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RESUMO

MACIEL, K. J. S. Analise da diversidade e divergéncia genética em clones de
Eucalyptus spp. potencialmente importantes para Goids. 2014. 64 f. Dissertagdo
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade
Federal de Goias, Goiania, 2014. *

O sucesso do setor florestal brasileiro deve-se em grande parte a excelente adaptabilidade
do género Eucalyptus ao nosso clima e condigdes do solo. A recente expanséao do eucalipto
para as regides norte e central do Brasil requer pesquisas para que os clones se adaptem a
seca, elevadas temperaturas e escassez de nutrientes nos solos do Cerrado. O objetivo deste
estudo foi estimar a diversidade e divergéncia genética entre 90 dos clones utilizados em
uma rede de testes clonais no estado de Goias. Os clones foram genotipados com nove
locos microssatélites organizados em quatro sistemas “multiplex” para PCR. Os
fragmentos amplificados foram separados na plataforma ABI-3100 (Applied Biosystems).
A genotipagem foi realizada utilizando o programa GeneMapper (Applied Biosystems). Os
parametros de diversidade genética foram estimados usando os programas GDA e Fstat. Os
parametros numero de alelos (A), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), indice de fixacdo intrapopulacional (f) e riqueza alélica foram estimados
para cada loco microssatélite. Os resultados mostraram que todos os locos utilizados neste
estudo foram altamente polimorficos, com média de 16,78 alelos por loco. A genotipagem
dos locos EMBRA28 e EMBRA3 mostrou 0 maior nimero de alelos (24 e 22). De maneira
geral, para a maioria dos locos estudados, a heterozigosidade observada apresentou
estimativas semelhantes a heterozigosidade esperada dentro das condi¢Ges do Equilibrio de
Hardy-Weimberg. Como resultado, o indice de fixacdo (f) ndo diferiu significativamente
de zero. A analise da estrutura genética dos clones foi realizada utilizando o programa
Structure (versdo 2.3.4), com valores de K variando de 1 a 10, com 10 iteragdes cada. Os
resultados indicaram a presenca de trés grupos genéticos distintos (K = 3). Entretanto, ndo
foi observada uma clara relacdo entre as populacdes obtidas e as diferentes espécies de
Eucalyptus utilizadas no estudo. Esse resultado pode ser explicado pelo fato da amostra de
clone ser originada de programas de melhoramento, onde 0s cruzamentos recombinam o
material genético das populagdes, desfazendo algumas estruturas genéticas. De forma mais
importante, as analises moleculares indicaram grande diversidade genética dentre os clones
que estdo sendo avaliados em Goias. Esta diversidade genética pode ser explorada em um
programa de melhoramento para obtencdo de novos materiais genéticos adaptados as
condicdes do Cerrado.

Palavras-chave: Eucalyptus, teste-clonal, diversidade genética, microssatélites.

Orientador: Prof. Dr. Evandro Novaes. EA-UFG.



ABSTRACT

MACIEL, K. J. S. Genetic diversity and divergence among Eucalyptus spp. clones
potencially adapted to Goids. 2014. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias,
Goiania, 2014. *

The success of the Brazilian forestry is due largely to the excellent adaptability of the
Eucalyptus genus to our climate and soil conditions. The recent expansion of eucalypts to
the North and Midwest regions of Brazil presents challenges such as the need for clones
adapted to drought, high temperatures and nutrient deficient soils of Cerrado. Three clonal
trials were installed in different regions of Goias State to evaluate the adaptability and
growth of 113 elite clones of Eucalyptus spp. The objective of this study was to estimate
the genetic diversity and divergence among 90 of the clones used in three clonal trials
installed in different regions of Goias State. The clones were genotyped with nine
microsatellite loci organized into four "multiplex” systems for PCR. The amplified
fragments were separated on the ABI-3100 platform (Applied Biosystems). The
genotyping was performed using the GeneMapper software (Applied Biosystems). Genetic
diversity parameters were estimated using the GDA and Fstat programs. The parameters
number of alleles (A), expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (Ho),
intrapopulation fixation index (f) and allelic richness were estimated for each microsatellite
locus. The results showed that all loci used in this study were highly polymorphic, with an
average of 16.78 alleles per locus. The EMBRA28 and EMBRAS3 loci showed the highest
number of alleles (24 and 22). In general, for most markers, the observed heterozygosity
had similar estimates when compared to the expected heterozigosity under Hardy-
Weinberg Equilibrium. As a result, the fixation index (f) did not differ significantly from
zero. Analyses of genetic structure of the clones was performed using the software
Structure (version 2.3.4), with K values ranging from 1 to 10, with 10 interactions each.
Results indicated presence of three distinct genetic groups (K = 3). However, there was no
clear relationship between the populations obtained and the different species of Eucalyptus
used in the study. This result can be explained by the clone sample is originated from
breeding programs where crosses may have admixed populations, disrupting some genetic
structures. Most importantly, the molecular analyses indicate extraordinary genetic
diversity within the clonal trials installed in Goias. This genetic diversity can be exploited
for breeding new genetic material adapted to the Cerrado conditions.

Key words: Eucalyptus, clonal trial, genetic diversity, microsatellite.

LAdviser: Prof. Dr. Evandro Novaes. EA-UFG.



1 INTRODUCAO

De acordo com o relatorio estatistico da FAO (Organizacdo das Na¢6es Unidas
para Agricultura e Alimentacdo) do ano de 2013, existem mais de quatro bilhdes de
hectares de florestas em todo o mundo. Destes, aproximadamente 150 milhdes estdo
localizados no Brasil, sendo o segundo pais que mais possui areas florestais. Apesar de a
grande maioria dessa area ainda ser de florestas nativas, o desenvolvimento econdmico
atrelado a expansdo da agricultura e dos centros urbanos vem causando forte pressao
nesses ecossistemas. Assim, as florestas plantadas tém recebido papel de destaque
principalmente para suprir, de maneira racional e sustentavel, o constante aumento da
demanda por produtos madeireiros. Este fornecimento de matéria-prima sustentavel é
fundamental para a preservacdo da vegetacdo nativa, evitando, assim, o desmatamento de
areas naturais (Grattapaglia & Kirst, 2008).

A maioria das areas de florestas plantadas do Brasil € formada por individuos
dos géneros Eucalyptus e Pinus. O género Eucalyptus tem sido o mais amplamente
plantado em todo o mundo, com &reas de cultivo equivalentes a aproximadamente 20
milhGes de hectares em mais de 100 paises (Myburg et al., 2014). Esse sucesso deve-se ao
fato deste género apresentar grande adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas.
Outra razdo da utilizacdo de Eucalyptus em grande escala é devido as multiplas aptiddes de
sua madeira, sendo utilizada para a producdo de celulose, carvdo vegetal, postes, madeira
serrada, moveis, e até produtos ndo madeireiros como 6leo essencial (Bertola, 2005; Ishii,
2009).

No Brasil, aproximadamente 75% das areas destinadas a plantios florestais séo
compostas por arvores de eucalipto, perfazendo mais de cinco milhdes de hectares. As
demais areas sdo ocupadas principalmente por coniferas do género Pinus. As areas
destinadas a eucaliptocultura foram desenvolvidas, inicialmente, nas regifes de Mata
Atlantica, principalmente nas regides Sul, Sudeste e no Sul do estado da Bahia. No entanto,
0 aumento da demanda por produtos madeireiros tanto no mercado nacional quanto

internacional acabou impulsionando a implantacdo de plantios florestais em outras regides
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do pais. Esse aumento da demanda, aliado ao aumento do preco de terras nas regides Sul e
Sudeste, acabaram gerando uma constante expansdo da eucaliptocultura em praticamente
todo o territério nacional (ABRAF, 2013).

Na regido Centro-Oeste, 0s estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
apresentaram aumento de suas areas destinadas ao plantio de eucalipto, com crescimento
de 1,9% e 19%, respectivamente, de 2011 a 2012. Do mesmo modo, o0 estado do Tocantins
na regido Norte do Brasil apresentou, no mesmo periodo, crescimento de aproximadamente
40% das areas de plantacGes de eucalipto, sendo o estado que mais expandiu em todo o
pais. Por outro lado, o estado de Goias apresentou um decréscimo acentuado de 55% nas
areas destinadas a eucaliptocultura, entre 2011 e 2012, totalizando 38.081 hectares neste
ultimo ano. Com isso, as areas utilizadas em plantios florestais no estado diminuiram
aproximadamente 30% considerando as areas plantadas com arvores de Eucalyptus e
Pinus, fazendo com que este esteja a frente apenas dos estados do Piaui e Rio de Janeiro
com relacdo a quantidade de hectares utilizados em florestas plantadas (ABRAF, 2013).

De maneira geral, é possivel concluir que o estado de Goias tem apresentado
um desempenho do setor florestal muito inferior ao encontrado nos demais estados da
regido Centro-Oeste. Isto pode ser resultado tanto da falta de politicas publicas que
incentivem a implantacdo de atividades florestais no estado como de conhecimento
técnico-cientifico para viabilizar grandes empreendimentos florestais. Além disso, a
auséncia de materiais genéticos adaptados e altamente produtivos nas condicdes de clima e
umidade do estado pode ser um dos fatores que tem dificultado o interesse na
eucaliptocultura em Goias. Neste sentido, pesquisas que busquem identificar e selecionar
materiais genéticos bem adaptados as condi¢Bes edafoclimaticas encontradas em Goias
podem ndo s6 aumentar a produtividade das florestas plantadas como também catalisar
investimentos no estado, promovendo maior desenvolvimento do mesmo.

Recentemente, pesquisadores da Universidade Federal de Goiads (UFG), em
parceria com a Universidade Federal de Vigosa (UFV), Suzano Papel e Celulose e
empresas parceiras, tém conduzido uma rede de testes clonais em regifes representativas
das condic¢des climéaticas do Estado de Goiés, com o objetivo de identificar materiais
geneéticos de Eucalyptus superiores e adaptados para plantios no Estado. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma andlise da diversidade e divergéncia genética de 90 clones-elite
potencialmente importantes para o estado de Goias, utilizando como ferramenta

marcadores microssatélites. Desses clones-elite, 55 estdo sendo testados no estado. A
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andlise genética dos clones é importante para conhecimento da real diversidade da amostra
em teste no Estado. Além disso, com os marcadores moleculares é possivel estimar a
divergéncia genética entre os clones. A analise de divergéncia é util para guiar
cruzamentos no sentido de reconstituir combinagdes hibridas bem sucedidas e explorar a
heterose funcional nas progénies. A realizacdo do fingerprint molecular é outra informacao
importante, pois possibilita a identificagdo de eventuais duplicidades de clones, ou seja,
clones com a mesma constituicdo genética, mas que apresentam nomenclaturas diferentes.
No geral, a analise molecular com marcadores microssatélites permitira um melhor
conhecimento do nivel e da estruturacdo da diversidade disponivel na amostra de clones-
elite que estdo sendo testados em Goias. Esse conhecimento é importante para
gerenciamento dessa diversidade e racionalizacdo das acGes caso esse material genético

seja utilizado em um futuro programa de melhoramento de Eucalyptus no estado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO EUCALYPTUS

2.1.1 Origem e caracterizacao das espécies de Eucalyptus

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtacea, apresenta mais de 700
denominacdes diferentes incluindo espécies, variedades e hibridos. Dos dez subgéneros
inclusos em Eucalyptus, o0 Symphyomyrtus é o mais numeroso, com aproximadamente 300
espécies descritas (Brooker, 2000). Dentre elas, encontram-se as mais comumente
utilizadas para fins comerciais, como E. grandis, E. globulus, E. urophylla e E.
camaldulensis (Kageyama & Vencovsky, 1983). No Brasil, sdo utilizados, ainda, alguns
hibridos interespecificos, como E. grandis x E. urophylla (com aproximadamente 47% da
area destinada a industria de celulose) e variedades de espécies puras, como E. grandis
(26%), E. saligna (4%) e E. dunni (3%) (Bracelpa, 2013).

E. grandis é a espécie mais plantada no territorio brasileiro, pois apresenta
rapido crescimento e grande adaptabilidade a regides de clima tropical. Individuos desta
espécie tém sido muito utilizados na obtencdo de hibridos e em clonagem de arvores
selecionadas para a producdo de papel e celulose (Rocha et al., 2005; Jones et al., 2006;
Fonseca et al., 2010). Esse destaque como material genético se deve ao excelente
rendimento volumétrico quando comparada com outras espécies cultivadas no Brasil.

O E. urophylla é uma das poucas espécies que ndo ocorre na Australia, sendo
encontrada em sete ilhas da Indonésia, ao norte do continente Australiano. E considerada
importante por sua boa resisténcia a fatores bioticos e abioticos, principalmente ao cancro
do eucalipto, e tolerancia ao déficit hidrico. Os hibridos entre E. grandis e E. urophylla
tém se destacado no cenario florestal brasileiro pelo crescimento rapido e por ter bom
desempenho na producéo de celulose e papel (Payn et al., 2008).

O E. camaldulensis € considerada a espécie de maior distribuicdo geografica do
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género, sendo encontrada em quase todo o continente Australiano, principalmente nas
encostas de cursos d’agua ¢ rios. Estas arvores sdo capazes de se desenvolver em
condicdes climaticas variadas, sendo uma das espécies mais adequadas para o plantio em
zonas criticas de reflorestamento, onde os déficits hidrico e nutricional sdo fatores
limitantes para outras espécies (Butcher et al., 2009).

O E. globulus é originaria da ilha da Tasméania e regido Sudeste da Austrélia,
sendo mais comum em solos argilosos com moderada fertilidade (Silva et al., 2006;
Barbour et al., 2008). Individuos desta espécie tém sido amplamente empregados em
regides temperadas, devido ao seu rapido crescimento nessas condigdes climaticas e
excelentes propriedades da madeira para a producdo de celulose e papel (Grattapaglia &
Kirst, 2008).

A maioria das espécies de Eucalyptus conhecidas sdo arvores tipicas de
florestas altas, com altitude variando entre 30 e 50 metros, e de florestas abertas, com
arvores menores, atingindo alturas de 10 a 25 metros (Ladiges et al., 2003). Sua
reproducdo ocorre principalmente por alogamia (fecundagdo cruzada) com a presenca de
mecanismos de autoincompatibilidade (Potts, 2004). Entretanto, niveis consideraveis de
autofecundacgéo séo encontrados, podendo variar de 10% a 35% dos casos (Gaiotto et al.,
1997; Moran et al., 2002). A ocorréncia de autofecundacdo nas espécies deste género é
possivel devido ao carater hermafrodita das flores, cuja fecundacéo se da por entomofilia
(Figura 1) (Moran et al., 2002; Horshley & Johnson, 2007). Individuos deste género sdo
diploides, apresentando 22 cromossomos e 0 tamanho de seu genoma varia de 400 a 700
Mpb, dependendo da espécie (Rye, 1979; Marie & Brown, 1993; Grattapaglia &
Bradshaw, 1994). O genoma de E. grandis foi recentemente sequenciado, apresentando
640 Mpb (Myburg et al., 2014). A presenca de individuos poliploides ainda ndo foi
encontrada na natureza, embora seja possivel induzir este carater artificialmente
(Grattapaglia & Bradshaw, 1994).

Os ingleses foram os primeiros a catalogar arvores de Eucalyptus, em 1788, na
Australia. Entretanto, individuos deste género também sdo encontrados na Nova Zelandia,
Tasmania e ilhas vizinhas (Andrade, 1922). Atualmente, espécies de Eucalyptus sdo
encontradas em mais de 100 paises da América do Sul, sul da Europa, Austrélia e Africa,
perfazendo um total de mais de 20 milhdes de hectares plantados (Myburg et al., 2014). A
presenca destas espécies em varias regides do mundo é possivel devido ao bom

comportamento de seus individuos em amplas condigdes ambientais, sendo encontrados
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em regides pantanosas, solos arenosos e, em varias condigdes de precipitacdo e
temperatura (Turnbull, 1999). Além de sua ampla adaptabilidade, os individuos de
Eucalyptus podem ser utilizados para diversas finalidades, como producdo de papel,
postes, energia, carvao vegetal, madeira serrada, moveis, chapa e fibra, laminas,

compensados, aglomerados, além de serem utilizadas para outras finalidades, como a

producdo de 6leos essenciais e mel (Ishii, 2009).

Figura 1. Caracteristicas gerais das arvores de Eucalyptus. A — arvore de grande porte
pertencente ao género Eucalyptus; B — carater hermafrodita das flores de
Eucalyptus; C — polinizacdo por entomofilia por abelha, o principal agente
polinizador (Grattapaglia et al., 2012).

A disseminacdo de sementes de Eucalyptus no mundo comecgou no inicio do
século XIX. Em 1823 estas sementes chegaram a América do Sul, sendo utilizadas
inicialmente em paises como Chile, Argentina e Uruguai. As primeiras mudas de
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Eucalyptus chegaram ao Brasil em 1868, mas a introducdo deste género sé foi
impulsionada a partir do inicio do século XX com os experimentos de Edmundo Navarro
de Andrade em Rio Claro, Sdo Paulo. Nesses experimentos, Navarro de Andrade
comparou varias espécies de eucalipto junto com espécies nativas. Apesar deste estudo
pioneiro, a producdo do Eucalyptus s6 alcancou destaque a partir da década de 1970. J& em
1980, devido ao sucesso do eucalipto, o Brasil obteve a primeira colocagdo mundial como
produtor e exportador de celulose de fibra curta branqueada (Lima, 1993).

A partir da década de 90 os estudos envolvendo arvores de Eucalyptus
passaram a se relacionar predominantemente com a utilizagcdo racional dos recursos
naturais, procurando aumentar a produtividade das florestas sem causar danos excessivos
ao solo e ao meio ambiente (Oda et al., 2007). Ja nos ultimos anos, o enfoque tem incluido
também a biotecnologia, biologia molecular e gendmica florestal, com o objetivo de
aumentar a produtividade e a qualidade da madeira, importante para a fabricagdo de
celulose. (Bertola, 2005).

2.1.2 Importéancia do Eucalyptus no setor florestal brasileiro

As plantacGes florestais e industrias associadas, de modo geral, proporcionam
beneficios econbmicos, sociais e ambientais, como por exemplo, a geracdo de empregos,
favorece a competitividade brasileira no mercado internacional, reducdo de CO, da
atmosfera e regulacdo do ciclo hidrico (Mora & Garcia, 2000). Além destes beneficios, as
florestas plantadas tém efeito direto na preservacdo da vegetacdo nativa, fornecendo
matéria-prima que, de outro modo, seria obtida pelo desmatamento de areas naturais
(Grattapaglia & Kirst, 2008).

A utilizacdo do Eucalyptus em plantacdes florestais foi rapidamente
implementada apds sua descoberta no século XVIII pelos europeus (Eldridge et al., 1993).
Entretanto, arvores deste género s passaram a ser cultivadas para exploragcdo comercial no
Brasil a partir do século XX, por iniciativa da Companhia Paulista de Estradas de Ferro. O
interesse pelo eucalipto, na época, surgiu da necessidade de carvdo para abastecer as
locomotivas e de madeira para os dormentes utilizados na construcéo de ferrovias (Mora &
Garcia, 2000). Desde entdo, o género Eucalyptus, juntamente com Pinus, tem
desempenhado papel cada vez mais importante na composicdo das florestas plantadas do

pais.
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O género Eucalyptus possui ampla distribui¢do no territorio brasileiro, sendo
encontrado em todos os estados com aproximadamente cinco milhGes de hectares,
perfazendo 76,6% da area de florestas plantadas no Brasil (Figura 2). O estado de Minas
Gerais € 0 que apresenta a maior quantidade de éareas plantadas de Eucalyptus
(aproximadamente 1,5 milhdo de hectares), seguido dos estados de So Paulo e Parand. A
maior concentracdo de plantios de Eucalyptus nas regibes Sul e Sudeste deve-se
principalmente ao fato de as principais unidades industriais dos segmentos de Celulose e
Papel, Painéis de Madeira Industrializada, Siderurgia e Carvdo Vegetal terem sido
instaladas nestas regides (ABRAF, 2013).

Pinus
23,4%

Eucalyptus
76,6%

Figura 2. Porcentagem de areas de florestas plantadas com os géneros Eucalyptus e Pinus,
no periodo de 2012 a 2013 no Brasil (fonte: ABRAF, 2013).

As éareas plantadas com Eucalyptus no Brasil vém crescendo nos ultimos cinco
anos. Os estados do Mato Grosso do Sul e Tocantins sdo 0S que apresentaram maior
crescimento (19% e 40%, respectivamente) no periodo 2011-2012 (ABRAF, 2013). Ja os
estados da Bahia, Parana e Goias sdo o0s que apresentam maiores indices de reducdo, com
este ultimo apresentando decréscimo de 55% no mesmo periodo. Com esse decréscimo
Goias possui hoje aproximadamente 40 mil hectares de florestas plantadas com Eucalyptus
(ABRAF, 2013). O crescimento das areas utilizadas na silvicultura brasileira é resultado de
investimentos realizados pelas inddstrias, o que favorece o aumento da produtividade e
qualidade dos produtos florestais brasileiros (Bandeira, 2011). Entretanto, 0 aumento de
areas agricolas e a pressdo de ambientalistas tém impulsionado os produtores a buscarem

maneiras alternativas de aumentar a qualidade e produtividade do eucalipto sem que haja
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crescimento das areas de plantio. Neste sentido, 0 melhoramento genético das espécies de
Eucalyptus tem capital importancia para melhoria continua da produtividade florestal
(Assis & Mafia, 2007).

2.1.3 Melhoramento de Eucalyptus

O melhoramento genético florestal possui como objetivo a selecdo de arvores
superiores, visando caracteristicas de interesse, como aumento do volume e densidade da
madeira, tronco cilindrico e retilineo, e melhorias da qualidade da madeira. Essas
caracteristicas sdo importantes, pois trazem beneficios ao longo de toda a cadeia produtiva,
gerando economia no corte e transporte das arvores e diminuindo a quantidade de terras
usadas para producao de um determinado volume de madeira (Grattapaglia & Kirst, 2008).
Além dessas, outras caracteristicas importantes sdo aquelas relacionadas a resisténcia a
pragas, doencas e estresses ambientais. Nestes casos, a produtividade da floresta esta
diretamente relacionada a qualidade do material genético utilizado, sendo maximizada
guando este material estd bem adaptado as condi¢des ecoldgicas locais.

Plantas superiores de Eucalyptus sdo aquelas que apresentam alelos favoraveis
para diversas caracteristicas econdmicas. Além disso, € necessario que estes individuos
sejam adaptados as condic¢Bes edafoclimaticas das regides de plantio. Tais caracteristicas
desejaveis geralmente encontram-se associadas a alelos de alta frequéncia em espécies
contrastantes, podendo ser reunidos através do processo de hibridacdo interespecifica
(Brune & Zobel, 1981).

A hibridacdo interespecifica consiste na criagdo de novas combinagdes
genotipicas ndo existentes na natureza e que s6 podem ser obtidas através de cruzamentos
entre individuos de espécies diferentes. Esse processo € interessante devido a ampla
variabilidade fenotipica existente entre as espécies de eucalipto, o que viabiliza a obtencéo
de caracteristicas complementares em um mesmo individuo, além de potencializar o seu
vigor hibrido devido a alta heterozigosidade das progénies obtidas (Griffin et al., 1988).

A obtencdo de hibridos interespecificos de Eucalyptus é baseada na grande
quantidade de alelos existentes entre as diferentes espécies e populacdes deste género, o
que caracteriza sua elevada diversidade genética (Grattapaglia & Kirst, 2008). Desse
modo, cada individuo pode contribuir com uma caracteristica diferente em um programa

de melhoramento, seja para caracteristicas relacionadas a qualidade da madeira ou para
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resisténcia a doencas e condi¢cbes ambientais (Brune & Zobel, 1981). Apds a selecdo do
genotipo de interesse, é necessaria a replicagdo deste material sem que ele perca suas
caracteristicas vantajosas no processo de recombinacdo genética resultante de um
cruzamento. Neste contexto, dada a grande heterozigosidade das espécies florestais,
especialmente das arvores hibridas interespecificas, a clonagem constitui-se na Unica
maneira de propagar 0s genétipos superiores. A propagacdo vegetativa possibilita a
perpetuacdo das caracteristicas vantajosas das arvores selecionadas, através da fixacdo das
combinagOes genéticas desejaveis. Outra grande vantagem da clonagem € a obtencéo de
produtos florestais homogéneos (Leroux & Vanstaden, 1991).

Clone é o individuo ou grupo de individuos geneticamente idénticos, derivados
de um ancestral comum por reproducdo assexuada. Neste processo, 0 genotipo de interesse
é transmitido inteiramente dos genitores para a prole, permitindo que as caracteristicas
vantajosas de um individuo sejam transmitidas a sua descendéncia. Para se produzir um
clone superior é necessario primeiramente gerar, através da selecdo recorrente de arvores
elite parentais e de cruzamentos entre elas, um individuo com combinacdo genotipica
superior. A partir de entdo é possivel explorar a complementariedade das caracteristicas e
0s possiveis efeitos heterdticos existentes em cruzamentos interespecificos (Sansaloni,
2008). De modo geral, os clones obtidos pelo cruzamento entre diferentes espécies geram
arvores mais resistentes a pragas e doencas, com maior taxa de crescimento e capacidade
para produzir mais celulose por hectare (Assis & Mafia, 2007).

A clonagem de arvores superiores de Eucalyptus € uma estratégia de curto
prazo para a obtencdo de ganhos em produtividade, qualidade e adaptabilidade nos
programas de melhoramento genético conduzidos nas empresas florestais. A grande
utilizacdo desta técnica deve-se ao fato de o melhoramento de eucalipto estar ainda em
suas etapas iniciais devido ao longo tempo que estes individuos necessitam para alcancar a
maturidade reprodutiva quando comparados a plantas anuais (Potts, 2004).

Recentemente, novas metodologias e estratégias de selecdo tém sido
incorporadas aos programas de melhoramento com o objetivo de acelerar o processo de
obtencdo de materiais genéticos superiores. Dentre elas, o uso de marcadores moleculares
tem sido uma boa opcdo, possibilitando o gerenciamento da variabilidade genética,
protecdo varietal, controle de qualidade dos cruzamentos realizados em programas de
melhoramento, identificacdo de genes de interesse, producdo de mapas genéticos, entre
outras finalidades (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Grattapaglia & Kirst, 2008). Além disso,



21

a utilizagdo destes marcadores fornece novas oportunidades para selecdo mais acurada e
eficiente de arvores com boas caracteristicas de crescimento, forma e propriedades da
madeira (Ishii, 2009; Aguiar et al., 2007).

2.2 MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares sdo fragmentos de DNA, encontrados em locais

especificos do genoma, que permitem a deteccdo de polimorfismos no material genético.
Esses marcadores séo transmitidos de uma geracdo para outra obedecendo aos padrées das
leis de heranca, descritos por Mendel (Schilotter, 2004; Agarwal et al., 2008). Os
marcadores podem estar localizados em qualquer regido do genoma, ou seja, em
sequéncias codantes, regulatorias ou intergénicas sem funcdo definida (Schlétter, 2004).
Outra caracteristica importante dos marcadores moleculares é o fato de sua heranga ndo ser
influenciada por fatores ambientais, sendo considerados neutros (Sansaloni, 2008).
A utilizacdo de marcadores moleculares tem sido aplicada a muitas questdes bioldgicas,
que variam desde o mapeamento genético de populacdes, reconstrucdo filogenética,
andlises de diversidade e divergéncia genética, testes de paternidade a aplicacdes forense
(Agarwal et al., 2008). J& em programas de melhoramento, os marcadores podem ser
utilizados em sua etapa inicial, proporcionando um gerenciamento da diversidade genética
dos individuos utilizados. Além disso, 0 uso de marcadores moleculares pode proporcionar
uma melhor caracterizacdo do germoplasma e maximizacdo dos ganhos genéticos (Souza
et al., 2010).

Em trabalhos realizados com Eucalyptus, os marcadores moleculares tém sido
utilizados na producdo de mapas genéticos (Grattapaglia & Sederoff, 1994; Brondani et al.,
1998), estudos de diversidade genética e fingerprint de individuos (Kirst et al., 2005;
Ribeiro et al., 2009; Souza et al., 2010; Faria et al., 2010; Faria et al., 2011) e obtencédo da
estrutura genetica de populacdes (Payn et al.,, 2008). Nestes estudos, varios tipos de
marcadores moleculares tém sido empregados, como RAPD (Caixeta et al., 2003,
Grattapaglia & Sederoff, 1994), RFLP (Byrne et al., 1998), microssatélites (Hirakawa et
al., 2011) e SNP’s (Brumfield et al., 2003; Correia, 2011). Devido ao seu multialelismo e
alto polimorfismo, os microssatélites tém se mostrado bastante Uteis em estudos para

avaliar os niveis de diversidade e divergéncia genética entre arvores de Eucalyptus.
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2.2.1 Marcadores Microssatélites

Marcadores microssatélites (Litt & Luty, 1989), também conhecidos como
SSR (Simple Sequence Repeats) (Tautz et al., 1986), sdo sequéncias gendmicas repetidas
em tandem. Tais sequéncias sdo denominadas motivos de repeticdo, podendo apresentar,
geralmente, de um a seis nucleotideos repetidos (Birboin & Strauss, 1975; Hamada et al.,
1982). O numero de vezes em que 0 motivo se repete em cada regido microssatélite é
devido principalmente a mutacGes que ocorrem durante a replicacdo do DNA. Essas
mutacdes sd@o conhecidas como slippage, em que a enzima DNA-polimerase gera
sequéncias diferentes ao adicionar ou deletar pares de bases quando hd um pareamento
incorreto entre as fitas complementares nestas regides repetitivas do DNA. A relativamente
mais alta taxa de mutacdes que ocorrem dentro das sequéncias microssatélites faz com que,
geralmente, estas apresentem uma gama de tamanhos varidveis em diferentes individuos de
uma mesma espécie e populacdo. Essas diferencas de comprimento do microssatélite é que
proporciona alto polimorfismo e multialelismo deste marcador (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Para que seja possivel a utilizagdo destes marcadores, é necesséria a
amplificacdo de seus fragmentos por meio da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) (Mullis, 1983). Esta técnica envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes
de copias de um segmento especifico de DNA através da enzima DNA-polimerase,
viabilizando sua detec¢do e genotipagem (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Durante a PCR,
a fita dupla da molécula de DNA é desnaturada, formando cadeias simples. Apos esse
processo, fragmentos curtos de DNA conhecidos como primers ligam-se a regides
complementares da sequéncia alvo, fornecendo a enzima Tag-DNA-polimerase a
extremidade 3’ livre necessaria para que ela inicie a sintese de uma nova fita de DNA
complementar a fita molde. Este processo ocorre durante aproximadamente 30 ciclos,
finalizando com a obtencdo de mais de um bilh&o de copias da regido alvo delimitada pelos
primers. Devido a amplificacdo da regido microssatélite obtida nesta etapa, ndo é
necessario que haja grandes quantidades de DNA para realizagdo dos trabalhos (Semagn et
al., 2006).

Em estudos envolvendo microssatélites, os primers utilizados na PCR
geralmente sdo loco especificos, ou seja, complementares a sequéncias Unicas que

flanqueiam o loco microssatélite de interesse. Sendo assim, para que estes primers possam
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ser confeccionados é necessario ter conhecimento prévio das sequéncias do genoma da
espécie em estudo ou das partes que envolvem o0s microssatélites de interesse. A
necessidade de conhecimento prévio das sequéncias que flanqueiam o microssatélite
tornam altos os custos de desenvolvimento desses marcadores; sendo esta sua principal
desvantagem. Outra grande desvantagem dos marcadores microssatélites € o baixo
paralelismo, ou seja, capacidade de avaliar milhares de marcadores ao mesmo tempo,
como é o caso para marcadores SNPs quando genotipados via microarrajos ou via
sequenciamento de nova geracéo (Semagn et al., 2006).

Reacdes de PCR para microssatélites ocorrem na presenca de pares de primers
(forward e reverse) que hibridizam nas regides alvo do DNA. Nessa reacdo, o fragmento
de DNA contendo a regido microssatélite sera amplificado, podendo ser visualizado
posteriormente na forma de bandas em gel de agarose ou poliacrilamida, na presenca de
um corante de DNA (brometo de etidio ou nitrato de prata). Outra maneira de visualizacdo
dos fragmentos de DNA amplificados esta relacionada a marcacdo de primers com
fluorescéncia ou radioisotopos (Semagn et al., 2006).

O desenvolvimento de fluorocromos para a marcacao de primers utilizados na
analise de microssatélites possibilitou grandes avangos na genotipagem destes marcadores
na medida em que permitiu a identificacdo dos fragmentos amplificados através de
plataformas autométicas. Esta automatizacdo do processo de genotipagem de
microssatélites possui muitas vantagens, como a genotipagem de mais de um loco
microssatélite simultaneamente (Kimpton et al., 1993) . Para tanto, € necessario que
durante a PCR o pesquisador utilize um sistema “multiplex” com pares de primers
marcados com fluorocromos diferentes para os locos que serdo amplificados. Esta co-
amplificacdo de locos microssatélites € interessante, pois otimiza 0s custos e
principalmente o tempo gasto para a realizacdo da amplificacdo dos fragmentos e da
genotipagem dos mesmos, fator limitante em varios trabalhos de pesquisa (Sansaloni,
2008).

A plataforma automatica ou semiautomatica para a genotipagem de
microssatélites tem sido empregada em varios laboratérios. De modo geral, o objetivo
desta tecnologia é estabelecer sistemas universais e altamente robustos de identificacdo
genética para fins de exame de vinculo genético, estudos de variabilidade em populacdes e
estimativas de distancia genética. Entre outras vantagens destes sistemas estdo: (1) rapidez

e acuracia na geracao de dados; (2) avaliagdo simultanea de varios locos microssatelites em
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uma Unica corrida na plataforma de anélise de fragmentos de DNA; (3) aquisi¢do e
armazenamento dos dados (computadorizados) em tempo real, reduzindo a manipulacao da
informacao; (4) possibilidade de exportacdo direta dos dados para os programas de analise
genética e (5) transferibilidade imediata do sistema para outros laboratérios, permitindo a
padronizacdo dos locos amostrados e a comparacdo e compartilhamento de resultados
(Sansaloni, 2008).

A crescente utilizacdo dos microssatélites na comunidade cientifica deve-se ao
fato deles serem altamente informativos, pois sdo altamente polimorficos, bem distribuidos
no genoma de eucariotos e apresentam carater codominante, possibilitando a visualizacéo
de ambos os alelos em individuos heterozigotos (Faria et al., 2011). Além disso, a
genotipagem de SSRs necessita de uma pequena quantidade de DNA, é de féacil
repetibilidade entre diferentes laboratorios e possui alto grau de transferibilidade de
primers entre espécies relacionadas. Essas caracteristicas representam vantagens dos
microssatélites quando comparados a outras classes de marcadores.

Em estudos realizados com espécies do género Eucalyptus, os microssatélites
tém sido utilizados com diferentes finalidades, que vao desde a producdo de mapas
genéticos (Brondani et al., 2006) até a avaliacdo do grau de polimorfismo presente no
genoma destas espécies (Hirakawa et al., 2011), a andlise de diversidade genética e
obtengdo de fingerprint molecular (Faria et al., 2011; Kirst et al., 2005). Dentre suas
utilidades, o gerenciamento da diversidade genética e identificacdo de sua estrutura sao
essenciais para racionalizar as atividades envolvidas no melhoramento genético de plantas.
A identificacdo correta dos materiais genéticos também € importante para varios
procedimentos relacionados ao melhoramento, como manejo de sementes ou programas de
polinizacdo, 0 que evita erros e aumenta a qualidade das atividades envolvidas no

programa (Grattapaglia & Kirst, 2008).

2.3 DIVERSIDADE GENETICA

Uma das aplicacbes mais importantes dos marcadores microssatélites é a
analise da diversidade genética em populacGes, sejam elas naturais ou de melhoramento.
Diversidade genética pode ser definida como a variacdo de sequéncias genémicas nos
individuos de uma mesma espécie. A presenca de variacdo genética nos individuos fornece

um conjunto de marcadores proprios para o estudo genético de organismos nos Sseus



25

habitats nativos, incluindo organismos para 0s quais a domesticagdo ou o crescimento em
laboratério ndo podem ser realizados ou que a manipulagdo genética € impossivel (Hartl &
Clark, 2010).

Informacdes sobre a diversidade genética e as relacdes entre individuos,
populacdes, variedades ou ragas sdo importantes, pois, através delas, € possivel aperfeicoar
as atividades em programas de conservacdo de germoplasma ou de melhoramento
genético, tanto de plantas como de animais. Alem disso, essas informac6es contribuem
também para a conservacdo biologica das espécies e para estudos de evolucdo e ecologia
de populagdes. A associacdo da diversidade genética com a variabilidade fenotipica pode,
ainda, identificar alelos que possam afetar a capacidade do organismo de sobreviver em
seu habitat ou que possam permitir a ele sobreviver em ambientes mais diversificados.
Este conhecimento é muito importante para a conservacdo de germoplasma, identificacao
de individuos, populaces, variedades ou ragas com caracteristicas superiores (Duran et al.,
2009).

Uma das principais utilizacbes dos polimorfismos do DNA em estudos de
genética de populacdes estd relacionada a investigacdo das relacBes genéticas entre
subpopulacdes de uma espécie. Estes estudos partem do principio de que os alelos s&o
compartilhados entre subpopulacbes em virtude de terem sido originadas de uma
populacdo comum e/ou da migracdo dos individuos de uma subpopulacdo para outra. J&
nas populacbes humanas, os polimorfismos genéticos sdo Uteis como marcadores
genéticos, podendo estar ligados a genes deletérios que causam doencas, por exemplo.
Nestes casos, esses marcadores podem ser utilizados tanto para detectar quais membros da
familia provavelmente carregam o gene deletério, quanto na realizagdo de diagnosticos
precoces de pessoas que provavelmente possam ser afetadas (Hartl & Clark, 2010).

Para o gerenciamento da diversidade genética em populacdes de plantas €
imprescindivel a sua quantificagdo. Para tanto, a maioria dos estudos tem utilizado os
seguintes parametros: heterozigosidade esperada (He) e numero de alelos por loco (Ap)
(Pinto, 2001). Além destes, outro parametro frequentemente utilizado é o coeficiente de
endogamia (f).

A heterozigosidade observada é uma medida da frequéncia de heterozigotos
encontrada na amostra estudada. Este parametro é importante, pois demonstra a existéncia
de variacdo genética na populacdo, uma vez que cada heterozigoto apresenta diferentes

alelos para um determinado gene (Weir, 1996). Além disso, a frequéncia de heterozigotos
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tende a ser maior com o0 aumento da diversidade genética. Ja a heterozigosidade esperada é
medida a partir das frequéncias alélicas encontradas na amostra, partindo do pressuposto
de que a populacdo esteja em Equilibrio de Hardy-Weinberg. Este parametro pode ser
definido pela subtracdo da frequéncia de homozigotos esperada (pi?) de um (frequéncia

total), a partir da seguinte formula:

He=1->p/

Onde p; ¢ a frequéncia do iésimo alelo.

Outro pardmetro importante para estimar a diversidade genética de uma
populacdo € o numero de alelos encontrados por loco (Ap). Esta estimativa é de
fundamental importancia para a escolha de populacdes que irdo participar de programas de
conservacdo ou melhoramento, pois quanto maior o numero de alelos presentes em uma
populacdo, maior é a sua diversidade e, portanto, maior é a chance de se encontrar
combinagdes genotipicas favoraveis do ponto de vista do melhoramento genético (Petit et
al., 1998). Entretanto, a estimativa de Ap é fortemente influenciada pela quantidade de
individuos presentes nas amostras, tendendo a aumentar quanto maior for o tamanho
amostral. 1sso ocorre porque em amostras grandes hd uma maior chance de se detectar
alelos raros, ou seja, alelos que sdo encontrados em baixa frequéncia na populagdo (Zucchi,
2002; Caballero et al., 2010). A fim de corrigir este problema, varios estudos tém utilizado
a riqueza alélica para comparar o nimero de alelos por loco encontrados entre populacdes
que apresentam tamanho amostral diferente. Um dos métodos mais utilizados para estimar
riqueza alélica é o proposto por Foulley & Ollivier (2006). Neste método um tamanho
populacional fixo é estabelecido para estimativa da riqueza alélica utilizando o método de
rarefacdo proposto por Hulbert (1971). Desse modo, os valores de riqueza alélica obtidos
ndo sdo afetados pela diferenga na quantidade de individuos existente nas populaces em
estudo.

A endogamia é o fendmeno que ocorre em decorréncia do acasalamento entre
individuos aparentados ou, no caso mais extremo, quando ocorre auto-fecundacdo. O
coeficiente de endogamia (f) refere-se a probabilidade de que os alelos de um loco sejam
idénticos por ascendéncia, ou seja, quando derivam ou sdo copias de um alelo comum,

encontrado em seus ancestrais. Este parametro pode ser definido através do coeficiente de
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parentesco entre dois individuos ou através da frequéncia de heterozigotos presentes na
amostra (Cruz et al., 2011). Se o valor de f encontrado for baixo ou até mesmo negativo, a
endogamia para aquele loco é nula na populacdo estudada. Por outro lado, se o valor de f é
elevado, a endogamia estd presente, fazendo com que a frequéncia de homozigotos seja
maior do que o esperado sob equilibrio de Hardy-Weinberg.

A maioria dos estudos de diversidade genética baseia-se em informacgdes de
locos amostrados aleatoriamente em populacdes ndo estruturadas de maneira hierarquica.
Sendo assim, diversas medidas de dissimilaridade (distancia) tém sido propostas para
verificar o grau de similaridade e a variacdo genética em amostras de populacGes, com
estimativas em nivel individual, intrapopulacional e interpopulacional (Cruz et al., 2011).

As medidas de dissimilaridade séo estatisticas multivariadas de reducdo de
dados ou informacdes, sendo empregadas para se comparar pares de populacbes (ou
individuos) em estudo (Weir, 1996). As estimativas de distancias obtidas pela analise par a
par geram uma matriz capaz de proporcionar uma classificacdo objetiva e estavel das
populacdes estudadas (Dias, 1998). Algumas dessas medidas utilizam dados binarios,
representando presenca e auséncia de um determinado alelo ou marca. Essas medidas tém
sido mais usadas para informacg6es provenientes de marcadores dominantes, uma vez que
ndo é possivel distinguir o gen6tipo homozigoto dominante do heterozigoto (Robinson,
1998). Ja outras medidas de dissimilaridade se baseiam nas frequéncias alélicas ou
genotipicas, cujo calculo é realizado com base em locos individuais, sendo a distancia final
representada pela média das distancias de cada loco (Cruz et al., 2011).

Uma das distncias genéticas mais utilizadas em estudos envolvendo
marcadores codominantes, como os microssatélites, é baseada no coeficiente de Rogers
(1972) modificado por Wright (1978). Essa medida de distancia genética é bastante
utilizada na caracterizacdo de acessos de uma populacdo de melhoramento. Esta distancia é
baseada em uma modificacdo na distancia euclidiana, sendo a distancia de Rogers uma
média em relacdo a todos os locos, o que facilita a comparacdo dos valores obtidos entre
estudos cujo numero de locos estudados seja diferente. Além disso, para se utilizar essa
medida de distancia genética, ndo é necessario conhecimento prévio das forgas evolutivas
capazes de promover a divergéncia entre as populacdes analisadas.

A identificagdo de grupos mais similares através da analise visual da matriz de
distancias ndo € trivial, especialmente quando a matriz € muito extensa. Logo, as analises

de agrupamento facilitam bastante essa identificagdo. A andlise de agrupamento é uma
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técnica exploratoria que visa a geracdo de hipoteses sobre o padrdo de aglomeragdo
estabelecido, tendo como fundamento o principio proposto por Rannala & Mountain
(1997). De acordo com esse principio, a analise de agrupamento deve ser capaz de reunir
organismos geneticamente semelhantes e identificar grupos a partir de dados genéticos de
uma amostra de individuos, assumindo que estes sdo originados de populagtes
desconhecidas.

O resultado final das anélises de agrupamento geralmente é representado em
um dendrograma. No entanto, os grupos identificados no dendrograma nem sempre sao
confidveis, pois o resultado final pode ndo representar muito bem a matriz de
dissimilaridade genética utilizada. Dessa forma, é importante que se realize uma avaliacdo
da concordancia existente entre a matriz de distancias genéticas e o dendrograma obtido.
Essa avaliacdo € realizada através do coeficiente de correlacdo cofenética, que indica qual
é o grau de correlacdo entre a matriz de distancias original e a matriz de distancias
cofenéticas, obtida a partir do dendrograma. A estimativa de correlacdo cofenética varia de
zero (0) a um (1) e, quanto maior for o valor obtido para este coeficiente, maior a
representatividade do dendrograma em relacdo a matriz de distancias genéticas (Cruz &
Regazzi, 2001; Templeton, 2006; Cruz et al., 2011).

Em estudos de diversidade genética com marcadores microssatélites
envolvendo diferentes espécies, 0 método de agrupamento mais utilizado ¢ o UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages). Trata-se de uma técnica que
utiliza as médias ndo ponderadas das medidas de dissimilaridade, evitando, assim,
caracterizar a dissimilaridade por valores extremos (minimo e maximo) entre 0s genotipos
considerados (Cruz et al., 2011). A grande utilizacdo do método UPGMA em trabalhos
envolvendo estudos de diversidade genética deve-se ao fato de que este método maximiza
o coeficiente de correlacdo cofenética, o que traz maior confiabilidade aos resultados
obtidos (Sokal & Rolf, 1962).

2.4 ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES

De acordo com Robinson (1998), populacdo € um grupo de individuos
pertencentes a uma mesma espécie e que convivem em uma area geografica de tamanho
suficientemente restrito, para que qualquer destes individuos tenha chance de se cruzar

com qualquer outro. Ocasionalmente, as populacbes podem estar estruturadas em
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subpopulacdes devido a barreiras que restringem o fluxo génico, causando o acumulo
gradual de diferencas genéticas entre as subpopula¢bes (Hartl & Clark, 2010). Tais
diferencas sdo conhecidas como divergéncia geneética, podendo resultar de forgas
evolutivas, tais como mutacdo, selecdo e deriva genética, e sdo identificadas quando a
distribuicdo dos alelos e gendtipos entre as subpopulacGes é heterogénea (Hamrick, 1982;
Vekemans & Hardy, 2004). Logo, uma populagéo tende a ser estruturada quando existe
limitada migracdo e fluxo génico entre as subpopulacdes ou quando elas se encontram
completamente isoladas (Soares, 2006).

Mutacdo é o termo usado para designar qualquer modificacdo herdavel no
material genético, englobando tanto mudancas na sequéncia nucleotidica de um Unico gene
como a formacdo de rearranjos cromossémicos, tais como inversao ou translocagédo. Desse
modo, a mutacdo € a fonte primordial de variabilidade genética, que é a base sob a qual
agem as forcas evolutivas (Hartl & Clark, 2010). A variabilidade genética é muito
importante, pois permite que as populacdes se adaptem as transformagbes ambientais
(Soares, 2006).

Com o processo de mutacdo, a frequéncia inicial do alelo mutante é baixa,
especialmente quando o tamanho populacional é elevado. Essa quantidade pode ser
aumentada nas geracdes seguintes com a selecdo positiva, se o alelo conferir alguma
vantagem evolutiva, e com o surgimento de novos individuos mutantes. Por deriva
genética o novo alelo também pode aumentar sua frequéncia ao longo das geracdes.
Porém, o mais comum € que a deriva genética acabe eliminando esse novo alelo. O efeito
cumulativo da mutacdo, juntamente com a selecdo e deriva genética ao longo de grandes
periodos de tempo, pode se tornar considerdvel, contribuindo para o surgimento de
estrutura genética em uma determinada populacdo (Hartl & Clark, 2010).

O processo de migracdo refere-se ao movimento de alguns organismos (ou de
seus gametas) entre as subpopulagdes de uma populacdo. Esse processo resulta em fluxo
génico entre as subpopulagdes, o que limita a ocorréncia de divergéncia genética entre elas
(Slatkin, 1985). Sendo assim, a migracdo apresenta carater homogeneizante, limitando,
impedindo ou retardando a diferenciacdo entre as populagdes e, portanto, o processo de
especiacdo (Melo, 2012). Tal fator é determinante quando diz respeito a populagdes de
especies arboreas. Estas populacfes geralmente apresentam baixa estruturacdo genética
devido a uma eficiente dispersdo de polens e sementes. Além disso, por serem espécies

perenes e de ampla distribuicdo geografica, a taxa de perda de alelos por deriva genética
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acaba sendo menor quando comparada com espécies herbaceas anuais (Loveless &
Hamrick, 1984; Collevatti et al., 2001; Gandara, 2009).

O estudo da estrutura genética de uma populacdo € de fundamental
importancia, pois permite presumir de maneira indireta possiveis fendbmenos ecolégicos e
genéticos atuantes na mesma. A avaliacdo da estrutura genética de populacdes permite,
também, detectar modos de reproducdo e estrutura familiar, inferir a respeito dos niveis de
migracao e dispersdo, ajudar na conservacao e manejo de espécies ameacadas de extingdo e
na manutencdo de bancos de germoplasma, além de auxiliar no diagndstico do histérico
evolutivo de um conjunto de tdxons. Em populacbes utilizadas para o melhoramento
genético, informacGes de sua estrutura permitem ao melhorista encontrar grupos
heter6ticos que podem ser intercruzados para tentar obter progénies com maior vigor
hibrido (Cruz et al., 2001).

A caracterizacdo da estrutura genética de uma populacdo pode ser realizada
através de marcadores codominantes como os microssatélites, podendo ser abordada
utilizando as estatisticas F de Wright (Wright, 1965), a analise da diversidade genética em
populacdes subdivididas (Nei, 1977) ou com os coeficientes de coancestralidade de
Cockerham (Cockerham, 1969; Weir, 1996). As trés abordagens estimam a distribuicdo da
diversidade genética tanto dentro quanto entre populacfes, sendo semelhantes quanto a sua
base genética (Nagylaki, 1998; Robinson, 1998).

Nas estatisticas F de Wright, a caracterizacdo da estrutura genética de uma
populacdo é realizada através da obtencédo de trés parametros distintos: Fis, Fst e Fir. O Fis
determina o indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional; Fsr
corresponde ao indice de fixacdo entre populacfes e o Fir equivale ao indice de fixacdo
para todas as subpopulacbes estudadas. Estes parametros também podem ser obtidos
utilizando a andlise estatistica de Cockerham (1969), sendo estes representados por f, 6 e F,
respectivamente.

O Fis ou f corresponde ao coeficiente de endogamia, e é dado pela
probabilidade de que os dois alelos de um loco presentes em um mesmo individuo sejam
idénticos por descendéncia, ou seja, derivem de um mesmo alelo na geragdo parental.
Logo, o valor elevado deste parametro sugere que a populacdo em estudo apresenta
excesso de genotipos homozigotos e deficiéncia de genoétipos heterozigotos. Este resultado
é caracteristico de popula¢fes onde ocorrem endocruzamentos (Hartl & Clarck, 2010). Ja

em populagdes em que néo existe endogamia, o valor de f ndo difere significativamente de
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zero, indicando que 0s cruzamentos ocorrem ao acaso (panmixia) e as frequéncias alélicas
e genotipicas estdo de acordo com o que é esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg

(Templeton, 2006). Este parametro pode ser definido pela seguinte formula:

Fis=Hs—Ho

T Hs
Onde:
Hs — probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente de uma mesma
subpopulacédo sejam diferentes por estado.
H,— probabilidade de que dois alelos homdlogos de um individuo escolhido aleatoriamente
sejam diferentes.

De acordo com Holsinger & Weir (2009), o Fst mede a correlacdo de alelos
entre individuos de subpopulacdes diferentes, equivalendo a probabilidade de que dois
alelos tomados ao acaso em subpopulagGes diferentes sejam idénticos por descendéncia.
Dessa forma, quando o Fsr é baixo, a frequéncia dos alelos dentro de cada populacéo é
semelhante, ja quando este valor é elevado, as frequéncias alélicas nas populacdes sao
distintas (Weir, 1996). Segundo Hartl & Clarck (2010), os valores obtidos para este

parametro podem ser interpretados da seguinte maneira:

e Fsrvariando de 0 a 0,05 indica pequena diferenciacdo genética
e Fsrvariando de 0,05 a 0,15 indica moderada diferenciacdo genética
e Fgrvariando de 0,15 a 0,25 indica grande diferenciacdo genética, e

e Fsrmaior que 0,25 indica diferenciacdo genética muito elevada.

De maneira anédloga ao Fst, a estatistica 6, estimada a partir da analise de
variancia das frequéncias alélicas, corresponde ao coeficiente de coancestralidade, que €é
uma medida de diferenciagdo entre as subpopulacbes (Cockerham, 1969; Weir &

Cockerham, 1984). Os valores de Fsr podem ser definidos segundo a formula abaixo:

Fsr— Hr - Hs
Hr
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Onde:
Hs — probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente de uma mesma
subpopulacéo sejam diferentes por estado.
Ht — probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente em uma populacéo sejam
diferentes.

Jad o Fir ou F calcula o quanto as frequéncias genotipicas da populagédo
variam em relacao ao esperado nas condi¢des de Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo que
estas variacdes estdo relacionadas aos cruzamentos nao aleatdrios que sdo realizados nesta

populacdo (endogamia). Esta definicdo pode ser obtida através da seguinte formula:

Fir=Hi—Hg

Hr

Além das estatisticas F, outras analises podem ser realizadas a fim de obter
informagdes complementares sobre a estrutura genética de uma populacao. Dentre elas, as
estatisticas que utilizam abordagem Bayesiana tém sido muito adotadas em estudos de
genética de populacGes, possibilitando a alocacdo de individuos em sua populacdo de
origem. Para tanto, é preciso analisar os dados referentes as frequéncias alélicas dos
individuos em varios locos diferentes, gerando a probabilidade de cada genotipo pertencer
a uma populacdo especifica (Evanno et al., 2005). Logo, estas estimativas sdo muito
vantajosas em estudos em que se desconhece a origem do material utilizado, como no caso
das populacdes base de melhoramento e das colecBes ou bancos de germoplasma.

Além de estatisticas que utilizam andlise Bayesiana, muitos trabalhos tém
utilizado métodos de ordenacdo para auxiliar a analise de estrutura genética de uma
populagdo. Dentre estes métodos, a Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (Gower,
1966), também conhecida como Escalonamento Multidimensional Métrico (Torgerson,
1952), é o mais utilizado. Esta analise demonstra as distancias genéticas existentes entre 0s
individuos de uma populacdo através de representacdo gréafica, possibilitando a
identificacdo de grupos de individuos em graficos bi ou tridimensionais. Os eixos
representam as coordenadas principais, sendo que a primeira coordenada explica a maior
parte da variacdo genética entre os individuos, seguido do segundo eixo e assim por diante.
Dessa maneira, os individuos sdo representados por pontos no plano (ou espago) entre as

coordenadas principais, de modo que a distancia genética entre os individuos €
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representada pela distancia existente entre os pontos. Esses gréaficos facilitam a
visualizagdo de estruturacdo genética entre os individuos e popula¢Ges amostradas.

A obtencdo de informacgfes acerca da estrutura genética de populacBes de
melhoramento é extremamente importante, pois a partir delas é possivel identificar grupos
geneticamente distintos (heterdticos), a partir dos quais cruzamentos poderao ser realizados
a fim de maximizar a heterozigosidade da progénie.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Foram coletados tecidos foliares de 90 clones-elite de Eucalyptus sendo que,
desses, 55 estdo sendo avaliados em uma rede de testes clonais no estado de Goiés. Estes
clones foram obtidos de sete empresas diferentes, sendo 33 da empresa CLONAR, dois da
empresa CELMAR, dois da empresa CENIBRA, um do Viveiro ESTEIO, 26 da empresa
PLANTAR e 26 da empresa SUZANO Papel e Celulose. A maioria dos individuos
utilizados € proveniente de E. urophylla e E. grandis, sendo procedentes dos estados de
Minas Gerais, S&o Paulo, Tocantins, Maranhdo e Bahia (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de clones-elite utilizada no estudo e suas procedéncias.

Empresa Doadora Procedéncia Espécie Quantidade de clones
CLONAR Minas Gerais E. urophylla 33
CELMAR S&o Paulo E. grandis 2
CENIBRA Minas Gerais E. grandis 1

E. urophylla x E. grandis 1
ESTEIO Tocantins E. urophylla x E. grandis 1
PLANTAR Minas Gerais E. urophylla 10
E. urophylla x E. grandis 9
E. urophylla x E. camaldulensis 1
E. camaldulensis 1
E. grandis 1
Desconhecida 4
SUZANO Bahia E. grandis 1
Maranhéo E. urophylla x E. grandis 22
E. urophylla 1
E. grandis x E. pellita 1
E. urophylla x E. brassiana
TOTAL 90

O material vegetal coletado foi transportado em recipiente com gelo até o
Laboratdrio de Genética e Gendmica de Plantas da Universidade Federal de Goias (UFG).
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No laboratorio, este foi mantido em sacos plésticos e de papel, sendo estocados em freezer
a-20°C, até o momento da extracdo do DNA.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

A extracdo do DNA de Eucalyptus foi realizada segundo o protocolo
desenvolvido por Doyle & Doyle (1987), adaptado por Ferreira e Grattapaglia (1998). Para
tanto, foram utilizados 50 mg de material foliar de cada individuo, sendo macerados
utilizando o equipamento TissueLyser (Qiagen) com o auxilio de duas beads metéalicas. A
maceracdo ocorreu na presenca de 700 pL de tampdo CTAB 2% ¢ 1,4 uL de B-
Mercaptoetanol por trés minutos a frequéncia de 30 agitacdes por segundo. Apos a
maceracdo, 0s tubos foram deixados em banho-maria por 30 minutos a 65°C, sendo
agitados a cada 10 minutos para a homogeneizacdo do material. Em seguida, foram
acrescentados 600 pL de CIA (Cloroférmio-Alcool-Isoamilico) para a extragio do DNA
genémico. Os tubos foram invertidos durante cinco minutos até fazer uma emulsdo
homogénea, sendo em seguida centrifugados a velocidade de 12000 rotagdes por minuto
(rpm) durante cinco minutos. Apo6s a centrifugacdo dos tubos, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, onde novamente foram adicionados 600 pL de CIA e os
tubos foram levados a centrifuga por mais 5 minutos. Em seguida, a parte aquosa foi
novamente retirada e colocada em um novo tubo. A partir de entdo, deu-se inicio a
precipitacdo do DNA, com adicdo de 400 uL de isopropanol a -20°C no tubo, que deve
permanecer por 30 minutos. Apds esse procedimento, as amostras foram centrifugadas a
7500 rpm durante cinco minutos para a formacdo do pellet. Em seguida, foi realizado o
descarte do sobrenadante e a precipitacdo do pellet. Apos este processo, 0 DNA extraido
foi lavado com 500 pL de etanol 70%. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 50 pL de
Tris/EDTA com Ribonuclease A (RNAseA) e deixado over-night a temperatura ambiente
ou incubado a 37°C durante 30 minutos para possibilitar a acdo da enzima. As amostras de
DNA foram ent&o armazenadas em freezer com temperatura de -20°C.

A qualidade do DNA extraido foi verificada utilizando o Espectrofotdmetro
NanoDrop Lite para avaliacdo da razdo entre os comprimentos de onda A260/A280, que
representa a quantidade de acidos nucléicos pela quantidade de proteina na amostra. Foram
consideradas adequadas amostras com A260/A280 entre 1,80 e 2,10, indicando elevada
qualidade do DNA extraido.



36

A quantificacdo do DNA vegetal foi realizada em gel de agarose 0,8% corado
com 10 pL de Brometo de Etidio através de eletroforese em tampao TBE (Tris Borato
EDTA) 0,5X. Para aferir a concentracdo de DNA nas amostras extraidas, também foram
carregados no gel de agarose padrdes de DNA de fago A com peso molecular conhecido,
no caso 10, 20, 50 e 100 ng. Assim, a concentracdo das amostras foi estimada pela
comparagdo visual das intensidades de fluorescéncia refletidas nas bandas de DNA das
amostras com a das bandas do DNA de fago A (Figura 3).

Ap0s a quantificacdo das amostras, 0 DNA foi diluido a concentracdo de 3 ng/uL,
utilizando Agua ultrapura Milli-Q, a fim de deixa-lo em concentragio ideal para o preparo

da reacédo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).

10 20 50 100

DNA extraido

Figura 3. Quantificacdo das amostras de DNA em gel de agarose 0,8%.

3.3 AMPLIFICACAO DO DNA UTILIZANDO MICROSSATELITES

Um conjunto de 11 locos microssatélites, previamente caracterizados por Faria
et al. (2011) e com perfil genético conhecido, foi utilizado na realizacdo deste trabalho
(Tabela 2). Os primers foram marcados com um de trés fluorocromos diferentes: 6-FAM,
HEX e NED. Dessa maneira, eles puderam ser combinados em sistemas multiplex para
amplificagdo simultanea de dois ou trés diferentes locos. A escolha dos primers para a
formacdo dos multiplex foi realizada baseada na fluorescéncia de cada primer e no
tamanho esperado dos fragmentos a serem amplificados.

A amplificacdo do DNA foi realizada através da PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) utilizando o kit Multiplex PCR Qiagen. A reacéo foi feita utilizando 2,5 pL de
Master Mix, 0,25 pL de cada um dos primers a 100M para a formagao dos triplex, 0,5 pL
de Q-solution, 0,25 pL de Agua ultrapura Milli-Q e 1uL de DNA a concentracdo de 3
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ng/uL, totalizando ao final uma reacdo com volume de 5 pL. Para a realizacdo do duplex a
reacdo foi modificada, utilizando 0,5 pL de cada primer e n&o utilizando a Agua ultrapura
Milli-Q no processo.

O programa da PCR utilizado para a amplificacdo do DNA teve inicio com a
etapa de desnaturacdo a 96°C por cinco minutos, seguida de 10 ciclos com os seguintes
passos: 94°C por um minuto, 64°C por 1 minuto e 72°C por dois minutos. Apds esta etapa,
20 ciclos com 94°C por um minuto, 56°C por um minuto e 72°C por dois minutos,
totalizando 30 ciclos de amplificacdo durante todo o processo. A etapa de extensdo final

deu-se a 72°C por sete minutos e a temperatura de anelamento correspondeu a 60°C

Tabela 2. Sistemas multiplex utilizados para a genotipagem dos microssatélites. Para cada
loco sdo apresentados o respectivo fluorocromo, motivo de repeticdo e suas
faixas alélicas.

Multiplex Loco Fluorocromo  Faixa Alélica (pb) Motivo
EMBRAS3 NED 110-180 (AG)
1 EMBRA157 FAM 100-200 (GT)
EMBRA204 HEX 90-190 (TC)
EMBRAL11 FAM 85-200 (AG)4GG(AG)
2 EMBRA186 HEX 150-178 (GA)
EMBRA333 NED 210-254 (TG)AG(TC)
EMBRA4 NED 63-121 (AG)
3 EMBRA28 FAM 170-310 (AG)
EMBRAG3 HEX 160-250 (AG)
4 EMBRAA41 HEX 160-218 (AG)
EMBRAG681 NED 175-290 (AG)

A fim de verificar a eficiéncia do processo de amplificagdo do DNA, antes da
genotipagem através de eletroforese capilar, as amostras foram novamente submetidas a

eletroforese em gel de agarose 0,8%, corados com Brometo de Etidio.
3.4 GENOTIPAGEM DOS CLONES-ELITE DE EUCALYPTUS
A obtencdo dos gendtipos dos clones-elite de Eucalyptus foi realizada por meio

de eletroforese capilar utilizando a plataforma semi-automatica ABI 3100 (Applied

Biosystems). A reacédo foi preparada utilizando 1 pL do produto de PCR, 0,6 pL de uma
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mistura de fragmentos de tamanho conhecido marcados com fluorescéncia ROX (Brondani
& Grattapaglia, 2001) e 8,4 puL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) por amostra.
Apdbs o preparo, a mistura foi mantida por cinco minutos a 95°C, sendo imediatamente
colocada em um recipiente com gelo para desnaturacdo das moléculas de DNA. A inje¢éo
das amostras na plataforma ABI-3100 foi feita de acordo com o protocolo padrédo do
equipamento.

A genotipagem dos individuos foi realizada com o programa GeneMapper
(Applied Biosystems). A deteccdo automatizada dos microssatélites foi possivel devido a
presenca de um fluorocromo ligado a extremidade 5’ de um dos primers do par. Foram
utilizados trés diferentes tipos de fluorocromos: 6-FAM (emite fluorescéncia azul), HEX
(verde) e NED (amarela). Durante a eletroforese capilar, esses fluorocromos sao
identificados e geram um padrdo de picos que correspondem aos alelos do individuo. A
genotipagem é feita através da identificacdo do tamanho dos alelos amplificados para cada
microssatélite. A estimativa de tamanho dos alelos é realizada com base no tamanho
conhecido dos picos do padrdo marcado com o fluorocromo ROX (Brondani &
Grattapaglia, 2001) (Figura 4).
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Figura 4. Picos de fluorescéncia encontrados na genotipagem de clones-elite de
Eucalyptus utilizando o programa GeneMapper.

Por apresentarem dificil genotipagem e baixa amplificacdo de seus alelos, os
locos EMBRA157 e EMBRAG81 foram retirados deste estudo. Assim, para as analises de
diversidade genética dos clones-elite foram genotipados nove locos microssatélites:
EMBRA3, EMBRA4, EMBRA1l, EMBRA28, EMBRA41, EMBRA63, EMBRA186,
EMBRA204 e EMBRA333.
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3.5 ANALISE DOS DADOS

3.5.1 Diversidade Genética

A analise da diversidade genética dos clones-elite de Eucalyptus foi realizada
utilizando os programas GDA (Lewis & Zaykin, 2001) e Fstat (Goudet, 2002). Esta analise
ocorreu em duas etapas, sendo que a primeira considerou todos os individuos amostrados
como pertencentes a uma Unica populacdo e a segunda, organizando estes clones em trés
populacdes diferentes (A, B e C). Estas trés populacbes foram identificadas na analise de
estrutura genética realizada com o programa Structure localizada no item 4.2 deste
trabalho.

A estimativa da diversidade foi realizada utilizando os seguintes parametros:
namero de alelos por loco (A), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e o indice
de fixacdo dos alelos na populagéo (f). Estes valores foram estimados utilizando o
programa GDA a partir das frequéncias alélicas e genotipicas. Os locos foram considerados
polimorficos caso a frequéncia do alelo mais comum néo ultrapassasse 0,99.

Duas novas andlises foram feitas considerando a separacdo dos individuos nas
trés populacdes: estimativa da estruturagdo genética utilizando o programa GDA e
estimativa da riqueza alélica por loco e populacdo utilizando o programa Fstat.

A estimativa da estruturacdo das populacbes foi realizada utilizando a
estatistica F de Weir e Cockerham (1984), calculada a partir da analise de variancia das
frequéncias alélicas encontradas para as populacfes do estudo. A consisténcia dos dados
foi obtida pelo método Bootstrap, com 10000 randomizacdes e nivel de confianca de 95%.
A partir desta andlise, foram estimados os seguintes parametros: indice de fixagdo
intrapopulacional (f), indice de fixacdo entre populacdes ou coeficiente de coancestralidade

(0) e indice de fixacdo para o conjunto de populacdes (F).

3.5.2 Divergéncia Genética

Para calcular a divergéncia genética existente entre os individuos de
Eucalyptus foram utilizados os programas BOOD (Coelho, 2002) e a plataforma R.
Inicialmente, foi realizada a confeccdo da matriz de distncia genética utilizando o

coeficiente de similaridade de Rogers (1972) modificado por Wright (1978). Esta matriz
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foi obtida utilizando o programa BOOD a partir das frequéncias alélicas encontradas na
amostra. As distancias genéticas entre os clones de Eucalyptus, contidas na matriz, foram
graficamente representadas em um dendrograma. Este dendrograma foi produzido
utilizando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages) na plataforma R. A fim de verificar a consisténcia dos nds do
dendrograma obtido, foi realizada uma anélise de Bootstrap utilizando o programa BOOD,

com 10.000 randomizacdes.

3.5.3 Estrutura populacional dos clones-elite de Eucalyptus

A andlise da estrutura populacional dos clones utilizados neste estudo foi
realizada utilizando o programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este programa
utiliza uma abordagem Bayesiana para alocar os individuos em um ndmero pré-
determinado de populacdes (K). Para a analise do presente trabalho utilizou-se um modelo
que prevé a possibilidade de fluxo génico ou miscigenacdo entre as populacdes (admixture
model). Com isso, 0 programa Structure estima, para o genoma de cada individuo, a
proporcao de alelos que vieram de cada uma dessas populacfes. Além disso, 0 programa
Structure também estima a medida de verossimilhanca dos diferentes modelos testados,
com os varios numeros de populagéo (K).

A andlise do Structure foi realizada assumindo frequéncias alélicas
correlacionadas no modelo que prevé miscigenacdo (admixture model), com burn-in de
50.000 e 500.000 randomizac@es coletadas via Cadeia de Markov (MCMC). Nesta analise,
o0 valor de K variou de 1 a 10, com 10 repeti¢bes independentes cada. O parametro K
equivale ao niumero de populacbes geneticamente distintas, pré-definidas. A partir dessas
analises do Structure, é possivel encontrar qual é o numero de populacdes que melhor
explica o conjunto de dados e, portanto, definir esse importante parametro sem a
necessidade de conhecimento prévio da estruturacdo genética presente nas amostras. A
escolha do valor mais provavel de K foi realizada através da analise dos valores de AK,

segundo o método de Evanno et al. (2005).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DIVERSIDADE GENETICA

Os resultados da analise da diversidade genética dos clones-elite de Eucalyptus
foram obtidos em dois momentos. Primeiramente, os individuos foram analisados como
pertencentes a uma Unica populacao, desconsiderando a presenca de estruturacdo genética,
e em um segundo momento, como pertencentes as trés populacdes (A, B e C) identificadas
com os resultados obtidos pelo programa Structure 2.3.4 descritas abaixo (item 4.2).

Considerando uma Unica populacdo, os nove locos microssatélites
genotipados amplificaram um total de 151 alelos, dos quais 88 s&o considerados alelos
raros (frequéncia menor que 0,05). Os demais alelos encontrados sdo considerados de
frequéncia comum (0,05-0,5), inexistindo nesta amostra alelos abundantes, com frequéncia
maior que 0,5. Os locos EMBRA4 e EMBRAG3 apresentaram o menor nimero de alelos,
com dez alelos cada. Ja o loco EMBRA28 foi 0 que apresentou maior quantidade de alelos,
totalizando 24. Em média, foram encontrados 16,78 alelos por loco estudado (Tabela 3).

A andlise das frequéncias alélicas dos locos estudados mostrou que, para a
maioria destes, a frequéncia ndo se apresentou uniforme, ou seja, a frequéncia de alguns
alelos é bem maior que a de outros. Os locos EMBRA186 e EMBRA333 sdo bons
exemplos da desuniformidade na distribuicdo de frequéncias alélicas. No EMBRA186 o
alelo de 139 pb foi 0 mais encontrado na amostra, atingindo 30% de frequéncia, enquanto a
frequéncia dos outros alelos ndo chega a 10%. Da mesma forma ocorre com o alelo de 218
pb do loco EMBRA333, que sozinho possui 45% de frequéncia. Por outro lado, os locos
EMBRA11l, EMBRA28 e EMBRA41 possuem uma distribuicdo de frequéncias alélicas
um pouco mais uniforme (Figura 5).

A heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) apresentou valores
elevados para todos os locos, com meédias aproximadas de 0,84 e 0,85 respectivamente.
Esses valores indicam que a populacdo estudada apresenta uma elevada diversidade

genética e que a frequéncia de heterozigotos observada (Ho) esta proxima do esperado
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(He) de acordo com o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Como consequéncia, a
estimativa do coeficiente de fixacao intrapopulacional médio é muito préxima de zero (f =
-0,008). Isso indica que, de modo geral, os alelos desta populacdo nédo estdo sendo fixados
seja por endogamia ou qualquer outro fator que poderia levar a populacdo a um
distanciamento do EHW. Apenas o loco EMBRAS3 apresentou valor mais acentuado para
esta estimativa (f = 0,111), indicando menor presenca de heterozigotos que o esperado sob
condicdo de equilibrio. O elevado valor de He encontrado para este loco (0,908) pode ser
consequéncia do elevado numero de alelos presentes em sua genotipagem quando
comparado com os demais locos (22). Quanto maior o numero de alelos, maior a
probabilidade de eles estarem em heterozigose. Entretanto, a uniformidade das frequéncias
alélicas também influencia na frequéncia de heterozigotos, pois quanto mais uniformes
forem as frequéncias, maior sera a frequéncia esperada de heterozigotos e, portanto, maior

é a diversidade.

Tabela 3. Estatistica descritiva por loco microssatélite (n = numero de individuos
genotipados, P = frequéncia de alelos polimérficos, A = nimero de alelos por
loco, He = heterozigosidade esperada, Ho = heterozigosidade observada, f =
indice de fixacao dos alelos).

Loco n A He Ho F
EMBRA3 83 22 0,908 0,807 0,111
EMBRA4 73 10 0,808 0,767 0,051

EMBRA11 76 14 0,867 0,881 -0,016
EMBRA?28 81 24 0,918 0,963 -0,049
EMBRA41 177 15 0,891 0,922 -0,035
EMBRAG3 72 10 0,691 0,694 -0,054
EMBRA186 83 19 0,854 0,916 -0,072
EMBRA204 78 18 0,904 0,923 -0,021
EMBRAS333 83 19 0,738 0,771 -0,045
Média 78,44 16,78 0,842 0,849 -0,008

A anélise da heterozigosidade dos locos microssatélites, do numero de alelos
por loco e das frequéncias alélicas sugerem ampla diversidade genética na populagdo que
esta sendo avaliada em testes clonais em Goias. Resultados semelhantes também foram
apresentados em diversos trabalhos envolvendo arvores de Eucalyptus (Faria et al., 2011;
Kirst et al., 2005; Ottewell et al., 2005). Esta conclusdo vai ao encontro da ideia de que

espécies florestais aldgamas tendem a apresentar elevadas taxas de diversidade genética,
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mesmo em populagdes de melhoramento. Isso ocorre porque a grande longevidade das
espécies florestais, associada a mecanismos eficientes de dispersdo de polen e sementes,
dificultam a eliminacdo de alelos por deriva genética e fazem com que suas populacdes
sejam grandes quando comparadas com as de espécies anuais. Essa dindmica resulta em
populacBes com elevada diversidade genética (Hamrick & Godt, 1996). Como houve
diversas importagcdes de sementes de Eucalyptus da Oceania, e como as populagdes de
melhoramento de Eucalyptus do Brasil ainda estdo no segundo ou terceiro ciclo de
melhoramento, € esperado que estas retenham a maior parte da grande diversidade

introduzida no pais.

EMBRA3 EMBRA4 EMBRA11

EMBRA28 EMBRA41 EMBRAG63

\

EMBRA186 EMBRA204 EMBRA333

Figura 5. Distribuicdo das frequéncias alélicas de nove locos microssatélites de clones-
elite de Eucalyptus.

Faria et al. (2011) em estudo envolvendo a caracterizacdo de 21 locos
microssatélites com repeticdes de tetra, penta e hexa-nucleotideos utilizando quatro
espécies de Eucalyptus encontraram alta diversidade genética, com He variando de 0,5 a
0,7 entre locos. Esses valores de He sdo inferiores aos encontrados neste estudo. Tal fato
pode ser explicado em parte pelo tamanho do motivo dos microssatélites utilizados, uma
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vez que neste estudo foram utilizados marcadores com motivos de dinucleotideos. Este
tipo de microssatélite tende a ser mais polimorfico por apresentar maior nimero de alelos
por loco, o que contribui para o aumento da heterozigosidade observada (Chakraborty et
al., 1997; Ellegren, 2004; Brondani et al., 2006; Ottewell et al., 2005; Vigouroux et al.,
2002). Outra explicagdo possivel seria a de que a populagdo de teste clonal utilizada neste
trabalho é mais diversa que a amostrada por Faria e colaboradores (2011).

A diversidade genética dos clones-elite de Eucalyptus amostrados também foi
analisada considerando que estes pertencem as trés populacgdes identificadas pelo programa
Structure (resultados descritos no item 4.2). As trés populagbes de Eucalyptus foram
nomeadas como populacdes A, B, e C, e apresentam quantidades diferentes de clones. Os
tamanhos dessas populacGes bem como as estimativas dos parametros de diversidade

genética em cada uma delas encontram-se listados na Tabela 4.

Tabela 4. Estimativas dos parametros de diversidade genética por populagdo (n = nimero
de individuos, P = frequéncia de alelos polimérficos, A = nimero de alelos por
loco, He = heterozigosidade esperada, Ho = heterozigosidade observada, f =
indice de fixacdo intrapopulacional).

Populacao n A He Ho f
A 18 6,44 0,740 0,849 -0,152
B 47 15,44 0,855 0,846 0,011
C 25 8,77 0,776 0,852 -0,100
Média - 10,22 0,791 0,849 -0,075

A populacdo A é formada por 18 individuos, apresentando uma média de seis
alelos por loco. A heterozigosidade observada foi maior que a esperada para esta
populacdo, gerando um indice de fixagdo intrapopulacional negativo (f = -0,152). Este
resultado indica a presenga de mais heterozigotos na populacdo do que o esperado nas
condicBes de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Resultados semelhantes podem ser
observados na populacdo C, cujo numero de heterozigotos encontrados na amostra
(Ho=0,852) foi maior que o esperado (He=0,776), gerando um valor negativo de f (-0,075).
Ja a populacdo B apresenta 47 individuos, mais da metade do total deste estudo, e possui
aproximadamente 15 alelos por loco. Os valores de He e Ho ndo apresentaram diferencas
acentuadas, gerando uma estimava de f proxima de zero. Isso indica que as frequéncias
genotipicas encontrados nesta populacédo estdo de acordo com o esperado nas condi¢des de
EHW.
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A anélise do nuimero de alelos por loco (A) indicou que os individuos
pertencentes a populacdo B apresentam maior quantidade de alelos que os demais
individuos, com média de 15,44 alelos por loco estudado. Esse resultado poderia ser
devido ao fato dessa populacdo possuir maior numero de individuos. Porém, resultados
semelhantes também foram observados na analise da riqueza alélica (El Mousadik & Petit,
1996), que normaliza as diferencas de tamanho populacional (Tabela 5). Este parametro
tem sido muito utilizado em estudos para estimativa da diversidade genética, pois permite
comparar o nimero médio de alelos por loco entre populacdes com amostras de tamanhos

diferentes.

Tabela 5. Riquezas alélicas estimadas utilizando o programa FSTAT para trés populagdes
de Eucalyptus. As estimativas foram obtidas considerando amostras de 13
individuos diploides por populagéo.

Locos A B C Média
EMBRA3 5812 13,293 8,520 11,793
EMBRA4 6,000 6,647 5,669 6,443

EMBRA11 6,684 9,916 6,767 8,885
EMBRAZ28 6,437 14,127 8,265 12,789
EMBRAA41 7,379 10,211 8,393 10,010
EMBRAG3 3,000 4,803 4,872 4,636
EMBRA186 5528 11,311 7,631 10,666
EMBRAZ204 8,246 11,277 9,621 10,634
EMBRA333 5250 8,921 7,564 9,224

Média 6,037 10,056 7,478 9,453

De modo geral, a populacdo B foi a que apresentou a maior riqueza alélica,
com média aproximada de 10 alelos por loco. Isso indica a presenga de maior diversidade
genética nos individuos desta populacdo quando comparada com as demais. As populagdes
A e C apresentaram em média menos que oito alelos por loco, sendo que a populacdo A é a
que apresentou menor numero médio de alelos (6,037). Dos nove locos utilizados neste
estudo, 0 EMBRAZ28 foi 0 que apresentou maior riqueza alélica, com média de 12,789
alelos, seguido pelos locos EMBRA3, EMBRA186 e EMBRA204.

Em trabalho envolvendo a genotipagem de seis locos microssatélites em 192
individuos ndo relacionados de uma populacdo de melhoramento de Eucalyptus da antiga
Aracruz Celulose S.A., o nimero de alelos por loco variou de seis a 33 alelos, com média

de 19,8 alelos por loco (Kirst et al., 2005). De modo similar, na genotipagem de oito locos
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microssatélites em 68 individuos provenientes de duas populacdes naturais de Eucalyptus
leucoxylon, foram encontrados 12,3 alelos por loco com grande variagdo entre os locos
(Ottewell et al., 2005). Em um estudo realizado com 15 microssatélites dinucleotideos
foram observados, em média, 11 alelos por loco para uma populacdo de E. dunni e 11,8
alelos por loco para uma populagdo de E. urophylla (Brondani et al., 1998). Na
genotipagem de 24 microssatélites (di e trinucleotideos) em 112 individuos provenientes
de seis diferentes espécies do género Eucalyptus, foi obtido numero médio de alelos
variando de sete em individuos de E. dunni a 10,75 alelos por loco para E. grandis
(Correia, 2011).

Em estudos envolvendo diferentes espécies florestais, é possivel observar uma
variacdo consideravel na quantidade de alelos encontrados nos locos estudados. Cole
(2005), estudando 192 éarvores de Populus tremuloides originarias de 11 populacdes
naturais, encontrou elevada variacdo do nimero de alelos por loco (2-20), com média de
8,25 alelos para os 16 microssatélites utilizados. Azevedo et al. (2007), em seu estudo
realizado com 481 arvores de Manilkara huberi utilizando sete microssatélites encontraram
uma média de 17,7 alelos por loco. Outro estudo envolvendo 314 individuos de 10
populacbes naturais de Caryocar brasiliense encontrou elevado nimero de alelos por loco,
variando de 20 a 27 alelos. Entretanto, ao considerar o nuimero de alelos por loco
encontrados em cada populacdo, houve uma grande diminuicdo neste quantitativo,
variando de 10 a 11,5 (Collevati et al., 2001). Neste trabalho, o nimero médio de alelos
por loco passou de 16,78, considerando todos os individuos, para 10,22 considerando a
namero médio em cada uma das trés populagdes. Isso indica a presenca de alelos privados,
isto é, especificos de uma unica populacdo, sendo este um fator importante na
determinacéo da estruturacdo genética entre as populagoes.

De modo geral, é possivel concluir que a diversidade genética existente entre
os clones-elite utilizados neste trabalho € bastante elevada, sendo observada tanto pelo
numero de alelos encontrados na amostra quanto pela elevada frequéncia de heterozigotos
presentes na mesma quando comparada com outras populacdes de Eucalyptus ou outras
arvores florestais. Esta ampla diversidade genética ocorre, provavelmente, devido ao fato
da amostra conter clones de varias espécies, bem como hibridos interespecificos, de varios
programas de melhoramento. Além disso, é importante ressaltar a ampla variabilidade
existente nos programas de melhoramento genético do Eucalyptus conduzidos pelas

empresas brasileiras. A ampla diversidade do género em seu centro de origem (Oceania),



47

aliada as multiplas introdugdes de material genético no pais e o fato dos programas estarem
ainda em sua infancia (segundo ou terceiro ciclo de sele¢do), garantem que uma imensa

diversidade genética ainda esteja presente mesmo entre clones elite.

4.2 ESTRUTURA GENETICA DAS POPULACOES

A estrutura genética da populacdo de Eucalyptus foi verificada através de
analise com o programa Structure 2.3.4. O nimero mais provavel de populacdes diferentes
que contribuiram na composi¢do genética da populacdo em estudo foi verificado pela
estimativa do AK descrito por Evanno et al. (2005). O AK foi estimado para K variando de
um até 10, sendo que o maior valor ocorre para 0 nimero de populacbes geneticamente
distintas que melhor explica o conjunto de dados. Para este estudo, o valor de K indicou a
presenca de trés grupos genéeticos, ou populac@es, distintas dentre os clones-elite estudados
(Figura 6).

O gréafico da composicdo genética dos 90 individuos de Eucalyptus foi obtido
utilizando o Structure, com K =3. Os trés grupos genéticos encontrados estdo representados
nas cores vermelho, azul e verde, indicando respectivamente as populagdes A, B e C
(Figura 7). A Figura 7 indica que as trés populacOes estdo presentes na composicao
gendmica dos diferentes grupos de espécies (puras ou hibridas) que compdem os clones-
elite. Ainda que os grupos de espécies dos clones tenham proporcBes diferentes de
contribuicdo das populacbes A, B e C, ndo ha uma relacdo clara entre espécies com essas
populagdes. Isso indica a inexisténcia de relacdo entre a classificagdo dos clones, obtida
dos viveiros que forneceram as mudas, com 0s grupos genéticos identificados pelo

programa Structure.
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Figura 7. Analise da composicdo genémica dos clones-elite de Eucalyptus em relagdo as
trés populacdes que contribuem para a estrutura genética da amostra. Figura
obtida com o programa Structure.

A fim de verificar se a divisdo de grupos genéticos é significativa para esta
populacdo de Eucalyptus, foi realizada uma analise de estruturagdo da diversidade genética
utilizando o programa GDA. Os resultados desta analise s&o mostrados na Tabela 6.

A andlise da estimativa de f indica ndo haver fixacdo dos alelos dentro das
populacbes estudadas, evidenciando auséncia de cruzamentos endogamicos. De fato, o

intervalo de confianca da estimativa de f € menor do que zero, indicando que a frequéncia
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de homozigotos € menor do que o esperado sob EHW. A estimativa de @ indica que
aproximadamente 6% da variabilidade total é devida as diferencas entre as subpopulagdes,
podendo ser explicada pelas diferencas existentes entre as frequéncias alélicas das
subpopulaces A, B e C. Apesar de se tratar de um valor numericamente baixo, este €
significativamente maior do que zero e, de acordo com classificagédo proposta por Wright
(1978), indica a existéncia de uma moderada diferenciacdo genética entre as subpopulagdes
encontradas. Logo, este resultado corrobora a estrutura genética identificada pelo programa

Structure.

Tabela 6. Estimativas de parametros para avaliar a estruturacao da diversidade genética de
Eucalyptus. As estimativas foram obtidas utilizando o programa GDA, com
10000 randomizac0es.

Limites F 0 F
Superior -0,0049 0,0836 0,0518
Inferior -0,0865 0,0431 -0,018
Estimativa -0,0491 0,0603 0,0141
Numero de randomizacdes 10.000 10.000 10.000
Nivel de confianca 95% 95% 95%

De modo geral, € possivel concluir que a populacdo de clones encontra-se
estruturada em trés subpopulac@es, sendo que a diferenciacdo genética existente entre elas
é significativa. Entretanto, a distribuicdo dos clones-elite nas subpopulagdes de acordo com
0 programa Structure ndo esta relacionada com a identificacdo, em termos de espécies,
obtida previamente a partir de dados fornecidos pelas empresas parceiras. A Figura 7
demonstra que as diferencas entre espécies, como identificadas, ndo sdo as responsaveis
Unicas e diretas pela estruturacdo. Esse resultado indica a possibilidade de que, embora o
melhoramento genético do eucalipto esteja em seus ciclos iniciais, este processo tem
alterado a estrutura genética das populagGes de melhoramento. Os cruzamentos intra- e
inter-especificos, realizados durante os ciclos de melhoramento, promovem a miscigenacéo
(admixture) das diferentes populacGes, contribuindo para a rarefacdo da estrutura genetica.
Deve-se levar, ainda, em consideragdo que durante a realizacdo destes cruzamentos pode
ocorrer contaminacdo de pdlens ou até mesmo erros de identificacdo destes individuos, o
que explicaria a baixa correlagdo entre a estrutura genética observada e a identificacdo dos

clones em termos de espécie. A obtencdo de informacdes acerca da estrutura genética dos
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clones-elite de Eucalyptus é fundamental para o desenvolvimento de futuros estudos de
associacdo, bem como para a escolha dos cruzamentos a serem realizados na
operacionalizacdo de um futuro programa de melhoramento com estes individuos.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram encontrados por
Faria et al. (2011), que realizaram a analise de estrutura genética entre 88 individuos
pertencentes a quatro espécies e clones-elite do género Eucalyptus, utilizando 21
microssatélites. Os autores observaram que houve uma nitida separacao dos individuos em
quatro diferentes grupos genéticos, representados pelas quatro espécies amostradas, sendo
que cada individuo foi alocado corretamente no grupo de sua espécie de origem.
Entretanto, os clones-elite presentes no estudo foram alocados de forma intermediaria entre
0s grupos de E. urophylla e E. grandis. A partir destes dados, os autores concluiram que 19
dos 20 clones utilizados neste estudo possuem origem hibrida, com genoma predominante
de E. urophylla. Apenas um dos clones-elite utilizados por Faria et al. (2011) foi alocado
juntamente aos individuos de E. urophylla, o que indica que este seja provavelmente
originado a partir de arvores desta espécie.

Estudos relacionados a estrutura genética de Eucalyptus tém sido realizados
principalmente em populagfes naturais com finalidade de obter informagdes que auxiliem
no processo de conservacdo dos recursos genéticos deste género (Payn et al., 2008). Em
estudo envolvendo individuos de Eucalyptus de seis espécies diferentes (E. grandis, E.
urophylla, E. camaldulensis, E. globulus, E. nitens e E. dunii) utilizando 24
microssatélites, Correia (2011) encontrou seis populacGes que separam de maneira
consistente as amostras das seis espécies. Resultado semelhante foi encontrado por Faria et
al. (2010), em seu trabalho envolvendo 96 individuos de seis espécies de Eucalyptus
utilizando 20 microssatélites. A analise da estrutura de populacdes identificou seis grupos
genéticos referentes as espécies de origem.

Arumugasundaram et al. (2011) em seu trabalho envolvendo 93 &rvores de
Eucalyptus utilizando 62 locos microssatélites utilizaram o programa Structure para alocar
os individuos em suas populacdes de origem, fixando o valor de K para a obtencéo de dois
grupos genéticos, tendo em vista que os individuos eram provenientes das espécies E.
tereticornis e E. camaldulensis. Payn et al. (2008) em estudo envolvendo 19 populac¢des
naturais de E. urophylla analisaram a estrutura genética destes individuos utilizando 12
locos microssatélites. Como resultados foram obtidos dois grupos genéticos distintos, com

fraca influéncia aparente da insularidade geografica na diversidade e estrutura genéticas
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das espécies estudadas. Esses resultados indicam a presenca de fluxo génico mesmo entre
populagdes de ilhas diferentes.

Os resultados obtidos nos trabalhos acima listados demonstram a presenca de
elevada estruturacdo genética entre as espécies do género Eucalyptus. Tal estruturacdo
deve-se, provavelmente, ao fato de estes individuos estarem amplamente distribuidos no
continente Australiano e ilhas vizinhas, provocando isolamento geogréfico entre as
diferentes espécies. Com isso, € possivel concluir que a auséncia de correlacdo entre a
estruturacdo genética encontrada neste trabalho com a classificacdo das espécies que
compdem os clones da amostra pode estar associada ao fato de os clones estudados serem
originados de cruzamentos envolvendo diferentes espécies. Sendo assim, a composi¢do
genética desses individuos possui carater intermediario entre as espécies utilizadas na
realizacdo dos cruzamentos, o que dificulta a obtencdo de dados referentes a estrutura
genética desses individuos. Além disso, esses resultados também indicam a possibilidade
dos clones poderem estar erroneamente identificados em relacdo as espécie que

compuseram seus genomas.

4.3 DISTANCIA GENETICA ENTRE OS CLONES-ELITE DE EUCALYPTUS

A distancia genética entre os clones-elite de Eucalyptus foi obtida através de
uma matriz gerada pelo programa BOOD utilizando a distancia genética de Rogers (1972)
modificada por Wright (1978). A partir dessa matriz, foi elaborado o dendrograma das
distancias genéticas utilizando o método de agrupamento UPGMA na plataforma R (Figura
8). O indice de correlacdo cofenética encontrado nesta anélise foi de 0,778, indicando forte
correlacdo entre a matriz de distancias genéticas e a matriz de distancias cofenéticas obtida
a partir do dendrograma. A confiabilidade dos nés do dendrograma foi gerada pelo
programa BOOD através do método de bootstraping com 10.000 repeticdes. A
confiabilidade dos nos é indicada no dendrograma na forma de porcentagem dos
bootstraps em que aquele grupo foi formado (Figura 8).

A andlise da figura abaixo indica a presenca na amostra de individuos
geneticamente idénticos com nomenclatura distinta. E o caso dos clones 6045, 2707 e
BA9843; BA1887 e CLRGX162; 3335, CLRGX46 e 3346; Copebras80 e CLRGXO03;
3041 e A068; BA7346 e 386; 9857 e 3281. Tais inconsisténcias na identificacdo dos

clones-elite pode ser gerada pela ndo utilizacdo de uma nomenclatura padrdo para as
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diferentes variedades de Eucalyptus, pois cada empresa estabelece o seu sistema de
identificacdo dos clones, podendo gerar confusdes. Outro fator que também pode explicar
as discrepancias entre o gendtipo e a identificacdo de cada individuo é a ocorréncia de
troca de amostras durante o manejo dos clones ou até mesmo a perda ou troca de sua
identificacdo original, acarretando falhas tanto no manejo quanto no controle de qualidade

dos clones comercializados.
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Figura 8. Dendrograma representando as distancias genéticas entre os 90 clones-elite de
Eucalyptus, O dendrograma foi construido através do agrupamento UPGMA,
com base na distancia genética de Rogers (modificada).

Né&o foi possivel identificar no dendrograma grupos geneéticos bem definidos,
consistentemente representados nos bootstraps, o que indica a auséncia de subpopulagdes

bem estruturadas dentro da populagédo de melhoramento de Eucalyptus. A avaliagdo da
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confiabilidade dos nos obtidos, através dos resultados dos bootstraps, mostrou a falta de
consisténcia entre os grupos formados no dendrograma. Apenas alguns nés do
dendrograma apresentaram valores de bootstrap maiores que 50%, estando estes
localizados geralmente entre individuos com alta similaridade genética no final dos ramos
ou nos que agrupam menor quantidade de individuos. Esse resultado ndo condiz com a
estruturacdo identificada pelo programa Structure, cujas analises indicaram a presenca de
trés populacdes divergentes que contribuiram para composicdo genética dos clones-elites.
Uma possivel explicacdo pode estar no fato de que a estruturacdo dessa populacdo s6 pode
ser identificada com um modelo que admite miscigenacdo (admixture), como € o caso da
analise feita no programa Structure. Como muitos desses clones sdo frutos de cruzamentos
controlados, geralmente entre espécies ou individuos contrastantes, a estrutura s6 pode ser
avaliada quando se admite a possibilidade de que os individuos possam ser hibridos.

Estimar as distancias genéticas entre o0s clones-elite de Eucalyptus ¢é
importante, pois a partir destes dados é possivel sugerir a realizacdo de cruzamentos ou
acompanhar possiveis cruzamentos potenciais, a fim de explorar o vigor hibrido entre as
progénies (Furlan et al., 2007; Souza et al., 2010). Além disso, esta analise permite avaliar
possiveis redundancias no conjunto de individuos. Os cruzamentos entre individuos mais
distantes possibilita que haja maior segregacdo nos futuros ciclos de melhoramento e,
portanto, enriquecimento de sua base genética (Souza et al., 2010; Cruz et al., 2011).
Dentre os individuos presentes na amostra estudada, os clones 6045 e A217 sdo 0s que
apresentam maior distanciamento genético.

A partir da distancia genética de Rogers (modificada), o grafico PCoA foi
gerado na plataforma R (Figura 9). Apesar de significativo, o coeficiente de correlagdo
cofenética foi de 0,36, indicando uma correlacdo moderada entre a matriz de distancias
genéticas e as distancias representadas no grafico bidimensional de coordenadas principais.

A analise do grafico abaixo corrobora a ideia de que os individuos desta
amostra ndo se encontram organizados em grupos bem definidos, sendo, provavelmente,
pertencentes a uma Unica populacdo ndo estruturada. Tal conclusdo baseia-se na auséncia
de grupos distintos separados no espaco entre as coordenadas principais. Através do
gréfico é possivel visualizar que os clones-elite estdo ordenados préximos uns dos outros

em uma nuvem de pontos Unica, sem nenhuma estruturagéo visivel.
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Figura 9. Gréafico representando as distancias genéticas entre os 90 clones-elite na
primeira (eixo X) e segunda (eixo y) coordenadas principais (PCoA).

Em resumo, os resultados apontam para uma alta diversidade genética entre 0s
clones-elite de Eucalyptus e uma baixa estruturacdo genética entre eles. Apesar de trés
populacdes terem sido identificadas na analise de estruturacdo com o programa Structure,
somente 6,6% da variabilidade genética total é devido as divergéncias entre populacoes.
Essa alta diversidade genética podera ser explorada em um futuro programa de
melhoramento especifico para Goids. As andlises de divergéncia genética feitas nesse
trabalho poderdo ser utilizadas para guiar a selecdo de genitores a serem cruzados. O
cruzamento entre genitores mais divergentes pode, potencialmente, maximizar a
heterozigosidade e heterose da progénie, aumentando as chances de selecdo de clones-elite
superiores. Clones de Eucalyptus selecionados e testados no estado possuem maior chance

de serem mais adaptados as condic¢Ges edafoclimaticas do bioma Cerrado.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que:

Existe elevada diversidade genética entre os clones-elite analisados.

A populacdo de melhoramento utilizada neste trabalho se encontra dividida em trés
subpopulacdes (K = 3). Este resultado é corroborado pelo valor de 6 (0,066), que
indica moderada estruturacdo genética entre elas.

A andlise de divergéncia genética ndo demonstrou a estruturacdo genética existente
entre os clones de Eucalyptus, sugerindo auséncia de subpopulacdes bem definidas.
Esse resultado é corroborado pela andlise de agrupamento que mostrou baixa
consisténcia para a maioria dos grupos formados.

Essa aparente contradigdo entre as trés subpopulagdes identificadas com uma
abordagem Bayesiana e a auséncia de estruturacdo observada nas andlises de
divergéncia e de agrupamento pode ser explicada pelo carater hibrido da maioria
dos clones-elite utilizados. A analise Bayesiana (Structure) foi realizada com um
modelo que prevé a possibilidade de miscigenacdo (hibridacéo), enquanto que na
analise divergéncia e agrupamento isso ndo ocorre.

Existe a possibilidade de haver problemas na classificacdo dos clones utilizados,
uma vez que as identificacGes de espécies fornecidas pelos viveiros ndo condizem

com a diferenciacdo genética encontrada neste estudo.
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