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1. Introducao

O eucalipto pertence a familia Myrtaceae e género Eucalyptus, é origindrio da
Australia englobando mais de 700 espécies descritas (REMADE, 2001), dentre elas
estao Eucalyptus grandis, E. globulus e E. urophylia.

E. grandis € a espécie mais plantada fora da Australia, possui madeira leve e facil
de ser trabalhada, a qual quando oriunda de plantagées de ciclo longo é utilizada em
construgédo e as de ciclos curtos € utilizada para caixotaria (Instituto de Pesquisas e
Estudos Florestais, 2004).

E. Globulus é originario da Austrdlia e Tasmania. Prefere climas temperados
umidos. A sua principal utilizacdo é a produgdo de madeira para pasta celuldsica
(NATURLINK, 2000)

Dentre as espécies de eucaliptos plantadas no Brasil, o Eucalyptus urophylla é uma
das mais plantadas. E uma das poucas espécies de eucaliptos que ocorrem
naturalmente fora da Austrélia (FERREIRA, 1979). Apresenta boa produtividade e
potencial de utilizagéo para os mais diversos fins, como fabricagédo de papel e celulose,
chapas duras, serraria e produgdo de carvdo (SCANAVACA JUNIOR, 2001).

Atualmente, no Brasil, as areas florestais plantadas com eucalipto ocupam mais de
3,7 milhdes de hectares (ha). De 2005 a 2007 constatou-se um incremento na &rea
plantada de 344.663 ha, com um acréscimo de 10,1% nas plantacdes de eucalipto
(Associag&o Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas, 2007).

O melhoramento florestal tem como meta o aumento da produtividade e a
adequacgéo da matéria prima ao produto final. No entanto, para a obtengdo de ganhos
genéticos em longo prazo é necesséario um monitoramento da base genética, a fim de
evitar perdas excessivas de variabilidade (MORI, 1993).

A area de melhoramento genético de plantas tem sido beneficiada com o
desenvolvimento de métodos biotecnologicos, principalmente aqueles relacionados a
marcadores moleculares. A disponibilidade de marcadores neutros, altamente
polimérficos, aliada a procedimentos estatisticos, tem permitido a construgido de mapas
de localizagdo para a maioria das ‘espécies vegetais de interesse agrondmico
(CARNEIRO & VIEIRA, 2002). Dentre estes marcadores estdo os microssatélites
(S8SR), os quais se baseiam na amplificagéo individual através de PCR, de regides
contendo seqiéncias simples repetidas, utilizando um par de primers especificos e
complementares as seqUéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite. Cada
segmento amplificado equivale a um alelo dentro do loco génico, sendo que os alelos
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diferentes sdo detectados em funcéo de diferencas em pares de bases dos fragmentos
amplificados. Isso confere aos microssatélites a caracteristica de co-dominéncia
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Em Eucalyptus, o desenvolvimento de marcadores baseados em microssatélites
(BRONDANI et al., 1998, BYRNE, et al. 1996, GLAUBTIZ et al., 2001, OTTEWELL et
al., 2005, STEANE et al., 2001) passaram a ser utilizados de um modo crescente como
uma ferramenta utii em programas de melhoramento e producgéo florestal, além de
representar um recurso experimental fundamental para iniciativas gendmicas
envolvendo mapeamento genético de QTL (quantitative trait loci) e ancoragem de
mapas genéticos com mapas fisicos (Falcdo et al 2004).

O melhoramento genético molecular emprega a informagao genética derivada de
mapas de ligagdo (utilizados para identificar no cromossomo a posigéo dos alelos de
interesse) obtidos com marcadores moleculares em programas de retrocruzamento e
métodos classicos de melhoramento genético, com a finalidade de auxiliar na selecdo
dos individuos a serem recombinados em programas de selegdo recorrente, ou ainda,
piramidizar genes de interesse para resisténcia a diferentes doencas através da
selecao assistida por marcadores (CHEN et al., 2000).

Mapas de ligacdo sdo construidos com base no desequilibrio de ligagdo entre
dois Joci a partir de dados obtidos de algum tipo de delineamento genético
(cruzamento). Inicialmente, a analise de ligacdo usando marcadores moleculares em
plantas foi aplicada em popula¢des F1 provenientes do cruzamento de plantas dipl6ides
homozigotas (MALIEPAARD et al, 1997). Contudo, em espécies perenes, como 0O
eucalipto, que sdo preferenciaimente alégamas e apresentam alta depressao
endogamica e mecanismos de auto-incompatibilidade, a obtencdo de genitores em
completa homozigose é inviavel. Assim, os mapas de ligagdo em Eucalyptus sé&o
construidos a partir de populagdes segregantes oriundas do cruzamento entre genitores
heterozigotos (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994).

O objetivo principal deste trabalho é a construgdo de mapas genéticos baseados em
locos microssatélites e identificagdo de regides gendmicas associadas a caracteristicas
fisico-quimicas da madeira utilizando um cruzamento entre a espécie E. grandis e um
hibrido E. Urophylla x E. Globulus.

2, Materiais e Métodos
2.1 Coleta do material vegetal

Foram coletadas 243 amostras de xilema da familia G1xUGL, em um campo
experimental da ARACRUZ em Barra do Ribeiro-RS, o material coletado foi
armazenado em tubos falcon com tampdo CTAB 2% e transportado a temperatura
ambiente até o Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao, situado em
Santo Anténio de Goias — GO.
2.2 Extragao do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo de extracéo descrito por Ferreira &

Grattapaglia (1998), com modificagdo na etapa da maceragdo: o xilema foi macerado
utilizando um macerador automatico (FastPrep FP120).

1679



J'.s Anais do V Congresso de Pesquisa, Ensing e Extenso, Campus Samambaia - 06 a 10 de outubro de 2008
UFG *Produgdo do conhecimento ¢ transformagéo social”

2.3Selegao dos primers microssatélites polimorficos

Foram utilizados ao todo 373 pares de primers especificos de locos SSR,
previamente selecionados em estudos de mapeamento genético anteriores, visando
maximizar a cobertura genémica e o grau de polimorfismo entre os dois genitores.

Para a selegéo dos primers microssatélites informativos para a progénie em estudo,
procedeu-se as reacgdes de PCR (Polimerase chain reaction) com amostras de DNA de
um dos genitores (UGL) e sete individuos da progénie.

Utilizou-se o Kit Qiagen para amplificagdo dos primers em multiplex, utilizando-se 1x
do QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, 3 mM MgCl,, 0,5X de Q-Solution, 0,1 a 0,3 uM
de cada primer, 1,6 ng/ pl de DNA e agua livre de RNAse para um volume final de
reacao de 5 pl.

As reagOes de PCR feitas com o Kit Qiagen foram conduzidas a partir de uma etapa
de desnaturagdo a 95T por 15’, envolvendo uma etap a inicial de desnaturacdo a 94C
por 30", seguida por uma fase de anelamento utilizando-se uma temperatura de 56°
para todos os primers por 90” e uma fase de extensdo a 72T por 90”, concluindo com
uma etapa final de extensao a 72T por 10'.

2.4 Genotipagem semi-automatizada dos marcadores microssatélites

Os fragmentos amplificados, derivados da PCR utilizando marcadores
microssatélites, foram separados via eletroforese em sequenciador automatico de DNA,
modelo ABI 3100 (Applied Biosystems). O tamanho dos fragmentos foi determinado
utilizando um marcador de massa molecular interno para cada amostra. Apés a
eletroforese, os dados gerados foram analisados individualmente para cada loco
utilizando o programa GenMapper 3.5 (Applied Biosvstems).

2.5Anaélise de segregacao

A primeira etapa do mapeamento genético utilizando marcadores moleculares é a
certificagédo de que eles segregam de acordo com o esperado, para a manipulacdo de
mapeamento empregada. Para a verificacdo da raz3o de segregacdo esperada dos
locos individuais, realizou-se uma comparagdo do nimero de individuos observados em
cada classe com o esperado, através do teste de qui-quadrado (x2).

A estatistica qui-quadrado é dada por:

o |
2
=7
X i=1l_

(Obs, —Esp; )

Esp;
em que %2 é valor de qui-quadrado calculado; e Obs; e Esp; , sd0 os valores observado
e esperado, para a i-ésima classe fenotipica (i= 1, 2,..., n), respectivamente.

Os valores de x2 foram estimados pelo programa Prelim (Alexandre Coelho,
programa nao publicado)

3. Resultados e Discussao
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No screening realizado com os 373 primers microssatélites foram encontrados 139
locos monomoérficos e 54 locos que ndo amplificaram.

Foram genotipados 177 locos microssatélites, sendo que destes, 120 apresentaram
polimorfismo para o parental G1 e 140 para o parental UGL. Dos SSRs polimérficos, 83
apresentaram polimorfismo para ambos parentais.

Para verificar se os locos estavam segregando como o esperado foi realizado o
teste de qui-quadrado (y2). Dos 177 locos testados, 45 (25,42%) sofreram distorgdes da
proporcéo esperada com valores abaixo do nivel critico estabelecido (5%). Segundo Xu
et al. (1992), a distorcdo de segregacdo tem sido relatada em diversos organismos,
incluindo plantas, nas quais espécies ou ragas hibridas exibem preferenciaimente
disfuncdo de gametas. Esses resultados também podem ser associados a alta
freqiiéncia de alelos recessivos letais (Verhaegen e Plomion, 1996).

Quanto ao que deve ser feito em relagdo aos marcadores que apresentam distorcao
de segregacao é discutivel. Kao et al (1999), recomendam, preferencialmente, o
descarte dos locos que apresentam distorcbes de segregacédo, para que a qualidade do
mapa nao seja comprometida. De acordo com Oliveira et al (2004), é preciso ter cautela
no uso dos locos que apresentam distor¢des da segregagdo mendeliana, pois apesar
deles poderem mostrar informagdes genéticas importantes, também podem alterar as
distancias e ordens lineares de outros marcadores no grupo de ligagao.

Segundo Coelho (2000), a influéncia do numero de marcadores genéticos esta
relacionada até quanto a resolugdo pré-estabelecida pelo nimero de genétipos
identificados sera, de fato, satisfeita. Tanto o grau de cobertura do genoma como a
densidade do mapa a serem construidos sdo fungbes diretas do nimero de
marcadores.

4. Conclusiao

- No melhoramento de plantas, o desenvolvimento de mapas genéticos é considerado
uma das aplicagbes de maior impacto, pois possibilita a cobertura completa de
genomas; a localizagdo das regides que controlam caracteres de importancia; e a
quantificagdo do efeito destas regides na caracteristica.

- Apéds a conclusdo de todas as etapas do trabalho, os marcadores SSR contribuirao
para o desenvolvimento de um mapa genético informativo onde genes de interesse
poderao ser identificados e mapeados.
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