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A Verdade

A porta da verdade estava aberta,
Mas s0 deixava passar

Meia pessoa de cada vez.

Assim ndo era possivel atingir toda a verdade,
Porque a meia pessoa que entrava

Sé6 trazia o perfil de meia verdade,

E a sua segunda metade

Voltava igualmente com meios perfis

E os meios perfis ndo coincidiam verdade...

Arrebentaram a porta.

Derrubaram a porta,

Chegaram ao lugar luminoso

Onde a verdade esplendia seus fogos.
Era dividida em metades

Diferentes uma da outra.

Chegou-se a discutir qual a metade mais bela.
Nenhuma das duas era totalmente bela
E carecia optar. Cada um optou conforme

Seu capricho, sua ilusdo, sua miopia.

Carlos Drummond de Andrade
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RESUMO

TOMAZ, Rafael Simdes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2008.
Mapeamento de locos de resisténcia a Puccinia Psidii em Eucalyptus sp.
por meio de marcadores moleculares microssatélites. Orientadora: Elza
Fernandes de Araujo. Co-Orientadores: Cosme Damido Cruz e Pedro
Crescéncio Souza Carneiro.

A ocorréncia da ferrugem causada pelo fungo Puccinia Psidii pode
representar um fator limitante para as plantacbes de eucalipto. O plantio de
gendtipos resistentes a esse fungo é a medida mais adequada de controle
dessa doenca. Neste sentido, o estudo e a deteccdo de genes responsaveis
pela resisténcia a este patdgeno, permitindo a selecdo precoce de gendtipos
resistente, € desejavel. Desta forma, este trabalho objetiva a deteccdo e o
mapeamento de locos de resisténcia ao patégeno Puccinia Psidi em um
cruzamento interespecifico de Eucalyptus sp. por meio de marcadores
moleculares microssatélites. Foi utilizada a informacao fenotipica da progénie
de 117 individuos resultante do cruzamento de um genitor feminino E. grandis
resistente ao patégeno e um genitor masculino hibrido entre E. urophylla e E.
grandis susceptivel e a informacdo genotipica de 22 marcadores
microssatélites. A deteccao de QTL controlador da caracteristica foi realizada
por meio da metodologia da ANOVA, regressao de Haseman & Elston, original
e modificada, ponderada pela informatividade do marcador, e regressdo de
Fulker & Cardon. As analises de marca simples detectaram associagdo
significativa para os marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321, ambos do grupo
de ligacéo trés do Eucalyptus. A regressdo de Haseman e Elston apresentou
valores de pF = 20,6515 e H® = 14,73% para o marcador EMBRA 125 e pF =
70,1694 e H? = 40,58 para o marcador EMBRA 321. Adicionalmente, a
metodologia de Fulker e Cardon permitiu a detec¢cdo do QTL, com valor de pF
de 29,4788 e H% de 17,58%. O loco QTL foi posicionado a 0,01cM do marcador
EMBRA 125. O marcador EMBRA 321 ndo pdde ser avaliado por meio da
metodologia de intervalo. A aplicacdo dos marcadores EMBRA 125 e EMBRA

321 em procedimentos de selecdo assistida € putativa e deve ser investigada.
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ABSTRACT

TOMAZ, Rafael Sim8es, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july, 2008.
Mapping of Puccinia psidii resistance locus in Eucalyptus sp. by
molecular microsatelite markers. Adviser: Elza Fernandes de Araudjo, Co-
advisers: Cosme Damido Cruz and Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

The occurrence of the rust caused by Puccinia Psidii can represent a
limiting factor for the eucalypt plantations. Planting of resistant genotypes is the
most advisable control measure against the disease. This way, the study and
the detection of genes that are responsible for the rust resistance, aiming the
selection of resistant genotypes, became desirable. This study has the purpose
of detect and the map locus responsible to the rust resistance caused by
Puccinia Psidii in an interspecific cross of Eucalyptus sp., by using molecular
microsatellites markers. Phenotypic information was evaluated from 115
individuals derived progeny resulting from the crossing of a feminine resistant
genitor E. urophylla and a masculine hybrid genitor between E. urophylla and E.
grandis, as well genotypic information about 22 microsatellites markers. QTL
detection was accomplished by using ANOVA, original and modified (weighted
by marker informativity) Haseman & Elston regression and Fulker & Cardon
regression. Single markers methodologies detected significant association for
markers EMBRA 125 and EMBRA 321, both of the linkage group three. The
Haseman & Elston regression showed the values of pF = 20,6515 and H” =
14,73% for the EMBRA 125 marker pF = 70,1694 and H2 = 40,58 for the
EMBRA 321 marker. Additionally, the Fulker and Cardon regression allowed
the detection of the with QTL with pF = 29,4788 and H? = 17,58%. The QTL
locus was positioned 0,01cM from EMBRA 125. The EMBRA 321 marker could
not be evaluated by mean the interval methodology. The application of the
markers EMBRA 125 and EMBRA 321 in procedures of assisted selection is

putative and it should be investigated.



1. INTRODUCAO

O eucalipto é uma das espécies arbdéreas mais plantadas no mundo,
com mais de 17,8 milhdes de hectares, sendo o Brasil 0 segundo maior pais
em area plantada, com cerca de trés milhdes de hectares. A expansdo dos
plantios nos ultimos anos tem suprido a crescente demanda de matéria-prima
para producdo de celulose e papel, carvdo vegetal, madeira sélida, entre
outros.

Espécies de eucalipto possuem excelente capacidade de adaptacdo as
condi¢Bes edafo-climéaticas brasileiras, apresentando rapido crescimento e boa
gualidade de madeira. No entanto, as condicGes climaticas das principais
regides eucaliptocultoras do Brasil, clima quente e Umido, sdo também
altamente favoraveis a ocorréncia de doengas causadas por fungos. Dentre
essas, a ferrugem causada por Puccinia psidii constitui atualmente uma das
mais importantes doencas da eucaliptocultura nacional. O ataque da ferrugem
em brotacbes, em mudas e em plantas jovens no campo é bastante severo,
podendo levar a planta a morte e exigir a reforma do povoamento apds o corte.

Neste contexto, a obtencdo de gendtipos adaptados a regido e
resistentes a doencas, constitui um dos maiores desafios para ampliacdo das
fronteiras florestais. Dentre as estratégias para obtencdo de materiais
resistentes a doencas cita-se a utilizacdo de cruzamentos interespecificos, os
quais visam a introgressdo de genes entre espécies complementares, e a
selecdo assistida por marcadores moleculares. Este ultimo constitui uma
importante ferramenta para melhoramento de plantas com grande
aplicabilidade na éarea florestal, pois permite a sele¢do precoce com relacao a
caracteristicas quantitativas.

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi 0 mapear locos
gue controlam a resisténcia a ferrugem do eucalipto causada por Puccinia
psidii por meio de marcadores moleculares, visando a encontrar regifes
gendmicas as quais tém papel atuante no controle genético da doenga. Além
disso, objetivou-se identificar marcadores moleculares para posterior utilizacdo

em procedimentos de selecéo assistida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Eucalyptus.

O género Eucalyptus € um membro da familia Myrtaceae, sendo
composto por mais de 700 espécies. Esse género se encontra
predominantemente no hemisfério sul sendo dominante na flora do continente
australiano e ilhas vizinhas, podendo ocorrer em uma grande gama de
ambientes, sob as mais variadas formas, desde arbustos a arvores gigantes
(WILLIAMS & WOINARSKI, 1997). Arvores de eucalipto sdo hermafroditas e
protandrica, apresentando fecundacado, preferencialmente, alégama podendo
ainda sofrer autofecundacédo, embora haja forte depressdo por endogamia.
(WILLIAMS & WOINARSKI, 1997). A espécie é reconhecida pelo seu rapido
crescimento, boa qualidade de madeira, e grande adaptabilidade aos mais
diversos climas e solos (ELDRIDGE et al., 1993).

Extensas areas de eucalipto sdo plantadas ndo somente na Australia,
mas também em paises da Asia, América do Sul, sul da Europa e Africa. O
eucalipto foi trazido para o Brasil no inicio do século XX pelo engenheiro
silvicultor Dr. Edmundo Navarro de Andrade para atender as necessidades
Companhia Paulista de Estradas de Ferro — FEPASA (FERREIRA |, 1992). A
grande distribuicdo da espécie pode ser justificada pela sua agressividade e
rusticidade, aliadas a seus diversos usos como producdo de madeira para
celulose, carvéo e serraria (CANCIO, 1998).

As espécies do género Eucalyptus sdo as mais utlizadas em
reflorestamentos no pais, sendo que o Brasil ocupa lugar de destaque como
um dos paises de maior area de florestas plantadas do mundo, com cerca de 5
milhées de hectares (BRACELPA, 2008). O principal uso da madeira dos
reflorestamentos plantados no Brasil destina-se a producédo de celulose fibra
curta, amplamente utilizada no mundo, principalmente, para a producdo de
papel e carvdo (CANCIO,1998).

A espécie apresenta consideravel variacdo genética intra e
interespecifica, caracteristica que vem sendo bem explorada por melhoristas.

Programas de melhoramento tradicionais focam a exploracdo desta variacdo
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genética natural por meio da capacidade que a espécie tem de se hibridar,
produzindo fen6tipos mais favoraveis.

O sucesso relativo ao cultivo dos hibridos de eucalipto € devido ndo
somente a heterose para caracteristicas de crescimento, mas também a
complementaridade das caracteristicas entre as espécies. Isto possibilita que
as especies de eucaliptos, bem como os hibridos entre elas, possam se
desenvolver em uma gama de ambientes, que ndo o seu habitat original
(POTTS & DUNGEY, 2004). No Brasil, os hibridos de eucalipto, seguido E.
grandis, E. saligna e E. urophylla sdo as espécies cultivadas de maior
importancia para producéo de celulose de fibra curta (BRACELPA, 2008).

No Brasil, a produtividade atual da cultura e as areas plantadas
anualmente sdo consideradas insuficientes para suprir a demanda, o que
ameaca as florestas nativas brasileiras (BRACELPA, 2008). Neste sentido, a
melhor estratégia para aumentar a produtividade e a qualidade das florestas de
eucalipto envolve principalmente o melhoramento genético (BERTOLUCCI et
al., 1995). Neste sentido, diversas metodologias e estratégias tém sido
utilizadas com o intuito de elevar ainda mais a producdo de eucalipto,
principalmente envolvendo produtividade, qualidade da madeira e resisténcia a
pragas e doencas.

O melhoramento genético do eucalipto permitiu o aumento da
produtividade em um curto periodo de tempo, por meio da utilizacdo de
gendtipos mais adaptados e exploracdo do vigor hibrido, obtido mediante
cruzamentos interespecificos e a selecdo de arvores de caracteristicas
silviculturais superiores (BERTOLUCCI et al., 1995). Entretanto, o avanco das
areas reflorestadas para regibes mais quentes e Umidas, o plantio de
gendtipos suscetiveis e a utilizacdo repetitiva de extensas areas para plantio
proporcionaram condicfes favoraveis a ocorréncia de diversas doencas.
Dentre elas, a ferrugem causada pelo fungo Pucinia psidii, constitui uma das
mais limitantes para o estabelecimento de novos plantios e a conducéo de
brotac6es de algumas espécies e procedéncias de Eucalyptus (COUTINHO, et
al., 1998).



2.2. Melhoramento visando resisténcia a doencas

O eucalipto constitui alvo de varios patégenos, principalmente fungos,
desde a fase de viveiro até os plantios adultos. Os problemas sédo observados
nas plantagdes, ocorrendo nos mais variados locais, espécies e épocas do ano
(SANTOS et al., 2001). O melhor método para o controle de doencas em
espécies perenes constitui a identificacdo de plantas que apresentam
capacidade de resistir a determinado patégeno, e a utilizacdo destas em
procedimentos que visam aproveitar a heranca de resisténcia, seja para
utilizacdo em plantio comercial de sementes, ou para procedimento de
clonagem.

Deve investigada a utilizacdo da resisténcia interespecifica, ou
interprocedéncias, a qual é obtida por meio da inser¢do de outras espécies no
programa de melhoramento, ou a utilizacdo da resisténcia intraprocedéncia, no
gqual séo aproveitados plantas resistentes detectadas no campo sob condigbes

de intenso ataque do patégeno (SANTOS et al., 2001).

2.2.1. A ferrugem do eucalipto

A ferrugem do eucalipto causada pelo fungo Puccinia psidii foi relatada
pela primeira vez no Brasil em 1929, embora tenha sido formalmente descrita
apenas 1944, constituindo atualmente uma das mais importantes doengas do
eucalipto no pais (ALFENAS et al.,, 2004). Segundo JUNGHANS (2003a), a
ferrugem causada por Puccinia psidii Winter € uma das doengas mais severas
na cultura do eucalipto no Brasil, com potencial de causar perdas em outras
areas tropicais e subtropicais do mundo que possuam florestas desta cultura.
Este patégeno é nativo da América do sul e encontra-se amplamente
distribuido nas Américas do Sul e Central e nas ilhas do Caribe (DI STEFANO
et al.,, 1998). A doenga incide em mudas em viveiros e em plantas jovens no
campo, até os dois primeiros anos de plantio (APARECIDO, 2001).

A primeira medida de controle da ferrugem do eucalipto é evitar o plantio
comercial de materiais suscetiveis. A ampla variabilidade para a resisténcia a

ferrugem nas espécies de Eucalyptus, permite a selecdo de material resistente
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para ser empregado em programas de melhoramento (PASSADOR, 1994).
Dentre as espécies que apresentam fontes de resisténcia destacam-se o
Eucalyptus camaldulensis, E. microcorys, E. pellita, E. pilularis, E. propinqua,
E. resinifera, E. robusta, E. saligna, E. terenticornis e E. urophylla (ALFENAS,
2004).

O controle da doenca pode ser feito por meio de fungicidas, colheita de
arvores para aproveitamento da rebrota em época desfavoravel a ferrugem e
utilizagdo de plantas resistentes, sendo esta Ultima medida a mais indicada por
seu menor custo e menor impacto ao meio ambiente. Em se tratando de
material genético susceptivel e de alto valor comercial, a enfermidade pode ser
controlada com aplicacdes quinzenais de fungicidas sistémicos, o que tem sido
praticado com sucesso em viveiros, especialmente em jardins e minijardins
clonais (ALFENAS, 2004).

A selecao de progénies ou clones resistentes pode ser realizada a partir
de infec¢gBes naturais no campo, em areas em que a doenca é severa ou em
condi¢cbes controladas por meio de inoculacdo (CARVALHO et al. 1998). Em
tal situac&o, os custos elevados e a operacionalizacdo constituem dificuldades
para implementacéo de tais metodologias em grande escala nos programas de
melhoramento. Neste contexto, metodologias de detec¢do em estados juvenis
e com menores custos, como por exemplo, o uso da selecdo assistida por
marcadores, vém se tornando cada vez mais viaveis. Segundo STAUB et al.
(1996), o mapeamento e a deteccdo de locos que controlam a resisténcia a
doencas, utilizando marcadores moleculares, vém sendo realizados em muitos
programas de melhoramento.

Contudo, segundo JUNGHANS (2000), pouco é conhecido a respeito da
genética da interacdo entre o patégeno Puccinia psidii e o Eucalyptus, dos
genes envolvidos, da heranga da resisténcia e das vias de resposta a doenca.
Embora a sele¢do de materiais resistentes ocorra com sucesso nas empresas
florestais, faz-se necessario o entendimento sobre heranca da resisténcia a
esta doenca, sendo de fundamental importancia para determinagdo de

estratégias em programas de melhoramento.

2.3. Marcadores moleculares



O advento de técnicas de marcadores moleculares disponibilizou
ferramentas de grande impacto para o controle e auxilio dos programas de
melhoramento. Dentre as técnicas de marcadores moleculares disponiveis,
destacam-se aquelas baseadas na reacdo de PCR, “Polymerase Chain
Reaction”, reacdo em cadeia da polimerase (MULLIS & FALOONA, 1987). A
reacdo de PCR permite a amplificagdo “in vitro” de fragmentos de DNA,
resultando em grandes quantidades destes a partir de poucas moléculas
iniciais de DNA.

Polimorfismos na sequUéncia de nucleotideos do genoma nuclear
normalmente sdo suficientes para funcionar como marcas moleculares e
consequentemente para o mapeamento. Desta forma, o genoma nuclear de
espécies do género Eucalyptus, tem sido representado por mapas gerados por
meio de analises de ligacdo génica utilizando diferentes tipos de marcadores
(POKE et al., 2005), os quais incluem marcadores RAPD (random amplified
polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphisms), RFLP
(restriction fragment length polymorphisms), e microssatélites ou SSRs (single
sequence repeats).

Os marcadores dominantes como o0 RAPD e o AFLP tém a vantagem de
acessar um numero muito maior de locos polimérficos, aumentando a
probabilidade de encontrar regides genbmicas de interesse ligadas ao
marcador (MISSIAGIA et al., 2005). Entretanto, tem sido relatado com sucesso
a utilizacdo de marcadores codominantes, como 0s microssatélites, associado
a identificacdo de regibes gendmicas que apresentam QTLs, “quatitative trait
loci” ou locos controladores de caracteristicas quantitativas, de grande efeito

para diversas caracteristicas.

2.3.1. Marcadores microssatélites

Dentre as técnicas de marcadores moleculares, os microssatélites tém

sido considerados por muitos autores como uma das metodologias mais
robustas (BRONDANI et al., 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Este



marcador consiste de pequenas sequiéncias de nucleotideos repetidas em
tandem, flanqueadas por seqiiéncias especificas. Eles séo obtidos por meio da
amplificacdo de regibes repetitivas do genoma utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos, e se caracterizam pela alta reprodutibilidade entre
laboratérios, multialelismo e co-dominancia (WEBER & MAY, 1989).

O numero e a composi¢do dos marcadores microssatélites diferem em
plantas e animais. Estima-se que repeticbes maiores que 20 pares de bases
ocorram a cada 33 kb em plantas e a cada 6 kb em animais. Enquanto em
humanos, AC e TC sdo as unidades de repeticAo mais comuns, em plantas,
AT, constitui a unidade de repeticdo mais comum (MOHAN et al., 1997). A
seqliiéncia de nucleotideos que flaqueiam o microssatélite sdo utilizados para
desenvolver oligonucleotideos para amplificagdo desta regido. Estes
oligonucleotideos sdo muito eficientes para a rapida e acurada deteccao de
locos polimorficos, cuja informacdo pode ser utilizada para fins de
mapeamento genético.

A necessidade de desenvolvimento de oligonucleotideos especificos
para culturas florestais representou, inicialmente, a principal limitacdo desta
metodologia, tendo em vista o consideravel dispéndio de tempo e recursos
necessarios. Entretanto, gracas a esforcos de varios pesquisadores
(BRONDANI et al.,, 2002; MARQUES et al.,, 2002; BRONDANI et al., 2006),
este constitui a classe de marcador molecular mais utilizado no género
Eucalyptus.

A utilizagcdo de marcadores moleculares microssatélites tem ocorrido em
diversas espécies e para variados fins, como confirmacdo de parentesco e
identidade (BRONDANI et al., 2002; GRATTAPAGLIA et al, 2004,
ZIETKIEWICZ et al. 1994), identificacdo de espécies (ZUCCHI et al., 2002;
TESSIER et al, 1999), estudos de diversidade e distancia genética (ROCHA et
al.,, 2002), construgdo de mapas de ligagdo (BRONDANI et al.,, 2006),
identificacdo de marcadores de resisténcia a doenca (DUBLE et al., 2003) e
mapeamento de QTL's para caracteristicas interesse econémico, florescimento
precoce (MISSIAGGIA et al., 2005), propagacéo vegetativa (MARQUES et al.,
2002), tolerancia a estresse abidtico (BYRNE et al., 1997), entre outros.

A utilizacdo de técnicas de marcadores moleculares no melhoramento

genético apresenta algumas vantagens sobre as metodologias de sele¢éo
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tradicionais, embora, segundo LANDE & THOMPSON (1990), elas ndo sejam
capazes de substitui-las. A selecao assistida por marcadores ou MAS (“marker-
assisted selection”) é capaz de promover aumento na eficiéncia de selecao,
por meio da utilizacdo de marcas ligadas a locos que controlam as
caracteristicas de interesse. A selecao assistida por marcadores constitui uma
ferramenta do melhoramento de plantas, com grande aplicabilidade na area
florestal, possibilitando a selecao precoce para caracteristicas quantitativas de
dificil mensuragéo. A selegdo assistida, potencialmente, aumenta a eficiéncia e
reduz o tempo dos ciclos de selecdo (VERHAEGEN & PLOMION, 1996;
VERHAEGEN et al.,1997).

A selecdo assistida por marcadores é especialmente vantajosa para
caracteristicas agrondmicas e silviculturais, gue normalmente seriam dificeis de
identificar, tais como resisténcia a determinados patdgenos, insetos e
nematoides, tolerancia a estresses abibticos, e parametros de qualidade da
madeira (MOHAN et al., 1997). Para tais fins, o marcador deve apresentar
alguns requisitos: o marcador deve co-segregar ou estar fortemente ligado,
com cerca de 1 cM de distancia do loco que controla a caracteristica de
interesse; apresentar metodologia eficiente para realizacdo de triagem em
grandes populagdes; e que os resultados sejam reprodutiveis. Ainda, segundo
COELHO (2000), além do grau de polimorfismo proporcionado pelo marcador,
deve-se considerar a dominancia do marcador, e aspectos como custo, tempo
necessario para realizacdo das avaliacOes, e as dificuldades praticas inerente
a execucéo de cada técnica.

Nas ciéncias florestais, as técnicas de marcadores moleculares,
principalmente os microssatélites, tém se mostrado eficientes ferramentas para
construcdo de mapas de ligacdo genética (GRATTAPAGLIA &
SEDEROFF,1994; VERHAEGEN & PLOMION, 1996; THAMARUS et al.,
2002), estudo basico para o posicionamento de genes controladores de

caracteristicas no genoma.

2.4. Mapeamento Genético



Segundo MOHAN et al. (1997), a analise de ligacdo genética constitui
uma das mais bésicas e indispensaveis metodologias da genética. O
mapeamento genético € baseado na hipétese de que a transmissdo conjunta
de dois marcadores reflete a proximidade entre eles, possibilitando o
ordenamento linear das marcas ao longo dos grupos de ligagdo. A construcao
de um mapa de ligacdo envolve basicamente a aplicagdo dos conceitos
originais da genética mendeliana as técnicas de biologia molecular
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994).

Grupos de ligacdo podem ser definidos, segundo LIU (1992), como
grupos de genes, cujos locos estédo localizados no mesmo cromossomo, ou,
estatisticamente, como um grupo de locos herdados conjuntamente. Segundo
SOARES (2000), o numero de marcadores moleculares necessario para se
construir um mapa genético depende do tamanho do genoma, do nimero de
cromossomos e da frequéncia de recombinagdo genética entre os marcadores.
Desta forma, um mapa pode ser considerado completo quando o nimero de
grupos de ligacdo obtidos por meio da andlise com marcadores for igual ao
namero de cromossomos gameéticos do organismo e quando todas as regibes
do genoma estiverem representadas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo STAUB et al. (1996), um passo critico para construcdo de
mapas de ligacdo consiste na escolha dos genitores e a determinacéo do tipo
de cruzamento. Nesta etapa, duas condi¢bes béasicas devem ser atendidas:
deve-se considerar genitores com nivel maximo de polimorfismo, e que sejam
produzidas progénies em que os locos estejam em desequilibrio de ligacéo
(PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993). Para fins de mapeamento, o
desequilibrio de ligacdo ndo deve ser causado por selecdo ou deriva genética,
mas ser decorrente da ligacao fisica entre os locos (LYNCH & WALSH, 1997).

Os genitores escolhidos para gerar a populagédo de mapeamento devem
ser contrastantes, até mesmo quanto a expressao fenotipica para caracteres
de interesse agronémico ou silvicultural. Quando o polimorfismo é baixo, a
realizacdo de cruzamentos interespecificos para obter maior nimero de locos
informativos é desejavel (TANKSLEY et al., 1992), embora segundo STAUB et
al. (1996) presenca de alelos deletérios, em tais ocasides, possa provocar
distor¢cdes das proporcées mendelianas esperadas na descendéncia destes
cruzamentos. De fato, muitos autores (BRONDANI et al., 2006, BYRNE et al.,
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1995; MARQUES et al., 1998; MYBURN et al., 2003; THAMARUS et al., 2002)
tem observado distor¢do na segregacdo dos marcadores utilizados para o
mapeamento, tanto em cruzamentos interespecificos quanto intraespecificos
(FRISCH et al., 2004; KY et al., 2000; VOGL & XU, 2000). Normalmente, a
recomendacdo seguida por tais autores é a exclusdo de tais marcadores,
negligenciando as causas da distor¢do (FERREIRA, 2006).

As geragOes F2 ou aquelas oriundas de retrocruzamentos, cruzamentos
entre heterozigotos, RIL's (“Recombinant Imbred Lines” ou Linhagens
Endogamicas Recombinantes) e linhagens duplo-hapléides sdo as populacdes
mais usadas na construcao de mapas de ligacdo (TANKSLEY, 1993; LYNCH e
WALSH, 1997). Considerando que o desequilibrio é essencial para deteccao
de ligacdo entre as marcas, as populacdes de mapeamento diferem
essencialmente na maneira como este desequilibrio é obtido (LYNCH &
WALSH, 1997). Como ele atinge seu ponto maximo nas populacbes derivadas
de cruzamentos controlados, a capacidade de deteccdo de ligacdo nestas
também é maxima (TANKSLEY, 1993; LIU, 1998).

Segundo BRONDANI et al. (2002), o mapeamento genético tornou-se
parte fundamental no desenvolvimento de tecnologias focando, entre outras, a
genética de plantas. Segundo GRATTAPAGLIA e SEDEROFF (1994), muitos
mapas de ligagdo em plantas tém sido obtidos a partir de populacbes
segregantes derivadas de cruzamentos entre linhagens endogamicas.
Entretanto, Eucalyptus, por limitacdes praticas e bioldgicas, ndo € possivel
empregar delineamentos experimentais como retrocruzamentos ou RIL’s
(cruzamentos controlados ou endogamicos). Considerando esta limitagéo,
estes autores propuseram uma estratégia denominada pseudocruzamento
teste no qual o hibrido interespecifico é retrocruzado com 0s genitores os quais
normalmente ja apresentam alto nivel de heterozigozidade. Tal estratégia foi
muito utilizada na constru¢cdo de mapas a partir de marcadores dominantes.
Entretanto, devido a suas limitacdes, ela é Util apenas em casos nos quais um
dos genitores € heterizogoto para determinado loco e o outro genitor é
recessivo. Desta forma, o marcador segrega na propor¢do 1:1 na progénie
avaliada (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994; VERHAEGEN & PLOMION,
1996; MARQUES et al., 1998). A partir desta estratégia, um mapa genético
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para cada genitor é gerado, e podem ser Uteis em estudo de sintenia e
colinearidade de genomas (MYBURG et al., 2003).

Varios mapas genéticos tém sido descritos para a cultura do Eucalyptus,
utilizando-se diversos tipos de marcadores, para 0s mais variados fins. Por
meio da estratégia do pseudocruzamento teste, MARQUES et al. (1998)
realizaram um estudo visando a construcdo de um mapa genético em uma
populacdo F1 por meio de marcadores AFLP em um cruzamento de E.
globulus com E. tereticornis. Utilizando-se da mesma estratégia, e visando
realizar um estudo de sintenia, MYBURG et al. (2003) realizaram um estudo
comparativo de genomas de E. grandis e E. globulus utilizando marcadores
AFLP. GION et al. (2000) concentraram esforcos no mapeamento de genes
com papel atuante no processo de formacgdo de lignina, utilizando também a
estratégia de pseudocruamento teste aliado a marcadores RAPD.
MISSIAGGIA et al. (2005), realizaram o mapeamento do gene Eefl,
responsavel pelo fendtipo de florescimento precoce, no grupo de ligacdo 2, em
uma progénie de E. grandis. BRONDANI et al. (2006) publicaram um mapa
consenso para as espécies de Eucalyptus utilizando 230 marcadores
microssatélites, em um estudo que se tornou a base de muitos outros estudos
de mapeamento genético para caracteristicas de interesse silvicultural.

Estudos de mapeamento genético sdo potencialmente Uteis quando
focam também a localizag&o de regides do genoma que séo responsaveis pelo
controle de caracteristicas de importancia econémica (TANKSLEY, 1993).
Geralmente essas regides sao resultados da acdo cumulativa de um conjunto
de genes, sendo os locos que as controlam denominados QTL's. A andlise e
deteccdo de tais regides constituem uma importante ferramenta para o
melhoramento de plantas. Em populagbes exogamicas, como a cultura do
Eucalyptus, o mapeamento de QTL pode ser realizado a partir da avaliacdo de

familias de irm&os completos ou a partir de familias de meio-irmaos.

2.5. Deteccédo de QTL
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O termo QTL (“Quantitative trait loci” ou loco controlador de
caracteristica quantitativa) criado por GELDERMANN (1975), baseia-se no
principio de existéncia de locos de maior importancia relacionados com a
expressao de determinada caracteristica métrica. Os fundamentos teoricos do
mapeamento de QTL's foram entendidos a partir do trabalho de THODAY
(1961), o qual sugeriu que se um oligogene (heranca complexa) estivesse
ligado a um monogene (heranca simples), os efeitos fenotipicos do primeiro
poderiam ser indiretamente estudados com base nos efeitos de um gene
vizinho. Com a tecnologia dos marcadores moleculares, o numero de
associacbes entre as marcas e 0s caracteres oligogénicos de importancia
econbmica pdde ser ampliado significativamente. O grande numero de
marcadores distribuidos pelo genoma possibilita uma amostragem mais
completa na busca de ligagdo génica com o loco de interesse (TANKSLEY,
1993).

A capacidade de deteccdo de um QTL é funcdo da magnitude do seu
efeito sobre a caracteristica, do tamanho da populacdo segregante avaliada,
da frequéncia de recombinacdo entre o marcador e o QTL, bem como da
herdabilidade da caracteristica (PATERSON et al., 1991; TANKSLEY, 1993). O
mapeamento de QTL’s possibilita mensurar o nUmero de locos quantitativos
envolvidos na heranca complexa, assim como suas localizacBes
cromossdmicas. Segundo XIAO et al. (1996), podem ainda ser obtidos
estimativas da acao génica, efeitos aditivos, pleiotrépicos e epistaticos relativos
ao QTL.

As populacdes utilizadas para o0 mapeamento genético e a detec¢ao de
QTLs sdo denominadas de populacdes de mapeamento. Essas populacdes
podem ser classificadas em dois tipos, denominadas de “popula¢bes derivadas
de cruzamentos controlados” ou populacdes endogamicas, e “populacdes
derivadas de cruzamentos exogamicos” ou popula¢des naturais. Considerando
que para o procedimento de deteccdo do QTL, é necessario que haja
desequilibrio de ligagdo entre 0 marcador e o suposto QTL, essas populagcbes
diferem essencialmente na maneira como o desequilibrio é alcancado e no
grau de informacao a qual podem dispor (LYNCH & WALSH, 1997).

As populacdes de mapeamento derivadas de cruzamentos exogamicos

sdo obtidas por meio da escolha de genitores a partir de uma populacao
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segregante, sendo a descendéncia destes, estruturada em familias para a
andlise e deteccdo de QTLs. Dentre os delineamentos genéticos utilizados
para o mapeamento de QTL em cruzamentos exogamicos pode-se destacar o
uso de familias de irméos completos e de familias de meios-irmaos. De acordo
com WELLER (2001) trés tipos basicos de delineamentos experimentais sdo
propostos: o delineamento de pares de irmdos (sib-pair analysis) o qual
emprega a andlise de varias familias de meios irméos, pouco numerosas; 0
delineamento de meio-irmdos (half-sib design) o qual emprega a analise de
familias de meio-irmédos de grande tamanho; e o delineamento de irmaos
completos (full-sib design) o qual é utilizado para a andlise de familias de
irméos completos com progénie mais numerosa. Ainda, de acordo com
WELLER (2001), a utilizagdo de uma unica e numerosa familia informativa
constitui condicao ideal para o procedimento de deteccdo de QTLs. Entretanto,
guando isso ndo é possivel pode-se utilizar a informag¢do combinada de varias
familias para proceder a analise.

Em tais delineamentos, diferentes configuragcbes de marcadores
podem estar segregando. De acordo com HASEMAN & ELSTON (1972), para
0 caso geral de sistemas multialélicos com quatro alelos, havera trés
categorias e sete tipos distintos de acasalamentos ou diferentes tipos de pares
de irméos que caracterizam a heranca para cada loco. Assim, considerando-se
um loco A com alelos |, j, k e |, ter-se-4o 0s seguintes tipos de cruzamentos:
cruzamento entre genitores homozigotos (I- AiA-AA;, 1I- AiA-AA)), cruzamento
entre genitores homozigotos e heterozigotos (lll- AA-AA; , IV- AA-FAA) e
cruzamento entre genitores heterozigotos (V- AA-AA;, VI- AA-AA; VII- AA-
AA). O tipo | envolve apenas um alelo, os tipos Il, lll e V dois alelos, os tipos
IV e VI trés alelos, e o tipo VII quatro alelos. Na andlise de segregacgéo, deve-
se considerar que somente acasalamentos que envolvam pelo menos um
genitor heterozigoto, de forma que os individuos da progénie sejam
informativos para fins de mapeamento. Dessa forma, apenas cruzamentos dos
tipos lll, IV e V, VI e VIl sdo informativos.

Em Eucalyptus, o procedimento de deteccdo de QTL tem sido
realizado para diversas caracteristicas. VERHAEGEN et al. (1997), realizaram
um estudo de mapeamento e estabilidade de QTL para densidade de madeira,

e caracteristica de crescimento em uma progénie hibrida, utilizando
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marcadores RAPD. NOVAES (2006) realizou um estudo de mapeamento de
QTLs associados a diversas caracteristicas da madeira, dentre as quais,
densidade basica, teor de glicana, xilana e lignina total, utilizando marcadores
microssatélites. THAMARUS et al. (2004) realizaram um estudo visando a
identificacdo de QTLs para caracteristicas de madeira e propriedades de fibra
utilizando trés tipos de marcadores codominantes, microssatélites, RFLP e
isoenzimas.

Existem poucos estudos descritos na literatura que visam mapeamento
de QTL relacionados a caracteristicas de tolerancia a estresses ou resisténcia
a doencas em espécies florestais. BYRNE et al. (1997) relataram a existéncia
de dois QTLs putativos presentes no grupo de ligacéo 6, os quais explicariam
aproximadamente 7,7 e 10,7% da variagdo do fendétipo de resisténcia a geada
em uma progénie de E. nitens. Especificamente com relacdo a resisténcia ao
patégeno Puccinia psidii, destacam-se os trabalhos de JUNGHANS et al.
(2003) e de ROSADO (2007). JUNGHANS et al. (2003b) mapearam, por meio
de marcadores RAPD, o gene Pprl (Puccinia psidii resistance 1) responsavel
por conferir resisténcia a ferrugem em uma progénie de E. grandis. ROSADO
(2007), por meio de marcadores microssatélite, detectou um QTL responsavel
por explicar 42% da variacdo fenotipica na progénie segregante de um
cruzamento inter-especifico, posicionando tal QTL no grupo de ligagéo trés do
genoma do Eucalyptus.

Para o procedimento de deteccdo de QTLs, a populacdo deve ser
avaliada para as caracteristicas fenotipicas de interesse as quais estdo
segregando no cruzamento considerado, e genotipados para algumas dezenas
ou centenas de marcadores moleculares distribuidos em intervalos regulares
ao longo do genoma. Uma busca deve ser conduzida visando detectar
associagbes entre os marcadores segregantes e as caracteristicas de
interesse (LYNCH & WALSH, 1998).

2.5.1 — Métodos para deteccao de QTL em populacdes exogamicas

Testes para marcas Unicas ou marca simples, como por exemplo, a

ANOVA e metodologias de regressao, permitem acessar a informacdo da
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segregacédo do fenétipo com respeito ao gendtipo das marcas individualmente.
A hipotese de nulidade considerada é de que a média dos valores da
caracteristica sdo independentes dos valores de um particular marcador. Esta
hipétese é rejeitada quando o valor do teste estatistico ultrapassa um valor
critico pré-estabelecido, implicando que o QTL esta associado a marca sob
investigacdo (HOESCHELE, 2001).

Embora as metodologias de marcas simples sejam equivalentes, elas
sdo utilizadas para uma analise exploratéria do conjunto de dados e séo
utilizadas como uma forma de identificar marcadores o0s quais estdo
segregando com o QTL que afeta a caracteristica (CARNEIRO & VIEIRA,
2002). Entretanto, estes procedimentos sdo incapazes de discernir se a
associacdo do QTL com a marca € devido ao efeito do mesmo ou da sua
proximidade com o marcador. Desta forma, a significancia do teste € devido a
um efeito confundido de ambos. Assim, quando a investigacdo tem como foco
a identificac@o de regides gendmicas que afeta a caracteristica, métodos mais
complexos de deteccdo de QTL sdo necesséarios. Nestas situagdes, o
problema é resolvido pressupondo que o QTL se encontra em determinado
intervalo entre dois marcadores, e estimando o seu efeito. Tais metodologias,
conhecidas como mapeamento por intervalo, permitem a estimagéo tanto do
efeito quanto da localizac&o do QTL (CARNEIRO & VIEIRA, 2002).

2.5.1.1. ANOVA e contraste entre médias

O mapeamento por marca simples baseia-se na utilizacdo de dados de
familias de meios-irmaos ou irmaos completos para a deteccao de QTLs por
meio da avaliacdo dos individuos que apresentam alelos marcadores
provenientes de um mesmo genitor. Dessa forma, um modelo linear simples
com apenas um fator pode ser utilizado para detectar QTLs por meio da
analise de variancia (ANOVA). Este procedimento permite avaliar a associacao
entre um determinado marcador e 0 QTL, ndo sendo possivel, entretanto,
estimar o seu efeito, nem a sua posigao.

A andlise de variancia é feita para verificar a existéncia de diferenca

significativa em relacdo as médias dos individuos na descendéncia, agrupados
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segundo as classes genotipicas do marcador. Segundo SCHUSTER & CRUZ
(2004), a diferenca significativa entre as médias é evidéncia de ligacao fatorial
entre a marca molecular e a caracteristica. Um modelo com um Unico fator
deve ser empregado para decompor a variagdo entre e dentro das classes
genotipicas dos marcadores. Devem ser avaliados contrastes entre médias dos

alelos de cada genitor sobre a caracteristica de interesse.

2.5.1.2. Regressao de Haseman e Elston

A metodologia de HASEMAN & ELSTON (1972) constitui um
procedimento de regressao linear simples e foi originalmente proposto para a
deteccao de QTLs na espécie humana utilizando familias de irm&os completos,
situagdo na qual uma progénie de cada familia é, normalmente, pouco
numerosa. Esta metodologia baseia-se em uma regressdo na qual a variavel

dependente Y, € estabelecida pelo quadrado da diferenga fenotipica entre os
individuos do j-ésimo par de irmaos e a variavel independente z; é dada pela

gquantidade de alelos idénticos por descendéncia (IBD) para os pares de irmaos

considerados. Desta forma, é adotado o seguinte modelo:

Y =B+ B, T€i em que:

Y, € estabelecido pelo quadrado da diferenca fenotipica entre os individuos do

j-ésimo par de irmdos, e 7z; corresponde ao valor de alelos idénticos por
descendéncia (IBD) do par de irmdos considerados. S, e f, sdo os

parametros do modelo.

O valor de Y; é dado por:

Y, =(X;; —X,;)% em que:
X,; € X,; os valores observados da caracteristica para o primeiro e o segundo
irmao do j-ésimo par.

O valor de 7; € dado por:

1 :
Tz, =§ f,, +f,,, emque:
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f,, a probabilidade de que o j-ésimo par de irméo tenha 1 alelo IBD e f;, a

jl
probabilidade de que o j-ésimo par de irmao tenha 2 alelos IBD. O conceito de
identidade por descendéncia (IBD, Identity by descent) é de grande
importancia, pois quantifica a semelhanga genética entre o par de individuos.
Um par de individuos aparentados possui um alelo IBD se esse alelo tem
origem comum em um ancestral. Dessa forma, um par de irmdos pode possuir

zero, um ou dois alelos IBD com as respectivos T iguais a 0, 2 e 1. Se um

determinado marcador e uma caracteristica estiverem ligados geneticamente,
a proporcao de alelos IBD compartiihados excede o valor esperado. Sob a
hipétese de ligacdo, irméos que compartiiham uma propor¢cdo maior de alelos
IBD terdo fendtipos mais parecidos, enquanto que sob a hipétese nula (sem
ligacdo) os fendtipos dos pares serdo independentes do compartiihamento de
alelos, no gene marcador (FEITOSA & KRIEGER, 2002).

Desta forma, a regressao de HASEMAN & ELSTON (1972) constitui
um meétodo robusto de regressédo de pares de irmdos para detectar ligagédo e
estimar a variancia do QTL. Apesar deste método de pares de irmaos ser
adequado quanto a diversos tipos de distribuicdo de dados e ser independente
do modelo genético do QTL, ele apresenta o problema de ndo discernir entre o
efeito do QTL e a sua distancia com marcador avaliado. Isto significa que
apenas a ligacao entre o QTL e o marcador € detectavel, ndo sendo possivel
estimar se & devido a um QTL de grande efeito localizado longe do marcador,
ou devido a um QTL de pequeno efeito, proximo ao loco marcador (MARTINEZ
& VUKASINOVIC, 2000).

2.5.1.3. Regresséo de Haseman e Elston modificada

Com o intuito de fornecer maior poder estatistico a Regressdo de
Haseman e Elston, varias modificacdes a metodologia original tem sido
propostas (ELSTON et al., 2000; WANG, T. & ELSTON, R.C., 2004; FRANKE
et al., 2005).

FRANKE et al. (2005) propuseram uma ponderacdo das regressdes

pela informatividade do marcador no par de irmdos. Quanto maior a

17



informatividade do marcador, no par considerado, maior peso este tera para o
procedimento de detec¢do. O procedimento de ponderacdo é realizado por

meio dos valores de f,, f, e f,, os quais sdo utilizados para calcular os
valores de IBD (7).

Nesta metodologia, os pares de individuos da familia sdo ponderados
de acordo com o grau de informatividade no par, por meio de uma distancia
Euclidiana entre o IBD do marcador analisado e o IBD de um marcador ndo
informativo. Tal ponderacdo adota que os valores de IBD se encontram em um
espaco métrico dentro de um tridngulo equilatero de altura unitaria. De acordo
com o teorema de Viviani, para qualquer ponto no interior do triangulo, as retas
gue saem deste ponto IBD e atingem perpendicularmente os lados do triangulo

correspondem aos valores de f,, f, e f,, sendo a soma destas

probabilidades igual a unidade.

Considerando que um dado marcador informativo representa um ponto
dentro do triangulo de distribuicdo de IBD, com valores de coordenadas
2f,0+ f;

NE

marcador ndo informativo representa um segundo ponto cujos valores de

dependente de f,,, f, e f,, iguala S(f,, f;, sz):( 'f“j; e que um

coordenadas sao dependentes de f,, f,, e f;, os quais assumem valores

j1
iguais a ¥4, %2 e ¥4, pode-se calcular a distancia Euclidiana w (f;). De acordo

com o modelo adotado, o valor de w(f) €& dado por

(f,—1)? N 1-2f)?
3 4

w (f))=d(S(fo, f,, fz),S(l/«l/z,l/m)):\/
Assumindo que na regressdo de Haseman e Elston (1972), a obtencao
do vetor de parametros composto por S, e 3, é dado por B=(X'QX)*X'Q*Y

em que Q é uma matriz identidade; na metodologia desenvolvida por FRANKE

et al. (2005), a matriz Q se torna uma matriz diagonal em que os valores dos

elementos X; sdo substituidos pelos respectivos valores de w(f;). Desta

forma, a informatividade do marcador para dado par de irm&os é considerada

no procedimento de detecgao.
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2.5.1.4. Regressao de Fulker e Cardon

Na metodologia de Regressdo de FULKER & CARDON (1994), as
proporgdes IBD de marcas que compdem um intervalo no grupo de ligacdo séo
utilizadas para estimar a propor¢éo de alelos IBD de um possivel QTL ao longo
do intervalo. A posicdo que confere um melhor ajuste da regressdo é
considerada como a posi¢cdo estimada do QTL no grupo de ligagdo. Desta
forma, é possivel obter estimativas do efeito do QTL sobre a variancia genética
aditiva e 0 seu posicionamento.

A metodologia pressupfe que existem dois locos marcadores que
flanqueiam o loco Q controlador da caracteristica quantitativa. Admite-se que
exista uma frequéncia de recombinacéo r; entre o primeiro marcador e o loco
Q, e que exista uma frequéncia de recombinacéo r, entre o loco Q e o0 segundo
marcador do intervalo.

Pela metodologia de HASEMAN & ELSTON (1972), a andlise separada
para cada loco do marcador produz os seguintes resultados:

a) Para a marca My: B, =-2(1-2r,)*o%

b) Para a marca M,: 3, =—2(1-2r,)*c?2

Como rl, r2 e r12 podem ser relacionados por meio de uma funcéo de
mapeamento, torna-se possivel obter solugdo Unica para o . Entretanto, se a
posicao do QTL fosse exatamente conhecida e houvesse informagéo sobre o

valor de 7z, para este loco particular entdo, segundo Haseman & Elston

(1972), ter-se-ia a seguinte relacao:
EC(Y 175q) = Bo + Borty»
em que S, =-20;.
Assim, substituindo o valor de g, nas estimativas de 5 e /f,, obtém-
se: fi=(1-2r)°p, e B,=(1-2r,)°p,.
Essa metodologia fundamenta-se em usar as estimativas de 7,; e 7,,

para estimar os valores da taxa de alelos IBD entre os pares de irméos para o

loco Q, definido por 7z, assumindo uma faixa de valores da porcentagem de
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recombinagao entre os locos M; e M. A estimacdo de r, € feita por meio da
equacédo de regressao:

7Ty =B, +ﬂ/rlﬂ.1j "',B;r/[zj €,

A estimativa de z%qj para uma determinada posi¢cdo do loco Q é
utilizado como variavel independente no modelo de regressdo Y, = S, + S,z -

Dessa forma, € possivel realizar a regress@o com base nos valores de Y, e 7,

estimados para cada par de irmdos, em cada posi¢cdo do intervalo, sendo a

mais provavel aquela que apresentar a menor soma de quadrados residuais.
Nessa posicdo, a estimativa de S, que corresponde ao critério 6timo de

escolha da equacédo de regresséo, permite determinar a posicdo do QTL e o
valor da contribuicdo QTL para a variancia aditiva do carater.

Esta metodologia de regressdo permite aliar a simplicidade da
metodologia de regressdo, com o poder de deteccdo do mapeamento por
intervalo. Se os locos envolvidos na determinacdo da caracteristica contribuem
com pelo menos 10% da herdabilidade, a metodologia é capaz de realizar
deteccdo (FULKER et al., 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foi considerada uma progénie de irmdos-completos, constituidas por
131 individuos, derivados do cruzamento do genitor feminino 7074 (E. grandis)
resistente ao patdégeno Puccinia psidii e o genitor masculino 1046 (hibrido entre
E. urophylla e E. grandis) susceptivel. As mudas foram mantidas em vasos de
2L de capacidade contendo uma mistura de solo, areia e esterco na propor¢cao
de 3:1:1 e mantidas em bancadas. Realizou-se a aduba¢édo duas vezes por
semana utilizando o adubo Ouro Verde (N, P, K e micronutrientes), até a época

da inoculagéo.

3.2. Fenotipagem

As mudas foram inoculadas aproximadamente um més apbs o
transplantio. Empregou-se o isolado monospérico UFV-2 de P. psidii
pertencente a raca 1, predominante em regides as quais apresentam 0
patégeno no Brasil. O isolado foi mantido em mudas de jambeiro (Sygysium
jambos (L.) Alston), mediante re-inoculacdes periddicas a cada 20 dias. A
suspensdo a ser inoculada foi ajustada para 2 x 10* urediniésporos/mL e
atomizada homogeneamente nas superficies abaxial e adaxial das folhas das
mudas, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss nimero 15, acoplado a um
compressor elétrico ajustado para 0,6-0,8 kgf/cm2 de presséo.

Apobs a inoculacdo, as mudas foram mantidas por 24 h em condicbes de
alta umidade e escuro, e a seguir transferidas para camara de crescimento
com sistema de controle de temperatura ajustado para 22°C e com fotoperiodo
de 12 h e intensidade luminosa de 40 um fotons/m?/s (RUIZ et al., 1989).

A avaliagéo da resisténcia a ferrugem foi realizada aos doze e aos vinte
dias apés a inoculacédo, utilizando uma escala de notas a qual foi proposta por

Junghans et al. (2003a). Esta escala possui quatro graus de severidade: SO =
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imunidade ou reacdo de hipersensibilidade, com necrose ou “fleck”; S1 =
pustulas puntiformes; S2 = pustulas de tamanho mediano, com esporulagéo
mais abundante que S1; e S3 = puUstulas grandes e esporulacdo intensa em
ambas as faces das folhas, podendo ocorrer em peciolos e hastes jovens. O
procedimento de fenotipagem foi realizado pelo laboratério de Patologia
Florestal e Genética da Interagdo Planta Patdogeno da Universidade Federal de
Vicosa, localizada no BIOAGRO.

3.3. Extracdo e quantificacdo do DNA total

A extracdo do DNA total de folhas de cada muda de eucalipto foi
realizada de acordo com o método descrito por DOYLE e DOYLE, 1990 com
modificacBes. Cerca de 150 mg de folhas foram maceradas com nitrogénio
liquido, até o tecido virar um pdé bem fino. O material foi transferido para um
tubo Eppendorf, adicionou-se 650 pL de tampéo de extracdo (CTAB 2%; NaCl
1,4M; EDTA 20 mM pH 8,0; Tris-HCI 100 mM pH 8,0; PVP 1% e B-
mercaptoetanol 1%) previamente aquecido a 65°C, seguido de incubagdo a
65°C por 30 minutos. Apds choque térmico em gelo, adicionou-se um volume
de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), agitando levemente por 10 minutos e
centrifugando por 6.000 g por 10 min. Apds esta etapa, recolheu-se a fase
aquosa, e realizou-se nova extragdo com cloroférmio-alcool isoamilico. Os
tubos foram incubados -20°C durante a noite. O material foi centrifugado a
6.000 g por 30 minutos e o sedimento lavado com etanol 70%, secado e
ressuspendido em 50 uL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0)
contendo 10 pg de RNAse. A quantidade de DNA total foi determinada em
espectrofotdbmetro PHARMARCIA BIOTECH modelo ULTROSPEC 3000.

3.4. Amplificacéo e avaliacdo dos locos microssatélites
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Foram utilizados 22 pares de sequéncias de oligonucleotideos
previamente selecionados. Essas seqiéncias foram descritas por BRONDANI
et al., 1998, MARQUES et al., 2002, BRONDANI et al., 2002 e BRONDANI et
al. 2006. A sequéncia dos oligonucleotideos utilizados esta descrita na Tabela
1. O conhecimento prévio da posi¢cdo das marcas microssatélites ao longo dos
grupos de ligacdo foi utilizado para estimar o numero minimo de marcas
necessario para o mapeamento dos locos que controlam a resisténcia a P.
psidii no genoma do Eucalyptus.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas utilizando 12 ng de DNA
total, 0,3 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, Tris-HClI 100mM
(pH 8,4), KCI 500mM, MgCl, 150mM, 1% de triton X-100, 200uM de cada um
dos deoxinucleotideos (dATP, dGTP,dCTP e dTTP) e uma unidade de Taq
DNA polimerase em um volume final de 25uL. As amplificacdes ocorreram em
um termociclador PTC-100 MJ Research, Inc. A amplificacdo dos locos
microssatélites foi feita com um passo inicial de 94 °C a 1 minuto e 40 ciclos,
com a desnaturacdo de 1 minuto a 94 °C, anelamento de 1 minuto a 56 °C, e
extensdo de 1 minuto a 72 °C. Apés um passo final de 7 minutos a 72 °C, a
temperatura foi reduzida a 4 °C mantendo-se nesta até que as amostras
fossem retiradas.

Apo6s término da amplificacdo, foi adicionado 5 pyL de tampédo de
amostra (0,25% azul de bromofenol e 60% de glicerol) em cada tubo, e 0 seu
conteudo analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida nativo 10 %. A
corrida eletroforética ocorreu em tampao TEB 1X (Tris-borato 0,09M e EDTA
0,002M), por 4 horas a 90 V, e apds, os géis foram colocados em solucao de
brometo de etideo (0,1pg/L) por 30 minutos. A seguir, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta e sua imagem digitalizada utilizando sistema

de video Eagleye (Stratagene®).
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Tabela 1. Relagdo dos oligonucleotideos e grupo de ligagdo (GL) ao qual

pertencem. Os oligonucleotideos estdo organizados por grupo de ligacao.

Identificacdo Sequéncia (5" 2 3) GL

EMBRA 6 F AGAGAATTGCTCTTCATGGA 1
R GAAAAGTCTGCAAAGTCTGC

EMBRA 11 F GCTTAGAATTTGCCTAAACC 1
R GTAAAATCCATGGGCAAG

EMBRA 27 F ATAACCACACCAATCTGCA 2
R TATAGCTCGAACGCTCAAC

EMBRA 122 F TTGCTCCATCTTTCTTGC 3
R AAAACGATTAGAGGGTCATG

EMBRA 125 F TTCAAGAAATCATCGACAAA 3
R TCGCATCATAGAAGTCGTC

EMBRA 189 F CGTGCTTTTGAGGCTCT 3
R GATTGAGGATGAGTGGTC

EMBRA 227 F CGAATGCCATAGATTGTCAG 3
R CAGGCATCTCGTACGTGGA

EMBRA 239 F AAGAGAGAGTGATTGGCGAG 3
R CTGTGACACTAGGCATGTTG

EMBRA 321 F GGACAAGTCCAGCAGATATG 3
R CGATCAGAGAAGATAGGCGA

EMBRA 350 F CAGATATGCTCTCAAATGGG 3
R CGATCAGAGAAGATAGGCGA

EMBRA 5 F ATGCTGGTCCAACTAAGATT 5
R TGAGCCTAAAAGCCCAAC

EMBRA 37 F CACCTCTCCAAACTACACAA 5
R CTCCTCTCTCTTCACCATTC

EMBRA 08 F CACAACTAAAAATCAAAACCC 6
R AAAGAGCAGATTATTACAGAAGC

EMBRA 173 F CTGTCAATACACACGCAC 6
R GGATTCACTTGTTAGCTG

EMBRA 646 F - 6
R -

EMBRA 42 F GAGTAAAAATTGGTTTTGAGTG 7
R CCCTCTTTTCATTTTGTCTT

EMBRA 145 F AAGCCACACCGTGTCAGTTAGC 7
R

AACTCACAGGCGCAAGGCA
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Tabela 1. Continuacéo

EMBRA 13 F ATTTCCCTAGGTTTGACATG 9
R TCCAACATCTTACTCAACCA
EMBRA 127 F CAAGCTGTAGGGTTCCTTT 10
R GTATAAGACCCAAAGACCCA
EMBRA 136 F GTTATGTTTGGTTGAAAGGAG 10
R AGACACCATGTCCCCAGG
EMBRA 2 F CGTGACACCAGGACATTAC 11
R ACAAATGCAAATTCAAATGA
EMBRA 1319 F - 11
R -

3.5. Teste de segregacdo dos marcadores

Foram aplicados testes de qui-quadrado para verificacdo da razdo de
segregacdo para cada marcador avaliado, de acordo com a sua
informatividade no cruzamento. Deve ser relatado que a informatividade é
dependente do cruzamento considerado que, segundo HASEMAN & ELSTON
(1972), podem ser de sete tipos : |- AA-FAA;, 1I- AA-AA; TT- AAFAA; | IV- AA-
AAL V- AAFAA;, VI- AA-AAL VIE- AA-AA.

Adicionalmente, foi realizado um teste de segregacdo gamético, por
meio do teste qui-quadrado (xz), a fim de detectar os locos que apresentaram
distor¢cdo de segregacdao, e o genitor o qual produziu gametas com freqiiéncias
distorcidas.

A estatistica qui-quadrado é dada por:
©-E )

=| K

1=

Em que:

XZ € o valor de qui-quadrado calculado,

O; e E; sdo os valores observados e esperados da i-ésima classe
avaliada (i = 1, 2,..., n). Ainda, o nimero de classes varia em funcdo da

informatividade do cruzamento.
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3.6. Mapeamento genético
3.6.1. Mapeamento de marcadores sem distorcdo de segregacéao

O procedimento de estimacdo da porcentagem de recombinacdo foi
realizada por meio do método da maxima verossimilhanca, considerando a
informatividade de cada tipo de cruzamento. Tais procedimentos foram
descritos detalhadamente por BHERING (2008).

Segundo BHERING (2008), considerando os marcadores dois a dois,
para os cruzamentos Il x VI e Ill X VII, os quais apresentam padrdo de
segregacdo (1:1)(1:1:1:1), a funcdo de verossimilhanca e a expressao para

estimacéo de porcentagem de recombinacdo séo iguais a:
. N
L(r;n)=A(P*+PR)™(R*+PR)™ e :ﬁz, em que;

P e R, correspondem, respectivamente as classes parentais e recombinantes,
nie N, correspondem respectivamente aos valores observados das respectivas
classes e ao numero total de individuos, e X, a constante da distribuicdo
multinomial referente aos dados observados.

Ainda, segundo BHERING (2008), considerando os marcadores dois a
dois, para os cruzamentos VI x VI, VI x VIl e VII x VII, os quais apresentam
padrdo de segregacdo (1:1:1:1)(1:1:1:1), a funcdo de verossimilhanca e a
expressao para estimacgéo de porcentagem de recombinac¢do sao iguais a:

L(r : ni ) — ﬂ( P2 ) nll+nl4+n4l+n44 ( RZ) n22+n23+n32+n33 ( PR) n12+n13+n21+n24+n31+n34+n42+n43 , e

F=latle o que;

2
P e R, correspondem, respectivamente as classes parentais e recombinantes,
n; corresponde aos valores observados das respectivas classes, A, a constante
da distribuicdo multinomial referente aos dados observados, rc; € rgp, as

porcentagens de recombinacao calculadas individualmente para cada genitor.
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As distancias entre os marcadores do mapa foram convertidas em
freqiéncia de recombinacdo expressa em Kosambi (M), por meio da funcéo

de mapeamento:

_In[@+2r) /- 2n)]
. ,

recombinacéo estimada por meio das fun¢cBes de verossimilhanca.

em que r corresponde a freqiéncia de

3.6.2. Mapeamento de marcadores com distorgdo de segregacéao

A estimativa da porcentagem de recombinacdo entre locos em que pelo
menos um deles apresenta distorcdo de segregacdo foi obtida por meio do
procedimento descrito por ROSADO (2007). Neste trabalho, é pressuposto a
existéncia de um loco que confere letalidade aos individuos e que se localiza
no grupo de ligacdo cujas marcas apresentaram distor¢cdo. Os locos do referido
grupo de ligagcdo apresentam um gradiente de distorcdo o qual pode ser
utilizado para mapear o gene letal. O procedimento considera a taxa de
distorcdo estimada para cada loco marcador e calcula a frequéncia de
recombinagdo da marca com o loco que confere letalidade. O estimador da
frequéncia de recombinacdo do marcador com o loco letal é dado por:

fzw, em que:

2
f é a freqiiéncia de recombinacao e,
0 é ataxa de distor¢cdo gamética estimada para cada loco marcador.
A taxa de distor¢cdo gamética estimada é dada por:
O, 1

T0,+0, 2

, em que:

O.= nimero observado de individuos portadores do alelo do tipo 1,

O; = ntimero observado de individuos portadores do alelo tipo 2;

sendo que &> ©:.

As distancias entre as marcas foram convertidas em frequéncia de

recombinacédo de Kosambi, como descrito anteriormente.
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O procedimento de ordenacdo de marcas € realizado por meio da
comparacdo com mapas disponiveis na literatura (BRONDANI et al. 2006,
BRONDANI et al., 2002), uma vez que apenas é estimada a porcentagem de

recombinacéo dos marcadores individuais com o loco letal putativo.

3.7. Deteccdo de QTL

A associacdo entre marcadores individuais e a expressao da
caracteristica foram avaliadas pela metodologia de marca simples, ANOVA e
contraste de médias, regressdo de HASEMAN & ELSTON (1972) e regressao
de Haseman & Elston modificada (ponderada pela informatividade do
marcador por meio do modelo Simplex) segundo FRANKE et al. (2005); e pela
metodologia de intervalo simples, regressdo de FULKER & CARDON (1994).

As metodologias possibilitaram testar a hipotese de heranca
oligogénica com manifestacdo multicategoérica ou quantitativa. Foi considerada
a caracteristica resisténcia a ferrugem, avaliada aos 12 e aos 20 dias ap6s a
inoculacd@o de cultura monospdérica de P. psidii. A andlise de QTL foi realizada
considerando as informagdes das quatro classes fenotipicas, tomadas pelas
notas zero, um, dois e trés, relativas respectivamente as classes S0, S1, S2 e
S3, avaliadas por meio do procedimento de fenotipagem. A posicéo e efeitos
do QTL foram avaliados por meio do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ,
2008) desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa e disponivel em
http://www.ufv.br/dbg.

3.7.1. ANOVA e contraste entre médias
Na deteccdo de QTLs por meio da andlise de variancia (ANOVA) foi

empregado o seguinte modelo linear simples com apenas um fator:

Y; =4+M; +¢g;, em que,
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y, . valor da caracteristica no j-ésimo individuo (j=1, 2,..., n;) portador do i-

ésimo genétipo do marcador (i=1,2,3,4 — para familias completamente
informativas);

4 > média da populagéo;

M, : efeito do i-ésimo alelo do marcador

g;: erro aleatério ~ N(0, 6%).

A andlise de variancia permite a verificacao da existéncia de diferenca
significativa em relacdo as médias dos individuos na descendéncia, agrupados
segundo as classes genotipicas do marcador. O modelo, com um Unico fator é
empregado para decompor a variagcdo entre e dentro das classes genotipicas
de cada marcador. O esquema da andlise de variancia empregado esta

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Andlise de Variancia para deteccdo de QTL pelo modelo linear

inteiramente casualizado

Fv GL QM F Ho
Marcador g-1 QMM QMMIQMR ) = u1, =...= 1,
Residuo N-g QMR

Total N-1

g: nuimero de classes genotipicas, na familia de irmdos completos,

associadas ao marcador

A ANOVA permitiu avaliar a existéncia de diferenca significativa entre
as médias dos genotipos avaliados. A avaliacdo da existéncia de diferenca
significativa entre as médias dos individuos portadores de alelos especificos
pode ser realizada por meio da estatistica t. Desta forma, para ambos os

genitores, pode-se testar a hipotese H, : /i, -, =0, em que g é a média dos

individuos que apresentam o alelo A; e u,, a média dos individuos que
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apresentam o alelo A,. A estatistica t utilizada para testar a hipotese é dada

por:
tz%, e esta associada a (n; + nz -2) graus de liberdade,
YV (&) +V(4,)
em que:

n:: nimero de individuos da FIC que apresentam alelo Ay;
n,: numero de individuos da FIC que apresentam alelo A,.

A avaliacdo de deteccdo de QTL por meio da andlise de variancia e
contraste de média foi realizada por meio do aplicativo computacional GQMOL
(CRUZ, 2008) desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa e disponivel

em http//www.ufv.br/dbg.

3.7.2. Regresséo de Haseman e Elston

Esta estratégia, proposta por Haseman & Elston (1972) baseia-se em
uma regressdo na qual a varidvel dependente (Yj) é estabelecida pelo
guadrado da diferenca fenotipica entre os individuos do j-ésimo par de irméaos
e a variavel independente a qual é dada pelo valor de alelos idénticos por
descendéncia (IBD) do par de irm&os considerados.

O modelo adotado foi:

Y, =B, + Bz, +&;, emque:
Y, =(X,; - X;)? sendo X; e X, os valores observados da caracteristica

para o primeiro e o segundo irmao do j-ésimo par;

T, =% f,,+f,,, sendo f,; a probabilidade de que o j-€simo par de irméo tenha

laleloIBD e f,, aprobabilidade de que o j-€simo par de irmdo tenha 2 alelos
IBD;
B, € B, séo os parametros do modelo.

Como X e Xy sd@o os valores observados da caracteristica para o
primeiro e 0 segundo irm&o, respectivamente, no j-ésimo par, foi assumido o

seguinte modelo geral:
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Xy =H+0y +6€;

Xyj = U+ 0y +6;
em que:
u: média geral;
gi;: efeito geneético associado ao individuo i do j-ésimo par de irméos;
ej: efeito ambiental sobre o individuo i do j-ésimo par de irméaos.

Assumindo que existe ligacdo completa entre o marcador e o QTL, que

o2 =0, e reunindo as informagbes das diferengas quadraticas (Y,) e as
freqliéncias esperadas para cada par de irmdos condicionais a 7, pode-se
calcular a esperanca E(Y; |z;), a qual € dada por:

E(Yj|m,)= (0% +20%) — 205,
e que pode ser reescrito pelo modelo:

E(Yj|x;)= B, +B,7;, em que:
B, =02 +20,
Bl = —ZGi

Conhecendo-se =; € possivel ajustar uma equacao linear por regressao
a partir do modelo E(Y; [n;) = B, +B,x; em que -Y2B, € um estimador néo
viesado de 6% .

Quando o QTL e o marcador ndo estiverem completamente ligados, a
proporgéo esperada de IBD do QTL deve ser estimada indiretamente pelo IBD
do marcador, cuja informacdo € disponibilizada nas analises moleculares.

Desta forma, ao se substituir =; por 7%j tém-se o seguinte modelo:

ECYj|®,)= 5, +:Blj 7%j
Considerando-se o caso especial de auséncia de dominancia e
completa informacéao sobre os genitores, tem-se que:
2 2
B, =-2(1-2r)°c,,
em que r € a porcentagem de recombinagdo entre os locos do marcador e 0

loco controlador da caracteristica avaliada.
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Uma fracdo da herdabilidade do QTL pode ser estimada por meio da

expressao:

he=(1-2rfht=— L
P 26

em que:
6% é avariancia fenotipica da caracteristica.

A metodologia de regressdo de HASEMAN e ELSTON (1972) foi
realizada por meio do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2008).

3.7.3. Regresséo de Haseman e Elston modificada

Esta metodologia adota como modelo a regressdo de Haseman e
Elston descrita anteriormente, e adota uma ponderagcdo do vetor de
parametros por meio da informatividade do marcador (FRANKE et al., 2005). O
procedimento de ponderacao foi realizado calculando-se a distancia Euclidiana

w,(f;) dentro de um espago métrico de distribuicdo do IBD, considerando os
valores de f,,, f,, e f,, de um marcador informativo e os valores pré-
definidos de f,, =%, f,,=%e f,, =% para um marcador ndo informativo.

A distancia Euclidiana w; (f;) é dada por:

w(f,) =d(S(1,, fl,f2>,8(1/41/z.1/4))=J”Z‘;O)z L2268

Os valores de ponderacédo foram considerados na andlise de regressao

por meio da utilizagdo de uma matriz diagonal Q contendo os valores w(f;),
durante o calculo da matriz de parametros S o qual permite o calculo dos
parametros S, e f,. A matriz de parametros f, considerando a matriz
diagonal Q, é dada por: B=(X'QX)*'X'Q'Y.

A hipétese de nulidade para ligacdo entre o marcador e o QTL foi

calculada por meio da estatistica t com n—2 graus de liberdade, sendo n o
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A

nimero de pares de irm&o. A estatistica t é dada por t=———= , sendo
yVar(B)

Var(3) = 62(X'QX) ™.
A metodologia de regressdo de Haseman e Elston ponderada pela

informatividade do marcador foi realizada por meio do aplicativo computacional
GQMOL (CRUZ, 2008).

3.7.4. Regressao de Fulker e Cardon

Esta metodologia é baseada na regressao de Haseman e Elston. As
propor¢cBes IBD de marcas adjacentes em um grupo de ligacéo sao utilizadas
para estimar a proporcdo de alelos IBD de um possivel QTL ao longo do
intervalo entre as marcas. A posicdo que confere um melhor ajuste da
regressdo deve ser tomada como a posicao estimada do QTL no grupo de
ligacdo, sendo possivel ainda obter estimativas do efeito do QTL sobre a
variancia genética aditiva.

As estimativas de #,, e f,, relativas as marcas que flanqueiam o QTL
sdo utilizadas para estimar a proporcao de alelos IBD entre os pares de irmaos

para o loco Q, definido por = ;. A estimacdo de w,; € feita por meio da equacao
de regressao:

fty =Bo + B, Ry +B,, Ry +€,, €m que:
B, e B, sdo os parametros de modelo, relativos a primeira e segunda marca
gue flagueiam o QTL, e sdo dados respectivamente por:

5 (1-2r)% —(1-2r5)%(1-2ry)?
Py = 1-(1-2r,)4 ’
12)

» (1-2rp)% —(1-2rp5)%(1-2)?
Pra = 1-(1-25)* '
12)

e ,BO, o qual é dado por:

A A

ﬂO = q _ﬂﬂljrz-l_angz :(1_B,I1 —Bﬁz)/Z.

SH
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Apoés obtida a estimativa de ﬁqj para uma determinada posi¢éo do loco
Q, este valor é utilizado como variavel independente no modelo de regressao
Yj =po+Pgnq - Para cada posicdo entre My e M, devem ser obtidas
estimativas de J%qj a partir de CE combinacfes de pares de irméos. Dessa
forma, realiza-se a regressdo com base nos valores de Y;; e 7 estimados

para cada par de irmaos.
Admite-se que a melhor regressdo dentro do intervalo € aquela que

apresenta a menor soma de quadrados residuais. Nessa posi¢cdo a estimativa
de ,Bq , que corresponde ao critério 6timo de escolha da equacao de regressao,
permite determinar a posicédo do QTL e o valor da contribuicdo dada pelo QTL

para a variancia aditiva oy% do carater, estimada por meio de— 4, /2.

A herdabilidade do QTL pode ser estimada por meio de H? = —ﬁq | 262

F
sendo 67 a variancia fenotipica da caracteristica estudada.

A metodologia de regresséo de Fulker & Cardon (1994) foi realizada por
meio do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2008).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagdo da progénie e mapeamento genético

No cruzamento do clone E. grandis 7074, resistente a ferrugem causada
por Puccinia psidii, com o hibrido (E. urophylla x E. gradis) 1046, susceptivel,
foi observada a segregacédo da heranca de resisténcia.

Foram avaliadas 131 plantas da progénie, doze e vinte dias ap6s a
inoculagéo, utilizando a escala de notas estabelecida por JUNGHANS et al.
(2003a). Entretanto, na etapa de genotipagem, foram detectados 16 genétipos
contaminantes, que ndo apresentaram alelos comuns a um ou ambos o0s
genitores para dois ou mais marcadores microssatélites avaliados. Esses
contaminantes podem ter sidos oriundos da autofecundacdo do genitor
feminino ou ainda de eventual mistura de pélen, sementes ou mudas. Desta
forma, o ndmero de individuos da progénie, utilizados para o estudo de
mapeamento, foi reduzido para 115 e os dois genitores.

Destes 115 individuos, avaliados aos doze dias ap6s a inoculacdo da
suspensao monospadrica do patégeno, 18 plantas foram classificadas como SO;
45, classificadas como S1; 28 como S2; e 24 como S3. Aos vinte dias apds a
inoculagdo, 19 plantas foram classificadas como SO; 28, classificadas como
S1; 28 como S2; e 40 como S3. A anadlise de QTL foi realizada considerando
as informacfes destas quatro classes fenotipicas, tomadas pelas notas zero,
um, dois e trés, relativas respectivamente a S0, S1, S2 e S3. A variancia
fenotipica na progénie, da caracteristica resisténcia a ferrugem, aos 12 e aos
20 dias ap0s a inoculacéo foram respectivamente iguais a 0,9890 e 1,2116. Os
resultados do procedimento de fenotipagem estao apresentados no Anexo 1.

O teste de segregacédo genotipico dos marcadores foi realizado por meio
do teste qui-quadrado. A estatistica qui-quadrado evidenciou que nove, dos
vinte e dois locos microssatélites avaliados, apresentaram distorcdo nas
proporcdes genotipicas esperadas segundo a Primeira Lei de Mendel. O teste
de segregacdo genotipico para os marcadores avaliados esta apresentado na
Tabela 3. Os marcadores que apresentaram distor¢cdo de segregacao foram:
EMBRA 02, EMBRA 37, EMBRA 122, EMBRA 125, EMBRA 189, EMBRA 227,
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EMBRA 239, EMBRA 321 e EMBRA 350. A distorcdo observada foi
classificada em acentuada, para aqueles marcadores que foram significativos a
1% de probabilidade, moderada, para aqueles que foram significativos a 5% de
probabilidade, e amena, para aqueles que foram significativos a 10% de
probabilidade. Os treze locos restantes avaliados segregaram como O
esperado.

Para os marcadores que ndo segregaram como esperado, foi realizado
um teste qui-quadrado para avaliar a segregacdo gamética, a fim de detectar
qgual genitor foi responsavel pela distorcdo de segregacgdo. O resultado deste
teste esta apresentado na Tabela 4.

Dos nove locos que apresentaram distor¢cdo de segregacao genotipica,
sete séo pertencentes ao grupo de ligacdo trés do genoma do Eucalyptus.
Destes sete locos, apenas para EMBRA 321 ndo pbde ser evidenciada a
distorcdo de segregacdo para 0 genitor masculino, porque 0 genitor
apresentou-se homozigoto neste loco. Entretanto, a néo verificacdo da
segregacao distorcida para o marcador EMBRA 321 n&o garante que este nao
apresenta distor¢cdo gamética, ela apenas nao pdde ser evidenciada. Portanto,
do grupo de ligacdo trés, seis locos trés foram mapeados por meio do
algoritmo desenvolvido por ROSADO (2007). Adicionalmente, foi observado
que dois marcadores, 0 EMBRA 02 e o EMBRA 321, apresentaram distor¢ao
gamética acentuada para o genitor feminino.

O procedimento de mapeamento dos marcadores foi realizado por meio
das funcdes de maxima verossimilhanga segundo descrito por BHERING
(2008). Foram obtidos 10 marcadores com padrédo de segregacdo segundo o
cruzamento A/A; X AiAk, 6 marcadores com padréo de segregagao segundo o
cruzamento A/A; X AiA;, e 6 marcadores completamente informativos AiA; X AgA.
Os perfis de amplificagdo dos respectivos cruzamentos descritos estdo
representados na Figura 1.

O procedimento de mapeamento por meio das fun¢Bes de méaxima
verossimilhanca permitiu a detec¢do de ligagdo para apenas dois pares de
marcadores; EMBRA 173 e EMBRA 646, 0s quais sd0 pertencentes ao grupo
de ligacéo seis; e os marcadores EMBRA 127 e EMBRA 136, pertencentes ao

grupo de ligacdo dez. O mapa obtido estd apresentado na Figura 2.
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Tabela 3. Teste de segregacao genotipica dos marcadores microssatélites (EMBRA)
genotipados na progénie derivada do cruzamento entre o genitor feminino 7074 e o
genitor masculino 1046. Na coluna cruzamento sao apresentadas as formas alélicas
do genitor feminino e masculino. Para cada configuracdo de cruzamento, estdo
apresentados o numero de individuos para as respectivas classes genotipicas. Esta

apresentado ainda o valor da estatistica xz associada a hipotese de segregacéo (Ho).

c Classes 2
Loco ruz. Ho X Prob (%)
(Pxd) 11 12 13 14 23 24

EMBRA 02 13X12 27 20 48 15 1:1:1:1 23,018 0,004**
EMBRA 05 11X12 47 58 11 1,152 28,3051 ns
EMBRA 06 12X13 18 25 23 30 1:1:1:1 3,083 37,8954 ns
EMBRAO8 12X11 58 52 11 56,7269 ns
EMBRA11 13X12 34 26 23 26 1:1:1:1 2,45 48,4479 ns
EMBRA13 11X12 51 56 11 0,234 62,8834 ns
EMBRA 27 34X12 24 29 25 26 1:1:1:1 0538 91,0364 ns
EMBRA 37 34X12 22 37 19 18 1:1:1:1 9,75 2,0815 *
EMBRA 42 34X12 22 28 25 24 1:1:1:1 0,758 85,9585 ns
EMBRA 122 34X 12 5 42 12 41 1:1:1:1 44,56 0,0 **
EMBRA 125 13X12 28 24 38 11 1:1:1:1 14,842 0,1957 **
EMBRA 127 13X12 23 24 27 26 1:1:1:1 0,4 94,0242 ns
EMBRA 136 13X12 27 23 27 25 1:1:1:1 0,431 93,3688 ns
EMBRA 145 11X12 54 49 11 0,243  62,225ns
EMBRA 173 34X 12 30 24 25 24 1:1:1:1 0,846 83,8399 ns
EMBRA 189 13X12 22 35 48 4 1:1:1:1 38,853 0,0 **
EMBRA 227 13X12 2 53 32 21 1:1:1:1 50,444 0,0 **
EMBRA 239 34X12 16 29 19 30 1:1:1:1 9,6172 "
EMBRA321 12X11 38 65 1:1 7,078 0,7805**
EMBRA350 13X12 5 41 27 29 1:1:1:1 26,471 0,0008 **
EMBRA G646 13X12 21 27 26 28 1:1:1:1 1,137 76,8089 ns
EMBRA 1319 11X12 53 48 1:1 0,248 61,8823 ns

** - Valor abaixo do nivel critico significativo de 1%
* : Valor abaixo do nivel critico significativo a 5%
" : Valor abaixo do nivel critico significativo a 10%

ns: Valor ndo significativo.
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Tabela 4. Teste de segregacdo gameética dos marcadores microssatélites que

apresentaram distorcédo de segregacdo. Os simbolos @ e & se referem aos genitores

7074 e 1046 respectivamente. A codificacdo se refere as formas alélicas presentes

em cada genitor considerado. Os gametas 1 e 2, as formas alélicas observadas na

progénie, derivadas de cada genitor. Convencionou-se que o Gameta 1 apresenta o

primeiro alelo da codificacdo do genitor considerado, e o gameta 2, o segundo alelo

da codificacdo do mesmo genitor. S&0 apresentados os valores de ) calculado,

juntamente com as respectivas probabilidades associadas.

Marcador Codificacéo Gameta 1 Gameta 2 XZ P (%)

Q 12 75 35 14,5454 0,0136 **
EMBRA 02

13 47 63 2,3272 12,7124 ns

Q 34 41 55 2,0416 15,3041 ns
EMBRA 37

o) 12 59 37 5,0416 2,4744 *

Q 12 47 53 0,18 54,8506 ns
EMBRA 122

3 34 17 83 43,56 0,0000 **

Q 13 52 49 0,0891 76,5313 ns
EMBRA 125

3 12 66 35 9,5148 0,2038 **

Q 13 57 52 0,2293 63,2000 ns
EMBRA 189

3 12 70 39 8,8165 0,2985 **

Q 13 55 53 0,037 84,7389 ns
EMBRA 227

3 12 34 74 14,8148 0,0118 **

Q 12 59 49 0,9259 33,5923 ns
EMBRA 239

) 34 35 59 6,1276 1,3308 *

Q 12 38 65 7,0776 0,7805 **
EMBRA 321

o) 11

Q 13 46 56 0,9803 32,2102 ns
EMBRA 350

3 12 32 70 14,1568 0,0168 **

** : Valor abaixo do nivel critico significativo de 1%

*: Valor abaixo do nivel critico significativo a 5%

ns: Valor nao significativo.
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Figura 1. Perfil de amplificagdo dos locos microssatélite EMBRAPA 321 (A.), EMBRAPA 02
(B) e EMBRAPA 42 (C.), os quais apresentam padrao de amplificacdo de acordo com o0s
cruzamentos lll, VI e VII, segundo descrito por HASEMAN e ELSTON (1972). O genitor
feminino foi o clone 7074, resistente a ferrugem, e o genitor masculino, o clone 1046,
susceptivel. A esquerda dos perfis, é apresentado o perfil esquematico das bandas
consideradas. M corresponde ao marcador DNA “step ladder” com os respectivos valores

em pares de base.
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Figura 2. Mapa de ligagdo com 22 marcadores moleculares microssatélites,
envolvendo o genitor feminino E. grandis resistente e 0 genitor masculino hibrido (E.
grandis e E. urophylla) susceptivel a ferrugem. Os valores a esquerda do grupo de
ligag&o correspondem a distancia entre os marcadores em cM de Kosambi. A direita

dos grupo de ligacao, estéo identificados os marcadores.

Os marcadores pertencentes ao grupo de ligacdo trés apresentaram
distorcao gamética para o genitor masculino 1046 e foram mapeados por meio
do algoritmo desenvolvido por ROSADO (2007), que considera a taxa de
distorcdo do marcador. Na Tabela 5 estdo apresentadas as taxas de distor¢des
estimadas para cada marcador e a distancia calculada em cM de Kosambi
entre o loco marcador e o loco responsavel pela distorcao.

As estimativas das frequéncias de recombinacdo entre os marcadores e
o loco letal putativo possibilitaram a construcdo de um mapa de ligacéo para o
grupo de ligacdo trés. As distancias entre os marcadores o loco letal foram
estimadas em frequéncia de recombinacdo e transformadas por meio da
funcdo de mapeamento de Kosambi. O comprimento estimado do grupo de
ligacdo foi de 96,14 cM de Kosambi. O ordenamento das marcas foi realizado

a partir do conhecimento prévio da ordem dos marcadores, de acordo com 0s
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mapas descritos por BRONDANI et al. (2002) e BRONDANI et al. (2006). Na
Figura 3 estd apresentado o mapa do grupo de ligacdo trés, no qual se
posicionam os marcadores e o loco letal, responsavel pela distorcdo de
segregacdo. Adicionalmente, é apresentado o mapa do mesmo grupo de
ligagéo obtido por ROSADO (2007). O marcador EMBRA 321 ndo apresentou
polimorfismo para o genitor masculino, o que impossibilitou o seu
posicionamento no grupo de ligacdo por meio do algoritmo utilizado.
Constatou-se que o0 ordenamento dos marcadores EMBRA 189 e
EMBRA 227, em relacdo ao loco letal mapeado por ROSADO (2007), foi
invertido. Entretanto, o ordenamento obtido foi condizente com aqguele relatado
por BRONDANI et al. (2006), no qual as duas marcas apresentam 0 mesmo
ordenamento obtido neste trabalho, em relagdo aos demais marcadores

avaliados.

Tabela 5. Estimativas da taxa de distorcdo e de distancia, em cM de Kosambi, dos
marcadores do grupo de ligacdo trés em relacdo a um loco letal putativo responsavel

pela distor¢do de segregacéo.

Taxa de Distancia em cM
Marcador .
distorcéo (6) de Kosambi
EMBRA 189 0,1283 47,90
EMBRA 227 0,1727 39,17
EMBRA 122 0,3300 17,70
EMBRA 350 0,1827 37,45
EMBRA 125 0,1505 43,27
EMBRA 239 0,1277 48,24
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Figura 3. A. Grupo de ligacdo trés, mapeado com base nas taxas de distor¢do dos
marcadores microssatélites, avaliados no cruzamento do genitor feminino E. grandis
resistente e o genitor masculino hibrido (E. grandis e E. urophylla) susceptivel a
ferrugem. B. Grupo de ligacdo trés (modificado) mapeado por ROSADO (2007). Os
valores & esquerda do grupo de ligacdo correspondem aos intervalos entre os
marcadores em cM de Kosambi. A direita do grupo de ligacéo estdo os marcadores.
Os valores entre parénteses correspondem aos valores de distancia do marcador em
relacdo ao loco letal. L/l corresponde ao loco letal responséavel pela distor¢cdo de

segregacdo dos marcadores.

4.2. Deteccdo de QTL

A caracteristica de resisténcia a ferrugem foi avaliada por meio das
metodologias de marca simples, ANOVA e contraste de médias, regressao de
HASEMAN & ELSTON (1972) e regressdao de HASEMAN & ELSTON
modificada (FRANKE et al, 2005); e pela metodologia de intervalo simples,
regressao de FULKER & CARDON (1994).

Para a avaliacdo da resisténcia mensurada aos 12 dias apds a
inoculagdo, a metodologia da ANOVA detectou significAncia para os
marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321, por meio do teste F realizado a 5% de
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probabilidade. Ambos os marcadores sé@o pertencentes ao grupo de ligacao trés
do Eucalyptus. Quando o mesmo teste é realizado com probabilidade de 1%, é
atestada a significAncia apenas para o marcador EMBRA 321. Para a
avaliacdo da resisténcia mensurada aos 20 dias apds a inoculacao, nao foi
detectada significancia para nenhum marcador. A avaliagdo do contraste entre
meédias vem corroborar os resultados indicados pela analise de variancia. Os
resultados da avaliagcdo por meio da metodologia da ANOVA e o contraste de
médias realizados por meio do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2008)
encontra-se no Anexo 2.

A metodologia de regressdo de HASEMAN & ELSTON (1972) revelou
resultados condizentes com a metodologia da ANOVA, para a avaliagdo da
resisténcia, aos 12 e aos 20 dias apés a inoculagdo. Para a caracteristica de
resisténcia avaliada aos 12 dias ap6s a inoculacédo, foi verificada significancia,
pelo teste F realizado a 10% de probabilidade, para os marcadores EMBRA
125, EMBRA 321 e EMBRA 350. A 5% de probabilidade, pelo teste F, apenas
0s marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321 apresentaram significancia. Para a
caracteristica avaliada aos 20 dias ap0s a inoculagcdo, apenas o marcador
EMBRA 321 apresentou significancia, pelo teste F a 5% de probabilidade. Nas
Tabelas 6 e 7 estdo apresentados os resultados da metodologia de regresséo
de HASEMAN & ELSTON (1972) realizada para cada marcador, para a
avaliacdo aos 12 e aos 20 dias, respectivamente, ap0s a inoculacgao.

Nas Tabelas 6 e na Tabela 7, sdo apresentadas as estimativas dos
valores de IBD, as estimativas dos parametros da regressdo ([, e ,5'1), 0s

valores dos testes de razdo de verossimilhanca obtido por —niIn(l— R?), os

valores dos testes obtidos por meio da estatistica F, dado pelo quociente entre
0 quadrado médio da regressédo e o quadrado médio do desvio da regresséo,
juntamente com os valores de probabilidade associadas, e as estimativas de
herdabilidade, considerando que o QTL se encontra fortemente ligado ao loco
marcador.

Os valores médios de IBD, alelos idénticos por descendéncia,
estimados para os marcadores variaram de 0,4956, para ao marcador EMBRA
42, a 0,6059, o marcador EMBRA 122. Segundo HASEMAN & ELSTON
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(1972), os valores esperados para uma familia de irmaos completos é de
0,5000.

O teste de razdo de verossimilhanca dado por —nin(l- R?) segue

distribuicdo de qui-quadrado com um grau de liberdade. Portanto, a 5%, os
valor critico de qui-quadrado para realizacdo do teste é 3,8415. Além do teste
de razao de verossimilhanca, a avaliacdo da significAncia do marcador pode ser
realizada por meio do teste F, também com um grau de liberdade.

Tendo em vista a pressuposi¢cdo de que o QTL se encontra fortemente
ligado ao loco marcador, e assumindo a inexisténcia de variancia genética

devido a dominancia, foram calculadas as estimativas da variancia aditiva do

. . )
QTL associado a estes marcadores, por meio de o3 =—/4,/2. Os valores de O

para o QTL nos marcadores EMBRA 125, EMBRA 321 e EMBRA 350, para a
caracteristica avaliada aos 12 dias ap0s inoculacéo, séo respectivamente iguais

a 0,1304, 0,4696 e 0,0968. Para a resisténcia avaliada aos 20 dias ap6s

inoculagéo, a estimativa de 6> do marcador EMBRA 321 foi de 0,2108. Ainda,
as estimativas de herdabilidade do QTL associado aos marcadores puderam

ser calculadas por meio de H?=-p,/267. Desta forma, os valores da

herdabilidade do QTL, para os marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321 e
EMBRA 350, para a caracteristica avaliada aos 12 dias apds inoculagdo, sédo
respectivamente iguais a 13,18, 47,48 e 9,78%. Para a resisténcia avaliada aos
20 dias apoés inoculacdo, a estimativa de herdabilidade do marcador EMBRA
321 foi de 17,39%.

A metodologia de regressdo de Haseman e Elston modificada
(FRANKE et al., 2005) detectou significAncia apenas para o marcador EMBRA
321, a 5% de probabilidade, tanto para avaliacdo aos 12 dias ap0s inoculagao,
guanto para avaliagdo aos 20 dias. Os valores de probabilidade da estatistica t
para a avaliacdo da resisténcia aos 12 e aos 20 dias apdés inoculagédo foram de
0,0000 e 0,0088.

Nas Tabelas 8 e 9 estdo apresentados os resultados da metodologia
de regressao de Haseman e Elston modificada (FRANKE et al., 2005) realizada

para cada loco marcador, aos 12 e aos 20 dias ap06s a inoculacdo. Nas tabelas,

estdo apresentadas as estimativas dos parametros da regressdo, £, e f,. De



forma similar & metodologia original, estes par@metros permitem a estimacao

dos pardmetros genéticos, uma vez que correspondem respectivamente a

2 2 ~ . . . .
o:+20;, e —20'i. Estdo apresentadas as variancias das estimativas do
parametro ,51, gue permitem a estimacdo dos valores calculados para a

estatistica t; os valores absolutos da estatistica t, dada por t =/, / JVar(3,),

com seus respectivos valores de probabilidade associada. Estdo ainda
apresentadas as estimativas de herdabilidade, considerando que o QTL se
encontra intimamente ligados ao loco marcador.

De forma semelhante a metodologia original, e tendo em vista as

pressuposicdes, estimou-se o0s valores da varidncia genética aditiva

(62=-4,/2) e a herdabilidade do QTL (H2=-7,/267) associado ao loco

marcador. Os valores de 6‘i e de H? do QTL associado ao marcador EMBRA

321 para avaliacdo da resisténcia aos 12 apés inoculacdo, foram

respectivamente iguais a 0,4696 e 47,4805%. Para avaliacao da resisténcia aos
20 dias, os valores de 6‘i e de H? do QTL foram respectivamente iguais a

0,2107 e 17,39%. As estimativas da variancia aditiva e de herdabilidade obtidas
por meio da metodologia de Haseman e Elston modificada (FRANKE et al.,

2005) foram similares as obtidas por meio da metodologia original.
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Tabela 6. Regressao de Haseman & Elston (1972) avaliada na familia de irmaos

completos derivada do cruzamento entre os genitores 7074 e 1046. Sdo apresentados
os parametros da regresséo, e as estatisticas —nIn(l- R?) e F, e os valores de a

herdabilidade. A progénie foi genotipada por meio de marcadores microssatélites e
fenotipada para a resisténcia a ferrugem, 12 dias ap0s inoculagéo.

Loco BD 3, B -n@R) F Prob. (F)  H* (%)

EMBRA 02 0,5341 1,9902 -0,0361 0,1771ns 0,1771ns  1,0000 ns 1,8242
EMBRA 05 0,5004 1,8734 0,1088 0,7359ns 0,7356ns  1,0000 ns -
EMBRA 06 0,5029 1,9335 0,0900 0,8036 ns 0,8033ns  1,0000 ns -
EMBRA 08 0,4984 1,9976 -0,0758 0,3652ns 0,3651ns  1,0000 ns 3,8306
EMBRA 11 0,4985 1,9953 -0,0226 0,0650ns 0,0650ns  1,0000 ns 1,1425
EMBRA 13 0,4982 2,0676 0,0421 0,1014ns 0,1014ns  1,0000 ns -
EMBRA 27 0,4961 2,0417 0,0319 0,1113ns 0,1113ns  1,0000 ns -
EMBRA 37 05134 1,8929 -0,0311 0,1042ns 0,1042ns  1,0000 ns 1,5708
EMBRA 42 0,4956 2,0469 0,0177 0,0313ns 0,0313ns  1,0000 ns -
EMBRA 122 0,6059 1,9262 -0,0129 0,0172ns 0,0172ns  1,0000 ns 0,6518
EMBRA 125 0,5190 2,0319 -0,2607 8,1807 * 8,1841 * 0,0042 * 13,1807
EMBRA 127 0,4959 2,0917 0,0579 0,3248ns 0,3247ns  1,0000 ns -
EMBRA 136  0,4960 2,0946 0,0652 0,4280ns 0,4279ns  1,0000 ns -
EMBRA 145 0,4981 11,9445 0,0014 0,0001ns 0,0001ns  1,0000 ns -
EMBRA 173 0,4964 2,0356 -0,0386 0,1672ns 0,1672ns  1,0000 ns 1,9517
EMBRA 189 0,5163 1,9068 0,0811 1,0990ns 1,0987ns  0,2946 ns -
EMBRA 227 0,5300 2,0341 0,0049 0,0038ns  0,0038ns  1,0000 ns -
EMBRA 239 05116 11,8580 -0,0377 0,1505ns 0,1504ns  1,0000 ns 1,9051
EMBRA 321 0,5149 25571 -0,9392  47,2821* 47,4774* 0,0000 * 47,4805
EMBRA 350 0,5325 2,1914 -0,1935 4,2703 * 4,2704 * 0,0388 * 9,7834
EMBRA 646  0,4975 2,0083 0,0018 0,0003ns 0,0003ns  1,0000 ns -
EMBRA 1319 0,4981 1,9406 0,0866 0,4106 ns  0,4104ns  1,0000 ns -

Variancia fenotipica estimada: 0,9890
*: Valor abaixo do nivel critico significativo a 5%

ns: Valor acima do nivel critico significativo a 5%
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Tabela 7. Regressdo de Haseman & Elston (1972) avaliada na familia de irmaos

completos derivada do cruzamento entre os genitores 7074 e 1046. Sdo apresentados

os parametros da regressio, e as estatisticas —nlIn(l- R?) e F, e os valores de a

herdabilidade. A progénie foi genotipada por meio de marcadores microssatélites e

fenotipada para a resisténcia a ferrugem, 20 dias ap0s inoculagéo.

Loco IBD S, B -nin(1-RY F Prob. (F)  H?(%)
EMBRA 02 05341 2,4377 0,0005 0,0000ns _ 0,0000ns _ 1,0000 ns -
EMBRAO5 05004 23524 00841 03113ns  0,3113ns  1,0000 ns -
EMBRA 06 0,5029 2,2732 0,1471 1,6351 ns 1,6351 ns 0,2011 ns -
EMBRAO8 04984 24577 -0,0102 00047ns 0,0047ns  1,0000ns  0,4202
EMBRA11 04985 2,3870 00478 02163ns  0,2163ns  1,0000 ns -
EMBRA13 04982 24952 00346 00505ns  0,0505ns  1,0000 ns -
EMBRA27 04961 24952 -0,0200 00324ns 0,0324ns  1,0000ns  0,8273
EMBRA37 05134 25221 -0,1832 2,4869ns  24869ns  0,1149ns  7,5607
EMBRA42 04956 2,5422 -0,0833 0,493ns  0,493ns  1,0000ns  3,4367
EMBRA 122 06059 23742 00545 02173ns  02173ns  1,0000 ns :
EMBRA 125 0519 24282 -00894 06932ns  06932ns  1,0000ns  3,6887
EMBRA 127 04959 2,5368 00647 0,2958ns  0,2958ns  1,0000 ns :
EMBRA 136 0,4960 2,5374 0,0446 0,1475 ns 0,1475 ns 1,0000 ns -
EMBRA 145 04981 25864 -0,1385 0,755Lns  0,7551ns  1,0000ns  5,7139
EMBRA 173 04964 24534 -0014 00163ns 00163ns  1,0000ns  0,5767
EMBRA 189 05163 23774 -0,0084 0,0086ns 00086ns  1,0000ns  0,3467
EMBRA 227 05300 24714 -0,0746 0,6595ns  0,6595ns  1,0000ns  3,0790
EMBRA 239 05116 24098 -0,0507 0,1812ns 01812ns  1,0000ns  2,0923
EMBRA 321 05149 27523 -04215 68324 * 68324 *  00090* 17,3939
EMBRA 350 05325 23803 -0079 05772ns  05772ns  1,0000ns  3,2605
EMBRA 646 0,4975 2,4170 0,0323 0,0844 ns 0,0844 ns 1,0000 ns -

EMBRA 1319 04981 24667 00593 0,1362ns  0,1362ns  1,0000 ns

Variancia fenotipica estimada: 1,2116

* : Valor abaixo do nivel critico significativo a 5%

ns: Valor acima do nivel critico significativo a 5%
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Tabela 8. Regressdo de Haseman & Elston modificada (FRANKE et al., 2005)

avaliada na familia de irmaos completos derivada do cruzamento entre os genitores

7074 e 1046. Sdo apresentados os parametros da regressdo, a estatistica t, e os

valores de a herdabilidade. A progénie foi genotipada por meio de marcadores

microssatélites e fenotipada para a resisténcia a ferrugem, 12 dias apos inoculacéo.

Loco B, B va(f) It Prob.)  H (%)
EMBRA 02 2,5500 0,0214 0,0121 0,1942ns  0,8406 ns -
EMBRA 05 3,4867 0,1088 0,0161 0,8577ns  0,6045 ns -
EMBRA 06 2,4508 0,2212 0,0167 1,7113ns  0,0831 ns -
EMBRA 08 3,7180 -0,0758 0,0157 0,6042ns  0,5532 ns 3,8306
EMBRA 11 2,5217 0,1040 0,0127 0,9220ns  0,6406 ns -
EMBRA 13 3,8482 0,0421 0,0174 0,3184ns  0,7488 ns -
EMBRA 27 2,5791 0,1633 0,0148 1,3409ns 0,1764 ns -
EMBRA 37 2,4073 0,0840 0,0155 0,6750ns  0,5070 ns -
EMBRA 42 2,5843 0,1690 0,0163 1,3250ns  0,1817 ns -
EMBRA 122 2,6106 -0,1427 0,0176 1,0760ns  0,2818 ns 7,2152
EMBRA 125 2,5865 -0,1414 0,0137 1,2087 ns  0,2245 ns 7,1507
EMBRA 127 2,6423 0,1920 0,0167 1,4864ns  0,1329 ns -
EMBRA 136 2,6462 0,2008 0,0161 15820 ns  0,1094 ns -
EMBRA 145 3,6191 0,0014 0,0172 0,0108 ns  0,9879 ns -
EMBRA 173 2,5714 0,092 0,0144 0,7663 ns  0,5503 ns -
EMBRA 189 2,3756 0,1690 0,0089 1,7894 ns  0,0699 ns -
EMBRA 227 2,5289 0,0692 0,0092 0,7230ns  0,5235ns -
EMBRA 239 2,3656 0,0476 0,0155 0,3824ns  0,7040 ns -
EMBRA 321 4,7592 -0,9392 0,0186 6,8904 ** 0,0000 ** 47,4805
EMBRA 350 2,7846 -0,1661 0,0137 1,4200ns  0,1516 ns 8,3980
EMBRA 646 2,5386 0,1287 0,0149 1,0535ns  0,2925ns -

EMBRA 1319 3,6119 0,0866 0,0183 0,6406 ns  0,5293 ns -

Variancia fenotipica estimada: 0,9890

* : Valor abaixo do nivel critico significativo a 5%

ns: Valor acima do nivel critico significativo a 5%
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Tabela 9. Regressdo de Haseman & Elston modificada (FRANKE et al., 2005)

avaliada na familia de irmaos completos derivada do cruzamento entre os genitores

7074 e 1046. Sdo apresentados os parametros da regressdo, a estatistica t, e os

valores de a herdabilidade. A progénie foi genotipada por meio de marcadores

microssatélites e fenotipada para a resisténcia a ferrugem, 20 dias apos inoculacéo.

Loco B, B, var(4) It | Prob. (t)  H2(%)
EMBRA 02 3,122 0,0551 0,0168 0,4259 ns 0,6739 ns -
EMBRA 05 4,3783 0,0841 0,0227 0,5579 ns 0,5841 ns -
EMBRA 06 2,8816 0,2811 0,0216 1,9115 ns 0,053 ns -
EMBRA 08 4,5742 -0,0102 0,0222 0,0684 ns 0,9437 ns 0,4202
EMBRA 11 3,0166 0,2491 0,0175 1,8854 ns 0,0562 ns -
EMBRA 13 4,6441 0,0346 0,0237 0,2248 ns 0,8172 ns -
EMBRA 27 3,1521 0,1395 0,0201 0,9849 ns 0,6742 ns -
EMBRA 37 3,2058 -0,0913 0,0217 0,6191 ns 0,5434 ns 3,7667
EMBRA 42 3,2098 0,0960 0,0228 0,6356 ns 0,5326 ns -
EMBRA 122 3,2201 -0,0964 0,0251 0,6078 ns 0,5509 ns 3,9764
EMBRA 125 3,0916 0,0668 0,0191 0,4834 ns 0,6345 ns -
EMBRA 127 3,2044 0,2400 0,023 1,5832 ns 0,1091 ns -
EMBRA 136 3,2056 0,2042 0,0218 1,3818 ns 0,1632 ns -
EMBRA 145 4,8138 -0,1385 0,0254 0,8688 ns 0,6109 ns 5,7139
EMBRA 173 3,0992 ,0154 0,0194 1,0426 ns 0,2977 ns -
EMBRA 189 2,9493 0,0369 0,0118 0,3397 ns 0,7338 ns -
EMBRA 227 3,0758 0,0157 0,0125 0,1406 ns 0,8833 ns -
EMBRA 239 3,0682 0,0623 0,0234 0,4074 ns 0,6866 ns -
EMBRA 321 5,1227 -0,4215 0,026 2,6142 * 0,0088 * 17,3939
EMBRA 350 3,0297 -0,0059 0,0175 0,0445 ns 0,9632 ns 0,2430
EMBRA 646 3,0554 0,1829 0,0201 1,2908 ns 0,1936 ns -
EMBRA 1319 4,5910 0,0593 0,0258 0,369 ns 0,7133 ns -

Variancia fenotipica estimada: 1,2116

* : Valor abaixo do nivel critico especificado (5%)

ns: Valor acima do nivel critico especificado (5%)
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Por meio da metodologia de regressdo de FULKER & CARDON
(1994), foi avaliado o intervalo entre os marcadores do grupo de ligagéo trés
para a caracteristica de resisténcia avaliada aos 12 e aos 20 dias apés a
inoculacdo. Para a resisténcia avaliada aos 12 dias, os resultados da analise de
regressédo de FULKER & CARDON (1994) indicaram que o QTL se encontra a
0,01 cM do marcador EMBRA 125, no intervalo entre este marcador e o

marcador EMBRA 350. O QTL estimado foi detectado por meio da estatistica

-nin@1-R?) com um valor de 17,4590, e valor de herdabilidade
(H?= —Bq 126%) estimado em 16,2787%. A estimativa da variancia aditiva do
QTL nesta posicdo determinada € dada por &,ﬁ =-p,/2, e foi estimada em

0,1939. Na Figura 4 estdo plotadas as estimativas da estatistica —nin(1— R?)

do QTL para as varias posi¢coes dentro dos intervalos entre os marcadores do
grupo de ligacao trés.

Para a resisténcia avaliada aos 20 dias ap6s a inoculagédo, ndo foi
detectado nenhum QTL. As estimativas de herdabilidade ndo alcancaram o
valor significativo estipulado para a deteccdo, que foi de 7,814, dado pela
estatistica qui-quadrado a 5% de probabilidade, associado a trés graus de

liberdade (;(;Mgl =7,814). Isso provavelmente ocorreu porque o marcador

EMBRA 321, o qual apresentou significaAncia para a caracteristica, por meio da
metodologia de regressdo de HASEMAN & ELSTON (1972), ndo pbde ser
posicionado no intervalo. Os resultados completos da andlise de regressao de
FULKER & CARDON (1994) para a caracteristica avaliada aos 12 e aos 20 dias

apos inoculacdo estédo apresentados no Anexo 3.
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Figura 4. Andlise de regressao por meio da metodologia de Fulker e Cardon. Grafico,
gerado por meio do aplicativo computacional GQMOL, demonstra o QTL para

resisténcia a ferrugem mapeado proximo ao marcador EMBRA 125, no grupo de
ligagio trés. O eixo das ordenas estdo os valores de —nIn(l— R?); e o eixo das

abscissas intervalos entre os marcadores em cM de Kosambi. O nivel de significancia

€ representado pela linha tracejada e foi definido por meio da estatistica qui-quadrado

a 5% de probabilidade, associado a trés graus de liberdade (;(52%'39I =7,814).
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5. DISCUSSAO

5.1. Segregacao dos marcadores microssatélites

O teste de segregacgdo genotipica dos marcadores realizado por meio
do teste qui-quadrado evidenciou que nove dos 22 locos avaliados
apresentaram distor¢cdo nas proporcdes genotipicas esperadas, segundo a
Primeira Lei de Mendel. A distorcdo de segregacdo de marcadores
moleculares no género Eucalyptus ja foi constatada por varios autores
(BRONDANI et al., 2006; THAMARUS et al., 2002; THAMARUS et al., 2004).
As causas da distor¢ao, entretanto, tém sido pouco investigadas.

Segundo KY et al. (2002), o grande numero de locos com distor¢ao
pode ser justificado pelo fato de estar sendo considerado um cruzamento
interespecifico. Segundo estes autores, cruzamentos interespecificos possuem
taxas de distorcdo de segregacdo mais elevadas que cruzamentos
intraespecificos. De fato, varios mapas genéticos encontrados na literatura
constataram distorcdo de segregacao para varios locos marcadores, tanto em
cruzamentos interespecificos quanto em cruzamentos intraespecificos
(BRONDANI et al. 2002, BRONDANI et al. 2006, GRATTAPAGLIA et. al.,
1994, MARQUES et al., 1998, MYBURG et al.,, 2003). A recomendagdo
normalmente seguida por tais autores € a desconsideracdo destes locos
marcadores no processo de mapeamento (FERREIRA, 2006).

Segundo YANAGIHARA et al. (1995), citado por FERREIRA (2006), a
distorcao na razdo de segregacdo de marcadores pode ser atribuida a uma
série de causas genéticas e podendo ser manifestada pela transmissao
diferencial de alelos tanto de linhagens germinativas masculinas, quanto de
linhagens germinativas femininas. A distorcdo de segregacdo pode, ainda,
ocorrer devido a duplicacdo de marcadores (FRISCH et al., 2004) ou devido a
erros de genotipagem (VOGL & XU, 2000). Nestes casos, entretanto, a
distorcdo se manifesta em um ou poucos locos especificos, de forma que
locos pertencentes ao mesmo grupo de ligacdo permanecem com o padréo de

segregacdo mendeliano esperado, o que ndo constitui o caso considerado
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neste trabalho. Nos casos em que a distorcdo de segregacao é detectada
em muitos locos ligados, isto podera ser interpretado como uma indicagdo de
selecdo zigdtica (FRISCH et al., 2004). Como neste trabalho, a distor¢édo foi
constatada predominantemente no genitor paterno, supde-se a hipotese de
gue ocorreu uma selecdo gamética neste genitor, sustentada pelo fato de que
polen é armazenado sob baixas temperaturas (-16°C) visando uma maior
longevidade MARTINS et al. (1993).

YOUNG et al., (2000) e MISSIAGGIA, (2005) relataram que a elevada
distorcado de segregacgdo dos locos microssatélites em Eucalyptus é devido ao
encontro especifico de alelos deletérios a genes ligados aos marcadores
avaliados. Entretanto, ndo houve a preocupacao por parte dos autores em
posicionar os locos que conferem letalidade, negligenciando esta informacéo.
Vislumbrando esta possibilidade, ROSADO (2007) suscitou utilizacdo das
taxas de distor¢des dos marcadores no mapeamento do loco responsavel pela

distorcao.

5.2. Mapeamento genético

O procedimento de mapeamento dos marcadores foi realizado por
meio das fun¢des de méaxima verossimilhanca segundo descrito por BHERING
(2008). Foram obtidos 10 marcadores com padréo de segregacdo segundo os
cruzamentos AiA; X AiAk, 6 marcadores com padréo de segregagéo segundo o
cruzamento AA; X AiA;, e 6 marcadores completamente informativos AiA; X AiA..
O procedimento de mapeamento por meio das fungcbes de maxima
verossimilhanca permitiu a deteccdo de ligagdo para apenas dois pares de
marcas; EMBRA 127 e EMBRA 136, as quais foram posicionadas no grupo de
ligagdo 10, e para as marcas EMBRA 173 e EMBRA 646, posicionadas no
grupo de ligacéo 6.

O fato de o procedimento de mapeamento detectar baixa ligacéo entre
os locos, pode ser explicado por dois fatores. Primeiro, devido ao baixo nimero
de individuos avaliados. BHERING (2008), por meio de procedimentos de
simulacdo, concluiu que deve ser avaliado um nimero minimo de 400

individuos para obtencdo de um mapa de ligacéo fidedigno, nos casos em que
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todos os marcadores sdo do tipo de cruzamento VII, completamente
informativos. Casos nos quais os marcadores sdo parcialmente informativos
requerem um numero ainda maior de individuos, segundo o autor. Em segundo
lugar, a baixa saturacao dos grupos de ligacdo. A escolha dos marcadores foi
realizada com base nos mapas consensos disponiveis na literatura, de forma a
selecionar marcas espacadas que cobrissem todo o genoma. Neste sentido, o
baixo nimero de marcas avaliadas, aliada ainda a ndo completa informatividade
destas, afetou a deteccéo de ligacdo entre os pares de marcas. Adicionalmente,
devido ao conhecimento prévio de que o gene de resisténcia a ferrugem Ppr-1,
provavelmente se encontra posicionado no grupo de ligacéo trés (JUNGHANS
et al., 2003; ROSADO, 2007), foi dado maior foco na investigacdo deste grupo
de ligacdo no qual foram avaliados sete marcadores (EMBRA 122, EMBRA
125, EMBRA 189, EMBRA 227, EMBRA 239, EMBRA 321, EMBRA 350),
embora este seja sabidamente um baixo nimero de marcas quando se trata de
experimentos de mapeamento.

ROSADO (2007) atestou o fato dos mapas, obtidos para o genoma do
Eucalyptus, apresentarem o grupo de ligagédo trés sempre pouco saturado e
com um grande “gap” entre os marcadores. Tendo em vista este fato, e
observada a distorcdo de segregacdo dos marcadores deste grupo, foi
formulada pela autora a hipétese de que um gene letal presente neste grupo
estaria afetando o padrdo de segregacdo dos marcadores, baseado em
estudos anteriores desenvolvidos por FERREIRA (2006).

De acordo com FERREIRA (2006), quando um gene apresenta efeito
letal, ocorre um gradiente da taxa distorcdo para os marcadores vizinhos do
loco sob sele¢cdo. Os marcadores mais proximos do loco sob selecao,
apresentam altas taxas de distorcdo de segregacdo, e a medida que os
marcadores se distanciam, diminuem os valores das taxas de distorgao.
Segundo ROSADO (2007), as taxas de distor¢cdo de segregacdo podem ser
utilizadas para o procedimento de mapeamento de um gene letal putativo. Os
resultados obtidos neste trabalho condizem com os resultados descritos por
ROSADO (2007).

5.3. Deteccédo de QTL
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Os procedimentos de deteccdo de QTL por meio das metodologias de
marcas simples permitiram detectar associagéo significativa dos marcadores
do grupo de ligacdo trés (EMBRA 125, EMBRA 321 e EMBRA 350) com a
heranca de resisténcia ao patégeno Puccinia psidii. A metodologia da ANOVA
e contraste entre médias constataram a significAncia para os marcadores
EMBRA 125 e EMBRA 321. Tal resultado foi corroborado por meio da
metodologia de regressdo de HASEMAN & ELSTON (1972). Os valores de F
significativos para os marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321, obtidos por meio
desta metodologia, indicam que existe associacdo entre a variavel dependente
resisténcia a ferrugem aos 12 dias ap6s inoculacdo, dada na regressdo por
meio da diferenca fenotipica entre os pares de irmdos, e o IBD dos
marcadores, avaliados para cada par de irmaos.

A metodologia de regressdo de Haseman e Elston ponderada pela
informatividade dos marcadores (FRANKE et al., 2005), detectou associacao
apenas do marcador EMBRA 321, para a caracteristica avaliada aos 12 e aos
20 dias apés a inoculacdo. As estimativas de variancia aditiva e herdabilidade
do QTL associado ao marcador foram semelhantes as calculadas por meio da
metodologia original. A utilizagdo desta metodologia alternativa foi realizada
com o intuito de proporcionar um maior poder de deteccdo de QTL, uma vez
gque FRANKE et al. (2005) relataram que a sua metodologia, permite um
substancial ganho de poder estatistico. Entretanto, tal fato ndo foi observado,
uma vez que a metodologia original detectou significancia para o marcador

EMBRA 125, que néo fora detectada por meio da metodologia modificada.
Além disso, os valores das estimativas de 6‘,§ e de H? do QTL relativos ao

marcador EMBRA 321 foram praticamente iguais em ambas as metodologias.

Embora estas metodologias pressuponham que o loco QTL esteja
fortemente ligado aos locos marcadores, isto nem sempre é verificado. Tendo
em vista esta pressuposicdo, e o carater exploratério das metodologias de
marca simples, foi realizada uma analise por meio da metodologia de
regressdo de FULKER & CARDON (1994), visando investigar a posi¢cdo do
QTL dentro dos intervalos entre os marcadores para o grupo de ligacao trés.

A metodologia de FULKER e CARDON (1994) p6de ser aplicada

apenas aos dados da caracteristica avaliada aos 12 dias apds a inoculacao.
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Isso ocorreu porque o marcador EMBRA 321 ndo fora posicionado no intervalo,
devido ao fato de o genitor masculino 1046 ser homozigoto para o loco. Desta
forma, apesar de as metodologias de marca simples detectarem significaAncia
para o marcador EMBRA 321, este ndo pbde ser aproveitado para andlise por
meio desta metodologia.

O resultado da metodologia de FULKER e CARDON (1994) evidenciou
a associacdo do marcador EMBRA 125, como previsto pelas metodologias de
andlise por marca simples. Adicionalmente, foi obtida uma estimativa de
herdabilidade do QTL (16,2787%) maior que a herdabilidade para este loco
associado ao marcador EMBRA 125 (13,18%) pela metodologia da marca
simples. Deve-se ressaltar entretanto, que os valores de herdabilidade
calculados pela metodologia da marca simples constituem valores
subestimados. A estimativa da herdabilidade pela metodologia da marca

_ﬁAl

simples pode ainda ser reescrita por H? = — ,
ples p P 262 (1- 2r)

sendo r a frequéncia

de recombinagdo entre o loco QTL e o marcador. Dessa forma, por meio da
marca simples, o valor de herdabilidade de 16,27% somente é recuperado se o
QTL estiver a 9,5 cM de Kosambi do marcador EMBRA 125.
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6. CONCLUSOES

- A distorcdo de segregacdo gamética foi detectada para seis
oligonucleotideos microssatélites do grupo de ligacdo trés. O gradiente de
distorcdo observado permitiu a estimacdo das taxas de distor¢coes de
segregacdo e a porcentagem de recombinagdo entre locos distorcidos e o

putativo loco letal na populagdo de irm&os-completos avaliada.

- A comprimento total do grupo de ligagéo trés foi de 96,14 cM de
Kosambi. O loco letal foi mapeado a 47,90 cM do marcador EMBRA 189 e a
48,24 cM do marcador EMBRA 239.

- O mapa construido com base nas taxas de distorcdo dos locos
microssatélites do grupo de ligacéo trés foi consistente com os mapas obtidos
por BRONDANI, et al. (2002) e BRONDANI et al. (2006). Foi observada
inversdo na ordem dos marcadores EMBRA 189 e EMBRA 227, quando
comparado com o mapa obtido por ROSADO (2007). Entretanto, a ordem
obtida para estes marcadores, com relacdo aos demais, foi condizente com o
descrito por BRONDANI et al. (2006).

- As metodologias utilizadas permitiram a detec¢do de associacdo dos
marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321 com a caracteristica de resisténcia. A
associacdo do marcador EMBRA 321 com a caracteristica de resisténcia a
ferrugem somente pbéde ser detectada por meio das metodologias de marca
simples, uma vez que tal marcador ndo pdde ser contemplado por meio da

metodologia de intervalo.

- Tendo em vista a significancia detectada do marcador EMBRA 125
para as todas as metodologias utilizadas, exceto a proposta por FRANKE et al.
(2005), sugere-se que sejam realizados estudos subsequentes envolvendo
dados simulados visando atestar a eficiéncia da metodologia proposta por pelo

autor em estudos de detec¢do de QTL.
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- Os marcadores EMBRA 125 e EMBRA 321, séo fortes canditatos as
experimentos visando a piramidacdo de genes responsaveis pela heranca de
resisténcia a ferrugem. Posteriormente, deve ser investigada a aplicabilidade e

eficiéncia de tais marcadores em procedimentos de selecdo assistida.

- Os resultados do mapeamento e deteccéo de QTL foram condizentes
com os encontrados por ROSADO (2007).
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8. ANEXOS
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Anexo 1. Resultados do procedimento de fenotipagem envolvendo a progénie
do cruzamento do genitor feminino 7074, resistente a ferrugem, e o genitor
masculino 1046, susceptivel ao patégeno. O procedimento foi realizado pelo
Departamento de Fitopatologia / BIOAGRO.

Individuo  A.12° (1:'2A2' A 20° gbAi Individuo ~ A. 12 Cl'é' A. 20 Cz'oA'
1 sUs2 2 S2 2 59 st 1 s3 3
2 S0 0 S0 0 60 s2 2 s3 3
3 sus2 2 S2 2 61  sSus2 2 S22
4 s3 3 s3 3 62 sus2 2 S3 3
5 S0 0 S0 0 63 s1 1 s2 2
6 s1 1 S0 0 64  sus2 2 S22
7 s1 1 s2s3 3 65 O o0 S0 o0
8 s1 1 s3 3 66 s1 1 sus2 2
9 s1 1 sost 1 67 s1 1 s1 1
10 sus2 2 s3 3 68 s1 1 s2 2
11 so/ls1 1 sois1 1 69 s253 3 S3 3
12 s1 1 sus2 2 70 s2s3 3 S3 3
13 S0 0 S0 0 71 s3 3 s3 3
14 S2 2 s3 3 72 s1 1 s2 2
15 S0 0o sosi 1 73 2 2  s2 2
16 s1 1 S0 0 74 s1 1 s1 1
17 s1 1 sost 1 75 s1 1 s1 1
18 s1 1 sost 1 76 s1 1 s2 2
19 S3 3 S0 0 77 s1 1 s1 1
20 sUs2 2 s3 3 78 s2 2 s3 3
21 S0 0 sost 1 79 s2 2 s3 3
22 s1 1 S2 2 80 s253 3 S3 3
23 s1 1 S2 2 81  s2s3 3 S3 3
24 ss2 2 sus2 2 82 s3 3 s3 3
25 s3 3 s3 3 83 O o S0 o0
26 S0 0 S0 0 84  sus2 2 s1 1
27 s1 1 solsi 1 85  so/lS1 1 soisi 1
28 s1 1 sus2 2 86 s1 1 S0 o0
29 s1 1 S2 2 87 s3 3 s3 3
30 S0 0 S0 0 88 s1 1 sus2 2
31 S2 2 S2 2 89  so/lS1 1 soisl 1
32 s2 2 s3 3 90 s2 2 s2 2
33 s1 1 S2 2 91 s2 2 s3 3
34 sUs2 2 S2 2 92 s3 3 s3 3
35 Ss3 3 s3 3 93 s3 3 s3 3
36 S2 2 s3 3 94  s2s3 3 S3 3
37 s1 1 s1 1 95 o o S0 o0
38 S0 0 suUs2 2 96 s1 1 s2 2
39 S2/S3 3 s3 3 97 s1 1 s1 1
40 s1 1 sosi 1 98 s3 3 s3 3
41 S0 0 S0 0 99 2 2  s2 2
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! Avaliacdo aos 12 dias;

2 Codificagdo da avaliacdo aos 12 dias;

% Avaliacdo aos 20 dias;

* Codificagdo da avaliacdo aos 20 dias;
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Anexo 3. Resultado do procedimento de deteccdo de QTL por meio da
metodologia de FULKER & CARDON (1994). O procedimento foi realizado por
meio do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2008).

Programa GQMOL Andlesde QTL
Nimero de marcadores : 6

Nimero de caracteres : 2

Nimero de individuos : 117

Medida de distdncia : Dist@rna de Kosambi
Nimero de grupos de ligagdo : 1

Metodologia : Fulker e Cardon, 1994

Grupo de ligagdo Disténcia de Kosambi €Rombinagido

1 96.14 785

Método da Regressdo

OBS.: Valores (Posi) utilizados para a regressdo &do em % de recombinagdo.
Valores utilizados no mapa de verossimilhangastdo na mesma unidade do mapa - Disténcia de
Kosambi

Andlise da Caracteristica:resisténcia & ferrugem, avaliada aos 12 dias.

Maximo 3
Minimo 0
Média : 1.5043
Varidncia : .989

Andlise de Regressdo: Y = (X1 - X2)2 = fo + fil

GL M Posi Ro R1 e sv -nln(1-R?) pF H?

1 1 0 1.9846 .0893 B995 1.463 3.5156 -4.5148
1 1 0.01 1.9797 .0984 B995 1.403 3.3724 -4.9758
1 1 0.02 1.9764 .1044 B997 1.267 3.0448 -5.2755
1 1 0.03 1.9771 .1025 B999 1.028 2.4706 -5.1807
1 1 0.04 1.9841 .0886 5002 .703 1.6884 -4.4794
1 1 0.05 1.9968 .064 5005 .373 .8975 -3.236
1 1 0.06 2.0112 .0364 5007 .136 .3279 -1.8414
1 1 0.07 2.0234 .0134 5008 .022 .0535 -.6756
1 1 0.08 2.0319 -.0026 5008 .001 .0026 .1321

1 1 0.0864 2.0356 -.0095 5008 .017 .0398 .4821

1 2 0 1.9611 .0371 5781 .261 .5103 -1.8773
1 2 0.01 1.9602 .0388 5781 .263 .5147 -1.9626
1 2 0.02 1.9593 .0406 5781 .266 .5197 -2.0546
1 2 0.03 1.9583 .0426 5781 .269 .5255 -2.1539
1 2 0.04 1.9571 .0447 5781 .272 .5321 -2.261
1 2 0.05 1.9559 .047 5781 .276 .5394 -2.3765
1 2 0.06 1.9546 .0495 5781 .28 .5477 -2.5012
1 2 0.07 1.9532 .0521 5781 .284 .5567 -2.6353
1 2 0.08 1.9517 .055 5781 .29 .5666 -2.7794
1 2 0.09 1.95 .058 578 .295 .5772 -2.9335
1 2 0.1 1.9483 .0613 578 .301 .5885 -3.0973
1 2 0.11 1.9464 .0647 578 .307 .6002 -3.27

1 2 0.12 1.9444 .0682 578 .313 .6121 -3.4501
1 2 0.13 1.9424 .0719 578 .319 .6237 -3.6351
1 2 0.14 1.9404 .0756 578 .324 .6346 -3.821
1 2 0.15 1.9384 .0792 578 .329 .644 -4.0027
1 2 0.16 1.9365 .0826 578 .333 .6511 -4.1734
1 2 0.17 1.9348 .0855 578 .335 .655 -4.3249
1 2 0.18 1.9333 .088 578 .335 .6548 -4.4482
1 2 0.19 1.9323 .0897 578 .332 .6496 -4.5338
1 2 0.2 1.9317 .0905 578 .326 .6387 -4.5738
1 2 0.21 1.9317 .0902 578 .318 .6221 -4.5623
1 2 0.22 1.9322 .089 578 .306 .5997 -4.4973
1 2 0.23 1.9333 .0866 5781 .293 .5725 -4.3806
1 2 0.24 1.9349 .0834 5781 .277 .5413 -4.2184
1 2 0.25 1.9369 .0795 5781 .259 .5076 -4.0198
1 2 0.26 1.9392 .0751 5781 .242 .4727 -3.7956
1 2 0.27 1.9417 .0704 5781 .224 .438 -3.5568
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1 2 0.28 1.9442 .0655 5781 .207 .4043 -3.3133
1 2 0.29 1.9467 .0608 5781 .19 .3726 -3.0733
1 2 0.3 1.9491 .0562 5782 .175 .3434 -2.8429
1 2 0.31 1.9514 .0519 5782 .162 .3168 -2.6262
1 2 0.32 1.9535 .048 5782 .15 .293 -2.4255
1 2 0.33 1.9555 .0443 5782 .139 .2718 -2.2418
1 2 0.34 1.9572 .041 5782 .129 .2533 -2.0752
1 2 0.35 1.9588 .0381 5782 .121 .2371 -1.925
1 2 0.36 1.9603 .0354 5782 .114 .223 -1.7902
1 2 0.37 1.9615 .033 5782 .108 .2109 -1.6695
1 2 0.38 1.9627 .0309 5782 .102 .2005 -1.5617
1 2 0.39 1.9637 .029 5782 .098 .1916 -1.4654
1 2 0.4 1.9646 .0273 5782 .094 .184 -1.3794
1 2 0.4067 1.9652 .0262 5782 .092 .1796 -1.3265
1 3 0 2.0725 -.0486 5146 .3 .5372 2.456

1 3 0.01 2.0802 -.0619 5144 .434 7772 3.1291
1 3 0.02 2.0894 -.0778 5143 .612 1.0956 3.932

1 3 0.03 2.1 -.0964 5141 .842 1.5081 4.872

1 3 0.04 2.1119 -.1176 5138 1.132 2.0273 5.9435
1 3 0.05 2.125 -.1408 5135 1.484 2.658 7.1204
1 3 0.06 2.1384 -.1651 5131 1.893 3.3907 8.349

1 3 0.07 2.1514 -.1888 5127 2.342 4.1968 9.5471
1 3 0.08 2.1627 -.2099 5123 2.806 5.0276 10.6135
1 3 0.09 2.1713 -.2265 5119 3.249 5.8215 11.4496
1 3 0.1 2.1764 -.2371 5115 3.638 6.518 11.9854
1 3 0.11 2.178 -.2413 5113 3.947 7.073 12.1982
1 3 0.12 2.1763 -.2396 5111 4.167 7.4676 12.1133
1 3 0.13 2.172 -.2332 5109 4.301 7.7072 11.7894
1 3 0.14 2.1659 -.2235 5109 4.361 7.8142 11.2981
1 3 0.15 2.1589 -.2118 5109 4.363 7.8181 10.7074
1 3 0.16 2.1514 -.1992 5109 4.324 7.7483 10.0718
1 3 0.17 2.144 -.1865 511 4.258 7.6302 9.4306
1 3 0.18 2.1369 -.1743 5111 4.176 7.4835 8.8093
1 3 0.1878 2.1316 -.1651 5111 4.106 7.3581 8.3465
1 4 0 2.0361 -.066 B793 .65 1.1652 3.3386
1 4 0.01 2.0832 -.1546 BI77 2.52 4.5156 7.8164
1 4 0.02 2.1525 -.2862 B741 6.522 11.6882 14.4702
1 4 0.03 2.2162 -.409 B692 11.984 21.4859 20.6755
1 4 0.04 2.2306 -.4395 B658 15.754 28.2533 22.2184
1 4 0.05 2.2021 -.3878 B652 16.448 29.5001 19.6076
1 4 0.0579 2.1713 -.3305 B658 15.743 28.2343 16.7088
1 5 0 1.9502 -.322 9401 17.459 26.5555 16.2787
1 5 0.01 1.9776 -.3762 9412 16.026 24.3729 19.0183
1 5 0.02 1.9703 -.3626 9448 11.238 17.0856 18.3292
1 5 0.03 1.9015 -.2281 9499 4.43 6.7319 11.5318
1 5 0.04 1.821 -.0703 9529 .554 .8415 3.5525
1 5 0.0495 1.7757 .0189 9532 .059 .0889 -.9567

Andlise da Caracteristica:resisténcia & ferrugem, avaliada aos 20 dias.

Maximo : 3

Minimo : O

Média : 1.7739
Varidncia : 1.2116

Andlise de Regressdo:Y = (X1 - X2)2 = Ro + BRI

GL M Posi o B1 Qésv -nln(1-R2?) pF H?

1 1 0 2.3972 -.0291 BO3 .117 .2813 1.199
1 1 0.01 2.4057 -.0455 B029 .226 .5442 1.8764
1 1 0.02 2.4172 -.0675 B027 .401 .9635 2.7859
1 1 0.03 2.4308 -.0933 B024 .644 1.5483 3.8499
1 1 0.04 2.4432 -.1164 B021 .918 2.2053 4.8053
1 1 0.05 2.4499 -.1286 B018 1.14 2.7388 5.3062
1 1 0.06 2.4492 -.1267 BO17 1.248 2.9997 5.2275
1 1 0.07 2.4434 -.1151 B017 1.249 3.0029 4.7517
1 1 0.08 2.4358 -.1002 B018 1.188 2.8562 4.1362
1 1 0.0864 2.4309 -.0908 B018 1.135 2.729 3.7466
1 2 0 2.4303 -.0278 7648 .107 .2086 1.1456
1 2 0.01 2.4309 -.0289 7648 .107 .2087 1.1932
1 2 0.02 2.4316 -.0301 7648 .107 .2089 1.2436
1 2 0.03 2.4323 -.0314 7648 .107 .2091 1.297
1 2 0.04 2.433 -.0328 7648 .107 .2092 1.3535
1 2 0.05 2.4338 -.0342 7648 .107 .2093 1.4132
1 2 0.06 2.4346 -.0358 7648 .107 .2093 1.476
1 2 0.07 2.4354 -.0374 7648 .107 .2091 1.5418
1 2 0.08 2.4363 -.039 7648 .107
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0.09
0.1
0.11
0.12
0.13
0.14
0.15
0.16
0.17
0.18
0.19
0.2
0.21
0.22
0.23
0.24
0.25
0.26
0.27
0.28
0.29
0.3
0.31
0.32
0.33
0.34
0.35
0.36
0.37
0.38
0.39
0.4
0.4067

0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.1
0.11
0.12
0.13
0.14
0.15
0.16
0.17
0.18
0.1878

0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.0579

0.01
0.02
0.03
0.04
0.0495

2.4373
2.4382
2.4392
2.4401
2.4411
2.4419
2.4427
2.4433
2.4436
2.4437
2.4435
2.4429
2.442

2.4407
2.4392
2.4374
2.4355
2.4335
2.4315
2.4297
2.4279
2.4263
2.4249
2.4237
2.4226
2.4216
2.4208
2.4201
2.4195
2.419

2.4186
2.4182
2.418

2.3948
2.4021
2.4099
2.418

2.426

2.4334
2.4394
2.4433
2.4442
2.4418
2.4364
2.4283
2.4186
2.4082
2.3978
2.388

2.379

2.3711
2.3641
2.3593
2.2881
2.2888
2.2919
2.2976
2.3028
2.3052
2.3055
2.3851
2.3995
2.4104
2.404

2.3848
2.3691

T648
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
7649
765
765
765
765
765
765
765
765
765
765
765

765

B415
B414
B412
B4l

3409
3407
B406
B406
3406
3407
B408
B4l

B413
B415
B418
B42

B422
B424
B425
B426
2358
2359
2359
2359
2359
2358
2358
B245
B243
B242
B244
B247
B25

.106
.106
.105
.104
.102

.098
.095
.091
.086
.08
.074
.067
.06
.053
.046
.039
.033
.027
.022
.018
.015
.012
.01
.008
.006
.005
.004
.003
.003
.002
.002
.002
1.882
2.019
2.164
2.312
2.455
2.581
2.675
2.723
2.71
2.633
2.496
2.312
2.099
1.877
1.661
1.459
1.278
1.119
.982
.888
.031
.019
.005

.009
.024
.034
.695
.867
.948
772
.464
.249

.2081
.2071
.2055
.2034
.2004
.1965
.1914
.185
L1771
.1677
.1568
.1445
.1312
1172
.103
.0891
.0759
.0638
.053
.0436
.0355
.0288
.0232
.0186
.0149
.012
.0096
.0077
.0062
.0051
.0042
.0035
.0031
3.3725
3.6169
3.8763
4.1415
4.3977
4.6238
4.7933
4.8782
4.8561
4.7178
4.4714
4.1414
3.761
3.3632
2.9751
2.6142
2.2899
2.0053
1.7593
1.5916
.0558
.0335
.0095
.0003
.016
.0423
.0605
1.056
1.317
1.4404
1.1724
.7054
.378

1.6813
1.7538
1.8266
1.8984
1.967
2.0296
2.0831
2.1236
2.1469
2.149
2.1264
2.0768
2.0
1.8977
1.7738
1.6338
1.4842
1.3314
1.1813
1.0384
.9058
.7854
.678
.5835
.5012
.4303
.3696
.318
.2743
.2374
.2064
.1805
.1655
5.5965
6.1393
6.7263
7.3425
7.9612
8.5413
9.0284
9.3617
9.4876
9.3754
9.03
8.4909
7.8202
7.0849
6.3421
5.6328
4.9813
4.3984
3.886
3.5316
-.6618
-.6095
-.3745
.0649
.48
.6735
.701
3.2266
4.3936
5.2871
4.7785
3.2287
1.9578
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