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RESUMO

NOVAES, Evandro, M. S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2006.
Mapeamento de QTLs para qualidade da madeira em Eucalyptus grandis
x E. urophylla e ancoragem de clones BAC no mapa genético. Orientador:
Sérgio Herminio Brommonschenkel. Co-orientador: Dario Grattapaglia.
Conselheiro: Cosme Dami&o Cruz.

Espécies do género Eucalyptus séao amplamente utilizadas em plantios
florestais homogéneos em nosso pais. Para aumentar a competitividade da
eucaliptocultura nacional sdo necessarias agdes continuas que visem melhorar as
caracteristicas de nossas florestas. Uma estratégia para buscar regides
genbmicas que contenham genes ou sequéncias regulatérias envolvidos no
controle de caracteres de interesse € o mapeamento genético. Varios grupos de
pesquisa identificaram regides gendmicas associadas a caracteres de interesse
em Eucalyptus via mapeamento genético. Esses trabalhos, em sua maioria,
utilizaram marcadores dominantes, que dificutam o compartilhamento
interexperimental dos dados fazendo com que o uso das informagdes de ligacao
marcador/caracteristica fique restrito ao pedigree utilizado. A utilizagdo de
microssatélites, marcadores codominantes, multialélicos, altamente polimérficos, e
transferiveis, permite, por outro lado, a analise comparativa de QTLs entre
pedigrees e espécies do género. No presente trabalho foram localizados QTLs
com base no mapeamento de 235 microssatélites em uma familia de 188 irmaos-
completos, proveniente de um cruzamento entre Eucalyptus grandis x E. urophylla.

A deteccao do polimorfismo dos microssatélites foi realizada via fluorescéncia na
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plataforma ABI 3100. Os individuos desta familia foram avaliados aos trés anos
para altura e didmetro das arvores, densidade da madeira via penetracdo do
Pilodyn e mais onze caracteres relacionados a qualidade da madeira, os quais
foram avaliados indiretamente por Espectrofotometria de Infravermelho Préoximo
(NIRS). Os marcadores foram testados individualmente quanto a ligagdo a QTLs
através de uma analise de varidncia no programa GQMOL. Marcadores
significativamente ligados a QTLs foram identificados para todas as caracteristicas
com um nivel de significancia de 1% para cada marca individual. Também foi
realizado mapeamento de QTLs através da metodologia de intervalo composto no
programa QTLCartographer. Para isso, foram construidos mapas de ligacéo para
cada parental utilizando a estratégia de pseudo-cruzamento teste no programa
MapMaker. Através dessa estratégia, foram identificados QTLs para todas as
quatorze caracteristicas. Muitos dos QTLs, principalmente para caracteres
correlacionados, foram identificados de forma co-localizada. Para fins
comparativos, também foram realizadas analises de QTLs por intervalo em mapa
integrado através do método de Fulker e Cardon, que utiliza uma regressao linear
onde a variavel dependente é o quadrado da diferenga fenotipica entre pares de
irmaos e a variavel independente € a proporcao de alelos idénticos por
descendéncia (IBD) nos diferentes intervalos do mapa genético. Em geral, houve
concordancia entre os QTLs identificados por ambas metodologias de
mapeamento por intervalo. Por fim, visando contribuir para a ancoragem do mapa
genético com correspondentes fisicos do genoma, para 38 microssatélites
mapeados foram identificados um ou mais clones de cromossomos artificiais de
bactérias (BAC). Esses clones serao utilizados para a construgdo de um mapa
fisico no ambito do Projeto Genolyptus, etapa fundamental para um possivel
esforco de clonagem posicional de genes que controlam caracteristicas
quantitativas. A utilizacdo de clones BAC pertencentes a grupos de ligagao
especificos, como sondas de FISH, permitira ainda o estabelecimento da correta
numeracado de grupos de ligagdo com base na numeragao citogenética de

cromossomos, informacé&o indisponivel até o momento para o género Eucalyptus.



ABSTRACT

NOVAES, Evandro, M. S., Universidade Federal de Vigosa, February 2006. QTL
mapping for wood properties in Eucalyptus grandis x E. urophylla and
anchoring of BAC clones in the genetic map. Adviser: Sérgio Herminio
Brommonschenkel. Co-adviser: Dario Grattapaglia. Committee member:
Cosme Damiao Cruz.

Species of Eucalyptus are widely planted in continuous forests stands in our
country. To increase the competitiveness of our Eucalyptus based forest industry it
is imperative to continuously work toward improving the quality of our plantation
forestry. The identification of genes or genomic regions controlling traits of interest
has been one of the main molecular breeding approaches to this end. Several
groups worldwide have started to identify QTLs for some productivity related traits.
Most of these reports, however, have used dominant markers that do not allow
data sharing and comparison among the various pedigrees and species. QTL
information therefore remains restricted to the particular family used in the
detection experiment. The use of codominant, multiallelic, highly polymorphic and
transferable microsatellite markers, allows, on the other hand, a comparative
mapping investigation across multiple pedigrees and even species of the genus. In
this work QTLs were localized based on the genetic mapping of 235 microsatellites
in a full-sib family of 188 individuals derived form a Eucalyptus grandis x E.
urophylla cross. Microsatellite genotyping was carried out by fluorescence
detection on the ABI 3100. Individuals were measured at age of three years for

volume growth, wood density by pilodyn penetration as well as eleven other traits



related to wood properties assessed by Near Infrared Spectroscopy (NIRS). Single
marker analysis was carried out using GQMOL and QTLs were declared at a
significance threshold of 1%. Composite interval mapping using QTLCartographer
was also used after constructing both parental maps by the pseudo-testcross
strategy using MapMaker. QTLs were identified for all 14 traits. Several QTLs for
correlated traits mapped to the same genomic intervals. For comparative purposes,
sib-pair analysis of Fulker and Cardon was also carried out on the integrated
genetic map to detect QTL. A general agreement was seen between the two QTL
interval mapping analyses. Finally, to contribute for an ongoing effort to anchor the
genetic map to physical equivalents of the Eucalyptus genome, for 38 mapped
microsatellites one or more BAC clones were identified by library screening. These
BAC clones will be used for the construction of a physical map for future efforts of
positional cloning of target genes. The use of BAC clones that belong to specific
linkage groups as probes for FISH will also allow establishing the correct
numbering of linkage groups based on cytogenetic chromosome numbering,

information still lacking for species of Eucalyptus.
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1 - INTRODUGAO

Espécies do género Eucalyptus tém destaque na produgdo de biomassa
lenhosa no Brasil. Essas espécies, nativas da Australia e ilhas préximas,
apresentam excelente adaptacdo as nossas condi¢gdes edafoclimaticas, além de
boas caracteristicas silviculturais e grande variabilidade inter e intra-especifica, em
termos de caracteristicas fisico-quimicas da madeira, tornando-as uteis para
diversas finalidades (energia, celulose e produtos sélidos). Esse é o género mais
utilizado em plantios florestais homogéneos no Brasil, cobrindo uma area de
aproximadamente trés milhdes de ha (SBS, 2001), o que corresponde a 16,7%
dos 18 milhdes de ha de Eucalyptus plantado no mundo (FAO, 2002). No ano de
2000, o setor florestal brasileiro gerou recursos da ordem de 21 bilhdes de
ddlares, aproximadamente 4% do Produto Interno Bruto (SBS, 2001). Segundo a
Associacao Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas (ABRAF), a area
plantada com Eucalyptus e Pinus cresceu em torno de 500 mil ha somente no ano
de 2003 e estimativas indicam que esse crescimento foi ainda maior em 2004 e

2005 (www.celuloseonline.com.br).

Além da expansdao das areas plantadas, para aumentar de forma
sustentavel a competitividade da eucaliptocultura nacional frente ao mercado
externo, sdo imprescindiveis acbes continuas que visem melhorar as
caracteristicas de nossas florestas. As técnicas de melhoramento classico
combinadas a silvicultura intensiva clonal tém tido um papel essencial para o

aumento do crescimento e melhoria da qualidade dos plantios de Eucalyptus


http://www.abraflor.com.br/

(Ferreira e dos Santos, 1997). Os alvos do melhoramento florestal até a década de
1990 eram basicamente os caracteres silviculturais, como crescimento, retidao do
tronco e volume de madeira, além de resisténcia a fatores bidticos e abiodticos. Em
meados da década de 90, novos métodos nao destrutivos possibilitaram a analise
dos caracteres relacionados a qualidade da madeira em uma grande quantidade
de arvores a um custo relativamente baixo, permitindo que esses caracteres
fossem incorporados aos programas de melhoramento (Raymond, 2002). Para a
industria de papel e celulose, atributos da madeira como o baixo teor de lignina e o
alto teor de celulose sdo importantes para a extracdo de polpa celuldsica com alto
rendimento e qualidade (Raymond e Schimleck, 2002).

Recentemente, com o avango nas areas de biologia molecular e
biotecnologia, existem perspectivas de melhoria no entendimento de como as
variagbes na sequéncia de DNA afetam o fenoétipo. A partir desse conhecimento,
poder-se-a selecionar aquelas sequéncias que promovam ganhos em caracteres
de interesse através do melhoramento molecular (Morgante e Salamini, 2003). O
uso da biologia molecular e biotecnologia em conjunto com o melhoramento
florestal classico podem contribuir para a redugcdo do tempo necessario para
completar cada ciclo de selegédo e recombinagéo, o que € extremamente desejavel
em espécies perenes. A selegao assistida e precoce por marcadores € util para os
caracteres relacionados a qualidade da madeira que, em geral, sdo de dificil
mensuragao, exigindo procedimentos caros, laboriosos, e que sé podem ser
conduzidos em idade avangada.

Duas estratégias gerais podem ser utilizadas para identificacao dos genes
responsaveis pelo controle da variacao fenotipica quantitativa: a genética reversa
(“reverse genetics”) e a genética direta (“forward genetics”). A estratégia reversa
tem o foco principal na seqiéncia génica, analisando suas variagdes naturais ou
induzidas (mutagénese) com o objetivo de encontrar associagdo com alguma
alteracao no fendtipo ou na fisiologia. Fazem parte das abordagens de genética
reversa os estudos de mutagénese direcionada, silenciamento génico e super
expressao. A estratégia direta inicia-se com a analise do fendtipo seguido da

localizagdo de regides do genoma que contém genes que controlam parte da



variabilidade da caracteristica. Essa estratégia € baseada no mapeamento
genético e na clonagem posicional (Peter et al., 2003).

A estratégia de genética reversa se apodia em parte no conhecimento da
sequéncia gendmica completa ou parcial do organismo em estudo. Para espécies
do género Eucalyptus existem poucas sequéncias génicas depositadas em bancos
de dados publicos, embora bancos com grande quantidade de etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs) existam no Brasil no ambito dos projetos
Genolyptus e Forest (Grattapaglia, 2004). Em Populus, a planta lenhosa modelo
(Taylor, 2002), ESTs foram sequenciados em larga escala (Sterky et al., 2004) e o
primeiro rascunho de sua sequéncia genOmica estd em vias de publicagado
(Tuskan et al., 2006). O grande desafio da genémica florestal € a caracterizagao
funcional dos genes anotados na sequéncia genémica de Populus. Porém, o
tempo e o espaco fisico necessarios para as analises dos caracteres em ensaios
de campo, juntamente com as dificuldades de realizagdo de mutagénese e/ou
alteragcdes de expressdao génica nas espécies florestais, limitam bastante a
utilizacdo da genética reversa em larga escala.

Pela dificuldade de utilizacdo da genética reversa em larga escala, a opg¢ao
viavel é a analise funcional de genes candidatos. As analises de transcritos em
diferentes tecidos, principalmente em xilema (Paux et al., 2004), juntamente com
os trabalhos envolvendo analises de expressao génica em microarranjos (Kirst et
al., 2004; Paux et al., 2005) tém identificado candidatos, em diversas rotas
metabdlicas, para os processos de formacdo da madeira. Porém, ainda sao
poucos os genes de Eucalyptus analisados funcionalmente para determinar o seu
papel na xilogénese (Goicoechea et al., 2005). Em Pinus, Populus e
principalmente em Arabidopsis, analises funcionais vém comprovando a fung¢ao de
varios genes envolvidos na formagdo da parede celular (Mackay et al., 1997;
Reiter, 2002; Li et al., 2003; Zhang et al., 2003; Karpinska et al., 2004; Brown et
al., 2005).

Apesar desses avangos, ainda pouco se sabe sobre o controle genético da
xilogénese. A grande maioria dos caracteres que definem a qualidade e

crescimento da madeira exibe heranga complexa ou quantitativa, ou seja, sao



controlados por muitos genes. Uma estratégia para identificar regides gendmicas
que contém genes ou sequéncias regulatorias envolvidos no controle desses
caracteres € o mapeamento genético associado a analise quantitativa. Essa
estratégia de genética direta é interessante por ndo necessitar de conhecimento
prévio da sequéncia de genes candidatos (Hirschhorn e Daly, 2005). Os mapas
genéticos permitem definir com certa probabilidade estatistica regides do genoma,
delimitadas por marcadores moleculares, que controlam parte da variabilidade
fenotipica. Essas regides sdo comumente denominadas de locos controladores de
caracteres quantitativos (“Quantitative Trait Loci” - QTL). As marcas ligadas aos
QTLs podem ser utilizadas em selegdo assistida por marcadores ou como guias
visando a clonagem posicional dos genes ou regides regulatorias envolvidos no
controle do carater.

Apesar de sua relevancia, o mapeamento genético em espécies perenes
nao é trivial. O calculo da freqléncia de recombinacao entre pares de locos € mais
complexo em Eucalyptus do que em espécies anuais para as quais é factivel a
obtencao de linhagens endogamicas. Com a estratégia de pseudocruzamento-
teste (Grattapaglia e Sederoff, 1994), onde os marcadores segregantes sao
analisados separadamente para cada parental, a utilizacdo de genitores
heterozigoéticos para a construcdo de mapas de ligagao tornou-se possivel. Com
isso, varios grupos identificaram regides genOmicas associadas a caracteres de
interesse em Eucalyptus, tais como altura, tamanho de folha e tolerancia a geada
em plantulas (Byrne et al., 1997a; Byrne et al., 1997b), habilidade de propagagéao
vegetativa (Grattapaglia et al., 1995; Marques et al., 1999), resisténcia a doencas
(Junghans et al., 2003), crescimento e qualidade da madeira (Grattapaglia et al.,
1996; Verhaegen et al., 1997; Thamarus et al., 2004).

Esses trabalhos permitem obter estimativa do numero minimo de locos
envolvidos no controle dos caracteres, a localizagdo gendmica desses locos, a
quantificacdo das suas contribuicdes para a variacao fenotipica e a avaliacdo dos
seus efeitos em diferentes ambientes e gendtipos, fazendo com que se tenha uma
compreensao substancialmente melhor da arquitetura desses caracteres

complexos (Neale e Savolainen, 2004). Porém, estes trabalhos sao limitados pelo



tamanho pequeno das progénies empregadas, a restrita precisdo das
fenotipagens, o numero reduzido de cruzamentos testados e as limitagbes
inerentes aos tipos de marcadores moleculares, pedigrees e métodos estatisticos
utilizados. Dessa forma, o numero real de QTLs, assim como suas posi¢cdes
precisas e a magnitude de seus efeitos ainda sdo insuficientemente
compreendidos (Grattapaglia, 2004), fazendo com que, apesar de todos os
esfor¢cos no estudo dos caracteres complexos, ainda pouco se saiba sobre suas
bases moleculares (Flint e Mott, 2001). Em plantas, mesmo com a facilidade de
obtencdo de grandes progénies e replicagao clonal para muitas espécies, poucos
foram os genes ou sequéncias regulatérias identificados como responsaveis por
parte da variagdo nesses caracteres (Margante e Salamini, 2003; Paran e Zamir,
2003). Também em espécies florestais, apesar dos varios trabalhos de
mapeamento de QTL n&o sé em Eucalyptus, como também em Populus e Pinus,
nenhum gene foi confirmado como responsavel por algum QTL (Neale e
Savolainen, 2004). Outra limitacdo € que a maioria desses trabalhos utilizou
marcadores dominantes (RAPD e AFLP) que ndo sdo normalmente transferiveis
para outros cruzamentos, limitando o compartilhamento interexperimental de
dados e a possibilidade de utilizagdo dos marcadores ligados a QTLs em outros
cruzamentos para a selegao assistida por marcadores (Brondani et al., 1998).

Na tentativa de reverter este quadro, o projeto Genolyptus possui uma rede
de experimentos de campo envolvendo dezenas de familias de irmaos completos,
obtidas através de cruzamentos intra e interespecificos, que contam com milhares
de individuos por familia e com réplicas (clones ou sementes) em diferentes
regides de relevancia para a eucaliptocultura nacional. Nessas familias serao
realizados mapeamentos de QTLs utilizando marcadores microssatélites
(Brondani et al., 1998; Brondani et al., 2002), permitindo avaliar a estabilidade
desses QTLs em diferentes ambientes e cruzamentos (Grattapaglia, 2004). Com
isso, poder-se-a investir em um mapeamento de maior resolugao, reduzindo as
distancias entre marcadores e QTLs, em regides que controlam uma significativa
propor¢ao da variabilidade genotipica em diferentes populagdes e ambientes. Por

meio do posicionamento dos microssatélites que flanqueiam esses QTLs em



supercontiguos de BACs poder-se-a realizar a clonagem posicional de genes
(Grattapaglia, 2004).

Além do mapeamento de QTLs aliado a clonagem posicional, outra
abordagem utilizada para inferir se um determinado gene é responsavel por parte
das variagdes fenotipicas em caracteres de interesse € o mapeamento de genes
candidatos, que sao aqueles em que ha evidéncia para um possivel papel na
caracteristica em estudo. Nesse sentido, Frewen et al. (2000) mapearam QTLs
para a época de florescimento em Populus e correlacionaram, por meio da
detecgdo de polimorfismo em sitios de restricdo de fragmentos amplificados de
genes candidatos, um desses QTLs com um gene relacionado com a percepgéo
do fotoperiodo e outro com um gene envolvido na transdugédo do acido abcisico.
Em uma estratégia parecida, porém utilizando marcadores SSCP (polimorfismo de
conformacao de fita-simples), Gion et al. (2000) localizaram genes envolvidos na
biossintese da lignina em um mapa genético de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
Thamarus et al. (2002) mapearam genes envolvidos na formacdo da madeira
utilizando-os como sondas RFLPs e verificaram posteriormente (Thamarus et al.,
2004) que alguns desses genes co-localizaram com QTLs para caracteres de
qualidade da madeira. Kirst et al. (2004) verificaram a co-localizagdo de um gene
envolvido na biossintese de lignina com um QTL que controla uma proporgao da
variagao dos seus niveis de transcritos (eQTL) e com outro QTL que controla parte
da variabilidade no didmetro das arvores. Goicoechea et al. (2005) verificaram a
co-localizagdo do fator de transcricdo EgMYB2 com um QTL para conteudo de
lignina da madeira. Milhares de microssatélites foram encontrados em bibliotecas
de ESTs (“‘expressed sequence tags”) no ambito do projeto Genolyptus e alguns
foram localizados no mapa genético referéncia (Grattapaglia et al., 2005). Essas
sequéncias simples repetidas também foram encontradas nas bibliotecas ESTs do
projeto Forests (Ceresini et al., 2005), assim como em outros vegetais (Eujayl et
al., 2002; Hackauf e Wehling, 2002; Thiel et al., 2003). Esses microssatélites
possibilitam o mapeamento rapido e a um custo baixo dos genes onde estao
contidos. Muitos desses genes podem vir a ser candidatos para uma determinada

caracteristica caso eles co-localizem com os QTLs nos mapas de ligagao.



Por fim, o mapeamento utilizando marcadores microssatélites permite
identificar regides gendémicas que possuem genes envolvidos na regulagdo de
caracteres de relevancia e avaliar a sintenia desses locos com QTLs previamente
mapeados em outros trabalhos. Nesse sentido, o objetivo do capitulo 1 desta
monografia foi o mapeamento de QTLs para caracteres de interesse para a
industria de base florestal, utilizando mais de 200 marcadores microssatélites em
uma familia de 188 irmaos completos de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Como
consequéncia da natureza dos marcadores microssatélites que sdo amplificados
por iniciadores que se anelam especificamente nos seus flancos, esses locos
podem ser localizados em bibliotecas gendmicas, etapa imprescindivel na
clonagem posicional dos genes responsaveis pelos QTLs. Assim, o objetivo do
capitulo 2 foi a localizagdo de cerca de 50 microssatélites, regularmente

distribuidos no mapa genético, em uma biblioteca BAC de Eucalyptus.
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CAPITULO 1

MAPEAMENTO DE QTLS PARA QUALIDADE DA MADEIRA EM EUCALYPTUS
GRANDIS X E. UROPHYLLA UTILIZANDO MICROSSATELITES.

RESUMO

As espécies do género Eucalyptus apresentam excelente adaptagdo as
condicbes edafoclimaticas do Brasil, boas caracteristicas silviculturais e uma
grande variabilidade, inter e intra-especifica, em termos de caracteristicas fisico-
quimicas da madeira, tornando-as uteis para diversas finalidades (energia,
celulose e produtos solidos). Por essas caracteristicas, esse € o género mais
utilizado em plantios florestais homogéneos no pais. Para aumentar a
competitividade da eucaliptocultura nacional sdo necessarias agdes continuas que
visem melhorar as caracteristicas de nossas florestas. Uma estratégia para buscar
regides gendbmicas que contenham genes ou sequéncias regulatérias envolvidos
no controle de caracteres € o0 mapeamento genético. Trabalhando com
Eucalyptus, varios grupos identificaram regides gendmicas associadas a
caracteres de interesse, tais como resisténcia a pragas e doencgas, caracteristicas
silviculturais e de qualidade da madeira e habilidade de propagacao vegetativa.
Esses trabalhos, em sua maioria, utilizaram marcadores dominantes, que
dificultam o compartilhamento interexperimental dos dados fazendo com que o uso
das informagdes de ligacdo marcador/caracteristica fique restrito ao pedigree
utilizado. No presente trabalho foram genotipados 235 microssatélites em uma

familia de 188 irmaos-completos proveniente de um cruzamento entre Eucalyptus
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grandis x E. urophylla. Os microssatélites sdo marcadores codominantes,
multialélicos, altamente polimoérficos e transferiveis até para outras espécies do
género. A deteccdo do polimorfismo dos microssatélites foi realizada via
fluorescéncia na plataforma ABI 3100. A familia foi fenotipada aos trés anos de
idade para altura, didametro das arvores, profundidade de penetracdo da haste do
Pilodyn e onze caracteres relacionados a qualidade da madeira, os quais foram
avaliados por Espectrofotometria de Infravermelho Proximo (NIRS). Os
marcadores foram testados individualmente quanto a ligagao a QTLs no programa
GQMOL através de analise de variancia. Marcadores significativamente ligados a
QTLs foram identificados para todos os caracteres com nivel de significancia de
1% pelo teste F, sendo que o menor numero de marcadores significativos
encontrados para um caractere foi quatro (densidade basica da madeira) e o
maximo foi 27 (didmetro a altura do peito, profundidade de penetragdo do Pilodyn
e teor de lignina). Além disso, foi realizado mapeamento de QTLs através de
metodologias de intervalo. Para isso, foram construidos mapas de ligacdo para
cada parental utilizando a estratégia de pseudo-cruzamento teste no programa
MapMaker. Os mapas foram analisados por meio do mapeamento por intervalo
composto utilizando o modelo para retrocruzamento do programa
QTLCartographer. Em todas as caracteristicas foram encontrados pelo menos um
QTL utilizando analises de intervalo composto, sendo encontrado o maximo de
seis QTLs para teor de lignina. Também foram realizadas analises de QTLs por
intervalo através da estratégia de pares de irmaos de Fulker e Cardon,
metodologia ainda nado utilizada em Eucalyptus. Para fins comparativos, essa
analise foi feita nos quatro caracteres para os quais se identificou o maior numero
de QTLs pela estratégia de pseudo-cruzamento teste. Em geral, houve
concordancia entre os QTLs identificados por ambas metodologias de

mapeamento por intervalo.
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1 - INTRODUGAO

Com o desenvolvimento das teorias de genética quantitativa, liderado por
Fisher (1918), reconheceu-se que os caracteres complexos ou quantitativos sao
controlados pelos mesmos fatores hereditarios descritos por Mendel, com a
diferenca de que varios fatores, cada um contribuindo com uma pequena parcela,
estdo envolvidos na expressdo do carater. Muitos geneticistas quantitativos
acreditavam ser impossivel a individualizagdo dos locos que controlam as
caracteristicas quantitativas. Porém, ja em 1923, Karl Sax encontrou associagao
entre o tamanho das sementes (caracteristica complexa) e sua coloragao
(caracteristica monogénica) em populagdes F, de feijao. Posteriormente, muitos
outros trabalhos reportaram a associagcdo entre marcadores morfolégicos e locos
que controlam caracteres quantitativos (QTL — do inglés “quantitative trait loci”),
mas esses se limitavam aquelas espécies onde existem marcadores morfoldgicos
em quantidade suficiente para permitir uma razoavel cobertura do genoma.

Na década de 80, com o surgimento das diversas classes de marcadores,
baseados tanto em hibridizacbes com sondas marcadas como em reacgdes da
polimerase em cadeia (PCR), tornou-se possivel a busca de regides do genoma
responsaveis por parte da variabilidade fenotipica em qualquer espécie de
interesse (Tanksley, 1993). A disponibilidade de marcadores cobrindo todo o
genoma permitiu a constru¢do de mapas genéticos em diferentes espécies. O
calculo das frequéncias de recombinacido e o ordenamento dos marcadores
possibilitou a obtengdo de estimativas mais acuradas da localizacdo e do efeito
dos QTLs em estratégias de mapeamento de QTLs por intervalo (Lander e
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Botstein, 1989; Haley e Knott, 1992), em que a informacdo dos gendtipos de
ambos marcadores que flanqueiam um intervalo sdo tomadas simultaneamente
para estimacédo precisa desses parametros. Nova evolugdo do ponto de vista
estatistico ocorreu com a proposicdo do mapeamento por intervalo composto
(Zeng, 1993; Jansen, 1993; Zeng 1994), em que marcadores sabidamente
relacionados a QTLs s&o incluidos como variaveis independentes no modelo de
regressao multipla, diminuindo a variancia residual e, com isso, aumentando o
poder do teste.

O mapeamento genético em espécies florestais € mais complicado do que
aquele realizado em espécies agricolas anuais. As espécies florestais possuem
longo ciclo de vida e sofrem alta depressdo em cruzamentos endogamicos,
dificultando ou até impossibilitando a obtencdo de linhagens homozigoéticas e,
portanto, o emprego de delineamentos classicos de mapeamento, tais como
populacdes F2, retrocruzamentos e linhagens recombinantes endogamicas (RILs).
Dessa maneira, as familias disponiveis para mapeamento em espécies arboreas
sao derivadas do cruzamento de parentais heterozigoéticos. Com isso, pode-se ter
na populagcdo de mapeamento até quatro alelos segregando para cada loco,
tornando complicadas as anadlises de ligagado por causa da existéncia de muitos
tipos de razbes de segregacao entre pares de marcas (Maliepaard et al., 1997).
Assim, os primeiros mapas genéticos de espécies florestais foram gerados no
inicio dos anos 1980 para gimnospermas utilizando isoenzimas e o tecido
megagametofitico, que é hapldide e, portanto, tem origem em apenas um parental.
Porém, essa metodologia € inviavel para angiospermas e 0 mapeamento genético
s6 pode ser utilizado de forma geral em espécies florestais a partir da década de
90, quando Grattapaglia e Sederoff (1994) analisaram separadamente os
marcadores RAPD que segregavam para os parentais materno e paterno de um
cruzamento entre Eucalyptus grandis e E. urophylla. Essa metodologia,
denominada pelos proponentes de pseudo-cruzamento teste (“pseudo-testcross”),
foi utilizada em diversos outros mapeamentos envolvendo nédo s6 Eucalyptus
como Pinus, Populus e outras espécies perenes. Hoje ja existem programas

capazes de realizar os célculos de frequéncia de recombinagdo levando em
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consideragdo a informacdo simultdnea das meioses dos dois parentais
heterozigdticos para produzir um mapa integrado (Stam, 1993; Butcher et al.,
2002; Cruz e Schuster, 2004). Porém, a construcdo dos mapas separados pela
estratégia de pseudo-cruzamento teste continua sendo a opg¢ao mais utilizada
devido as dificuldades de analise de QTL por intervalo em mapas que integram as
informagdes das meioses de ambos parentais. O programa GQMOL (Cruz e
Schuster, 2004) possui algoritmos capazes de realizar analises de QTL por
intervalo em mapa integrado através da estratégia de pares de irmaos de Fulker e
Cardon (1994).

Apos a publicagdo de Grattapaglia e Sederoff (1994), varios mapas,
utilizando diferentes marcadores, foram construidos em Eucalyptus. Verhaegen &
Plomion (1996) e Gan et al. (2003) construiram mapas genéticos com RAPD,
Marques et al. (1998) e Myburg et al. (2003) com AFLP, Byrne et al. (1995) com
uma combinacéo de isoenzimas, RAPD e RFLP e Thamarus et al. (2002) com
uma combinacédo de RFLP, microssatélites e isoenzimas. De todos esses autores,
somente Byrne et al. (1995) e Thamarus et al. (2002) optaram por construir mapas
integrados para ambos parentais, os outros mapas foram construidos utilizando a
estratégia de pseudo-cruzamento teste.

Posteriormente, nesses mapas genéticos, foram localizadas regides do
genoma responsaveis pelo controle de caracteres de interesse econdmico.
Grattapaglia et al. (1995) e Marques et al. (1999) mapearam QTLs para
capacidade de enraizamento em diferentes espécies de Eucalyptus. Byrne et al.
(1997a) e Byrne et al. (1997b) mapearam QTLs em uma populagédo de mudas de
E. nitens, no primeiro para area foliar e altura e no segundo para tolerancia a
geada. QTLs para caracteres silviculturais e de qualidade da madeira foram
identificados por Grattapaglia et al. (1996), Verhaegen et al. (1997) e Thamarus et
al. (2004). Kirst et al. (2005), utilizando o mapa genético construido por Myburg et
al. (2003) e analises de expressdo de 2608 genes na mesma populagdo de
mapeamento, identificaram QTLs que explicam parte da variabilidade nos niveis
de transcrigdo de 1067 genes. Kirst et al. (2004), utilizando os dados desse

mesmo trabalho, verificaram correlagao entre niveis de transcricdo de genes, em
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sua maioria pertencentes a via de biossintese de lignina, e didmetro das arvores.
Todos os trabalhos utilizaram metodologias de mapeamento de QTLs por intervalo
(simples e/ou composto), com exceg¢ao de Byrne et al. (1997a; 1997b) e Thamarus
(2004) que utilizaram analises de marca simples devido as dificuldades de
localizagdo de QTLs por intervalo em mapas integrados.

Apesar do sucesso desses experimentos em encontrar regides do genoma
responsaveis pela variagdo na caracteristica sob estudo, o numero de QTLs, suas
posicoes precisas e particularmente a magnitude dos seus efeitos ainda sao
insuficientemente compreendidos. Isso se deve ao tamanho relativamente
pequeno das progénies empregadas, a precisao limitada na avaliagdo do fendétipo,
0 numero reduzido de “backgrounds” genéticos testados (i.e. numero de
cruzamentos) e as limitacdes inerentes aos tipos de marcadores moleculares e
pedigrees utilizados (Grattapaglia, 2004). A maioria desses trabalhos utilizou
marcadores dominantes (RAPD e AFLP) que nao sao facilmente transferiveis para
outros cruzamentos. Com isso, o uso da informacéao de ligagao tem ficado restrito
a populacéo utilizada para o mapeamento. Isto limita o compartilhamento inter-
experimental de dados e a possibilidade de utilizagcdo dos marcadores ligados a
QTLs em outros cruzamentos, processo fundamental para viabilizagcao da selecao
assistida por marcadores (Grattapaglia, 2000).

Os marcadores RFLP sao uma alternativa para esses problemas, tendo em
vista que sdo codominantes, multialélicos e transferiveis para outros cruzamentos.
Porém, os RFLPs apresentam baixa eficiéncia na geragdo de dados, ja que sua
operacionalizagdo nao é facil e requer mao-de-obra especializada (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). O desenvolvimento de marcadores microssatélites para
Eucalyptus (Brondani et al., 1998; Brondani et al., 2002; Grattapaglia et al., 2005)
representa um passo muito importante para um maior detalhamento nos estudos
de mapeamento de QTLs e validacao desses em diferentes “backgrounds”
genéticos. Os microssatélites sao marcadores codominantes, multialélicos,
altamente polimorficos, abundantes e bem distribuidos no genoma de eucariotos e
apresentam a praticidade de poderem ser genotipados por PCR com iniciadores

(“primers”) que anelam nas regides flanqueadoras dessas sequéncias simples
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repetidas (Brondani et al.,, 1998). Essas sequéncias flanqueadoras dos
microssatélites sdo geralmente conservadas, permitindo que estes marcadores
possam ser compartilhados por diferentes laboratérios, compensando os altos
investimentos necessarios para o0 seu desenvolvimento e possibilitando a
avaliacdo do efeito do QTL em outros cruzamentos. Marques et al. (2002)
verificaram que os microssatélites desenvolvidos para E. grandis e E. urophylla
(Brondani et al., 1998 e Brondani et al.,, 2002) apresentam alta transferibilidade
para outras espécies do subgénero Symphyomyrthtus, inclusive encontrando
sintenia entre QTLs mapeados em dois trabalhos independentes (Grattapaglia et
al., 1995; Marques et al., 1999). A avaliagao da sintenia entre QTLs em diferentes
cruzamentos e condi¢des ambientais € importante para que as informacgbes de
mapeamento possam ser utilizadas na pratica do melhoramento florestal
(Grattapaglia, 2004). A transferibilidade dos microssatélites em diferentes espécies
de Eucalyptus facilitaria sua adogao em processos de selegcado assistida, uma vez
que a hibridagdo € um método utilizado no melhoramento desse género. Ainda
com respeito aos microssatélites, cabe destacar que sao mais frequentemente
encontrados em regides nao repetitivas dos genomas vegetais, principalmente as
regides 5’ e 3’ ndo traduzida (UTR) de genes, como demonstrado por Morgante et
al. (2002). Isso pode facilitar a busca de genes que influenciam caracteristica de
interesse em diferentes espécies vegetais.

Com base no exposto, os objetivos desse capitulo foram: 1) construir um
mapa genético utilizando exclusivamente marcadores microssatélites em um
cruzamento de E. grandis x E. urophylla; 2) localizar neste mapa QTLs para
diferentes caracteres silviculturais e principalmente de qualidade da madeira; 3)
avaliar a deteccao de QTLs por diferentes métodos de analise estatistica.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

No mapeamento genético e anadlise de QTLs foi utilizada uma familia de
irmaos-completos com trés anos de idade, constituida por 188 individuos derivados
de um cruzamento entre Eucalyptus grandis (parental feminino) e E. urophylla
(parental masculino). Esse cruzamento foi realizado na Votorantim Celulose e Papel
(VCP). A extragao do DNA gendmico total desses 188 filhos mais os dois parentais
foi feita com o Kit DNeasy 96 (Qiagen) a partir de suas amostras foliares, fornecidas
pela VCP. A qualidade e concentracdo do DNA das diferentes amostras foi avaliada

em gel de agarose 1% corado com 0,15 pL/mL de brometo de etidio.

2.2. Avaliagao das caracteristicas quantitativas

A mensuragcdo na populagdo segregante dos caracteres altura, diametro a
altura do peito (DAP) e profundidade de penetracédo da haste metalica do Pilodyn
foram conduzidas no campo, com as arvores aos trés anos de idade, pela equipe de
melhoramento da VCP, coordenada pelo Engenheiro Florestal César V. Bonine.
Essas mensuragdes foram realizadas uma unica vez (por uma sO pessoa) nas
arvores individualmente, ja que essas estavam distribuidas no campo sem réplicas

clonais e, portanto, sem um delineamento estatistico.
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As analises fisico-quimicas da madeira dessas arvores foram realizadas pela
equipe dos Professores José Livio Gomide e Jorge Colodette no Laboratério de
Celulose e Papel da Universidade Federal de Vigosa. Para isso, 50 arvores
componentes dessa progénie foram cortadas e levadas ao Laboratério de Celulose e
Papel na forma de toretes e baguetas previamente retiradas antes do corte. A partir
dos toretes foram realizadas todas as analises fisicas e de quimica da madeira para
calibragcédo do Espectofotdbmetro de Infra-Vermelho Proximo (NIRS).

Os caracteres de quimica da madeira mensurados para a calibragao do NIRS
foram: teor de glicana, xilana, acido metilglucurénico e acido galactourdnico por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), teor de lignina total extraido com
acido conforme Gomide e Demuner (1986), relagao siringil/guaiacil aferida por
cromatografia liquida apds oxidagao com nitrobenzeno e teor de extrativos soluveis
em diclorometano. Os toretes também foram submetidos a uma simulacdo de
cozimento pelo processo Kraft, permitindo calibrar o NIRS para a porcentagem de
alcali efetivo utilizado no processo de polpagao, o rendimento depurado de celulose
e a viscosidade da polpa celulésica. Também foi medida a densidade basica da
madeira dos toretes, conforme a norma ABTCP, para calibragdo do NIRS.

A partir dessas calibracdes utilizando a madeira dos toretes de 50 arvores, o
NIRS foi utilizado para predizer os diferentes parametros referentes a qualidade da
madeira com base no espectro da serragem das baguetas. Para as 138 arvores
restantes da populagéo enviou-se ao laboratério apenas baguetas, a partir das quais
todos os fendtipos foram preditos pelo NIRS. A correlagéo entre os caracteres dois a

dois foi verificada através da Correlagdo de Pearson.

2.3. Amplificagao e detecg¢ao dos locos microssatélites

Foram utilizados marcadores microssatélites previamente desenvolvidos por
Brondani et al. (1998; 2002), por Lourengo et al. (2004) e no ambito do projeto
Genolyptus a partir da mineragao de bibliotecas ESTs (Grattapaglia et al., 2005),
todos identificados pelo acronimo EMBRA, assim como microssatélites

desenvolvidos pelo CSIRO (http://www.ffp.csiro.au/tigr/molecular/eucmsps.html),
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identificados pelos acrénimos EG, EN e ES. A amplificacdo dos microssatélites foi
realizada via PCR, em placas de 96 pogos, num volume final de 6 yL contendo 3 ng
de DNA gendmico, 0,2 mM de dNTP, 1,5 ug de BSA, 0,6 puL de tampao de PCR 10x,
2,0 mM de MgCl,, 0,1 uM de cada par de oligonucleotideos (primer), sendo
utilizados 3 pares (triplex) em cada reagao, e 1 u de enzima Taq polimerase. Os
ciclos de PCR foram conduzidos em Termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) e incluiram uma etapa inicial de desnaturagdo a 94 °C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos com os seguintes passos: 94 °C por 1 minuto para
desnaturacdo das moléculas de DNA, 56 °C por 1 minuto para anelamento do primer
e 72 °C por 1 minuto para extensao das novas cadeias de DNA; e, para finalizar, um
ultimo passo de extensao a 72 °C por 15 minutos.

Antes de iniciar as genotipagens em sistemas multiplex (mais de um loco de
uma vez) com todos os 190 individuos, os locos foram submetidos a uma triagem
utilizando os parentais e mais dois individuos da progénie. Os locos que
apresentaram fragmentos distinguiveis e com polimorfismo entre os parentais foram
selecionados para genotipagem. Como um dos iniciadores de cada par, que
flanqueiam o loco SSR, teve seu terminal 5 marcado com um dos fluorocromos 6-
FAM, NED ou HEX (Applied Biosystems), os fragmentos amplificados foram
detectados semi-automaticamente no analisador de DNA ABI 3100 (Applied
Biosystems).

Assim, para a detecc¢do dos fragmentos amplificados, tomou-se 1 uL de cada
PCR, adicionou-se 8 uL de formamida deionizada e 0,9 yuL de padrdo com
fragmentos de tamanho conhecido marcados com fluorocromo ROX (Brondani e
Grattapaglia, 2001) em uma placa de 96 pocgos. As placas foram mantidas a 94 °C
por 3 minutos e, posteriormente, colocadas em contato com gelo para desnaturacao
dos fragmentos amplificados. Por fim, as placas foram levadas ao ABI 3100 para
realizacao da eletroforese.

A genotipagem de cada individuo foi aferida utilizando-se o programa
GeneMapper (Applied Biosystems) que identifica os alelos segregantes pela

fluorescéncia e pela estimativa do seu tamanho em pares de bases (Figura 1). Os
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gendtipos dos individuos foram convertidos em codigos de acordo com o formato

exigido pelos programas de construgdo de mapas genéticos.

; — S — N —
0 140 150 160 170 250 260 270 260 120 125 130 135 140 146 150 155
. ) ) 800
Genitor 1 1500 Genitor 1 4000 Genitor 1 [-eoo
1000 F-400
500 2000 F-200
130.05 150 57 400 [28383
Genitor 2
Genitor 2 |-2000 Genitor2  [aom [Feoo
Fa00
1000 _,,.e.l‘l"'rL [-z000 F-200
130.07) [144.88 260.01 177.52 144.00
149,65
Filho 1 1500 Filho 1 - 400
1000 F ) k300
500 F2000 Filho1  Fap
1000 100
- 122.22 144480
) 2000 ) ) b-eoo
Filho 2 1500 Filho 2 [2000 Filho2 Femo
1000 1000 [aoo
Cs00 k200
) 19480
13808
' 2000 . L ) L
Filho 3 [ 00 Filho 3 2222 Filho3 [0
L1000 [ (500
Lo F1000
130.00 260.08 148 62
19487

Figura 1. Visualizacdo dos perfis eletroforéticos gerados pelo programa
GeneMapper (Applied Biosystems) para genotipagem dos 2 genitores e 3 filhos
com trés diferentes microssatélites marcados com os fluorocromos 6-FAM, HEX e

NED, respectivamente da esquerda para a direita.

2.4. Construcao do mapa integrado e analise de QTLs por marca simples

Antes de proceder as andlises de mapeamento, verificou-se a
pressuposicao de segregacao mendeliana dos marcadores. A significancia dos
desvios entre o numero de individuos observados e esperados em cada classe
genotipica do marcador foi avaliada através de um teste de Qui-quadrado (X?)
com um nivel de significancia de 5% para todo o experimento (“experiment wise”)
utilizando a protecdo de Bonferroni para multiplos testes. Esses testes foram

realizados pelo programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2004). Os marcadores com
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distorcdo das frequéncias alélicas ndo foram incluidos nas analises de
mapeamento.

Os locos foram mapeados integrando as informagdes das meioses de
ambos parentais e analisando as segregacgdes para cada parental separadamente
segundo a estratégia de pseudo-testcross (Grattapaglia e Sederoff, 1994). O mapa
integrado para ambos parentais foi construido utilizando o programa JoinMap (Van
Ooijen e Voorrips, 2001). O JoinMap possui rotinas computacionais adequadas
para a analise de ligacado entre marcadores co-dominantes segregando em
familias de irmaos-completos derivadas de parentais heterozigoticos. Os
parametros utilizados para declaragao da ligagado entre marcadores foram maxima
frequéncia de recombinagédo de 35% e minimo valor de LOD (logaritmo da razéo
de verossimilhanca) de 4,0. As distancias entre marcadores foram calculadas
através da funcdo de mapeamento de Kosambi. O mapa foi construido com todos
os marcadores de cada grupo de ligacdo, incluindo mesmo aqueles que nao
tiveram um suporte estatistico para o seu ordenamento (‘jump threshold” maior do
que 5,0). Isso foi feito para obter um posicionamento, mesmo que grosseiro, de
todos os marcadores ligados a QTLs pela analise de marca simples nos 11 grupos
de ligacdo do mapa referéncia de Eucalyptus (Brondani et al., 2002). Todos os
mapas de ligacao contidos nesse trabalho foram desenhados pelo programa
MapChart (Voorrips, 2002).

Os marcadores foram testados individualmente quanto a ligagédo aos QTLs
através de uma analise de varidncia onde os tratamentos foram os diferentes
gendtipos encontrados na populacdo para cada marcador. Essa anadlise foi
realizada no programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2004). Para cada caracteristica
fenotipica marcadores significativamente ligados a QTLs, com um nivel de

significancia de 1% pelo teste F, foram posicionados no mapa integrado.
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2.5. Construcao dos mapas genéticos pela estratégia de pseudo- cruzamento

teste e analise de QTLs por intervalo composto

As tabelas de genotipagem dos microssatélites foram re-codificadas para
andlise da segregagcdo de cada parental, separadamente, de acordo com a
estratégia de pseudo-cruzamento teste (Grattapaglia e Sederoff, 1994). Assim, os
locos foram separados em dois grupos: um com aqueles marcadores que
segregaram no parental E. urophylla e outro com aqueles que segregaram no
parental E. grandis. Os marcadores completamente informativos (segregacao
1:1:1:1) foram incluidos nos dois grupos e os marcadores que segregaram como
num delineamento F, (segregacédo 1:2:1) foram excluidos das analises devido a
impossibilidade de identificagdo da origem parental dos alelos. Em cada grupo, os
gendtipos foram codificados com 0 e 1, identificando a presencga e auséncia de um
determinado alelo (dominancia) ou a presenga de cada um dos dois alelos
segregando no parental (co-dominancia). Como nao se dispde da informacao do
gendtipo dos avds dessa familia e, portanto, ndo se conhece a fase de ligagao dos
marcadores, cada loco foi duplicado invertendo-se os cédigos dos seus gendtipos
(0 passou a ser 1 e vice-versa).

As frequéncias alélicas de cada loco em cada parental foram testadas para
verificar a pressuposicao de segregacao mendeliana. A significancia dos desvios
entre o numero de individuos observados e esperados em cada uma das duas
classe genotipica de cada marcador foi avaliada através de um teste de Qui-
quadrado (X?) com um nivel de significAncia de 5% para o experimento todo
(“experiment wise”) utilizando a protecao de Bonferroni para mdultiplos testes.
Esses testes foram conduzidos no programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2004). Os
marcadores com distorcdo das freqiéncias alélicas nao foram incluidos nas
analises de mapeamento.

Os dados genotipicos dos marcadores foram analisados no programa
MapMaker (Lander et al., 1987) para o agrupamento, ordenagdo e mapeamento
dos microssatélites. Como os dados genotipicos de cada marcador foram

duplicados, obtiveram-se grupos de ligagéo idénticos, porém com fases de ligagao
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distintas para cada marca (grupos de ligagdo “espelho”). Assim, desconsiderou-se
um dos grupos de ligacdo “espelho”, tomando somente uma das fases de cada
marcador. Os critérios utilizados para declarar a ligacdo entre os marcadores
foram maxima frequéncia de recombinacao de 35% e minimo valor de LOD igual a
4,0. Apoés o agrupamento dos marcadores, esses foram permutados dentro de
cada grupo de ligacdo (comando “ripple”) para verificar a consisténcia do
ordenamento. Quando a permuta gerou grupos de ligacdo com diferenca de LOD
menor do que 2, descartou-se o marcador envolvido na permuta que apresentava
maior quantidade de genotipagens perdidas por falhas na reagdo de PCR.

Com base nos mapas do pseudo-testcross, efetuou-se o mapeamento de
QTLs por intervalo composto (Zeng, 1994). Essas analises foram conduzidas
utilizando o modelo de retrocruzamento do programa QTL Cartographer versao
2.5 para Windows (Wang et al., 2005). A escolha dos co-fatores, marcadores
supostamente ligados a QTLs a serem incluidos como variaveis independentes no
modelo de regressdao multipla, foi feita através de uma regressdo stepwise
(método “forward”) realizada pelo proprio QTL Cartographer. O numero de co-
fatores foi variavel para cada caracteristica, de acordo com a recomendacgao de
Zeng (1994) de se testar multiplos modelos para encontrar aquele que possui o
melhor balango entre os erros do tipo | e Il. Para todas as caracteristicas foram
feitas analises com 0 (intervalo simples), 3, 5 e 8 co-fatores utilizando o modelo 6
do QTL Cartographer. Com isso, escolheu-se, para cada caracteristica, o modelo
cujo numero de co-fatores proporcionou o maior numero de QTLs com as maiores
significancias estatisticas (maior valor de LOD). O tamanho da janela de analise
adotada foi de 10 cM e a resolugcdo do mapeamento foi de 1 cM. Foi adotado um
nivel de significancia de 5% para cada caracteristica com base em um teste
envolvendo 1000 permutagcdes de acordo com o procedimento descrito por

Churchill e Doerge (1994) implementado no QTL Cartographer.
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2.6. Mapeamento de QTLs por intervalo em mapa integrado através da

estratégia de pares de irmaos

Essa metodologia de analise de QTL ainda ndo foi conduzida em espécies
do género Eucalyptus. A filosofia por tras dessa estratégia foi desenvolvida por
Haseman e Elston (1972) e se baseia na regresséo linear do quadrado da
diferenga fenotipica entre pares de irmaos com a proporgao de alelos idénticos por
descendéncia (IBD) que eles compartilham nos locos marcadores. O modelo

desenvolvido por eles é:
Y, =Po+ P 7 +&;, emque

2 -
- Y]- = (le — ij) , sendo Xi; e Xy os valores observados da caracteristica para o

primeiro e o segundo irmao do j-ésimo par;

1

- = E fjl + sz, sendo fj; a probabilidade de que o j-ésimo par de irm&o tenha 1 alelo

IBD e fj; a probabilidade de que o j-ésimo par de irm&o tenha 2 alelos IBD.

Assim, quanto maior o numero de alelos idénticos por descendéncia
compartilhada entre dois individuos em um determinado loco, espera-se uma
menor diferenca fenotipica entre eles se esse loco estiver ligado a algum QTL.
Haseman e Elston (1972) demonstraram que o coeficiente de regressdo desse
modelo é diretamente proporcional a variancia genética aditiva (oa?) do QTL e
inversamente proporcional a freqiéncia de recombinagdo entre o marcador

analisado e o QTL (r):
f,=-2 1-2-1)° 0%

Fulker e Cardon (1994) desenvolveram uma metodologia de mapeamento
de QTL por intervalo baseada na filosofia de analise de Hanseman e Elston

(1972). Nessa metodologia, as informagbes de mapeamento s&do empregadas
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para que os IBDs dos marcadores que flanqueiam os diversos intervalos sejam
utilizados para melhor estimativa da posi¢cao e do efeito dos QTLs.

Os dados genotipicos do presente trabalho foram analisados no programa
GQMOL para o mapeamento de QTLs por intervalo pela estratégia de Fulker e
Cardon (1994). Para isso, construiu-se um mapa integrado no GQMOL. Como o
GQMOL nao descarta os marcadores que ndo possuem um suporte para o
ordenamento, foi adotado um critério mais restritivo nas analises dos dados
genotipicos de cada microssatélite. Foram incluidos no mapa somente aqueles
marcadores que possuem menos de 20 gendtipos perdidos por falhas na PCR e
nao apresentam distorgbes de segregagao com relagao a primeira Lei de Mendel
pelo teste de X? com nivel de significdncia de 1% para cada teste. Também néo
foram incluidos no mapa aqueles marcadores que nao tiveram um suporte
estatistico para o seu ordenamento (“jump threshold” maior do que 5,0) no mapa
integrado construido no JoinMap. Os microssatélites nao excluidos foram
mapeados de acordo com os seguintes paradmentros: maxima frequéncia de
recombinacdo de 35% e minimo valor de LOD de 4,0. As distancias entre
marcadores foram calculadas através da funcdo de mapeamento de Kosambi.

Nesse mapa foram realizadas as buscas por QTLs através da estratégia de
pares de irmaos (Fulker e Cardon, 1994) utilizando os dados fenotipicos das 4
caracteristicas para as quais identificou-se o maior numero de QTLs pela
estratégia de pseudo-cruzamento teste. A estatistica F foi utilizada para avaliar a
existéncia de QTLs nos intervalos dentro dos grupos de ligagdo. O nivel de
significancia adotado foi um valor de F com 1 grau de liberdade no numerador,
infinito no denominador e nivel de significancia de 0,1% (F1«: 0001 = 10,8). Os
QTLs identificados no mapa integrado pela estratégia de pares de irméaos e nos
mapas do pseudo-cruzamento teste pela metodologia de intervalo composto foram

comparados quanto ao numero, suas posi¢coes e nivel de significancia.
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3 - RESULTADOS

3.1. Anadlise dos locos individualmente e construgdo do mapa genético

integrado

As amplificacbes de 426 locos microssatélites foram avaliadas através de
reacoes de PCR com os DNAs dos dois parentais e mais dois filhos. Desses, 276
locos, que amplificaram alelos distintos e que segregaram na progénie, foram
selecionados para serem genotipados nos 190 individuos componentes da
populacdo segregante (188 irmaos-completos e os dois parentais). Obteve-se
sucesso na genotipagem com 226 pares de primers, sendo que para 9 desses
genotipou-se dois locos (identificados com as letras a e b na frente do nome dos
microssatélites), gerando um total de 235 locos microssatélites genotipados.
Desses locos, 141 foram completamente informativos (segregacédo 1:1:1:1), 6
segregaram nos dois parentais com dois alelos como em uma populagdo F;
(segregacao 1:2:1), 58 foram informativos apenas no parental masculino
(segregacao 1:1 no E. urophylla) e 30 foram informativos apenas no parental
feminino (segregacéo 1:1 no E. grandis).

Nove locos apresentaram distor¢do das proporgdes genotipicas esperadas
de acordo com a Primeira Lei de Mendel (a = 0,05 com protecdo de Bonferroni).
Esses 9 locos foram EG091, Embra001, Embra094, Embra113, Embra188,
Embra221, Embra286, Embra292 e ENO10. Para constru¢do do mapa genético

integrando as informagdes das meioses de ambos parentais, através do programa
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JoinMap, foram utilizados os 226 locos que nao apresentaram distorcbes de
segregacao. Desses, 225 locos foram mapeados em 12 grupos de ligacéo, cujos
comprimentos variaram de 17,8 a 119,6 cM (Figura 2). O marcador Embra125
apresentou ligagao génica somente com o loco EG061, do grupo de ligagéo 3,
ficando de fora do mapa integrado porque o programa JoinMap exige um minimo
de duas ligagbes para que o marcador seja incluido em um determinado grupo de
ligacao. O comprimento total do mapa foi de 950,8 cM, com um intervalo médio de
4,2 cM entre marcadores. A maior distancia entre dois marcadores (“gap”) foi de
30,7 cM e ocorreu entre 0 Embra046 e o Embra347 em uma das extremidades do
grupo de ligagao 7. A ocorréncia de 1 grupo de ligagdo a mais em relacédo ao
numero hapldide de cromossomos das espécies E. grandis e E. urophylla ocorreu
porque o JoinMap, devido a exigéncia de um minimo de duas ligagbes para os
marcadores de um grupo de ligagdo, ndo pode unir todos os locos microssatélites
componentes do grupo de ligacdo 3 do mapa referéncia de Eucalyptus (Brondani
et al., 2002).

Dezesseis microssatélites mapeados foram encontrados dentro de genes a
partir de bibliotecas ESTs no projeto Genolyptus. Esses microssatélites, seu grupo
de ligacdo no mapa integrado e o gene de maior similaridade com seu EST estéao
listados na Tabela 1. Para encontrar os genes de maior similaridade com esses
ESTs foi utilizado o algoritmo BLAST do banco de dados do Centro Nacional de

Informacéo Biotecnoldgica (NCBI).
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Figura 2. Mapa genético construido no JoinMap constituido por 225 marcadores
microssatélites genotipados em uma familia de 188 irmdos-completos de E.
grandis x E. urophylla. Os grupos de ligagdo estdo numerados de acordo com o

mapa genético referéncia para o género Eucalyptus (Brondani et al., 2002).
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Tabela 1. Locos microssatélites encontrados em ESTs, com os respectivos grupos

de ligagao onde foram mapeados e gene de maior similaridade com seu EST.

Loco GL |Gene com maior similaridade pelo BLAST

EMBRA0931 6 |signal peptidase subunit -related [Arabidopsis thaliana]
EMBRA0941 9 |Skp1 [Medicago satival

EMBRA0979 5 Jcytochrome b561-related [Arabidopsis thalianal

EMBRA1040 5 |extensin like protein - [Populus nigra]

EMBRA1041 5 |extensin like protein - [Populus nigra]

EMBRA1063 5 JGTP-binding protein, ras-related - [Nicotiana tabacum]
EMBRA1070 6 |putative Pi starvation-induced protein [Cicer arietinum]
EMBRA1175 8 |fiber protein Fb2 [Gossypium barbadense]

EMBRA1193 6 |DnaJ-like protein [Phaseolus vulgaris]

EMBRA1224 7 |chlorophyll a/b-binding protein CP24 precursor [Vigna radiata]
EMBRA1319 11 |KH domain/zinc finger protein [Arabidopsis thaliana]
EMBRA1398 6 |NOI protein, nitrate-induced [Arabidopsis thaliana]
EMBRA1468 8 |acetyl-CoA C-acetyltransferase [Arabidopsis thaliana]
EMBRA1643 6 [Jtuber-specific and sucrose-responsive element binding factor [Solanum tuberosum]
EMBRA1956 8 |myb family transcription factor [Arabidopsis thaliana]
EMBRA2000 1 Jauxin-induced protein family [Arabidopsis thaliana]

3.2. Analise dos locos que segregaram em cada parental e construgao dos

mapas genéticos pela estratégia de pseudo-cruzamento teste

Para construgdo do mapa de cada parental pela estratégia de pseudo-
cruzamento teste os locos foram separados em dois grupos. O primeiro grupo
contém 199 marcadores que segregaram no parental E. urophylla e o segundo
grupo contém 171 marcadores que segregaram no parental E. grandis, sendo que
141 microssatélites sdo comuns a ambos grupos porque foram completamente
informativos nesse cruzamento.

Dos 199 locos que segregaram no E. urophylla, sete apresentaram
distor¢des das proporgdes genotipicas esperadas de acordo com a Primeira Lei de
Mendel pelo teste de X? (a = 0,05 com protegdo de Bonferroni). Esses locos
(EG091, Embra001, Embra113, Embra115, Embra286, Embra292 e EN010) foram
descartados das anadlises de mapeamento genético do parental masculino.

Dos 171 locos que segregaram no E. grandis, apenas 1 loco (EG091)

apresentou distorgdes de segregacao pelo teste de X? (o = 0,05 com protecdo de
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Bonferroni). Este loco também foi excluido das analises de mapeamento genético
do parental feminino.

Como alguns marcadores foram descartados dos grupos de ligagao para
garantir o suporte estatistico para o seu ordenamento, o mapa genético do
parental E. urophylla construido no programa MapMaker contém 140 locos
microssatélites. Esse mapa genético € constituido por 12 grupos de ligagéo, sendo
que, assim como ocorreu com 0 mapa integrado, o grupo de ligacdo 3 do mapa
referéncia (Brondani et al., 2002) foi dividido em dois grupos de ligagdes. O
comprimento total do mapa foi de 1115,9 cM, com uma densidade média de um
marcador a cada 8,0 cM (Figura 3). A maior distancia entre dois marcadores neste
mapa é de 42,57 cM.

Dos 170 locos que nao apresentaram distorcdo de segregacéo no parental
E. grandis, 133 foram incluidos no seu mapa genético suporte. Esse mapa é
constituido por 11 grupos de ligagdo (mesmo numero hapléide de cromossomos
das espécies), possui um comprimento total de 1311,7 cM e uma densidade média
de um marcador a cada 9,9 cM (Figura 3). A maior distdncia entre dois

microssatélites nesse mapa ¢ de 60,4 cM.
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ligacao

identificados pela letra P) e feminino (grupos de ligagao identificados pela letra M)

construidos com base em uma familia de 188 irmaos-completos de E. grandis x E.

urophylla através da estratégia de pseudo-cruzamento teste. As linhas pontilhadas

ligam microssatélites completamente informativos mapeados em ambos parentais.

Os grupos de ligagao estdao numerados de acordo com o mapa genético referéncia

para o género Eucalyptus (Brondani et al., 2002).
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3.3. Estatisticas descritivas e analise da correlagao entre os caracteres

Na Tabela 2 encontram-se as estatisticas descritivas referente aos 14

caracteres analisados nos 188 irmaos-completos da familia. As estatisticas

descritivas demonstradas na Tabela 2 s3o: valores maximo e minimo, variancia,

desvio padrao, média e coeficiente de variagao.

Tabela 2. Valores maximo e minimo, variancia, desvio padrao, média e coeficiente

de variacao para as 14 caracteristicas fenotipadas nos 188 irmaos-completos.

Maximo Minimo Variancia Desvio Padrao Média Coef. variagdo
DAP (cm) 22.5 10.63 3.6474 1.9098 15.2798 12.4989
Altura (m) 24.3 17 1.5854 1.2591 20.6191 6.1066
Pilodyn (mm) 21 12 3.0162 1.7367 16.8457 10.3095
Dens. Bas. (Kg/m®) 413.0336 385.9023 56.9824 7.5487 403.3977 1.8713
Glicana (%) 49.9546 48.4347 0.1547 0.3933 49.0123 0.8024
Xilana (%) 13.2456 10.8461 0.1222 0.3496 12.0656 2.8976
Ac. MeGU (%) 3.8122 3.1960 0.0163 0.1277 3.5660 3.5823
Ac GaU (%) 0.6412 0.5290 0.0003 0.0184 0.5765 3.1964
Lignina (%) 29.2941 22.3237 0.9758 0.9878 26.3492 3.7491
Rel. S/G 3.6052 2.6228 0.0498 0.2232 3.0795 7.2495
Alcali Ef. (%) 16.2831 10.4871 1.0885 1.0433 13.1597 7.9282
Rend. Dep. (%) 55.3082 45.7632 1.4948 1.2226 52.0169 2.3504
Viscos. (cP) 91.5095 33.9213 90.9156 9.5350 61.6816 15.4584
Extrativos (%) 0.4974 -0.1503 0.0201 0.1418 0.1113 127.4141

As analises de correlacdo de Pearson revelaram caracteres com alta

relacdo linear. Como ja era esperado, a altura e o didmetro das arvores sao

positivamente correlacionados (ry=0,72). Outra correlagdo positiva também

esperada ocorreu entre o teor de lignina e a porcentagem de alcali utilizado no

processo de polpacgdo (ry=0,67). O alcali efetivo também foi negativamente

correlacionado com a viscosidade da polpa celuldsica (r= - 0,67) e com a relagdo

siringil/guaiacil (rx,= - 0,55). Essas correlagbes também s&o bastante plausiveis

tendo em vista o processo de cozimento da madeira para extracido da celulose.

Por outro lado, uma correlacdo esperada e que nao ocorreu nesse trabalho foi

entre a profundidade de penetragdo da haste do Pilodyn e a densidade basica da

madeira (ry,=0,02).
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Os teores de glicana, de xilana e de acido galactourdnico foram positiva e
altamente correlacionados entre si. Essas correlagdes podem ser explicadas pelo
fato de a UDP-D-xilose (precursor da xilana) e o UDP-D-acido galactourdnico
serem sintetizados a partir da UDP-D-glicose, precursor da glicana (Sjostrom,
1993). Esses carboidratos foram negativamente correlacionados com a densidade
basica da madeira e positivamente correlacionados com o rendimento depurado
de celulose, o que ja era esperado tendo em vista que os constituintes mais
abundantes na polpa de eudicotiledéneas sao a celulose (glicanas) e as xilanas. O
acido metilglucurénico, por sua vez, apesar de também ser sintetizado a partir da
UDP-D-glicose, néo obteve correlagdes altas com esses agucares. Por outro lado,
o acido metilglucurdnico foi alta e negativamente correlacionado com o teor de
lignina total da madeira (ry= - 0,80).

Correlagbes altas também ocorreram entre teor de lignina e relagdo
siringil/guaiacil (r«,= - 0,75), entre teor de extrativos e densidade basica da madeira
(ry= - 0,71) e entre teor de extrativos e teor de glicana da madeira (ry,=0,67). As
correlagdes entre todas as 14 caracteristicas fenotipicas analisadas neste trabalho

estao demonstradas na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de correlagao de Pearson entre as 14 caracteristicas fenotipicas

mensuradas nos 188 irmaos completos de E. grandis x E. urophylla.

DAP | Altura | Pilodyn | Dens Bas | Glicana | Xilana [Ac MeGU | Ac GaU | Lignina S/G | Alcali Ef | Rend Dep | Viscos | Extrat
DAP X 10.72* | 0.04ns [ 0.03ns [ 0.03ns [ 024* | 025" ] 0.19* |-0.14ns| 0.26** [-0.11ns|{ 022** [-0.10ns| -0.15*
Altura X -0.01ns| -0.06ns | 0.10ns | 0.26* | 0.17* [ 0.20* [-0.01ns| 0.07ns | 0.03ns | 0.26* | -0.15* |-0.02ns
Pilodyn X 0.02ns |-0.04ns|-0.11ns| -0.12ns [-0.10ns | 0.07ns | -0.09ns | -0.11ns| -0.04ns | 0.19** | -0.03 ns
Dens Bas X -0.97* [-061* | 043* |-0.79* |-0.33* | 0.16* |-0.46* [ -0.52* [-0.08ns [-0.71"**
Glicana X 0.72** | -025* | 0.87* | 0.24* | -0.05ns| 0.40** | 0.62* | 0.06ns | 0.67 **
Xilana X 0.35* [095* [-028* [ 0.37* |-013ns| 093* | 0.27* | 0.28**
Ac. MeGU X 0.15* |-0.80* | 0.61* |-0.52* | 0.27* | 0.06ns | -0.38 **
Ac. GaU X -0.13ns| 0.28* | 0.07ns | 0.83* 0.15* [ 0.47*
Lignina X -0.75* [ 067** | -017* [-0.30* | 0.28*
Rel S/G X -0.55** | 0.30** | 0.23* |-0.31*
Alcali Ef. X -0.26** | -0.67** | 0.51**
Rend Dep X 043* | 0.15*
Viscos. X -0.02 ns
Extrativos X

*Correlagbes significativas ao nivel de 5%; **Correlagbes significativas ao nivel de 1%; Cédulas
marcadas em cinza contém correlagdes com valor em médulo acima de 0,65.
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3.4. Analise de QTLs

Os marcadores foram testados quanto a ligacdo a QTLs através de uma
andlise de variancia, onde os tratamentos foram os diferentes gendtipos dos
marcadores, com um nivel de significancia de 1% pelo teste F. Marcadores
significativamente ligados a QTLs para cada uma das 14 caracteristicas
fenotipicas disponiveis foram identificados nos diferentes grupos de ligacédo do
mapa integrado. Em anexo (Anexo 1) segue a saida dos dados da analise de
variancia do programa GQMOL para os marcadores significativos de cada
caracteristica.

Também foram localizados QTLs nos diferentes grupos de ligagdo de cada
parental através do mapeamento por intervalo composto. A localizagdo dos QTLs
foi demonstrada por meio de graficos contendo na ordenada o valor de LOD e na
abscissa os intervalos, em cM, entre os marcadores contidos no grupo de ligacéo.
Os QTLs foram mapeados com um nivel de significancia de 5%, definido através
de um teste com 1000 permutacdes dos dados fenotipicos.

Nos proximos itens serdo descritos os QTLs identificados por essas duas
estratégias de analise em cada uma das 14 caracteristicas avaliadas na familia de

irmaos-completos de E. grandis x E. urophylla.

3.4.1. Analise de QTLs para diametro das arvores a altura do peito

A caracteristica didmetro a altura do peito (DAP) é correlacionada com o
crescimento volumétrico das arvores. Quanto maior o didmetro das arvores, maior
tende a ser o seu volume de madeira. Na populagdo segregante do presente
trabalho, as arvores tiveram um DAP médio de 15,28 cm, com desvio padrao de
1,91 cm.

Para essa caracteristica foram identificados 27 marcadores ligados a QTLs

pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
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andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 2, 4, 6, 8 e 11 (Figura 4).
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Figura 4. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a QTLs
para DAP no mapa integrado construido pelo programa JoinMap (item 3.1.). A
analise da ligacao foi realizada através de uma ANOVA com 1% de significancia

pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, um no genoma do parental E. grandis e dois no genoma do parental E.
urophylla. O QTL identificado no E. grandis localiza-se no grupo de ligacao (g.l.) 6
(Figura 5) e explica 8,3% da variagédo no DAP. Os 2 QTLs identificados no genoma
do E. urophylla foram localizados nos grupos de ligacao 6 e 11 (Figura 6). O QTL
do g.l. 6 explica 9,1% da variagdo no DAP encontrada na populacado e o QTL do

g.l. 11 explica 6,7%.
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Figura 5. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para DAP
mapeado por intervalo composto no grupo de ligagdo 6 do genoma do E. grandis.
Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligagao.

O valor de LOD critico definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia
foi de 2,6.
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Figura 6. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
DAP mapeados por intervalo composto nos grupos de ligagéo 6 (A) e 11 (B) do
genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os
marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de

permutacdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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3.4.2. Analise de QTLs para altura das arvores

A caracteristica altura também tem correlagio com o crescimento
volumétrico das arvores. Quanto maior a altura das arvores, maior tende a ser o
seu volume de madeira. Na populagdo segregante do presente trabalho, as
arvores tiveram altura média de 20,62 m, com desvio padrao de 1,26 m.

Para essa caracteristica foram identificados 25 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 2, 4, 6, 8 e 11 (Figura 7).
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Figura 7. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a QTLs
para altura das arvores no mapa integrado construido pelo programa JoinMap
(item 3.1.). A analise da ligacdo foi realizada através de uma ANOVA com 1% de

significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados dois
QTLs, ambos no genoma do parental E. urophylla. Esses QTLs localizaram-se nos
grupos de ligagdo 2 e 11 (Figura 8). O QTL do g.l. 2 explica 7,0% da variagao

fenotipica encontrada na populagéo, enquanto o QTL do g.l. 11 explica 7,9%.
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Figura 8. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
altura das arvores mapeados por intervalo composto nos grupos de ligagao 2 (A) e
11 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre
os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de

permutacdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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3.4.3. Analise de QTLs para profundidade de penetragao do Pilodyn

Essa caracteristica fenotipica foi obtida pela medida da penetracdo na
madeira de um elemento metalico do equipamento Pilodyn. A penetragcéo da haste
desse instrumento € utilizada como uma medida indireta da densidade basica da
madeira. Quanto maior a penetracdo dessa haste na madeira, menor tende a ser
sua densidade. Na populacdo segregante do presente trabalho, a profundidade
média de penetragao do Pilodyn foi de 16,85 mm, com desvio padrao de 1,74 mm.

Para essa caracteristica foram identificados 27 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 2, 6, 8, 9 e 10 (Figura 9).

2 6 8 9 10
04 Embraoes 0.0 Embra097 0.0 Embra204 00 Embra659
4617, EGO76a 30 Embra081 0.0 —~— Embra167b 1.8~/ Embra217 1.7 \2/ Embra155
6.3 11 EG076b 7.0 Embra020 4.0 ——— Embra302 43— Embra210 2.6~ Embra729
18.3 Embra710 14.7 Embra362 46 EG115 5.7 Embra136
29'2 Embra063 16.4 Embra135 13.4 ——— EG117 6.1 Embra127
4 Embra126 17.0 /- Embra345 : 21.4 Embra095 o' || goptoos
) ey ing /BN Embazse o e
3.9 Embra043 210 Embraisos 24\ Embratdcs 323\[]/, Embra018  32.2 Embra385
43.3 Embra164b Embra164a 216 ES157 29.6 \=< Embra047a 369\ 1/, ES140 36.7 Embra038
oo\ gmora 7 3441~ Embrasds 0 Embra047b 39.2-\ |/ Embra629  37.6~\ /- Embra108
482 Embra228 37.8 | Embra175 42.9 Embra048 43.2\}{/ Embrag41  39.0 ——=— Emgra;g1
493\, Embra266b 42,0 N Embra106  44.5 - Embra157 45.8 - EGAld 404 Embra7st
195 = Embrazaa 492~ |- Embra1070  50.0~| |- ENO13 47.4 —— Embra017  40.7 mbra
50.1 Embra279 50.8 =\~ Embrag31 51.8 —/=— Embra298 Embra197 ~ 49.2 Embra17b
511 Embra158 52.1 Embra051 52.0 Embra240 58.4~| | Embra075 567 —| |- Embra040
513 Embra072 52.8 Embra173 53.17/ /—\\ Embra139 60.1 ~I=— Emgralgg 59.1 =TT~ Embra194
51.8 EG096 64.4 —/I—~ Embra328 59.8 7 /—\~ Embra057 gg-g g Ego Erg "
70.7 —— Embra648 66.1 Embra008 64.27 | | ~ Embra749 66.6 A\ Ecosoh
72.9 T ™ Embra695 67.7 Embra032 70.7 <} Embra003 o Ermbrads7
79.5 —1— Embra027 704 Embraze1 734 Embra053 ' mora 78.4 —— Embra624
81.1-/—R~ Embra661 gg-g EN%16196
82.7 //\\ Embra195 : mbra196a AL
7\ o 50 N Embratoss 257~ Enerres
88.4 Embra218 85.9 Embra627 971 | Embraos2
97.3 L~ Embra670 - g9 5 4~ Embrat19
100.5 <] 1 Embra028 :
103.3 Embra1193 ~ 106.0 ——— Embra692
105.9 Embra187 112.6 —1— ES076
115.5 —=— Embra331
119.6 — Embra1643

Figura 9. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a QTLs
para profundidade de penetracdo da haste do Pilodyn no mapa integrado
construido pelo programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagao foi realizada

através de uma ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados cinco
QTLs, dois no genoma do parental E. grandis e trés no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de ligagdo 8 e 10 do E. grandis
(Figura 10) e grupos de ligacédo 6 e 9 do E. urophylla, sendo que no g.l. 9 foram
identificados 2 QTLs (Figura 11). O QTL do g.I. 8 do E. grandis explica 7,7% da
variagéo fenotipica encontrada na populagédo, enquanto o do g.l. 10 explica 7,0%.
O QTL mapeado no g.l. 6 do E. urophylla explica 15,4% da variagao fenotipica. Ja
os QTLs mapeados no g.. 9 do E. urophylla explicam 6,4% e 8,0% da

variabilidade fenotipica da populacéo.
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Figura 10. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
penetracdo do Pilodyn mapeados por intervalo composto nos grupos de ligagéo 8
(A) e 10 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos
entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo
teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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Figura 11. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
penetracdo do Pilodyn mapeados por intervalo composto nos grupos de ligacéo 6
(A) e 9 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos
entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo

teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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3.4.4. Analise de QTLs para densidade basica da madeira

A densidade basica da madeira € uma medida interessante porque quanto
maior a densidade menor € a porosidade da madeira e, portanto, maior tende a
ser o0 seu conteudo de celulose por unidade de volume. Porém, a lignina também
contribui para a densidade da madeira e, portanto, nem sempre uma madeira mais
densa reflete uma matéria-prima de qualidade superior para a industria de
celulose. A densidade basica da madeira foi mensurada nesse trabalho de
maneira indireta pelo NIRS. A densidade basica média foi de 403,40 kg/m?®, com
desvio padrao de 7,55 kg/m®.

Para essa caracteristica foram identificados cinco marcadores ligados a
QTLs pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados
da analise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 1, 6 e 8 (Figura 12). O marcador Embra125 ndo mapeado, mas que

agrupou junto com os marcadores do g.1.3, também esté ligado a QTL.
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Figura 12. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para densidade basica da madeira no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A andlise da ligagao foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, dois no genoma do parental E. grandis e um no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se no grupo de ligacdo 3 do E. urophylla (Figura
13) e nos grupos de ligagédo 6 e 8 do E. grandis (Figura 14). Os QTLs encontrados
nos g.l. 6 e 8 do E. grandis explicam, respectivamente, 7,1% e 5,8% da variagcéo
na densidade basica da madeira na populagdo. O QTL encontrado no g.l. 3 do E.

urophylla explica 6,6% da variabilidade fenotipica.
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Figura 13. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para
densidade basica da madeira mapeado por intervalo composto no grupo de
ligagdo 3 do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos
entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo

teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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Figura 14. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
densidade basica da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligagdo 6 (A) e 8 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X:
intervalos entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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3.4.5. Analise de QTLs para teor de glicana da madeira

A glicana, também conhecido como celulose, é o polissacarideo formado
pela polimerizacao da B—D-glicose. O teor de glicana da madeira, apesar de pouco
variavel entre gendtipos, é importante na definicdo da qualidade da madeira e na
determinagao do rendimento do processo de polpagao. Na populagado segregante
do presente trabalho, o teor de glicana médio foi de 49,01%, com desvio padrao
de 0,39%.

Para essa caracteristica foram identificados oito marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estado os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 1, 4, 6, 7, 8, 11 (Figura 15). O marcador Embra125 ndo mapeado, mas que

agrupou junto com os marcadores do g.1.3, também esta ligado a QTL.
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Figura 15. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de glicana da madeira no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligac&o foi realizada através de uma
ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, dois no genoma do E. grandis e um no genoma do E. urophylla. Os QTLs
localizaram-se no grupo de ligagdo 7 do E. urophylla (Figura 16) e nos grupos de
ligacdo 6 e 9 do E. grandis (Figura 17). Os QTLs encontrados nos g.l. 6 e 9 do E.
grandis explicam, respectivamente, 6,5% e 10,1% da variagéo no teor de glicana
da madeira na populacédo. O QTL encontrado no g.I. 7 do E. urophylla explica

5,3% da variabilidade fenotipica.
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Figura 16. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para teor
de glicana da madeira mapeado por intervalo composto no grupo de ligagdo 7 do
genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os
marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de

permutacdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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Figura 17. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de glicana da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligagdo 6 (A) e 9 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X:
intervalos entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico
definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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3.4.6. Analise de QTLs para teor de xilana da madeira

A xilana é um polissacarideo cujo agucar predominante é a xilose. As
xilanas sdo os principais polissacarideos encontrados na fragdo hemiceluldsica
das eudicotileddneas. As hemiceluloses se aderem as fibras de celulose formando
uma rede coesa fundamental na estrutura da parede celular. Devido a essa
estrutura, as hemiceluloses protegem as fibras de celulose da degradacdo pelo
alcali, fazendo com que a presenga desses polissacarideos sejam desejaveis para
0 processo de polpacédo. Na populagao segregante do presente trabalho, o teor de
xilana médio foi de 12,06%, com desvio padrao de 0,35%.

Para essa caracteristica foram identificados 14 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 4, 6, 8, 10 (Figura 18).
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Figura 18. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de xilana da madeira no mapa integrado construido pelo programa
JoinMap (item 3.1.). A analise da ligacao foi realizada através de uma ANOVA

com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, um no genoma do parental E. grandis e dois no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se no grupo de ligacédo 8 do E. grandis (Figura 19)
e nos grupos de ligagao 4 e 10 do E. urophylla (Figura 20). Os QTLs encontrados
nos g.l. 4 e 10 do E. urophylla explicam, respectivamente, 9,5 e 16,6% da variagcado
no teor de xilana da madeira na populagdo. O QTL encontrado no g.l. 8 do E.
grandis explica 6,0% da variabilidade fenotipica.
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Figura 19. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para teor
de xilana da madeira mapeado por intervalo composto no grupo de ligacdo 8 do
genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os

marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de
permutacdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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Figura 20. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de xilana da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos de ligagao
4 (A) e 10 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos
entre os marcadores do grupo de ligagado. O valor de LOD critico definido pelo

teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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3.4.7. Analise de QTLs para teor de acido metilglucurénico da madeira

O acido metilglucurénico é um acgucar constituinte de diversas
hemiceluloses e pectinas da parede celular. O acido 4-O-metilglucurénico é o
principal constituinte das cadeias laterais das xilanas. A importancia desses
grupos esta relacionada com o consumo de alcali durante a polpagdo, com
consequente hidrdlise e transformagdo em acidos hexenourdnicos, indesejaveis
nas operagdes de branqueamento da polpa celulésica (Gomide et al., 2005). Na
populacdo segregante do presente trabalho, o teor de acido metilglucurénico
médio foi de 3,57%, com desvio padréo de 0,128%.

Para essa caracteristica foram identificados 20 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 1, 2, 4 e 10 (Figura 21). O marcador Embra125 ndo mapeado, mas que

agrupou junto com os marcadores do g.1.3, também esta ligado a QTL.
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Figura 21. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de &cido metilglucurbnico da madeira no mapa integrado
construido pelo programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagao foi realizada

através de uma ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados quatro
QTLs, um no genoma do parental E. grandis e trés no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se no grupo de ligagédo 4 do E. grandis (Figura 22)
e nos grupos de ligacdo 4 e 10 do E. urophylla, sendo que no g.l. 10 foram
identificados dois QTLs (Figura 23). O QTL encontrado no g.l. 4 do E. urophylla
explica 11,7% da variacdo do teor de acido metilglucurénico na populagao,
enquanto os dois QTLs encontrados no g.l. 10 explicam 19,6% e 5,6%. O QTL
encontrado no g.l. 4 do E. grandis explica 8,0% da variabilidade fenotipica.
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Figura 22. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para teor
de acido metilglucurénico da madeira mapeado por intervalo composto no grupo
de ligacado 4 do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos
entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo

teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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Figura 23. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de acido metilglucurénico da madeira mapeados por intervalo composto nos
grupos de ligacéo 4 (A) e 10 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligag&do. O valor de LOD critico
definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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3.4.8. Analise de QTLs para teor de acido galactourénico da madeira

O acido galactourdnico € o principal agucar encontrado na fragdo péctica da
parede celular. As pectinas formam uma matriz hidratada na qual esta implantada
a rede celulose-hemicelulose. Na populacdo segregante do presente trabalho, o
teor de acido galactourénico médio foi de 0,58%, com desvio padrao de 0,018%.

Para essa caracteristica foram identificados 12 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 4, 6, 8, 10 e 11 (Figura 24).
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Figura 24. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de acido galactourénico da madeira no mapa integrado construido
pelo programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagao foi realizada através de

uma ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados dois
QTLs, ambos no genoma do E. urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de
ligacdo 4 e 10 desse parental (Figura 25). O QTL encontrado no g.l. 4 explica
7,6% da variagéo do teor de acido galactourénico na populagdo, enquanto o QTL

encontrado no g.l. 10 explica 11,0%.
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Figura 25. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de acido galactourbnico da madeira mapeados por intervalo composto nos
grupos de ligacao 4 (A) e 10 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligagédo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagéo com 5% de significancia foi de 2,7.
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3.4.9. Analise de QTLs para teor de lignina total da madeira

A lignina é, depois da celulose, o constituinte mais abundante da madeira.
Para a producdo da polpa celulésica, € necessaria a desagregacado das
microfibrilas de celulose. A lignina, por ser um agente permanente de ligagao entre
as células, necessita ser eliminada no processo de polpacgao, exigindo uma grande
quantidade de energia e reagentes nocivos ao ambiente para sua solubilizag&o.
Além disso, a lignina também dificulta as opera¢des de branqueamento da polpa
celuldsica. Porém, € importante destacar que a lignina extraida durante a polpagao
€ utilizada como energia para re-alimentar o processo. Tudo isso faz do teor de
lignina da madeira um dos atributos mais importantes na definicdo da qualidade da
madeira para a industria de celulose. Na populagdo segregante do presente
trabalho, o teor de lignina total médio foi de 26,35%, com desvio padrao de
0,988%.

Para essa caracteristica foram identificados 27 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 4, 7,9, 10 e 11 (Figura 26).
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Figura 26. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de lignina total da madeira no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A andlise da ligagao foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados seis
QTLs, trés no genoma do parental E. grandis e trés no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de ligagéo 1, 4 e 10 do E. urophylla
(Figura 27) e nos grupos de ligacdo 8 e 10 do E. grandis, sendo que no g.l. 8
foram identificados 2 QTLs (Figura 28). Os 2 QTLs identificados no g.l. 8 do E.
grandis explicam 6,5% e 7,2% da variacao fenotipica, enquanto o QTL identificado
no g.l. 10 desse parental explica 7,6%. Os QTLs dos g.l. 1, 4 e 10 do E. urophylla
explicam, respectivamente, 5,3%, 13,1% e 17,2% da variagdo fenotipica
encontrada na populagao.
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Figura 27. Gréficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de lignina da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligacao 1 (A), 4 (B) e 10 (C) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligacado. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagédo com 5% de significancia foi de 2,6.
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Figura 28. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de lignina da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligagdo 8 (A) e 10 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X:
intervalos entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.

67



3.4.10. Analise de QTLs para relagao Siringil/Guaiacil da madeira

O siringil e guaiacil sdo dois monolignois, ou seja, alcoois componentes da
lignina. A relagdo entre esses dois alcoois € fundamental para determinar a
reatividade da lignina. O siringil, por ndo possuir o carbono C5 disponivel para
reacao, faz com que as estruturas de lignina siringil sejam menos condensadas e,
consequentemente, mais favoraveis ao ataque pelo alcali. Assim, quanto maior a
relacao siringil/guaiacil maior é a reatividade da lignina e, portanto, mais facil sera
a sua extracdo no processo de polpacao (Gomide et al., 2005). Pela importancia
da lignina no fornecimento de energia para alimentar o processo de polpagao, o
grande alvo das pesquisas nas areas de melhoramento e biologia molecular tem
sido o aumento na relagéo siringil/guaiacil e ndo a redugéo do teor de lignina das
madeiras. Na populacdo segregante do presente trabalho, a relagao
siringil/guaiacil média foi de 3,08, com desvio padrao de 0,223.

Para essa caracteristica foram identificados 12 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de

ligacao 9 e 10 (Figura 29).
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Figura 29. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para relagao siringil/guaiacil da madeira no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagao foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, todos no genoma do E. urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de
ligagdo 1 e 10 desse parental (Figura 30), sendo que no g.l. 10 foram identificados
dois QTLs. O QTL do g.I. 1 explica 5,0% da variacdo na relacdo siringil/guaiacil

encontrado na populacdo, enquanto os QTLs do g.l. 10 explicam 7,6% e 6,4%.
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Figura 30. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
relagéo siringil/guaiacil da madeira mapeados por intervalo composto nos grupos
de ligagédo 1 (A) e 10 (B) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X:
intervalos entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagédo com 5% de significancia foi de 2,6.
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3.4.11. Anadlise de QTLs para a porcentagem de alcali efetivo utilizado no

processo de polpacao

O éalcali é o reagente utilizado na retirada da lignina da madeira durante o
processo de polpacdo. Quanto maior a quantidade de lignina na madeira e quanto
menor sua relagao siringil/guaiacil, maior tende a ser a quantidade de alcali
necessario para sua extragdo. Na populacédo segregante do presente trabalho, a
porcentagem de alcali efetivo médio foi de 13,16%, com desvio padréo de 1,043%.

Para essa caracteristica foram identificados 14 marcadores ligados a QTLs
pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
andlise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 1, 4, 6,7, 10 e 11 (Figura 31).
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Figura 31. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para porcentagem de alcali efetivo utilizado na polpagado no mapa integrado
construido pelo programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagéo foi realizada

através de uma ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
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Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados quatro
QTLs, um no genoma do parental E. grandis e trés no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se no grupo de ligagado 10 do E. grandis (Figura
32) e nos grupos de ligacédo 6, 10 e 11 do E. urophylla (Figura 33). O QTL
encontrado no g.l. 10 do E. grandis explica 16,2% da variabilidade na
porcentagem de alcali efetivo. Os QTLs encontrados nos grupos de ligagéo 6, 10 e

11 do E. urophylla explicam, respectivamente, 7,7%, 8,3% e 7,4% da variagéo
fenotipica.
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Figura 32. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para
porcentagem de alcali efetivo utilizado na polpagdo mapeado por intervalo
composto no grupo de ligagdo 10 do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligagédo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagédo com 5% de significancia foi de 2,7.
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Figura 33. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
porcentagem de alcali efetivo mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligacado 6 (A), 10 (B) e 11 (C) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligagédo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagédo com 5% de significancia foi de 2,5.

3.4.12. Analise de QTLs para rendimento depurado de celulose

O rendimento depurado refere-se a quantidade de celulose gerada no final
da polpacado em relagdo a quantidade de madeira utilizada no inicio do processo.
Esse é um dos atributos mais importantes para a industria de celulose, pois é uma
medida da qualidade da madeira obtida no final do processo de extracdo da
celulose. Na populagado segregante do presente trabalho, o rendimento depurado
médio foi de 52,01%, com desvio padrao de 1,22%.

Para essa caracteristica foram identificados sete marcadores ligados a
QTLs pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados
da analise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 4 e 10 (Figura 34).
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Figura 34. Localizacdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para rendimento depurado de celulose no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A andlise da ligagao foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.
Através do mapeamento por intervalo composto foi detectado apenas um

QTL localizado no grupo de ligagao 10 do genoma do parental E. urophylla (Figura

35). Esse QTL explica 12,8% da variagao fenotipica encontrada na populagao.
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Figura 35. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para
porcentagem do rendimento depurado de celulose mapeado por intervalo
composto no grupo de ligagcdo 10 do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de
LOD; Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligagao. O valor de LOD

critico definido pelo teste de permutagao com 5% de significancia foi de 2,7.

3.4.13. Analise de QTLs para viscosidade da polpa celulésica

A determinacdo da viscosidade da polpa celuldsica € fundamental para
mensurar a sua qualidade. Quanto maior a viscosidade da polpa maior é a
integridade das fibras celuldsicas. Em geral, quanto maior a quantidade de alcali
necessario para a retirar a lignina da polpa, maior sera a degradagao das fibras
celuldsicas e, portanto, menor a viscosidade da polpa. Na populagado segregante
do presente trabalho, a viscosidade média das polpas celuldsicas foi de 61,68 cP,
com desvio padrao de 9,53 cP.

Para essa caracteristica foram identificados 14 marcadores ligados a QTLs

pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados da
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analise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacdo 5, 6, 10 e 11 (Figura 36).
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Figura 36. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para viscosidade da polpa celulésica no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligagao foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados cinco
QTLs, dois no genoma do parental E. grandis e trés no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de ligagdo 5 e 10 do E. grandis
(Figura 37) e nos grupos de ligacao 5, 6 e 11 do E. urophylla (Figura 38). Os QTLs
identificados nos grupos de ligaggo 5 e 10 do E. grandis explicam,
respectivamente, 17,8% e 13,2% da variabilidade na viscosidade das polpas da
populacdo. Os QTLs encontrados nos grupos de ligagao 5, 6 e 11 do E. urophylla

explicam, respectivamente, 7,9%, 7,6% e 7,1% da variagao fenotipica.
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Figura 37. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
viscosidade da polpa celulésica mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligacao 5 (A) e 10 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X:
intervalos entre os marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagdo com 5% de significancia foi de 2,6.
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Figura 38. Gréficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
viscosidade da polpa celulésica mapeados por intervalo composto nos grupos de
ligacao 5 (A), 6 (B) e 11 (C) do genoma do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD;
Eixo X: intervalos entre os marcadores do grupo de ligacado. O valor de LOD critico

definido pelo teste de permutagédo com 5% de significancia foi de 2,6.

3.4.14. Analise de QTLs para teor de extrativos em diclorometano

Os extrativos sdao uma classe extremamente diversa de componentes da
madeira. Esses compostos, em geral, sdo indesejaveis no processo de polpacao
ja que diminuem o rendimento depurado de celulose. Os extrativos hidrofébicos
também podem, principalmente com as atuais exigéncias de reciclagem da agua,
se acumular nos equipamentos, podendo reduzir suas eficiéncias e vidas uteis.
Nesse trabalho os extrativos foram solubilizados da madeira por meio de
diclorometano. Na populacéo segregante do presente trabalho, o teor de extrativos

médio foi de 0,11%, com desvio padréo de 0,142%.
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Para essa caracteristica foram identificados nove marcadores ligados a
QTLs pelo teste F com um nivel individual de 1%. No Anexo 1 estdo os resultados
da analise de variancia desses marcadores, que foram localizados nos grupos de
ligacao 6, 7, 8 e 10 (Figura 39). O marcador Embra125 ndo mapeado, mas que

agrupou junto com os marcadores do g.1.3, também esta ligado a QTL.

6 7 8 10
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4.0 Embra226 E
0.0 Embra097 44 Embra067 . 00N ./ Embraeos
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Figura 39. Localizagdo dos marcadores (sublinhados e em negrito) ligados a
QTLs para teor de extrativos da madeira no mapa integrado construido pelo
programa JoinMap (item 3.1.). A analise da ligac&o foi realizada através de uma

ANOVA com 1% de significancia pelo teste F.

Através do mapeamento por intervalo composto foram detectados trés
QTLs, dois no genoma do parental E. grandis e um no genoma do parental E.
urophylla. Os QTLs localizaram-se nos grupos de ligagdo 8 e 10 do E. grandis
(Figura 40) e no grupo de ligacédo 6 do E. urophylla (Figura 41). Os QTLs dos
grupos de ligacao 8 e 10 do E. grandis explicam, respectivamente, 6,6% e 5,7%
da variabilidade no teor de extrativos da populagado. O QTL identificado no g.l. 6 do

E. urophylla explica 7,2% da variagao fenotipica.
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Figura 40. Graficos gerados pelo QTL Cartographer demonstrando os QTLs para
teor de extrativos mapeados por intervalo composto nos grupos de ligagéao 8 (A) e
10 (B) do genoma do E. grandis. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os

marcadores do grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de
permutacdo com 5% de significancia foi de 2,7.
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Figura 41. Grafico gerado pelo QTL Cartographer demonstrando o QTL para teor
de extrativos mapeado por intervalo composto no grupo de ligacdo 6 do genoma
do E. urophylla. Eixo Y: valor de LOD; Eixo X: intervalos entre os marcadores do
grupo de ligagdo. O valor de LOD critico definido pelo teste de permutagdo com

5% de significancia foi de 2,6.

3.5. Analise da co-localizagao dos QTLs

Para todas as 14 caracteristicas fenotipicas analisadas foi detectado pelo
menos um QTL por intervalo composto nos mapas gerados pela estratégia de
pseudo-cruzamento teste. A Tabela 4 fornece um sumario das informacgdes de
todos os QTLs detectados por essa estratégia de analise. O posicionamento dos
QTLs para todos os caracteres nos grupos de ligagdo do parental feminino (Figura
42) e masculino (Figura 43), permitiu verificar a existéncia de pontos quentes (“hot
spots”) de QTLs. O grupo de ligagdo 10, tanto do E. grandis quanto do E.
urophylla, € um exemplo disso. Nesse grupo ocorre co-localizagdo de QTLs para
diferentes caracteristicas. Outros pontos quentes ocorreram nos grupos de ligagéo

4 e 6 do parental masculino.
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Tabela 4. Sumario das informacdes dos QTLs detectados por intervalo composto

pela estratégia de pseudo-cruzamento teste. Estdo descritos os genitores e os

grupos de ligacao onde os QTLs foram detectados, bem como seus valores de

LOD, porcentagem da variagao explicada e os marcadores que os flanqueiam.

Caracteristica Genitor Grupode  Valor de Variagao Marcadores
ligacao LOD explicada (%) dos flancos
Diametro E. grandis 6 4.1 8,3 Embra196b - Embra627
Diametro E. urophylla 6 4,3 9,1 Embra173 - Embra627
Diametro E. urophylla 11 2,9 6,7 Embra191 - Embra655
Altura E. urophyilla 2 3,1 7,0 Embra063 - Embra159
Altura E. urophyilla 11 3,2 7,9 Embra191 - Embra655
Pilodyn E. grandis 8 3,1 7,7 EG117 - Embra1468
Pilodyn E. grandis 10 3,0 7,0 Embra136 - Embra385
Pilodyn E. urophyilla 6 7,4 15,4 ENO16 - Embra028
Pilodyn E. urophylla 9 3,5 6,4 EG115 - Embra018
Pilodyn E. urophylla 9 3,7 8,0 Embra109 - Embra357
Densidade E. grandis 6 3,3 71 Embra020 - Embra081
Densidade E. grandis 8 2,8 5,8 Embra692 ...*
Densidade E. urophylla 3 2,9 6,6 EGO061 ...
Glicana E. grandis 6 3,1 6,5 Embra020 - Embra081
Glicana E. grandis 9 2,7 10,1 Embra172 - Embra103
Glicana E. urophyilla 7 2,8 53 Embra069 - ENO14
Xilana E. grandis 8 2,9 6,0 Embra1175 - Embra082
Xilana E. urophylla 4 4,3 9,5 ES054 - Embra662
Xilana E. urophyilla 10 57 16,6 Embra108 - Embra194
Ac. MeGu E. grandis 4 3,2 8,0 Embra137 ...
Ac. MeGu E. urophylla 4 6,3 11,7 Embra213 - Embra044
Ac. MeGu E. urophyilla 10 8,6 19,6 Embra022 - Embra385
Ac. MeGu E. urophyilla 10 3,0 5,6 Embra108 - Embra194
Ac. GaUu E. urophylla 4 3,5 7,6 ES054 - Embra662
Ac. Gau E. urophylla 10 3,7 11,0 Embra108 - Embra194
Lignina E. grandis 8 2,7 6,5 Embra139 - Embra057
Lignina E. grandis 8 3,2 7,2 Embra053 - Embra1175
Lignina E. grandis 10 3,8 7,6 Embra659 - Embra729
Lignina E. urophylla 1 3,2 53 Embra006 - Embra676
Lignina E. urophyilla 4 8,5 13,1 Embra213 - Embra044
Lignina E. urophylla 10 9,8 17,2 Embra136 - Embra385
Rel. S/G E. urophyilla 1 2,7 5,0 Embra006 - Embra676
Rel. S/G E. urophylla 10 3,6 7,6 Embra136 - Embra022
Rel. S/G E. urophylla 10 3,1 6,4 Embra106 - Embra624
Alcali efetivo E. grandis 10 7.4 16,2 Embra136 - Embra022
Alcali efetivo  E. urophylla 6 4,0 7,7 Embra627 - Embra187
Alcali efetivo  E. urophylla 10 3,9 8,3 Embra194 - Embra624
Alcali efetivo  E. urophylia 1" 3,0 7,4 Embra221 - Embra176
Rend. Dep.  E. urophylla 10 4,8 12,8 Embra106 - Embra194
Viscosidade E. grandis 5 3,0 17,8 Embra138 - Embra1063
Viscosidade E. grandis 10 6,8 13,2 Embra659 - Embra022
Viscosidade E. urophylla 5 3,6 7,9 Embra152 - Embra160
Viscosidade E. urophylla 6 3,8 7,6 Embra187 ...
Viscosidade E. urophylla 11 3,0 71 Embra221 - Embra176
Extrativos E. grandis 8 3,2 6,6 Embra692 ...
Extrativos E. grandis 10 2,9 57 Embra136 - Embra385
Extrativos E. urophylla 6 2,9 7,2 Embra646 - Embra1070

* Os trés pontos indicam que o valor de LOD continua aumentando até a extremidade do grupo de
ligacéo e que, portanto, ndo se tem nenhum marcador no outro flanco do QTL.

84



A Embra044 (A~ Embra242
1~ Embra146 |~ Embra1040
[~ Embra041
I Embra640

—— Embra332

|~ Embra341 |:L
— Embra004
L [N Embra137

‘—— Embra393

— Embra138
— Embra152

Embra1063
I~ Embra665
X Embra979

Embrat11
— Embra005
I~ Embra113
I~ Embra037

—— Embra169

B DAP

B Pilodyn [] Glicana

Figura 42. Localizacdo dos QTLs,

H

(=]

1D

+— Embra097
I~ Embra081
|~ Embra020

| L~ Embra362

— Embra345
I Embra290a

— Embra646

Embra1070
— Embra051
Embra173

|~ Embra008
r— Embra032
I Embra241
I~ ENO16

+— Embra196b
|~ Embra627

L~ Embra670
r— Embra028
[~ Embra1193
I~ Embra187

€

— Embra1643

[ Dens Basica M Xilana

OB

— Embra167b

— EG117

r— Embra1468
I~ Embra047b

— Embra157
=~ Embra048

— Embra139

— Embra057

|+ Embra003
[T~ Embra053

|- Embra1175
+— Embra082
I Embra119
[~ Embra224
[N Embra692

d

— ES076

B Lignina

D

[

— Embra217

— ES211
— Embra183

— Embra018
—ES140

— Embra941
— Embra172

-~ Embra103
- Embra357
™~ EG089

HDE[

1

[TD

d

0

-~ Embra659
r— Embra729
I~ Embra136

— Embra022

|~ Embra385
Embra731
r— Embra124
>~ Embra038
Embra101

— Embra040

[] Viscosidade
B Ac. metilglucurénico [ Alcali efetivo [] Extrativos

para todos os caracteres fenotipicos

analisados, nos diferentes grupos de ligacdo do parental feminino (E. grandis).

Apenas os grupos de ligagédo e as caracteristicas para as quais mapeou-se QTLs

estdo demonstrados. As barras demonstram as regides onde o valor de LOD

ultrapassou o limiar definido pelo teste de permutacdo com nivel de significancia

de 5% e as setas localizam a regido de maior verossimilhangca em cada QTL.
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para todos os caracteres fenotipicos

analisados, nos diferentes grupos de ligagdo do parental masculino (E. urophylla).

Apenas os grupos de ligagao onde foram mapeados QTLs estdo demonstrados.

As barras demonstram as regides onde o valor de LOD ultrapassou o limiar

definido pelo teste de permutagdo com nivel de significancia de 5% e as setas

localizam a regido de maior verossimilhanga em cada QTL.
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A co-localizacdo de QTLs ocorreu principalmente nas caracteristicas
correlacionadas. No g.l. 6 do E. grandis (Figura 42) foram identificados QTLs na
mesma posigao para as caracteristicas densidade basica e teor de glicana da
madeira (ry= - 0,97). O mesmo ocorreu no g.l. 10 do parental feminino para
viscosidade da polpa celulésica e porcentagem de alcali efetivo utilizado na
polpagdo (ry= - 0,67) e no g.l. 8 desse mesmo parental para os caracteres
densidade basica e teor de extrativos da madeira (ry= - 0,71). Outra co-
localizagdo de QTLs ocorreu no g..10 também do parental feminino para os
caracteres teor de extrativos da madeira e profundidade de penetracdo da haste
do Pilodyn, mas esses caracteres n&o foram correlacionados (rx,= - 0,03).

No genoma do E. urophylla, um numero ainda maior de QTLs ocorreram de
forma co-localizada (Figura 43). Os caracteres teor de lignina e relagao
siringil/guaiacil (r«,= - 0,75) tiveram QTLs sobrepostos no g.l. 1 e g.I. 10. Altura e
DAP (ry,= 0,72) tiveram QTLs co-localizados no g.l. 11. Os agucares xilana e acido
galactourénico (ry,= 0,95) tiveram QTLs co-localizados no g.l. 4 e g.I. 10. Os
caracteres viscosidade e alcali efetivo (ry= - 0,67) mapearam QTLs sobrepostos
nos grupos de ligagédo 6 e 11. Para o teor de lignina e de acido metilglucurénico da
madeira (ry,= - 0,80) QTLs co-localizados foram mapeados no g.l. 4 e g.l. 10. No
g.l. 10 também houve duas co-localizacbes de QTLs para a relagao
siringil/guaiacil e acido metilglucurénico (rx,= 0,61).

O mapeamento de microssatélites completamente informativos em ambos
parentais oferece a oportunidade de verificar a ocorréncia de QTLs em regides
homdlogas do genoma dos parentais. O caractere DAP teve QTLs mapeados na
mesma regido do g.l. 6 em ambos parentais. O mesmo ocorreu para os caracteres

viscosidade da polpa celuldsica no g.l. 5 e teor de lignina da madeira no g.l. 10.
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3.6. Mapeamento de QTLs pela estratégia de pares de irmaos

Para o mapeamento de QTLs por intervalo através da estratégia de pares
de irmaos, desenvolvida por Fulker e Cardon (1994), foi necessario a construgao
de um novo mapa integrado no programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2004). Para
esse mapeamento foram descartados 27 locos cujas proporgdes genotipicas

observadas diferem das esperadas, de acordo com a primeira lei de Mendel, com

um nivel de significancia de 1% pelo teste de X? . Também n&o foram incluidos 14
locos que possuem mais de 20 individuos com dados gendtipos perdidos devido
as falhas na PCR e 26 locos que nao tiveram um suporte estatistico para o seu
ordenamento (“jump threshold” maior do que 5,0) no mapa integrado construido no
JoinMap. Dos 168 locos restantes, 166 mapearam em 11 grupos de ligagao, cujos
comprimentos variaram de 54,6 a 120,8 cM (Figura 44). O comprimento total do
mapa foi de 919,2 cM, com um intervalo médio entre marcadores de 5,5 cM. A
maior distancia entre dois marcadores foi de 33,3 cM e ocorreu entre 0 Embra046
e 0 Embra347 em uma das extremidades do grupo de ligagao 7.

Para a analise comparativa da metodologia de mapeamento de QTLs no
mapa integrado por meio da estratégia de pares de irmaos de Fulker e Cardon
com o mapeamento de QTLs em cada parental separadamente, foram escolhidos
0s quatro caracteres com o maior numero de QTLs mapeados através da
estratégia de pseudo-cruzamento teste, sendo elas: profundidade de penetragao
do Pilodyn, teor de lignina da madeira, porcentagem de alcali efetivo utilizado na
polpacdo e viscosidade da polpa celulésica. Nesses quatro caracteres foram
realizadas as analises de mapeamento de QTLs por intervalo através da

estratégia de pares de irméos de Fulker e Cardon (1994).
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Figura 44. Mapa genético construido no GQMOL para mapeamento de QTLs pela

estratégia de pares de irmaos de Fulker e Cardon. O mapa é constituido por 166

marcadores microssatélites genotipados em uma familia de 188 irm&os-completos

de E. grandis x E. urophylla. Os grupos de ligacdo estdo numerados de acordo

com 0 mapa genético referéncia para o género Eucalyptus (Brondani et al., 2002).
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3.6.1. Mapeamento de QTLs para profundidade de penetracao do Pilodyn

Para a caracteristica profundidade de penetragdo da haste do Pilodyn foram
mapeados 6 QTLs através da estratégia de pares de irmdos. Esses QTLs
localizaram-se nos grupos de ligagdo 2, 3, 6, 8, 9 e 10 e seus valores de

estatistica F na regido de maior verossimilhanca foram 13, 17, 62, 22, 21 e 17,

.

4 I I I I I I I I I I J. I I I I I I I J.

respectivamente (Figura 45).
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Figura 45. Graficos gerados pelo GQMOL demonstrando os QTLs para
penetracdo do Pilodyn mapeados através da estratégia de pares de irmaos nos
grupos de ligagao 2, 3, 6, 8, 9 e 10. Eixo Y: valor de F; Eixo X: distancias
genéticas em cM entre os marcadores (representados por circulos abertos) do

grupo de ligacéo. O nivel de significancia definido foi de 0,1% (F = 10,8).

3.6.2. Mapeamento de QTLs para teor de lignina da madeira

Para o teor de lignina da madeira foram mapeados 5 QTLs através da
estratégia de pares de irmaos. Esses QTLs localizaram-se nos grupos de ligagao
3, 4, 9 e 10, sendo que no g.l. 10 foram identificados 2 QTLs. Os valores da
estatistica F na regido de maior verossimilhanga desses QTLs foram 14, 32, 19,

106 e 43, respectivamente nesses grupos de ligagao (Figura 46).

91



0 T B8 T

s

T

0w

10 R

85 T

am i
2635

E::::IIII"’\’j”‘HN1

1 158 w3 a0g 545

G.L. 09 G.L. 10

N I [ I T S I P P I N
LI IR B B B BT S I B A 1 S S p

4 &
= s
L] 15.4 6.8 §5.2 T8

F.%
+
-

Figura 46. Graficos gerados pelo GQMOL demonstrando os QTLs para teor de
lignina da madeira mapeados atraves da estratégia de pares de irmaos nos grupos
de ligacéo 3, 4, 9 e 10. Eixo Y: valor de F; Eixo X: distédncias genéticas em cM
entre os marcadores (representados por circulos abertos) do grupo de ligacdo. O

nivel de significancia definido foi de 0,1% (F = 10,8).

3.6.3. Mapeamento de QTLs para porcentagem de alcali efetivo utilizado no

processo de polpagao

Para a porcentagem de alcali efetivo foram mapeados 3 QTLs através da
estratégia de pares de irmaos. Esses QTLs localizaram-se nos grupos de ligacao
6, 10 e 11 e seus valores de estatistica F na regido de maior verossimilhanca

foram 13, 91 e 16, respectivamente (Figura 47).
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Figura 47. Gréaficos gerados pelo GQMOL demonstrando os QTLs para alcali
efetivo mapeados através da estratégia de pares de irmaos nos grupos de ligacao
6, 10 e 11. Eixo Y: valor de F; Eixo X: distancias genéticas em cM entre os
marcadores (representados por circulos abertos) do grupo de ligagéo. O nivel de
significancia definido foi de 0,1% (F = 10,8).

3.6.4. Mapeamento de QTLs para viscosidade da polpa celulésica

Para a viscosidade da polpa celuldsica foram mapeados 5 QTLs através da
estratégia de pares de irmaos. Esses QTLs localizaram-se nos grupos de ligagao
5 6, 9, 10 e 11, sendo seus valores de estatistica F na regido de maior

verossimilhanga iguais a 24, 13, 21, 84 e 23 respectivamente (Figura 48).
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Figura 48. Graficos gerados pelo GQMOL demonstrando os QTLs para
viscosidade da polpa celulésica mapeados através da estratégia de pares de
irm&os nos grupos de ligacdo 5, 6, 9, 10 e 11. Eixo Y: valor de F; Eixo X distancias
genéticas em cM entre os marcadores (representados por circulos abertos) do
grupo de ligagao. O nivel de significancia definido foi de 0,1% (F = 10,8).
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3.7. Andlise comparativa dos QTLs mapeados por intervalo pela estratégia

de pares de irmaos e de pseudo-cruzamento teste

Para comparacdo da metodologia de mapeamento de QTLs no mapa
integrado através da estratégia de pares de irmaos (Fulker e Cardon, 1994) com o
mapeamento de QTLs nos mapas de cada parental separadamente através de
intervalo simples (Lander e Botstein, 1989) e composto (Zeng, 1994), o mapa
integrado construido no GQMOL foi alinhado com os mapas do pseudo-
cruzamento teste construidos no MapMaker. Nos grupos de ligagado alinhados
foram identificados os QTLs mapeados por essas diferentes estratégias para as 4
caracteristicas selecionadas: penetracdo do Pilodyn, teor de lignina da madeira,

alcali efetivo utilizado na polpacéao e viscosidade da polpa celuldsica.

3.7.1. Analise comparativa dos QTLs mapeados para profundidade de

penetracao do Pilodyn

A comparagao das localizagbes dos QTLs para penetragédo do Pilodyn
detectados no genoma de cada parental pela estratégia de pseudo-cruzamento
teste com aqueles detectados no mapa integrado pela estratégia de pares de
irmaos estao demonstradas na Figura 49.

Os QTLs detectados através da estratégia de pares de irmaos nos grupos
de ligacado 21 e 3l ndo foram detectados, através das metodologias classicas de
mapeamento por intervalo simples e composto, nos respectivos grupos de ligagao
dos mapas do pseudo-testcross. As significancias desses QTLs foram, juntamente
com aquele localizado no g.l. 10l, as menores dentre os QTLs detectados pela
estratégia de pares de irméos.

Também nao houve coincidéncia entre o posicionamento dos QTLs
identificados nos grupos de ligagéo 9P e 9l. Isso deve ter ocorrido porque foram

detectados 2 QTLs por intervalo composto no parental masculino, o que pode
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dificultar a localizacdo precisa desses sem a utilizacdo de co-fatores em
regressdes multiplas.

Por outro lado, os QTLs dos grupos de ligacéo 6, 8 e 10 foram detectados
tanto através da analise do genoma de cada parental separadamente, pela
estratégia de pseudo-cruzamento teste, como através da analise do mapa
integrado, pela estratégia de pares de irmaos. Esses QTLs detectados por essas
estratégias foram localizados nas mesmas regides do genoma. O QTL de maior
significancia pela estratégia de pares de irmaos localizado no g.l. 61 também foi o
QTL de maior significancia nas analises por pseudo-cruzamento teste, sendo
detectado no parental masculino (g.l. 6P). Os QTLs dos grupos de ligacdo 8M e
10M, s6é puderam ser detectados através da inclusdo de co-fatores por meio do

mapeamento por intervalo composto.
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Figura 49. Grupos de ligacdo onde foram localizados QTLs para penetragdo do
Pilodyn pelos métodos: regressao de pares de irmaos de Fulker e Cardon (barras
identificadas por FC), mapeamento por intervalo simples (barras identificadas por
IS) e mapeamento por intervalo composto (barras identificadas por IC). Os grupos
de ligagao do parental masculino, feminino e integrado, identificados com as letras
P, M e |, respectivamente, estdo alinhados para permitir a comparagdo do
posicionamento dos QTLs. Linhas pontilhadas ligam locos microssatélites comuns

nos diferentes mapas.
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3.7.2. Andlise comparativa dos QTLs mapeados para teor de lignina da

madeira

A comparagao das localizagbes dos QTLs para teor de lignina da madeira
detectados no genoma de cada parental pela estratégia de pseudo-cruzamento
teste com aqueles detectados no mapa integrado pela estratégia de pares de
irmaos estao demonstradas na Figura 50.

Os QTLs detectados através da estratégia de pares de irmaos nos grupos
de ligagao 3l e 9l ndo foram detectados nos mapas do pseudo-cruzamento teste
através do mapeamento por intervalo simples e composto. O nivel de significancia
desses QTLs foram os menores detectados pela estratégia de pares de irmaos.

Por outro lado, os QTLs detectados através do mapeamento por intervalo
compostos nos grupos de ligacdo 1P e 8M né&o foram detectados pela estratégia
de pares de irmaos. Isso pode ser explicado pela baixa significancia desses QTLs
quando nao sao utilizados co-fatores para controle de parte da variabilidade
residual. No caso do grupo de ligagcao 8M, a detecgao dos QTLs pela estratégia de
pares de irmaos é ainda mais complicado porque nesse grupo foram detectados
dois QTLs geneticamente ligados. A nao deteccdo de QTL no g.. 11l pela
estratégia de pares de irmaos € mais dificil de ser explicada, uma vez que no g.l.
11P foi detectado QTL sem a inclusdo de co-fatores (intervalo simples).

Por outro lado, também para o teor de lignina da madeira, os QTLs de
maior significancia detectados através da estratégia de pares de irmaos também
foram os de maior significancia na andlise do genoma de cada parental pela
estratégia de pseudo-cruzamento teste. Um desses QTLs co-localizou-se nos
grupos de ligagdo 4P e 41. O outro co-localizou-se nos grupos 10P e 10l. Esses
QTLs foram localizados no genoma do parental masculino tanto por intervalo

simples como por intervalo composto.
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Figura 50. Grupos de ligacdo onde foram localizados QTLs para teor de lignina da
madeira pelos métodos: regresséo de pares de irméos de Fulker e Cardon (barras
identificadas por FC), mapeamento por intervalo simples (barras identificadas por
IS) e mapeamento por intervalo composto (barras identificadas por IC). Os grupos
de ligagao do parental masculino, feminino e integrado, identificados com as letras
P, M e |, respectivamente, estdo alinhados para permitir a comparagao do
posicionamento dos QTLs. Linhas pontilhadas ligam locos microssatélites comuns
nos diferentes mapas.

100



3.7.3. Analise comparativa dos QTLs mapeados para porcentagem de alcali

efetivo utilizado no processo de polpagao

A comparagdo das localizagbes dos QTLs para porcentagem de alcali
efetivo detectados no genoma de cada parental por meio da estratégia de pseudo-
cruzamento teste com aqueles detectados no mapa integrado pela estratégia de
pares de irmaos estdo demonstradas na Figura 51.

Para essa caracteristica, todos os QTLs detectados no mapa integrado pela
estratégia de pares de irmaos também foram detectados nas analises dos mapas
de cada parental através do mapeamento por intervalo composto. A reciproca
também ocorreu para todos os QTLs detectados pela estratégia de pseudo-
cruzamento teste.

Os QTLs de menor significancia detectados pela estratégia de pares de
irmaos, grupos de ligagao 6l e 111, s6 puderam ser detectados nos mapas de cada
parental através do mapeamento por intervalo composto. Nessas regides, sem a
inclusdo dos co-fatores (mapeamento por intervalo simples) os valores de LOD
nao ultrapassaram o nivel critico.

Por outro lado, novamente o QTL de maior significancia detectado pela
estratégia de pares de irmaos (g.l. 101), também foi o QTL de maior valor de LOD
nas analises por meio do pseudo-cruzamento teste (g.. 10M). Esse QTL foi
detectado tanto através do mapeamento por intervalo simples como por intervalo

composto.
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Figura 51. Grupos de ligagdo onde foram localizados QTLs para alcali efetivo
pelos métodos: regressdo de pares de irmaos de Fulker e Cardon (barras
identificadas por FC), mapeamento por intervalo simples (barras identificadas por
IS) e mapeamento por intervalo composto (barras identificadas por IC). Os grupos
de ligagao do parental masculino, feminino e integrado, identificados com as letras
P, M e |, respectivamente, estdo alinhados para permitir a comparagao do
posicionamento dos QTLs. Linhas pontilhadas ligam locos microssatélites comuns

nos diferentes mapas.
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3.7.4. Anadlise comparativa dos QTLs mapeados para viscosidade da polpa

celuldsica

A comparagao das localizagbes dos QTLs para viscosidade da polpa
detectados nos mapas de cada parental por meio da estratégia de pseudo-
cruzamento teste com aqueles detectados no mapa integrado pela estratégia de
pares de irméos estdo demonstradas na Figura 52.

Para essa caracteristica, os QTLs detectados pela estratégia de pares de
irmaos, com excegao daquele detectado no g.l. 91, também foram detectados por
meio da estratégia de pseudo-cruzamento teste. Da mesma maneira, todos os
QTLs detectados nas analises dos mapas de cada parental separadamente
também foram detectados por meio da estratégia de pares de irméos.

O QTL detectado no grupo de ligagcao 9l possui valor de F relativamente
baixo (F=23), mas o de menor valor de F é aquele localizado no g.l. 61. Apesar
disso, o QTL do grupo de ligagédo 6 também foi detectado no genoma do parental
masculino (g.l. 6P), ja o do g.l. 9 ndo foi detectado em nenhum dos mapas do
pseudo-cruzamento teste.

Também para a viscosidade da polpa celulésica, os QTLs de maior
significancia pela estratégia de pares de irmaos (g.l. 10l) como pela de pseudo-

cruzamento teste (g.l. 10M), foram coincidentes.
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Figura 52. Grupos de ligacdo onde foram localizados QTLs para viscosidade da
polpa celuldsica pelos métodos: regressao de pares de irméos de Fulker e Cardon
(barras identificadas por FC), mapeamento por intervalo simples (barras
identificadas por IS) e mapeamento por intervalo composto (barras identificadas
por IC). Os grupos de ligagdo do parental masculino, feminino e integrado,
identificados com as letras P, M e |, respectivamente, estdo alinhados para
permitir a comparagao do posicionamento dos QTLs. Linhas pontilhadas ligam

locos microssatélites comuns nos diferentes mapas.
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4 - DISCUSSAO

Foram genotipados 235 locos microssatélites em 188 irmaos completos de
um cruzamento entre E. grandis e E. urophylla. O numero de marcadores foi
adequado para cobrir de forma satisfatéria os 11 grupos de ligacdo do mapa
referéncia de Eucalyptus (Brondani et al., 2002). Dois outros trabalhos também
utilizaram uma familia de irm&os-completos proveniente de um cruzamento entre
E. grandis x E. urophylla para constru¢do de mapas pela estratégia de pseudo-
cruzamento teste (Grattapaglia e Sederoff, 1994; Verhaegen e Plomion, 1996). Os
comprimentos totais desses mapas variaram de 1101 a 1552 cM, o que esta
proximo dos valores 1311 e 1116 cM encontrados nos mapas dos parentais E.
grandis e E. urophylla no presente trabalho.

Esses mapas genéticos gerados para cada parental por meio do programa
MapMaker possuem comprimentos totais maiores quando comparados ao mapa
integrado gerado pelo JoinMap (950,8 cM). Esse comportamento ndo era
esperado ja que em ambos programas foi utilizada a mesma funcdo de
mapeamento e nos mapas do pseudo-cruzamento teste foram utilizados um
numero menor de marcadores, ja que alguns ndo segregaram em um dos
parentais e outros foram descartados para garantir o suporte estatistico para o
ordenamento. Essa diferengca nas frequéncias de recombinacdo entre os locos
pode ser causada por uma diferenca nos algoritmos de analise multiloco utilizados
no calculo das distancias genéticas.
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A colinearidade entre os marcadores completamente informativos
localizados nos mapas de ambos parentais, visualizada no alinhamento dos
grupos de ligagao (Figura 3), demonstra que os mapas gerados por meio da
estratégia de pseudo-cruzamento teste foram bem ordenados. Somente duas
inversdes de ordem, uma no g.l. 2 e outra no g.l. 9, foram observados nesses
mapas.

O fato de haver um maior numero de marcadores (16% a mais) segregando
no parental masculino em relacdo ao feminino € um indicativo de uma maior
heterozigosidade no genitor E. urophylla. Essa maior heterozigosidade pode
explicar o maior numero de QTLs identificados por intervalo composto nesse
parental. Outra explicacdo seria uma maior cobertura do genoma pelo mapa
genético do E. urophylla devido ao maior numero de locos segregantes. Porém, o
alinhamento dos mapas dos dois parentais, indica que esse parece ndo ser o
caso. A avaliacdo da heterozigosidade dos individuos poderia ser conduzida a
priori para auxiliar na escolha dos genitores a serem utilizados em cruzamentos
para a deteccdo de QTLs.

Muitos dos caracteres fenotipicos utilizados para a deteccdo de QTLs
tiveram baixa variabilidade na familia de irmaos-completos deste trabalho. Os
caracteres teor de xilana, teor de acido metilglucurbénico, teor de acido
galactourdnico, teor de lignina e rendimento depurado, tiveram coeficientes de
variacado (CV) menores do que 5,0. Os caracteres densidade basica da madeira e
teor de glicana foram ainda menos variaveis, com CV menores do que 2,0. A baixa
variabilidade em caracteres quantitativos pode ser indicativo de uma menor
heterozigosidade nos QTLs, o que dificultaria suas detecgbes. Porém, apesar da
baixa variabilidade encontrada nesses caracteres, foi possivel a detecgdo de
QTLs, tanto pela analise de marcas individuais como pelo mapeamento por
intervalo composto, para todas as 14 caracteristicas fenotipadas na familia de
irmaos-completos. Isso demonstra que uma porgao dessa pequena variabilidade &
devido a efeitos genéticos, ou seja, ha heterozigosidade nos QTLs e os alelos

desses locos possuem diferencas de efeitos médios suficientemente grandes para
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permitir a deteccdo do QTL em uma familia de 188 irmaos-completos com um
nivel de 5% de significancia.

O fato de se ter detectado QTLs para todas as caracteristicas também
surpreende devido a forma como os dados fenotipicos foram coletados. As
analises das caracteristicas foram feitas uma unica vez, em arvores individuais,
dispostas no campo sem um delineamento estatistico. A inexisténcia de repeti¢coes
nas fenotipagens tende a dificultar a detecgdo de QTLs devido ao excesso de
variagdo ambiental. A deteccdo de QTLs com grande significancia estatistica e
que explicam grande por¢do da variabilidade fenotipica, fazem com que nesse
cruzamento seja potencialmente interessante a realizagdo de um mapeamento de
maior resolucdo, diminuindo as distancias entre marcadores e regides gendémicas
de interesse para eventuais clonagens posicionais de genes. Nesse sentido, essa
populacdo foi clonada e plantada, pelo projeto Genolyptus, com delineamentos
experimentais em trés diferentes regides de relevancia para a eucaliptocultura
nacional. Esses plantios estdo com trés anos de idade, e as primeiras coletas de
dados fenotipicos estdo sendo conduzidas. Assim, as genotipagens aqui
realizadas serao aproveitadas para mapeamento de QTLs com dados
potencialmente mais acurados, que refletem de maneira mais precisa as
diferengcas genotipicas entre os individuos. Sera interessante fazer uma
comparagao entre o numero, posi¢cao e magnitude de efeito dos QTLs mapeados
neste trabalho com aqueles mapeados com base nas populagdes dos
experimentos do Genolyptus. Com isso, espera-se mapear QTLs com maior
precisdo tendo em vista a maior herdabilidade das caracteristicas avaliadas em
nivel de média de clone e ndo apenas de individuo unico. Esse delineamento
experimental, também permitirda as analises da estabilidade do efeito dos QTLs
nesses diferentes ambientes, informacao extremamente util para utilizagdo dos
alelos desses QTLs na pratica do melhoramento florestal.

Ainda com relagdo ao melhoramento florestal, vale destacar alguns QTLs
que explicam grande proporcdo da variabilidade fenotipica encontrada em
caracteres de interesse para a industria de celulose e papel. Como os genitores da

familia de irmaos completos desse trabalho sao arvores elite, provavelmente
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utilizados em populagdes de melhoramento classico da Votorantim Celulose e
Papel (VCP), as informag¢des de mapeamento de QTLs podem ser extremamente
uteis para propor experimentos de selegdo assistida por marcadores em
descendéncias derivadas destes genitores. Assim, levando em conta a
importancia da densidade basica da madeira no processo de extragao da celulose,
o QTL identificado no g.Il. 6 do E. urophylla, que explica 15,4% das variagdes na
penetracdo do Pilodyn, tem potencial importante para auxiliar o melhoramento.
Para o teor de lignina da madeira foram identificados dois QTLs com grande
efeito, um no g.l. 4 e outro no g.l. 10 do parental E. urophylla, que explicam 13% e
17% da variacdo fenotipica. Com relagdo aos carboidratos xilana e acido
metilglucurénico, principais constituintes da fracdo hemicelulésica da madeira de
eudicotiledéneas, QTLs de grande efeito também foram identificados no g.l. 10 do
E. urophylla. Nesse mesmo g.l. 10 do parental masculino também foi encontrado
um QTL para rendimento depurado que explica 13% da sua variabilidade na
populagédo. Outro QTL interessante para a industria de celulose foi localizado no
g.l. 10 do parental E. grandis e explica 16% da variagdo na porcentagem de alcali
efetivo utilizado na polpagdo. Outros dois QTLs, identificados no g.I. 5 e g.I. 10 do
parental E. grandis para viscosidade da polpa celuldsica, explicam uma grande
propor¢cao da variabilidade fenotipica. Pela importancia desses caracteres na
definicdo da qualidade da madeira para o processo de extragao da celulose, os
microssatélites flanqueadores desses QTLs podem ser utilizados como guias em
selecdes assistidas por marcadores. Os alelos favoraveis desses QTLs podem ser
positivamente selecionados ou, alternativamente, os alelos desfavoraveis podem
ser negativamente selecionados com base nos microssatélites, auxiliando os
processos seletivos do melhoramento florestal classico. E importante destacar que
o tamanho da progénie do presente trabalho é relativamente pequeno. Essas
populacdes tendem a superestimar os efeito dos QTLs, como foi demonstrado e
discutido por Brown et al. (2003) em populagcées de Pinus. Com isso, muitos
desses QTLs aqui identificados, deverao ter o seu nivel de significancia diminuido

em populacdes de mapeamento maiores.
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Do ponto de vista das analises estatisticas, em geral, nas regides onde
foram localizados QTLs pelo mapeamento por intervalo composto também foram
identificados marcadores significativamente ligados a QTLs pela analise de
variancia das marcas individualmente. Isso s6 ndo ocorreu com alguns poucos
QTLs de efeito extremamente pequeno ou em grupos de ligagdo com QTLs
geneticamente ligados, cujos alelos de efeitos opostos estdo no mesmo
cromossomo homdlogo. Esses QTLs sé puderam ser localizados com a incluséo
de co-fatores em regressdo multipla. Por outro lado, muitos dos marcadores
identificados como significativamente ligados a QTLs pela analise de variancia
foram localizados em regides onde o valor de LOD ndo ultrapassou o limiar
estatistico do mapeamento por intervalo composto, seja no genoma do parental
masculino ou feminino. A primeira explicacdo para isso pode estar no fato de que
os efeitos da interacdo entre os alelos dos dois parentais (dominancia) estao
sendo testados na analise de variancia, ja no mapeamento de QTLs por intervalo
composto este efeito esta confundido com a aditividade, uma vez que a
segregacao dos marcadores e, portanto, dos QTLs estd sendo avaliada no
genoma de cada parental separadamente. Outro fato que pode contribuir para
uma maior ocorréncia de erros do tipo | nas analises de marcas individuais é que a
maioria das caracteristicas fenotipicas avaliadas apresentou desvios de
normalidade pelo teste de Lilliefors com um nivel de 5% de significancia (dados
nao mostrados). As unicas caracteristicas cuja hipotese Hy de normalidade dos
dados nao foi descartada foram: teor de xilana, teor de acido metilglucurénico,
relagdo siringil/guaiacil, teor de lignina, rendimento depurado e viscosidade da
polpa. Os desvios de normalidade tornam imprecisa a definicdo do nivel de
significancia da ANOVA através da distribuicdo F. No caso do mapeamento de
QTLs por intervalo composto, como o nivel de significancia foi definido por meio
de permutacdes dos proprios dados fenotipicos, os desvios de normalidade nao
afetam a proporgao esperada de erros do tipo I. A maior probabilidade de erros do
tipo | pode explicar a grande quantidade de regides gendmicas com um unico

marcador ligado a QTL pela analise de variancia.
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Alguns dos caracteres analisados possuem alta associagéo linear. Muitos
desses caracteres correlacionados possuem QTLs co-localizados. Os caracteres
teor de lignina, alcali efetivo e viscosidade da polpa celuldésica foram altamente
correlacionados, 0 que ja era esperado uma vez que quanto maior o teor de
lignina na madeira, maior a quantidade de alcali necessaria na polpagao e, com
isso, mais as fibras de celulose serdo degradadas, diminuindo a viscosidade da
polpa. Esses trés caracteres tiveram QTLs co-localizados no g.I. 10 do parental
feminino e os caracteres alcali efetivo e viscosidade tiveram outros dois QTLs co-
localizados nos grupos de ligagdo 6 e 11 do parental masculino. Outra co-
localizagdo ocorreu no g.I. 10 do parental masculino para os caracteres relagao
siringil/guaicil, porcentagem de alcali efetivo e teor de acido metilglucurdnico.
Esses trés caracteres também s&o correlacionados entre si. A correlagao entre
relagéo siringil/guaicil e porcentagem de alcali efetivo é negativa, o que € plausivel
uma vez que quanto maior a relagao siringil/guaiacil, maior sera a reatividade da
lignina e, portanto, menor a quantidade de alcali necessario para sua remocao.

Outros caracteres correlacionados e que também tiveram QTLs co-
localizados foram altura e diametro das arvores, teor de lignina e de acido
metilglucurénico, teor de lignina e relacao siringil/guaiacil, densidade basica e teor
de glicana, densidade basica e teor de extrativos e, por fim, teor de xilana e de
acido galactourdnico. A co-localizagdo de QTLs para caracteres altamente
correlacionados sugere que um unico gene, com efeito pleiotropico, esteja
controlando parte da variabilidade em diferentes caracteres. Alternativamente, ndo
se pode destacar a hipétese de que genes ligados, em que a resolugdo do
mapeamento n&o permite separa-los, estejam controlando caracteres
correlacionados. Independentemente do tipo de controle genético desses
caracteres, € importante destacar que se os alelos favoraveis de QTLs co-
localizados estdo no mesmo cromossomo homodlogo, a selegéo assistida por
marcadores pode ser realizada para ambos caracteres simultaneamente. Do
contrario, se o alelo favoravel para um caractere atua desfavoravelmente para
outro ou possui um alelo desfavoravel ligado, a selegao assistida para ambos

caracteres se torna dificil nessa regiao genémica, devendo-se buscar outros QTLs
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para assistir o melhoramento. No caso dos caracteres teor de lignina, alcali efetivo
e viscosidade da polpa, os QTLs co-localizados no g.l. 10 do parental feminino
possuem alelos favoraveis para todos os caracteres localizados no mesmo
homdlogo, o que era esperado tendo em vista que o sentido da correlagao entre
esses caracteres também é favoravel. Isso permite com que a selegdo do alelo
que diminua o teor de lignina da madeira nessa regido, automaticamente
selecione o alelo que diminui a quantidade de alcali utilizada na polpagéao e o alelo
que aumente a viscosidade da polpa celulosica.

Uma correlagado esperada e que nao ocorreu neste trabalho foi entre os
caracteres profundidade de penetracédo da haste do Pilodyn e densidade basica da
madeira. A nao ocorréncia de associagao linear entre essas duas caracteristicas
pode ter duas causas. A primeira € que nessa familia de irmaos completos esses
caracteres podem realmente n&o ser correlacionados por algum motivo, como por
exemplo uma grande variabilidade na espessura da casca das arvores. Um
excesso de casca atrapalharia a penetragdo do Pilodyn, mas n&o seria problema
para a mensuracdo da densidade, que foi feita indiretamente pelo
Espectrofotdmetro (NIRS) em baguetas retiradas do tronco com um instrumento
perfurante. Um excesso de madeira de compressdao ou nos também poderia
contribuir para diminuir a correlagao entre Pilodyn e densidade basica da madeira.
Outra possibilidade é que para a densidade basica da madeira o NIRS nao foi
calibrado de forma precisa, impedindo a mensuracao precisa dessa caracteristica.

As analises de co-localizacdo de QTLs para os diferentes caracteres,
também permitiram verificar a existéncia de pontos quentes de QTLs nos
genomas dos parentais E. grandis (feminino) e E. urophylla (masculino). Foram 3
os grupos de ligagao que contiveram uma grande quantidade de QTLs: g.l. 4, g.l. 6
e g.l. 10. Os dois primeiros foram pontos quentes somente no parental masculino
e o ultimo nos dois parentais. Nesses grupos de ligagdo talvez possam ser
realizados maiores investimentos de recursos em mapeamento de alta resolugéo
para buscar genes de interesse para as industrias de base florestal. O

mapeamento de QTLs em outros gendtipos utilizando esses mesmos marcadores
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microssatélites € importante para confirmar ou ndo essas regides como pontos
quentes de QTLs para caracteres relacionados a qualidade da madeira.

Até hoje foram poucos os trabalhos de mapeamento utilizando marcadores
microssatélites em Eucalyptus, o que dificulta a avaliagdo da manifestagdo dos
QTLs aqui identificados em outros cruzamentos. Grattapaglia et al. (1996),
também mapearam QTLs para didmetro das arvores e densidade basica da
madeira. Apesar deste trabalho ter sido conduzido com a genotipagem de
marcadores RAPD, posteriormente, Brondani et al. (2002) mapeou cerca de 50
microssatélites nessa mesma populagédo. Alguns desses microssatélites também
foram genotipados neste trabalho, permitindo-nos estabelecer as relagdes de
homologia entre os grupos de ligacdo dos nossos mapas com os de Grattapaglia
et al. (1996). Com isso, foi possivel verificar que ndo houve coincidéncia de
posicionamento gendmico dos QTLs identificados para didametro das arvores e
densidade basica em ambos trabalhos. Thamarus et al. (2004), utilizaram um
mapa contendo 40 microssatélites, alguns também mapeados no presente
trabalho. Nesse trabalho foram mapeados QTLs para caracteres relacionados a
qualidade da madeira, dentre os quais estdo a densidade basica da madeira, o
rendimento depurado e o teor de celulose. Nao houve coincidéncia na localizagao
gendmica dos QTLs mapeados para teor de celulose (glicana) em ambos
trabalhos. Para densidade basica da madeira, Thamarus et al. (2004) mapearam
um QTL em um grupo de ligagdo homologo ao grupo de ligagdo 08 do mapa
referéncia. No mapa gerado para o E. grandis em nosso trabalho, foram
identificados, em posicoes distintas do grupo de ligagdo 08, um QTL para
densidade basica e outro para profundidade de penetragdo do Pilodyn. Para
rendimento de celulose, Thamarus et al. (2004) localizaram um QTL em um grupo
de ligagado homdélogo ao g.l. 10 do mapa referéncia. Em nosso trabalho também foi
identificado um QTL para rendimento depurado no grupo de ligagdo 10 do genitor
E. urophylla. Porém, devido a escassez de microssatélites comuns, mapeados em
ambos trabalhos, nao foi possivel verificar se os QTLs, localizados em grupos de
ligacdo homodlogos tanto para densidade quanto para rendimento de celulose,

foram localizados nas mesmas regides genbmicas dentro desses grupos. Mais
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recentemente, Missiaggia et al. (2005), construiram um mapa genético de
Eucalyptus utilizando exclusivamente marcadores microssatélites, muitos dos
quais também foram mapeados em nosso trabalho. Nesse trabalho, dentre outras
caracteristica, foram mapeados QTLs para profundidade de penetracdo do
Pilodyn, rendimento depurado, teor de lignina da madeira e didmetro das arvores.
De todos os QTLs mapeados, apenas um, para penetragdo do Pilodyn, foi
mapeado na mesma regiao gendmica onde foi identificado um QTL para a mesma
caracteristica com os nossos dados.

Ainda com relacdo a avaliacdo da deteccdo de QTLs em diferentes
gendtipos, € importante destacar os trés caracteres para os quais foram
mapeados QTLs em regides homologas de ambos genitores da familia de irmaos-
completos deste trabalho. Esses caracteres foram didmetro a altura do peito, teor
de lignina da madeira e viscosidade da polpa celulésica. Esses resultados
representam uma validacdo indireta da presenca do efeito desses QTLs em
diferentes genomas. A identificacdo de um mesmo QTL em diferentes genotipos
depende fundamentalmente da heterozigosidade desse loco nos genitores
utilizados nas familias de mapeamento e do fato de que os alelos desse loco
tenham diferengca de efeito médio suficientemente grande para poderem ser
detectados com os tamanhos de populagdes utilizados nos mapeamentos.
Interagdes epistaticas podem dificultar a deteccdo dos QTLs em diferentes
cruzamentos, na medida em que podem diminuir a diferenca do efeito médio dos
seus alelos. No caso de espécies florestais, devido a grande heterozigosidade e,
portanto, grande variabilidade alélica aos QTLs, espera-se um grande numero de
QTLs sendo detectados nos diferentes cruzamentos. A natureza das familias
utiizadas em mapeamentos genéticos de espécies florestais dificulta
sobremaneira a verificagcdo dos QTLs em diferentes “backgrounds” genéticos, ja
que nem todos os marcadores € QTLs sao polimdrficos em todos os cruzamentos.
Também vale destacar que os QTLs detectados em uma mesma regidao em
cruzamentos independentes podem, na verdade, se tratar do efeito dos alelos de
dois genes diferentes que estado geneticamente muito ligados. Portanto, somente a

realizacao de um mapeamento de alta resolugao podera confirmar se esses QTLs
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identificados em diferentes gendtipos sdo de fato devido aos efeitos dos alelos de
um mesmo gene. Apesar de laborioso, a avaliagcdo do efeito dos QTLs em
cruzamentos reciprocos e em cruzamentos com outros genitores, ou seja, em
outros “backgrounds” genéticos, é extremamente importante. Esse conhecimento
€ fundamental ndo s6 para se melhorar o entendimento do controle dos caracteres
quantitativos, como para utilizacdo dos QTLs na pratica do melhoramento florestal.
Se um QTL de grande efeito for detectado sistematicamente em diferentes
cruzamentos, a clonagem posicional do gene ou regiao regulatéria responsavel
por este efeito € extremamente interessante. O genitor E. grandis deste trabalho
faz parte de um dialelo incompleto do projeto Genolyptus que conta com varias
espécies de Eucalyptus. O mapeamento de QTLs nessas familias sera importante
para verificar se os QTLs identificados com o0s nossos dados nesse genitor
também se manifestam quando este é cruzado com outros gendtipos.

A comparagdo da estratégia de analise dos mapas de cada parental
separadamente através do mapeamento de QTLs por intervalo simples e
composto com a estratégia de mapeamento de QTLs por intervalo no mapa
integrado através da regressédo de pares de irmaos, demonstrou haver uma boa
congruéncia dos efeitos e localizagbes dos QTLs identificados por ambas
estratégias. De forma geral, os QTLs de maior significancia foram identificados de
forma precisa com as duas estratégias e os QTLs identificados por apenas uma
dessas metodologias possuiram baixa significAncia estatistica. Alguns QTLs
identificados através da estratégia de pares de irmaos s6 puderam ser localizados
pela estratégia de pseudo-cruzamento teste através da inclusdo de co-fatores no
mapeamento por intervalo composto. Tal resultado poderia nos levar a conclusao
de que a regressao de pares de irmao tem um maior poder de deteccdo de QTLs
em comparacdo com o mapeamento por intervalo simples, mas os niveis de
significancia empregados em ambas estratégias de andlise ndo sédo diretamente
comparaveis. Trabalhos de simulagdo comparando as duas estratégias serao
importantes na definicdo de qual método possui maior poder estatistico na
deteccdo dos QTLs. Uma desvantagem da estratégia de pares de irmaos em

relacdo a de pseudo-cruzamento teste € a nao identificagcdo direta da origem
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parental dos QTLs. Uma vantagem da estratégia de pares de irmdos é o
aproveitamento dos marcadores que segregam na proporgao 1:2:1, descartados
no pseudo-cruzamento teste, nas analises de mapeamento e detecgao de QTLs.

O mapeamento de QTLs através da estratégia de pares de irmaos € muito
utilizado em genética humana, onde a obtencdo de grandes familias para
mapeamento genético é bastante dificil. Nossos resultados demonstraram, assim
como outros trabalhos de simulagéo (Prof. Cosme D. Cruz, comunicagao pessoal),
ser possivel a deteccao de QTLs em uma unica familia de irmaos-completos.
Através de uma breve revisdo de literatura, percebe-se que esta estratégia ndo
tem sido utilizada em espécies vegetais. Esta metodologia pode ser melhor
explorada, néao s6 em espécies vegetais perenes, para as quais a obtengao de
delineamentos classicos de mapeamento € pouco factivel. Também em espécies
anuais, multiplas familias com varias gera¢cdes de melhoramento poderiam ser
utilizadas em novas estratégias de mapeamento de QTLs empregando a
regressao de pares de irmaos. A principal dificuldade dessa estratégia seria o
estabelecimento de um mapa consenso que melhor explica as frequéncias de
recombinacdo dos marcadores nos diferentes conjuntos meioticos (cruzamentos).
Analises de marcas individuais empregando a estratégia de pares de irméaos
poderiam ser utilizadas mais diretamente. Para o sucesso da estratégia de pares
de irmaos também €& necessario a utilizacdo de marcadores co-dominantes e
multialélicos para estimativas precisas do numero de alelos idénticos por
descendéncia (IBD) compartilhados pelos irmaos nos diferentes marcadores.
Nesse sentido, os microssatélites sdo a opcado débvia nesses estudos. Estudos
envolvendo populagcdes simuladas e reais sdo necessarios para comprovar a
aplicabilidade do método de mapeamento de QTLs pela regressdao de pares de
irmaos em multiplas familias. Em teoria, o mapeamento de QTLs em multiplas
familias teria um menor poder de deteccao para aqueles QTLs que manifestam
efeito somente em cruzamentos especificos. Por outro lado, os QTLs que
manifestam efeito em mudltiplos cruzamentos (“backgrounds” genéticos),
presumivelmente, seriam mais facilmente detectados por meio do mapeamento de

varias familias através da estratégia de pares de irméos.
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5 - CONCLUSAO

O numero de marcadores microssatélites genotipados permitiu uma
cobertura adequada dos genomas dos parentais com comprimentos totais de
mapa da ordem de 1100 a 1300 cM, na mesma faixa dos mapas publicados
anteriormente com outras classes de marcadores.

Foram detectados QTLs para todos os caracteres fenotipicos avaliados
independentemente da metodologia estatistica utilizada. Os QTLs de maior
significancia foram consistentemente detectados pelas analises de marcas
individuais, analises de intervalo composto nos mapas do pseudo-cruzamento
teste e andlises de intervalo no mapa integrado pela estratégia de pares de
irmaos.

Esses QTLs de maior significancia encontrados nesse cruzamento
fornecem pistas posicionais muito interessantes para programas de melhoramento
de empresas de base florestal. A posicdo de mapa destes QTLs podera ser
utilizada para dirigir experimentos de validacdo de QTLs em “backgrounds”
genéticos distintos bem como de selegao assistida precoce dentro de familias para
caracteristicas de expressao tardia tais como densidade e propriedades quimicas
da madeira.

Alguns QTLs mapearam de forma co-localizada para caracteres
correlacionados, sugerindo que um unico gene com efeito pleiotropico ou que um
conjunto de genes altamente ligados seja responsavel por esses QTLs. Para

muitos desses QTLs os alelos favoraveis estdo localizados no mesmo
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cromossomo homodlogo, o que facilitaria a selecdo assistida simultadnea para os
diferentes caracteres por eles controlados.

QTLs para trés caracteres foram identificados nas mesmas posi¢des
genbmicas em ambos genitores da familia de irmaos-completos deste trabalho.
Trés outros QTLs também foram identificados em grupos de ligagdes homdlogos
construidos a partir de cruzamentos de trabalhos independentes. Esses resultados
fornecem uma evidéncia preliminar da validacdo desses QTLs em outros

genotipos.
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CAPITULO 2

ANCORAGEM DE CLONES BAC NO MAPA GENETICO DE Eucalyptus.

RESUMO

A clonagem de fragmentos de DNA gendmico em vetores bacterianos
facilitou sobremaneira a manipulacdo fisica de genomas. A ordenacdo desses
clones, no chamado mapeamento fisico, busca reconstituir o genoma em
segmentos contiguos contendo insertos sobrepostos em alguma extensao. Tal
mapeamento € importante por fornecer uma trilha minima para o sequenciamento
gendmico, seja total ou localizado em regides que controlam caracteres de
interesse. As informacdées de mapeamento por recombinagdo genética de locos
controladores de caracteres quantitativos (QTLs) podem ser utilizadas como guias
para se buscar, em nivel fisico os genes candidatos responsaveis pelo controle da
variabilidade fenotipica na caracteristica de interesse. A integracdo do mapa
genético com clones BAC e finalmente com o mapa fisico completo € um passo
decisivo para a clonagem posicional de QTLs. Além disso, essa integragao
também ¢é importante na montagem do mapa fisico, uma vez que os marcadores
atuam como “ancoras” para orientar a posi¢cao e eventualmente unir os contiguos
pertencentes ao mesmo grupo de ligacdo. Mapas genéticos com algumas
centenas de microssatélites vem sendo construidos no ambito do projeto
Genolyptus e utilizados para o posicionamento de QTLs para diversas
caracteristicas de importancia silvicultural e industrial em Eucalyptus. No presente

trabalho foram selecionados 47 microssatélites regularmente distribuidos em
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mapa genético, visando a sua localizagdo em clones de uma biblioteca de 20.160
clones BAC, perfazendo uma cobertura do genoma de Eucalyptus de 4x. Esses
clones BAC foram agrupados de forma hierarquica para diminuir o numero de
PCRs necessarias para se chegar aqueles contendo os microssatélites. Além
disso, um dos iniciadores que flanqueiam os locos microssatélites foi marcado
com trés diferentes fluorescéncias, permitindo que a triagem da biblioteca fosse
realizada de forma eficiente através da multiplexagem das reagdes de PCR e
visualizacdo dos produtos amplificados no analisador ABI 3100. Foi identificado
pelo menos um clone positivo para 38 dos 47 microssatélites selecionados. Esses
clones serdo utilizados para ancorar o mapa genético no mapa fisico a ser
construido no ambito do Projeto Genolyptus, etapa fundamental para a clonagem
posicional dos genes responsaveis pelas caracteristicas quantitativas. Além disso,
esses clones BAC serdo utilizados em hibridizagdes fluorescentes in situ para
estabelecer as correspondéncias numéricas entre grupos de ligagdo e
cromossomos, informacéao indisponivel até o momento para este género. Neste
trabalho também foi proposta uma nova configuracdo para a hierarquizacdo da
biblioteca gendbmica do Genolyptus. Esta estratégia de reunido dos clones
diminuira em cerca de 60% o numero de PCRs necessario em triagens de locos

alvo.
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1 - INTRODUGAO

O setor florestal tem enorme relevancia para a economia brasileira.
Segundo a Sociedade Brasileira de Silvicultura (SBS, 2001) somente no ano de
2000 esse setor faturou U$$ 21 bilhdes (4% do PIB nacional). Segundo a
Associacao Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas (ABRAF), estimativas
indicam que a area plantada com Eucalyptus e Pinus chegou em 6,1 milhdes de

ha em 2005 (www.celuloseonline.com.br). O Eucalyptus € o género de maior

relevancia para o setor florestal brasileiro, notadamente para a industria de
celulose, um segmento de destaque que gerou somente em 2004 um saldo para a
balanga comercial de U$$ 2,2 bilhdes, 6,5% do saldo total da economia nacional
nesse ano (Bracelpa, 2005). Para a manutengdo dessa competitividade, a
pesquisa florestal vem assumindo papel de grande relevancia.

A genbmica, ciéncia relativamente recente, promete melhorar sobremaneira
a compreensao do controle genético dos caracteres de interesse florestal e, com
isso, auxiliar o melhoramento classico (Grattapaglia, 2004). A genémica propde
estudar os genomas de forma completa, buscando entender suas estruturas,
fungdes e histérias evolutivas, através da integracdo de métodos e abordagens de
diferentes disciplinas de genética (mendeliana, quantitativa e de populagdes),
citogenética, biologia molecular e biologia computacional (Liu, 1998). As
ferramentas para o estudo dos genomas como um todo compreendem desde o
mapeamento genético, baseado no calculo da frequéncia de recombinagdes entre

locos marcadores, a analise citolégica dos cromossomos em células metafasicas,
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até o maior nivel de resolucdo que seria a sequéncia completa dos nucleotideos
componentes de suas moléculas de DNA.

Uma técnica de resolucédo intermediaria para estudos gendmicos € o
mapeamento fisico, onde grandes fragmentos de DNA (da ordem de varios kb),
clonados em vetores bacterianos ou de leveduras, sdo ordenados de forma a
reconstituir o genoma em segmentos contiguos contendo insertos sobrepostos em
alguma extensdo (Meyers et al., 2004). O ordenamento dos clones de uma
biblioteca gendmica pode ser feito basicamente de duas maneiras. Na primeira,
sequéncias especificas do DNA podem ser utilizadas como etiquetas para buscar
os clones que as contenham e que, portanto, se sobrepdem. Essa estratégia é
muito laboriosa e geralmente é utilizada somente para ordenar clones de uma
determinada regiao, como por exemplo, num processo de “chromossome walking”
para clonagem posicional de genes (Meyers et al., 2004). A segunda estratégia,
que vem sendo amplamente utilizada para a construcdo de mapas fisicos do
genoma como um todo, é a avaliacdo da sobreposi¢cao dos clones pela técnica de
“fingerprinting”. Nesse método uma impressao digital (“fingerprinting”) de cada
clone é obtida a partir da eletroforese dos fragmentos de DNA gerados a partir da
sua digestdo com enzimas de restricdo (Marra et al., 1999; Mozo et al., 1999;
McPherson et al., 2001). Clones derivados de uma mesma regidao gendmica e que
se sobrepdem total ou parcialmente produzirdo fragmentos com as mesmas
mobilidades eletroforéticas, enquanto clones que nao se sobrepbéem produzirdo
perfis eletroforéticos (“fingerprints”) dispares. A aplicacdo mais direta do
mapeamento fisico € o fornecimento de uma trilha minima (“minimal tiling path”)
para o sequenciamento gendmico, seja total (Marra et al., 1999; Mozo et al., 1999;
McPherson et al., 2001; Chen et al., 2002) ou localizado em regides que controlam
caracteres de interesse (Brommonschenkel et al., 2000; Frary et al., 2000;
Takahashi et al., 2001). Os mapas fisicos também podem ser uteis para estudos
de gendmica comparativa (O’Neill e Bancroft, 2000; Draye et al., 2001).

Um grande desafio em estudos gendmicos é a uniao das informacgdes dos
diferentes tipos de representacéo linear do genoma (mapas genético, fisico e

citolégico e, em dultima instancia, a sequéncia completa do genémica). Segundo
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Korenberg et al. (1999b), como cada tipo de mapa representa um aspecto
diferente da estrutura, conteudo e comportamento dos cromossomos, essas
propriedades fundamentais podem ser integradas para entender a fungdo de
genes e o papel dos rearranjos cromossdmicos na evolugdo dos genomas. O
estabelecimento das relagbes entre os mapas fisico e genético é fundamental n&o
s6 para a clonagem posicional de genes, como também para garantir a qualidade
desses mapas. Contiguos quiméricos podem ser identificados caso contenham
marcadores de grupos de ligagcado diferentes em um mapa genético bem saturado
(Chen et al.,, 2002). Da mesma maneira, o limiar estatistico para unido de
contiguos com base no “fingerprinting” pode ser levemente reduzido se houver
marcadores genéticos que suportam a sobreposi¢cao de dois ou mais clones (Chen
et al., 2002). Se as relagbes entre grupos de ligacdo e cromossomos estdo
estabelecidas, marcadores genéticos podem ser utilizados para alocar, ordenar e
orientar os contiguos nos diferentes cromossomos da espécie (Cheung et al.,
2001; Aerts et al., 2005). Problemas de ordenamento de marcadores em mapas
genéticos também podem ser resolvidos através da avaliagdo da disposicao deles
no mapa fisico (Nievergelt et al., 2004). Essa integracdo também possibilita o
estabelecimento das relagdes entre distancias fisica e genética para as diferentes
regides do genoma, identificando pontos quentes (“hot spots”) de recombinagéo e
regides onde as permutas sdo suprimidas (Yu et al., 2001; Chen et al., 2002). O
conhecimento das relagbes entre distancias fisica e genética € de fundamental
importancia para a clonagem posicional de genes e para estudos de associagao
em populagcdes naturais, ja que essa relacdo € um dos fatores que afetam a
extensao do desequilibrio de ligacao.

Para o género Eucalyptus ainda ndo se conhecem as relagdes entre grupos
de ligagdo e cromossomos. A integracdo dos mapas genéticos com o mapa
citoléogico € realizada através de hibridizagbes fluerescentes in situ (FISH)
utilizando sondas contendo os locos marcadores. O mapa fisico desempenha um
papel fundamental na escolha dos clones que servirdo como sondas a serem
utilizadas nas hibridizagdes in situ (Aerts et al., 2005). O estabelecimento das

relacbes entre grupos de ligagdo e cromossomos € fundamental para tentar
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encontrar respostas no nivel molecular para questdes geradas a partir de
alteracbes gendmicas visualizadas num nivel cromossdmico (Korenberg et al.,
1999b). Também, a cobertura do mapa genético pode ser inferida através do
posicionamento dos marcadores das extremidades dos grupos de ligagdo no
mapa citolégico (Korenberg et al., 1999a). Em genomas onde os cromossomos
nao sao facilmente distinguiveis, as hibridizagdes fluorescentes in situ com
marcadores genéticos podem resolver muitas duvidas do mapa citoldgico
(Romanov et al., 2005). A ancoragem de marcadores no mapa citoldgico pode
contribuir para a identificacdo de regides duplicadas no genoma; informagao
extremamente util na montagem das sequéncias em projetos de sequenciamento
gendmico (Cheung et al., 2001).

Para ancoragem do mapa genético no mapa fisico e mapa citologico, é de
fundamental importdncia a selecdo de clones que contenham os locos
marcadores. Essa triagem dos locos marcadores na biblioteca genédmica pode ser
feita basicamente através de reagdes da polimerase em cadeia (PCR) ou de
hibridizagcdes com sondas radioativas em membranas de alta densidade. Essa
ultima estratégia, apesar da desvantagem de detecgdo baseada em
radioatividade, apresenta grande eficiéncia e, com isso, tem sido preterida em
trabalhos de triagens em larga escala nao s6 para marcadores (Mozo et al., 1999;
McPherson et al., 2001; Chen et al., 2002) como também para genes (Gardiner et
al., 2004). A utilizacdo de PCR em triagens pode ter sua eficiéncia bastante
aumentada com a reunido hierarquizada dos clones da biblioteca em conjuntos
(pools). Essa organizagao também pode beneficiar a triagem por meio de
hibridizacdo, mas, devido a alta densidade das membranas, a redugao de etapas
€ menos efetiva nessa estratégia. A reunido dos clones de uma biblioteca
genbmica em conjuntos hierarquizados foi primeiramente utilizada por Evans &
Lewis (1989) e posteriormente analisada de forma teérica por Barillot et al. (1991)
para estabelecimento de configuragcbes 6timas. As configuragdes dizem respeito a
forma como os clones sao reunidos, ou seja, quantos e como sao construidos 0s
conjuntos e sub-conjuntos (numero de dimensdes) utilizados para diminuir o

numero de reagdes ou hibridizagbes necessarias nas triagens. Diferentes
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estratégias de agrupamento estdo disponiveis na literatura (Amemiya et al., 1992;
Asakawa et al., 1997). Uma estratégia frequentemente utilizada € a reunido dos
clones em trés dimensdes: pool de placa, pools de linha e pools de coluna. O
numero de dimensdes depende basicamente do tamanho e da redundancia da
biblioteca (Barillot et al., 1991).

As informacgdes disponiveis sobre o genoma do Eucalyptus até o momento
sdo provenientes de mapas genéticos (Grattapaglia e Sederoff, 1994; Byrne et al.,
1995; Verhaegen e Plomion, 1996; Marques et al., 1998; Thamarus et al., 2002;
Gan et al.,, 2003; Myburg et al., 2003). A maioria desses mapas utilizou
marcadores dominantes (RAPD e AFLP) que n&o podem ser diretamente
utilizados como sitios sequéncia-etiquetada (STSs - “sequence-tagged sites”) para
integrar seus grupos de ligacdo aos cromossomos e, no futuro, a seqiéncia
completa do genoma, cujo projeto tem previsdo de término para abril de 2007

(http://www.ieugc.up.ac.za/). A partir do desenvolvimento de microssatélites para

Eucalyptus (Brondani et al., 1998; Brondani et al., 2002), mapas genéticos
utilizando esses marcadores vem sendo construidos em multiplas familias no
ambito do projeto Genolyptus. Os microssatélites, por serem amplificados por PCR
com iniciadores sequéncia-especifica, podem ser utilizados como etiquetas na
integracdo das diferentes escalas de informacdo genémica (Breen et al., 1997).
Um outro recurso, também gerado no projeto Genolyptus e de grande valor para o
género, € uma biblioteca gendmica de clones BAC com cobertura de 4x. Essa
biblioteca tem sido util para o sequenciamento completo de genes de interesse e
de suas sequéncias regulatérias (Brommonschenkel et al., 2005). A partir da
analise de “fingerprinting” dos clones dessa biblioteca esta em curso a construgéo
de um mapa fisico, que facilitara sobremaneira o seqlienciamento de regides de
interesse e a integragdo do mapa genético com o citolégico. Tal conhecimento
melhorado do genoma do Eucalyptus abrira oportunidades UuUnicas de
entendimento das relagcdes entre as variagées no nivel molecular e a diversidade
fenotipica.

O presente trabalho teve como objetivo identificar clones BAC, da biblioteca

genbmica de Eucalyptus, que contenham locos microssatélites regularmente
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distribuidos no mapa genético referéncia para espécies deste género. Este
trabalho é parte de um esfor¢o conjunto no ambito do projeto Genolyptus visando
a integracao dos diferentes mapas genéticos de microssatélites com os mapas
citolégico e fisico em construgdo. Com isso, pretende-se estabelecer as relagbes
entre grupo de ligagéo, contiguos de BACs e cromossomos, permitindo maior
compreensao da organizagdo e funcionalidade do genoma desse género,

facilitando a busca por genes de interesse econémico e os estudos evolutivos.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Organizacgao da biblioteca de clones BAC e esquema da triagem

A ancoragem do mapa genético foi realizada sobre uma biblioteca
gendmica identificada pelo codigo EUGR_BC 02, constituida por 20.160 clones.
Os insertos foram clonados em vetor BAC Copycontrol (Epicentre Technologies),
gerados a partir da digestdo parcial do DNA de alto peso molecular do clone SZ
(Eucalyptus grandis) da Suzano-Bahia Sul. O DNA dos clones BAC dessa
biblioteca foi purificado na forma de pools (conjuntos) de 96 clones cada (1 placa).
Os 210 pools, que representam toda a biblioteca (210 x 96 = 20.160), foram
reunidos de cinco em cinco formando 42 superpools, cada um contendo o DNA de
480 clones BAC. Esse agrupamento hierarquizado do DNA dos clones da
biblioteca, cuja cobertura estimada é de quatro vezes, tem por objetivo reduzir
drasticamente o numero de PCRs a serem feitas para encontrar os clones
positivos nas triagens feitas via PCR seja para marcadores microssatélites, seja
para genes especificos.

Tendo em vista essa hierarquizagcido da biblioteca, as etapas utilizadas para
encontrar os clones positivos contendo as sequéncias dos marcadores
microssatélites na biblioteca foram: (a) avaliagdo do tamanho dos alelos de cada
microsatélite no DNA gendmico do clone SZ; (b) identificagcdo dos superpools
positivos; (c¢) analise dos cinco pools individuais que constituem o superpool

positivo, para identificar qual(is) dele(s) contém o microssatélite; (d) analise
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individual dos 96 clones que constituem o pool positivo para identificagao do clone
BAC alvo (Figura 1).

(a) DNA Genémico (b) Super-Pools (c) Pools (d) Clone (BAQ)
SPO1 SP41 12 3 4 5§ 6 78 910 1112
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Figura 1. Representacdo esquematica das etapas da triagem de um clone positivo
(P26/G08) para o microssatélite Embra072. Na porgcao de baixo da figura estao os
eletroferogramas gerados no programa GeneMapper para detecgédo do(s) alelo(s)

amplificado(s) a partir do DNA gendémico ou do clone positivo.

2.2, Selegao dos locos microssatélites

Os microssatélites foram selecionados para a triagem com base nas
informagdes do mapeamento genético (capitulo 1), possibilitando a escolha de
locos regularmente distribuidos em todos os grupos de ligagdo, buscando uma
cobertura homogénea em termos de recombinacdo no genoma de Eucalyptus.

Inicialmente, os oligonucleotideos (“primers”) de cada microssatélite foram
utilizados em uma PCR com o DNA gendmico do clone SZ (Eucalyptus grandis).
Essa reagao serviu para identificar os alelos de cada microssatélite, bem como
para selecionar aqueles que amplificam locos Unicos e com alelos bem distintos,

facilitando a analise dos dados.
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A reacao de PCR foi realizada em placas de 96 pog¢os, num volume final de
6 pL contendo 1 ng de DNA, 0,2 mM de dNTP, 1,5 ug de BSA, 0,6 puL de tampéo
de PCR 10x, 2,0 mM de MgCl,, 0,1 uM do par de iniciadores e 1 u de enzima Taq
DNA polimerase. Os ciclos de PCR foram realizados em Termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) e incluiram uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos com os seguintes
passos: 94 °C por 1 minuto para desnaturagdao, 56 °C por 1 minuto para o
anelamento do “primer” e 72 °C por 1 minuto para extensao das novas cadeias de
DNA,; e, para finalizar, um ultimo passo de extensdo a 72 °C por 15 minutos.

Um dos iniciadores de cada par, que flanqueiam o loco SSR, teve seu
terminal 5° marcado com um dos fluorocromos 6-FAM, NED ou HEX (Applied
Biosystems). Os fragmentos amplificados foram detectados semi-automaticamente
no analisador de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems), que detecta a fluorescéncia
dos fragmentos marcados e os separa através de uma eletroforese em capilar
contendo uma matriz polimérica.

Para a deteccdo dos fragmentos amplificados tomou-se 1 uL de cada
reacado (PCR) e adicionou-se 8 pyL de formamida deionizada e 0,9 yL de padrdo
com fragmentos de tamanho conhecido marcados com fluorocromo ROX
(Brondani e Grattapaglia, 2001). A seguir, as amostras foram mantidas a 94 °C por
3 minutos e colocadas em contato com gelo para desnaturarem. Por fim, as placas
contendo as amostras foram submetidas a eletroforese no ABI 3100. O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado com auxilio do programa GeneMapper

(Applied Biosystems).

2.3. Triagem dos microssatélites nos superpools

Uma vez avaliado o tamanho dos alelos do microssatélite no clone SZ,

realizou-se a triagem dos locos selecionados no nivel dos superpools. Como um

dos iniciadores de cada par, que flanqueiam o loco SSR, teve seu terminal &’

marcado com um dos trés diferentes fluorocromos, a reagdo de PCR para triagem
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dos superpools foi feita em triplex (amplificagcdo de 3 locos marcados com
diferentes fluorescéncias de uma s6 vez). Além dos 42 superpools foram incluidos
em cada reacao dois controles positivos, constituidos pelo DNA gendémico do
clone SZ e de outro gendtipo de Eucalyptus, e um controle negativo sem DNA. As
reacdes de PCR e o programa de termociclagem foram realizados nas mesmas
condigdes previamente descritas (item 2.1.), com a diferenga de que aqui foram
adicionados trés pares de “primers” na reagao.

Para detecc¢do dos fragmentos amplificados nos superpools, foram reunidos
os produtos de duas reacdes para que em cada eletroforese fossem realizadas
triagens de 6 locos simultaneamente (hexaplex), melhorando a eficiéncia dessa
etapa. A deteccao dos fragmentos amplificados também foi feita no ABI 3100

segundo as mesmas condigdes ja descritas (item 2.1.).

2.4. Triagem dos microssatélites nos pools

A biblioteca genémica tem cobertura estimada de 4x, com isso, espera-se
encontrar mais de um superpool positivo para a maioria dos locos microssatélites.
Como o mapa fisico, a ser construido futuramente com essa biblioteca, permitira
encontrar os clones sobrepostos, procurou-se encontrar apenas um clone positivo
para cada microssatélite. Nesse sentido, foi possivel escolher a menor quantidade
possivel de superpools a serem analisados, de tal maneira que todos os
microssatélites estivessem representados e que esses pudessem ser detectados,
nos pools, através de reagbes em multiplex. Nessa triagem de pools foram

utilizadas as mesmas condigdes de PCR e deteccéo ja descritas (item 2.1.).

2.5. Triagem dos microssatélites nos BACs

O DNA dos pools corresponde a reunidao do DNA de 96 clones organizados

em uma placa. Assim, para encontrar o clone positivo referente a cada pool foram
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necessarias 96 reagdes de PCR. Como ndo ha DNA isolado de cada clone
separadamente, uma aliquota das proprias colénias foi amostrada com a utilizagao
do replicador 96 Pin Replicator (Nalge Nunc International) e adicionada
diretamente no MIX da reagao. As condigdes da reacao de PCR foram as mesmas
ja descritas (item 2.1.), apenas aumentando o volume da reagédo para 9 uL e
reduzindo a concentragdo de dNTP para 0,14 mM.

A deteccao do clone positivo também foi realizada na plataforma ABI 3100,
porém para diminuir o numero de eletroforeses necessarias para encontrar esse
clone, os produtos da reagcdo de PCR contidos na placa de 96 pocos foram
organizados em 12 pools de linha e 8 pools de coluna tomando-se para isso 2 uL
de cada reagao. Assim, o clone positivo foi identificado pela interpolagao da linha
com a coluna positiva (Figura 2). Posteriormente, uma re-confirmacgao foi feita a
partir de PCR com o DNA isolado dos BACs positivos. A purificagdo do DNA dos
BACs foi realizado através do método de lise alcalina, descrito por Sambrook et al.
(2001).

Poals de linha - 16 uL

2uL

2uL

2ul

2uL

T $7 - BUNDD @P SO00d

2ul

2uL

2ul

2uL

2ul 2ul 2ul Zul 2ul 2ul 2ul 2ul 240 2ol 2ul 2uL

Figura 2. Representacdo do método para identificacdo dos clones positivos a
partir dos pools de linhas e colunas. Em vermelho estd um exemplo de pool de
linha (PL4) e pool de coluna (PC6) positivos, bem como a identificacdo do

respectivo clone positivo (F04).
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3 - RESULTADOS

Foram testados 53 marcadores microssatélites, regularmente distribuidos
no mapa genético (Capitulo 1), em rea¢gdes de PCR com o DNA gendmico do
clone SZ. Desses, 47 amplificaram um loco individual, produziram fragmentos de
facil interpretacao e, portanto, foram selecionados para a realizagdo da ancoragem
do mapa na biblioteca de BAC.

Na triagem dos superpools utilizando esses 47 locos foram identificados em
meédia 3,7 superpools positivos para cada microssatélite, sendo encontrado um
maximo de 15 superpools para o Embra038 e um minimo de um superpool
positivo para 10 locos diferentes (Tabela 1).

Para cada um dos 47 locos escolheu-se apenas um superpool positivo para
dar continuidade a triagem (cédulas marcadas em cinza na Tabela 1). Em todas
as analises de pools componentes dos superpools positivos, encontrou-se apenas
um pool positivo, com exceg¢ao de 4 locos microssatélites (Embra019, Embra138,
Embra155 e Embra692) onde foram identificados 2 pools positivos no mesmo
superpool. Na analise dos clones constituintes dos pools positivos foi encontrado
um clone positivo para a maioria dos locos. Somente para 3 microssatélites
(Embra158, Embra219 e Embra340) foram identificados dois clones positivos
(Tabela 2).
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Tabela 1. Relagcédo dos superpools positivos (marcados com X) para os 47 locos selecionados para a triagem e

daqueles analisados para triagem dos pools (cédulas marcadas em cinza). Na ultima coluna a direita é listado o

numero de superpools positivos encontrados para cada loco microssatélite.

Loco

1

2

3

7

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

1

42 | Posit.

EG 076

X

X

EG Aldolase

Embra 002

Embra 003

Embra 006

Embra 011

Embra 019

Embra 021

X[|x

Embra 027

Embra 028

Embra 038

Embra 040

XX

Embra 045

Embra 046

Embra 047

Embra 049

Embra 068

Embra 070

Embra 072

Embra 087

Embra 097

Embra 098

Embra 109

Embra 115

Embra 121

Embra 138

Embra 155

Embra 158

Embra 159

Embra 168

Embra 204

Embra 213

Embra 219

Embra 227

Embra 241

Embra 332

Embra 340

Embra 618

Embra 627

Embra 646

Embra 648

Embra 651

Embra 659

Embra 661

Embra 662

Embra 692

XX

Embra 746
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Tabela 2. Relagdo dos pools (Pool +) e clones (BAC +) positivos para cada
microssatélite (Loco), com o respectivo grupo de ligagdo (G.L.) onde cada loco foi

mapeado e o tamanho do alelo em pb (Alelo pb) amplificado no clone positivo.

Loco G.L. Alelo pb Pool + BAC +
EG-076 2 125 210 EUGR BC 210 _H09
EG-Aldolase 9 216 195 EUGR_BC 195 E10
Embra 002 11 128 51 X
Embra 003 8 118 150 EUGR BC 150 F03
Embra 006 1 143 203 EUGR_BC _203_H09
Embra 011 1 132 126 EUGR BC 126_A06
Embra 019 4 167 191 e 193 X
Embra 021 11 117 193 EUGR BC 193 C11
Embra 027 2 149 32 EUGR _BC 032_D04
Embra 028 6 202 209 EUGR_BC 209 DO01
Embra 038 10 103 50 EUGR _BC 050 A12
Embra 040 10 120 79 EUGR BC 079 C10
Embra 045 5 141 70 EUGR BC 070 EO7
Embra 046 7 321 207 EUGR _BC 207 EO08
Embra 047 8 143 16 X
Embra 049 3 115 47 X
Embra 068 2 103 163 X
Embra 070 1 172 119 EUGR BC 119 H08
Embra 072 2 134 69 EUGR BC 069 E10
Embra 087 11 116 86 EUGR_BC_086_D07
Embra 097 6 130 125 EUGR BC 125 G11
Embra 098 7 240 X X
Embra 109 9 269 19 EUGR_BC 019 _EO03
Embra 115 3 99/256 209 EUGR _BC 209 D11
Embra 121 7 130 164 EUGR BC 164 F10
Embra 138 5 180/206 33 e35 EUGR_BC_035_H06
Embra 155 10 151 09e 10 X
Embra 158 2 116 55 EUGR_BC_055_DO01/E01
Embra 159 2 107/175 87 EUGR_BC 087 _D04
Embra 168 5 73 149 EUGR BC 149 EO02
Embra 204 9 144 118 EUGR BC 118 F12
Embra 213 4 231 18 EUGR BC 018 A01
Embra 219 1 265/285 70 EUGR_BC 070_A01/G07
Embra 227 3 313 34 X
Embra 241 6 80 120 EUGR BC 120 HO05
Embra 332 4 365 121 EUGR BC 121 A03
Embra 340 7 199 206 EUGR BC 206 _DO05/E05
Embra 618 5 163 90 EUGR_BC 090 _EO08
Embra 627 6 242 161 EUGR_BC _161_B10
Embra 646 6 158 166 X
Embra 648 2 167 147 EUGR BC 147 A03
Embra 651 11 108 205 EUGR _BC 205 B12
Embra 659 10 299 17 EUGR BC 017 EO02
Embra 661 2 250 96 EUGR_BC_096_D11
Embra 662 4 258 21 EUGR BC 021 _H09
Embra 692 8 264 66 e 69 EUGR BC 069 G12
Embra 746 5 172 205 EUGR_BC_205_D10
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N&o foi obtido sucesso na triagem de 9 locos. Apenas para um loco
(Embra098) nao foi possivel a identificagdo de um pool positivo, para os outros 8
locos (Embra002, Embra 019, Embra047, Embra049, Embra068, Embra155,
Embra227 e Embra646) nao foi possivel identificar o clone positivo (Tabela 2).

A maioria dos locos microssatélites amplifica apenas um fragmento na PCR
com o clone positivo. Quatro locos (Embra115, Embra138, Embra159 e
Embra219) produzem dois fragmentos quando utilizados em PCR com seus
respectivos clones positivos.

Por fim, dos 47 locos selecionados para a triagem, obteve-se pelo menos
um clone positivo para 38 desses microssatélites. Esses locos estdo distribuidos
de forma relativamente regular no mapa genético e, portanto, possivelmente no
genoma do Eucalyptus, como demonstra a presenca deles em todos os grupos de

ligacdo do mapa genético construido no capitulo 1 desse trabalho (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo dos 38 locos no mapa genético para os quais foi confirmada
BAC(s) positivo(s)
EUGR_BC_02. O mapa foi construido no Capitulo 1 desse trabalho e os grupos

a identificacdo de clone(s) na triagem da biblioteca

de ligacado estdo numerados de acordo com o mapa genético referéncia para o
género Eucalyptus (Brondani et al., 2002).
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4 — DISCUSSAO

O numero médio de superpools positivos encontrados para os 47 locos
microssatélites corrobora a cobertura da biblioteca EUGR_BC 02, estimada
originalmente em 4x em fungcdo do tamanho médio dos clones em kb e do numero
de clones que perfazem a biblioteca. O valor encontrado (3,7 superpools positivos
por loco) esta subestimado em relagdo ao numero de clones positivos, ja que mais
de um clone contendo o microssatélite pode estar presente nos superpools
positivos. De fato, para 7 locos, o superpool positivo escolhido para dar
continuidade a triagem demonstrou conter mais de um clone positivo. Assim, o
numero médio de clones positivos para esses 47 locos deve ser ainda mais
préoximo do valor estimado da cobertura da biblioteca genémica (4x).

Como préxima etapa no ambito do projeto Genolyptus, além da triagem de
centenas de outros microssatélites, seria importante encontrar os outros clones
positivos para os locos avaliados nesse trabalho. O fato de se ter encontrado ao
menos um clone positivo para 38 microssatélites, ndo garante que esses
marcadores estejam em contiguos do mapa fisico em construcdo. E possivel que
muitos desses clones positivos ndo estejam agrupados em nenhum segmento
contiguo. A busca por outros clones positivos para os microssatélites aumentaria a
probabilidade de ancoragem de contiguos do mapa fisico no mapa genético.

Esse trabalho demonstra que a biblioteca EUGR BC 02 esta bem
organizada, tendo em vista que ndo houve problemas durante a execucédo das
triagens que pudessem evidenciar erros de identificagcdo nos diferentes niveis de

hierarquizagcdo da biblioteca. Em geral, foi possivel encontrar os pools e clones
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positivos para os superpools selecionados para serem analisados. Para a grande
maioria dos locos onde a triagem n&o obteve sucesso, ndo foi possivel a
identificacdo do clone positivo, 0 que é plausivel porque nessa etapa foram
necessarias PCR utilizando uma aliquota das colbnias. Essas reagdes com as
colénias podem resultar em problemas na amplificagdo do DNA devido ao excesso
de conteudo celular na reagdo. Também nao pode ser descartada a possibilidade
de que os superpools e pools positivos, para os 9 locos microssatélites onde a
triagem nao obteve sucesso, sejam na verdade falsos positivos. Para verificar isso
sao necessarias repeticoes das reagdes de PCR, preferencialmente com um unico
par de primers, nos niveis de pools e superpools. As PCRs com os 96 clones
componentes de cada pool positivo onde a triagem ndo obteve sucesso também
devem ser repetidas e, em ultima instancia, essa repeticdo deve ser feita com o
DNA isolado desses clones.

A amplificacdo de dois fragmentos em PCRs com os clones positivos para
quatro diferentes microssatélites (Embra115, Embra138, Embra159 e Embra219)
provavelmente € o resultado de uma duplicacédo in tandem nesses locos. Esses
fragmentos também sdo amplificados com o DNA do clone SZ. Apesar de n&o ter
sido avaliado a segregacao desses fragmentos em progénie, esses ndo podem
ser alélicos a esses microssatelites uma vez que na clonagem apenas o DNA de
um dos cromossomos homologos insere-se no vetor BAC.

A metodologia de triagem da biblioteca de BAC foi eficiente devido a
hierarquizagcao da biblioteca em um sistema de superpools e pools e ao uso de
primers marcados com diferentes fluorescéncias nas analises eletroforéticas.
Assim, aproximadamente 150 PCRs foram necessarias para a triagem de um
clone positivo para cada loco, sendo que no nivel de superpool e pool as PCRs e
eletroforeses foram realizadas em sistema multiplex (amplificagdo e analise
simultanea de varios locos).

E importante destacar a existéncia de estratégias ainda mais eficientes. A
triagem através da hibridizagdo de sondas de interesse em membranas contendo
clones da biblioteca EUGR_BC 02 em alta densidade pode ser aplicavel para um

projeto da envergadura do Genolyptus, que possui 0 objetivo de integrar o maior
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numero possivel de segmentos contiguos do mapa fisico, em construgdo, no
mapa genético. Apesar dos problemas advindos da marcagéo radioativa da sonda,
seria recomendavel a construgdo de membranas piloto para testar a eficiéncia
dessa metodologia.

Melhorias também podem ser propostas no atual esquema de triagem
baseado em PCRs dos conjuntos hierarquizados de clones da biblioteca
EUGR _BC 02. Uma primeira melhoria poderia ser conseguida otimizando a
organizagao dos superpools para analise dos locos microssatélites na plataforma
ABI3100. Como nesse sistema a deteccdo dos fragmentes tem sido feita atraves
da eletroforese em 16 capilares, ao invés de unir as placas para formar um total de
42 superpools, como no presente trabalho, seria mais eficiente a unido dos clones
de sete em sete placas. Assim, ter-se-ia um total de 30 superpools que poderiam
ser avaliados, juntamente com um controle positivo e um negativo, em apenas
duas eletroforeses no ABI3100. Estratégias de triagem dos superpools positivos
em agrupamentos de quatro dimensdes (pools de placas, linhas, colunas e
diagonais) diminuiria sensivelmente o numero de PCRs necessarios para
encontrar o clone ou clones positivos para cada superpool. Para diminuir a
probabilidade de identificacdo de falsos positivos poderia ser adotado o sistema de
matriz da Amplicon Express©, onde os pools sao repetidos duas ou mais vezes,
exigindo a amplificacdo de mais de um fragmento para declaracdo do pool
positivo.

Nesse sentido, propde-se uma nova organizagéo da biblioteca, para que
seja possivel a identificacdo de um clone positivo para um determinado loco com
60 PCRs. Isso representa uma reducado da ordem de 60% em relacdo as atuais
143 PCRs necessarias para encontrar o clone alvo. Além disso, a partir desta
estratégia de reunido dos clones havera maior possibilidade de multiplexagem em
todas etapas da triagem. Como ja proposto as 210 placas que compdem toda a
biblioteca EUGR_BC_02 teriam os seus DNAs reunidos de sete em sete placas
formando 30 superpools. Para cada superpool seria organizada uma placa
contendo os 7 pools de placa na coluna 01, os 8 pools de linha na coluna 02, os
12 pools de coluna na coluna 03 e os 12 pools de diagonal na coluna 04 (Figura
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4). Os pools de placa sédo formados pela reunido do DNA dos 96 clones de cada
placa. Os pools de linha sdo formados pela unido do DNA de cada linha das 7
placas que compdem o superpool, assim o pool de linha A é formado pelos 84
clones da linha A das sete placas. Da mesma maneira, o pool de coluna € formado
pela reunido do DNA de cada coluna nas sete placas. O pool de diagonal é
essencial para a correta identificacdo dos clones positivos, quando mais de um é
encontrado em diferentes placas dentro de um superpool. Quando dois ou mais
clones positivos estdo contidos em uma mesma placa com coordenadas
diferentes, mesmo com a estratégia proposta, ndo é possivel identificar suas
localizagbes individuais. Os pools de diagonal sdo constituidos pela unido de
colunas diferentes em cada placa. O pool de diagonal D1, por exemplo, &€ formado
pela unido da coluna 1 da placa 1, coluna 2 da placa 2, coluna 3 da placa 3 e
assim por diante. O pool de diagonal D2 é formado pela coluna seguinte de cada
placa, ou seja, coluna 2 da placa 1, coluna 3 da placa 2 e assim por diante. Os
pools devem ser reunidos em duplicada com pools diferentes (matriz) para
diminuir a ocorréncia de falsos positivos. Um exemplo de triagem na biblioteca

EUGR_BC_02 hierarquizada dessa maneira esta representado na Figura 4.
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Triagem de Superpools Triagem em 4-dimensoes
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Clone Positivo = EUGR_BC_004_E03
Figura 4. Esquema de triagem na biblioteca EUGR_BC_02 organizada segundo o
esquema proposto para diminuir o numero de PCRs. A triagem é realizada em
duas etapas: triagem de superpools e triagem do clone positivo em 4 dimensoes.
Numa primeira etapa a triagem € conduzida nos 30 superpools que contém todos
os clones da biblioteca. A partir do superpool positivo, sdo analisados os sete
pools de placa (P1 a P7), oito pools de linha (A a H), 12 pools de coluna (C1 a
C12) e 12 pools de diagonal (D1 a D12) que compdem o superpool. Nesse
exemplo a triagem dos pools de diagonais é dispensavel, porém se houvessem
dois clones positivos para o superpool 1, essa quarta dimensao serviria para
identificar o clone positivo de cada placa positiva. O clone positivo do exemplo € o
EUGR_BC_004_EO03.
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Por fim, os 38 locos microssatélites para os quais foi obtido clone(s)
positivo(s) estao distribuidos em todos os grupos de ligacdo do mapa genético
apresentado no Capitulo 1 desse trabalho. Os clones positivos para esses
microssatélites atuardo como “ancoras” do mapa genético no mapa fisico, em
construcdo com base na biblioteca EUGR_BC _02. Essa integracdo € um passo
inicial para a clonagem posicional de genes e sera util para garantir a qualidade do
mapeamento fisico, permitindo a unido e ordenagdo de segmentos contiguos de
um mesmo grupo de ligagdo e também a separagdo de eventuais segmentos
contiguos quiméricos. Além disso, os clones identificados serdo utilizados em
hibridizagdes fluorescente in situ (FISH), estabelecendo as relagbes entre grupos
de ligacao, contiguos de BACs e cromossomos (integragdo mapa genético, fisico
e citolégico — Figura 5). As relagdes entre os grupos de ligacdo do mapa genético
referéncia (Brondani et al., 2002) com os cromossomos de Eucalyptus ainda nao
foram estabelecidas. A integracdo das diferentes escalas de informacéo gendmica
aumentara sobremaneira o0 entendimento da organizagdo, estrutura e
funcionalidade do genoma do Eucalyptus, possibilitando oportunidades unicas
para compreender as relagdes entre as variagdes no nivel molecular e a

diversidade fenotipica.
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Figura 5. Diagrama esquematico da integracdo das informag¢des genémicas de
mapeamento genético, fisico e citoldgico. Através desse exemplo de integracéao foi
possivel verificar o posicionamento de dois contiguos e estabelecer as relacbes
numeéricas entre o cromossomos 4 e grupo de ligagéo 7, que devera ser numerado

com 4.
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5 - CONCLUSAO

A metodologia de triagem da biblioteca de BAC foi eficiente devido a
hierarquizacao da biblioteca em um sistema de superpools e pools e ao uso de
primers marcados com diferentes fluorescéncias na analise eletroforética. Assim,
aproximadamente 150 PCRs foram necessarias para a triagem de um clone
positivo para cada loco, sendo que no nivel de superpool e pool as PCRs e
eletroforeses foram realizadas em sistema multiplex (amplificagdo e analise
simultanea de varios locos).

Nova organizagcéo da biblioteca poderia diminuir ainda mais o numero de
PCRs necessarias em cada triagem e, além disso, aumentaria a possibilidade de
utilizacdo de sistema multiplex em todas as etapas da busca do clone alvo. Uma
estratégia foi proposta para diminuir para 60 o numero de PCRs necessarias em
cada triagem.

Os 38 locos microssatélites, para os quais foram identificados pelo menos
um clone BAC positivo, estao distribuidos em todos os grupos de ligacao do mapa
genético de Eucalyptus, fornecendo, portanto, uma ancoragem de todo o mapa
genético na biblioteca de BAC que atualmente estda sendo utilizada para a
construgao de um mapa fisico.

Esse trabalho representa uma importante contribuicdo para o esforgo
conjunto, no ambito do projeto Genolyptus, de estabelecer as relagbes entre
grupos de ligacao, segmentos contiguos de BAC e cromossomos em Eucalyptus.

A integragcdo dos mapas genético, fisico e citolégico, melhorara

sobremaneira o conhecimento da organizagédo, estrutura e funcionalidade do
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genoma de Eucalyptus, oferecendo oportunidades uUnicas de estabelecer as
complexas relagbes entre genodtipo e fendtipo para caracteres de interesse

florestal.
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Anexo 1. Quadro de saida do programa GQMOL com os dados referente a analise de

variancia para testar a ligacdo dos marcadores a QTLs. Estdo demonstrados somente os

marcadores significativos a 1% pelo teste F. Para cada marcador constam o tipo de

segregacao, o genodtipo dos descendentes com suas respectivas médias fenotipicas e

numero de individuos amostrados e os resultados da analise de variancia, como quadrado

médio de tratamento, quadrado médio do residuo, valor de F e seu valor de significancia.

Programa GQMOL Andlise QTL - Marca Simples - Pop FIC
Numero de marcadores : 226

Ndmero de caracteres : 24

Ndmero de Pais + FIC : 190

Andlise da caracteristica DAP (cm)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG
EG128 12x33 A1A3 A2A3
14.7343  15.6265 345235 35543 9.7132
70 114 1 182 .0021 **
Embra008 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.3691 15.0206 16.2698 15.4997 31.9157 3.1906 10.0031
53 49 48 34 3 180 .0 *
Embra021  12x33 A1A3 A2A3
14.7182 15.7365 47.6066 3.4324 13.87
88 96 1 182 .0003 **
Embra032 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.3246 15.0322 16.3248 15.7059 31.9414 3.358 9.512
46 46 40 41 3 169 0 *
Embra051 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.83 14.6645 16.0318 15.547 18.9325 3.4377 5.5074
50 42 49 43 3 180 .0012 **
Embra072 12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3
16.4263 15.2159 14.8813 14.7593 24.7922 3.2708 7.5798
43 56 38 44 3 177 .0001 **
Embra082 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
148473 16.0382 15.0584 14.9753 14.081 3.5218 3.9982
45 49 45 38 3 173 .0088 **
Embral070 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.0953 15.4583 14.8781 14519 21.2012 3.2957 6.433
47 47 48 40 3 178 .0004 **
Embral58 12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3
16.5521 15.1848 14.837 14,7895 28.9508 3.2497 8.9087
43 54 37 43 3 173 0 *
Embral72  24x13 AlA2 AlA4 A2A3 A3A4
14.7694 14.9246 15.2096 16.186 18.049 3.4338 5.2563
48 35 55 45 3 179 .0017 **
Embral73 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.0883 15.4591 14.7982 14.687  20.2537 3.4324  5.9007
52 43 49 40 3 180 .0007 **
Embral75 12x33 A1A3 A2A3
14.8841 15.654 26.782  3.6071 7.4247
87 94 1 179 .0071 **
Embral96a 12x34 AlA3 AlA4 A2A3 A2A4
16.1167 15.8376 15.0894 14.3421 28.3934 3.4147 8.315
45 34 50 47 3 172 0
Embral96b 12x23 A1A2 A1A3 A2A2 A2A3
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15.0894 14.3421 16.093 15.7614 26.9367 3.3979  7.9275
50 47 44 37 3 174 .0001 **

Embra228  12x13 AlAl A1A2 AlA3 A2A3
16.3498 15.0702 14.9326 14.73 247692 3.3733 7.3428
47 57 34 46 3 180 .0001 **
Embra234  11x12 AlAl A1A2
15.6524 14.8186 32.3082 3.4933 9.2487
104 84 1 186 .0027 **
Embra241 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
15.7059 16.0415 15.0933 14.2429 25.6723 3.2886 7.8064
41 41 51 41 3 170 .0001 **
Embra266b  11x23 A1A2 AlA3
14.8175 15.6175 27.3439 3.6341 7.5243
77 96 1 171 .0067 **
Embra279  12x12 AlAl A1A2 A2A2
16.3368 14.9923 14.7893 35.636  3.301 10.7937
47 96 45 2 185 0 *
Embra326a 12x13 Al1Al AlA2 A1A3 A2A3
15.6569 15.11 15.6821 14.4423 15.6756 3.5351 4.4342
42 36 61 43 3 178 .0049 **
Embra326b  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
15.6569 15.6821 15.11 14.4423 15.6756 3.5351 4.4342
42 61 36 43 3 178 .0049 **
Embra328 12x11 A1Al A1A2
15.9809 14.6167 84.5862 3.2683  25.8807
88 94 1 180 0
Embra332 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.49 15.1973 15.6687 15.6644 15.2336 3.5507 4.2903
48 30 52 52 3 178 .006 **
Embra341 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
145863 15.1006 15.5962 15.8038 14.2652 3.5662  4.0001
49 35 52 47 3 179 .0087 **
Embra627 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
15.1504 14.2184 15.9672 15.7361 26.8535 3.3223  8.0828
52 45 46 36 3 175 0
Embra645 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.49 15.1973 15.702 15.6682 15.6416 3.5428 4.415
48 30 51 51 3 176 .0051 **
EN 16 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
14.406  14.9324 16.0951 15.9374 29.4855 3.3057 8.9196
48 50 39 46 3 179 0 =
Andlise da caracteristica Altura (m)
Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL  QMR/GL
EGO030 12x33 A1A3 A2A3
20.8677 20.2949 14.3143 15849 9.0318
99 78 1 175 .003 **
EGO076a 12x22 A1A2 A2A2
20.401 20.8988 11.2358 15668 7.1711
103 81 1 182 .0081 **
EG128 12x33 A1A3 A2A3
20.29 20.8228 12.3119 1.5609 7.8877
70 114 1 182 .0055 **
Embra008 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
20.2113 20.5102 21.0417 20.8 6.3588 1.5272  4.1637
53 49 48 34 3 180 .007 **
Embra021 12x33 A1A3 A2A3
20.2591 20.9198 20.0422 1.504 13.3261
88 96 1 182 .0003 **
Embra032 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
20.1435 20.5587 21.0325 20.8561 6.566 1.5364 4.2736
46 46 40 41 3 169 .0061 **
Embra047 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

20.069 20.7451 21.0357 20.6192 6.0774 1.5533  3.9127
42 51 28 52 3 169 .0098 **
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Embra047b  12x34 AlA3 AlA4 A2A3 A2A4
20.1159 20.9574 21.0586 20.6417 7.2683 1.4481 5.0194
44 47 29 48 3 164 .0023 **

Embra048  12x23 A1A2 Al1A3 A2A2 A2A3
20.7315 20.022 20.6538 21.0394 7.0508 1.5178 4.6454

54 41 52 33 3 176 .0038 **
Embra058  13x22 AlA2 A2A3

20.3474  20.9429 15.0811 1.583 9.5271

95 e 1 170 .0024 **

Embra063  12x23 AlA2 Al1A3 A2A2 A2A3
21.1205 20.9333 20.198 20.4333 8.0414 1.5128 5.3157
44 24 51 48 3 163 .0016 **
Embra068  13x22 AlA2 A2A3

20.351 20.947 16.3984 1.5114 10.8499
104 83 1 185 .0012 **

Embra072  12x13 AlAl A1A2 AlA3 A2A3
21.1767 20.5946 20.6132 20.2455 6.4514 1.4691 4.3913
43 56 38 44 3 177 .0052 **

Embral26 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
21.1787 20.7171 20.2213 20.535 8.3223 1.4598 5.701
47 35 61 40 3 179 .0009 **

Embral34 12x22 A1A2 A2A2
20.4119 20.9038 10.652 1.5505 6.8701
101 78 1 177 .0095 **

Embral58 12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3
21.2116 20.5093 20.5081 20.2512 7.3415 1.4768 4.9713
43 54 37 43 3 173 .0025 **

Embral59 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
20.6441 21.1913 20.48 20.2917 7.4226 1.5061 4.9284
34 46 40 60 3 176 .0026 **

Embral64 12x33 A1A3 A2A3
20.9321 20.4229 11.6038 1.5344  7.5622
78 105 1 181 .0066 **

Embral72 24x13 AlA2 AlA4 A2A3 A3A4
20.3583 20.5457 20.4527 21.1867 6.4872 1.4998  4.3252
48 35 55 45 3 179 .0057 **

Embra205 12x23 A1A2 A1A3 A2A2 A2A3
20.2833 20.2405 20.6311 21.0351 6.1848 15593 3.9665
30 37 45 57 3 165 .0092 **

Embra228 12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3
21.2468 20.4018 20.5706 20.2826 8.8333 1.4995 5.891
47 57 34 46 3 180 .0007 **

Embra279 12x12 AlAl Al1A2 A2A2
21.1681 20.526 20.2444 10.6565 1.4873  7.1648
47 96 45 2 185 .001 **

Embra328 12x11 Al1Al Al1A2
20.9273 20.3404 15.6527 1.5019 10.422
88 94 1 180 .0015 **

Embra652 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
20.0206 20.6143 20.9825 20.7288 6.0574 15517 3.9038
34 49 40 59 3 178 .0099 **

EN 16 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
20.2083 20.488 20.9718 20.9543 6.3112 1.5113 4.176
48 50 39 46 3 179 .0069 **

Andlise da caracteristica Pilodyn (mm)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG

EG117 11x12 Al1A1 AlA2
16.5106 17.2466 22.2544 3.0033  7.4099
94 73 1 165 .0072 **

Embra008 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.717  16.1224 17.6146 16.9706 18.47 2.7895 6.6213

53 49 48 34 3 180 .0003 **
Embra028  14x23 A1A2 Al1A3 A2A4 A3A4
16.3229 16.4271 17.4231 17.225 14.8732 2.8229 5.2688
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Embra032

Embra047

Embra047b

Embra051

Embra072

Embra075

Embral06

Embral27

Embral36

Embral468

Embral58

Embral73

Embral75

Embral96a

Embral96b

Embra240

Embra241

Embra279

Embra298

Embra328

Embra627

Embra646

Embra659

EN- 16

48 48 52 40 3 184 .0016 **
12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.7065 16.1413 17.575 16.9512 15.0946 2.7384 5.5121
46 46 40 41 3 169 .0012 **
12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
175833 16.6471 16.625 16.4423 11.4868 2.7855 4.1238
42 51 28 52 3 169 .0075 **
12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
17.5455 16.7872 16.7759 16.3333 11.4786 2.8124 4.0814
44 47 29 48 3 164 .0079 **
12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.7 16.3333 17.5408 16.6744 12.3336 2.8511  4.3259

50 42 49 43 3 180 .0057 **

12x13 Al1Al AlA2 Al1A3 A2A3

16.9535 17.0357 17.4079 16.0682 13.6996 2.7574
43 56 38 44 3 177 .0025 **

12x11 Al1Al A1A2

16.372  17.2326 31.0894 2.86 10.8706

82 86 1 166 .0012 **

12x12 Al1Al Al1A2 A2A2

17.4643 16.5977 16.3718 145006 2.7998 5.1791

42 87 39 2 165 .0066 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.7444 16.4018 17.6765 16.7927 11.6715 2.8573 4.0849
45 56 34 41 3 172 .0078 **
14x23 Al1A2 A1A3 A2A4 A3A4
16.7234 16.4912 17.75 16.734  12.6268 2.8652  4.407
a7 57 36 47 3 183 .0051 **
12x34 Al1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.7018 17.6444 16.4818 16.625 12.8414 2.851 4.5041
57 45 55 28 3 181 .0045 **
12x13 AlAl Al1A2 A1A3 A2A3
16.9302 17.1019 17.2432 16.0698 11.8597 3.0005 3.9526

43 54 37 43 3 173 .0093 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A 4
17.6442 16.5581 16.6837 16.3375 16.1088 2.8212 5.7099
52 43 49 40 3 180 .0009 **

12x33 A1A3 A2A3

16.3966 17.1915 28.5519 2.9057 9.8261

87 94 1 179 .002 **

12x34 A1lA3 AlA4 A2A3 A2A4
17.5111 175 16.24 16.4894 19.547 2.678 7.2992
45 34 50 a7 3 172 .0001 **

12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3

16.24 16.4894 17.5682 17.5541 21.7228 2.6239  8.2789
50 a7 44 37 3 174 0 *

12x33 A1A3 A2A3

16.506  17.2363 23.1473 2.9588  7.8232

83 91 1 172 .0057 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
17.0732 17.5244 16.0784 16.8171 17.0024 2.7901 6.0938

41 41 51 41 3 170 .0006 **
12x12 Al1Al A1A2 A2A 2

17.0 17.1042 16.1333 151841 2.8846 5.2638
47 96 45 2 185 .006 **

12x33 A1A3 A2A3

16.4944  17.1559 19.9023 2.9124 6.8336
89 93 1 180 .0097 **

12x11 A1Al A1A2

17.2045 16.5372 20.2393 2.9135 6.9466
88 94 1 180 .0091 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
16.1635 16.4667 17.5 17.5139 22.1399 2.7417 8.0752
52 45 46 36 3 175 .0 *

12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
17.6667 16.7105 16.8 16.4167 12.1207 2.831 4.2814

42 38 50 42 3 168 .0061 **
11x12 Al1Al A1A2

16.5392 17.216 20.6823 29216 7.0791
102 81 1 181 .0085 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

4.9683

163



16.8333 16.2 17.4359 17.1196 12.616 2.8651 4.4034
48 50 39 46 3 179 .0051 **

Andlise da caracteristica Densidade Basica (Kg/m3)

Marca Pais Descendente/Média/NUum.Indiv. QMT/GL OQMR/GL  F/SIG

Embra011  12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
399.3917 405.527 404.2896 401.7425 292.6655 54.7702 5.3435

32 50 51 39 3 168 .0015 **

Embral06  12x12 AlAl A1A2 A2A2
405.7778 403.3288 400.4458 287.7544 55.1401 5.2186
42 86 39 2 164 .0063 **

Embral25  12x33 Al1A3 A2A3
405.6537 401.4308 775.8996 53.3001 14.5572
81 94 1 173 .0002 **

Embra646  12x13 AlAl Al1A2 A1A3 A2A3
404.5669 404.6524 405.0284 400.2439 218.2999 50.7765 4.2992
41 38 50 42 3 167 .006 **

ES076 12x13 Al1A1 AlA2 A1A3 A2A3
406.2405 403.7881 400.6343 402.5274 234.8765 53.6153 4.3808
46 53 38 46 3 179 .0053 **

Andlise da caracteristica Glicana (%)

Marca Pais Descendente/Média/Num.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG

Embra011  12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
49.2175 48.9034 48.9807 49.0611 .691 1475 4.6837
32 50 51 39 3 168 .0036 **
Embra046  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
49.0346 48.8787 48.9907 49.1705 .6122 .149 411

53 43 46 41 3 179 .0075 **
Embral06 12x12 AlAl Al1A2 A2A2

48.8937 49.0185 49.1781 .821 .1489 5.5145

42 86 39 2 164 .0048 **
Embral25 12x33 AlA3 A2A3

48.9135 49.0978 1.4771 1477 10.0037

81 94 1 173 .0018 **

Embra213  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
48.8495 49.071 49.1221 48.9861 .6238 1474 4.233
40 32 55 55 3 178 .0064 **
Embra646  12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
48.9507 48.9609 48.9209 49.1788 .6043 .1415 4.2703
41 38 50 42 3 167 .0062 **
Embra655  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
49.0833 48.8733 49.064  49.1089 .6037 .1494 4.0419
33 57 30 50 3 166 .0083 **
ES076 12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
48.8575 49.0019 49.1494 49.0556 .6357 .1467 4.3339
46 53 38 46 3 179 .0056 **

Analise da caracteristica Xilana (%)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SI
EG128 12x33 Al1lA3 A2A3

11.9331 12.1488 2.0108 1104 18.2065

70 113 1 181 0 =
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Embra036  12x33 A1A3 A2A3
12.1447 11.9506 1.594 1163 13.705
107 70 1 175 .0003 **
Embra038  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
12.1226 12.1635 11.9202 11.9712 .6035 .1156 5.2188
53 60 36 34 3 179 .0018 **
Embra044  12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3
12.2053 12.0704 11.9596 11.9642 .613 .1149 5.3333
57 56 36 32 3 177 .0015 **
Embral01  12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3
12,1372 11.9638 12.1406 11.9055 .6191 1141 5.4279

62 34 52 35 3 179 .0013 **
Embral08  12x22 A1A2 A2A2

11.93 12.142 1.972 .109 18.0869

71 115 1 184 .0 *

Embrald6  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
12,1977 12.0417 119149 11.9715 .7046 .1038 6.7906

57 54 35 37 3 179 .0002 **
Embral75  12x33 AlA3 A2A3

12.1471 11.9949 1.0405 .1205 8.633

87 93 1 178 .0037 **

Embral79  12x13 AlAl Al1A2 A1A3 A2A3
12.0735 12.0174 12.2053 11.9375 .581 .1166 4.9817

55 35 48 44 3 178 .0024 **
Embral94 12x33 AlA3 A2A3

11.9293 12.1469 2.055 1123 18.2974

69 117 1 184 0 **
Embral97 12x33 AlA3 A2A3

11.9809 12.1353 9728 1199 8.1139

77 87 1 162 .005 **

Embra213  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
11.911 12.0004 12.2186 12.0579 .7942 1114 7.1294

40 32 55 55 3 178 .0001 **
Embra624  12x11 AlAl A1A2

12.1477 11.99 1112 1191 9.3376

89 90 1 177 .0026 **

Embra662  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
12.0438 12.2042 11.9471 11.983 .527 122 4.3199
46 48 30 32 3 152 .0059 **

Andlise da caracteristica MeGU (%)

F/SIG

Marca Pais Descendente/Média/Num.Indiv. QMT/GL  QMR/GL
EG128 12x33 A1A3 A2A3

3.5212 3.5956 .2394 .0153 15.6395

70 113 1 181 .0001 **

Embra01l  12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
3.5221 3.5867 3.5941 35165 .0715 .0159 4.5047
32 50 51 39 3 168 .0046 **
Embra022  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.6146  3.5958 3.5226 3.4882 .1568 .014 11.172

54 54 38 37 3 179 .0 *
Embra036 12x33 A1A3 A2A3
3.5992 3.5146 .3029 .0152 19.8913
107 70 1 175 0 *

Embra038  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.6221 3.5753 3.494 3.5385 .1281 .0148 8.6686
53 60 36 34 3 179 0 *
Embra044  12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3
3.6057 3.5871 3.5255 3.5005 .1036 .0152 6.8141

57 56 36 32 3 177 .0002 **
Embra058  13x22 A1A2 A2A3

3.5383 3.5916 1202 .0157 7.6762

94 77 1 169 .0062 **

Embral0l  12x13 AlAl A1A2 Al1A3 A2A3
3.567 3.551 3.6233  3.493 1218 .0148 8.2136
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62 34 52 35 3 179 .0
Embral08  12x22 AlA2 A2A2

3.5204  3.5942 .2393 .0152 15.7474

71 115 1 184 .0001 **
Embral25 12x33 AlA3 A2A3

3.5961  3.5327 1748 .0154 11.3683

81 94 1 173 .0009 **

Embral27  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.6124 35724 35331 3.5134 .0809 .0157 5.1598
44 56 34 41 3 171 .0019 **
Embral36  14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4
3.6167 3.5717 3.5361 3.5316 .0693 .0155 4.4663
46 57 36 47 3 182 .0047 **
Embrald6  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.612 3.576 3.5289 3.5121  .0939 .015 6.2705

57 54 35 37 3 179 .0005 **
Embral55  12x11 AlAl A1A2

3.5325 3.5899 .1466 .0158 9.3083

76 107 1 181 .0026 **

Embral79  12x13 AlAl A1A2 AlA3 A2A3
3.5863 3.5197 35967 3.534 .0623 .0157 3.9665

55 35 48 44 3 178 .0091 **
Embral94  12x33 AlA3 A2A3

3.5191 3.5931 2377 .0152 15.6629

69 117 1 184 .0001 **

Embra213  12x34 Al1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.5334 3.4959 3.6096 3.5824  .1063 .0148 7.172
40 32 55 55 3 178 .0001 **
Embra385  12x34 Al1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.6127 3.581 3.508 3.5247  .0925 .0147 6.2901
50 50 32 29 3 157 .0005 **
Embra662  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.5746 3.5929 34936 3.5367 .07 .0162 4.3308
46 48 30 32 3 152 .0058 **
Embra729  12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3
3.6102 3.5764 3.5538 3.5177 .0676 .0156 4.3327
42 58 33 47 3 176 .0056 **

Analise da caracteristica GaU (%)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL  QMR/GL

F/SIG

EG128 12x33 A1A3 A2A3

.5703 .5804 .0045 .0003 14.412

70 113 1 181 .0002 **
Embra036  12x33 A1lA3 A2A3

.58 5716 .0029 .0003 8.9423

107 70 1 175 .0032 **
Embra082  12x34 AlA3 AlA4 A2A3 A2A4

.581 .5769 5791 .5682 .0013 .0003 3.8998

44 49 45 38 3 172 .01 **
Embral08 12x22 A1A2 A2A2

.5705 .5799 .0038 .0003 12.3559

71 115 1 184 .0006 **
Embral46  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

.5824 5752 .5686 .5728 .0015 .0003 5.3102

57 54 35 37 3 179 .0016 **
Embral75 12x33 A1A3 A2A3

.5804 5733 .0023 .0003 6.8011

87 93 1 178 .0099 **
Embral79 12x13 AlAl AlA2 Al1A3 A2A3

.5765 5757 .5832 .5699 .0014 .0003 4.182

55 35 48 44 3 178 .0069 **
Embral94  12x33 AlA3 A2A3

.5706 .5801 .0039 .0003 12.1349

69 117 1 184 .0006 **
Embral97  12x33 AlA3 A2A3
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Embra213

Embra326a

Embra326b

.5718 .5803 .003 .0003 8.882

77 87 1 162 .0033 **

12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

.5681 .5756 .5839 .5757 .002 .0003 6.2388
40 32 55 55 3 178 .0005 **

12x13 AlAl A1A2 A1A3 A2A3
.5828 5753 5784 .5693 .0014 .0003 4.3087
42 35 61 43 3 177 .0058 **
12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
.5828 .5784 .5753 .5693 .0014 .0003 4.3087
42 61 35 43 3 177 .0058 **

Andlise da caracteristica Lignina Total (%)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG
EG128 12x33 AlA3 A2A3
26.6773 26.1435 12.3164 .9325 13.2073
70 113 1 181 .0004 **
EG 24 12x33 A1A3 A2A3
26.1474 26.6381 10.6956 .9363 11.4228
109 75 1 182 .0009 **
Embra022 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
25.8871 26.1916 26.5744 27.0231 10.534 .8321 12.6598
54 54 38 37 3 179 .0 =
Embra036 12x33 A1A3 A2A3
26.1338 26.7361 15.3535 .9041 16.9817
107 70 1 175 .0001 **
Embra038 12x34 A1lA3 AlA4 A2A3 A2A4
25.8263 26.3944 26.7835 26.6349 8.0601 .8776 9.1847
53 60 36 34 3 179 0 =
Embra044 12x23 A1A2 Al1A3 A2A2 A2A3
26.0157 26.2222 26.7112 26.761 5.7962 .9128 6.3501
57 56 36 32 3 177 .0004 **
Embra075 12x11 AlAl Al1A2
26.1734  26.6065 7.8241  .8963 8.7294
81 86 1 165 .0036 **
Embral0l 12x13 AlAl Al1A2 AlA3 A2A3
26.4491 26.5645 25.8136 26.7951 8.0205 .8739 9.1778
62 34 52 35 3 179 0
Embral08  12x22 A1A2 A2A2
26.672 26.1462 12.1371  .9195 13.1994
71 115 1 184 .0004 **
Embrall?7 12x23 A1A2 Al1A3 A2A2 A2A3
26.3284 26.6411 26.022 26.422 3.3153 .8371 3.9603
43 54 48 40 3 181 .0091 **
Embral27 12x34 A1lA3 AlA4 A2A3 A2A4
25.9313 26.3914 26.4337 26.8248 5.6899  .9096 6.2554
44 56 34 41 3 171 .0005 **
Embral36 14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4
259154 26.3554 26.3957 26.725 5.1242 .9124 5.6159
46 57 36 47 3 182 .0011 **
Embral45 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.5898 26.3154 26.438 25966 3.6517 .9191 3.973
53 35 42 52 3 178 .009 **
Embral46 12x34 A1lA3 AlA4 A2A3 A2A4
26.027 26.2802 26.6153 26.6994 4.3967 .918 4.7894
57 54 35 37 3 179 .0031 **
Embral55 12x11 AlAl Al1A2
26.6338 26.1503 10.3908 .935 11.1126
76 107 1 181 .001 **
Embral76 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.6167 26.5099 26.0141 26.2626 3.8125 .9333 4.0848
56 39 55 33 3 179 .0078 **
Embral94 12x33 AlA3 A2A3
26.6825 26.1563 12.018 9201 13.0611
69 117 1 184 .0004 **
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Embra213  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.6058 26.7953 26.0137 26.2357 5.3008 .9216 5.7514
40 32 55 55 3 178 .0009 **
Embra332  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.5389 26.6068 26.4939 25.8427 5.9602 915 6.514
48 30 52 51 3 177 .0003 **
Embra385  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
25.854 26.3883 26.6919 26.6632 6.303 .8891 7.0891

50 50 32 29 3 157 .0002 **
Embra645  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

26.5389 26.6068 26.502 25.8878 5.1798  .9379 5.5229

48 30 51 50 3 175 .0012 **
Embra659  11x12 Al1Al Al1A2

26.5612 26.0614 11.1995 .9369 11.9541

102 80 1 180 .0007 **

Embra662  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.2924 26.1282 26.8213 26.6218 3.653 .9145 3.9945

46 48 30 32 3 152 .009 **
Embra681  12x22 AlA2 A2A2

26.6516 26.1164 11.9463 .8493 14.0659

75 94 1 167 .0002 **
Embra68lb  12x22 A1A2 A2A2

26.1527 26.6048 8.8349  .9188 9.6157

106 73 1 177 .0022 **

Embra729  12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3
259296 26.3335 26.2888 26.8607 6.5853 .8737 7.537
42 58 33 47 3 176 .0001 **

ES 54 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
26.4857 25.9011 26.5222 26.6477 5.1254 .9264 5.5328
54 52 48 28 3 178 .0012 **

Andlise da caracteristica Relag¢&o Siringil/Guaicil

Marca Pais Descendente/Média/Num.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG

Embra022  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.1454 3.1246 3.0414 29571 .3178 .0461 6.8877
54 54 38 37 3 179 .0002 **
Embra038  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.1742 3.0796 3.0008 3.0136 .2819 .0461 6.1176

53 60 36 34 3 179 .0005 **
Embra075  12x11 AlAl A1A2

3.1115 3.0193 .3545 .0478 7.4132

81 86 1 165 .0072 **

Embral0l  12x13 AlAl A1A2 AlA3 A2A3
3.0691 3.0081 3.1802 29955 .317 .045 7.0507

62 34 52 35 3 179 .0002 **
Embral08 12x22 A1A2 A2A2

3.0112 3.1221 .54 .0474 11.3849

71 115 1 184 .0009 **

Embral27  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.1588  3.095 3.0486 2.9835 .2328 .0482 4.8253

44 56 34 41 3 171 .003 **
Embral36  14x23 AlA2 Al1A3 A2A4 A3A 4

3.1685 3.0866 3.0543 3.0066 .213 .0473 4.5056

46 57 36 a7 3 182 .0045 **
Embral55  12x11 AlAl A1A2

3.0161 3.1277 .5533 .0474 11.6736

76 107 1 181 .0008 **
Embral94  12x33 A1A3 A2A3

3.0012 3.1264 .6803 .0467 14.5828

69 117 1 184 .0002 **

Embra385  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
3.1838 3.0751 3.0075 3.0045 .2906 .0477 6.0962

50 50 32 29 3 157 .0006 **
Embra659  11x12 AlA1l AlA2
3.0406  3.1293 .352 .049 7.1818
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102 80 1 180 .008 **
Embra729  12x23 A1A2 Al1A3 A2A2 A2A3

3.1616  3.1064 3.0643 29719 .2919 .047 6.2162

42 58 33 47 3 176 .0005 **

Andlise da caracteristica Alcali Efetivo (%)

Marca Pais Descendente/Média/Nam.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG

EG099 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
13.2563 13.5106 12.8205 12.9549 4.2426 1.0583  4.0087

46 51 33 53 3 179 .0086 **

Embra011  12x13 AlAl Al1A2 A1A3 A2A3
13.6801 12.9094 13.0697 13.2849 4.2366 1.0777
32 50 51 39 3 168 .0096 **

Embra022  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
12.788 13.5449 12.718 13,5739 9.7437  .9613 10.1362
54 54 38 37 3 179 0 *

Embra028  14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4
13.4195 13.408 129751 12.7964 4.3937 1.0343 4.2478

a7 48 52 40 3 183 .0063 **
Embra036  12x33 A1A3 A2A3

13.0093 13.4401 7.8528 1.0854  7.2349

107 70 1 175 .0078 **

Embra046  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
13.0459 12.813 13.2614 13.56 43003 1.0561 4.0717
53 43 46 41 3 179 .0079 **
Embrall93 12x23 A1A2 A1A3 A2A2 A2A3
125573 13.0917 13.2557 13.4112 4.455 1.0577  4.2122
29 45 41 40 3 151 .0068 **
Embral27  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
129085 13.6277 12.6461 13.3814 8.5879  .9935 8.6441
44 56 34 41 3 171 .0 *
Embral319 12x13 Al1A1 A1A2 A1A3 A2A3
13.1637 13.3658 12.7902 13.4092 4.1943 1.0518 3.9876
34 40 56 52 3 178 .0088 **
Embral36  14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4
129029 13.6132 12.6258 13.2845 8.5835 .9684 8.8638

46 57 36 a7 3 182 0
Embral94  12x33 AlA3 A2A3

13.4761 12.981 10.6392 1.038 10.2501

69 117 1 184 .0016 **
Embra659 11x12 AlAl Al1A2

13.516 12.7047 29.5105 .9413 31.3507

102 80 1 180 .0
Embra681 12x22 Al1A2 A2A2

13.4141 12.9513 8.9355  .9479 9.4266

75 94 1 167 .0025 **

Embra729  12x23 AlA2 Al1A3 A2A2 A2A3
12.9457 135004 125096 13.4363 8.7223 .9834 8.8691
42 58 33 a7 3 176 .0 *

3.9311

Analise da caracteristica Rend Depurado (%)

Marca Pais Descendente/Média/Num.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG
EG128 12x33 A1A3 A2A3

51.6713 52.2379 13.8809 1.4319 9.6941

70 113 1 181 .0021 **
Embra036  12x33 A1A3 A2A3

52.2497 51.673 14.0752 1.4775

107 70 1 175 .0024 **

Embral08  12x22 A1A2 A2A2

9.5261
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51.6811 52.1956 11.623 1.3887  8.3699
71 115 1 184 .0043 **
Embrald6  12x34 A1lA3 AlA4 A2A3 A2A4
52.4171 51.9337 51.6236 51.7467 5.8181 1.3814 4.2118

57 54 35 37 3 179 .0066 **
Embral94  12x33 A1lA3 A2A3

51.5992 52.2615 19.0392 1.4073  13.5286

69 117 1 184 .0003 **

Embra213  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
51.6202 51.7748 52.4819 51.9687 6.73 1.4039  4.7937

40 32 55 55 3 178 .0031 **
Embra624  12x11 AlAl A1A2

52.2906 51.7601 12,5945 1.47 8.5676

89 90 1 177 .0039 **

Andlise da caracteristica Viscos(cP)

Marca Pais Descendente/Média/NUm.Indiv. QMT/GL QMR/GL  F/SIG

EG099 12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
61.1051 58.0654 64.664 63.8794 410.5464 86.3785 4.7529
46 51 33 53 3 179 .0033 **

Embra022  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

64.5328 57.2015 65.5696 60.2382 724.7048 81.4704 8.8953

54 54 38 37 3 179 0 *

Embra028  14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4
60.9372 57.9936 63.498 64.6206 398.6646 85.8705 4.6426
a7 48 52 40 3 183 .0037 **

Embral27  12x34 Al1A3 AlA4 A2A3 A2A4

63.6001 56.9702 67.8016 60.8103 903.1019 78.1781 11.5519

44 56 34 41 3 171 0 *
Embral319 12x13 Al1A1l A1A2 A1A3 A2A3

62.0768 60.5401 65.4082 58.0823 502.7109 86.3602 5.8211

34 40 56 52 3 178 .0008 **
Embral36  14x23 AlA2 A1A3 A2A4 A3A4

63.4329 57.1967 67.5352 60.7329 854.3395 78.3901 10.8986

46 57 36 47 3 182 .0 *

Embral38  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
62.0275 65.1624 58.4071 62.219 338.1698 86.1175 3.9268
53 38 50 42 3 179 .0096 **

Embral43  13x24 AlA2 AlA4 A2A3 A3A4
64.2306 62.31 61.9171 57.2554 398.1412 86.0828 4.6251
49 44 43 44 3 176 .0039 **

Embral60  12x23 A1lA2 A1A3 A2A2 A2A3

60.8747 58.2766 65.1989 62.5974 412.0355 85.0513 4.8446

46 52 46 42 3 182 .0029 **
Embral76  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
58.363 60.935 64.6874 63.4689 413.4467 86.8985 4.7578
56 39 55 33 3 179 .0032 **
Embral87  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4
61.1311 58.458 63.5616 65.0147 372.0413 88.5021 4.2038

39 52 47 36 3 170 .0067 **
Embra659  11x12 AlAl A1A2

58.7692 65.3297 1929.729 83.0745 23.2289

102 80 1 180 0 *

Embra729  12x23 AlA2 A1A3 A2A2 A2A3

63.7777 57.9822 67.7573 60.1761 767.6324 82.1223 9.3474

42 58 33 47 3 176 .0 *
Embra746  12x33 A1A3 A2A3

59.6162 63.8849 826.572 89.1939 9.2671

96 86 1 180 .0027 **
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Andlise da caracteristica Extrativos Diclorometano (%)

Marca Pais Descendente/Média/Num.Indiv. QMT/GL QMR/GL F/SIG
Embra022  12x34 A1A3 AlA4 A2A3 A2A4

.0595 1188 1128 1718 .0944 .0186 5.068

54 54 38 37 3 179 .0022 **
Embral06é  12x12 AlAl A1A2 A2A2

.0369 1132 .1646 1694 .0195 8.6662

42 86 39 2 164 .0003 **
Embral25 12x33 A1lA3 A2A3

.067 .1494 .2954 .0189 15.6296

81 94 1 173 .0001 **
Embral75  12x33 A1A3 A2A3

.1455 .0843 .1684 .0196 8.5954

87 93 1 178 .0038 **
Embra290a 12x13 AlAl AlA2 A1A3 A2A3

.1065 1726 .077 1241 .0781 .0184 4.2523

32 49 50 35 3 162 .0064 **
Embra290b  12x33 AlA3 A2A3

.0863 .1563 .1892 .0181 10.4433

73 82 1 153 .0015 **
Embra328  12x11 AlAl A1A2

.0837 1373 .1301 .0191 6.8013

88 93 1 179 .0099 **
Embra340 12x11 AlAl A1A2

.1406 .085 .1409 .0192 7.3196

81 104 1 183 .0075 **
ES076 12x13 A1A1 A1A2 A1A3 A2A3

.0561 .0954 1726 1274 .1026 .0185 5.5477

46 53 38 46 3 179 .0012 **
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