcadores e a caracteristica mapeada (Cruz & Pessoni, 2006).

Os valores estimados através da derivagdo da funcdo de verossimilhanca ou
pela andlise de regressdo, sdo utilizados para calculos na forma de LOD-score para cada
ponto de analise ao longo do genoma. Uma alternativa ao uso da maxima verossimilhanca
é 0 mapeamento por intervalo baseado na utilizacéo de regressao linear multipla, conforme
proposto por Haley & Knott (1992). Este modelo assume que um QTL esta localizado
entre duas marcas, e que a variancia dentro das classes genotipicas do QTL é a mesma, e
apresenta distribuicdo normal, sendo que cada possivel gendtipo para o QTL possui uma
probabilidade de ocorréncia em funcdo dos genotipos dos marcadores flanqueadores

(Schuster & Cruz, 2004). O mapeamento por intervalo é indiscutivelmente mais eficiente
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na localizacdo de QTL do que o método por marcas simples, porém existe a possibilidade
de localizagdo de “QTL Fantasmas”, ou seja, ¢ possivel identificar um QTL inexistente

devido a ocorréncia de ligacdo entre dois QTL adjacentes (Silva, 2001).
2.5.3 Mapeamento de QTL por Intervalo Composto - MIC

No ano de 1993, dois diferentes pesquisadores (Jansen, 1993; Zeng, 1993),
propuseram de maneira independente que os QTL fora do intervalo em questdo fossem
levados em conta através de um modelo de regressdo multipla, eliminando assim o efeito
dos “QTL fantasmas” (Silva, 2001). A denominagdo proposta por Zeng (1993) foi
mapeamento por intervalo composto, enquanto a proposta de Jansen foi de mapeamento
multiplo de QTL, embora computacionalmente o produto resultante seja equivalente ao
intervalo composto.

De acordo com Coelho (comunicagdo pessoal), os modelos utilizados para
mapear QTL possuem maior influéncia na redug¢do da ocorréncia de “QTL fantasmas” do
que o aumento da densidade do mapa. Segundo esta fonte, 0 mapeamento por intervalo
composto pode ser realizado a partir da estimagdo da razdo de verossimilhanga,
empregando metodologia publicada preconizada por Zeng (1993), ou utilizando recursos
computacionais que possibilitem a realizacdo de reamostragens bootstraps mais eficientes,
empregando a metodologia descrita por Haley & Knott (1992).

O método de mapeamento por intervalo composto combina 0 mapeamento por
intervalo com a regressdo linear multipla, com o objetivo de eliminar a interferéncia de
QTL adjacentes ao intervalo que esta sendo mapeado (Carneiro & Vieira, 2002). Com base
no método de mapeamento por intervalo composto proposto por Jiang & Zeng (1995), foi
desenvolvido um método para mapeamento de QTL para mais de uma caracteristica
simultaneamente. Considerando a existéncia de correlagdo entre multiplos caracteres
(devido a ligacdo ou a pleiotropia), estes autores afirmam haver um aumento no poder de
deteccdo de QTL e na precisdo do mapeamento, quando comparadas as analises das
caracteristicas isoladamente, possibilitando o estudo de caracteres biologicos mais

abrangentes (Bearzoti, 2000).
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2.5.4 Mapeamento de QTL por Intervalo Multiplo - MIM

O método de mapeamento por intervalo maltiplo (MIM) foi proposto por Kao
et al. (1999) e consiste em utilizar os conceitos de Cocherham (1954) para interpretar 0s
pardmetros genéticos estimados pelo método de méxima verossimilhanga. Desta maneira,
multiplos intervalos sdo utilizados para mapear multiplos QTLs simultaneamente para um
mesmo carater (Coelho & Silva, 2002). A metodologia de mapeamento por intervalo
multiplo pode levar a um aumento na precisdo e no poder de deteccdo de QTL, além de
permitir estimativas e analise dos efeitos de interagdes entre QTL (epistasia).

Um problema encontrado nessa técnica de mapeamento é que o nimero de
distribuicbes envolvidas na verossimilhanca e de parametros a serem estimados aumenta
de maneira drastica com o aumento do nimero de QTLs considerados (Silva, 2001). Desta
maneira, dois fatores devem ser avaliados para utilizar o método. O primeiro diz respeito a
estimacdo de parametros, onde é necessario um numero limitado de marcas, pois a medida
que elas aumentam, a derivacdo dos estimadores de verossimilhanca para os efeitos dos
QTL torna-se impraticavel. O segundo fator diz respeito ao procedimento de mapeamento
utilizado para localizar o QTL, de acordo com o modelo avaliado.

Kao et al. (1999) propdem o uso do procedimento stepwise, porém se tratando
de anélises estatisticas, estes procedimento estdo sujeitos aos erros do tipo | e Il, ou seja,
assumir a existéncia de QTL inexistente ou eliminar um QTL valido da analise. Desta
forma, uma das vantagens do método é que os efeitos dos QTL sdo estimados sem Vviés na
presenca de epistasia, podendo aumentar a eficiéncia da selecdo assistida por marcadores
(Matta, 2005).

De acordo com reflexdo realizada por Coelho & Silva (2002), sdo necessarios
estudos mais aprofundados sobre as metodologias de determinacdo das marcas e dos QTL
que serdo inclusos no procedimento de MIM. O ideal seria balancear o poder de detecgédo
de QTL com o numero de falsos QTLs detectados, para ndo causar grandes perdas na
deteccdo de QTL pelo procedimento MIM, e também ndo tornar este método de

mapeamento computacionalmente inviavel.
2.5.5 Mapeamento associativo

Embora o mapeamento de associagdo utilize a mesma metodologia empregada

na AMS, a principal diferenca entre 0 mapeamento de associacdo e o de ligacdo se
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encontra no tipo de populagédo utilizada para a realizacao do mapeamento de QTL. O
mapeamento baseado no desequilibrio de ligacdo necessariamente requer a avaliagdo de
uma progénie origonada a partir de um cruzamento controlado, enquanto que o
mapeamento associativo pode ser realizado utilizando populag¢6es naturais ou individuos
ndo relacionados, desde que estes individuos apresentem fendtipos contrastantes para
algum caréater de interesse (Breseghello & Sorrells, 2006).

Desta forma, 0 mapeamento de associacdo se refere a associacdo significativa
de um marcador molecular com uma caracteristica fenotipica. Com o desenvolvimento de
novas plataformas de genotipagem de polimorfismos em larga escala, tais como dados de
microarranjos de sondas de DNA, pirosequenciamento ou DarT, este método de
mapeamento vem sendo cada vez mais utilizado para o mapeamento de QTL empregando
a abordagem de genes candidatos (Myburg et al., 2007). A abordagem de genes candidatos
vem sendo cada vez mais difundida devido a constante reducdo dos custos de
seqlienciamento, e também ao aumento das informacfes dos bancos de dados de publicos
de sequéncias, 0 que possibilita a comparacdo de sequéncias e funcGes génicas para as

espécies cujos genomas ja foram ou desejem ser estudados.

2.6 MAPAS GENETICOS E MAPEAMENTO DE QTL EM Eucalyptus

2.6.1 Caracteres quantitativos

Os alvos do melhoramento florestal até a década de 1990 eram basicamente 0s
caracteres silviculturais de crescimento, forma do fuste, volume de madeira, e também os
caracteres de resisténcia a fatores bioticos (doencas e pragas) e abidticos (climas e tipos de
solos adversos). Em meados da década de 90, novos métodos ndo destrutivos e o avango
das técnicas moleculares possibilitaram a analise dos caracteres relacionados a qualidade
da madeira em uma grande quantidade de arvores a um custo relativamente baixo,
permitindo que esses caracteres fossem incorporados aos programas de melhoramento
(Raymond, 2002).

Ha alguns anos as industrias reflorestadoras tém aplicado técnicas alternativas
na investigacdo de algumas propriedades da madeira. A espectroscopia no infravermelho
proximo (Near Infrared Spectroscopy - NIRS) é uma técnica acurada, rapida, ndo-
destrutiva, e aplicavel em um grande nimero de amostras cujas moléculas contenham

ligagbes C-H, O-H, N-H, S-H ou C=0. A técnica NIRS é fundamentada na absorcéao
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seletiva da luz pelos compostos quimicos presentes nos materiais analisados, medindo a
interacdo da luz com o material pela vibracdo das ligagdes quimicas dos constituintes da
amostra (Hein, 2008).

O método é considerado como ndo-destrutivo e ndo-invasivo por ndo exigir
preparacdo prévia da amostra. Contudo, para algumas aplicagbes com madeiras é
necessario a producdo de corpos-de-prova para que seja realizada a calibragdo do
equipamento, sem a qual as estimativas geradas para os paramatros avaliados podem ser
imprecisas. O conhecimento da composi¢cdo quimica da madeira e seus componentes
principais, como celulose, lignina e todo material extraido pelos solventes, é importante
para interpretar o comportamento da madeira em processos industriais. Para produgéo de
papel e celulose, madeiras com baixo contetido de lignina e alto contetddo de carboidratos
requerem condicdes menos severas de cozimento, conduzindo a um maior rendimento e
eficiéncia na producdo da polpa celulésica. Os outros componentes e extrativos tém
também um papel chave na deslignificagdo e producdo. Para a producao de polpa KRAFT,
madeiras com menor conteudo em lignina e solubilidade em alcali abaixo de 1%
promovem facil deslignificacdo e maior rendimento (Valente et al., 1992).

O teor de lignina é o maior responsavel pela carga de alcali necessaria para que
a as fibras atinjam o grau de deslignificacdo desejado pela industria de celulose. A
qualidade da polpa produzida é monitorada industrialmente, dentre outros fatores, pela
solubilidade e estabilidade da lignina sob as condicdes da polpacdo, e o conhecimento da
relacdo siringil/guaiacil também apresenta implicacdes diretas nos processos de polpacéo e
branqueamento (Santos, 2005). Estruturalmente as ligninas sdo classificadas nos tipos
siringil e guaiacil, sendo que a primeira é removida com maior facilidade na etapa inicial
de cozimento por possuir menor peso molecular (Pimenta et al., 2007). Quanto maior a
relacdo siringil/guaiacil, mais reativa sera a lignina com os produtos utilizados no processo
de polpacdo, consumindo menor carga de alcali. Neste sentido, é de interesse para a
industria de celulose que as arvores acumulem menor teor de lignina, e/ou produzam
lignina de fécil remog&o durante o processo de polpagdo (maior relagdo siringil/guaiacil).

Sabe-se que embora a densidade basica seja um carater de facil avaliagdo e
apresente boa herdabilidade, esta € uma propriedade da madeira extremamente complexa
por resultar da combinagdo de elementos anatdmicos e compostos quimicos presentes na
madeira (Foelkel et al., 1974; Barrichelo et al.,1983; Shimoyama, 1990 e Valente et al.,
1992). Segundo Foelkel et al. (1992), a densidade basica para Eucalyptus pode variar de
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0,300 g.cm™a 0,800 g.cm™, porém para a producdo de celulose recomenda-se o uso de
densidades entre 0,450 g.cm™ e 0,550 g.cm™ (Wehr, 1991; Fonseca et al., 1996). O uso de
madeiras muito leves pode reduzir o rendimento do processo, enquanto que o de madeiras
muito densas podem dificultar a picagem das toras e a impregnacao dos cavacos pelo licor
branco, dificultando a deslignificacdo e aumentando os teores de rejeitos (Wehr, 1991). A
densidade da madeira pode ser avaliada por testes mecanicos, NIRS ou por pilodyn, que é
um aparelho que mede a penetracdo de uma haste de ferro na madeira e assim, espera-se
gue quanto maior a densidade basica de uma amostra menor seja a penetracdo da haste do

pilodyn.
2.6.2 Mapas genéticos

Utilizando marcadores RAPD, Grattapaglia & Sederoff (1994) construiram os
primeiros mapas genéticos para este género, avaliando a progénie de um cruzamento
interespecifico com a estratégia de pseudo-cruzamento-teste, utilizando LOD-score 5 e
fracdo de recombinacdo de 25% para construir os grupos de ligacdo destes parentais. Estes
autores estimaram que o comprimento dos genomas de E. grandis e E. urophylla sejam
respectivamente de 1620 cM e 1156 cM, e 0s mapas produzidos apresentaram cobertura
genbmica acima de 95%. Para o parental feminino de E. grandis, foram obtidos 14 grupos
de ligacdo a partir de 142 locos, com uma distancia média entre marcas de 10.2 + 6.6 cM.
Para o parental masculino de E. urophylla, 119 marcas formaram os 11 grupos de ligacao,
proporcionando uma distancia média entre marcas de 12.2 + 6.3 cM. Grattapaglia et al.
(1995) utilizaram estes mapas para mapear QTL envolvidos no controle de caracteristicas
de enraizamento adventicio e multiplicagdo de plantulas in vitro.

Verhaegen & Plomion (1996) também construiram mapas genéticos utilizando
marcadores RAPD, avaliando a progénie de um cruzamento de E. grandis com E.
urophylla. Os mapas produzidos por estes autores apresentaram 11 grupos de ligagdo para
as duas espécies, cobrindo uma distancia de 1331 cM para E. urophylla e 1415 cM para E.
grandis, com uma distancia média entre marcas de 14 cM. Ainda utilizando marcadores
RAPD, Gan et al. (2003) construiram mapas genéticos avaliando 82 individuos de uma
progénie obtida do cruzamento entre E. urophylla x E. tereticornis. Os mapas gerados por
estes autores apresentaram 23 grupos de ligacdo para cada um dos dois parentais, com
cobertura genébmica de 95% para o parental feminino de E. urophylla e 69% para o

parental masculino de E. tereticornis, cujos tamanhos dos genomas foram estimados
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respectivamente em 1586 cM e 1508 cM. A distancia média entre marcas obtidas nestes
mapas foram de 11 cM e 10.1 cM respectivamente.

Utilizando marcadores AFLP dominantes, Marques et al. (1998) construiram
mapas genéticos com cobertura genémica acima de 80%, avaliando uma progénie de 91
individuos obtida do cruzamento entre E. globulus com E. tereticornis. Para o parental
feminino de E. tereticornis, 128 marcas foram utilizadas para compor 14 grupos de
ligacdo, com distancia média de 8 cM entre marcas e cobertura gendmica de 919 cM. O
mapa construido para o parental masculino de E. globulus utilizou 120 marcas para obter
uma cobertura gendmica de 967 cM, com distancia média entre marcas de 9 cM. Marques
et al. (1999) utilizaram estes mapas para mapear QTL envolvidos no controle de
caracteristicas relacionadas a propagacdo vegetativa. Marques et al. (2005), ainda
utilizando marcadores AFLP, construiram trés novos mapas genéticos, avaliando o mesmo
parental de E. globulus em outros dois cruzamentos com E. globulus e E. tereticornis.
Posteriormente, Marques et al. (2002) verificaram a sintenia dos QTL relacionados com
caracteristicas ligadas a propagacdo vegetativa identificados em seu trabalho, com os
identificados no trabalho de Grattapaglia et al. (1995), permitindo validar QTL para
caracteristicas de propagacao vegetativa em diferentes backgrounds genéticos, e também
verificar homologias entre os grupos de ligacédo obtidos nestes mapas.

Embora os mapas construidos com marcadores dominantes fossem bem
saturados e possuissem elevada cobertura genémica, somente uma pequena parte dos
polimorfismos avaliados com este tipo de marcador eram informativos para ambos o0s
parentais avaliados, dificultando a integracdo dos mapas obtidos para cada um dos
parentais. Para aumentar a capacidade de integracdo dos mapas produzidos e validacédo de
regibes QTL entre diferentes backgrounds genéticos, alguns autores fizeram uso de mais
de um tipo de marcador molecular para a construcdo de seus mapas genéticos. Agrama et
al. (2002) combinaram 73 marcadores RAPD, 81 RFLP e catorze SSR, para construir um
mapa genético integrado em uma familia de irmdos completos de E. camaldulensis,
abrangendo uma distancia de 1236 cM. Byrne et al. (1995) utilizaram uma combinagéo de
quatro marcadores isoenzimaticos, 125 RAPD e 210 RFLP para construir um mapa
genético integrado para uma progénie de E. nitens, onde cerca de 20% dos locos avaliados
foram informativos para os dois parentais e o tamanho do genoma estimado foi de 1462

cM. Posteriormente, Byrne et al. (1997a; 1997b) utilizaram os mapas construidos em 1995



37

para identificar QTL envolvidos no controle da altura de plantulas, area foliar e toleréncia
ao frio.

Myburg et al. (2003) construiram mapas geneéticos saturados com mais de
oitocentos marcadores AFLP, onde foram avaliados os retrocruzamentos de um hibrido
superior obtido do cruzamento de E. globulus e E. grandis com seus parentais,
possibilitando o estudo da colinearidade entre 0 genoma dessas duas espécies. Os mapas
produzidos neste experimento apresentaram uma cobertura genémica acima de 95%, e
distdncia média entre marcas proxima a 10 cM. Thamarus et al. (2002) fizeram uso de
cinco marcadores isoenzimaticos, 204 RFLP e quarenta SSR para construir um mapa
genético consenso em uma progénie de E. globulus, onde foram identificados QTL
envolvidos no controle de caracteristicas da madeira, fibra e floragdo. Neste mapa foram
obtidos 12 grupos de ligacdo, com comprimento final de 1375 cM e uma distancia média
de 6 cM entre marcas.

Esta dificuldade de integrar os mapas genéticos construidos fez com que os
grupos de ligacdo identificados nos mapas genéticos construidos nos trabalhos de alguns
autores ndo fossem necessariamente os mesmos grupos de ligacdo identificados no
trabalho de Grattapaglia & Sederoff (1994). Com o avan¢o das técnicas moleculares e a
difusdo de marcadores codominantes, os grupos de ligacdo formados em diferentes
trabalhos de mapeamento puderam ser correlacionados com maior precisdo. Atualmente a
maioria dos mapas genéticos construidos adota a nomenclatura de Grattapaglia & Sederoff
(1994) e Brondani et al. (1998, 2002; 2006), devido a estes autores terem sido 0s pioneiros
na construcdo de mapas genéticos para o género Eucalyptus e também na utilizacdo de
marcadores codominantes desenvolvidos especificamente para este género, o que permite
relacionar os grupos de ligacdo obtidos no mapeamento de diferentes espécies de
Eucalyptus.

Os primeiros vinte marcadores SSR desenvolvidos para o género Eucalyptus
foram publicados por Brondani et al. (1998). Estes marcadores foram ancorados aos mapas
genéticos construidos por Grattapaglia & Sederoff (1994) utilizando marcadores RAPD, e
permitiram verificar a sintenia de seis grupos de ligagéo entre E. grandis e E. urophylla.
Brondani et al. (2002) publicaram mais cinquenta novos marcadores SSR, que também
foram ancorados nestes mapas genéticos construidos, e assim foi possivel verificar a
homologia entre os onze grupos de ligacdo destas espécies. Brondani et al. (2006)

publicaram um mapa genético consenso para 0 género Eucalyptus utilizando 230 novos
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primers SSR juntamente com 0s outros setenta descritos em seus trabalhos anteriores. Este
mapa apresentou uma cobertura de 1568 cM, que representa aproximadamente 90% do
tamanho do genoma estimado para este género, com uma distancia entre marcas de 8.4 cM.

Os marcadores microssatélites publicados por Brondani et al. (1998; 2002;
2006) foram desenvolvidos com o apoio da EMBRAPA, e assim foram identificados com
0 acronimo Embra. O CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organisation, Australia) também apoiou nos anos 90 o desenvolvimento de marcadores
SSR para algumas espécies de Eucalyptus, que foram identificados com os acrénimos EG,
EN, e ES, que correspondem respectivamente, as espécies E. grandis, E. nitens e E.
saligna. Muitos destes marcadores SSR foram apresentados em caréater inédito no trabalho
de Byrne et al. (1996), que verificou a transferibilidade dos primers desenvolvidos pelo
CSIRO em diferentes espécies de Eucalyptus. O trabalho destes autores permitiu que
marcadores SSR segregantes e altamente polimorficos fossem selecionados por outros
pesquisadores para compor seus mapas genéticos desenvolvidos com espécies e hibridos
deste género.

Dentro do Projeto Genolyptus também foram desenvolvidas amplas baterias de
marcadores SSR para Eucalyptus, com o objetivo de consolidar um mapa genético de
referéncia, altamente saturado e composto exclusivamente por esta classe de marcadores
moleculares, também identificados pelo acrénimo Embra. No trabalho desenvolvido por
Lourenco (2004), foi estudado a complexidade e a abundancia de regides microssatélites
no genoma de Eucalyptus, identificando cerca de mil novos SSR e mais de 1500 regides
com baixa complexidade. Este autor estimou em seu trabalho que cerca de 6% do genoma
de Eucalyptus seja composto por regides repetitivas.

Utilizando exclusivamente marcadores SSR, Missiagia (2005) fez uso de 169
pares de primers para construir mapas genéticos individuais, e também um mapa genético
integrado, para os parentais hibridos avaliados em seu trabalho. Este mapa genético
integrado foi construido com informagdes de 96 individuos, avaliados com 155 marcadores
SSR, que utilizando LOD 10 e fragéo de recombinagéo de 40%, foram agrupados em 11
grupos de ligacdo. O mapa genético integrado construido por este autor apresentou
cobertura gendmica superior a verificada nos mapas de cada parental individualmente
(1033 cM contra 820 cM e 536 cM), mas a distancia media entre marcas foi superior (8,08
cM contra 6,6 cM e 4,6 cM). Novaes (2006) também avaliou 276 locos SSR em uma

progénie de hibridos interespecificos composta por 188 individuos, obtidos do cruzamento
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entre E. grandis e E. urophylla, no seu trabalho de mapeamento de QTL de interesse para a
industria de celulose. Este autor utilizando LOD 4 e fragdo de recombinacdo de 35%
construiu um mapa genético integrado composto por 225 marcas, com comprimento total

de 951 cM e distancia média entre marcas de 4,2 cM.

2.6.3 Distorcao de segregacdo em Eucalyptus

Lorieux et al. (1995) afirmam que a proporcdo e a extensdo da distor¢do de
segregacgdo pode variar significativamente de acordo com o tipo de marcador molecular
utilizado e também com a espécie e o tipo de populacdo ou cruzamento avaliado. De
acordo com Missiagia (2005), a distorcdo de segregacdo € maior em cruzamentos
interespecificos do que em cruzamentos entre individuos da mesma espécie, e isto ocorre
devido a alta taxa de formacdo de heteroduplex e pareamento errbneo entre 0s
cromossomos homologos. Liang et al. (2006) também citam que a distor¢do de segregacdo
em plantas pode ser causada pelo efeito de selecdo, transmissdo diferencial de alelos ou
viabilidade diferencial dos gametas.

Utilizando marcadores RAPD, o trabalho de Grattapaglia & Sederoff (1994)
apresentou cerca de 5% dos locos avaliados com distor¢do de segregagdo, enquanto no
trabalho de Verhaegen & Plomion (1996) este valor foi de 8%, 13% no trabalho de Rocha
et al. (2007), e proximo a 25% no trabalho de Gan et al. (2002). Com marcadores AFLP, o
percentual de locos que apresentaram distorcdo de segregacao foi de 15% no trabalho de
Marques et al. (1998), e proximo a 30% nos mapas genéticos produzidos no trabalho de
Myburg et al. (2003). No trabalho de Byrne et al. (1995), onde foi utilizado varias classes
de marcadores moleculares, o percentual de locos que apresentaram distor¢do de
segregacéo foi de 6%.

Utilizando marcadores SSR, Missiagia (2005) identificou mais de 40% dos
locos com distorcéo de segregacdo nos parentais avaliados em seu trabalho de mapeamento
de QTL para caracteristicas da madeira de Eucalyptus, enquanto no seu trabalho de
mapeamento do gene Eefl, responsavel pelo florescimeno precoce neste género, este
indice foi de 6%. No trabalho de mapeamento de QTL para caracteristicas de interesse para
a industria de celulose utilizando marcadores SSR realizado por Novaes (2006), 4% dos
locos avaliados apresentaram distor¢do de segregacao.



40

2.6.4 Mapeamento de QTL

Os programas de melhoramento genético basicamente sdo responsaveis por
selecionar dentre os gendtipos disponiveis, aqueles de maior interesse para o0 setor a que 0
programa se destina, que no contexto desse trabalho é a industria de celulose. Assim, antes
da selecdo de caracteres quantitativos, muitos programas de melhoramento necessitam
realizar a selecdo de caracteres cruciais para o desenvolvimento de uma espécie, tais como
resisténcia a doencas ou condi¢Ges ambientais limitantes.

Junghans et al. (2003), utilizando marcadores RAPD, avaliaram dez familias de
irmdos completos de E. grandis, para mapear genes responsaveis pela resisténcia a
ferrugem causada por Puccinia psidii W. Estes autores utilizando a estratégia de BSA
(Bulked Segregant Analysis) identificaram seis marcadores fortemente ligados ao gene
Pprl (P. psidii resistance gene 1), que confere resisténcia a ferrugem. Duas destas marcas
distantes 5 cM uma da outra apresentaram um nimero muito pequeno de recombinantes
em relacdo ao gene Pprl em quase mil meioses avaliadas, permitindo que estes marcadores
moleculares sejam utilizados com elevada eficiéncia em programas de selecdo assistida.
Avaliando locos SSR e também utilizando a estratégia de BSA, Missiagia (2005)
identificou QTL para florescimento precoce (Eefl), localizado no grupo de ligacdo 1 de
Eucalyptus. Rosado (2007) também utilizou marcadores SSR para mapear QTL que
confere resisténcia a ferrugem causada por Puccinia psidii em Eucalyptus no grupo de
ligacéo 3.

Regides QTL para caracteristicas semelhantes as avaliadas neste trabalho tais
como crescimento, densidade e qualidade da madeira foram inicialmente identificadas
utilizando marcadores RAPD nos trabalhos de Grattapaglia et al. (1996), Verhaegen et al.
(1997) e Rocha et al. (2007). Bundock et al. (2008) também mapearam estas caracteristicas
utilizando informagdes de marcadores RAPD e SSR. Utilizando exclusivamente
marcadores microssatélites, Missiagia (2005) e Novaes (2006) mapearam em Eucalyptus
QTL relacionados a caracteristicas de crescimento, densidade, composi¢do quimica,
consumo de alcali efetivo e rendimento de celulose, muitas delas mensuradas a partir de
calibracbes NIRS.

Verhaegen et al. (1997), ao utilizar técnicas de mapeamento por intervalo,
avaliaram a consisténcia de QTL ligados a caracteristicas de crescimento e densidade aos
18, 26 e 38 meses de idade. Embora este autor ndo tenha identificado QTL consistentes ao
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longo das trés avaliagdes realizadas, ele verificou QTL significativos em pelo menos dois
periodos sucessivos e seu trabalho também demonstrou que a melhor idade para realizar a
selecdo seria aos 38 meses, periodo proximo a metade da rotagdo comercial desta cultura.
Neste trabalho foram identificados, aos 38 meses, trés QTL para DAP, capazes de
representar cerca de 20% da variacdo fenotipica, localizados no trabalho deste autor nos
grupos de ligacdo 1 e 2. Na avaliacdo da densidade estimada por pilodyn, este autor
identificou aos 38 meses, trés QTL capazes de explicar cerca de 20% da variagédo
fenotipica. Estes autores assumindo a herdabilidade desta caracteristica proxima a 40%
(Bouvet, 1995), também estimam que os QTL identificados possam representar quase 50%
da variacdo genética.

Bundock et al. (2008), ao mapear QTL testando quatro diferentes modelos para
retirar o efeito ambiental dos valores fenotipicos analisados, validaram QTL em diferentes
modelos para caracteristicas de crescimento e pilodyn. Para crescimento foi identificado
através de mapeamento por intervalo um QTL com associagdo signicativa em todos 0s
quatro modelos, situado no grupo de ligacdo 3. Estes autores também identificaram dois
QTL com associacgdes signicativas para densidade avaliada por pilodyn em todos os quatro
modelos. Estes QTL foram identificados nos grupos de ligacdo 6 e 11, sendo capazes de
representar de 6% a 14% da variacdo fenotipica observada.

Varios autores compararam a robustez dos QTL identificados na AMS através
da comparacédo dos QTL identificados utilizando técnicas de mapeamento por intervalo. De
maneira geral, nestes trabalhos o nimero de QTL identificados através da AMS foi maior
que os identificados via mapeamento por intervalo, devido aos marcadores proximos uns
dos outros apresentarem significancia para 0 mesmo carater na AMS, enquanto no
mapeamento por intervalo estes locos situados proximos uns dos outros representam
somente um unico QTL (Breseguelho, comunicacdo pessoal). Grattapaglia et al. (1996)
foram os primeiros a comparar em Eucalyptus QTL detectados utilizando diferentes
métodos de mapeamento (AMS e MIS). Estes autores validaram QTL para caracteres de
crescimento nos grupos de ligacdo 2 e 5, e ao assumir que a herdabilidade ao nivel de
individuos é proxima a 30% (Rezende & Bertolucci, 1993), estimaram que estes QTL
sejam capazes de explicar aproximadamente 44% da variagdo genética aditiva. Para o
carater densidade foram validados quatro QTL, sendo dois deles presentes no grupo de
ligagdo 5 e os outros dois nos grupos de ligacdo 2, 7, que juntos sdo responsaveis pelo
controle de quase 25% da variacdo fenotipica observada. Ao assumir que a herdabilidade
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deste carater é proximo a 60%, estes autores estimaram que os QTL significativos para
densidade sdo capazes de explicar quase 50% da variagdo genética predita dos genoétipos
avaliados.

Também utilizando marcadores RAPD, Rocha et al. (2007) compararam QTL
significativos para os caracteres DAP, densidade e rendimento de celulose utilizando
diferentes metodologias de anélises de mapeamento. Para cada um destes caracteres foi
validado um QTL, identificados respectivamente nos grupos de ligacéo 4, 2 e 3. Estes QTL
sdo capazes de representar 20%, 30% e 13,5% da variacdo observada nos caracteres DAP,
densidade e rendimento de celulose. Utilizando informagfes de marcadores SSR, o0s
trabalhos de Missiagia (2005) e Novaes (2006) sdo os mais relevantes para efeito de
comparacdo dos resultados obtidos, pois neles foram mapeados QTL para caracteres
similares aos avaliados neste trabalho, utilizando muitas sequéncias de primers em comum.

Missiagia (2005) validou dois QTL para DAP, um no grupo de ligacdo 1 e
outro no grupo de ligagéo 3, capazes de representar juntos pouco mais de 18% da variagao
fenotipica observada para este carater. Este autor também validou dois QTL para
densidade nos grupo de ligacdo 4 e 6, capazes de controlar juntos pouco mais de 15% da
variacdo fenotipica observada. Para o teor de lignina foram validados outros dois QTL nos
grupos de ligacdo 9 e 2, capazes de explicar respectivamente cerca de 40% e 20% da
variacdo fenotipica. Este autor ainda validou utilizando diferentes técnicas de mapeamento
por intervalo um QTL para rendimento de celulose no grupo de ligacdo 3, capaz de
explicar quase 25% da variacao fenotipica deste carater.

Novaes (2006), além de validar QTL empregando diferentes técnicas de
mapeamento, também validou QTL para caracteres correlacionados, tendo identificado na
AMS 11 QTL significativos comuns para os caracteres DAP e altura. Este autor validou
um QTL para didmetro no grupo de ligagdo 6, e dois para altura nos grupos de ligacéo 2 e
11, capazes de explicar, cerca de 24% e 15% da variagéo fenotipica destes dois caracteres.
Para os caracteres densidade e pilodyn, este autor identificou na AMS dois locos
significativos para as duas caracteristicas, e validou QTL nos grupos de ligacéo 6, 8, 9 e 10
para o carater pilodyn, capazes de explicar aproximadamente 50% da variacdo fenotipica,
enquanto para o carater densidade foram validados QTL nos grupos de ligacéo 1, 6 e 8,
capazes de explicar cerca de 20% da variacao fenotipica. Para a relacao siringil/guaiacil e o
teor de lignina, este autor identificou na AMS 12 QTL comuns para estes dois caracteres,

localizados nos grupo de ligacdo 9 e 10, além de outros significativos para os caracteres



43

isoladamente. Através da analise de MIC, este autor validou trés QTL para relacdo
siringil/guaiacil situados nos grupos de ligacdo 1 e 10, sendo estas regides também
significativas dentre os seis QTL detectados para o teor de lignina, localizados nos grupos
de ligacdo 1, 4, 8 e 10, capazes de explicar respectivamente quase 20% e 50% da variacao
fenotipica destas duas caracteristicas. Para o carater rendimento de celulose foi validado
somente um QTL localizado no grupo de ligacdo 10, capaz de explicar aproximadamente
13% da variacdo fenotipica deste carater na progénie avaliada.

O acumulo de conhecimento que ocorreu com o estudo direcionado de regides
gendmicas relevantes, paralelo ao aumento da capacidade de geracdo de informacdes
moleculares decorrente da evolucdo das técnicas de seqlienciamento, permitiu o
desenvolvimento de novas linhas de estudo utilizando ferramentas de bioinformaética
(Lemsk, 2008). Utilizando a abordagem de genes candidatos, Henery et al. (2007)
mapearam em E. nitens QTL relacionados com o teor de compostos secundarios, avaliados
através de NIRS. Gion et al. (2000) também realizaram em E. grandis 0 mapeamento de
QTL para genes envolvidos na sintese de lignina utilizando a abordagem de genes
candidatos, identificando quatro QTL robustos nos grupos de ligacdo 2, 6 e 7.

Kirst et al. (2004), analisando dados de expressdo génica de mais de 2600
genes utilizando sondas de microarrays, mapearam QTL para caracteres de crescimento e
teor de lignina em Eucalyptus. Neste trabalho foram identificados via mapeamento por
intervalo composto, dois QTL altamente significativos e de efeitos opostos para o carater
DAP. Uma das combinacdes alélicas do QTL situado no grupo de ligacdo quatro
apresentou efeito aditivo positivo de 1,5 cm no didmetro em relacdo a média, enquanto o
QTL do grupo de ligagdo nove apresentou efeito aditivo negativo de 1,25 cm no didmetro
em relagdo a média, sendo que estes dois QTL juntos sdo capazes de representar quase
30% da variagdo fenotipica deste carater. Embora estes autores ndo tenham identificado
QTL para o carater teor de lignina, eles verificaram que as unidades siringil da lignina sdo
38% mais abundantes em arvores de crescimento lento, e o teor de lignina é 10% menor
em arvores de rapido crescimento, concluindo que os genes responsaveis pelo crescimento
também podem influenciar na composigéo e no teor de lignina.

Dentro deste contexto, o mapeamento de QTL realizado nesse trabalho,
juntamente com informacfes de QTL mapeados em outros seis cruzamentos realizados
pelo do Projeto Genolyptus, permitira a identificacdo e validacdo de QTL robustos para
caracteres importantes para a industria de papel e celulose. A construcdo destes mapas
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genéticos foi realizada utilizando softwares desenvolvidos dentro do Projeto Genolyptus,
que se apresentam mais adequados para 0 mapeamento em espécies perenes do que 0s
softwares comumente utilizados, que foram originalmente desenvolvidos para a construcéo
de mapas genéticos em espécies anuais.

Dentro do Projeto Genolyptus foram realizados mais de trinta cruzamentos
controlados entre diferentes espécies e procedéncias de Eucalyptus. Como ndo seria
possivel mapear QTL em todos os cruzamentos idealizados, a escolha dos cruzamentos que
seriam mapeados com marcadores SSR foi realizada utilizando como critério de selecdo os
cruzamentos que apresentassem maior variabilidade para os caracteres avaliados. N&o por
acaso 0s cruzamentos selecionados foram aqueles que envolviam genitores hibridos,
evidenciando o polimorfismo superior presente nas progénies obtidas a partir destes tipos
de parentais. De acordo com Cervera et al. (2000), a selecdo de genitores geneticamente
divergentes ou ndo relacionados maximiza o nivel de heterozigosidade da progénie e a
quantidade de locos capazes de segregar para caracteres de interesse.

Um dos genitores avaliados neste trabalho € um hibrido interespecifico, que
retine caracteristicas de rapido crescimento e resisténcia a doencas, enquanto 0 outro € uma
matriz pura de E. globulus, a espécie mais indicada para a indutria de papel e celulose, mas
gue no entanto é mais adaptada a climas temperados. Em diferentes cruzamentos
realizados dentro do Projeto Genolyptus envolvendo duas matrizes desta espécie, foram
verificados altos indices de mortalidade nos experimentos de campo nas progénies obtidas
a partir deste tipo de genitor, principalmente nos experimentos instalados em regides com
condigBes climéticas mais quentes.

Desta forma, a estratégia de mapeamento de QTL em diferentes cruzamentos
para um mesmo conjunto e caracteres adotada no Projeto Genolyptus, permite a
identificacdo de regides que se apresentem significativas para os caracteres avaliados nos
diferentes cruzamentos mapeados, possibilitando o direcionamento de estudos de
sequenciamento e identificacdo de genes candidatos nas regides mais relevantes,
aumentando a eficiéncia e reduzindo os custos envolidos nestes estudos. Os dados
coletados neste trabalho permitem investigar a interacdo entre QTL e ambientes, através da
deteccdo de gendtipos com meédias estatisticamente diferentes entre os ambientes
avaliados, proporcionando o direcionamento da selecdo assistida por marcadores
moleculares de maneira independente, de acordo com o ambiente onde estas progénies

foram avaliadas.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL

Para o mapeamento de QTL em diferentes ambientes foram avaliados 203
individuos de uma progénie correspondente a uma geracdo F;, proveniente de um
cruzamento controlado entre genotipos de diferentes espécies de Eucalyptus, utilizados em
plantios clonais pelas empresas participantes do Projeto Genolyptus. A progénie avaliada
neste estudo foi obtida do cruzamento de um parental de E. globulus com um hibrido inter-
especifico, obtido por sua vez do cruzamento entre matrizes de E. dunnii e E. grandis,
sendo identificado dentro do Projeto Genolyptus como o cruzamento DG x GL2. O
parental de E. globulus teve seu pélen coletado para fecundar o hibrido inter-especifico
utilizado como porta-semente, seguindo metodologia para polinizacdo controlada descrita
por Assis (1993).

O cruzamento entre individuos superiores de espécies diferentes tem como
objetivo a captacdo de caracteristicas deejaveis presentes nestas espécies, tal qual o
processo de piramidizacdo génica e selecdo recorrente utilizado nas espécies agricolas. De
acordo com Duarte (2007), E. globulus possui elevado rendimento no processo de
producdo de celulose por possuir densidade superior as demais espécies, sendo a espécie
mais utilizada para reflorestamentos em Portugal e na Espanha. J& a espécie E. grandis
possui rapido crescimento mas ndo é tolerante a seca e ao frio, enquanto E. dunnii
apresenta melhor adaptabilidade a regi®es mais frias e resisténcia a alguns patdgenos
(Rocha, 2000).

O cruzamento avaliado neste experimento (DG x GL2) produziu mais de mil
sementes de irmdos completos, que foram germinadas e plantadas em cinco estados com
condigdes edafo-climaticas diferentes (RS, SP, MG, BA e PA). O delineamento
experimental utilizado foi de blocos incompletos, com duas testemunhas por bloco,
provenientes de outras duas familias de polinizagdo controlada onde genitores eram de uma
mesma espécie. Estas duas familias tiveram seus individuos clonados e plantados nas cinco

regides onde os experimentos foram implantados, junto com mudas sem réplicas clonais
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das outras 29 familias de polinizagdo controlada idealizadas pelo Projeto Genolyptus, que
foram analisadas em conjunto para determinar o melhor modelo estatistico que
representaria cada variavel analisada, bem como determinar os componentes de variancia
para a progénie DG x GL2.

Trés anos e meio apos a instalacdo dos experimentos, periodo que corresponde
a metade da rotacdo comercial dos povoamentos desta cultura, foi realizada mensuragdo
das caracteristicas silviculturais e coleta de material lenhoso de todas as arvores presentes
nos experimentos de campo, para posterior analise das propriedades da madeira utilizando
Espectroscopia do Infra-Vermelho Proximo - NIRS. De acordo com dados publicados por
Resende & Higa (1990), mensuracGes realizadas a partir da metade do periodo da rotacao
de povoamentos florestais possuem elevada correlacdo com os dados de produtividade no
periodo final da rotacdo, podendo ser realizadas prognoses a partir deste periodo com
elevada confiabilidade. Atualmente as florestas clonais de alta produtividade possuem uma
rotacdo comercial final entre sete e oito anos de idade, principalmente quando a matéria-
prima produzida ndo sera utilizada como fonte de madeira sélida, mas sim como fonte de
energia ou celulose (Abraf, 2008).

Ao quarto ano ap6s o plantio foi realizada dentro do Projeto Genolyputus a
coleta de material vegetal de cinco dentre os 29 cruzamentos controlados disponiveis, que
foram selecionados com base na presenca de maior varibilidade para os caracteres
avaliados com NIRS. N&do por acaso 0s cruzamentos selecionados possuiam um hibrido
interespecifico como um de seus parentais. Foram coletadas para extracdo de DNA,
amostras de material vegetal de 203 individuos oriundos do cruzamento DG x GL 2, sendo
que 154 destas amostras foram coletadas no experimento instalado no estado do Rio

Grande do Sul (RS) e 49 amostras no experimento situado em Minas Gerais (MG).
3.2 ANALISE DOS CARACTERES QUANTITATIVOS

Os caracteres silviculturais foram avaliados seguindo metodologia amplamente
difundida no setor florestal, enquanto as estimativas dos quatro caracteres avaliados
utilizando NIRS foram realizadas utilizando curvas de calibracfes definidas dentro do
ambito do Projeto Genolyptus. Todos os oito caracteres avaliados apresentaram
distribuicdo similar a distribuicdo normal, e ndo precisaram ser submetidos a

transformacdes estatisticas para se adequar aos critérios quantitativos. Na apresentacdo dos
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resultados do mapeamento de QTL, foi inicialmente apresentado o valor médio dos
caracteres quantitativos avaliados, sequidos de sua variancia, representada pela unidade de
medida de cada caractere elevada ao quadrado.

Os trés caracteres silviculturais foram avaliados em campo utilizando fita
métrica para a mensuracdo do didmetro na altura do peito (DAP), hipsémetro para a
avaliacdo da altura e fator de forma para a estimativa do volume, obtido pela multiplicagédo
da area basal pela altura e por um fator de forma de 60%. As unidades de medidas
utilizadas na avaliacdo destes trés caracteres foram, respectivamente, centimetros (cm),
metro (m) e metros clbicos (m®), conforme apresentado a seguir na formula utilizada para
a estimativa do volume.

_( n.DAP?
40000

) . Altura . 0,6 , em que:

V = volume da arvore (m®):

7 = constante matematica (3,14159...);

DAP = diametro da arvore na altura do peito (cm);

Altura = altura da arvore (m).

A massa especifica ou densidade basica (DB) foi estimada por NIRS nas duas
localidades, mas foi aferida com dados de pilodyn somente no experimento do RS. A
densidade avaliada por pilodyn é mensurada em milimetros (mm), enquanto que a
densidade estimada por NIRS é dada em quilograma por metro ctbico (Kg.m™).

As propriedades da madeira ligadas a quimica imida, tais como teor de lignina,
relacdo siringil/guaiacil da lignina e rendimento depurado de celulose também foram
estimadas por NIRS. Estes caracteres sdo relevantes para o processo de produgédo de polpa
celulosica com propriedades comerciais, que consiste em solubilizar e remover a lignina
que confere cor escura a polpa e ao papel (Santos, 2005). O teor de lignina total (LigTotal)
e o rendimento depurado de celulose (RD) sdo expressos em %, enquanto a relagdo
siringil/guaiacil (rSG) é uma medida adimensional.

Inicialmente foi verificada a qualidade dos experimentos de campo através da
analise do coeficiente de variacdo do erro experimental (CVe). De acordo com Vencovsky
(1992), em experimentos envolvendo espécies perenes, valores do CVe abaixo de 0,15
indicam que as estruturas experimentais foram bem definidas. O CVe ¢ obtido dividindo-se
a raiz quadrada do quadrado médio do residuo experimental pela média do carater,

conforme apresentado na formula geral a seguir:
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CVe%=( —VQMreS) .100, em que:
média

QMres e média sdo parametros de cada carater valiado.

Posteriormente, a associacdo entre os caracteres dois a dois foi avaliada através
do coeficiente de correlacdo de Pearson (R). A significancia destas correlacbes foi
verificada utilizando o critério FDR (False Discovery Ratio - Benjamini & Hochberg,
1995), considerando-se um nivel de significancia de 5%. Os valores das correlagdes
envolvendo a caracteristica pilodyn sdo referentes somente as correlagdes com outras
caracteristicas avaliadas no experimento do RS, devido a este carater ter sido avaliado

somente neste local. A formula geral utilizada pelo critério FDR é dada por:
ni .
FDR(ai_].)= ( Tl_j) ., emque:

a = nivel de confianga utilizado no teste;
aij = valor critico do teste para as variaveis ordenadas de i a j;
ni = namero de ordenamento da variavel i;

nj = namero de ordenamento da Gltima variavel testada.
3.3 ESTIMACAO DOS COMPONENTES DE VARIANCIA

Para reduzir o efeito da variacdo ambiental presente nos valores fenotipicos
observados nas oito caracteristicas, foram obtidos os valores eBLUP (Melhor Preditor
Linear ndo Viciado Empirico), que correspondem aos valores genotipicos. Estes valores
genotipicos foram obtidos apds a analise de todas as familias de mapeamento presentes nos
experimentos de campo, dentre as quais duas destas familias possuiam réplicas clonais e
foram utilizadas como testemunhas nos experimentos, permitindo-se estimar a variagéo
dentro das estruturas de blocos e bloquinhos para cada local analisado.

Os componentes de variancia genotipica dos oito caracteres avaliados foram
estimados para cada ambiente separadamente. A variancia fenotipica total em cada
ambiente foi obtida somando-se a variancia genotipica, a variancia residual, a variancia
entre superblocos e a variancia entre bloquinhos dentro de superblocos, quando o melhor
modelo definido incluiu todos estes componentes de variancia. As linhas de comandos
utilizadas para a estimativa dos componentes de variancia no Programa R para 0S
caracteres avaliados nos experimentos de campo do Projeto Genolyptus, bem como

comparar os diferentes modelos testados para se obter os valores eBLUP destes caracteres,
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foram desenvolvidas em conjunto com Coelho (comunicagdo pessoal), e se encontram
disponiveis para consulta no Apéndice D.

No modelo descrito o valor e BLUP corresponde a soma dos componentes L,
e P, referentes aos componentes geneticos dos individuos avaliados. Para cada variavel
em cada ambiente foram utilizados os modelos mais simples possiveis, escolhidos com
base no critério de menor valor AIC — Akaike Information Criterion (Pinheiro et al., 2007).
Os cofatores de correcdo para as falhas do experimento foram utilizados somente nos
modelos avaliados no ambiente RS. As estimativas dos eBLUP foram obtidas no Programa
R (The R Foundation for Statistical Computing, 2008), utilizando-se o modelo descrito a
sequir:

Yijk = B+ o + Bjiy + vk T Oik) T Kuijkiy T Kegijky T Kokl * €ijki , €M qUE:

Yij« = valor Genotipico do individuo ijkI;

K = média geral do carater avaliado em cada ambiente — efeito fixo;

a; = efeito da familia i — efeito fixo;

Bjq) = efeito dos individuos j pertencentes a familia i — efeito aleatorio;

vk = efeito dos superblocos k em cada ambiente — efeito aleatorio;

dix) = efeito dos blogquinhos | dentro dos superblocos k — efeito aleatdrio;

Kjkiy = cofator para a presenca de falhas na linha;

Kcjkly = cofator para a presenca de falhas na coluna;

Kpijkiy = cofator para a presenca de falhas na diagonal,

ejji = efeito residual do individuo ijkl — efeito aleatdrio.
3.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Para realizar a extracdo de DNA gendémico foram coletadas amostras do tecido
do cambio vascular, que foram acondicionadas em tubos tipo Falcon de 15 mL contendo
solugdo tamponante CTAB 2% para evitar a oxidacdo do tecido lenhoso e
consequentemente, a degradacdo do DNA presente nas amostras. O isolamento do DNA
das amostras foi realizado com o auxilio do equipamento TissueLyser, que permite que até
48 amostras sejam maceradas simultaneamente, além de possibilitar a agitagdo das
amostras em outras fases do protocolo de extracdo quando necessario (Qiagen, 2004).

A extracdo de DNA dos parentais DG e GL2 foi realizada a partir de tecido

foliar, seguindo o protocolo CTAB 2% descrito para 0 género Eucalyptus por Ferreira &
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Grattapaglia (1998), adaptado de Doyle & Doyle (1991). Com o objetivo de homogeneizar
e otimizar a quantitade de DNA isolada a partir do tecido do cambio vascular com o
auxilio do equipamento TissueLyser, foram testadas alteracGes no protocolo descrito por
Ferreira & Grattapaglia (1998). Estes testes indicaram que a quantidade de DNA obtida é
inversamente proporcional & quantidade de sal utilizada durante o processo de extracéo, e
por este motivo o protocolo original de Doyle & Doyle (1991) permitiu obter maior
quantidade de DNA a partir do tecido do cdmbio vascular. A principal diferenca entre estes
dois protocolos estd na auséncia do componente CTAB 10% na segunda lavagem com a
sulocdo de CTAB e alcool isoamilico (CIA), componente adotado por Ferreira &
Grattapaglia (1998) para melhorar a qualidade do isolado a partir do tecido foliar, devido a
guantidade de DNA obtida neste tipo de tecido ser superior. O protocolo de extracdo
otimizado para isolamento de DNA gendmico a partir do cambio vascular utilizando o
equipamento TissueLyser se encontra no Apéndice A.

Para quantificar o DNA, 5 pL do DNA ressuspendido de cada amostra foram
coletados e misturados a 7 pL de tampdo de carregamento para aplicacdo em gel de
agarose 1%, juntamente com aliquotas de 12 pL de DNA de fago Lambda nas quantidades
de 20 ng, 50 ng e 100 ng (Invitrogen, Inc.). Apos meia hora de corrida em solucdo tampéo
TBE 0,5x (Tris-Acido Bérico, 90 mM; EDTA, 2 mM), os géis foram corados com brometo
de etideo e visualizados em luz ultravioleta. As amostras foram fotografadas e
quantificadas utilizando o sistema de foto-documentacdo EDAS 290 (Kodak, 2000). A
concentracdo do DNA foi estimada pelo programa EDAS, através da comparacdao do DNA
das amostras com padrbes de DNA de fago Lambda de concentracdo conhecida. A
quantidade de DNA estimada pelo programa foi dividida por cinco, para se obter a
concentracdo de DNA das amostras em nanogramas por microlitro (ng/pL).

As amostras quantificadas foram diluidas para a concentragdo de 1 ng/uL e
novamente requantificadas para verificar a necessidade de realizar novos ajustes nas
diluicdes quando necessario. Apds realizar o ultimo ajuste na diluicdo das amostras de
DNA para a concentragdo de 1 ng/pL com base na visualizagdo em gel de agarose 1%, as
diluicbes foram testadas em uma reacdo de PCR utilizando um dos pares de primers
marcados que foram disponibilizados, para verificar a qualidade dos fragmentos
amplificados. As amostras que ndo tiveram seus alelos amplificados satisfatoriamente

sofreram novos ajustes na diluicdo, para homogeneizar a qualidade dos fragmentos
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amplificados na reacdo de PCR e detectados na plataforma de seqiienciamento de DNA
semi-automatica ABI3100 (Applied Biosystems, Inc.).

3.5 AMPLIFICACAO DE LOCOS SSR

Foram disponibilizados pelo Projeto Genolyptus cerca de trezentos marcadores
SSR identificados pelos acronimos EG e EMBRA, os primeiros desenvolvidos pelo
CSIRO e os demais por Brondani et al. (1998; 2002; 2006), Lourenco et al. (2004) e ainda
outros marcadores SSR desenvolvidos no ambito do Projeto Genolyptus, também
identificados pelo acrénimo EMBRA, ndo publicados anteriormente. Todos os pares de
primers disponibilizados passaram por uma fase de screening para identificar os locos
polimérficos no cruzamento DG x GL2, utilizando o DNA dos dois parentais juntamente
com outros seis individuos da progénie.

Os pares de primers que ndo amplificaram satisfatoriamente na primeira fase
de screening foram submetidos a amplificacdo em novas reacdes PCR, agora conduzidas
no modo touch-down. Neste modo de PCR, a temperatura de anelamento decresce
gradativamente conforme programado, permitindo que pares de primers com elevada
sensibilidade em relacdo a temperatura de anelamento sejam amplificados com maior
seguranca devido a ampla variacdo de temperaturas na qual a reacdo é amplificada,
reduzindo o efeito do fator temperatura como condicdo limitante para que ndo ocorra a
amplificacdo dos locos. Nestas reacfes os ciclos de PCR tiveram inicio com temperatura
de anelamento inicial de 63°C, decrescendo 0,2°C por ciclo até atingir a temperatura de
55°C apds quarenta ciclos. Apds esta etapa, os locos que novamente ndo amplificaram
alelos nitidos foram definitivamente descartados.

Todas as reacdes de PCR foram conduzidas no volume de 5 pL, utilizando
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Inc.) e o KIT para PCR
Multiplex da Qiagen para amplificacdo dos locos SSR. Este kit para PCR utiliza uma
enzima de qualidade superior (HotStarTag DNA Polimerase), que diminui as restricbes
impostas por primers com diferentes temperaturas de anelamento. Embora o custo efetivo
deste kit por reacdo seja superior, ele apresenta como vantagem a eliminagdo do tempo
gasto com o ajuste das temperaturas de anelamento para os primers, além de permitir que
até 16 locos SSR possam ser amplificados simultaneamente em uma mesma reagdo de
PCR no volume de 50 pL (Qiagen Inc., 2004).
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Os locos que apresentaram bom padrdo de amplificagdo tiveram seus alelos
identificados, a cor do fluorocromo confirmada e a faixa de variacdo dos alelos (range)
determinada. Apds identificar os locos polimorficos, foram testadas combinacfes multiplex
de primers em uma mesma reacdo de PCR, fazendo uso do DNA de outras oito amostras
da progénie nesta etapa. Foram testadas combinagfes multiplex utilizando de trés a sete
pares de primers SSR simultaneamente, com o objetivo de determinar quantos pares de
primers SSR poderiam ser amplificados com seguranca em uma mesma reacdo de PCR
com volume de 5 pl. As combinacbes multiplex foram definidas com o auxilio do
programa MULTIPLEXER (Coelho, ndo publicado), que define as combinagdes utilizando
como critério de selecdo a minima complementariedade entre as sequéncias dos primers e
a similaridade entre suas temperaturas de anelamento. Com base nos resultados de
amplificacdo dos pares de primers utilizados isoladamente e em sistema multiplex, foram
selecionados 76 locos SSR para compor 19 combinag0es tetraplex utilizadas para avaliar o
restante da progénie.

O DNA diluido das 189 amostras restantes da progénie foi distribuido em duas
microplacas com capacidade para 96 amostras. Na primeira microplaca estava presente o
DNA dos dois parentais e de mais 94 individuos, enquanto na segunda placa estava
presente 0 DNA de 95 individuos mais uma prova em branco, alocada no ponto da placa
que separava os dois locais onde foram realizadas as coletas. A distribuicdo do DNA das
amostras em cada uma das etapas do trabalho pode ser visualizada na Figura 1.
Informacdes detalhadas sobre as sequéncias, fluorocromos e referéncias dos 76 pares de
primers SSR amplificados em sistema multiplex podem ser consultadas no Apéndice C. A

visualizag&o grafica das combinagdes multiplex se encontra disponivel no Apéndice B.
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Figura 1. Diagrama ilustrando a distribuicdo das amostras nas etapas de trabalho: 1-
screening de primers; 2- testes multiplex; 3- avaliacdo da progénie DG x GL2.
PB: amostra em branco sem DNA.
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As reacdes de PCR conduzidas no volume de 5 pL foram compostas por 2,5
pL de Master Mix 1x; 0,5 pL de Q-Solution 0,2 puM; 0,1 pL de cada par de primers na
concentracdo de 10 uM; 1,0 ng de DNA genémico e agua ultra-pura gsp. Os ciclos de PCR
tinham inicio com uma etapa de desnaturacdo a 95°C durante 15 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 90 segundos e
extensdo a 72°C por 90 segundos, mais uma etapa final de extenséo na temperatura de 72°C
durante 30 minutos.

Ao término dos ciclos de PCR a reacéo era diluida uma vez acrescentando-se 5
uL de agua ultra-pura. Para a deteccdo dos alelos das amostras era coletado 1 pL da reacdo
de PCR diluida, a qual eram adicionados 0,5 pL de solugdo contendo padrbes de peso
molecular para analise no sequenciador (size standard), e mais 8,5 UL de formamida,
constituindo uma aliquota final de 10 pL. Esta mistura era submetida a desnaturacdo em
termociclador a 95°C durante 5 minutos e, em seguida, era imersa em gelo picado por mais
10 minutos, para entdo ser encaminhada para analise de fragmentos no equipamento
ABI3100 (Applied Biosystems).

As reacOes tetraplex de algumas amostras que ndo tiveram seus alelos
identificados na primeira injecdo no sequenciador foram novamente reinjetadas. Os
individuos que ainda ndo tiveram seus alelos identificados apds a reinjecdo da primeira
reacdo de PCR tiveram a reacdo repetida para os locos que ndo amplificaram. Da mesma
maneira que realizado anteriormente, a nova reacdo de PCR foi encaminhada para anélise
de fragmentos no equipamento ABI3100 por no maximo mais duas vezes quando
necessario. Este procedimento propiciou que o percentual médio de dados moleculares
perdidos fosse reduzido de 40% para 10%, sendo ainda verificadas falhas entre 20% e 2%
ao término do processo de amplificagdo de locos SSR, dependendo do loco analisado.

O padréo de fragmentos utilizado no sequenciador foi produzido de acordo
com metodologia desenvolvida por Brondani & Grattpaglia (2001), realizando
combinacg0es entre primers especificos para DNA de cloroplasto, amplificando fragmentos
com tamanhos conhecidos e marcados com a fluorescéncia vermelha (ROX). Os pares de
primers SSR disponibilizados possuiam uma de suas extremidades 5° marcada com 0s
fluorocromos 6-FAM, NED ou HEX, identificados na plataforma de sequenciamento de
DNA semi-automatizada ABI3100 através da deteccdo das cores azul, amarelo e verde
respectivamente. A leitura dos fragmentos e geragcdo das tabelas de genotipagem foi
realizada no programa GENEMAPER (Applied Biosystems).
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3.6 CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Inicialmente foi realizada a anélise de distor¢do de segregacdo para todos os
locos avaliados pela utilizagio do teste x* (Liu, 1998). Esta analise foi realizada no
programa PRELIM (Coelho, ndo publicado). Os locos que apresentaram distorcdo de
segregacdo significativa perante o “Critério de Bonferroni” ao nivel de significancia de 5%
(Sokal, 1996), foram excluidos das analises por violarem 0s pressupostos estatisticos
utilizados pelos programas que realizam a construcao de mapas genéticos.

Os locos que ndo apresentaram distorcdo de segregacdo significativa foram
submetidos a andlise de ligacdo para construir um Gnico mapa genético integrado,
conforme sugerido por Ritter et al. (1990). De acordo com este autor, a construgdo de um
mapa genético integrado é realizada reunindo a informag&o dos polimorfismos mapeaveis
somente em um dos parentais isoladamente ao polimorfismo mapeavel nos dois parentais
em conjunto, proporcionando obter um mapa com cobertura gendmica superior em relacéo
a construcdo de mapas individuais para cada parental. Outra vantagem da construcdo dos
mapas integrados € que eles representam as regides gendémicas presentes na progénie onde
efetivamente serd realizada a selecdo, e ndo as regiGes gendmicas dos parentais que
originaram esta progénie segregante (Ritter et al., 1990).

O mapa integrado foi gerado utilizando o software TreeMap (Coelho, nédo
publicado), e a representacdo grafica dos grupos de ligacdo foi realizada com o auxilio do
programa MapChart (Voorips, 2002). Os parametros utilizados para declaracéo da ligagao
entre marcadores foram: frequéncia maxima de recombinacdo de 40% e valor minimo de
LOD (logaritmo da razéo de verossimilhanga) igual a 3,0. As distancias entre locos foram
calculadas através da funcdo de mapeamento de Kosambi. A identificacdo dos grupos de
ligagdo do mapa genético integrado foi realizada de acordo a nomenclatura adotada no
mapa genético de referéncia descrito para o género Eucalyptus por Brondani et al. (2006).

Alguns dos locos, que permaneceram desconectados nas analises de
mapeamento mas ja haviam sido anteriormente mapeados em outros trabalhos, tiveram
suas posicOes estimadas no mapa genético integrado construido neste trabalho a partir de
referéncias disponiveis, sendo alocados como marcas acessorias. Os locos inéditos
avaliados neste trabalho, mas que ndo ofereceram suporte estatistico para ligacdo aos
grupos formados, ndo foram alocados na representacdo grafica dos grupos de ligacdo do

cruzamento DG x GL2.
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3.7 ANALISE DE QTL

Para realizar o mapeamento de QTL foram utilizados os valores genotipicos
preditos pelos eBLUP. Os resultados obtidos foram interpretados fazendo uso mapa de
ligacdo integrado dos parentais. O modelo utilizado para a analise de QTL foi o modelo de
analise de marcas simples, devido a nem todas as marcas avaliadas neste trabalho terem
proporcionado o suporte estatistico necessario sua devida alocagdo nos grupos de ligacao.
A realizacdo de mapeamento por intervalo utilizando as informagbes aproximadas de
alguns locos poderia introduzir um forte viés nas analises de mapeamento por intervalo.

Na analise de marcas simples, os marcadores foram testados individualmente
quanto a ligacdo a QTL em diferentes ambientes atraveés de uma Anéalise de Variancia,
onde os efeitos avaliados foram os diferentes gendtipos encontrados na populagdo para
cada marcador. Estas analises foram realizadas utilizando o Programa R (The R
Foundation for Statistical Computing, 2008), sendo consideradas validas somente as
associacbes com p-valores menores que 0,01. As linhas de comandos utilizadas no
Programa R para mapeamento de QTL através da AMS e verificacdo da existéncia de
interacdo entre QTL e ambientes para algum dos locos avaliados, foram desenvolvidas
com a colaboracao de Coelho e Pot (comunicacdo pessoal, 2008), e encontram-se
disponiveis no Apéndice E.

Os locos que apresentaram interagdes significativas entre QTL e ambientes
foram avaliados separadamente em cada um dos ambientes. O percentual da variacéo
genotipica explicada pelos QTL declarados como validos, foi obtido pelo coeficiente de
determinacgéo (R?), associado ao efeito dos gendtipos no modelo (Beartozzi, 2000). A
existéncia de interacdo entre QTL e ambientes foi avaliada de acordo com o modelo:

Yij = p+oi+ B+ yij + i, €M que:

1 = média geral do caréater — efeito fixo;

a; = efeito do gendtipo i — efeito aleatorio;

B; = efeito do ambiente j — efeito aleatorio;

vij = efeito da interagdo do genotipo i com o ambiente j — efeito aleatorio;

ejjk = efeito residual do individuo ijk — efeito aleatdrio.



4 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados seguindo a sequéncia de trabalho descrita na
secdo de Material e Métodos. Inicialmente serdo descritos os resultados das analises dos
caracteres quantitativos, tais como componentes de variancia e correlacbes entre 0s
caracteres analisados, para porteriormente serem abordados os aspectos referentes a
construcdo do mapa enético e identificacdo de QTL para estes caracteres. Para encerrar a
secdo de Resultados foi realizada uma comparagdo entre 0s ganhos genéticos capazes de
serem obtidos utilizando difentes critérios de selecdo de gendtipos superiores. A
comparacdo dos resultados obtidos com os descritos em por outros autores, bem como a
validacdo e consideracGes sobre os resultados obtidos, sera realizada na secdo da
Discusséo.

4.1 COMPONENTES DE VARIANCIA

Inicialmente serd apresentado quais caracteres consideraram as estruturas de
variagdo de bloquinhos dentro de superblocos na estimativa dos valores eBLUP para cada
ambiente, agrupados de acordo com o modelo selecionado para cada carater, do modelo
mais completo para o mais simples (Tabela 1). Com excessdo do carater pilodyn que foi
mensurado somente no RS, todos os outros sete caracteres foram avaliados em ambos 0s
experimentos. Os valores dos componentes de variancia e coeficientes de herdabilidade
dos oito caracteres avaliados foram estimados para cada ambiente utilizando-se os valores
genotipicos preditos dos individuos (eBLUP), separados de acordo com o local do
experimento onde estes caracteres foram avaliados (Tabelas 2 e 3).

Conforme apresentado na Tabela 1, no experimento do RS os modelos mistos
selecionados para estimar os valores eBLUP dos caracteres diametro (DAP), volume,
pilodyn e teor de lignina (LigTotal), ndo incluiram a variagdo presente entre os bloquinhos
dentro dos superblocos. Somente o carater rendimento de celulose (RD) teve seu valor
eBLUP estimado utilizando o modelo completo, enquanto nos modelos selecionados para
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estimar os eBLUP dos caracteres altura, densidade (DB) e relacéo siringil/guaiacil (rSG),
ndo foram inclusos os efeitos das falhas identificadas neste local.

Tabela 1. Modelos utilizados para se estimar os valores eBLUP nos experimentos.
Experimento Caracteres Modelo selecionado

RD Yijki = HtaitBj)y+yktOi) e ikn T Kcikn Kok Feijki
RS Diametro, Volume, v g
) . ijki = HFoitPji vyt KugjknyTRcijkn Kok TEijki
Pilodyn e LigTotal ! THO DBk TR =

Altura, DB e rSG Yijk = MtaitBjaHyktigyt Eijk

Altura, DB, Pilodyn, v g 5
ijkl = PFoitPjityktoig T Eijk
MG LigTotal, rsG e RD ¢ 1 o POTIKTOT

Diametro e Volume  Yiji = H+ai+Biiy+Hykt iju

Em que: Yij = valor Genotipico do individuo ijkl;
K = média geral do carater avaliado em cada ambiente — efeito fixo;
a; = efeito da familia i — efeito fixo;
Bji) = efeito dos individuos j pertencentes a familia i — efeito aleatorio;
vk = efeito dos superblocos k em cada ambiente — efeito aleatorio;
dik) = efeito dos bloquinhos | dentro dos superblocos k — efeito aleatorio;
Kujki = cofator para a presenca de falhas na linha;
Kcjkiy = cofator para a presenca de falhas na coluna;
Kpijkiy = cofator para a presenca de falhas na diagonal;
ejji = efeito residual do individuo ijkl — efeito aleatorio.

Nos modelos mistos utilizados no experimento de MG para se estimar 0s
valores genotipicos eBLUP e componentes de variancia, ndo foram avaliados os fatores de
correcdo para as eventuais falhas presentes no experimento de campo. Da mesma forma
gue no experimento do RS, dentre os varios modelos testados para cada carater, 0s
selecionados para estimar os valores eBLUP dos caracteres DAP e volume no experimento
de MG ndo incluiram a variagédo presente nos bloquinhos dentro dos superblocos (Tabela
1). No entanto, esta fonte de variagcdo esteve presente nos modelos utilizados para se
estimar os valores eBLUP dos outros cinco caracteres avaliados neste ambiente. As
estimativas dos componentes de variancia, coeficientes de herdabilidade e de variagdo
experimental, dos caracteres avaliados nos experimentos de RS e MG, encontram-se

respectivamente nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Pardmetros experimentais e componentes de variancia estimados para oS
caracteres avaliados no experimento do RS.

DAP  Altura Volume Pilodyn DB LigTotal rSG RD

RS 3 3
(cm)  (m) (m°) (mm)  (Kgm™) (%) Q) (%)

Média 6,81 8,64 0,027 18,50 453 23,17 3,32 54,79
82(k+|) 0,0509 0,4150 29E-05 0,1938 127,4946 0,0256 0,0201 0,1996
6% 2,0767 1,2683 0,0004 1,6281 126,2984 0,4339 0,0309 0,7236
829 4,1755 3,2406 0,0003 1,1444 24,1898 0,3841 0,0372 0,4944
6% 6,3031 4,9239 0,0007 2,9663 277,9828 0,8436 0,0881 1,4176
h? 0,6625 0,6581 0,4355 0,3858 0,0870 0,4553 0,4223 0,3488
CVve 0,212 0,13 0,074 0,069 0,025 0,028 0,053 0,016

Em que: 82(k+|): é 0 componente de variancia dos efeitos dos superblocos e bloquinhos;
5% 60 componente de variancia residual;
829: € 0 componente de variancia genética;
6% é o componente de variancia fenotipica;
h%: é o coeficiente de herdabilidade no sentido amplo;
CVe: € o coeficiente de variagdo do erro experimental.

Tabela 3. Parametros experimentais € componentes de variancia estimados para 0s
caracteres avaliados no experimento de MG.

MG DAP Altura  Volume DB LigTotal rSG RD
(cm) (m) Mm% (Kgm?®) (%) ) (%)
Média 7,48 10,50 0,031 472 24,15 3,03 56,53
6 (ke 0,0022 0,1180 19E-06 17,1526  0,2564 0,0240  0,2085
6% 1.1509 0.6909  0.0002 213.1869 0.6013 0.0182  1.7610
6% 16897 11,2033  0,0002 21,7695 0,6744 0,0163  0,3830
6% 2,8427 2,0122  0,0004 252,1090 11,5322 0,0585  2,3526
h? 0,5944 0,5980  0,5508 0,0863 0,4402 0,2778  0,1628
CVe 0,143 0,079 0,046 0,031 0,032 0,045 0,023

Em que: 62(k+|): é 0 componente de variancia dos efeitos dos superblocos e bloguinhos;
6%: é 0 componente de variancia residual;
ng: € 0 componente de variancia genética;
G%: é o componente de variancia fenotipica;
h%: é o coeficiente de herdabilidade no sentido amplo;

CVe: é o coeficiente de variacdo do erro experimental.
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O coeficiente de variacdo do erro experimental (CVe), que é uma medida da
eficiéncia das estruturas experimentais na captacdo da variancia por estes componentes,
somente apresentou valor acima de 0,15 para o carater diametro no experimento do RS.
Em ambos os experimentos os maiores valores absolutos do CVe foram verificados para 0s
caracteres de crescimento, sendo que o carater didmetro apresentou os maiores valores
absolutos de CVe dentre todos os caracteres avaliados. Os menores indices foram
verificados para o carater RD, cujo valor do CVe foi de 0,02 nos dois ambientes. Os
coeficientes de variacdo do erro experimental dos oito caracteres avaliados no experimento
do RS variaram de 0,02 a 0,21, enquanto os CVe dos sete caracteres avaliados no
experimento de MG variaram entre 0,02 e 0,14.

A comparacdo dos componentes de variancia estimados nos dois experimentos
foi realizada reunindo os caracteres avaliados em conjuntos, de acordo com a origem de
seus dados, sendo estes agrupados em caracteres de crescimento (se¢do 5.5.1), densidade
estimada por pilodyn (secdo 5.5.2) e caracteres avaliados por NIRS (se¢do 5.5.3). Nestas
secOes se encontram as Figuras 2, 3 e 4, nas quais é possivel verificar a contribuicdo
relativa das fontes de variacdo consideradas pelos modelos selecionados nos dois
experimentos de acordo com os grupos de caracteres avaliados.

Nas Figuras 2, 3 e 4, a propor¢do explicada pelo componente genético
corresponde a herdabilidade no sentido amplo dos caracteres observados, estimados
individualmente para cada local onde esta progénie foi avaliada. Devido aos efeitos dos
componentes de bloguinhos terem apresentado pequena contribuicdo para a expressao dos
fendtipos, optou-se por representar nas figuras somente o somatdrio dos efeitos das
estruturas de blocos e bloquinhos, identificados pelo componente controle local do

experimento.
4.1.1 Caracteres de crescimento

A influéncia dos componentes de variancia avaliados pelo modelo eBLUP nos
caracteres silviculturais podem ser visualizados na Figura 2. Somente para o carater altura
os efeitos dos bloquinhos dentro de superblocos foram significativos nos dois ambientes, e
provavelmente por este motivo a fonte de variacdo representada pelo controle local
conseguiu captar para este carater um montante maior da varidncia que os demais

caracteres de crescimento.
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Figura 2. Contribuicdo relativa das fontes de variacdo na expressdo fenotipica dos
caracteres de crescimento avaliados nos dois ambientes.

Dentre os caracteres de crescimento, DAP e altura apresentaram coeficientes
de herdabilidade similares entre si nos dois experimentos, apresentando valores
praticamente idénticos para estes dois caracteres nos dois experimentos, sendo verificados
valores ligeiramente superiores no RS em relacdo ao experimento de MG. Esperava-se que
o efeito do componente genético para o carater volume apresentasse a mesma tendéncia
que os demais caracteres de crescimento, devido ao seu parametro ser resultante de uma
funcdo dos caracteres diametro e altura. No entanto, o coeficiente de herdabilidade do
carater volume no experimento de MG foi maior que o estimado para o experimento do
RS, que apresentou o menor valor absolto dentre todos os caracteres de crescimento
avaliados nos dois experimentos.

O coeficiente de herdabilidade do carater volume em MG (0,55) foi
ligeiramente inferior aos dos outros caracteres de crescimento avaliados neste local, que
apresentaram valores em torno de 0,60. No experimento do RS a contribuicdo relativa do
componente genético para o volume foi de 0,44, enquanto para os outros dois caracteres foi
de 0,66. A herdabilidade do volume no RS foi proxima a % dos coeficientes de
herdabilidade estimados para os outros caracteres de crescimento avaliados neste mesmo
local, e 20% abaixo do valor estimado para este mesmo componente no experimento de
MG.



61

4.1.2 Densidade avaliada por pilodyn

O modelo misto utilizado para analise deste carater ndo incluiu a variacdo
presente nas estruturas de bloquinhos, e seu valor do CVe foi 0 menor dentre todos 0s
caracteres avaliados em campo. A influéncia relativa dos componentes de variancia do
modelo misto, selecionado para a estimativa dos valores eBLUP do carater densidade

mensurado com pilodyn no experimento do RS, pode ser visualizada na Figura 3.

B Componente genético

M Controle local
0.55

Componente ambiental

0.07

Figura 3. Contribuicdo relativa das fontes de variacdo na expressdo fenotipica do carater
pilodyn no experimento do RS.

A herdabilidade do caréater densidade avaliado por pilodyn no experimento do
RS apresentou valor superior ao verificado na estimativa obtida por NIRS nos dois
experimentos. No entanto, a contribuicdo do componente ambiental na expressdo deste
carater neste ambiente foi préximo ao verificado na estimativa obtida por NIRS neste
mesmo ambiente, enquanto o montante que o componente de controle local foi capaz de
captar apresentou valor idéntico ao verificado para o carater densidade estimado por NIRS

no experimento de MG.
4.1.3 Caracteres avaliados por NIRS

A influéncia dos componentes de variancia estimados pelo modelo eBLUP nos
caracteres avaliados por NIRS pode ser verificada na Figura 4. Conforme apresentado nas
Tabelas 2 e 3, os valores dos CVe foram muito préximos entre os pares de caracteres
avaliados por NIRS nos dois ambientes, se tornando praticamente iguais quando realizado
o arredondamento dos valores para somente duas casas decimais. Esta semelhanca entre 0s
valores verificados para cada carater nos dois ambientes € muito provavelmente decorrente

das curvas de calibragGes utilizadas para estimar estes pardmetros com tecnologia NIRS,
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onde foi utilizada a mesma curva de calibracdo para obter as estimativas destes parametros

nos dois ambientes.

DB RS

DB MG
LigTotal RS
LigTotal MG
rSG RS

rSG MG

RD RS

RD MG |

B Componente genético H Controle local Componente ambiental

Figura 4. Contribuicdo relativa das fontes de variacdo na expressao fenotipica dos
caracteres avaliados por NIRS nos dois ambientes.

Os caracteres densidade e teor de lignina apresentaram coeficientes de
herdabilidade semelhantes nos dois locais, embora o componente de controle local tenha
apresentado diferenca de cerca de cinco vezes para estes caracteres entre 0s experimentos
avaliados. Os caracteres rendimento de celulose e relagéo siringil/guaiacil apresentaram
coeficientes de herdabilidades diferentes entre os dois locais, sendo que estes coeficientes
apresentaram tendéncia semelhante a verificada para os caracteres de crescimento diametro
e altura, sendo verificados valores superiores nos coeficientes de herdabilidades destes
caracteres no experimento do RS em relacdo aos do experimento de MG.

A magnitude dos efeitos associados ao controle local dos experimentos para o
carater rendimento de celulose foi similar ao dos caracteres de crescimento, com valores
ligeiramente superiores para o experimento do RS em relacdo ao de MG. Ja a influéncia
deste componente na relacdo siringil/guaiacil apresentou padréo similar ao do carater teor
de lignina, sendo a magnitude do controle local no experimento de MG superior em

relacdo a verificada no experimento do RS.
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4.2 CORRELACOES ENTRE CARACTERES QUANTITATIVOS

Os oito caracteres quantitativos tiveram seus dados fenotipicos e genotipicos
correlacionados aos pares pelo coeficiente de correlagcdo de Pearson. A Tabela 4 apresenta
os coeficientes de correlacdo significativos que foram estimados entre os diferentes pares
de caracteres (rxy). No quadrante superior, acima da diagonal principal, encontram-se as
correlagbes entre os valores fenotipicos, enquanto no quadrante inferior encontram-se as
correlac@es entre os valores genotipicos (eBLUP).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo significativos para valores fenotipicos (quadrante
superior) e genotipicos (quadrante inferior) entre os caracteres avaliados.
Caracteres DAP  Altura Volume Pilodyn DB  LigTotal rSG RD

DAP - 0,831 0,967 0,490 - - - -
Altura 0,823 - 0,845 0,428 - - - -
Volume 0,965 0,805 - 0,430 - - - -
Pilodyn 0,524 0,503 0,469 - - 0,198 - -
DB - 0,229 - - - - 0,519

LigTotal - 0,233 - 0,171 0,294 - -0,567 -0,448
rSG - -0,184 - - -0,177  -0,713 - -
RD - 0,175 - - 0,572 - -0,245 -

A utilizacdo do critério FDR para avaliar a significancia das correlacdes foi util
para definir o ponto de corte que estabelecia quais os valores de correlagdes que seriam
significativos, sendo que os pontos de corte determinados se apresentaram préximos para
0s conjuntos de dados avaliados. O critério FDR realiza uma ponderacdo a partir do
ordenamento decrescente dos p-valores dos testes realizados, definindo um nivel critico
especifico para cada teste realizado, de acordo com sua posicdo de ordenamento em
relacdo aos demais. Para as correlagdes fenotipicas o ponto de corte estimado ficou entre
0,16 e 0,20, enquanto para as genotipicas o ponto de corte ficou entre 0,12 e 0,17.

Somente as correlagcbes fenotipicas entre o0s caracteres de crescimento
apresentaram valores positivos e altamente significativos, acima de 0,80. A correlagdo
entre DAP e volume foi quase linear (ryy > 0,96), enquanto a correlagéo da altura com estes
dois caracteres foi muito similar (respectivamente 0,83 e 0,85).

Os caracteres de crescimento também apresentaram correlagGes genotipicas e

fenotipicas positivas e significativas com o carater pilodyn, embora suas magnitudes
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tenham sido moderadas (entre 0,40 e 0,50). O caréter altura ainda apresentou correlagdes
genéticas significativas com todos os caracteres avaliados por NIRS, embora suas
amplitudes tenham sido pequenas (proximas a 0,20), e estas correlacbes ndo tenham sido
significativas para os dados fenotipicos. Estas correlacdes genéticas do carater altura se
apresentaram positivas com os caracteres densidade, teor de lignina e rendimento de
celulose, e negativa para a relacao siringil/guaiacil.

Dentre os caracteres de qualidade da madeira estimados por NIRS, algumas
correlagcdes ndo foram significativas nos dois conjuntos de dados avaliados. A correlacédo
entre o rendimento de celulose e o teor de lignina que havia sido significativa nos valores
fenotipicos (negativa e proxima a -0,45), ndo foi verificada para os valores genotipicos, da
mesma forma com que a correlacdo genotipica entre o teor de lignina e a densidade
(positiva e proxima a 0,30) nao foi verificada para os valores fenotipicos.

A relacdo siringil/guaiacil também apresentou correlacdo genética com o
rendimento de celulose (negativa e proxima a 0,25), que ndo foi verificada nos dados
fenotipicos. A densidade basica estimada por NIRS ainda apresentou correlacdo genética
significativa acentuada (positiva e acima de 0,50) com o rendimento de celulose, que nao
foi significativa nos dados fenotipicos.

As demais correlagcdes que haviam se apresentado significativas nos dados
fenotipicos também se apresentaram significativas nos dados genotipicos, embora com
sentidos contrarios em algumas delas. A relacdo siringil/guaiacil apresentou correlacdes
fenotipicas significativas e superiores a 0,50 com a densidade e o teor de lignina total,
sendo a primeira positiva e a segunda negativa. Entretanto as correlacdes genotipicas da
relacdo siringil/guaiacil se apresentaram negativas tanto para com a densidade, quanto para
com o teor de lignina (préximas a -0,20 e -0,70 respectivamente), valores diferenciados
com relacdo aos verificados para os valores fenotipicos.

O teor de lignina ainda apresentou correlacdo fenotipica e genotipica
significativa, positiva e de pequena magnitude com o carater pilodyn (proximas a 0,20). No
entanto, as demais correlagdes entre os caracteres avaliados por NIRS com a densidade

avaliada por pilodyn ndo se apresentaram significativas.
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4.3 POLIMORFISMO DE LOCOS SSR

Foram disponibilizados pelo Projeto Genolyptus 292 pares de primers SSR. Na
fase de screening inicial, 170 locos amplificaram alelos satisfatoriamente com 35 ciclos na
temperatura de anelamento de 57°C. Os 122 locos que ndo amplificaram nestas condicdes
foram novamente submetidos a amplificacdo em reacdes de PCR touch-down de 40 ciclos.
Ao término da fase de screenig, 53 pares de primers ndo amplificaram alelos detectaveis e
foram definitivamente descartados, enquanto dentre os 239 pares de primers que
apresentaram bom padrdo de amplificacdo, 94 foram descartados por ndo apresentar
polimorfismo mapeavel nos genitores que deram origem a progénie avaliada (DG x GL2).

Com base nos resultados obtidos utilizando rea¢Ges de PCR multiplex, ou seja,
utilizando conjuntos de trés a sete pares de primers simultaneamente, foram otimizados
conjuntos de quatro pares de primers SSR em reac6es de PCR tetraplex com volume final
de 5 pL. Embora as combinacdes tetraplex ndo tenham funcionado com 100% de
eficiéncia para todas as amostras avaliadas neste trabalho (falha final média de 10%),
acredita-se que esta reducédo na eficiéncia tenha sido decorrente de variacGes na qualidade
do DNA de algumas amostras, e ndo a fatores relacionados a competicdo por sitios de
ligacdo entre os primers selecionados para compor as combinacdes tetraplex. O
fracionamento do volume da reacgéo original de 50 pL em dez volumes de 5 L possibilitou
que fosse amplificada uma quantidade de locos duas vezes e meia acima da indicada pelo
fabricante do kit de PCR, sendo amplificado um total de 40 locos em dez reagOes de 5 pL
ao invés de 16 locos em uma Unica reagdo de 50 pL.

Uma representacdo grafica contendo informacdes sobre a faixa de amplificacdo
dos alelos (range) e a cor do fluorocromo presente nos 76 pares de primers SSR
selecionados para compor as dezenove combinaces tetraplex, se encontra disponivel para
visualizagdo no Apéndice B. Informacgdes detalhadas sobre as sequéncias dos pares de
primers, temperatura de anelamento, o grau de polimorfismo dos locos avaliados neste
cruzamento, o grupo de ligacdo onde estes marcadores foram mapeados e 0 primeiro autor
a publicar informagdes sobre estes locos, se encontram organizadas em forma de tabela no
Apéndice C.

Os 76 pares de primers SSR selecionados para compor 0s conjuntos tetraplex
foram classificados de acordo com seu contetudo informativo, sendo 29 completamente

informativos (em heterozigose nos dois parentais), 39 informativos para o parental DG (em
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heterozigose somente no parental DG) e somete oito informativos para o parental GL2 (em
heterozigose somente no parental GL2). Apds a inspe¢do da genotipagem realizada pelo
programa GENEMAPPER, foram identificadas trés arvores como pertencentes a outros
cruzamentos (amostras contaminantes), que foram excluidas das analises de mapeamento
da progénie DG x GL2. Estes eventos de contaminacgdo foram detectados inicialmente pela
presenca de alelos diferentes daqueles existentes nos parentais avaliados neste trabalho.
Posteriormente, ao conferir os dados dos experimentos constatou-se que duas destas
arvores foram coletadas por engano no experimento localizado no RS, enquanto uma
arvore do experimento de MG é provavelmente resultante da contaminacéo de pdlen por
ocasido do cruzamento.

Dentre os 76 locos avaliados em sistema multiplex, catorze apresentaram
distorcdo de segregacdo significativa em relacdo ao p-valor obtido no teste de %% ao
empregar o “Critério de Bonferroni” com intervalo de confianga de 95% (Embra 0078,
Embra 0157, Embra 0187, Embra 0197, Embra 0209, Embra 0214, Embra 1320, Embra
1456, Embra 1474, Embra 1688, Embra 1753, Embra 1770, Embra 1934 e Embra 1960).
Estes catorze locos foram descartados das analises de construcdo do mapa genético e de
mapeamento de QTL, por violarem os pressupostos estabelecidos por estes modelos, o que
poderia interferir nos resultados obtidos nas analises. Dos 62 locos que ndo apresentaram
distorcdo de segregacdo significativa, 21 se apresentaram heterozigéticos para ambos 0s
genitores, com a progénie avaliada segregando préximo a proporcao de 1:1:1:1. Outros 33
locos foram informativos somente para o parental hibrido interespecifico, enquanto oito
foram informativos exclusivamente para o genitor E. globulus, todos segregando proximo

a proporcao de 1:1 na progénie.
4.4 CONSTRU(;AO DO MAPA GENETICO

Neste trabalho foi utilizada abordagem proposta por Ritter et al. (1990),
segundo a qual se constroi um Gnico mapa genético para os dois parentais avaliados, que
representara a distribuicdo das marcas moleculares analisadas nos individuos da progénie
avaliada. Os grupos de ligacdo obtidos foram identificados seguindo nomenclatura definida
por Grattapaglia & Sederoff (1994), e adotada na grande maioria dos trabalhos de

mapeamento genético em Eucalyptus.
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Dentre os 62 locos que ndo apresentaram distor¢do de segregagéo significativa,
33 permaneceram desconectados ap0s as analises de mapeamento por ndo propiciarem o
suporte estatistico necessario para definir com seguranca a posi¢do destas marcas no mapa
genético integrado. Destes 33 locos que ndo tiveram suas posic¢Bes definidas, 25 ja haviam
sido mapeados anteriormente nos trabalhos de Brondani et al. (2002; 2006), Lourengo
(2004) e Novaes (2005), e assim, estas marcas puderam ter suas posigdes estimadas nos
grupos de ligacdo formados neste trabalho como marcas acessorias, utilizando as
informacdes disponiveis em literatura (vide Apéndice C).

Utilizando LOD 3 e fragdo de recombinacéo de 0,40, foram obtidos dez grupos
de ligagdo no programa TREEMAP. Ao incluir as informacgdes dos 25 locos que tiveram
suas posicdes estimadas, dois grupos de ligacdo que inicialmente haviam sido mapeados
separadamente foram reunidos e outros trés foram identificados, constituindo um total de
12 grupos de ligacdo. Os grupos de ligagdo 5 e 11 foram compostos exclusivamente por
marcadores que ndo apresentaram ligacao estatistica, enquanto o grupo de ligacdo 9 teve
todos seus locos conectados somente ao incluir informacgdes de quatro locos que haviam
inicialmente permanecidos desconectados nas analises de mapeamento.

Agregando as informacdes disponiveis em literatura, o grupo de ligacdo 10 foi
representado somente por uma Unica marca isolada (Embra 0127), o grupo de ligacdo 11
foi composto por trés locos, os grupos de ligacdo 5 e 8 por quatro locos, 0s grupos de
ligacdo 1, 2, 3, 4, e 8 por cinco locos, os grupos de ligacdo 6 e 7 por seis locos, € no grupo
de ligacdo 9 foram alocados oito locos. O décimo segundo grupo de ligacdo foi composto
somente por duas marcas, que como ndo haviam sido mapeadas em trabalhos anteriores,
permaneceram representadas como um grupo de ligacdo isolado.

A extens&o dos grupos de ligacdo formados deste trabalho variou de 17,3 cM a
174,4 cM, e a maior distancia verificada entre duas marcas (gap) foi de 91,8 cM, situada
no grupo de ligacdo 5, entre os marcadores Embra 0152 e Embra 1722. O comprimento
total do mapa genético integrado obtido foi proximo a 1240 cM, apresentando uma
distdncia média entre marcas de 22 cM. Este mapa genético abrangeu uma cobertura
genbmica de aproximadamente 75% em relagdo ao tamanho do genoma do género
Eucalyptus, estimado por Brondani et al. (2006). O mapa genético integrado dos parentais

avaliados nesta populacdo de mapeamento pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura5. Mapa genético integrado constituido por 54 marcadores SSR genotipados em
uma progénie de 200 irméos completos de E. globulus x hibrido (E. dunnii x E.
grandis). Os locos destacados em vermelho foram alocados como marcas
acessorias, tendo suas posicdes aproximadas estimadas com base em
informacdes disponiveis em outros mapas genéticos de Eucalyptus que
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45 DETECCAO DE QTL

Os 62 marcadores analisados foram testados quanto a ligacdo a QTL através de
analise de variancia, sendo consideradas significativas as associa¢cfes com p-valor inferior
a 0,01 pelo Teste F, nas andlises individuais e conjuntas das arvores amostradas nos
experimentos instalados no RS e em MG. A apresentacdo dos QTL mapeados sera
realizada inicialmente para cada carater avaliado, e posteriormente na discussdo serdo
abordados os efeitos do tamanho da amostragem do experimento de MG nos QTL e
interacdes identificadas envolvendo este ambiente. Conforme descrito na metodologia dos
caracteres quantitativos, nos resultados do mapeamento de QTL serdo apresentados 0s
valores médios de cada um dos caracteres avaliados, sequidos de sua variancia,
representada pela unidade de medida de cada caractere elevada ao quadrado.

Na analise conjunta dos experimentos foram detectados dois locos que
apresentaram interacdo entre QTL e ambientes, sendo um deles para o carater teor de
lignina e outro para rendimento de celulose. Como o carater pilodyn foi mensurado em
apenas um dos experimentos, ndo foi possivel avaliar a interacdo entre QTL e ambientes
para este carater, que apresentou no experimento do RS média de 18,77 mm e variancia de
0,89 mm?® A densidade avaliada por pilodyn foi o Gnico carater que n3o apresentou
associacdo significativa a QTL, enquanto para os demais caracteres foram identificados de
dois a cinco QTL, que serdo apresentados para cada carater individualente adiante.

A representacdo grafica dos QTL significativos foi realizada seguindo o padrdo
adotado para a representacdo de QTL dentro do Projeto Genolyptus, onde os QTL para
cada carater avaliado sdo destacados em relagcdo a todo o mapa genético construido, e ndo
somente nos grupos de ligacdo onde estes se encontram, como comumente realizado nos
trabalhos de mapeamento de QTL. Os valores das médias genotipicas dos locos associados
a QTL podem ser verificados no Apéndice F, enquanto os valores médios das classes
genotipicas dos locos que apresentaram interacdo entre QTL e ambientes encontram-se no
Apéndice G.

A Figura 6 representa a legenda que auxilia na interpretacdo dos mapas
genéticos presentes nas Figuras enumeradas de 7 a 13, onde sdo representados os QTL
significativos para os diferentes caracteres avaliados. Os QTL detectados foram
representados nos mapas genéticos com uma indicacdo hachurada proxima ao loco,

identificada de acordo com a analise onde o QTL foi significativo. Os QTL validos na
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andlise dos dois ambientes em conjunto foram identificados com a cor azul, enquanto os
QTL significativos na analise isolada dos experimentos em cada ambiente foram
representados com a cor verde no experimento do RS e laranja no experimento de MG. Os
locos que apresentaram interacdo entre QTL e ambientes foram representados com a cor

cinza.

e QTL detectado na analise conjunta dos dois ambientes
QTL detectado na analise do experimento do RS

QTL detectado na analise do experimento de MG

QTL com interacdo entre ambientes significativa

Figura 6. Identificacdo dos QTL de acordo com a andlise realizada.

4.5.1 Diametro na altura do peito - DAP

O carater DAP apresentou na progénie avaliada valor médio de 7,84 cm com
variancia de 2,46 cm?, ndo sendo verificada interacdo entre QTL e ambientes. Na anaise do
experimento de MG ndo foram identificados QTL com 99% de confianga, enquanto no
experimento do RS foram verificados dois QTL dentro deste intervalo de confianca.
Também foram detectados dois QTL na analise conjunta dos dois experimentos, sendo que
um destes também foi significativo na analise individual do experimento do RS. Os p-
valores e coeficientes de determinacdo (R?) dos locos com associacdes significativos a
QTL para o carater DAP, encontram-se na Tabela 5, e 0 posicionamento destes locos pode
ser visualizado na Figura 7.

Tabela 5. P-valores e coeficientes de determinagdo dos locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater didmetro na altura do peito (DAP) em pelo
menos uma das analises realizadas.

Conjunto Experimento RS Experimento MG  Interacao

Loco

p-valor R?(%) p-valor R?(%) p-valor R®(%) p-valor
Embra 0042 0,015* 6,73 0,007** 8,82 0,386 11,67 0,187
Embra 1492 0,004** 4,74 0,004** 7,42 0,782 0,36 0,339
Embra 1679 0,006** 7,21 0,018* 7,30 0,019* 35,81 0,202
*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.

Os locos Embra 1492 e Embra 1679 mapeados no grupo de ligacdo 9
apresentaram associacdes a QTL na andlise dos experimentos em conjunto, sendo capazes

de explicar respectivamente 4,7% e 7,2% da variacdo genotipica deste carter na progénie
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avaliada. O loco Embra 1492 também foi significativo para DAP na analise isolada do
experimento do RS, sendo capaz de explicar 7,4% da variacdo genotipica neste ambiente.
O loco Embra 0042 mapeado no grupo de ligacdo 7 também foi significativo no
experimento do RS, sendo capaz de representar quase 9% da variagdo genotipica neste
local. Os locos com associagdo significativa a QTL na andlise conjunta dos dois ambientes
foram capazes de controlar juntos aproximadamente 12% da variacdo genotipica na

progénie, e 16% desta variacdo nos individuos avaliados no experimento do RS.

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5*
0.0 —— embral316 0.0 embral332 0.0 embra0654 0.0 —~— embra0130 0.0 embral990
15.2 ——— embral008 16.4 ~_|— embra0138
22.6 embra0333 18.9 7|~ embra0152
34.1 ——— embra0186
46.6 ——— embra0983 45.2 embral654
63.0 ——— embra0341
66.0 embralé2? g9 embra0195*
81.8 embral656
87.1 ——— embral712* 87.1 ——— embra0332*
95.0 embral722
123.0 ——— embra0213*
*
1335 embra0l3sa™ 46 5 embra0227* GL9 GL10
GL6
160.7 embra0115*
168.7 eg96* 0.0 embral716 0.0 —©— embra0127
12.9 ——{— embral492* [ |
0.0 embral624 GL7 GL8
GL11*
36.5 embra0211
32.0 embra0196 0.0 embra0167* 0.0 embral364
0.0 embra0087
6.1 embra0191
27.8 embra0128 76.1 ——— embral679* B 173 embra0655
68.5 embra0950 375 embra0lld g5 embra1851* GL12
90.4 embral920* 60.7 ——— embral868 113.0 embra0108*
714 embra0340* 0.0 embral033
121.2 embra0646 96.4 embra0117* 93.0 embra0203
150.2 embral578 25.9 embra0809
109.0 ——— embra0042
)
152.3 embra0345* 125.3 embra0139 174.4 embra0653

Figura 7. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater diametro - DAP.
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45.2 Altura

A populacdo de mapeamento avaliada neste trabalho apresentou altura média
de 9,76 m e variancia de 1,42 m?, ndo sendo observada interago significativa entre QTL e
ambientes para este carater. Os coeficientes de determinacdo (R?) e p-valores dos QTL
identificados nestas analises podem ser verificados na Tabela 6, enquanto a representacao
dos QTL significativos para este carater pode ser visualizada na Figura 8.

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5*
0.0 embral316 0.0 embral332 0.0 —~— embra0654 0.0 embra0130 0.0 embral990
15.2 embral008 16.4 ~ |- embra0138
226 embra0333 18.9 — [~ embra0152
34.1 embra0186
46.6 embra0983 45.2 ——— embral654
63.0 embra0341
66.0 embral627 68.9 embra0195*
81.8 ——— embral656
87.1 embral712* 87.1 embra0332*
95.0 embral722
123.0 embra0213*
1335 embra0134* 36 3 LI embran227+
160.7 ——— embra0115*
168.7 eg96*
GL6 GL7 GL8 GL9 GL10*
0.0 —— embral624 0.0 embra0167* 0.0 embral364 0.0 embral716 0.0 —©— embra0127
12.9 ——— embral492*
GL11*
27.8 embra0128
32.0 ——— embra0196
375 embra0119 36.5 embra0211
0.0 embra0087
6.1 embra0191
60.7 embral868
68.5 ——— embra0950 714 embra0340* 17.3 embra0655
76.1 ——— embral679* B
90.4 ——— embral920* 90.3 embral851*
96.4 embra0117* 93.0 embra0203
GL12
109.0 —{—— embra0042
~ 113.0 embra0108*
121.2 ——— embra0646
125.3 embra0139
0.0 embral033
152.3 —— embra0345* 150.2 embral578
259 embra0809
174.4 embra0653

Figura 8. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater altura.
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Nos dois ambientes analisados em conjunto foi identificado somente um QTL.
Da mesma maneira verificada para o carater DAP, o QTL detectado na anélise conjunta
dos dois ambientes também foi significativo na andlise individual do experimento do RS,
onde foram identificados dois QTL significativos, enquanto no experimento de MG néo
foram identificados QTL. O loco Embra 1679 mapeado no grupo de ligagdo 9, apresentou
QTL significativo na andlise conjunta dos dois ambientes e também na analise individual
do experimento do RS, sendo capaz de explicar cerca de 9% da variacdo genotipica predita
em cada uma destas analises. O loco Embra 0042 mapeado no grupo de ligacdo 7, foi
capaz de explicar 8,4% da variacdo genotipica predita para este carater na analise do
experimento do RS. Os locos associados a QTL para o carater altura foram capazes de
explicar juntos aproximadamente 18% da variacdo genotipica predita no experimento do
RS e 9% desta variacdo na analise conjunta dos dois experimentos.

Tabela 6. P-valores e coeficientes de determinacdo para 0s locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater altura em pelo menos uma das analises
realizadas.

Conjunto Experimento RS  Experimento MG  Interagdo

Loco

p-valor R?(%) p-valor R%(%) p-valor R?(%) p-valor

Embra 0042 0,017* 5,28 0,009** 8,38 0,186 17,83 0,113

Embra 1679  0,004** 8,97 0,005** 9,31 0,322 14,37 0,323
*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.

45.3 Volume

Para este carater ndo foi observada interacdo entre QTL e ambientes. O volume
médio verificado nesta progénie aos 3,5 anos de idade foi de 0,03 m*, com variancia de
3x10™ m®. Na analise dos dois ambientes em conjunto foram detectados dois QTL, e da
mesma forma verificada anteriormente para 0s demais caracteres de crescimento, um
destes locos foi significativo para o experimento do RS, enquanto no experimento de MG
ndo foram identificados QTL. Os p-valores e coeficientes de determinacdo observados
nestas andlises podem ser visualizados na Tabela 7, enquanto a representacdo gréfica
destes QTL pode ser verificada na Figura 9.

O loco Embra 1234 apresentou associacéo significativa a QTL na analise dos
dois ambientes em conjunto, mas foi um dos oito locos avaliados que ndo tiveram sua
posicdo determinada no mapa genético integrado construido neste trabalho. O loco Embra
1492 mapeado no grupo de ligacdo 7 apresentou QTL na anélise individual do experimento
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do RS e na analise conjunta dos dois experimentos, sendo capaz de explicar
respectivamente, 7,5% e 4,9% da variagdo genotipica predita nestas analises. Os QTL
identificados na analise conjunta dos ambientes foram capazes de explicar juntos, quase

10% da variacao genotipica desta progénie para o carater volume.

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5*
0.0 embral316 0.0 embral332 0.0 —~— embra0654 0.0 embra0130 0.0 embral990
15.2 embral008 16.4 ~|_|— embra0138
22.6 embra0333 18.9 — [~ embra0152
34.1 embra0186
46.6 embra0983 45.2 ——— embral654
63.0 embra0341
66.0 embral627 68.9 embra0195+
81.8 ——— embral656
87.1 embral712* 87.1 embra0332*
95.0 embral722
123.0 embra0213*
1335 embrad13a” 33 1L embra0227*
160.7 ——— embra0115*
168.7 eg96*
GL6 GL7 GL8 GL9 GL10*
0.0 embral624 0.0 embra0167* 0.0 embral364 0.0 embral716 0.0 —©— embra0127
12.9 — [ |
*
27.8 embra0128 GL11
32.0 embra0196
375 embra0119  36.5 embra0211
0.0 embra0087
60.7 embral868 6.1 embra0191
68.5 embra0950 "
714 embra0340 761 embral679* 173 embra0655
90.4 embral920* 90.3 embral851*
96.4 embra0117 93.0 embra0203
GL12
109.0 embra0042
113.0 embra0108*
121.2 embra0646
125.3 embra0139
0.0 embral033
152.3 embra0345* 150.2 embral578
25.9 embra0809
174.4 embra0653

Figura 9. Mapa representativo do QTL detectado para o carater volume.
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Tabela 7. P-valores e coeficientes de determinacdo dos locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater volume em pelo menos uma das analises
realizadas.

Conjunto Experimento RS Experimento MG  Interacao

Loco

p-valor R?(%) p-valor R?(%) p-valor R?(%) p-valor

Embra 1234 0,006** 4,61 0,012* 4,43 0,291 4,11 0,846

Embra 1492 0,005** 490 0,003** 7,54 0,762 0,43 0,383
*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.

45.4 Densidade basica - DB

Para o carater densidade foram identificados QTL somente nas mensuragdes
realizadas por NIRS, uma vez que nao foram identificados QTL nas mensuracdes
realizadas utilizando pilodyn. Este carater ndo apresentou interac@es significativas entre
QTL e ambientes. O valor médio da densidade estimada por NIRS foi de 457 Kg.m™, com
variancia de 82,42 (Kg.m™)% O Gnico loco que apresentou QTL para o experimento do RS
também foi significativo na analise dos dois ambientes em conjunto, onde foram
identificados dois QTL. No experimento de MG também foram identificados dois QTL,
conforme dados apresentados na Tabela 8 e na Figura 10.

Os locos Embra 0340 e Embra 1624 apresentaram QTL na analise conjunta dos
dois ambientes, e estes locos foram capazes de explicar juntos pouco mais de 17% da
variacdo genotipica predita. O loco Embra 0340 também apresentou QTL na analise
individual do experimento do RS, onde foi capaz de controlar quase 5% da variacdo
genotipica neste ambiente. Os locos Embra 1712 e Embra 1868 apresentaram associacoes
significativas a QTL no experimento de MG, e 0 montante da variacdo genotipica que estes
locos foram capazes de representar foi de quase 100%.

Tabela 8. P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater densidade bésica (DB) em pelo menos uma
das andlises realizadas.

. Conjunto Experimento RS Experimento MG  Interacédo
0co

-valor  R%(%) p-valor R®(%) p-valor R®(%) p-valor
p p p p

Embra0340 0,005** 13,30  0,008** 4,93 0,312 3,65 0,037*
Embra 1624  0,009** 3,80 0,074 2,24 0,018* 15,92 0,193
Embra 1712 0,738 1,50 0,614 4,47 0,004** 62,27  0,025*
Embra 1868 0,403 2,28 0,903 0,58 0,003** 37,65 0,029*

*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.
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Figura 10. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater densidade basica - DB.

455 Teor de lignina total - LigTotal

A media verificada para o carater teor de lignina foi de 23,39% com variancia
de 0,46, sendo identificado um loco que apresentou interagdo entre os dois ambientes
avaliados. A representacdo dos QTL identificados para este carater pode ser visualizada na

Figura 11, enquanto os p-valores e coeficientes de determinacdo (R?) estimados para 0s
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locos onde foram identificados QTL para este carater encontram-se na Tabela 9, logo ap6s

a Figura 11.
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Figura 11. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater teor de lignina -
LigTotal.

Embora os geno6tipos do loco Embra 0191 mapeado no grupo de ligagdo 11

tenham apresentado interacdao entre os dois ambientes avaliados, este loco ndo apresentou

QTL significativo em nenhuma das analises realizadas. Na analise do experimento de MG
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e dos dois ambientes em conjunto foram detectados dois QTL, capazes de explicar
respectivamente 40% e 9% da variacdo genotipica do teor de lignina nestas analises. No
experimento do RS foi detectado somente um QTL, capaz de explicar quase 12% desta
variancia no experimento do RS.

Tabela 9. P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacOes a QTL para o carater teor de lignina (LigTotal) em pelo menos
uma das analises realizadas.

Conjunto Experimento RS Experimento MG  Interagédo

Loco

p-valor R?(%) p-valor R?(%) p-valor R®(%) p-valor
EG 96 0,008** 1,94 0,053 2,71 0,065 12,52 0,116
Embra 0191 0,443 0,04 0,630 1,61 0,099 37,28  0,004**
Embra 0213 0,037* 5,38 0, 009** 11,43 0,183 17,97 0,033*
Embra 1008 0,024* 1,65 0,330 0,75 0,009** 19,55 0,015*
Embra 1627  0,006** 7,12 0,118 1,99 0,009** 19,28 0,038*
*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.

O loco Embra 0213 mapeado no grupo de ligacdo 4, apresentou QTL somente
na andlise individual do experimento do RS, sendo capaz de explicar pouco mais de 11%
da variacdo genotipica neste local. Os locos Embra 1008 e Embra 1627 situados no grupo
de ligacdo 1, apresentaram associacdo a QTL no experimento de MG, sendo que cada um
deles foi capaz de explicar quase 20% da variacdo genotipica predita na analise deste
ambiente. O loco Embra 1627 também apresentou associacdo a QTL na analise conjunta
dos experimentos, capaz de representar cerca de 7% da variacdo genotipica predita nesta
progénie, enquanto o loco EG 96 mapeado no grupo de ligacdo 2 foi capaz de explicar

somente cerca de 2% desta variacdo nesta mesma analise.
4.5.6 Relacéo siringil/guaiacil - rSG

O valor médio observado na relagéo siringil/guaiacil foi 3,26, com variancia de
0,04. Este carater ndo apresentou interacdo entre QTL e ambientes ou QTL significativos
no experimento de MG. Na analise dos experimentos, um QTL foi significativo no
experimento do RS e outro na analise em conjunta dos dois ambientes (Tabela 10). A
representacdo dos QTL identificados para a relacdo siringil/guaiacil pode ser visualizada

na Figura 12.
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Tabela 10. P-valores e coeficientes de determinacdo para os locos que apresentaram
associacOes a QTL para a relacdo sirigil/guaiacil (rSG) em pelo menos uma das
andlises realizadas.

Conjunto Experimento RS~ Experimento MG  Interacdo

Loco . . .
p-valor R“(%) p-valor R°(%) p-valor R°(%) p-valor

Embra 1656  0,022* 5,31 0,008** 8,95 0,967 0,85 0,269
Embra 1990 0,007** 5,30 0,020* 6,73 0,173 14,64 0,757

*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.
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Figura 12. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater relacdo siringil/guaiacil
- 1SG.
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O loco Embra 1656 mapeado no grupo de ligacdo 3 apresentou QTL no
experimento do RS capaz de representar quase 9% da variacdo genotipica predita deste
caréater neste local. O loco Embra 1990 mapeado no grupo de ligacdo 5 apresentou QTL na
analise conjunta dos experimentos, sendo capaz de explicar pouco mais de 5% da variacéo

genotipica da progénie.
4.5.7 Rendimento depurado de celulose - RD

O rendimento de celulose médio nas arvores avaliadas nesta progénie foi 0,55,
com variancia de 0,96. Para este carater foi detectado um QTL com interac&o significativa
entre ambientes e trés QTL na analise conjunta dos experimentos. Na anélise individual
dos experimentos foi detectado um QTL em cada ambiente avaliado. O loco associado a
QTL no experimento de MG também apresentou interacdo significativa entre os dois
ambientes, que serd discutida com maiores detalhes na se¢do 6.3, durante a analise dos
QTL significativos no experimento de MG. Os p-valores estimados para estes QTL se
encontram disponiveis na Tabela 11, e a representacao grafica na Figura 13.

Tabela 11. P-valores e coeficientes de determinagdo para os locos que apresentaram
associacOes a QTL para rendimento depurado de celulose (RD) em pelo menos
uma das andlises realizadas.

Conjunto Experimento RS~ Experimento MG Interacéo

Loco

p-valor R®(%) p-valor R?*(%) p-valor R*(%) p-valor
Embra 1316 0,007** 1,40 0,014* 4,29 0,298 3,37 0,794
Embra 1332  0,004** 2,22  0,004** 5389 0,556 1,17 0,435
Embra 1716  0,008** 3,01 0,025* 4,59 0,149 6,61 0,787
Embra 1868 0,523 2,70 0,223 4,39 0,000** 46,90 0,001**
*: Significativo 0,95; **: Significativo 0,99.

Na analise conjunta dos experimentos os locos Embra 1316, Embral332 e
Embra 1716 apresentaram associagOes significativas a QTL, embora estes locos juntos
sejam capazes de explicar pouco mais de 6% da variagdo genética desta progénie. O loco
Embra 1332 também apresentou associacdo significativa no experimento do RS, sendo
capaz de explicar sozinho cerca de 6% da variacdo genotipica predita neste local. O loco
Embra 1868 que apresentou interagdo significativa entre ambientes, também apresentou
QTL na anélise do experimento de MG, sendo capaz de explicar quase 50% da variacao

genética predita neste local.
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Figura 13. Mapa representativo dos QTL detectados para o carater rendimento depurado
de celulose - RD.

4.6 DISTRIBUICAO DOS QTL

A representacdo dos locos que se apresentaram associados a QTL para todos 0s
caracteres que apresentaram QTL significativos pode ser visualizada na Figura 14. A
representacdo grafica dos QTL identificados para os diferentes caracteres avaliados na
progénie DG x GL2 pode ser visualizada na Figura 14. Os quatro locos que apresentaram
associacao significativa com QTL para os caracteres de crescimento foram responsaveis
pela identificacdo de dez QTL, indicando a existéncia de locos atuando no crescimento das

arvores em diferentes sentidos. Trés dos locos que apresentaram QTL significativos para a
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densidade e o rendimento de celulose, foram localizados nos grupos de ligagéo 7 e 9,

juntamente com os locos significativos para os caracteres de crescimento.

GL3
0.0 embra0654
45.2 embral654
81.8 ——— embral656 W

embra0227*

136.3

GL4

0.0 —— embra0130

34.1 —+— embra0186
63.0 ——— embra0341
87.1 ——— embra0332*

GL5*

D)

0.0 ——— embral990 W

16.4 ~_|- embra0138
18.9 —T [ embra0152

95.0 ——— embral722

123.0 —(7— embra0213* W

GL1 GL2
00— 00—
15.2 ——— embral008 W
22.6 ——— embra0333
46.6 embra0983
66.0 —|—— embral627 W 68.9 —— embrao195*
87.1 embral712* B
133.5 ——— embra0134*
GL6
00— embrai624 m 168.7 —(— €g96
GL7
32.0 embra0196
0.0
68.5 embra0950 27.8
90.4 embral920*
60.7 —
714
121.2 embra0646
96.4
152.3 embra0345* 109.0 U
= QTL para diametro
= QTL para altura
QTL para volume
= QTL para densidade
= QTL parateor de lignina
-

GL9
160.7 embra0115*
n 00—
GL8 12.9 — [ |
211
embra0167* 0.0——embraizea 00 embra0.
embra0128
37.5 ——— embra0119 76.1 — | T |
90.3 embral851*
[ |
embra0340 W 1130 embra0108*
93.0 ——— embra0203
embra0117*
an 150.2 embral578
125.3 ——— embra0139
174.4 embra0653
GL10* GL11* GL12
0.0 —©— embra0127 0.0 embra0087 0.0 embral033
6.1 ——— embra0191 W
17.3 embra0655
25.9 embra0809

QTL para relacéo siringil/guaiacil

QTL para rendimento de celulose

Figura 14. Mapa representativo de todos os locos onde foram identificados QTL para 0s
caracteres avaliados. Os locos foram identificados com cores de acordo com 0
carater associado ao QTL. Os locos que apresentaram QTL para mais de um
carater foram representados com a cor laranja.




83

Trés QTL foram identificados nos grupos de ligacdo 1 e 2, juntamente com
QTL significativos para o teor de lignina. No grupo de ligagdo 1 foram localizados dois
locos associados a QTL para teor de lignina, um para a densidade e outro para rendimento
de celulose. No grupo de ligacdo 2 foram localizados dois QTL, um para rendimento de
celulose e outro para teor de lignina, posicionados em regiGes extremas neste grupo de
ligagéo. O teor de lignina apresentou cinco locos associados com QTL, sendo dois destes
localizados no grupo de ligacdo 1, enquanto os demais se encontram distribuidos nos
grupos de ligacdo 2, 4 e 11. A relacdo siringil/guaiacil apresentou QTL significativos nos
grupos de ligacdo 3 e 5, onde ndo foram verificados QTL para nenhum outro carater.

O posicionamento dos QTL identificados para os caracteres de crescimento
somente em dois grupos de ligacao e situados nos mesmos grupos de ligacdo onde foram
identificados QTL para os caracteres rendimento de celulose e densidade da madeira,
sugerem que os grupos de ligacdo 7 e 9 sdo extremamente relavantes para caracteres

ligados ao crescimento e qualidade da madeira.

47 COMPARACAO ENTRE DIFERENTES PROCESSOS DE
SELECAO DE GENOTIPOS SUPERIORES

Nesta secdo foi realizada a avaliacdo da eficiéncia da SAM, através da
comparacao do processo de selecdo de gendtipos superiores tradicionalmente realizado em
programas de melhoramento genéticos de espécies perenes com base nos valores eBLUP,
com o processo de selecao de arvores com base nos genotipos superiores identificados com
marcadores moleculares. Esta comparacdo foi conduzida incluindo todos os locos que
apresentaram associacao significativa a QTL para seus respectivos caracteres, na analise
dos ambientes isolados e em conjunto.

Nos itens A, B e C da Tabela 12, inicialmente sdo apresentados os valores
médios dos caracteres que apresentaram associagdo a QTL nas diferentes andlises
realizadas, seguidos do nimero de individuos selecionados para todos os QTL descritos
para um determinado carater na referida analise. Em seguida, encontram-se colunas com o
valor meédio dos N melhores individuos, selecionados tanto pelos valores e-BLUP quanto
pela SAM para os QTL identificados, cada qual precedido pelo quanto a média destes
individuos selecionados é superior em relagdo & média geral deste carater na analise em

questdo (Ag %). Na altima coluna é verificada a eficiéncia da SAM em relagéo a selegédo
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com base nos valores eBLUP. InformagOes detalhadas sobre os alelos dos locos que

apresentaram associacdo a QTL encontram-se disponiveis no Apéndice F.

Tabela 12. Simulagdo de selecdo e comparacdo da eficiéncia da SAM para os caracteres
que apresentaram QTL significativos na analise isolada de cada ambiente (A e
B) e conjunta das amostras coletadas nos dois experimentos (C).

A) Experimento RS:

N° Selecdo eBLUP SAM Relacéo
Carater Média Ind. o Ag N° o Ag eBLUP/
Sel. Média ) oTL Média ) SAM
DAP 7,95 26 10,22 28,5 2 8,43 7,5 0,26
Altura 9,66 13 11,52 19,0 2 10,26 6,2 0,33
Volume 0,0353 30 0,0607 71,9 20,0526 49,0 0,68
DB 453,29 30 460,95 1,7 1 458,88 1,2 0,71
LigTotal 23,22 30 22,49  -33 1 23,11 -05 0,15
Rsg 3,32 30 3,55 6,9 1 3,35 0,9 0,25
RD 54,74 30 55,66 1,7 1 5553 1,4 0,82
B) Experimento MG:
N° Selegdo eBLUP SAM Relacédo
Carater Média Ind. o Ag N©° o Ag eBLUP/
Sel. Media (%) QTL Media (%) SAM
DB 472,18 1 490,03 38 2 47423 04 0,11
LigTotal 24,08 12 23,30 -33 2 2361 -2,0 0,61
RD 56,58 18 57,01 0,8 1 56,87 05 0,63
C) Andlise conjunta dos experimentos:
N° Selegdo eBLUP SAM Relacéo
Caréter Média Ind. Media Ag N©° Media Ag eBLUP
Sel. (%) QTL (%) | SAM
DAP 7,84 23 10,41 32,8 2 7,93 1,2 0,04
Altura 9,76 30 11,34 16,2 1 10,48 7,4 0,46
Volume 0,0342 30 0,0623 82,2 10,0468 36,8 0,45
DB 456,98 30 47320 35 2 459,88 0,6 0,17
LigTotal 23,39 30 22,49  -40 2 22,88 -2,2 0,55
rSG 3,26 30 3,55 8,9 1 3,50 7,4 0,83
RD 55,09 29 56,84 3,2 3 5545 0,7 0,22
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O nimero méximo de arvores selecionadas pelos dois métodos de sele¢do ndo
ultrapassou de trinta individuos, valor que corresponde a uma intensidade de selecdo de
15% em relacdo ao tamanho da populacdo de mapeamento avaliada neste trabalho. Com
excessdo do carater pilodyn que ndo apresentou associacdo a QTL, todos os demais
caracteres apresentaram associagdo a QTL em alguma das andlises realizadas (ambientes
isolados ou em conjunto). A relagdo siringil/guaiacil e os caracteres de crescimento nao
apresentaram associacdo a QTL no experimento de MG, enquanto os caracteres densidade,
teor de lignina e rendimento de celulose apresentaram QTL em todas as analises realizadas.

Para o carater densidade, a inclusdo dos dados do experimento de MG junto
aos do RS aumentou de um para dois 0 numero de QTL significativos na analise conjunta
dos dados em relacdo a analise individual do experimento do RS, embora a selecdo
simultanea para estes dois locos tenha reduzido os possiveis ganhos genéticos pela metade
e a eficiéncia da SAM de 71% para 17% entre estas analises. A eficiéncia da SAM para
densidade em MG foi a menor de todas, devido principalmente a selegdo simultanea para
os dois locos que apresentaram QTL significativos neste ambiente ter reduzido o numero
de arvores selecioadas para um anico exemplar, em funcdo do pequeno nUmero de
individuos do cruzamento DG x GL2 que sobreviveram neste ambiente.

Ja para os caracteres teor de lignina e rendimento de celulose, que
apresentaram interacdo entre QTL e ambientes significativa, foi verificada maior eficiéncia
da SAM na analise do experimento de MG em relacdo a analise conjunta dos
experimentos, mesmo havendo um menor nimero de amostras avaliadas neste ambiente. A
inclusdo das amostras de MG na analise conjunta com as do RS proporionou um aumento
na eficiéncia da SAM para o carater teor de lignina e uma reducdo na eficiéncia para o
carater rendimento de celulose, ambas na ordem de aproximadamente quatro vezes em
relacdo a analise isolada do experimento do RS.

O caréater rendimento de celulose apresentou a menor eficiéncia da SAM na
andlise conjunta dos experimentos devido & identificacdo de trés QTL significativos nesta
analise, em detrimento de somente um QTL identificado nas analises isoladas dos
experimentos. No entanto, para o carater teor de lignina foram identificados dois QTL na
analise conjunta dos dados, capazes de proporcionar ganhos genéticos superiores em
relacdo a analise isolada do experimento do RS onde foi identificado somente um QTL.

Para os caracteres de crescimento que ndo apresentaram QTL na analise de
MG, foram verificados dois QTL para cada carater na analise do experimento do RS. O
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aumento do numero QTL significativos no RS somente ndo ocasionou uma redugdo do
namero de &rvores selecionadas para o carater volume, pois proporcionou a selecdo de
trinta arvores para os dois locos. Para os demais caracteres de crescimento avaliados no
RS, bem como para o carater DAP avaliado na analise conjunta dos dois ambientes, a
selecdo simultédnea de gendtipos superiores para mais de um loco restringiu 0 nimero de
arvores selecionadas. A inclusdo dos dados do experimento de MG junto ao do RS reduziu
0 numero de QTL identificados na analise conjunta dos dados dos caracteres altura e
volume. No entanto, esta reducédo na quantidade de QTL identificados para o carater altura
possibilitou a selecdo de uma quantidade maior de individuos na anélise conjunta, o que
possibilitou que os ganhos genéticos nesta andlise fossem superiores em relacdo aos
obtidos na andlise individual do experimento do RS, onde somente treze arvores seriam
selecionadas para os dois QTL identificados neste ambiente.

No carater volume a reducdo do nimero de QTL na andlise conjunta dos
experimentos em relagdo & andlise individual do RS ndo proporcionou aumento da
eficiéncia ou dos ganhos genéticos capazes de serem obtidos, devido aos dois QTL
identificados para este carater no experimento do RS ndo terem restringido 0 montante de
arvores selecionadas. O mesmo padrao foi verificado para o carater DAP, onde a analise do
RS também apresentou uma diferenca aproximadamente 20% superior em relacdo a analise
conjunta dos dados. O carater DAP apresentou dois QTL tanto na analise do RS quanto na
analise conjunta dos experimentos, mas a eficiéncia da SAM foi superior para o
experimento do RS devido aos dois QTL identificados neste ambiente terem restringido
menos 0 montante de arvores capazes de serem selecionadas.

Apesar da SAM apresentar melhores indices de eficiéncia para os caracteres
DAP, volume, densidade e rendimento de celulose na andlise isolada do RS, a eficiéncia da
SAM verificada para o carater DAP foi de somente 26%, engquanto para 0s demais
caracteres ela foi superior a 50%. Os caracteres altura e relagdo siringil/guaiacil
apresentaram melhor eficiéncia na SAM na analise conjunta dos dados, apesar de somente
0 segundo carater ter apresentado eficiéncia acima de 50%. O carater teor de lignina
apresentou maior eficiéncia na SAM na analise isolada do experimento de MG, também
com eficiéncia superior a 50%.

Os ganhos possiveis de serem obtidos para os caracteres avaliados na analise
de MG foram ligeiramente inferiores aos capazes de serem obtidos para estes mesmos
caracteres na analise conjunta dos experimentos. No entanto, a eficiéncia da SAM para este
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ambiente s6 ndo foi superior para o carater densidade, que apresentou diferenca de 0,06.
Para o teor de lignina a eficiéncia da selecdo para os dados de MG foi 0,06 acima a da
selecdo conjunta. Para o carater rendimento de celulose, a relacdo eBLUP/SAM apresentou
eficiéncia superior na analise dos experimentos isolados (0,63 em MG e 0,82 no RS) em
relacdo a andlise conjunta (0,22), indicando que existe possibilidade de utilizar a
informacdo destes QTL para realizar selecdo direcionada para cada um dos ambientes

avaliados, de maneira independente.



5 DISCUSSAO

Nesta se¢do os resultados obtidos neste trabalho serdo comparados com o0s
descritos por outros autores que realizaram trabalhos similares em Eucalyptus, citados na
revisao bibliogréfica. Inicialmente serdo discutidos os perfis dos caracteres quantiativos
analisados, para em seguida serem comentados o processo de constru¢do do mapa genético
integrado os efeitos do tamanho da amostra do experimento de MG nos QTL e interacdes
identificadas envolvendo este local, que foram abordados separadamente. Posteriormente
sera realizada uma validacdo dos QTL identificados nas analises de mapeamento através da
comparacdo com QTL descritos por outros autores. Antes de concluir foram realizadas
algumas consideracGes sobre a aplicagdo da SAM em programas de melhoramento
genético florestal.

5.1 CARACTERES QUANTITATIVOS

5.1.1 Coeficiente de variacdo do erro experimental - CVe

O coeficiente de variacdo do erro experimental € uma medida que indica o
quanto o delineamento das estruturas experimentais em campo foi eficiente na captacdo de
um montante da variancia total observada (estruturas de superblocos e bloquinhos neste
caso). Com excec¢do do carater DAP avaliado no experimento do RS que apresentou CVe
de 0,21, todos os demais caracteres avaliados nos dois experimentos apresentaram CVe
abaixo de 0,15, o que caracteriza que as estruturas experimentais foram bem definidas nos
experimentos de campo (Tabelas 2 e 3). Os valores superiores dos CVe verificados para 0s
caracteres de crescimento em relacdo aos avaliados por NIRS, provavelmente sao
decorrentes dos erros inerentes ao método de avaliacdo, que estdo mais sujeitos a presenca
de imprecisbes durante o processo de coleta de dados em campo.

Os CVe dos caracteres de crescimento apresentaram uma tendéncia entre os
dois ambientes, sendo observado valores superiores para o experimento do RS em relagao
ao de MG. Ja os caracteres de qualidade da madeira estimados por NIRS, apresentaram
CVe de pequena magnitude e idénticos entre os experimentos do RS e de MG para cada
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carater avaliado. Acredita-se que esta coincidéncia entre os valores dos CVe para estes
caracteres sejam decorrentes das curvas de calibragdes utilizadas para estimar o0s
parametros por NIRS, uma vez que foram utilizadas as mesmas curvas de calibracdo para
avaliar as amostras de madeira coletadas nos dois locais. O baixo valor do CVe para 0s
caracteres avaliados por NIRS é um indicativo de que embora as curvas de calibracdes
utilizadas ndo sejam as melhores possiveis de serem ajustadas, elas foram eficientes no
sentido de permitir que as estruturas experimentais captassem o0 maximo possivel da
variacdo experimental destes caracteres, contribuindo para a reducdo do coeficiente de

variacgdo do erro experimental (CVe).

5.1.2 Contribuicéo relativa das fontes de variancia na expressdo dos caracteres

Ao analisar a contribuicdo relativa das fontes de variancia na expressdo dos
caracteres de crescimento na Figura 2, verificam-se similaridades entre os diferentes
componentes para cada um dos trés caracteres de crescimento avaliados nos dois
ambientes. Ja os caracteres estimados por NIRS apresentados na Figura 4 néo
apresentaram padrdes similares para os componentes ambientais e de controle local entre
0s dois experimentos.

A influéncia relativa do componente de variagdo ambiental na expressao dos
caracteres de crescimento apresentou diferenca entre os dois ambientes de no maximo
0,08, enquanto para os caracteres avaliados por NIRS esta diferenca chegou a até 0,40 para
um mesmo carater entre os dois ambientes. Dentre os caracteres avaliados por NIRS
somente a relacéo siringil/guaiacil apresentou valores semelhantes para 0 componente de
variacdo ambiental entre os dois experimentos, com diferenca de apenas 0,04. A influéncia
relativa do componente de variagdo ambiental na expressdo dos caracteres avaliados no
experimento do RS variou de 0,26 a 0,55, enquanto no experimento de MG os valores
deste componente variaram entre 0,31 e 0,85.

Conforme apresentado nas Figuras 2, 3 e 4, mesmo para 0S caracteres que
consideraram as estruturas de bloquinhos dentro de superblocos significativas (Tabela 1), o
componente de controle local apresentou de maneira geral pequeno efeito na captacéo de
uma parcela da variancia total. Somente para o carater densidade no experimento do RS e
para a relagdo siringil/guaiacil no experimento de MG, o controle local conseguiu captar
uma parte considerdvel da variacdo observada (acima de 0,40). Para os caracteres
rendimento de celulose e relacdo siringil/guaiacil no experimento do RS, e para o carater
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teor de lignina em MG, os fatores de controle local ainda conseguiram captar uma boa
parte da variancia observada (entre 0,10 e 0,25). Para os demais caracteres avaliados por
NIRS e todos os caracteres de crescimento, independente de considerarem as estruturas de
bloquinhos dentro de superblocos significativas ou ndo, o0 montante da variancia total que
estas estruturas juntas conseguiram captar ndo chegou a 0,10.

O desejavel seria que os componentes de controle local (estruturas de blocos e
bloquinhos) captassem o maximo possivel da variancia presente nos caracteres avaliados,
reduzindo a influéncia do componente ambiental devido a existéncia de fontes de variancia
associadas a estrutura experimental. Este cenario levaria tanto a um aumento da preciséo
experimental (CVe), quanto das estimativas da contribuicdo do componente genético na
expressao dos caracteres avaliados, incluindo os efeitos que os QTL identificados seriam
capazes de explicar. No entanto, embora os fatores de controle local tenham captado
somente uma pequena parte da variancia na maioria dos caracteres avaliados nos dois
ambientes, estes fatores foram significativos para todos os caracteres avaliados, pois pelo
menos a estrutura de superblocos esteve presente nos modelos mistos selecionados para

predizer os valores genotipicos (eBLUP) destes caracteres (Tabela 1).
5.1.3 Coeficientes de herdabilidade - h?

Os valores dos coeficientes de herdabilidade estimados para os caracteres de
crescimento foram similares entre os dois locais e compativeis com valores existentes em
literatura, conforme serdo apresentados a seguir. Dentre os caracteres avaliados por NIRS,
o teor de lignina e a densidade apresentaram coeficientes de herdabilidade similares entre
os dois ambientes, engquanto os coeficientes de herdabilidade dos caracteres rendimento de
celulose e relacgdo siringil/guaiacil apresentaram valores diferenciados, sendo verificados
valores superiores no experimento do RS em relagdo aos de MG para estes caracteres.
Segundo Paula (1995), as estimativas de herdabilidade obtidas sempre estdo associadas aos
erros presentes nas estimativas das variaveis, e por isso, estas somente fornecem uma
indicacdo relativa do controle genético do carater, ndo devendo ser interpretada como valor
absoluto ou invariante.

De acordo com Cornelius (1993), em espécies florestais a herdabilidade de
caracteres ligados ao crescimento como DAP, altura e volume variam entre 0,1 e 0,3.
Segundo Resende (2001), os coeficientes de herdabilidade no sentido restrito de

caracteristicas ligadas ao crescimento apresentam valores proximos a 0,30, enquanto Tolfo
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et al. (2005) estimaram os coeficientes de herdabilidade no sentido amplo em 0,69, 0,48 e
0,70, respectivamente para os caracteres DAP, altura e volume. Os valores dos coeficientes
de herdabilidade no sentido amplo obtidos nas analises dos experimentos avaliados neste
trabalho foram semelhantes aos descritos por Tolfo et al. (2005), sendo que os valores
médios entre os dois ambientes foram de 0,63 para os caracteres DAP e altura, e 0,50 para
0 volume.

O carater densidade avaliado por pilodyn apresentou coeficiente de
herdabilidade praticamente idéntico ao descrito em um trabalho onde este carater foi
avaliado em um experimento contendo varias populagdes de Eucalyptus (Bouvet, 1995). O
autor estimou a herdabilidade do carater densidade mensurado com pilodyn em torno de
0,40, enquanto o valor verificado para este carater neste trabalho foi de 0,39. No entanto, a
densidade que é considerada um carater de alta herdabilidade (Ribeiro & Filho, 1993),
apresentou neste trabalho coeficientes de herdabilidade proximos a 0,10 para os dois locais
onde a progénie foi avaliada com NIRS, valores diferenciados em relagdo aos descritos em
literatura. Grattapaglia et al. (1996) consideraram em seu trabalho de mapeamento de QTL
a herdabilidade do carater densidade entre 0,5 e 0,7, enquanto Tolfo et al. (2005)
estimaram a herdabilidade no sentido amplo do carater densidade em 0,56.

Os coeficientes de herdabilidade do carater teor de lignina apresentaram
valores muito proximos entre os dois ambientes avaliados neste trabalho, sendo estimado
em 0,46 no experimento do RS e em 0,44 no experimento de MG. Garcia (1998) e Tolfo et
al. (2005) ao avaliar experimentos independentes onde foram realizadas andlises fisico-
quimicas da madeira, estimaram a herdabilidade no sentido amplo do carater teor de
lignina em 0,84. Para a relagdo siringil/guaiacil ainda n&o haviam sido descritos
estimativas de herdabilidade, e no presente trabalho foram verificados valores distintos
entre os dois experimentos (0,42 no RS e 0,28 em MG).

Embora o carater rendimento de celulose também tenha apresentado valores
diferenciados nas estimativas de herdabilidade entre os dois experimentos (0,16 em MG e
0,35 no RS), estes valores foram aproximados em relacdo a outros ja descritos em
literatura. Demuner & Bertolucci (1992), citados por Grattapaglia et al. (1996), estimaram
a partir de avaliagdes fisico-quimicas a herdabilidade do carater rendimento depurado de
celulose em 0,20, valor proximo ao valor médio verificado entre os dois ambientes neste
experimento (0,25). No entanto, Tolfo et al. (2005) ao realizar avalia¢des fisico-quimicas
de diferentes progénies, estimaram a herdabilidade no sentido amplo deste carater em 0,86.
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A coincidéncia dos valores dos coeficientes de herdabilidade verificada para os
caracteres densidade e teor de lignina entre os dois ambientes, é um indicativo da boa
qualidade das estimativas obtidas para os caracteres avaliados com NIRS. No entanto,
acredita-se que as diferencas entre os coeficientes de hedabilidade verificados neste
trabalho para estes caracteres com 0s descritos por outros autores, também tenham origem
nas curvas de calibrac6es utilizadas na obtencdo de pardmetros utilizando esta tecnologia.

As curvas de calibragdes utilizadas para estimar os caracteres relacionados com
a qualidade da madeira no Projeto Genolyptus nao se encontram perfeitamente otimizadas
para cada condicdo experimental onde estes caracteres foram avaliados. Este desajuste
pode levar a uma superestimativa do efeito do componente ambiental na expressdo dos
caracteres avaliados com esta tecnologia, reduzindo o efeito do componente genético na
expressao dos caracteres avaliados. As curvas de calibracBes utilizadas no Projeto
Genolyptus se encontram em fase de ajuste, para que futuramente possam ser obtidas
estimativas mais precisas para parametros mensurados em diferentes ambientes com

tecnologia NIRS (Coelho, comunicacao pessoal).
5.1.4 Correlagdes entre caracteres quantitativos - ryy

Observou-se uma tendéncia para os caracteres que apresentaram correlacdes
significativas nos dois conjuntos de dados, de que os valores observados nas correlacdes
fenotipicas foram superiores em relacdo aos verificados nas correlaces genotipicas, tanto
para os caracteres de crescimento quanto para os avaliados com NIRS. Para as correlacfes
reciprocas envolvendo o carater pilodyn foi verificado o inverso, sendo observados valores
superiores nas correlagdes genotipicas em relagéo as fenotipicas.

De acordo com Rocha et al. (2008), entre os caracteres de crescimento sdo
esperadas correlagcdes elevadas e positivas. Neste trabalho os caracteres de crescimento
(DAP, altura e volume) apresentaram correlacdes fenotipicas e genotipicas positivas e
acentuadas, acima de 0,8. Novaes (2006) verificou correlagéo fenotipica de 0,72 entre DAP
e altura. No entanto, estas correlacdes elevadas ndo necessariamente indicam a existéncia
de genes de efeito pleiotropico controlando estes caracteres, pois estes caracteres sao
extremamente relacionados entre si. De acordo com Breseguelho (comunicagéo pessoal), o
conceito de pleiotropia é melhor aplicado para caracteres ndo diretamente relacionados

entre si, tal qual sdo os caracteres de crescimento.
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Dentre os caracteres de crescimento somente o carater altura apresentou
correlacdo genotipica com as propriedades da madeira estimadas por NIRS, sendo todas
elas de intensidade fraca e em torno de 20%. No entanto, este resultado indica que é
possivel se obter pequenos progressos genéticos para as propriedades da madeira através
da selecdo indireta para a variavel de crescimento altura.

Para os caracteres avaliados por NIRS, Rocha et al. (2008) descrevem que
correlagbes acentuadas e negativas entre o rendimento de celulose e o conteddo de
extrativos ou o teor de lignina insolavel, indicam boa qualidade nos dados e curvas de
calibragbes utilizadas para mensurar estes caracteres. Barrichelo et al. (1983), Perez
(2002), Novaes (2006) e Tolfo et al. (2005) reportaram em seus estudos correlagdes
fenotipicas negativas entre rendimento de celulose e teor de lignina. No presente estudo a
correlacdo fenotipica entre o rendimento de celulose e o teor de lignina foi negativa e de
intensidade moderada (préxima a -0,50), embora esta correlagdo ndo tenha sido verificada
para 0 conjunto de dados genotipicos. De maneira contréria, a correlacdo entre o
rendimento de celulose e a relacdo siringil/guaiacil foi significativa somente para os dados
genotipicos, também se apresentando negativa e de pequena magnitude (préxima a -0,25).
Conforme esperado foram verificadas correlagdes robustas e negativas entre o teor de
lignina e a relag&o siringil/guaiacil, sendo verificados valores negativos e superiores a 0,50
nos dois conjuntos de dados. O teor de lignina ainda apresentou no experimento do RS
correlacdes positivas e de pequena magnitude com a densidade avaliada por pilodyn, sendo
verificados valores genotipicos e fenotipicos inferiores a 0,20.

Verhaegen et al. (1997) verificaram em seu trabalho no qual foi avaliado uma
progénie de hibridos interespecificos, correlagbes significativas e positivas entre 0s
caracteres de crescimento e a penetracdo da haste do pilodyn, e negativas entre os
caracteres de crescimento e a densidade estimada com ensaios mecanicos. Dean et al.
(1990) observaram em E. globulus correlagédo de 0,93 entre pilodyn e densidade avaliada
com testes mecanicos. O carater densidade avaliado por pilodyn neste trabalho apresentou
correlagbes fenotipicas e genotipicas positivas significativas e de intensidade moderada
com os carateres de crescimento (todas proximas a 0,50), embora ndo se tenha verificado
correlagdes significativas com a densidade estimada por NIRS.

Estes resultados fundamentam a hipoOtese de que quanto maior a taxa de
crescimento de uma arvore, menor serd a densidade de sua madeira, e quanto menor a

densidade, maior sera a penetracdo da haste do pilodyn. No entanto, os resultados obtidos
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neste trabalho concordam com os apresentados no trabalho de Novaes (2006), que ao
avaliar uma progénie de hibridos interespecificos também ndo verificou correlacdes
significativas entre pilodyn e densidade.

Existem duas hipoteses, ndo mutuamente excludentes, que podem explicar 0s
resultados verificados nas correlagcbes envolvendo o caréter densidade avaliado por
pilodyn. A primeira é de que a regido do tronco avaliada por este equipamento ndo é
representativa em relacdo a densidade da tora, uma vez que a densidade apresenta variacao
ao longo do tronco de uma mesma arvore, o que possibilita que sejam obtidos valores
diferenciados de acordo com a regido do tronco na qual o operador do equipamento
realizou a medida. A segunda é de que este equipamento ndo € eficiente na mensuracao da
densidade de todas as espécies do género Eucalyptus, sendo mais preciso na estimativa da
densidade das espécies que possuem casca delgada em relacdo as espécies que possuem
casca espessa.

Estas particularidades entre as diferentes espécies de Eucalyptus podem
explicar os efeitos das mensuracdes realizadas com este aparelho serem significativas para
algumas espécies e independentes para outras, e também a dificuldade em se obter
correlagbes consistentes em progénies de hibridos interespecificos, onde uma Unica
progénie pode segregar para diferentes fenotipos. Progénies hibridas podem apresentar
variabilidade superior para o carater espessura da casca em relacdo as progénies obtidas a
partir do cruzamento de individuos de uma mesma espécie, que aliado com a imprecisao
inerente as dificuldades operacionais deste equipamento, dificulta a obtencdo de dados
consistentes nas mensurages realizadas utilizando o equipamento pilodyn.

A densidade avaliada por NIRS apresentou correlacdes fenotipicas e
genotipicas com a relacdo siringil/guaiacil, embora a fenotipica tenha se apresentado
positiva e acentuada (ryy = 0,50), enquanto a genotipica foi negativa e com o valor mais
proximo do limite de significancia dentre todas as correlagdes genotipicas significativas
verificadas neste trabalho (r. = - 0,17). Novaes (2006) tambem verificou nos caracteres
avaliados por NIRS em seu trabalho correlagGes fenotipicas positivas entre a densidade e a
relacéo siringil/guaiacil (ry, = 0,16) e entre a densidade e o diametro (r.y = 0,26). Ainda
foram verificadas correlacbes genotipicas negativas e de pequena magnitude entre a
relacdo siringil/guaiacil com o rendimento de celulose e a densidade (préximas a -0,20), e
também correlagcBes positivas entre a densidade com os caracteres teor de lignina e

rendimento de celulose.
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Conforme comentado anteriomente, embora as curvas de calibragdo NIRS néo
estejam perfeitamente ajustadas para cada ambiente onde os experimentos foram avaliados,
algumas das correlacdes verificadas entre os caracteres avaliados, juntamente com 0s
resultados verificados nas analises dos experimentos, indicam que as estimativas obtidas

por NIRS no Projeto Genolyptus foram confiaveis.

5.2 CONSTRUCAO DO MAPA GENETICO

5.2.1 Distorcao de segregacao

Dentre os 76 locos avaliados, 18% (14 locos) apresentaram distorcdo de
segregacdo significativa com um nivel de significancia de 5% para o Critério de
Bonferroni, e estes locos foram excluidos das analises de mapeamento. Varios autores que
construiram mapas genéticos descrevem em seus trabalhos que a taxa de locos que
apresentam distorcdo de segregacao significativa pode variar de acordo com a natureza do
polimorfismo detectado pelos marcadores moleculares utilizados (dominante ou
codominante), e também de acordo com o tipo de cruzamento avaliado.

Em Eucalyptus sdo verificados percentuais de distorcdo superiores nos
cruzamentos interespecificos em relacdo aos cruzamentos intraespecificos. No entanto, ao
analizar os dados deste e de outros trabalhos, verifica-se que a taxa de locos que
apresentam distorcdo de segregacdo significativa também € afetada pelo processo de
screening de primers, onde os mais informativos sdo selecionados e os que amplificam
regides inespecificas ou ndo informativas sdo descartados, conforme sera discutido a
sequir.

Marques et al. (1998), ao analisarem uma progénie de hibridos interespecificos
obtida do cruzamento entre as espécies E. tereticornis e E. globulus com marcadores
AFLP, observaram 15% dos locos avaliados com distor¢do de segregacéo significativa,
percentual semelhante ao verificado neste trabalho. Os mapas genéticos construidos por
Myburg et al. (2003), utilizando marcadores AFLP, apresentaram cerca de 30% e 26% dos
locos com distor¢do de segregacdo para os parentais E. globulus e E. grandis, valores
acima do observado neste trabalho.

Os mapas genéticos de Gan et al. (2003) construidos com base em marcadores
RAPD avaliando uma progénie hibrida entre as espéecies E. urophylla e E. tereticornis,

apresentaram cerca de 15% e 35% das marcas avaliadas para estes parentais com distor¢édo



96

de segregacdo significativa, valores com média superior ao percentual verificado neste
trabalho. Nos trabalhos destes autores nédo existem relatados sobre a realizagdo de
processos de selecdo de marcas informativas.

Grattapaglia & Sederoff (1994) selecionaram dentre 305 primers RAPD
disponiveis, 151 para amplificar as marcas utilizadas na contrucdo de seus mapas
genéticos, observando distorcdo de segregacdo em somente 10 marcas polimorficas para
cada parental, equivalente a menos de 4% das marcas avaliadas. Thamarus et al. (2002) ao
avaliarem uma progénie pura de E. globulus, identificaram apenas duas marcas com
distorgdo de segregacgdo significativa, dentre as 249 avaliadas com diferentes tipos de
marcadores moleculares. Nos trabalhos descritos acima e também nos de Brondani et al.
(1998; 2002; 2006) e Agrama et al. (2002), foi realizado um intenso processo de selecdo de
marcas informativas, e por este motivo ndo sdo relatados os percentuais de locos que
apresentaram distorcao de segregacao.

Assim, embora o percentual de locos que apresentaram distor¢éo de segregacao
verificado neste trabalho (18%) tenha sido superior ao de alguns outros citados na
literatura, podemos considerar que ele foi dentro do esperado em um trabalho onde foi
realizado um processo rigoroso de selecdo de locos SSR informativos, para avaliar uma
progénie obtida do cruzamento de um genitor hibrido interespecifico (E. dunnii x E.
grandis), com uma outra espécie pura (E. globulus). Conforme os dados de polimorfismo
dos 62 locos que ndo apresentaram distorcdo de segregacao significativa na progénie DG X
GL2 (Apéndice C), verifica-se que o genitor hibrido foi polimérfico para 87% das marcas
avaliadas, apresentando polimorfismo quase duas vezes superior em relagdo ao genitor
puro de E. globulus, que foi polimdrfico somente para 47% dos locos avaliados.

Estes resultados concordam com os resultados obtidos por Cervera et al. (2000)
e Bison et al. (2007), que indicam a existéncia de polimorfismo superior em populagdes
hibridas em relacdo as populagdes originadas do cruzamento de parentais da mesma
especie. Como a estratégia de pseudo-cruzamento teste utiliza o polimorfismo presente
dentro de cada genitor para mapear QTL, o polimorfismo presente no genitor hibrido é
capaz de representar os QTL existentes nas espécies E. dunnii e E. grandis, que deram

origem ao parental hibrido avaliado neste cruzamento.
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5.2.2 Mapa genético integrado

A natureza codominante e multialélica dos marcadores SSR aumenta o poder
de deteccdo de polimorfismos relevantes para a construcdo de mapas genéticos em espécies
florestais (Grattapaglia & Sederoff, 1996). Além disso, os marcadores SSR apresentam
altas taxas de transferibilidade entre espécies do mesmo género (Brondani et al., 2002),
permitindo que grupos de ligacdo mapeados em diferentes cruzamentos possam ser
facilmente relacionados. Os grupos de ligacdo formados apresentaram consisténcia com 0s
verificados nos mapas genéticos construidos também utilizando marcadores SSR nos
trabalhos de Brondani et al. (2002; 2006), Missiagia (2005), Novaes (2006), e outros trés
ainda ndo publicados, construidos no ambito do Projeto Genolyptus.

Devido aos trabalhos de Brondani et al. (1998; 2002; 2006) estarem avaliando
pela primeira vez pares de primers SSR com alto contetdo informativo, da mesma forma
que ndo foram descritos os percentuais de locos que ndo amplificaram alelos
adequadamente, ndo sdo relatados nestes trabalhos os percentuais de locos que
permaneceram desconectados apds as analises de mapeamento. Aplicando os critérios de
LOD 3 e fracdo de recombinagdo de 0,40 foram obtidos grupos de ligacdo consistentes
com os trabalhos descritos por outros autores, embora quase metade dos locos avaliados
(33) ndo ter apresentado suporte estatistico para ligacdo na analise de mapeamento.
Utilizando informacGes disponiveis em outros mapas onde alguns destes locos foram
avaliados, 75% destes locos (25) tiveram suas posicdes estimadas no mapa genético
integrado construido neste trabalho. Este mapa integrado foi composto por 12 grupos de
ligagdo, com comprimento total de 1240 cM e distdncia média entre marcas de 22 cM, nao
sendo inclusos os marcadores que apresentaram distorcdo de segregacéo significativa.

Nos trabalhos de Missiagia (2005) e Novaes (2006) foram utilizados
exclusivamente marcadores SSR para a constru¢do de mapas geneticos e mapeamento de
QTL para caracteristicas de crescimento e qualidade da madeira em Eucalyptus. Os
trabalhos destes autores apresentaram grande diferenga com relagéo o percentual de locos
que apresentaram distor¢do de segregacdo significativa, e a inclusdo destes locos nas
analises de mapeamento, tiveram influéncia nos valores de LOD que precisaram de ser
utilizados nas analises de mapeamento, para se obter uma quantidade de grupos de ligacao

compativel com os existentes no género Eucalyptus.
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Missiagia (2005) identificou 70% dos locos com distor¢cdo de segregacdo
significativa e ndo os excluiu das analises de mapeamento. Este autor teve de utilizar LOD
score 10 e fracdo de recombinacéo de 0,40 para separar 0s 169 locos SSR avaliados em 11
grupos de ligacdo, permanecendo cerca de 8% dos locos avaliados desconectados apos as
andlises de mapeamento. Novaes (2006), aplicando a Protecdo de Bonferroni com um nivel
de significancia de 5%, verificou que entre 235 locos SSR avaliados em seu trabalho,
somente 4% apresentaram distorcdo de segregacdo significativa. Este autor excluiu estes
locos das analises de mapeamento e utilizou LOD 4 com fracdo de recombinacdo de 0,35
para separar os locos polimdrficos para os parentais de sua progénie em 11 grupos de
ligagéo, onde somente um marcador permaneceu desconectado em relagéo aos demais.

Myburg et al. (2003), utilizando LOD 10 e 12, obtiveram 11 grupos de ligacédo
nos mapas construidos para cada um dos parentais analisados em seu trabalho, com
cobertura genémica acima de 95%, e distancia média entre marcas proxima a 10 cM. Estes
autores ndo retiraram os marcadores com distor¢do de segregacdo significativa das analises
de mapeamento, e 0 numero de marcas AFLP que permaneceram desconectadas apds as
analises de mapeamento foi 4. Dentre os 227 marcadores RAPD e RFLP avaliados no
trabalho de Agrama et al. (2002), 26% permaneceram desconectados apds as analise de
mapeamento e foram descartados das analises de mapeamento, que utilizou LOD 3 para
separar 0s 11 grupos de ligacdo de um cruzamento puro de E. camaldulensis.

Os mapas genéticos de Eucalyptus construidos por Grattapaglia & Sederoff
(1994) utilizaram LOD 5 e fracdo de recombinacdo de 0,25 para agrupar mais de 500
marcas RAPD, obtendo 14 grupos de ligacdo no genitor E. grandis e 11 grupos de ligacao
no genitor E. urophylla. Apds as analises de mapeamento, 4,5% das marcas avaliadas
permaneceram desconectadas em relagcdo aos grupos de ligagéo obtidos, valor inferior ao
verificado neste trabalho. No trabalho de Gan et al. (2003), onde também foram utilizados
em média 250 marcadores RAPD na constru¢cdo dos mapas genéticos para 0s parentais
avaliados em seu cruzamento, cerca de 16% dos locos permaneceram desconectados apds
as analises de mapeamento, valor préximo ao verificado neste trabalho.

Marques et al. (1998), utilizando LOD 5 e fracdo de recombinacgéo de 0,25,
identificaram 14 e 16 grupos de ligacdo para os parentais E. tereticornis e E. globulus
avaliados em seu trabalho. Os mapas genéticos construidos por estes autores apresentaram
comprimento médio proximo a 950 cM, enquanto a taxa de locos que permaneceram

desconectados apds as analises de mapeamento foi de aproximadamente 5%. A cobertura
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gendmica verificada no presente trabalho foi superior em relagdo a do trabalho citado
anteriormente neste paragrafo, mesmo tendo sido avaliado um menor nimero de marcas
que estes autores citados. Este fato indica que os locos SSR avaliados neste trabalho
encontram-se bem distribuidos ao longo do genoma das espécies envolvidas neste
cruzamento.

Thamarus et al. (2002), utilizando diferentes classes de marcadores, obtiveram
um mapa genético integrado para uma progénie de E. globulus com caracteristicas
similares as observadas neste trabalho de mapeamento. No mapa destes autores foram
obtidos 12 grupos de ligagdo apresentando uma cobertura de 1375 cM, valores préximos
aos verificados no presente trabalho. No entanto, ao comparar o nimero de locos utilizados
nas analises de mapeamento destes autores com o presente trabalho, verifica-se que a
distancia média entre marcas € relativamente proporcional ao nimero de locos analisados.
Estes autores avaliaram 249 marcas moleculares, obtendo distancia média entre marcas de
6 cM, enquanto que os 62 locos mapeados neste trabalho apresentaram distancia média
entre marcas proxima a 22 cM, grandezas inversamente proporcionais na ordem de
proximadamente quatro vezes.

Embora o nimero de grupos de ligacdo descritos nos trabalhos de diferentes
autores apresentem pequenas variagoes, a obtencdo de 12 grupos de ligacdo no programa
TREEMAP empregando LOD 3 e fracdo de recombinacdo de 0,40 foi confiavel e
representativa, em um trabalho onde foram avaliados poucos locos e os marcadores que
apresentaram distorcao de segregacdo significativa perante a Protecdo de Bonferroni foram
descartados. A alocacdo das marcas que permaneceram desconectadas nas andlises de
mapeamento, utilizando dados de outros mapas genéticos, se fez necessaria devido a
guantidade pequena de locos avaliados, e ao fato de que alguns dos locos inéditos se
conectaram a outros locos ja mapeados anteriormente, que também haviam permanecido
desconectados inicialmente.

Desta forma, acredita-se que se tivesse sido possivel avaliar um maior niUmero
de locos, menos marcas iriam permenecer desconectadas nas analises de mapeamento,
devido ao aumento da saturagdo do mapa genético integrado construido reduzir a distancia
média entre as marcas avaliadas. Mesmo assim, a constru¢cdo de um mapa genético
integrado para a progénie segregante proporcionou obter uma cobertura genémica superior
em relacdo a construcdo de mapas genéticos individuais para cada um dos parentais

avaliados.
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5.3 EFEITO DO TAMANHO DA AMOSTRA DO EXPERIMENTO DE
MG NOS QTL E INTERACOES IDENTIFICADAS

Os QTL identificados no experimento de MG e os locos que apresentaram
interacdo entre QTL e ambientes serdo discutidos a parte nesta secdo, pois o alto indice de
mortalidade que ocorreu neste ambiente teve influéncia direta na magnitude dos QTL
identificados e na significancia das interagOes envolvendo este local. O efeito diferencial
entre os alelos mapeados na andlise conjunta e individual dos ambientes para os locos que
apresentaram interacdo entre ambientes significativa pode ser visualizado na Figura 15,
enquanto informagdes detalhadas destes locos encontram-se no Apéndice G.

De acordo com Resende & Duarte (2007), o erro amostral reduz na medida em
que se aumenta o tamanho da amostra. Desta forma, devido ao reduzido namero de
amostras avaliadas no experimento de MG, os QTL identificados nas analises isoladas
deste local possuem maior erro em suas estimativas. Os erros ocasionados em virtude do
pequeno numero de amostras avaliadas neste ambiente podem ser verificados tanto no
processo de declaracdo de um QTL como significativo, quanto na estimativa do montante
da variabilidade que um QTL qualquer pode ser capaz de explicar (R?).

O efeito da amostra reduzida no experimento de MG foi mais acentuado de
acordo com o aumento do grau de polimorfismo dos locos SSR avaliados. Para um tipo de
cruzamento onde os dois parentais podem ser heterozigotos em alguns locos, € possivel
gue a progénie segregue para até quatro classes genotipicas diferentes. Devido a progénie
DG x GL 2 ter apresentado somente 48 &rvores sobreviventes até os quatro anos de idade
no experimento de MG, o nimero médio de individuos que seriam esperados para
representar um loco que apresente quatro classes genotipicas neste ambiente seria de 12
individuos. Este tamanho de amostra inicial sem davida j& seria pequeno para se realizar
mapeamento de QTL com elevada confiabilidade, e o numero final de amostras validas
eventualmente ainda pode ser reduzido devido a falhas podem ocorrer durante o processo
de producéo de dados fenotipicos e moleculares.

Para os locos onde apenas um dos parentais se apresente polimdrfico, é
esperado que uma progénie de 48 individuos segregue para duas classes genotipicas, com
24 individuos em média em cada uma delas. Este montante de individuos nas classes
genotipicas ja permite que o melhorista considere a magnitude dos efeitos destes QTL (R?)
mais factiveis, mesmo com eventuais falhas que possam ocorrer durante o processo de

obtencéo de dados.
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Figura 15. Efeito diferencial entre os genotipos dos locos que apresentaram interagcdo
entre QTL e ambientes. A, B e C: Efeito diferencial entre as classes genotipicas
do loco Embra 0191, que apresentou interacdo entre QTL e ambientes para o
carater teor de lignina. D, E e F: Efeito diferencial entre as classes genotipicas
do loco Embra 1868, que apresentou interacdo entre QTL e ambientes para o
carater rendimento de celulose.
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Conforme apresentado nos resultados e disponibilizado de maneira resumida
no Apéndice F, na analise individual do experimento de MG foram identificados QTL para
os caracteres densidade, teor de lignina e rendimento de celulose. Os locos Embra 1008 e
Embra 1627, que apresentaram associacdo a QTL para o catater teor de lignina, foram
capazes de explicar cada um quase 20% da variagdo genotipica (R?). Estes valores apesar
de serem acima dos verificados na maioria das anélises realizadas para outros caracteres,
ndo foram muito superiores em relacdo aos verificados nas demais analises para este
mesmo carater (Tabela 9). Isto se deve ao fato destes dois locos apresentarem somente
duas classes genotipicas, 0 que permitiu que a grande maioria destas classes genotipicas
fossem representadas por pelo menos vinte amostras validas no experimento de MG.

No Apéndice F também pode ser verificado que o Unico QTL identificado para
0 catater teor de lignina na analise do experimento do RS apresentou quatro classes
genotipicas, compostas por uma quantidade de amostras similar ao verificados nas classes
genotipicas dos locos identificados na analise do experimento de MG. O montante que este
loco foi capaz de explicar foi pouco inferior a 12%. Para os dois locos significativos na
analise do experimento de MG, as médias dos genotipos com menor valor foram cerca de
3% inferiores as médias dos genotipos de maior valor.

No entanto, os dois locos que apresentaram QTL significativos para o carater
densidade juntamente com o QTL para o carater rendimento de celulose segregaram para
quatro diferentes classes genotipicas. Devido ao pequeno nimero de amostras validas em
algumas classes genotipicas destas analises, 0 montante que estes QTL foram capazes de
explicar (R?) foram superestimados em relacéo aos valores verificados nas outras analises
destes mesmos caracteres, onde foi avaliada uma amostra mais representativa.

O loco Embra 1868 juntamente com o loco Embra 1712 apresentaram QTL
significativos para o carater densidade no experimento de MG, e de acordo com a
variabilidade avaliada na amostra, estes locos capazes de explicar juntos cerca de 100% da
variacdo genética predita para este carater neste ambiente. O loco Embra 1868 apresentou
cerca de dez individuos por classe genotipica, e foi capaz de explicar pouco menos de 40%
desta variabilidade. O loco Embra 1712 apresentou cerca de cinco individuos por classe
genotipica, e foi capaz de explicar mais de 60% da variabilidade genotipica neste
ambiente. Conforme pode ser verificado no Apéndice F, os outros trés locos que
apresentaram QTL significativos nas demais analises segregaram para apenas duas classes

genotipicas, sendo todas estas representadas por um montante consideravel de individuos.
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Dentre estes trés QTL significativos nas outras andlises, o loco que explicou
individualmente a maior parcela da varidncia genotipica predita foi capaz de explicar
somente pouco mais de 13% desta variabilidade.

O baixo indice de plantas sobreviventes no experimento de MG também
influenciou os resultados de interacdo entre QTL e ambientes, onde dois locos que
apresentaram interacdo significativa entre ambientes eram polimorficos para quatro
diferentes gendtipos cada. Embora estas interac6es tenham sido significativas, é importante
atentar para o nimero de amostras efetivamente utilizadas para validar esta interacdo em
cada um dos ambientes avaliados antes de utilizar esta informacao para SAM. A condigéo
necessaria para que um loco qualquer apresente interacdo entre QTL e ambientes, é de que
os valores médios de suas classes genotipicas sejam estatisticamente distintas entre 0s
ambientes avaliados.

Apesar do loco Embra 0191 situado no grupo de ligagdo 11 ter apresentado
interacdo entre QTL e ambientes significativa para o carater teor de lignina, ndo foi
verificado associacdo a QTL para este loco na andlise isolada ou conjunta dos
experimentos. Este fato ja tornaria esta interacdo pouco Gtil do ponto de vista pratico, pois
embora existam diferencas entre o0s valores médios dos genoétipos entre os dois ambientes,
a estruturacao da variabilidade ndo permite que sejam obtidos ganhos de selecéo utilizando
este loco para SAM. No entanto, ainda existe o fato de que uma das classes genotipicas do
experimento de MG apresentou somente uma amostra com dados moleculares e
quantitativos validos, onde foi verificado o maior contraste entre os valores médios dos
dois ambientes. Assim, acredita-se que esta interacdo significativa seja um artefato
decorrente do pequeno numero de amostras sobreviventes no experimento de MG,
conforme apresentado na Figura 15— A, Be C.

O loco Embra 1868 além de apresentar interacdo entre os ambientes
significativa também apresentou QTL significativo para o carater rendimento de celulose
no experimento de MG, conforme apresentado na Figura 15 — D, E e F. No entanto, esta
interacdo ndo traz vantagem para ser empregada para selecdo diferencial entre os dois
ambientes em um programa de melhoramento, uma vez que o0 genétipo capaz de
proporcionar um maior rendimento de celulose € 0 mesmo nos dois ambientes analisados.
Conforme comentado anteriormente, o montante que este QTL é capaz de explicar
provavelmente se encontra distorcido e superestimado, devido ao pequeno ndmero de

amostras avaliadas no experimento de MG.
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Estes resultados demonstram claramente a forma como a qual uma amostra de
tamanho reduzido pode influenciar no montante da variacdo que um QTL identificado é
capaz de explicar. Os montantes que os QTL significativos para o experimento de MG
foram capazes de explicar apresentaram valores elevados, muito superiores em relacao aos
dos verificados nos QTL identificados para o experimento do RS e também na analise
conjunta dos dados. Foi verificada uma relagéo de inversa entre o aumento do montante
que o QTL € capaz de explicar em funcdo da reducdo do tamanho da amostra avaliada.
Desta maneira, quanto maior for o tamanho da amostra avaliada mais confiaveis serdo os
resultados obtidos, proporcionando utilizar esta informag&o na SAM com maior seguranga
e estimar resultados confiaveis, compativeis com os que poderdo ser obtidos futuramente
por um programa de melhoramento genético.

Desta forma, as magnitudes dos QTL identificados exclusivamente para o
experimento de MG e os locos que apresentaram interacdo entre ambientes devem ser
considerados com ressalvas, levando em conta o tamanho da amostra avaliada no
experimento de MG em funcdo do nimero de genotipos que estejam segregando nas
classes genotipicas destes locos. Assim, devido ao elevado vies presente nas analises
envolvendo o experimento de MG, os QTL relacionados com este ambiente ndo seréo
discutidos nas demais analises dos caracteres avaliados a seguir.

5.4 VALIDACAO DOS QTL MAPEADOS NO CRUZAMENTO DG xGL2

Os resultados obtidos no mapeamento de QTL pela analise de marcas simples
na analise global da progénie DG x GL2 e isolada do experimento do RS foram similares
aos demais trabalhos encontrados na literatura onde foram mapeados QTL para caracteres
de crescimento e qualidade da madeira. A comparagéo e localizagdo dos QTL identificados
neste trabalho com os descritos em outros foi realizada seguindo a nomenclatura dos
grupos de ligacdo inicialmente estabelecida no trabalho de Grattapaglia & Sederoff (1994).
No entanto, as nhomenclaturas adotadas por alguns autores na identificagdo dos grupos de
ligacdo construidos em seus trabalhos nem sempre sdo correpondentes e por este motivo
devem ser feitas com ressalvas.

Esta dificuldade em se relacionar os grupos de ligacdo era inerente a baixa
capacidade que existia anteriormente em se transferir marcas genéticas entre diferentes

gendtipos, o que diminuia reprodutibilidade e o relacionamento dos polimorfismos obtidos
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a partir de diferentes marcadores moleculares, principalmente os dominantes. Assim, a
nomenclatura adotada para realizar a comparacdo de QTL foi a mesma empregada nos
trabalhos de Brondani et al. (1998; 2002; 2006), Missiagia (2005), Novaes (2006), que
seguiram a nomenclatura descrita pela primeira vez para o género Eucalyptus por
Grattapaglia & Sederoff (1994), permitindo validar e verificar a robustez dos QTL
identificados em diferentes cruzamentos para um mesmo carater.

A discussao foi realizada comparando os resultados obtidos neste trabalho com
outros, de maneira semelhante a qual os resultados dos componentes de variancia foram
apresentados, reunindo os caracteres avaliados de acordo com suas afinidades. Os
caracteres diametro, altura e volume foram agrupados como caracteres de crescimento,
enguanto os caracteres teor de lignina e relacdo siringil/guaiacil foram agrupados como
propriedades da lignina. Somente os carateres densidade e rendimento de celulose
avaliados por NIRS foram discutidos separadamente, visto que o carater pilodyn nédo
apresentou associagéo significativaa QTL.

Para cada grupo de caracteres discutidos foram construidas tabelas, para
facilitar a comparacdo dos dados obtidos neste trabalho com outros. Nas Tabelas de 11 a
14, pode ser verificado para os trabalhos citados informac6es tais como o tipo de marcador
molecular empregado, o nimero de QTL identificados de acordo com o tipo de analise
realizada, os grupos de ligacdo onde estes QTL foram mapeados, e a maior parcela
possivel da variancia que os QTL identificados seriam capazes de explicar para 0s
diferentes caracteres. Nos trabalhos de outros autores onde foram realizadas anélises de
mapeamento por diferentes metodologias, € descrito a metodologia de mapeamento
utilizada e o total da variancia que os QTL identificados para o carater em discussdo foram

capazes de representar nestas analises.
5.4.1 Caracteres de crescimento

Foram identificados neste trabalho quatro locos responséveis pela deteccéo de
sete QTL para os caracteres DAP, altura e volume. Trés destes locos foram responsaveis
pela deteccdo de QTL para mais de um carater, e as classes genotipicas superiores e
inferiores para estes locos foram praticamente os mesmos para os diferentes caracteres. A
Unica excegdo foi verficada no loco Embra 1679, onde ocorreu mudanca do gendtipo
superior entre os caracteres diametro e altura, embora o geno6tipo com o menor valor médio

tenha permanecido o mesmo. Estes resultados concordam com os resultados verificados
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nas correlagdes, onde os caracteres de crescimento apresentaram correlagdes robustas tanto
para 0s conjuntos de dados genotipicos quanto para os fenotipicos.

Conforme apresentado na Tabela 13, os locos Embra 1492 e Embra 1679
mapeados no grupo de ligacdo 9, coincidiram com QTL mapeados para caracteres de
crescimento por Kirst et al. (2007). O QTL identificado no trabalho deste autor no grupo
de ligacdo 9, utilizando técnicas de mapeamento por intervalo, foi capaz de explicar 12%
da variacdo fenotipica na progénie avaliada em seu trabalho. Neste trabalho, os dois locos
identificados no grupo de ligacdo 9 também foram capazes de representar cerca de 12% da
variacdo genotipica na andlise conjunta do carater DAP, o Unico carater para o qual estes
dois locos situados no mesmo grupo de ligacdo foram significativos simultaneamente.

Tabela 13. QTL descritos para caracteres de crescimento nos trabalhos citados na revisdo

bibliogréafica.
Marcador Método de  N°de ) )
Autor Grupos de Ligacédo R
Molecular Mapeamento QTL
Grattapaglia AMS 3 2e5 11%
RAPD
et al. (1996) Intervalo 2 2e5 14%
Verhaegen
APD Intervalo 3 le2 20%
etal. (1997)
Missiagia AMS 4 1,3e6 N.I.
SSR
(2005) Intervalo 2 le3 18%
AMS 52 2,4,6,8ell-DAPealtura N.I
Novaes
SSR 3 2,6el1l1-DAP 24%
(2006) Intervalo
2 2e1l—altura 15%
Kirst genes
_ Intervalo 2 4e9 30%
etal. (2007) microarrays
Rocha AMS 11 1,2,4e5 N.I.
RAPD
et al. (2007) Intervalo 1 4 20%
Bundock RAPD
Intervalo 1 3 8%
et al. (2008) SSR
3 7e9-DAP 23%
presente
SSR AMS 2 7e9—altura 18%
trabalho

2 9 — volume 12%
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O loco Embra 1492 apresentou associacdo a QTL para os caracteres diametro e
volume nas andlises conjunta e isolada do experimento do RS. Para o carater DAP, o
gendtipo de maior valor foi em média 10% superior em relacdo ao de menor valor nas duas
analises onde foram identificados QTL. Para o carater volume, o gendtipo superior foi
mais que 25% superior em relacdo ao de menor valor nos dois tipos de analises realizadas.
O loco Embra 1679 esteve associado a QTL para os caracteres altura e didmetro, sendo que
0S genotipos superiores ndo foram os mesmos para estes dois caracteres, embora o
gendtipo de menor valor ndo tenha apresentado diferenca.

Foi verificado no carater altura que um alelo especifico do parental hibrido
esteve associado aos gendtipos de maior valor nas duas condi¢des onde foram detectados
QTL significativos, indicando a existéncia de efeito aditivo neste alelo para este carater. Os
gendtipos de maior valor se apresentaram aproximadamente 10% superiores em relacdo ao
de menor valor para a altura, enquanto para o diametro esta diferenca foi de 15%.

A coincidéncia dos QTL situados no grupo de ligacdo 9 com os identificados
por Kirst et al. (2007), mesmo avaliando gendtipos ndo relacionados com técnicas
moleculares e de mapeamento de QTL diferentes, permite validar estes locos para
utilizacdo em SAM com elevada confianca. Ja a utilizagdo do QTL identificado no grupo
de ligagdo 7 para fins de SAM deve ser realizada com mais cautela apesar do tamanho
consideravel da amostra analisada, pois nenhum dos trabalhos descritos anteriormente
havia identificado QTL para caracteres de crescimento no grupo de ligacéo 7.

O loco Embra 0042 mapeado no grupo de ligacdo 7 apresentou associacdo com
o0s caracteres altura e didmetro na analise individual do experimento do RS. O gen6tipo de
maior valor foi quase 18% superior em relacdo ao genotipo de menor efeito para o carater
didmetro e quase 11% superior em relacdo ao genotipo de menor valor para o carater
altura.

O loco Embra 1234 foi o0 Unico que foi associado a QTL e ndo teve sua posicao
definida no mapa genético construido neste trabalho. Este loco apresentou associagdo
significativa a QTL para o carater volume, e 0 gendtipo de maior valor foi 20% superior
em relacdo ao de menor valor. Os valores medios das classes genotipicas dos locos que
apresentaram QTL significativos para o carater altura podem ser visualizados no Apéndice
F.
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5.4.2 Densidade

Para o loco Embra 0340 mapeado no grupo de ligagcdo 7, o genotipo de maior
valor foi 0 mesmo nos dois tipos de analises onde foram detectados QTL significativos,
apresentando médias 5% acima das medias do genotipo de menor valor. O loco Embra
1624 mapeado no grupo de ligagdo 6 apresentou associacdo a QTL somente na anélise
conjunta dos experimentos, sendo que a média do genotipo superior 2% acima da média do
gendtipo com menor densidade. Embora os QTL identificados na analise do experimento
de MG devam ser considerados com ressalvas devido ao efeito da pequena amostra
analisada neste local, os QTL mapeados nos grupos de ligagdo 1 e 7 (Embra 1712 e Embra
1868), também coincidiram com QTL mapeados no trabalho de outros autores, conforme
apresentado na Tabela 14 e no Apéndice F.

Tabela 14. QTL descritos para o carater densidade nos trabalhos citados na revisdo

bibliografica.
) Marcador ~ Métodode  NC°de Grupos de )
Carater Autor o R
Molecular Mapeamento  QTL Ligacgéo
Verhaegen
RAPD Intervalo 4 1,2,8ell 25%
etal. (1997)
) Novaes AMS 27 2,6,89e10 N.L
Pilodyn SSR
(2006) Intervalo 5 1,3,6e8 50%
Bundock RAPD
Intervalo 2 6ell 20%
et al. (2008) SSR
Grattapaglia AMS 11 2,5e7 N.I.
RAPD
et al. (1996) Intervalo 5 2,5, 7e6/9 25%
Missiagia AMS 14 4eb6 N.I.
SSR
(2005) Intervalo 2 4e6 15%
) Novaes AMS 5 1,68 N.I.
Densidade SSR
(2006) Intervalo 3 6,8,9e10 20%
Rocha AMS 5 2,4e5 N.I.
RAPD
et al. (2007) Intervalo 1 2 30%
presente
SSR AMS 4 1*,6e7 17%
trabalho

*: GL onde foi identificado QTL exclusivamente na analise do experimento de MG.
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A localizacgdo dos grupos de ligacdo que apresentaram locos significativos para
este carater coincidiram com grupos de ligacdo onde foram identificados QTL para
densidade nos trabalhos de Grattapaglia et al. (1996), Missiagia (2005) e Novaes (2006),
que também verificaram a significancia destes QTL validando-os em diferentes técnicas de
mapeamento. A densidade estimada com pilodyn nos trabalhos de Novaes (2006) e
Bundock et al. (2008) também apresentaram QTL significativos no grupo de ligacgéo 6.

O montante da variacdo genotipica que estes locos foram capazes de explicar
na analise global experimento foi de aproximadamente 17%, valor proximo ao verificado
por Missiagia (2005), que foi de 15%. No entanto, na analise individual do experimento do
RS este montante ndo tenha chegou a 5%, provavelmente devido ao fato de que somente
um anico QTL ter sido significativo nesta analise. Estes QTL situados nos mesmos grupos
de ligacdo onde foram mapeados QTL nos trabalhos de outros autores, permite que 0s
mesmos sejam validados para utilizagdo na SAM com elevada confiabilidade, embora os
percentuais da variacdo genotipica que eles possam explicar no experimento de MG nao

sejam reais.

5.4.3 Propriedades da lignina

Nas andlises onde o nimero de amostras nas classes genotipicas proporcionou
a deteccdo de QTL com efeitos confiaveis, foram identificados trés QTL para o carater teor
de lignina e outros dois para a relacdo siringil/guaiacil, conforme apresentado a seguir na
Tabela 15. Nenhum dos locos que foram associados a estes cinco QTL foram comuns entre
estes dois caracteres ou mesmo estiveram presentes nos mesmos grupos de ligagéo, indo de
encontro com os dados verificados nas correlacfes, onde a correlacdo estes caracteres se
apresentou negativa e acentuada, embora esta ndo seja uma condi¢do determinante que
indique a existéncia de independéncia entre dois caracteres.

Para o caréater teor de lignina, os locos EG 96 e Embra 1627 apresentaram
associacdo a QTL na andlise conjunta dos experimentos, e foram mapeados
respectivamente nos grupos de ligacéo 2 e 1, enquanto na anlise do experimento do RS o
loco Embra 0213 foi mapeado no grupo de ligacdo 4. De maneira contraria a verificada
para a relacdo siringil/guaiacil, os grupos de ligacdo onde os QTL para o teor de lignina
foram mapeados coincidiram com os grupos de ligacdo de todos os outros trabalhos que ja
haviam mapeado QTL para este carater, inclusive nos QTL mapeados no experimento de
MG, também estiveram localizados no grupo de ligacdo 1. Os QTL identificados para o
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carater teor de lignina nos grupos de ligacdo 1 e 4 coincidiram com os identificados por
Novaes (2006), enquanto o QTL identificado no grupo de ligagdo 2 coincidiu com 0s
detectados nos trabalhos de Gion et al. (2000) e Missiagia (2005).

Tabela 15. QTL descritos para caracteres relacionados com as propriedades da lignina nos
trabalhos citados na revisao bibliogréafica.
Marcador ~ Métodode N°de  Grupos de

Caréter Autor o R
Molecular Mapeamento QTL Ligacéo
Gion genes
_ AMS 4 2,6e7 NLI.
etal. (2000) candidatos
Missiagia AMS 1 2 N.I.
SSR
Teor de (2005) Intervalo 2 2e9 60%
Lignina Novaes SSR AMS 27 4,7ell N.I.
(2006) Intervalo 6 1,4,8e10 50%
presente
SSR AMS 4 1,2e4 20%
trabalho
Novaes AMS 12 9e10 N.I.
Relacédo SSR
o (2006) Intervalo 3 1e10 20%
Siringil /
o presente
Guaiacil SSR AMS 2 3eb 14%
trabalho

Na andlise do carater teor de lignina no experimento do RS, o gendtipo de
menor valor do loco Embra 0213 foi 2% inferior em relacdo ao gendtipo de maior valor.
Ainda foi verificado que um dos alelos deste loco, herdado do parental hibrido, conferiu
média superior nos genotipos da progénie onde esteve presente, indicando a existéncia de
efeito de aditividade para este alelo em relacdo aos demais. Na andlise conjunta dos
experimentos, os gendétipos de menor valor dos locos EG 96 e Embra 1627 foram os
mesmos, e apresentaram valores médios respectivamente 1% e 2% inferiores em relacao
aos genotipos de maior valor. Estes dois QTL significativos na analise conjunta dos dados
apresentaram somente duas classes genotipicas, que foram representadas por um grande
nimero de amostras, foram capazes de explicar juntos menos de 10% da variancia
genotipica predita. Os dois QTL identificados na analise do experimento de MG situam-se
no grupo de ligacdo 1, e também apresentaram somente duas classes genotipicas que foram

representadas cada uma delas por cerca de vinte amostras ou mais, 0 que nos permite
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considerar estes QTL para utilizagdo em SAM, embora a magnitude de seus efeitos se
encontrem super estimadas (proximas a 20% para cada loco).

Somente um autor ja havia realizado mapeamento de QTL para o carater
relacdo siringil/guaiacil anteriormente. Os locos Embra 1656 e Embra 1990 mapeados nos
grupos de ligacdo 3 e 5, apresentaram QTL na andlise individual e conjunta do
experimento do RS. Estes grupos de ligagdo ndo coincidiram com os identificados no
trabalho de Novaes (2006). Nestes dois locos que segregaram para quatro genoétipos
diferentes e foram muito bem amostrados, as duas classes genotipicas superiores de cada
um destes QTL apresentaram valores exatamente iguais, conforme pode ser verificado no
Apéndice F. No entanto, na andlise conjunta dos experimentos a média das classes
genotipicas com maior valor para o loco Embra 1990 foram somente cerca de 1%
superiores em relacdo ao genotipo de menor valor, sendo este QTL capaz de explicar
aproximadamente 5% da variagao genotipica na progénie DG x GL2. Na analise individual
do experimento do RS, os gendtipos com maiores valores do loco Embra 1656 foram 4%
superiores em relacdo ao gendtipo de menor valor, sendo este loco capaz de explicar quase
9% da variacdo genotipica predita neste ambiente.

A coincidécia dos QTL significativos para o carater teor de lignina com QTL
identificados no trabalho de outros autores possibilita que estes locos sejam utilizados na
SAM com relativa confiabilidade para a selecdo precoce de gendtipos superiores. Ja 0s
QTL identificados para a relacdo siringil/guaiacil essa utilizacdo deve ser realizada com
mais cautela, devido principalmente a pequena quantidade de trabalhos que avaliaram este
carater, o que dificulta a validacdo destes QTL, que ndo coincidiram com os identificados
por Novaes (2006).

5.4.4 Rendimento de celulose

O carater rendimento de celulose apresentou trés QTL significativos nas
analises onde todos 0s gendtipos foram representativamente amostrados. Os locos Embra
1316, Embra 1332 e Embra 1716 apresentaram associa¢Oes significativas a QTL nos
grupos de ligacdo 1, 2 e 9, respectivamente. Os QTL mapeados nos grupos de ligacdo 1 e 9
coincidiram com QTL identificados nos trabalhos de Missiagia (2005) e Rocha et al.
(2008). O QTL identificado no grupo de ligagdo 2 n&o apresentou semelhanga com

nenhum outro mapeado anteriormente, conforme apresentado na Tabela 16.
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O loco Embra 1716 apresentou diferenca de 0,07% entre a media de seus
genotipos contrastantes, sendo capaz de explicar cerca de 3% da variagdo genotipica
predita na progénie DG x GL2. Nos demais locos que apresentaram QTL significativos na
analise global e no experimento do RS, a diferenca verificada entre a média dos genotipos
superiores e inferiores ndo foi superior a 0,5%. O montante que estes locos foram capazes
de explicar foi de quase 7% na analise conjunta dos experimentos, enquanto na analise
individual do experimento do RS, o loco Embra 1332 sozinho foi capaz de explicar quase
6% da variacdo genotipica predita para este ambiente.

Tabela 16. QTL descritos para o carater rendimento de celulose nos trabalhos citados na
revisdo bibliogréafica.
Marcador Métodode  N°de Grupos de

Autor o R?
Molecular Mapeamento  QTL Ligacéo
o MAS 0 - -
Missiagia (2005) SSR
Intervalo 2 3e9 70%
MAS 7 4e10 N.I.
Novaes (2006) SSR
Intervalo 1 10 13%
Rocha MAS 8 le3 N.I.
RAPD
et al. (2007) Intervalo 1 3 13%
presente trabalho SSR MAS 4 1,2, 7%e9 10%

*: GL onde foi identificado QTL exclusivamente na andlise do experimento de MG.

55 APLICACAO DA SAM EM PROGRAMAS DE MELHORAMENTO

A selecdo de gendtipos superores em programas de melhoramento genetico de
especies florestais € um processo lento, e que geralmente é conduzido atraves da avaliacdo
de experimentosque abrangem grandes areas. Como as espécies florestais apresentam forte
interacdo entre ambientes, estes experimentos precisam ser representativos com relagéo ao
local para o qual esta sendo realizada a selecdo dos gendtipos, ndo existindo garantias de
gue o melhor clone selecionado para um determinado local tenha 0 mesmo desempenho
em um ambiente diferente do qual este clone foi selecionado (Resende & Duarte, 2007).
Neste sentido, a selecdo precoce de caracteres de relevancia econdémica e a clonagem de
genotipos superiores, ajudam a reduzir o tempo necessario para se poder usufruir dos

beneficios que os programas de melhoramento de espécies florestais podem oferecer.
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A selecgéo assistida por marcadores (SAM) em programas de melhoramento de
espécies florestais permite que caracteres de expressdo tardia sejam avaliados e
selecionados ainda na fase juvenil (Grattapaglia, 2003). No entanto, a pratica desta
atividade ainda ndo é uma rotina nestes programas de melhoramento, devido as
informagdes produzidas serem restritas aos pedigrees avaliados, aos elevados custos
dispendidos na avaliacdo de gendtipos, e principalmente & escassez de informagdes
confiaveis que possam ser Uteis a estes programas de melhoramento (Tuscan et al., 2001).
Por estes motivos, com excessao de alguns caracteres qualitativos tais como resisténcia a
doencas ou florescimento precoce, a selecdo de caracteres quantitativos ainda é realizada
através de experimentos de campo pela maioria dos programas de melhoramento destas
empresas reflorestadoras.

De acordo com dados apresentados por Aguiar et al. (2007), marcadores
microssatélites ndo sdo bons preditores do comportamento de clones de Eucalyptus,
principalmente quando comparados com predi¢des realizadas a partir da avaliacdo de
cruzamentos dialélicos. A comparacdo de diferentes métodos de selecdo de gendtipos
superiores realizada neste trabalho, também indicou que a selecdo realizada pelo valor
eBLUP apresentou eficiéncia superior em relagdo a SAM. Este resultado € esperado, uma
vez que a selecéo realizada pelo valor eBLUP avalia o produto final de todos os genes
envolvidos na expressdo de um determinado carater, enquanto a SAM utilizando
marcadores SSR avalia somente uma pequena porcdo das regifes genémicas mais
relevantes envolvidas na expressdo dos caracteres analisados.

No entanto, o conhecimento da qualidade dos processos envolvidos no estudo
permite que o melhorista tome uma deciséo confiavel para viabilizar a aplicagdo da SAM
em um programa de melhoramento genético. A decisdo de utilizar uma marca molecular no
processo de selecédo assistida, bem como 0 momento de se realizar esta selecdo, deve ser
conseqiiéncia de varios fatores, que vao desde a coleta de dados fenotipicos e moleculares
até a interacdo do melhorista com os resultados obtidos durante as diversas etapas de
analise de dados guantitativos e moleculares. Por estes motivos, acredita-se que devem ser
estabelecidos critérios para viabilizar a utilizacgdo da SAM dentro de um programa de
melhoramento genético. A seguir serdo descritos cinco critérios para viablizar a SAM em
programas de melhoramento, sendo que trés deles estdo relacionados com a consisténcia e
valdacdo dos QTL identificados, e outros dois com 0 momento e a maneira com a qual a
SAM serd implementada dentro do programa de melhoramento genético em andamento.
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O primeiro destes critéros deve levar em conta a robustez e confiabilidade das
analises realizadas. O presente trabalho apesar de adotar os melhores critérios estatisicos
possiveis, identificou associacdes significativas a QTL no experimento de MG com base
em uma pequena amostra avaliada neste ambiente. Estes QTL identificados no
experimento de MG apresentaram duas interacdes entre ambientes significativas porém
duvidosas, além do montante que estes QTL seriam capazes de explicar terem se
apresentado super estimados em relacdo aos QTL identificados no experimento do RS,
onde foi avaliada uma amostra aproximadamente trés vezes maior. O montante da variagdo
que os QTL foram capazes de representar foi altamente influenciado pelo ndmero de
observacdes validas durante 0 mapeamento de QTL. Desta forma, os QTL identificados no
experimento de MG devem ser considerados com ressalvas, devido principalmente ao
pequeno nimero de amostras avaliadas neste local.

Um segundo critério que também poderia ser considerado para viabilizagdo da
SAM em programas de melhormento ¢ a validagdo dos QTL identificados com os descritos
por outros autores. Com excecdo dos QTL identificados no grupo de ligacdo 7 para 0s
caracteres de crescimento, nos grupos de ligacdo 3 e 5 para a relacdo siringil/guaiacil, e nos
grupos de ligacdo 2 e 7 para o rendimento de celulose, todos os demais QTL identificados
situaram-se em grupos de ligacdo onde ja haviam sido decritos QTL para estes mesmos
caracteres. A analise de marcas simples utilizada para identificar QTL neste trabalho,
permitiu identificar QTL capazes de explicar uma porcao da variabilidade compativel com
QTL identificados para estes mesmos caracteres que ja haviam sido mapeados por outros
autores, que empregaram marcadores moleculares e analises de mapeamento distintas em
seus trabalhos. Desta maneira o critério de coincidéncia ndo deve ser considerado como
fator principal para a exclusdo de uma marca molecular do processo de SAM, pois mesmo
gue um QTL identificado ndo coincida com os descritos por outros autores, ele pode ser
utilizado para SAM desde que a deteccdo deste QTL tenha sido realizada com base em
uma amostra representativa para o ambiente onde a progénie foi avaliada.

Um terceiro critério ainda pode ser considerado no que diz respeito a selecdo
para mdultiplos QTL. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que para um
determinado carater, quando a selecdo de genotipos superiores para mais de um QTL
simultdneamente ndo restringiu 0 montante de arvores selecionadas, ocorreu um aumento

na eficiéncia e nos ganhos possiveis de serem obtidos atraves da utilizacdo da SAM.
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Portanto, a selecdo para varios locos simultaneamente pode ser realizada com seguranca,
desde que o montante de arvores selecionadas ndo seja reduzido drasticamente.

O quarto critério diz respeito a maneira com a qual a SAM sera realizada para
0s QTL identificados nos diferentes ambientes avaliados. A eficiéncia da SAM se
apresentou superior na maioria das vezes quando sua aplicacdo foi direcionada para cada
ambiente avaliado individualmente, indicando que sempre que possivel a aplicagdo da
SAM em programas de melhoramento genético deve ser direcionada para um ambiente
especifico, devido a acentuada interacdo entre genotipos e ambientes presente nas espécies
perenes. No entanto este fato ndo pode ser tomado como regra, pois para 0s caracteres
altura e relacéo siringil/guaiacil foi verificado maior eficiéncia da SAM na andlise conjunta
dos dois experimentos.

O quinto e ultimo critério esta relacionado com a fase do programa de
melhoramento na qual a SAM pode ser aplicada a partir de marcadores microssatélites. Os
resultados obtidos no mapeamento de QTL podem ser utilizados para selecionar ainda na
fase de viveiro as mudas que irdo para os testes de campo, permitindo que o melhorista
direcione o processo seletivo para uma progénie originada a partir dos parentais que ja
tiveram QTL avaliados. As classes genotipicas superiores e que ainda apresentem um
montante de individuos suficiente para comportar variabilidade, permitem reduzir o
tamanho e os custos dos experimentos de campo, bem como o nimero de genoétipos
avaliados em futuros experimentos, conforme demonstrado na Figura 16. Para fins de
selecdo direcionada para caracteres de interesse, a SAM e programas de melhoramento de
espécies florestais pode ser aplicada com eleada precisdo a partir da segunda geragdo de
melhoramento, ou a partir de cruzamentos cujos parentais ja foram mapeados
anteriormente.

Desta maneira, a eficiéncia na aplicacgdo da SAM em programas de
melhoramento genético depende de fatores tais como o nimero de QTL associados ao
carater, o tamanho amostral das classes genotipicas selecionadas nestes locos e da
distribuicdo da variabilidade genética nos alelos destes locos. Estes resultados indicam que
é preciso estabelecer critérios para fazer uso da SAM em programas de melhoramento
geneético florestal com seguranca e eficiéncia, e estes critérios devem ser estabelecidos de
acordo com o perfil genético da populacdo alvo e o comportamento dos caracteres
avaliados. Dentro do contexto de espécies perenes e de ciclo longo, a SAM se apresenta

como uma ferramenta viavel no sentido de reduzir o nimero de arvores necessarias para se
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avaliar em um experimento de campo, uma vez que as classes genotipicas com médias
superiores ainda apresentem variabilidade distribuida entre as amostras selecionadas

precocemente.
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Figura 16. Fluxograma indicando onde a SAM pode ser aplicada a partir do mapeamento
de QTL utilizando marcadores moleculares em programas de melhoramento
genético de espécies florestais.



6 CONCLUSOES

A extracdo de DNA do tecido do cadmbio vascular € uma alternativa vidvel para
espécies florestais de grande porte, reduzindo o tempo e os custos envolvidos na fase de
coleta de material vegetal para estudos genéticos.

A amplificacdo de pares de primers SSR em sistema tetraplex geradas pelo
programa MULTIPLEXER foi satisfatoria, e as eventuais falhas verificadas provavelmete
foram decorrentes de concentragfes diferenciadas do DNA gendémico das amostras ou
falhas de pipetagem.

A construcdo de mapas genéticos utilizando marcadores SSR permitiu
relacionar os grupos de ligagdo construidos no trabalho de diferentes autores, devido a
elevada transferibilidade desta classe de marcadores entre espécies do mesmo género.

A anélise de marcas simples utilizando critérios estatisticos rigorosos permitiu
validar os QTL identificados neste trabalho com QTL detectados por outros autores, que
avaliaram diferentes back-grounds genéticos e utilizaram técnicas de mapeamento mais
elaboradas.

A identificacdo de QTL significativos para diferentes analises de ambientes
permite que sejam adotadas estratégias de SAM diferenciadas pelos programas de
melhoramento de espécies perenes para cada local avaliado.

A eficiéncia da SAM embora tenha se apresentado inferior a selecdo realizada
com base nos valores genotipicos, € uma alternativa viavel para ser empregada na selecéo
recorrente em programas de melhoramento de espécies perenes, permitindo direcionar a
selecdo de genotipos superiores ainda na fase de viveiro, reduzindo a quantidade de arvores
avaliadas e o tamanho dos futuros experimentos de campo.

A aplicacdo da SAM em programas de melhoramento de espécies perenes deve
ser realizada seguindo critérios, que devem ser adotados com o objetivo de garantir a
obtencdo de ganhos genéticos 0os mais proximos possiveis ou até mesmo superiores em

relacdo aos preditos.
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Apéndice A. Protocolo otimizado para extracdo de DNA gendmico a partir de tecido do

1-

cambio vascular utilizando o equipamento de maceracao TissueLyser.

Prepare trés baterias de microtubos Eppendorf, sendo que a primeira deve ser feita
com microtubos de fundo circular e as demais com microtubos convencionais.
Coloque o tampdo CTAB2% com B-Mercaptoetanol (2 uL/mL) para aquecer em

banho-maria na temperatura de 65°C.

Forre o fundo do microtubo de fundo circular com pequenos pedacos do tecido do
cambio cortados com tesoura (aproximadamente 100 mg). Cologue nos microtubos
as beads esterilizadas e 700 pL de tampao CTAB2% pré aquecido.

Insira os microtubos no TissueLyser e agite as amostras por 1 minuto na poténcia
méaxima. Leve os tubos para o banho-maria por 30 minutos, dando uma leve agitada

no material a cada 10 minutos (agitacdo manual).

Apds 30 minutos, macere as amostras no equipamento na poténcia maxima por 15
segundos. Centrifugue as amostras em uma microcentrifuga, o suficiente para
abaixar a espuma formada (spin), e em seguida adicione 600 pL de CIA

(Cloroférmio com Alcool Isoamilico na proporcéo 24:1).

Agite as amostras no equipamento por 5 minutos na poténcia intermediaria e em

seguida centrifugue os microtubos por 10 minutos a 12.000 rpm.

Colete o0 sobrenadante e transfira esta fase coletada para uma nova bateria de
microtubos. Adicione novamente 600 pL de CIA e cologue as amostras para agitar

no equipamento por um periodo de 5 minutos na poténcia intermediaria.

Centrifugue as amostras por 5 minutos a 12.000 rpm. Em seguida colete a fase
sobrenadante (cerca de 400 pL) e transfira para a Ultima bateria de microtubos.

Adicione 500 pL de Isopropanol e deixe no freezer por no minimo duas horas. O

ideal é deixar no freezer de um dia para o outro.
Retire as amostras do freezer e centrifugue por 3 minutos a 7.000 rpm.

Descarte o alcool com cuidado para nao perder o pellet formado e adicione 1 mL de
Alcool 70%, colocando em seguida as amostras no freezer por pelo menos uma

hora. Continua...
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Apéndice A. Continuacéo.
11- Descarte o Alcool 70% com cuidado para ndo perder o pellet e adicione 1 mL de

Alcool Absoluto. Leve novamente as amostras ao freezer por pelo menos uma hora.

12- Retire as amostras do freezer, centrifugue por 3 minutos a 5.000 rpm e em seguida

descarte o Alcool Absoluto.

13- Deixe as amostras secarem em temperatura ambiente por cerca de uma hora e dilua

os pellets em TE com RNAse, na proporcao de 2 uL/mL de TE.



Apéndice B. Combinaces tetraplex* geradas pelo programa MULTIPLEXER (Coelho, ndo publicado).

EXTENSAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS (pb)
50| 60| 70| 80| 90|100{110{120|130|140 (150|160 (170|180 190|200 {210 |220 |230 |240 250|260‘270|280 290 (300 (310|320 |330 (340|350
T1 653 H
T2 EG 96
T3 340 | 1474
T4 | 1712 |
TS5 1624 1]
T6 1868 |
T7 1753

T8 332
T9 333

T10 334
T11 341
T12 345
T13 809
T14 917
T15 950
T16 983
T17 971
T18 78 11716
T19 1990 | | | 87 |

nome
~—

range e cor
e

*: Com excessao do primer EG 96 (T2), todos os demais séo identificados pelo acrénimo EMBRA.

TET



Apéndice C. InformacGes de sequencias, fluorescéncia, contetdo informativo para o cruzamento analisado (C.1.), grupo de ligacdo onde foi
mapeado (G.L.) e autoria dos 76 primers microssatélites selecionados para compor as combinagdes tetraplex.
C.1.: 1-completamente informativo; 2-informativo para o parental DG; 3-informativo para o parental GL2.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I.  G.L. Autoria
=g 9 R gatoacamcocangitc 58 °C (CA)20 Ned 2 2 B
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Continua...
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Apéndice C.

Continuacao.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I1. G.L. Autoria
s LGS we ome e 2o ER
crraossy S o aomeEm 2 s PR
Crivorsy SEERTT = s smm 2 o Sodma
ooy [ OO g 0 o een z 7 Smomas
Embra0186 Ei:zcéca%ag%ﬁ%g;;gg;g 56 9C (GA)27 Hex 9 4 Brorggggigt al.
cmoraosgy = SECEgacaoy G (GANCAGSGARO  He 1 ¢ Brndnictal
Embra010l il 56 °C (CT)23(CATA)5 Hex 11 Bror(‘gggg;“ al.
Embra0lSS ettt 56 °C A e 2 g Bondnicnal
SIS e TN L @ e 1o S
ooy IR e mom e 1o ol
EMOR0203 . Gtccagtccgncta 57° o1 fe 1 g Bonene
Embra0209 E:: ?aizggg?;;:gggggaagc 56 °C (TC)22 Hex 2 5 Bro?gggg;et al.
otz [ e R
Embra0213 Ei: Zggtgg:;gggg;ggsgaagagggt 56 0C (CT)17 Hex 1 4 Bro?ggggft al.

Continua...
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Apéndice C.

Continuacao.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I1. G.L. Autoria
F: ccttccacttcttcaggt o Brondani et al.
Embra0214 R: catcagataatcaagcaagc 56°C (TC)22 Hex 2 S (2006)
Embra0332 FF;, tggtecatggtgtigtgag 54 9C (GA)11 Ned 1 4 Novaes (2005)
: cttcatgcagacataccgtg
F: ctattagcctgcagttgacc o Brondani et al.
Embra0333 R: guatgttcatgtgacctoca 56 °C (TC)7TAG(TC)5 Ned 1 2 (2006)
F: ttgattgggatcgaagtaga o Brondani et al.
Embra0334 R: gtcacatgtcgtgttoctc 56 °C (TC)4(GA)7 Ned 2 N.L (2006)
Embra0340 E:_ gttgagtatgcaggeaagte 58 °C (GA)35 Ned 3 7  Novaes (2005)
: atccataccgtatagcttagg
F: cctcacactccacgaacacg o
Embra0341 R: ctgtgtttcgatggtgatgc 56 °C (TC)22 Ned 2 4 Novaes (2005)
Embra0345 E:_ ctgatcegataccatgagag 56 °C (TC)18 Ned 1 6  Novaes (2005)
: cagctgtgaccacagagaga
Embra0646 E aaagegttacgtgegactct 58 °C (GA)17 6-Fam 1 6  Lourenco (2004)
: ggtacagaagagggcgtcaa
Embra0653 E:_ titccecgaageagaaacta 60 °C (CT)12 Ned 2 9 Lourenco (2004)
: agaagcaggtgcagaggttg
Embra0654 E:_ ggggcaaaatacaatccasa 56 °C (AG)14 Hex 2 3 Lourenco (2004)
: caaaattggcaaaatcacga
F: atgtggctaaaccgcaaaac o )
Embra0655 R: caaataggtcgtcgattigtca 56 °C (TA)18 6-Fam 2 11  Lourenco (2004)
Embra0809 E:_ ceteacgeeaaaagaagaag 60 °C (CT)7 Ned 2 NI  Genolyptus
: gggaatcgaagaaacgatga
Embra0917 E:_ ctittgggaactittggeac 60 °C (CCT)6 Ned 2 NI Genolyptus
: gtacgtcaagcagtccgaca
Embra0950 E:_ cgtecgectaaatcetetct 60 °C (CTCG)4 Ned 2 6 Genolyptus
: gaatcgagctggacgaagac
Continua...
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Apéndice C.

Continuacao.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I1. G.L. Autoria
F: gaaattcatcgacgagagcc o
Embra0971 R: ttgtagaactcggegtectt 60 °C (AGG)6 Ned 2 N.I. Genolyptus
Embra0983 FF;, gttegeaaageticectea 60 °C (CT)8 Ned 2 1 Genolyptus
: ggccatcatgagggagtaga
F: aagctcgcagctcagaaaaa o ]
Embral008 R: gtacttgtcctecgecatgt 60 °C (ATCG)4 6-Fam 2 1 Genolyptus
Embra1033 Eﬂ tectettegtectteettga 60 °C (CTT)8 6-Fam 2 NI  Genolyptus
: atcagtccgacggcataaac
Embrai2ss - attcaccaagecgatcagag 60 °C (GAG)7 6-Fam 3 NI  Genolyptus
R: atggaccggtagagggtctt
F: cgtgactctgtctgagcetgg o )
Embral244 R: tcttctcacatgectigeac 60 °C (AG)14 6-Fam 3 N.I. Genolyptus
F: cgcttcattcaaagcctctc o )
Embral308 R: gcagatgagttcecattggt 60 °C (AG)14 6-Fam 3 N.I. Genolyptus
F: cgcacaaacagaaactccag o )
Embral316 R: gegttcguatgtaccttgt 60 °C (TO)12 6-Fam 2 1 Genolyptus
F: gccatgaatcaaaatttgec o )
Embral320 R: cttcctttttgtagcggeag 60 °C (TCA)6 6-Fam 1 N.I. Genolyptus
F: agaactggcttcgcatcact o )
Embral329 R: taatgetacgyaggtttggg 60 °C (GGA)4 6-Fam 1 N.I. Genolyptus
F: tgaggtgctggttgatcttg o )
Embral332 R: gegatctgtegtcttcatca 60 °C (GAA)7 6-Fam 2 2 Genolyptus
F: cgttttcgctcctctctctc 0 i
Embral364 R: tgtagagatcggggtectty 60 °C (CTCC)3 6-Fam 1 8 Genolyptus
Embral451 E gegtactigaagatccgete 60 °C (TCC)5 Hex 2 N.I. Genolyptus
: agacgcatcactagcggaag
F: ttccgacggttatttgaagg o
Embral456 R: gaaacgatttcttggcttge 60 °C (CCGCCT)3 Hex 1 1 Genolyptus
Continua...
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Apéndice C.

Continuacao.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I1. G.L. Autoria
F: atgctcgtcgtectcttcat o

Embral4d74 R: tecctetccagtttcacace 60 °C (CT)8 Hex 1 6 Genolyptus

Embral492  F: catgtcticgcagtgcaataa 60 °C (AG)11 Hex 2 9 Genolyptus
R: agtcttcgectgacttccaa

Embraiss1 - gtccgeteggttactegte 60 °C (CT)6 6-Fam 2 7 Genolyptus
R: ctcagtcgaacggaggagag

Embral578 Eﬂgggcgagcgagagaagac 60 °C (AG)13 6-Fam 2 9 Genolyptus
: gtcaggaaggtggacatcgt

Embraie2a - cacceegasagiigtiaage 60 °C (ACC)5 Ned 2 6  Genolyptus
R: gggaaggggaagatgaagaa
F: acgacgttggactttgatcc o )

Embral627 R: tcegettcaccaaatttcte 60 °C (AG)6 6-Fam 2 1 Genolyptus

Embral654 Eﬂ cgacgtcatcggteasacta 60 °C (CGG)7 Hex 1 3 Genolyptus
: atacgctacgectcgagaaa

Embralese - cccgeteacatcteactgtt 60 °C (TC)8 6-Fam 1 3 Genolyptus
R: gaagaggaggaggatcaggg

Embral679 E‘, gteegecttceeettcac 60 °C (TC)8 Hex 1 9  Genolyptus
: atcctcaagctetggaccac

Embra1688 E:_ ctitcteceectettecate 60 °C (CCG)4 Hex 1 3 Genolyptus
: gtgatctectectecgacag

Embral712 Eﬂtccgagagaaggtcgmat 60 °C (GA)9 Ned 1 1 Genolyptus
: cgtccggagagacagaagag
F: ttggttcttccttgcttgct 0

Embral716 R: gggtcgtgtiggagtigagt 60 °C (CTTGC)5 Ned 2 9 Genolyptus

Embral722 E:_ ttacceggaatcagatcgac 60 °C (GA)6 6-Fam 3 5 Genolyptus
: ccgacttcgaaaaagacgag
F: gagagcttggacatgaaggg o

Embral753 R: ctocteotoctcoteoacte 60 °C (CT)6 Ned 2 N.I. Genolyptus

Continua...
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Apéndice C.

Continuacao.

Identificacdo Sequéncias Temp. Anelamento ~ Motivo de repeticdo  Fluorescéncia C.I1. G.L. Autoria
Embrai770 - adtttggtetgegtggaac 60 °C (TC)8 Hex 2 5 Genolyptus
R: tgatccgaaaaggtgaatcc
Embra1851 FF;, gtegtegecattgaagtict 60 °C (ACGG)7 Hex 3 9 Genolyptus
: cgatcctatcaggctcagtg
Embral868 Eﬂ tgtggageatggagtageag 59 °C (TC)18 Ned 1 7 Genolyptus
: caaatctcagagacgccaca
F: agccaaaaggaatattgggc o
Embral920 R: gitcgeeetctecctete 60 °C (AG)11 Hex 2 6 Genolyptus
Embral934 E cagagcagaagcaagcacaa 60 °C (CTe6 Hex 1 N.I. Genolyptus
: tctgtgegtagaaccactge
F: gtcgaggcaggtggagtaga o
Embral960 R: tcteatcaatggettectce 60 °C (GAG)7 Hex 2 N.I. Genolyptus
Embral990 F: cgeteacttcagacaage 60 °C (AG)9 Ned 1 5 Genolyptus

R: cgattatcaccatccccatc

LET
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Apéndice D. Linhas de comandos utilizadas no Programa R para a estimativa dos
componentes de variancia dos caracteres avaliados nos experimentos do
Projeto Genolyptus (Coelho - comunicacéo pessoal, 2005).

# CARREGAR TABELA DE DADOS PARA A FUNCAO UTILIZADA NA
ESTIMATIVA DOS VALORES E-BLUP

EXPERIMENTO<- read.table(file="EXPERIMENTO.csV', header=TRUE, sep=";")

# GERAR OS FATORES PARA A ANALISE

EXPERIMENTOS$superbloco <- as.factor(EXPERIMENTO$superbloco)
EXPERIMENTOS$bloquinho <- as.factor(EXPERIMENTO$bloquinho)
EXPERIMENTOSparcela <- as.factor(EXPERIMENTOS$parcela)
EXPERIMENTOS$familia <- as.factor(EXPERIMENTO$familia)
EXPERIMENTO$genotipo <- as.factor(EXPERIMENTOS$genotipo)

# CRIAR CONJUNTOS DE DADOS ESPECIFICOS PARA CADA VARIAVEL
# VARIAVEL_EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTOV, ¢(1:Cl, CF)])
# Cl e CF: LIMITES DAS COLUNAS DOS CARACTERES NA TABELA DE
ENTRADA DE DADOS)

dap_EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO[, ¢(1:11, 12)])

altura EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO], c(1:11, 13)])

pilodyn_ EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO[, c(1:11, 14)])
ligTotal EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO], c(1:11, 15)])
rSG_EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO, c(1:11, 16)])
RD_EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO[, ¢(1:11, 17)])
DB_EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTO[, c(1:11, 18)])

Vol _EXPERIMENTO <- na.exclude(EXPERIMENTOJ, c(1:11, 19)])

# salvar conjuntos de dados
save.image(file="c:\\\ EXPERIMENTO.Rdata’)

# EXEMPLO CARATER DAP NO EXPERIMENTO DO RS

dap_ml <- Imer(dap ~ familia-1 + (FL+FC+FD) + (1|familia/genotipo) + (1|superbloco/
bloquinho), data=dap EXPERIMENTO)

dap_m2 <- Imer(dap ~ familia-1 + (FL+FC+FD) + (1|familia/genotipo) + (1|superbloco),
data=dap_EXPERIMENTO)

dap m3 <- Imer(dap ~ familia-1 + (1|familia/genotipo) + (1|superbloco),
data=dap_EXPERIMENTO)
dap_m4 <- Imer(dap ~ familia-1 + (FL+FC+FD) + (1|familia/genotipo),

data=dap_EXPERIMENTO)

# COMPARAR OS MODELOS PARA SELECIONAR O MELHOR
aov (dap_m1, dap_m2, dist norm)

# REALIZAR INTERACOES ENTRE TODOS OS MODELOS AVALIADOS

# REPETIR PARA CADA CARATER AVALIADO
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Apéndice E. Linhas de comandos utilizadas no Programa R para o mapeamento de QTL
através de Analise de Marcas Simples (AMS).

#CARREGAR TABELA DE DADOS PARA A FUNQAO UTILIZADA PARA AMS
test<-read.table("TABELA_DE_DADOS.csv",header=T,sep=";")

#FUNCAO DE MAPEAMENTO

single3<-function(test,markerl,marker2,traitl,trait2)
#test=tabela; markerle2=col_prim e ult_marc;traitl e 2prim e ult_caractquant
{

y<-0

markers<-marker2-markerl+1

traits<-trait2-trait1+1
results<-matrix(nrow=markers*traits,ncol=12)

for (a in (traitl:trait2))

{

for (b in (markerl:marker2))

{

y<-y+1

test[,b]<-factor(test[,b])
testl<-aov(test[,a]~test[,b],test)
pvalue<-summary(test))[[1]][[5]1][1]
cat(dimnames(test)[[2]][a].dimnames(test)[[2]][b],pvalue,"\n")
r<-
summary(testl)[[L11[[2]1[1])/(summary(test1)[[1]][[2]]1[1]+summary(test1)[[1]][[2]][2])*10
0

numniveis<-length(levels(test[,b]))

if (numniveis<3)

{

levl<-levels(test[,b])[1]

lev2<-levels(test[,b])[2]
medialevl<-mean(test[test[,b]==lev1,a],na.rm=T)
medialev2<-mean(test[test[,b]==lev2,a],na.rm=T)
results[y,4]<-levl

results[y,5]<-lev2

results[y,8]<-medialevl

results[y,9]<-medialev2

}

if (numniveis>2)

{

levl<-levels(test[,b])[1]

lev2<-levels(test[,b])[2]

lev3<-levels(test[,b])[3]

lev4<-levels(test[,b])[4]
medialevl<-mean(test[test[,b]==lev1,a],na.rm=T)
medialev2<-mean(test[test[,b]==lev2,a],na.rm=T)
medialev3<-mean(test[test[,b]==lev3,a],na.rm=T)
medialev4<-mean(test[test[,b]==lev4,a],na.rm=T) Continua. ..
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Apéndice E. Continuacéo.

results[y,4]<-levl

results[y,5]<-lev2

results[y,6]<-lev3

results[y,7]<-lev4
results[y,8]<-medialevl
results[y,9]<-medialev2
results[y,10]<-medialev3
results[y,11]<-medialev4

¥
results[y,2]<-dimnames(test)[[2]][b]
results[y,1]<-dimnames(test)[[2]][a]
results[y,3]<-pvalue
results[y,12]<-r

b<-b+1

}

a<-a+1

}

dimnames(results)[[2]]<-
c("trait","marker","pvalue","G1","G2","G3","G4","mediaG1","mediaG2",
"mediaG3","mediaG4","r?")

write.table(results, " "results.txt")

}

# ANALISE DOS DADOS
single3(test, Cl, CF, CI, CF)

# Cl e CF: LIMITES DAS COLUNAS DOS GENOTIPOS E CARACTERES NA
TABELA DE ENTRADA DE DADOS)



141

Apéndice F. Caracteres para os quais foram identificados QTL com p<0,01, com
indicacdo do quanto os locos com associacBes validas influenciam na
variagdo fenotipica observada (R?), o grupo de ligacdo onde este QTL foi
mapeado (G.L.), os valores médios e 0 nimero de individuos mapeados nas
respectivas classes genotipicas.

Carater QTL Loco R? Classes Genotipicas
Embra ng(?tipo 13 14 23 24
0042 8,82 Média 7,21 7,78 8,49 7,73
RS N° Ir?d_. 24 26 54 32
Embra ngqtlpo 13 23 - -
Didmetro 1492 7,42 Média 8,28 7,45 - -
N° Ind. 62 50 - -
Genotipo 13 23 - -
(cm) ETE; 4,74 Média 807 741 - i
Global N® Ind. o4 29 - -
Embra ngqtlpo 13 14 23 24
1679 7,21 Média 1,77 8,35 8,09 7,26
N° Ind. 51 63 29 35
Embra ng(?tipo 13 14 23 24
0042 8,38 Média 9,08 9,56 10,05 9,50
RS N° Ind. 24 26 54 32
Altura Embra Genotipo 13 14 23 24
1679 9,31 Média 9,99 9,90 9,87 9,09
(m) NO Ind. 28 49 28 31
Embra Genotipo 13 14 23 24
Global 1679 8,97 Média 10,06 10,03 9,84 9,17
N° Ind. 51 63 29 35
Genotipo 13 23 - -
RS Emg 7,54 Média 3,832 29662 - i
N° Ind. 62 50 - -
Volume Embra Genotipo 11 12 - -
\ 1234 461 Média  3,75¢® 3,04e” - -
(m®) Global N° Ind. 101 88 - -
Embra ngc’_;tipo 13 ) 23 ) - -
1492 4,90 Média 3,64e“ 2,93¢ - -
N° Ind. 94 59 - -
Embra ngc’_;tipo 13 14 23 24
1712 62,27 Média 469,23 469,45 477,84 470,77
MG NO Ind. 5 5 5 4
Densidade Embra Genotipo 13 14 23 24
37,65 Média 472,83 478,21 469,41 470,07
(Kg.m?) 1868 NO Ind. 13 7 14 11
Embra Geno6tipo 12 13 - -
RS 0340 4,93 Média 452,20 454,46 - -
N° Ind. 81 67 - -

Continua...



Apéndice F. Continuagéo.

142

Caréter QTL Loco R® G.L. Classes Genotipicas
Embra Ge’n(’?tipo 12 13 - -
Densidade 0340 13,30 7 Média 455,66 457,72 - -
Global N° Ir]d_. 101 88 - -
(Kg.m?) Embra Genotipo 11 12 ) )
1624 3,80 6 Média 457,62 456,50 - -
NC Ind. 89 111 - -
Emb Genotipo 12 13 22 24
Relagio RS T65rg 895 3 Meédia 324 328 337 337
Siringil / N° Ir]d_. 33 39 42 23
Guaiacil Embra Genotipo 11 12 13 23
Global 1990 5,30 5 Média 3,28 3,26 3,28 3,25
Ne Ind. 42 50 41 67
Genotipo 13 23 - -
ETOborg 1955 1 Media 2379 2445 - i
MG Ne° Ir]d_. 28 18 - -
Embra Ge,nc_Jtlpo 13 23 - -
1627 19,28 1 Média 23,74 24,38 - -
Teor Ne Ind. 20 27 - -
de Embra Genétipo 13 14 23 24
lignina RS 0213 11,43 4 Média 22,98 23,17 23,36 23,40
NO Ind. 27 19 31 27
(%) EG Geno6tipo 13 23 - -
0096 1,94 2 Média 23,30 23,48 - -
Global NO Ind. 108 78 - -
Embra Ge’n(?tipo 13 23 - -
1627 7,12 1 Média 23,26 23,64 - -
NO Ind. 98 79 - -
Embra Genotipo 13 14 23 24
MG 1868 46,90 7 Média 56,48 55,76 56,86 56,89
NO Ind. 13 7 14 11
Genotipo 12 22 - -
RS ET3b3rg 589 2 Média 5487 5455 - i
Rendimento N° Ind. 81 63 - -
de Embra Geno6tipo 13 23 - -
Celulose 1316 1,40 1 Média 55,19 54,95 - -
N° Ind. 114 82 - -
(%) Embra Genbtipo 12 22 - -
Global 1332 2,22 2 Média 55,20 54,91 - -
N° Ind. 107 80 - -
Genotipo 13 23 - -
ET7b1rg 301 9 Média 5517 5513 - i
N° Ind. 100 60 - -
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Caracteres que apresentaram interacdo entre QTL e ambientes, com
indicacdo do loco e grupo de ligagdo onde este QTL foi mapeado (G.L.), o
quanto os locos com associagdes validas influenciam na variacao fenotipica
observada (R?), e os valores médios das classes genotipicas nos ambientes
separados e em conjunto.

Caréter Loco G.L. Anélise Classes Genotipicas R
Genotipos 13 14 23 24
Teor de Media 2335 23,34 2332 2335
Lignina Embra global 0,04
g 0191 11 NO°Ind. 39 33 36 40
%) Média RS 23,13 23,22 23,28 23,26 161
0 NO Ind. 29 32 30 33 !
Média MG 23,95 2596 23,92 24,02 3728
N° Ind. 10 1 6 7 ’
Genotipos 13 14 23 24
Média
Rendimento global 5525 5512 5512 5519 .
de Celulose  Embra 7 N°Ind. 43 37 46 43
1868 MédiaRS 54,64 5494 5456 5477 o
(%) NP Ind. 30 30 32 32 !
Média MG 56,48 55,76 56,86 56,89 46.90
N° Ind. 13 7 14 11 ’




