VARIACOES GENETICAS EM POPULACAOES DE Eucalyptus spp.
DETECTADAS POR MEIO DE MARCADORES MOLECULARES!
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RESUMO - A tecnologia de marcadores moleculares, aliada as técnicas classicas do melhoramento, pode contribuir
significativamente para o conhecimento basico da cultura e do carater estudado e para a geragio e o desenvolvimento
de produtos melhorados. O objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores RAPD para detectar ¢ maximizar a
variabilidade genética em genétipos Eucalyptus, identificando cruzamentos favoraveis para um programa de
melhoramento florestal, visando o uso multiplo. Foram analisados 44 genétipos de hibridos naturais do género
Eucalyptus, plantados na regido noroeste de Minas Gerais. Os marcadores moleculares RAPD apresentaram poder
de discriminagdo eficiente entre os 44 genétipos avaliados, constatando-se uma distancia genética média entre os
gendtipos de Eucalyptus de 54% e divergéncia genética variando de 24 a 73%. Este fato indica que entre os
individuos analisados existe uma ampla base genética, o que possibilita a manipulagdo desse material em programas
de melhoramento. A distancia genética entre os genotipos 5¢9;9¢ 10;9¢ 19;9¢25;9e33;9¢35;9¢36;9¢
44;10e33;12 ¢ 19; 12 e 33; e 12 e 39 apresentou-se maior ou igual a 70%. A analise de agrupamento estabelecida,
utilizando UPGMA e o critério de corte de 80% da distancia genética total, permitiu a formagdo de nove grupos
distintos. Esses grupos apresentaram divergéncia genética média superior a 60%. A maior média de distancia
ocorreu entre o grupo I e os demais, com 67%. A avaliagdo por marcadores moleculares RAPD forneceu uma
identificacdo direta da variagdo genética dos genotipos e, neste sentido, novos cruzamentos para produgido de
hibridos especificos poderdo ser gerados, aumentando, assim, a divergéncia genética e a produtividade de derivados
de madeira de qualidade superior para usos multiplos em programas de melhoramento florestal.

Palavras-chave: ~ Marcador molecular, Fucalyptus e variagdes genéticas.

GENETIC VARIATIONS IN Eucalyptus spp. GENOTYPES DETECTED BY MEANS OF
MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT - Molecular marker technology combined with the classic breeding techniques can contribute
significantly to a basic understanding of the crop and character investigated and help generate and develop
improved products. The objective of this work is to utilize RAPD markers to detect and maximize the genetic
variability in eucalyptus genotypes, identifying crossings favorable to a forest breeding program, aiming at multiple
use. A total of 44 natural hybrid genotypes of the Eucalyptus genus, planted in northwestern Minas Gerais was
analyzed. The RAPD molecular markers presented efficient discriminating power among the 44 evaluated
genotypes, determining an average genetic distance among them of 54% and genetic divergence ranging from 24
to 73%. This shows that there is a wide genetic basis among the individuals analyzed, allowing a manipulation of
this material in breeding programs. The genetic distance among the genotypes 5 and 9; 9 and 10; 9 and 19; 9 and
25; 9 and 33; 9 and 35; 9 and 36; 9 and 44; 10 and 33; 12 and 19; 12 and 33; 12 and 39 proved to be either
greater or equal to 70%. Grouping analysis established by the UPGMA method, and the cut of 80% of the total
genetic distance as a criterion allowed the formation of nine distinct groups. These groups presented an average
genetic divergence superior to 60%. The highest mean of distance occurred between group I and the remaining
groups, with 67%. The evaluation by RAPD molecular markers provided an indirect identification of the genetic
variation of the genotypes and, in this sense, new crosses for the production of specific hybrids can be generated,
increasing the genetic divergence and yield of wood products of superior quality for multiple uses in forest
breeding programs.
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1.INTRODUCAO

As florestas plantadas com o género Eucalpytus
merecem destaque no setor florestal brasileiro, pois, nos
ultimos anos, a sua silvicultura alcancou alto nivel de
desenvolvimento tecnoldgico. Neste avango destaca-se
o melhoramento genético, que propiciou ganhos de
grande magnitude, principalmente na produtividade
volumétrica. No entanto, alguns questionamentos tém
surgido a respeito das populagdes introduzidas no Brasil,
quanto a sua origem e ao conhecimento em termos de
sua divergéncia genética, pois estes materiais foram
introduzidos a partir de populagdes de plantios naturais
da Australia e da Africa do Sul, e aqui pode ou nio ter
ocorrido um processo de reducdo desta diversidade em
razao de cruzamento entre individuos aparentados ou do
pequeno numero efetivo de individuos utilizados nos
locais de coleta de sementes.

Portanto, para implantacdo de programas de
melhoramento genético a partir dessas populagdes de
Eucalyptus spp. torna-se imprescindivel conhecer a diver-
géncia genética, com os objetivos de identificar clones
ou genotipos para instalagdo de pomares de sementes clo-
nais; maximizar a distancia genética pela recombinagao
de genes ou complexos génicos em novas combinagdes
favoraveis; e fazer uma sele¢do indireta e precoce para
caracteristicas da madeira, para avaliar as propriedades
fisicas, mecanicas, quimicas e anatomicas e tornar a sele-
¢do precoce mais eficiente, aumentando o ganho genético
por unidade de tempo.

Uma forma muito eficaz de detectar a variabilidade
genética é por meio do uso de marcadores moleculares,
sendo o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
um dos mais utilizados. Esta técnica baseia-se na ampli-
ficagdo do fragmento de DNA, que ¢ flanqueado por um
par de oligonucleotideos que hibridizam em dire¢des
opostas a seqiiéncia-alvo, por meio de ciclos de desna-
turacdo, anelamento do primer e extensdo pela enzima
Taq polimerase (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A avaliagdo utilizando marcadores moleculares
RAPD pode fornecer uma identificagdo direta da varia-
bilidade genética e, neste sentido, indicar genitores para
produgdo de hibridos especificos, visando assim o aumen-
to da divergéncia genética nas proximas geragoes a serem
utilizadas em futuros programas de melhoramento
florestal.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a variabi-
lidade genética em populagdes de Eucalpytus spp. e
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identificar genitores divergentes para cruzamentos pre-
ferenciais na geragcdo de hibridos em programas de
melhoramento genético.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material Biolégico

Foram analisados 44 gendtipos de hibridos naturais
do género Eucalyptus, provenientes da fazenda Bom
Sucesso, propriedade da Companhia Mineira de Metais
(CMM-AGRO), pertencente ao grupo Votorantim. A
fazenda Bom Sucesso estd localizada no municipio de
Vazante-MG, a latitude de 17°36°09”" S e longitude de
46°42°02" oeste de Greenwich, e altitude de 550 m. O
clima da drea ¢ do tipo Aw, tropical umido de savana,
com inverno seco e verdo chuvoso, segundo a classifi-
cacdo climatica de Képpen. A temperatura média anual
¢ de 24 °C e a precipitagdo média anual de 1.450 mm.

Para analise do DNA, utilizaram-se folhas coletadas
nas mudas feitas por estaquia, oriundas de brota¢des das
arvores remanescentes no campo apos o corte. As folhas
recém-colhidas foram identificadas e mantidas no gelo
para o transporte até o laboratorio e, em seguida, proce-
deu-se as extragdes do DNA.

2.2. Extracao do DNA

As extragdes de DNA foram feitas de acordo com o
procedimento descrito por Nienhuis et al. (1995),
por maceragao do material vegetal com nitrogénio
liquido, utilizando-se 1,0 g de folhas, sendo adicionados
10 ml de tampao de extragdo CTAB e 20 ul de
B-mercaptoetanol, para retardar a oxidagdo de metabd-
litos secundarios, permanecendo em banho-maria a 65 °C
por 60 minutos.

Apos esse periodo, foram adicionados 5 ml de
mistura de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e os
tubos foram agitados lentamente 50 vezes, para obtengao
de uma emulsdo, e, posteriormente centrifugados a
7.000 rpm, em centrifuga Hitachi, por 30 minutos. O
sobrenadante foi pipetado, vertido em 15 ml de propanol
e condicionado no freezer (-20 °C) por uma noite, para
precipitagdo dos acidos nucléicos.

Ap0s a precipitacao, foram adicionados 100 pul de
EtOH, deixando-se 10 minutos em temperatura ambiente,
e procedeu-se a uma nova centrifugagdo por 10 minutos,
a4.000 rpm, sendo assim possivel retirar o sobrenadante
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e secar o “pellet” em capela de fluxo laminar. Apds a
secagem, adicionou-se TE para solubilizagdo do DNA.

A quantificagdo da concentracdo de DNA das
amostras foi determinada por um fluorimetro (DYNA
Quant 200). Para cada amostra foram utilizados 2Ll de
DNA e 2 ml de tampao TNE 10x (Tris base 100 mM;
Na EDTA, Na,, 2H,0 10 mM e NaCl 2M, sendo o
pH=74).

2.3. Analise RAPD

As reagdes RAPD foram baseadas no método des-
crito por Williams et al. (1990), usando oligonucleotideos
de dez bases de seqiiéncia arbitraria com algumas
modificagdes, tendo as reagdes sido otimizadas para ob-
tengao de produtos de amplificagdo de melhor qualidade.
Foram empregados 23 oligonucleotideos da marca
(Operon Technologies Inc., Alameda, California), para
geracao de polimorfismo.

Os produtos da amplificagdo foram separados em
géis de 1,0% de agarose e corados com brometo de etidio
e, entdo, visualizados em transiluminador de luz ultra-
violeta. Os géis foram fotografados, utilizando-se filme

Polaroid 667.
2.4. Analise dos Dados Moleculares

Na avaliacgdo dos géis, cada banda foi tratada como
um carater Unico, sendo a sua presenga em um individuo
designada por 1 e a auséncia em outro individuo, por 0
(zero). De posse desses dados, foi construida uma matriz
de O e 1. A presenca de uma banda entre os dois genotipos
comparados foi considerada como similaridade ¢ a
presenca em um dos gendtipos e auséncia no outro,
considerada como diferente.

A distancia genética foi calculada aos pares,
utilizando-se o indice de similaridade de Jaccard (Jaccard,
1908), segundo a expressio:

dii’=(1-Sii’) x 100

em que dii’ = ¢ a distancia genética entre os genotipos i
ei’; e Sii”=¢ o indice de similaridade de Jaccard.

sendo:
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em que ¢ = numero de bandas presentes nos dois
genotipos analisados; b = nimero de bandas presentes
apenas no genotipo i; e ¢ = numero de bandas presentes
apenas no genotipoi’.

Os erros associados a cada distancia foram estima-
dos segundo Skroch et al. (1992), pela seguinte expressao:

yord(1-d)
© o (n-1)

em que V = variancia da distincia genética entre cada
par de populagdes; d = distancia genética entre cada para
de populagdes; e n = nimero total de bandas utilizadas
na estimativa da distancia genética. Erro-padrdo estimado
=(V/n)"?

A representacao simplificada das distancias gené-
ticas foi efetuada por meio de dendrogramas obtidos pelo
método hierdrquico aglomerativo da média aritmética
entre pares nao-ponderados (UPGMA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Reaciao de RAPD

Os oligonucleotideos utlizados geraram pelo menos
uma banda polimorfica entre os individuos analisados
(Quadro 1). Estes oligonucleotideos de sintese de cadeia
curta (dez nucleotideos) podem encontrar-se aleato-
riamente em regidoes de homologia no DNA do genotipo
analisado, fornecendo, assim, um ponto de inicio de
sintese para o DNA polimerase.

Os 23 oligonucleotideos geraram 132 produtos de
amplificagdo, com uma média de 5,74 bandas. Deste total,
101 bandas foram polimorficas, igual a 76,52%, sendo
4,39 bandas, e 31 foram monomorficas, igual a 23,48%,
sendo 1,35 banda. O numero de bandas amplificadas
variou de acordo com o oligonucleotideo, tendo alguns
propiciado a amplificacdo de trés bandas e outros de até
dez bandas. Observa-se, no Quadro 1, que os resultados
indicam um alto grau de polimorfismo entre os genotipos
de Eucapyptus, fato que pode ser observado pelo padrdo
de fragmentos amplificados com a utilizagdo do primer
OPJ-17, conforme demonstra¢do apresentada na Figura 1.
Segundo Esbrisse (1998), o alto grau de polimorfismo
pode ser um reflexo da alogamia, aliado ao fato de as
arvores-matrizes analisadas serem provenientes da pri-
meira geracao de selecao.
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Quadro 1 - Oligonucleotideos utilizados e respectiva
seqiiéncia de bases, numero de banda polimérficas e
monomorficas para os 44 genétipos estudados

Table 1 - Oligonucleotides used and respective sequence of
bases, number of polymorphic and monomorphic bands
for the 44 genotypes studied

Oligonu- Seqiiéncia N° Bandas N° Bandas
cleotideo (5°-3) Polimérficas | Monomorficas

OPA-18 AGGTGACCGT 4 2
OPB-01 GTTTCGCTCC 6 3
OPB-19 ACCCCGAAG 4 1
OPB-02 TGATCCCTGG 2 1
OPD-08 GTGTGCCCCA 3 1
OPJ-09 TGAGCCTCAC 4 1
OPJ-12 GTCCCGTGGT 5 0
OPJ-13 CCACACTACC 7 3
OPJ-16 CTGCTTAGGG 7 3
OPJ-17 ACGCCAGTTC 5 1
OPJ-18 TGGTCGCAGA 5 4
OPJ-19 GGACACCACT 2 1
OPJ-20 AAGCGGCCTC 2 2
OPM-14 AGGGTCGTTC 5 1
OPM-17 TCAGTCCGGG 5 0
OPN-01 CTCACGTTGG 3 0
OPN-02 ACCAGGGGCA 4 1
OPN-03 GGTACTCCCC 6 0
OPN-05 ACTGAACGCC 7 1
OPN-07 CAGCCCAGAG 5 2
OPN-09 TGCCGGCTTG 3 1
OPN-15 CAGCGACTGT 2 1
OPX-07 GAGCGAGGCT 5 1

Total 101 31

As 101 bandas polimérficas utilizadas sdo consi-
deradas suficientes, pois segundo Nienhuis et al. (1995),
a partir de 100 bandas, praticamente ocorre uma estabi-
lizagdo do coeficiente de variagao das distancias genéticas
entre 0s genotipos.

3.2. Avaliacio de Divergéncia Genética

O célculo da distancia genética foi feito com base
nas 101 bandas RAPD polimoérficas obtidas. Foi
construida uma matriz de distancias genéticas, utilizando
o programa Genes (1998), a partir do complemento do
coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1908),
que ¢ dado pela razdo entre o nimero de bandas comuns
a dois gendtipos e o numero total de banda, comuns e
ndo comuns entre eles.
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A distancia genética média entre os gendtipos foi
de 54%, o erro-padrao médio foi de 4,93% e a amplitude
das distancias variou de 24 a 73%. Estes resultados
demonstraram que existem possibilidades de ganho
genético por meio de cruzamentos entre os genotipos ana-
lisados, pois a distancia entre eles pode ser considerada
alta. J4 a elevada amplitude das distancias possibilita a
manipula¢do desse material nos programas de melho-
ramento, inclusive permitindo selecionar gendtipos que
ampliam a base genética do material. Por exemplo, os
genotipos 5¢9;9e10;9¢19;9e25;9¢33;9e35;9¢
36;9¢44;10e33,12¢19; 12 e33; e 12 e 39 apresen-
taram distancias entre si iguais ou superiores a 70%,
mostrando, assim, ser extremamente divergentes.

Os genotipos que apresentaram as menores diver-
géncias foram 2 e 8; 22 ¢ 23; 31 e 34; ¢ 34 ¢ 44, com
distancias genéticas de, respectivamente, 30, 24, 28 ¢
27%.

Com o proposito de avaliar o poder de discriminagao
dos marcadores RAPD, com base nas distdncias genéticas
obtidas, procedeu-se a uma analise de agrupamento pelo
método UPGMA (Figura 2), formando nove grupos
distintos. O Quadro 2 apresenta os grupos formados,
tendo sido utilizado como critério um corte a 80% da
distancia genética total, conforme o dendrograma mos-
trado pela Figura 2.

No Quadro 2 constata-se que os grupos formados
apresentam, na sua composi¢do, numero distinto de
individuos, mostrando, assim, que o poder de discrimi-
nagao dos genotipos € bastante diferenciado.

Quadro 2 - Agrupamento de genoétipos de Eucalyptus
formado por dendrograma obtido pelo método UPGMA,
estabelecendo uma linha de corte a 80% de dissimi-
laridade

Table 2 - Eucalyptus genotype grouping by dendrogram
obtained by the UPGMA method, establishing a cutting
line of 8% dissimilarity

Grupo Genotipos

1 9

11 1113 14

11 12

v 10

v 1819

VI 242526282930313233343536373839404142
43 44

Vil 151720212223

VII (3627

X 12457816
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Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose mostrando padroes de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por PCR
com uso do oligonucleotideo OPJ-17. As canaletas de 1 a 44 representam os genétipos avaliados.
Figure 1-Agar gel electrophoresis showing patterns of DNA fragment banding amplified by PCR, using OPJ-17 oligonucleotides.

The bands from 1 to 44 represent the genotypes evaluated.

Utilizando a composi¢do do agrupamento obtido
pelo dendrogama construido pelo método UPGMA, foi
elaborada uma matriz de divergéncia genética entre e
dentro dos nove grupos obtidos, e também foram iden-
tificados quais seriam os genotipos mais promissores para
maximizar as distancias entre os grupos (Quadro 3).

Os grupos que apresentam divergéncia genética
superior a 60% de distancia sdo: grupo I e os demais;
grupo III com o V, VI, VII, VII e IX; e os grupos V e
VIII. A maior distancia genética média ocorreu entre os
grupos I e IV. A maior média intergrupo foi obtida entre
o grupo I e os demais, com 67% de distancia. O genotipo
9 provavelmente poderd ser utilizado em programa de
produgdo de hibridos em cruzamentos especificos com

SiF

genotipos 05, 06, 10, 12, 14, 15, 19 e 33. Dentre estes,
devem ser priorizados aqueles com propriedades da
madeira favoravel a usos especificos.

Os grupos IV, V, VI, VII e VIII apresentam as
menores distincias genéticas em relacao aos demais.

As distancias intragrupos foram menores que as
intergrupos, apresentadas no Quadro 3 na diagonal
principal, indicando, desta forma, que a variabilidade
genética poderd ser aumentada quando proceder a
cruzamentos entre grupos, e ndo dentro do grupo. Esses
hibridos poderao ser formados pela utilizagdo proposta
de cruzamentos de genotipos na diagonal acima do
Quadro 3, que maximiza a distdncia genética entre grupos
para os mais divergentes.
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Figura 3 — Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA, com base na dissimilaridade genética entre os 44
genoétipo de Eucalyptus pesquisados.
Figure 3 — Dendrogram obtained by the grouping method UPGMA, based on genetic dissimilarity among the 44 Eucalyptus

genotypes studied.

Quadro 3 - Matriz de distdncia genética (%) entre os nove grupos definidos pelo dendrograma (abaixo da diagonal) e
dentro do grupo (na diagonal), e maximizagdo das distdncias entre os grupos através dos genétipos
Table 3 - Genetic distance matrix (%) among the nine groups defined by the dendrogram (below the diagonal) and within
the group (in the diagonal) and maximization of the distances among the groups through the genotypes

GI GII GII GIV GV G VI G VI G VI GIX
GI - 9x 14 9x 12 9x 10 9x19 9x33 9x 15 9x6 9x5
14x 18 13 x 38 13x6
GII 65 46 14x 12 13x 10 11x 18 14 %30 13x23 136 13x7
14 x 33 12 x 27
GII 68 57 - 12x 10 12x 19 12 x 39 12 x 21 12x3 12x7
GIV 72 55 55 - 10x 18 10 x 33 10 x 21 10 x 27 10x7
GV 69 56 67 58 43 18 x 33 18x 15 18x27 19x4
19x3
25x3 33x 16
G VI 67 57 62 62 59 48 33x 17 173 30x 16
G VI 64 55 63 60 54 53 45 21x6 15x4
G VIII 63 62 63 59 62 54 54 49 27x4
GIX 65 58 57 50 59 54 56 59 50
Média 67 58 62 59 61 58 58 58 56
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4. CONCLUSOES

Constatou-se uma distdncia genética média entre os
gendtipos de Eucalyptus de 54%. Os genotipos 05 e 09;
09e10;09¢e19;09e25;09e33;09¢e35;,09¢e36;09¢
44; 10 e 33; 12 e 19; 12 e 33; e 12 e 39 apresentaram
distancias entre si iguais ou superiores a 70%, o que
permite a sua selecdo para ampliacdo da base genética
em programa de melhoramento .

Através da analise de agrupamento estabelecida pelo
dendrograma método UPGMA, usando como critério de

corte a 80% da distancia genética total, constatou-se a

formagao de nove grupos distintos e com alta divergéncia
entre si.

As estimativas de divergéncia genética entre os
grupos encontrados permitiram definir progenitores para
geragdo de hibridos para futuros programas de melho-
ramento genético de Eucalyptus spp.
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