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RESUMO

Qualidade da madeira de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla e genotipagem a partir
de marcadores moleculares TRAP e microssatélite para estudos de associacao

Neste trabalho foi realizado um estudo sobre a associacdo entre caracteristicas da madeira
importantes na producdo de polpa celuldsica e o genotipo dos individuos de uma populacio de
hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla aos quatro anos de idade. Em termos de
caracteristicas da madeira determinou-se a densidade bésica, teor de lignina klason, extrativos
totais e holocelulose. A genotipagem foi realizada utilizando 14 combinagdes entre o iniciador
arbitrario TRAP2 e iniciadores fixos relacionados as caracteristicas de interesse. 36 marcadores
microssatélites também foram utilizados na genotipagem. A densidade basica bem como os
teores dos componentes quimicos da madeira encontrados estdo dentro do esperado para espécies
do género. O estudo de associacdo fendtipo-genotipo, detectou oito associagdes, sendo quatro
delas entre marcadores TRAP e as quatro entre marcadores microssatélites. As associacdes
significativas detectadas foram principalmente entre marcadores e densidade basica sendo as
maiores associacdes com os marcadores TRAP2/COMT (210 pb) (26%) e E2010 (24%).
Igualmente e, em segundo lugar, entre marcadores e teor de lignina e extrativos totais. O maior
grau de associacao significativo foi detectado entre o marcador TRAP2/HCT (190 pb) e o teor de
lignina sendo a associacdo de 32 %. Nao foi detectada associacdo entre marcadores e teor de
holocelulose. Mais de uma marca foi relacionada com uma caracteristica o que reforga teorias de
controle genético exercido por mais de um gene. Também foi detectada associacdo entre uma
marca e duas caracteristicas diferentes sugerindo que um mesmo gene possa exercer o controle
sobre mais de uma caracteristica. O estudo mostrou portanto correlagdes entre as propriedades da
madeira e associa¢do, em diferentes niveis, entre essas e marcas genéticas.

Palavras-chave: Caracteristicas quimicas; Densidade basica; Marcador molecular; Controle
genético; Associacao fenotipo-gendtipo
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ABSTRACT

Wood quality of Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla and genotyping from TRAP and
microsatellite molecular markers for association studies

It was studied in this work the association between wood characteristics that are important to
the cellulosic pulp and paper production and the hybrid population individual genotype
Eucalyptus grandis % Eucalyptus urophylla at the age of four years. The basic density,
characteristic of mayor interest, was valuated using the maximum humidity content method. The
amount of Klason lignin, total extract and holocellulose were obtained using conventional
analysis methods. The genotyping was done using 14 combinations between the arbitrary primer
TRAP2 and fixed primers related to the characteristics of interest. 36 microsatellite markers were
also used during the genotyping process. The basic density and the wood chemical components
amounts were found between the expected values for each genus. The study revealed that there
are negative co-relationships between the wood chemical characteristics. The relationship
between the holocellulose amount and the total extracts value is approximately 71% as the co-
relationship between the holocellulose amount and the lignin value is 55%. It was detected a
positive relationship between the Klason lignin amount and the basic density. The phenotype-
genotype association study detected eight associations, four of them being between TRAP
markers and the other four between microsatellite markers. The significant associations detected
were mainly between the markers and the basic density, especially the association with the
markers TRAP2/COMT (210 bp) (26%) and E2010 (24%). Equally and in second place it stands
the association between the markers and the lignin value and the total extracts. The mayor
significant association degree was detected between the TRAP2/HCT marker (190 bp) and the
lignin value, being it 32 %. It was not detected any relationship between the markers and the
holocellulose amount. More than one mark was related to one characteristic which enhances
genetic control theories carried by more than one gene. It was also detected an association
between one mark and two different characteristics suggesting that one same gene can have
control over more than one characteristic. The study revealed therefore co-relationships between
wood properties and association in different levels between those and genetic marks.

Keywords: Chemical characteristics; Basic density; Mollecular marker; Genetic control,;
Phenotype-genotype association
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1 INTRODUCAO

As florestas do mundo somam aproximadamente 4 bilhdes de hectares, sendo o Brasil o
detentor da segunda maior area, com 477,7 milhdes de hectares (FAO, 2007). Dentre estas
florestas, as plantadas tém um papel de destaque na economia global. Os plantios homogéneos de
maior representatividade no mundo sdo aqueles feitos com as espécies do género Eucalyptus,
representando 8% do total, e as do género Pinus, representando 32% (FAO, 2007).

No Brasil, as espécies do género Eucalyptus tém grande destaque na producdo de biomassa
lenhosa. Em 2009, as florestas plantadas no pais totalizaram cerca de 6,8 milhdes de hectares,
sendo 66,5% com espécies deste género (ABRAF, 2010). No periodo compreendido entre os
anos de 2004 e 2009, o aumento em area plantada com Eucalyptus foi de 41,1%,
aproximadamente 1 milhao de hectares (ABRAF 2010).

Além da expansao das areas plantadas, medidas continuas tem sido tomadas para ampliar a
produtividade e qualidade da madeira obtidas nestas florestas, visando aumentar de forma
sustentavel a competitividade da eucaliptocultura nacional frente ao mercado externo. Plantios do
género Eucalyptus no Brasil possuem incremento médio anual — IMA - de aproximadamente 40,5
m’.ha".ano”, um dos maiores do mundo (ABRAF, 2010).

Essas espécies, nativas da Australia e ilhas proximas, apresentam excelente adaptagdo as
condi¢des edafoclimaticas brasileiras. Além disso, possuem boas caracteristicas silviculturais,
grande variabilidade inter e intra-especifica, tornando-as uteis para diversas finalidades.
Atualmente, o principal mercado para a madeira de eucalipto ¢ a industria de celulose e papel
(RAYMOND, 2002). Em 2009, a producao brasileira de celulose apresentou crescimento de 6%,
mantendo a tendéncia de crescimento anual de 6,8% entre 2000 e 2008, apesar da crise global
que afetou o pais no periodo (ABRAF, 2010). No mesmo ano, a producdo alcangou 13,4 milhdes
de toneladas, mantendo o pais como o quarto maior produtor de celulose mundial (ABRAF,
2010). Existe uma grande participacdo do setor na pauta de exportagdes. No periodo de janeiro a
junho de 2010, o pais exportou cerca de US$ 3,3 bilhdes, 44,9% a mais que no mesmo periodo de
2009. Este valor representa uma participagdo de aproximadamente 3,73 na balanga comercial
brasileira (ABTCP, 2010).

Para o setor de producdo de polpa celuldsica, o ganho ndo ¢ significativo somente no que

tange a produtividade, mas também a qualidade da matéria-prima, a qual contribui para o
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aumento em rendimento industrial e uniformidade do produto final, gerando resultados
econdmicos significativos (NEALE, 2002).

Para a industria de papel e celulose, os atributos da madeira mais relevantes sdo a densidade
basica (RAYMOND, 2002; THAMARUS, 2004; SECA, 2006; MOKFIENSKI, 2008) ¢ os teores
de lignina total, de extrativos totais e de holocelulose (FONSECA, 1996). Estes constituintes
afetam as caracteristicas gerais do material madeira e impactam a producao de celulose e papel
(UKRAINETZ, 2008). Desse modo, a possibilidade de melhoramento e selecdo de individuos
com caracteristicas de qualidade superiores ¢ fundamental do ponto de vista econdmico.

Neste quadro, o uso de sele¢do assistida por marcadores moleculares (SAMM) ¢ uma das
técnicas de melhoramento mais utilizadas recentemente, pois permite a selecao na fase juvenil de
caracteristicas que sdo expressas somente na fase adulta, de caracteristicas de dificil mensuracao
ou que consomem muito tempo e recurso (POT, 2006). Estudos sobre xilogénese revelaram que
atributos da madeira, como teor de celulose e lignina, apresentam padrdo complexo de controle
genético, onde varios genes agem simultaneamente na determinagao de cada carater, com grande
interacdo ambiental (RENGEL, 2009). Assim, encontrar marcadores moleculares que possam
estar relacionados a genes que controlam atributos da madeira, e associar estes marcadores a
fenotipos de interesse, sdo etapas importantes que aumentam a eficiéncia dos programas de
melhoramento.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas da madeira de uma
populacdo de hibridos interespecificos (Eucalyptus grandis % Eucalyptus urophylla) aos 4 anos
de idade através de andlises convencionais de quimica umida para determinacdo dos teores de
lignina klason, extrativos totais e holocelulose. Além da determinagcdo da densidade basica
através do método de maximo teor de umidade. Também foi objetivo deste trabalho genotipar os
individuos utilizando marcadores TRAP e microssatélite, com intuito de associar polimorfismos

as propriedades da madeira mencionadas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Propriedades da madeira

A densidade basica reflete a quantidade de matéria lenhosa por unidade de volume, ou do
volume de espagos vazios existente em uma madeira. Assim, deve-se observar que a avaliacao da
qualidade da madeira com base na densidade bésica ¢ bastante ttil do ponto de vista tecnologico,
sendo um excelente indicador das propriedades da madeira. Esta caracteristica fisica ¢ complexa
e resultante da combinagdo de diversos fatores. Sabe-se, por exemplo, que ¢ dependente das
caracteristicas morfoldgicas, porém sua relagdo com a composicao quimica da madeira ndo
parece ser significativa (SECA; DOMINGUES, 2006). Contudo, estudo realizado por
Vasconcelos e Silva Jr. (1985) apud Fonseca (1996) encontrou correlagdo direta entre o teor de
lignina e valor de densidade basica para madeira de clones de Eucalyptus grandis.

Entretanto, esta propriedade ¢ passivel de melhoramento e ¢ considerada altamente herdavel.
Por isso, ¢ utilizada por muitos pesquisadores como principal critério de selecdo em programas de
melhoramento genético (RUY, 1998; RUY et al., 2001). Hannrup (1998) sugere que ha alta
correlacao genética entre idade e densidade, provavelmente porque o controle genético ¢é feito por
poucos genes. Demuner e Bertolucci (1993), trabalhando com nove hibridos de E. grandis x
urophylla, aos cinco anos de idade, em trés locais da regido de Aracruz-ES, concluiram que,
apesar da densidade da madeira ser herddvel, os hibridos ndo se comportam da mesma forma
entre locais distintos.

Além disso, sabe-se que ha variacao da densidade basica at¢ mesmo na mesma arvore nos
sentidos radial e longitudinal. Com relagdo a variag@o longitudinal, existem padrdes de variagdo
que podem ser sintetizados como: a) a densidade decresce uniformemente no sentido base-topo;
b) a densidade decresce até o meio do tronco e a partir deste ponto cresce até o topo; c) a
densidade decresce da base para o topo, embora uniformemente (PANSHIN; DE ZEEUW, 1970).

Dentre os parametros empregados na avaliagdo da qualidade da madeira, a densidade basica
tem merecido atengdo especial como decorréncia de sua intima relacdo com algumas importantes
caracteristicas tecnologicas e economicas. Entre estas, pode-se citar, a alteragdo dimensional,

resisténcia mecanica das pecas, producao e qualidade da polpa celulésica, producao e qualidade
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do carvao vegetal, bem como os custos operacionais ligados ao transporte ¢ armazenamento da
madeira.

No tocante a producdo de polpa celuldsica, a densidade bésica ¢ a propriedade que exerce
maior influéncia sobre a qualidade e o custo da madeira produzida (FONSECA, 1996). Nos
processos industriais, a madeira com maior densidade exige manuseio de menor volume de toras
e cavacos. Assim, a capacidade do digestor, limitada volumétricamente, ¢ aumentada em massa
com a elevagdo da densidade basica, levando a um incremento do potencial de producdo da
industria. Porém, o aumento da densidade ¢ acompanhado por uma maior dificuldade na picagem
das toras, ocasionando maior propor¢cdo de cavacos de maiores dimensdes, dificultando a
impregnacao do licor, o que implica em menor produgdo de polpa depurada e maior teor de
rejeitos na polpagcdo (FONSECA, 1996). Madeiras de eucalipto menos densas produzem maiores
rendimentos de polpacdo, porém maior consumo especifico de madeira como demonstrado em
estudo feito por Mokfienski, (2008).

A importancia da densidade reside no fato da mesma contribuir para o rendimento no digestor
e resisténcia do papel (SANTOS, 2007). Segundo o autor, algumas propriedades importantes da
polpa do eucalipto, como volume especifico, resisténcia ao ar e absorcao de 4gua, mostraram ser
mais dependentes da densidade da madeira do que da espécie.

Na fabricagdo de papéis para impressao e escrita, as exigéncias mais requisitadas visam obter
menor consumo de energia de refino, maior volume especifico e opacidade mais elevada em
indice de tracdo pré-estabelecida. Esses atributos sdo, freqlientemente, alcangados com madeiras
de menores densidades, as quais apresentam fibras com menores espessuras € geram polpas com
menores massas por comprimento de fibras (“coarseness”). Na fabricacdo de papéis sanitarios,
sdo importantes a elevada capacidade de absor¢cdo de 4gua e o aumento de maciez, atributos
atingidos com madeiras de maiores densidades basicas, que apresentam fibras com maiores
espessuras ¢ produzem polpas com maior massa por comprimento de fibras (SANTOS, 2007).

Apesar da densidade basica ser considerada a caracteristica mais importante para a qualidade
da polpa celulésica, o rendimento da polpacao, por sua vez, ¢ mais influenciado pela composicao
quimica da madeira. Isto porque, para que haja a individualizacdo das fibras no processo de
polpagdo quimica, é necessario que a lignina seja degradada seletivamente usando quimicos

apropriados, permitindo a separagao das fibras sem destruir a celulose ou a forma das mesmas.



23

A lignina foi originalmente descoberta por Anselme Payen em 1838 apos tratamento da
madeira com acido sulfirico concentrado. O nome lignina vem do latim “/ignum” que significa
madeira. E constituinte da parede celular, de natureza polimérica e tridimensional, extremamente
complexa. A base estrutural da lignina ¢ o fenil-propano, sendo ligado ao anel benzénico um
numero varidvel de grupos hidroxilicos e metoxilicos.

A ocorréncia da lignina coincide com o aparecimento do sistema vascular nos vegetais e foi
um fator decisivo para o sucesso da colonizagio terrestre pelas plantas. E o segundo composto
organico mais abundante da terra depois da celulose. Depositada em certas células especializadas
do xilema e do floema, ela causa grande variacdo nas propriedades da parede celular,
proporcionando maior resisténcia e impermeabilidade. A deposicao de lignina ¢ importante para a
arvore porque reforca a parede celular das plantas, conferindo rigidez, impermeabilidade
(HARAKAVA, 2005), suporte estrutural e transporte de 4gua em longas distancias. Além disso, a
lignina pode ser sintetizada em resposta a varios fatores ambientais como estresse mecanico ou
ataque de patdogenos (VANCE, 1980; COTTERILL, 1997; BOUDET, 2000; HARAKAVA,
2005). Em espécies florestais, o teor de lignina representa entre 15 e 36% do peso seco da
madeira (GRIMA-PETTENATI, 1999) e em madeira de eucalipto varia entre 22 e 30%,
determinada como Lignina Klason total (FOEKEL, 2009).

Estudos feitos por Hu (1999) indicam que a deposicao de lignina e celulose nas arvores ¢
regulada de modo compensatdério ndo relatado em herbaceas (HU, 1999), i. e., a reducdo da
lignina ¢ compensada por um concomitante incremento de celulose (WIMMER, 2002).

Durante muito tempo, a lignina ndo teve a mesma aten¢ao que outros polimeros tais como
celulose e hemicelulose, por ndo apresentar importancia nutricional ou industrial como outros
polimeros, além de ser complexa e inexistirem técnicas analiticas convenientes (BOUDET,
2000). Adota-se o teor de lignina Klason como medida do teor de lignina existente na madeira.
Trata-se de uma hidrélise acida da madeira livre de extrativos cujo residuo ¢ quantificado em
fracdes soluveis e insoluveis. Na produgao de polpa celuldsica, a lignina apresenta-se como fator
de alta relevincia. Sua remocdo deriva de processos quimicos onerosos, poluentes e que
demandam alto consumo de energia (GRIMA-PETTENATI, 1999; BOUDET, 2000;
HARAKAVA, 2005).

Segundo Fonseca et al. (1996), os teores de lignina e de extrativos influenciam diretamente o

consumo de alcali, o rendimento da deslignificacdo e o potencial industrial. Maior teor de lignina
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na madeira gera polpa com viscosidade e rendimento menores em conseqiliéncia da necessidade
de maiores cargas de alcali ativo (TRUGILHO, 2005) além de comprometerem o potencial de
produgdo industrial (FONSECA, 1996).

Os extrativos compdem uma extraordinaria diversidade de compostos. As proporcdes exibem
ampla variagdo e alguns desses componentes sdo encontrados em quantidade significativas
somente em algumas espécies ou gé€neros. Assim, determinadas madeiras podem ser
caracterizadas pela natureza e quantidade de seus extrativos. A pesquisa sobre os extrativos da
madeira tem tido sua motiva¢do na descoberta e na caracterizagdo de novas estruturas quimicas,
classificagdo taxonomica de espécies, processos de crescimento da arvore, obtencdo de novos
produtos e sub produtos de valor comercial, e a determinagdo dos problemas para alguns usos da
madeira.

Os extrativos sdo freqiientemente responsaveis por determinadas caracteristicas da madeira,
como: cor, cheiro, resisténcia natural ao apodrecimento, gosto e propriedades abrasivas. Sua
composi¢do e quantidade relativa dependem de diversos fatores, como espécie, idade e regido de
procedéncia. Aproximadamente 3 a 10% da madeira seca ¢ constituida por extrativos, enquanto
em folhosas de regides temperadas este valor € entre 2 e 4%, podendo chegar a valores superiores
a 10% na madeira de espécies de regides tropicais.

Um exemplo da influéncia negativa do teor de extrativos na constituicdo quimica da madeira
¢ na producao de celulose. Neste processo, estes componentes ocasionam maior requerimento de
alcali para polpagdo, além de perda de rendimento, inibicdo de reagdes, incrustagdo de materiais
na polpa e nos equipamentos, corrosao (QUEIROZ, 2003) e dificuldades no branqueamento
(QUEIROZ, 2003; JOZSA; MIDDLETON, 1994; SANTOS, 2007). Outro efeito marcante dos
extrativos sobre as propriedades da polpa ¢ observado em sua capacidade de absor¢do. Esses
compostos podem formar um rearranjo estrutural na superficie da fibra @ medida que o tempo de
estocagem aumenta, podendo assim influenciar a taxa de absor¢do de agua de papéis sanitarios
(JORDAO; MANGOLINI, 1998). Deste modo, o teor de extrativos pode ser considerado como
um parametro importante na sele¢do de arvores matrizes para o melhoramento florestal visando a
producdo de matéria-prima destinada a produgdo de polpas Kraft (ALMEIDA; SILVA, 1997;
MOKFIENSKI, 2008).

Outro componente da madeira que influencia os resultados do processo de polpagao € o teor

de holocelulose. Holocelulose ¢ o contetudo total de polissacarideos da madeira, ou seja, celulose
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e hemicelulose (PETTERSEN, 1984). No processo de polpacdo quimica (alcalino ou acido), a
lignina ¢ dissolvida para liberar as fibras constituidas basicamente de holocelulose (ALMEIDA;
SILVA, 1997). Este componente geralmente correlaciona-se fraca e positivamente com o
rendimento em polpa (SANTOS, 2007). Entretanto, madeiras de baixa densidade, mas com alto

teor de holocelulose, podem proporcionar altos rendimentos de polpa (MOKFIENSKI, 2008).

2.2 Marcadores moleculares

Os marcadores genéticos podem ser morfolégicos, bioquimicos ou moleculares.
Atualmente, os marcadores moleculares sdo os mais utilizados. Sdo neutros e abundantes no
genoma, permitindo maior precisdo e detalhamento nos estudos genéticos (LEFEBVRE;
CHEVRE, 1995). Marcadores moleculares sdo, basicamente, um conjunto de métodos de
detecg¢do de variagdes nas seqiiéncias de DNA (CAIXETA et al., 2006). A forma de deteccdo
deste polimorfismo ¢ o que os diferencia. Estes podem ser classificados em duas categorias,
dependendo de como o polimorfismo € revelado: por hibridiza¢do ou por PCR.

Apbés o advento da tecnologia de PCR (Polymerase Chain Reaction - MULLIS;
FALOONA, 1987) no inicio da década de 1990, a capacidade de visualizagdo de locos
gendmicos, sem a necessidade de marcagdo e hibridizagao, possibilitou o desenvolvimento de
uma série de marcadores moleculares, sendo os mais importantes o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - WILLIAMS et al., 1990), os microssatélites e o AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism - VOS et al., 1995).

Os marcadores microssatélites (LITT; LUTY, 1989), também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeats - JACOB et al., 1991) ou STR (Short Tandem Repeats - EDWARDS
et al.,, 1991), sdo seqiiéncias de um a seis pares de bases, chamadas de motivos, repetidas em
tandem. A variagdo no nimero de repeticdes do motivo € a base do seu polimorfismo. Por outro
lado, as seqiiéncias que flanqueiam o microssatélite sdo conservadas, sendo utilizadas para o
ancoramento dos iniciadores e a amplificagdo do loco. Os produtos da PCR possuem mobilidade
eletroforética que difere de acordo com o numero de unidades repetidas no alelo. Estes
marcadores possuem natureza codominante.

Avancos na area de genOmica resultaram no desenvolvimento de novas classes de

marcadores moleculares, principalmente com base em informacgdes de seqii€éncias expressas do
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genoma (Expressed Sequence Tags — ESTs). Este conhecimento permitiu desenvolver
marcadores que identificam alelos especificos e/ou formas alternativas de genes, ao invés de
regides gendmicas aleatorias (PFLIEGER et al., 2001). Esta abordagem abriu a perspectiva de
usar polimorfismos em genes candidatos, i.e., genes participantes de vias metabdlicas que
controlam caracteristicas fenotipicas importantes, o que traz a vantagem de tornar o proprio gene
de interesse uma marca genética.

Neste contexto, uma nova classe de marcadores, denominada TRAP (7arget Region
Amplification Polymorphism) foi desenvolvida com base em PCR, com o objetivo de direcionar o
desenvolvimento de marcadores voltados para locos especificos ou familias génicas. Esta técnica,
foi proposta por Li e Quiros (2001) e modificada por Hu e Vick (2003). Sao gerados com base
em um par de iniciadores, sendo um arbitrario e outro fixo. As seqiliéncias dos iniciadores fixos
sdo concebidas com base em seqiiéncias conhecidas de regides de interesse e comumente
desenhados com base em ESTs.

O mapeamento ¢ a andlise detalhada de variabilidade de genes se baseiam na premissa
que um gene, com fun¢do conhecida ou inferida, pode afetar o controle de uma caracteristica
quantitativa. Esse gene ¢ considerado um candidato para aquela caracteristica. Entretanto,
informagdes funcionais de genes, derivadas da gendmica, demandam experimentos de validacao
para estabelecer de uma forma definitiva seu modo de funcionamento e interagdo com o resto de
genoma. A possibilidade de expressar constru¢des de genes em arvores e verificar os efeitos
sobre os fenotipos ¢ uma importante ferramenta para este fim. Um exemplo sdo as tentativas de
desenvolvimento de arvores geneticamente modificadas com énfase na manipulagdo da rota
biossintética de lignina.

Estudo desenvolvido por Pilate (2002) demonstra a viabilidade de produzir, através de
engenharia genética, uma madeira mais facilmente processada por polpagdo kraft, reduzindo o
consumo de energia e a geracao de poluentes, além da producdo de celulose com propriedades
melhoradas. Isto foi possivel através da supressdo das enzimas CAD e COMT da rota de
biossintese dos monoligndis. Este estudo sugeriu que o crescimento pode ser afetado se houver
uma supressao severa da enzima CAD.

Em teoria, o uso de genes como marcadores para selecdo de arvores ¢ a melhor escolha,
pois permite o estabelecimento de relagdes entre a variabilidade de seqiiéncia destes genes e a

variabilidade fenotipica observada. Além disso, esta abordagem permite a andlise direta de
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bancos de germoplasma e colecdes de clones elite detalhadamente caracterizados, dispensando o
tempo necessario para a geracao, plantio e mensuragao de populacdes segregantes. Na pratica, no
entanto, existem duas dificuldades que precisam ser consideradas: a) a definicdo de quais genes
candidatos devem ser analisados; e b) a detec¢do de polimorfismos de seqiiéncia nos genes
candidatos. Selecionados os genes candidatos resta detectar polimorfismos de seqiiéncia que
permitam distinguir diferentes alelos a estes genes. Iniciadores da polymerase chain reaction —
PCR (reagao de polimerase em cadeia), desenhados a partir de seqiiéncias parciais de cDNA sdo
utilizados para gerar amplicons a partir do DNA gendmico.

Em eucalipto, a selegdo assistida por marcadores — SAM, ainda ndo esta sendo empregada
na rotina dos programas de melhoramento, mas existem muitos mapas genéticos ¢ marcadores
moleculares ligados a genes para diferentes caracteristicas, como qualidade da madeira
(GRATTAPAGLIA et al., 1996, VERHAEGEN et al., 1997, THAMARUS al., 2004). Todavia,
sdo amostradas regides anonimas do genoma, compreendendo regides que nao codificam
proteinas (GRATTAPAGLIA et al., 1996, VERHAEGEN et al., 1997, MARQUES et al., 1999;
MYBURG et al., 2003; MISSIAGIA et al., 2005), o que poderia estar contribuindo para a
dificuldade do emprego da SAMM em eucalipto.

O sucesso da SAMM dependera do grau de associagdo entre marcador e caracteristica de
interesse. O grau de associacdo mostra a possibilidade de ocorréncia de recombinagdo entre o
marcador e o gene que controla a caracteristica. Assim, quanto maior a associagdo maior serd a
eficiéncia da sele¢do. Embora o marcador possa ser o proprio gene que codifica a caracteristica,

na maioria das vezes, esta apenas associado a caracteristica.

2.3 Estudos de associaciao

Estes estudos admitem que um gene possa estar envolvido na determinag¢ao do fenétipo e
em seguida verifica-se se a freqiiéncia da variante génica ¢ significativamente diferente entre
grupos de fendtipos. Estatisticamente, significa que hé covariancia entre o marcador polimoérfico
e a caracteristica de interesse. Esse tipo de estratégia apresenta a vantagem de possibilitar a
detecgdo de genes que apresentam efeitos discretos ou moderados sobre uma caracteristica.

A identificagdo de uma associacdo sugere que a variacdo genética neste gene poderia

influenciar a caracteristica de interesse. No entanto, a auséncia de associacdo ndo implica
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necessariamente na exclusao da contribui¢ao de um gene em particular para o desenvolvimento

daquela condigao.
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2.4 Material e métodos

2.4.1 Material vegetal

Para a realizagdo deste trabalho foram amostrados 85 individuos de uma populagdo de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urograndis aos 4 anos de idade em um experimento localizado

na regido de Itapetininga-SP.

2.4.2 Avaliacao das caracteristicas da madeira

As arvores foram abatidas e seccionadas em toretes de 50cm de comprimento. As alturas
de amostragem foram DAP e 25, 50, 75 e 100% da altura comercial (altura onde o diametro do
tronco ¢ igual a 6cm). Os toretes coletados foram transformados em cavaco por meio de um
picador de disco movel acoplavel a tomada de for¢a de um trator.

Na base dos toretes foram retirados discos de espessura aproximada de uma polegada (=
2,6cm). Foram retirados seis discos sendo o primeiro retirado na base da arvore e os demais na
base de cada torete e o ultimo na altura comercial.

Os toretes e os discos foram descascados no campo, com a madeira ainda timida condig¢ao

em que a remocao da casca ¢ facilitada.
2.4.2.2 Métodos
2.4.2.2.1 Densidade basica

Para a determinagdo da densidade basica os discos foram divididos em quatro partes
sendo a medula o centro da divisdo. Duas partes opostas de cada disco foram utilizadas como
repeticdo. A determinacdo desta caracteristica foi feita pelo método do maximo teor de umidade

(FOEKEL; BRASIL; BARRICHELO, 1972).

2.4.2.2.2 Teor de extrativos totais

O teor de extrativos totais foi determinado de acordo com a norma TAPPI T204.
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2.4.2.2.3 Teor de lignina

O teor de lignina foi determinado de acordo com a norma TAPPI T222.

2.4.2.2.4 Teor de holocelulose

O teor de holocelulose foi obtido por diferenca através da equagao:

Holocelulose (%) = 100 — (extrativos (%) + lignina (%)) (1)

2.4.3 Genotipagem da populacio

2.4.3.1 Coleta de material vegetal para genotipagem

Dada a altura das arvores, foi inviavel a coleta de folhas para extragdo de DNA genomico
total. Assim, optou-se pela coleta de tecido cambial e floematico. Para a coleta foi utilizado um
descascador de legumes comercial. O material coletado foi imediatamente armazenado em tubos
conicos de polipropileno estéreis de 25 ml (tubos tipo Falcon) contendo uma solu¢ao de CTAB

2% em agua de osmose reversa.

2.4.3.2 Extracao de DNA

Testes realizados a priori mostraram que a maceracdo diretamente em CTAB 2%
apresentou baixo rendimento em atividade e em quantidade de DNA extraido. Verificou-se
também que as amostras ndo podiam ser armazenadas por mais de 7 dias devido a oxidacao.
Deste modo, no laboratério, as amostras foram maceradas imediatamente a coleta, utilizando um
aparelho de moer graos de café¢ (Mr. Coffee ® - Fabricado por: Sunbeam Products, Inc.; Coffee
Grinder; IDS 55) e, posteriormente, nitrogénio liquido até a obten¢do de um p6 fino. Em seguida,
as amostras maceradas foram armazenadas em ultrafreezer (-80°C).

O protocolo de extragdo de DNA de tecidos vegetais foi otimizado para obten¢ao de um

produto de qualidade adequada para as etapas subseqiientes, a partir dos tecidos vegetais do
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cambio e do floema. As principais modificacdes no processo foram na composicdo e
concentragdo dos reagentes que compodem o tampao de extragao.

O tampao de extrag¢do (2% CTAB; Tris 1M pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0; NaCl 0,7M; 2%
polivinil pyrrolidone (PVP)) foi aquecido a aproximadamente 65°C em banho-maria. No
momento da aplicacdo nas amostras, adicionou-se ao tampao de extracdo 0, 01% de proteinase-K.
Parte do tecido vegetal macerado foi transferido para tubos de polipropileno de 1,5 mL, e, a
seguir, adicionou-se 700 pl de tampao de extracdo. A cada amostra foi aplicado 1,4 pl de -
mercaptoetanol. As amostras foram incubadas a 65°C em banho-maria por 60 minutos, sob
agitacdo periodica a cada 10 minutos para homogeneizagao.

Apos este periodo, foi adicionado ao extrato 600uL de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1). As amostras foram homogeneizadas por leves inversdes durante 3 min e, em seguida,
centrifugadas por 8 min a 12000 rpm. O sobrenadante resultante foi transferido para um novo
tubo e homogeneizado novamente com 500 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) durante 3
min e, em seguida, uma nova centrifugacao por 8 min a 12000 rpm. O sobrenadante resultante foi
transferido para um novo tubo, adicionando-se 400 puL de isopropanol gelado, permanecendo 60
min em freezer a -20 °C em repouso. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 min
a 12.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. O sedimento formado ("pellet") foi lavado com
400 pl de etanol 70% e centrifugado por 1 min a 12000 rpm, descartando-se o etanol. Esta
operagdo foi repetida duas vezes. A seguir, o “peller” foi lavado com etanol 100% e este
descartado. O pellet permaneceu em estufa por aproximadamente 30 minutos a 37 °C para secar
e, a seguir, foi submetido a um processo para remogao das impurezas.

Nesta etapa, denominada de limpeza, foi adicionado a cada pellet 500 pl de NaCl 1M. O
pellet foi dissolvido utilizando-se de leves inversdes e aquecimento em banho-maria a 65 °C por
10 min. As amostras foram incubadas a 4 °C por 30 min e a seguir centrifugadas por 10 min a 4
°C a 1200 rpm. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro tubo e o precipitado
foi descartado. Ao sobrenadante adicionou-se 350 pl de isopropanol a temperatura de
aproximadamente -20 °C e esta solucdo foi centrifugada por 5 min a 12000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e os pellets novamente lavados com 400 pl de etanol 70%, em seguida o etanol foi
descartado e o procedimento repetido por mais uma vez. A seguir o pellet foi lavado com etanol
100% e centrifugado por 2 min a 12000 rpm e o etanol descartado. O pellet permaneceu em

estufa por aproximadamente 30 minutos a 37 °C para secagem.
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Apo6s a secagem o pellet foi ressuspendido em 30 pl de TE com RNAse (10ug/ml) e
incubado em estufa a 37 °C por 60 min para a eliminacdo completa de possiveis contaminagdes

por RNA.

2.4.3.3 Quantificacdo do DNA

O DNA extraido foi quantificado em aparelho Nanodrop (Thermo Scientific) e a
verificacdo da integridade do DNA foi realizada em gel de agarose 1% (Invitrogen) adicionado
de 0,5% Sybr Safe (Invitrogen), apods eletroforese nas condigdes de 3V/cm por 60 min a
temperatura ambiente em tampao TBE 0,5% (2,7g tris base, 1,375g acido borico ¢ 0,232g EDTA
g.s.p. 1 litro). Para inferir sobre a integridade das amostras foi feita uma comparagdo visual das

bandas com padrdes de DNA fago A de concentragdes conhecidas sob luz ultravioleta.

2.4.3.4 Identificacao de ESTs

Os genes candidatos foram selecionados com base em evidéncias de correlagdo com o
fenotipo-alvo. Tais evidéncias foram detectadas em levantamento bibliografico baseado em

informacdes disponiveis no banco de dados Kegg Pathway.

2.4.3.5 Marcadores TRAP

As combinagdes de iniciadores fixos e aleatdrios (14) foram avaliadas nas reacdes de
amplificacdo de fragmentos de DNA (14 fixos: MYB1, MYB2, WRKY, CCoAOMT, COMT,
BGluc, 4Cl, C3H, C4H, CAD, CCR, F5H, HCT, PAL e 1 aleatério: Trap2). O iniciador fixo
(gene alvo) foi desenhado a partir de um banco de dados de seqiiéncia EST, enquanto o segundo
iniciador, o arbitrario (18 a 20 pb), possui em sua extremidade 3°, 3 a 4 nucleotideos seletivos, 4
a 6 nucleotideos no centro da seqiiéncia (rica ou em AT ou GC), amplificando as demais regides
provaveis do gene candidato e seqiiéncias de preenchimento na extremidade 5 relacionadas com
o desempenho do iniciador. Os iniciadores fixos foram desenhados a partir de seqii€ncias
depositadas em banco de seqiiéncias (L.E. A. Camargo, dados nao publicados). As seqiiéncias

dos iniciadores estdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1 - Seqiiéncias dos iniciadores arbitrario e fixos utilizados para os marcadores TRAP

Iniciadores Nome completo Tipo Sequéncia (5' --> 3")
TRAP 2 Arbitrario GACTGCGTACGAATTTGC
MYBI1 MYBI transcription factor family member Fixo ACGACAAGCTCATTGCCTAC
MYB2 MYB2 transcription factor family member Fixo CAACAATGAGGAAGCCAAGT
WRKY transcription factor Fixo ATGGAAGCAAGAGGTCGAG
CCoAOMT Caffeoyl CoA O -methyltransferase Fixo CATCGTTGCTTGATTTTGAG
COMT Caffeic acid O- methyltransferase Fixo GCATGACCATATCGGAAGTG
BGluc beta glucosidase Fixo GGTCCTCATCGCTGTCTGAT
4Cl1 4-Hydroxycinnamoyl CoA ligase Fixo ATACTTGGGTGTGCAATCAG
C3H p-Coumarate 3-hydroxylase Fixo TAAGGGAGGTTCGAGAAGTC
C4H Cinnamate 4-hydroxylase Fixo AGCCTCAGTGTTTCCTTCAC
CAD Cinnamyl alcohol dehydrogenase Fixo GGTTGGTTCATCTTGTGACG
CCR Cinnamoyl CoA reductase Fixo CACCTCATCAGAGCACTTGG
F5H Ferulate 5-hydroxylase Fixo ACAGCCTCAAGGGTAAGATG
HCT Hydroxynnamoyl-CoA:shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase Fixo TGAAGGCCAGAAAATCCATC
PAL Phenylalanine ammonia- lyase Fixo GTGAATGGGACGGGAGTTG

Na tabela 2, ¢ apresentada uma relacdo dos iniciadores ligados a genes de interesse que
foram utilizados neste estudo, consideragdes sobre sua ligacdo com a produgdo de lignina

relatados em diferentes estudos.
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Tabela 2 — Descricao resumida da fun¢do dos ESTs utilizados e respectiva fonte de informagao

Gene Fungéo Referéncia
regulagdo da transcri¢do durante a xilogénese PLOMION, et al. (2001)
MYB reducdo da quantidade de lignina BOUDET,et al. (2000)
rota biossintética de flavondides TAMAGNONE, et al. (1998)
GRIMA-PETTENATI, et al.(1999); GION,
envolvido na sintese de lignina et al. (2000); HERTZBERG, et al. (2001);
CCR HARAKAVA (2005)
alteracdo qualitativa/quantitativa da sintese de lignina GION, et al. (2000)
envolvido na sintese de fieni GION, et al. (2000); HERTZBERG, et al.
8 (2001); HARAKAVA (2005)
reducdo da expressao: redugdo do
PAL desenvolvimento, reducdo da quantidade de lignina GRIMA-PETTENATI, et al. (1999)
e aumento da relagao S/G
alteracdo qualitativa/quantitativa da sintese de lignina GION, et al. (2000)
. . . HERTZBERG, et al. (2001); HARAKAVA
envolvido na sintese de lignina
CaH (2005)
r.ed}lgao da (Expressaoz ~redug:ao da quantidade de GRIMA-PETTENATL et al. (1999)
lignina; redugao da relagdo S/G
envolvido na sintese de lieni GION, et al. (2000); HERTZBERG, et al.
£ (2001); HARAKAVA (2005)
COMT reducdo da expressdo: redugdo da relagdo S/G BOUDET, et al. (2000)
alteracdo qualitativa/quantitativa da sintese de lignina GION, et al. (2000)
C3H pouco conhecimento sobre este gene GRIMA-PETTENATI, et al. (1999)
envolvido na sintese de lignina HARAKAVA (2005)
repressﬁf): inbicdo da prOfiugﬁo de lignina; redugéo HOFEMANN, et al. (2004)
HCT da relacdo S/G e do crescimento das plantas

envolvido na sintese de lignina

HARAKAVA (2005); RENGEL, et al
(2009)

2.4.3.6 Reacoes de amplificacao

As reagdes de amplificacdo foram realizadas a um volume final de 15 pL com os
seguintes componentes: 3 uL. da amostra de  DNA (10 ng/uL), 7,5 uL de PCR Master Mix
(Promega), 0,5 uM dos iniciadores arbitrarios ¢ 0,8 uM dos iniciadores fixos. A PCR foi

realizada com temperatura de desnaturacdo do DNA a 94°C por 3 min. A seguir, 5 ciclos a 94°C
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por 50 s, 35°C por 50 s, e 72°C por 1 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 50 s, 50°C por 50 s, e

72°C por 1 min e um passo de extensao a 72°C por 7 min.

2.4.3.7 Eletroforese dos produtos amplificados

ApOs a reagdao de amplificacdo, 6 pl. de tampao da amostra 6x [formamida 10 mL EDTA
0,5 M pH 8,0 azul de bromofenol e xylele cyanol] foram adicionados as reacdes. As amostras
foram desnaturadas por 5 min a 94 °C e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
de 0,5mm de espessura, com o sistema “Sequi-gen GT” (BioRad) de 38 x 50 cm. Foi realizada
pré-corrida com poténcia de 80 W por 1 hora, seguida de corrida por 5 horas a 80 W. Para
revelagdo dos géis foi utilizado o método de coloragdo com nitrato de prata seguindo o protocolo
proposto por Creste et al. (2001).

Nos casos de fragmentos polimorficos, o tamanho dos mesmos foi estimado por

comparacao com padrao de peso molecular 50 pb (Promega).

2.4.3.8 Analise dos géis

Os géis foram escaneados e impressos € a analise foi feita sobre a impressao em cores do
mesmo. Tal procedimento foi adotado para que, em caso de duvidas, o material analisado ainda
estivesse disponivel e idéntico ao utilizado no momento da analise.

Para avaliar a porcentagem de polimorfismos gerada foram selecionados, ao acaso, 22
individuos (aproximadamente 25 % da populagdo) e todos os fragmentos foram contados. Foram
considerados como fragmentos aqueles com tamanho entre 100 e 350 pb e sobre os quais nao
houve davida sobre a presenga. A seguir foi feita a codificacdo dos fragmentos moleculares em
dados binarios.

Os polimorfismos foram identificados pela abreviacdo de cada um dos iniciadores

seguidos pelo peso molecular do fragmento polimoérfico em pares de bases (pb).
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2.4.3.9 Marcadores microssatélites

As reacdes de amplificacdo foram realizadas utilizando 2,5 pl de solugdo PCR Master
Mix (Qiagen), 0,5 pl Q solution (Qiagen), 0,02 uM de cada iniciador e 2,0 ng DNA para um
volume final de 5 pl. As reagdes de amplificacdo foram iniciadas por um ciclo de 95 °C por 15
min, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 mine 30 s a 57 °C e 1 min a 72°C, terminando com
60 °C por 30 min. A amplifica¢do foi feita em sistema multiplex com 3 locos de marcadores
microssatélites.

Apo6s a amplificagdo, 1 pl do produto de PCR foi misturado com 10 ul de formamida Hi
Di (Applied Biosystems) e 1 ul de marcador de peso molecular ROX size standard desenvolvido
por Brondani e Gratapaglia (2001) e analisado em seqiienciador automatico ABI 3100 DNA
analyser (Applied Biosystems). Os dados foram coletados automaticamente pela detec¢do das
diferentes fluorescéncias 6-FAM, HEX e NED (Applied Bisystems) com filtro virtual D (Applied
Biosystems), e analisados com o auxilio dos softwares GeneScan/Genotyper (Applied
Biosystems), que permitem a genotipagem automatizada dos alelos comparando-os com os
valores de um marcador interno. A denominagdo dos marcadores foi feita com base no iniciador
utilizado na amplificagdo e, em seguida, foi feita a codificagdo dos dados de coincidéncia alélica.

Estes marcadores foram utilizados com o intuito de maximizar a possibilidade de deteccao

de uma associagdo genotipo-fenotipo.

2.5 Analise estatistica e bioinformatica

Os parametros de caracterizagdo dos materiais utilizados neste trabalho foram analisados
estatisticamente através das andlises de correlagdo de Spearman e Pearson. Com o intuito de
melhor explorar os dados também foi feita uma analise de componentes principais — PCA.

Para a avaliagdo da associacdo realizou-se analise de regressao linear multipla (stepwise)
aos dados observados, de modo que

Para avaliagdo do grau de associagdo entre os polimorfismos detectados e as carcteristicas
avaliadas, realizou-se analise de regressdo multipla (stepwise) aos dados observados. A
explicacio para a associacdo foi dada pelo coeficiente de determinagdo (R?). Este coeficiente é

uma medida da proporcao da variabilidade em uma varidvel que ¢ explicada pela variabilidade da
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outra. E pouco comum uma correlago perfeita (R*=1) na pratica, porque existem muitos fatores
que determinam as relagdes entre varidveis na natureza. Por exemplo, um coeficiente de
determinagdo de 0,8 indica que, em apenas 20% dos casos, a variagdo observada no item medido
ndo pode ser descrita ou explicada pela variavel testada.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software estatistico SAS versdo 9.2.



38

2.6 Resultados e discussao

2.6.1 Otimizacao da extracio de DNA

O DNA extraido de folhas de eucalipto em geral ¢ feito de acordo com o método CTAB
(FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1996). O mesmo procedimento foi adotado na tentativa de
extrair DNA de tecido cambial e xilemdtico. Apds a extracdo, o DNA foi quantificado em gel de
agarose ¢ o resultado foi considerado satisfatério. Entretanto, a quantificagio em Nanodrop
detectou a presenca de impurezas, apesar da alta concentracdo de DNA.

A principal limitacdo da presenca destes compostos esta relacionada a sensibilidade da
PCR. Muitos compostos podem interferir ou mesmo bloquear a a¢do da enzima Taq polimerase.
Neste sentido, foram realizadas diversas tentativas de amplificacdo das amostras de DNA a partir
do protocolo usual. Observou-se que as amplificagdes ocorriam ao acaso, ou seja, algumas vezes
amplificavam outras ndao, sem um padrao que explicasse o evento. A dilui¢ao das amostras com o
intuito de diluir também os compostos contaminantes também nao foi satisfatoria.

Os compostos foram identificados como compostos fenolicos e proteinas devido ao
comprimento de onda em que apareciam: 320-330 nM para os fenois e 260 nM para as proteinas.
Para a detec¢ao do problema foi feita uma comparagao com o DNA extraido de folhas utilizando
amostras disponiveis no Laboratorio de Genética Molecular — LGM do depto de Nematologia e
Fitopatologia da ESALQ/USP. Assim, foi possivel estabelecer um padrdo de valores a serem
alcangados para a otimizagdo do protocolo de extragdo para o tecido disponivel no estudo em
questao.

A solucdo encontrada foi alterar a composicdo do tampdo de extracdo aumentando a
concentracdo de reagentes capazes de inativar os compostos contaminantes. Além disso, foram
incluidas novas etapas de limpeza para remocao destes compostos. O tempo de precipitacio e
centrifugacdo das amostras também foi reduzido, pois favorece a precipitagdo dos componentes
indesejaveis. Estas medidas causaram, por conseqiiéncia, uma reducdo na concentragdo das
amostras de DNA, porém a qualidade obtida foi satisfatoria e permitiu a amplificagdo das

moléculas.
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2.6.2 Caracterizacao do material

2.6.1 Densidade basica

Na figura 1 temos um panorama sobre a variagdo da densidade basica entre os individuos
da populacdo. Este pardmetro variou entre 0,3497 e 0,5317 g/cm’, variagio que pode ser
explicada por tendéncias hereditarias, influéncias fisioldgicas e mecanicas, além dos fatores
ambientais. Como os individuos estavam localizados na mesma 4rea, as variacdes existentes sao
provavelmente devido a fatores genéticos, ndo excluindo a possibilidade de influéncias

microclimaticas e/ou interferéncia de outras caracteristicas da madeira.
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Figura 1 — Representa¢do da variacao da densidade basica entre os individuos da populagdo

2.6.1 Teor de extrativos totais

A amplitude de variagdo do teor de extrativos totais foi de 5,33 pontos percentuais, sendo
os valores maximo ¢ minimo, respectivamente, 8,21 ¢ 2,88%. Estes valores estdo dentro do

proposto na literatura para Eucalyptus spp. (3 a 10%) e € ilustrada na figura 2.
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Figura 2 — Representacdo da variagdo do teor de extrativos total entre os individuos da populagio

2.6.2 Teor de lignina Klason

O teor de lignina Klason, um dos mais preocupantes para a industria de celulose,

apresentou valores dentro do esperado para espécies do gé€nero, ou seja, entre 22 ¢ 30%. Os

valores maximo e minimo foram, respectivamente, 29,41 ¢ 24,48%. A amplitude de variagdo de

aproximadamente 5% pode ser considerada como um fator relevante em um programa de

melhoramento genético. Um panorama desta variagao ¢ apresentado na figura 3.
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Figura 3 — Representacgdo da variag@o do teor de lignina Klason entre os individuos da populacao
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Este composto quimico ¢ um dos que mais afeta o consumo de reagentes durante a
polpacao, fato relevante por afetar diretamente os custos da producdo e, ainda, a qualidade da
polpa, visto que altos teores de alcali causam danos as fibras. Assim, seria interessante verificar
se ha correlacdo significativa entre esta variagdo e o consumo de dlcali ativo no processo de
polpagdo. Além disso, sabe-se que o tipo de lignina (siringil/guaiacil) também influencia o padrao
de consumo, bem como a relagdo entre ¢las.

Porém, esta caracteristica ndo pode ser considerada isoladamente para a escolha dos
melhores individuos. Deve-se considerar a correlagdo genética, i.e., 0 que acontece com uma
caracteristica quando a selegdo ¢ feita baseada em outra, a exemplo dos resultados obtidos no

estudo desenvolvido por Pilate (2002).

2.6.3 Teor de holocelulose

O teor de holocelulose, material componente da polpa celuldsica, apresentou variagao em

teor de 63 a 70%, ou seja, dentro do esperado para espécies do género Eucalyptus.
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Figura 4 — Representacdo da variagdo do teor de holocelulose entre os individuos da populagéo
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2.7 Estudo das interacoes entre as caracteristicas e os individuos

A andlise de componentes principais (PCA) representada na figura 5 apresenta uma visao
geral sobre a populacdo em estudo. A partir dela, podemos inferir sobre a interacdo entre os
individuos de acordo com as caracteristicas avaliadas, além da interacdo entre as proprias

caracteristicas.

PCR2

PCR1

Legenda

Variavel  Linha de referéncia

Extrativos R
Lignina
Holocelulose
Densidade ssssssssss

Figura 5 — Representacdo grafica da analise de componentes principais (PCA) evidenciando a intera¢do entre os
individuos da populagdo e as parametros de qualidade da madeira avaliados

A partir da figura 5 podemos inferir que a populacao tende a ser homogénea, isto porque a
formag¢do de sub-grupos em torno de determinada caracteristica ndo ¢ evidente, apesar de
existirem individuos que se destacam e apresentam valores extremos para determinada(s)
caracteristica(s). As observagdes encontram-se agrupadas no centro dos eixos, o que significa

que, além de homogéneos os valores das caracteristicas avaliadas para esta populagdo sdo baixos.
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Algumas caracteristicas estdo fortemente relacionadas, como ¢ o caso do teor de
extrativos totais e holocelulose, bem como o teor de lignina e o de holocelulose. Tratam-se de
fortes correlagdes significativas e negativas, ou seja, quando hd o aumento do teor de
holocelulose, os teores de lignina Klason e extrativos totais diminuem. Os dados encontrados
corroboram para a teoria de Hu (1999) e Wimmer (2002) sobre a regulacdo compensatoria do
teor de lignina e celulose. Esta correlacdo foi detectada ndo somente através da PCA, mas
também pela analise de correlacdo de Pearson que detectou para a primeira e segunda interagdes

um valor aproximado de, respectivamente, 71 e 55%. Estas correlagdes estdo ilustradas nas

figuras 6a e 6b.
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Figura 6 — Representagdo grafica da andlise de correlagdo entre individuos em fung@o da interagdo entre as
caracteristicas quimicas: (a) correlagdo entre o teor de holocelulose e o teor de extrativos totais; (b)
correlagdo entre o teor de holocelulose e o teor de lignina Klason

Outra evidéncia de correlagao foi detectada entre o teor de lignina e a densidade basica
como pode ser observado na figura 5 e na figura 7. Neste caso, a correlacdo ¢ positiva e de 19%,
de acordo com a PCA ¢ a analise de correlacdo de Pearson. Porém, no teste de correlagdo de
Spearman, este valor chega a 34%. Este resultado ¢ incoerente com a maior parte dos trabalhos
publicados sobre o assunto que, em geral, ndo detectam correlacdo entre a densidade bésica e
caracteristicas quimicas. Todavia, estudo realizado por Vasconcelos e Silva Jr. (1985) também

detectou correlacao entre essas duas caracteristicas da madeira.
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Figura 7 — Representagdo grafica da analise de correlacdo entre individuos em fung@o da interagdo entre o teor de
lignina Klason e densidade basica
A correlagdo detectada entre as demais caracteristicas foi menor que 10% e sempre

negativa, nos testes de correlagdo de Pearson, de Spearman e também na PCA.

2.8 Genotipagem utilizando marcadores TRAP

A genotipagem da populagdo utilizando marcadores TRAP foi feita inicialmente com 14
combinagdes entre iniciadores fixos e arbitrario. Entretanto, somente 9 dessas combinagdes foram
consideradas, visto que as demais nao geraram um perfil de fragmentos que possibilitasse uma
analise clara.

Nas 9 combinagdes analisadas, o nimero de fragmentos gerado foi em média 16. Devido
a quantidade de individuos genotipados (85 individuos) e a capacidade do equipamento utilizado
(41 amostras) foi necessario mais de um gel de eletroforese por combinacao, além da necessidade
de repeticdo de algumas amostras. Desse modo, foi possivel comparar a qualidade dos géis
produzidos e também observar o padrao de fragmentos gerado entre um e outro gel para a mesma
combinagdo entre iniciadores fixos e arbitrario.

A etapa mais critica para a qualidade do padrao de fragmentos parece ser a coloracao do
gel, que varia sensivelmente de acordo com os reagentes utilizados. Esta variagdo faz com que,
em alguns casos, alguns fragmentos sejam revelados e em outros ndo. A principal interferéncia

detectada foi na revelagdo de fragmentos que sdo possivelmente gerados pela inespecificidade da
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amplificacao. Tais fragmentos apresentam, em geral, tamanho superior a 350 pb ou inferior a 100
pb.

Frente a esta variacdo, os géis foram submetidos & uma pré-analise a fim de determinar
quais fragmentos seriam considerados. Um dos critérios foi o tamanho dos fragmentos sempre
entre 100 e 350 pb. Uma vez definidos, todos os fragmentos foram contabilizados e em seguida
somente os fragmentos polimoérficos foram anotados em uma planilha, gerando uma matriz de
dados binarios sendo 1 a presenga do fragmento e 0 a auséncia. Um resumo das andlises ¢é

apresentado na tabela 3.

Tabela 3 — Resumo da analise dos géis para todas as combinagdes entre iniciadores fixos e arbitrario testadas

N° médio de N° de fragmentos Percentual de

Combinagao fragmentos polimérficos polimorfismo
Trap2 x MYBI 19 1 5
Trap2 x MYB2 11 4 36
Trap2 x COMT 21 3 14
Trap2 x BGluc 15 2 13

Trap2 x C3H 14 1 7

Trap2 x C4H 18 3 17
Trap2 x CCR 18 3 17

Trap2 x HCT 16 2 13

Trap2 x PAL 17 3 18

O principio da utilizacdo dos marcadores moleculares ¢ baseado no dogma central da
biologia molecular e na pressuposi¢do de que diferengas genéticas no DNA significam, na
maioria das vezes, diferencas nas proteinas codificadas, as quais em conjunto levam a diferencas
no fenodtipo. Assim, a deteccdo de correlagdes entre as varidveis alélicas e as observagdes
fenotipicas parece 6bvia, porém ela ¢ dependente de influéncias ambientais além das genéticas o
que torna essa associacdo mais complexa. Entre os 22 fragmentos polimorficos detectados nas 9
combinagdes entre iniciadores analisados, apenas 4 (18%) apresentaram alguma associagdo com
as caracteristicas fenotipicas analisadas.

Porém, essas diferencas alélicas nem sempre tem conseqiiéncia direta sobre o fenotipo,
ou seja, sua correlagdo com a caracteristica ndo ¢ detectada. Isso pode também ser devido, por

exemplo, ao grau de sensibilidade da técnica adotada. Os iniciadores utilizados sdo tidos como
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fortemente correlacionados as caracteristicas estudadas, sobretudo o teor de lignina. Assim, o fato
de nao ter sido detectada uma correlagdo significativa entre a maior parte dos genes, ndo significa
que ndo tenham contribuido para a composi¢do do fendtipo observado.

Na tabela 4, sdo apresentadas as combinac¢des que geraram fragmentos polimoérficos cuja
associagdo significativa com caracteristicas de interesse foi detectada, bem como o tamanho dos
fragmentos, a caracteristica a qual esta associado e o grau de associacdo. Ressalta-se que as

associagoes sdo significativas a um nivel de probabilidade de 5%.

Tabela 4 — Resultado da analise de associa¢do entre marcadores TRAP e caracteristicas da madeira

D Tamanho do L. ’
Combinacao Caracteristica R
fragmento (pb)

Trap2 x COMT 210 Densidade basica 0,26
Trap2 x CCR 140 Extrativos 0,19
Trap2 x HCT 190 Lignina 0,32
Trap2 x HCT 205 Densidade basica 0,17

Na figura 8, ¢ apresentada a imagem de um gel onde os polimorfismos gerados pela

combinagao entre os iniciadores TRAP2/HCT foram detectados.
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50pb

Figura 8 — Imagem de um gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata de acordo com metodologia proposta por
Creste et al. (2001) evidenciando dois locos polimorficos gerados pela combinago entre os iniciadores

TRAP2 e HCT
Os iniciadores utilizados para a genotipagem desta populagcdo foram baseados em ESTs
relacionados a producdo de lignina e os estudos ja publicados sobre este composto sdo
abundantes. Nestes estudos s3o apresentadas possiveis rotas metabolicas e genes envolvidos no
controle da expressdo deste composto fendlico. Todavia, parecem existir poucas certezas sobre a
real funcdo dos mesmos. Provavelmente, esta dificuldade esteja relacionada a dificuldade de
isolamento desta molécula e assim da compreensdao da regulagdo génica e do metabolismo da

mesma. Ainda ndo existe um método que permita o isolamento quimico e estrutural da
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protolignina, i.e., a lignina tal qual ela se encontra no vegetal (PILO- VELOSO, 1993). Esse fato
pode contribuir para o resultado da associagdo com o gene candidato.

O teor de lignina teve sua variacdo 32% explicada pela variacdo alélica detectada pela
amplificacdo de locos de interesse no genoma, utilizando os iniciadores TRAP2/HCT (190 pb).
Dentre as caracteristicas da madeira estudadas, esta foi a que apresentou a maior associacdo com
marcador e a figura 9c ilustra esse resultado. Entretanto, o resultado obtido difere do que ¢
proposto por outros estudos uma vez que, neste estudo, a presenca do gene estd negativamente
correlacionada a producdo de lignina, i.e., os individuos que apresentam a marca possuem
menores valores para o teor de lignina Klason sendo 26, 77% contra 27,60% para os individuos

que ndo possuem a marca.
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Figura 9 — Representacdo grafica da correlagdo entre caracteristicas da madeira e marcadores moleculares TRAP: (a)
correlagdo entre a densidade basica e o marcador COMT 210; (b) correlagdo entre o teor de extrativos
totais e o iniciador CCR_140; (c) correlacdo entre o teor de lignina Klason e o inciador HCT 190; (d)
correlagdo entre a densidade basica e o iniciador HCT 205



49

A densidade basica, ¢ considerada como uma caracteristica importante e complexa além
de ser fortemente influenciada pelo ambiente. Contudo, neste estudo foram detectadas duas
associagdes entre o gendtipo e esta caracteristica utilizando marcadores TRAP. Os iniciadores
TRAP2/COMT mostraram uma associacdo de aproximadamente 26% com a densidade. Isto
significa que 26% desta caracteristica ¢ explicada pela variacdo alélica existente neste loco. A
segunda associacdo ¢ com os iniciadores TRAP2/HCT a qual explica aproximadamente 17%
desta caracteristica. As figuras 9a e 9d mostram a natureza desta associag¢do e pode-se inferir que
a presenga da marca COMT 210 e HCT 205 estd associada a madeira de menor densidade,
portanto uma correlacao negativa.

O teor de extrativos totais também foi associado a polimorfismos. Esta propriedade da
madeira que também estd elencada entre as de maior importancia para a producdo de polpa
celuldsica, tem 19% de sua variagdo atrelada ao loco amplificado pelos iniciadores TRAP2/CCR
(140pb). Porém, para o teor de extrativos totais a presenca da marca CCR 140 esta associada a
teores mais elevados (figura 9b), ou seja, uma correlacdo positiva. Considerando que o teor de
extrativos totais esta fortemente relacionado ao teor de holocelulose, poderiamos supor que trata-
se de uma associacdo indireta para esta tiltima caracteristica.

Para o teor de holocelulose nao foi detectada nenhuma associagdo com o gendtipo. Cabe
portanto ressaltar a complexidade deste tipo de interagdo. Primeiramente porque o fenotipo
depende do potencial genético, donde entende-se a participagdo de um ou inumeros genes cuja
expressdo ¢ influenciada em diferentes niveis pelo meio ambiente além de interagdes génicas.
Além disso, o teor de holocelulose ¢ uma medida indireta do teor de duas outras substancias a
celulose e a hemicelulose as quais provavelmente estdo sob controle exercido por diferentes
genes e sofrem interferéncias de modo distinto pelo meio. Parece coerente considerar ainda que
também em virtude das técnicas empregadas e dos genes candidatos escolhidos, esta associagao

ndo tenha sido detectada.

2.9 Genotipagem utilizando marcadores microssatélites

A genotipagem utilizando marcadores microssatélites foi feita inicialmente utilizando 36

iniciadores. Todavia, na maioria dos casos (19/36) os locos apresentaram padrado alélico de dificil
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diferenciagdo. Apenas 17 locos foram considerados no estudo de associacdo e dentre eles 4

apresentaram associacao significativa com alguma das caracteristicas analisadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultado da analise de associagdo entre marcadores microssatélites e caracteristicas da madeira

Marcador Caracteristica R?
E1339 Lignina 0,16
E1661 Densidade basica 0,18
E2010 Densidade basica 0,24
E1320 Extrativos 0,17

A genotipagem de um loco microssatélite (E2010) ¢ exemplificada na figura 10, apos
edi¢do e analise através do software Genotyper. Nesta figura podemos verificar a qualidade da

genotipagem e o tamanho dos alelos.
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Figura 10 — Exemplo de resultado gerado pela genotipagem com marcadores microssatélites utilizando seqiienciador
automatico

A densidade basica apresentou 24% de sua variagdo associada as variagdes alélicas do
loco E2010 e 18% ao loco E1661. No caso do loco E2010 (Figura 11c) a presenca do alelo a ¢
comum a todos os individuos donde pode-se inferir que os ganhos em densidade devem-se a

variacao do segundo alelo sendo que cada um contribui de forma diferente. Neste caso o alelo d
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contribui para maior densidade basica seguido pelo b e finalmente pelo alelo ¢. Quanto ao loco
E1661 (figura 11b) a presenca do alelo b ¢ comum e ¢ este o alelo que determina o ganho em
densidade.

O teor de lignina e de extrativos por sua vez tem parte de sua variacdo influenciada pelos
locos considerados: o teor de lignina Klason possui 16% de associagdo com o loco E1339 (Figura
11a) e variacdo explicada pela variacao alélica dentro dele. Neste loco a presenga do alelo a ¢
constante em todos os individuos e o aumento do teor ¢ condicionado de modo crescente pela
presenga dos alelos e, d, a e c. O teor de extrativos totais estd associado ao loco E1320 (Figura
11d) e tem 17% de sua variacdo explicada pela variagdo alélica neste loco. Neste caso os

individuos heterozigotos para este caracter sao os que apresentam maiores teores.
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Figura 11 — Representagdo grafica da correlagdo entre caracteristicas da madeira e marcadores moleculares
microssatélites: (a) correlagdo entre o teor de lignina Klason e o loco E1339; (b) correlagdo entre a
densidade basica ¢ o loco E1661; (c) correlagdo entre a densidade basica e o loco E2010; (d)
correlagdo entre o teor de extrativos totais e o loco E1320
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Ao contrario dos marcadores TRAP, os microssatélites sao regidoes anonimas e repetitivas
do genoma. Assim, a associacdo encontrada entre locos microssatélites ¢ uma evidéncia de que
estes marcadores podem estar ligados aos genes codificadores das caracteristicas de interesse.

A genotipagem utilizando marcadores moleculares evidencia um dos fatos anteriormente
propostos: a influéncia de um ou mais genes sobre a determina¢do de um fendtipo. Percebemos
que as propriedades da madeira apresentaram associagdo com mais de um marcador. A densidade
basica, por exemplo, tida como uma das mais complexas apresentou associagdo significativa com
4 marcadores, sendo 2 marcadores TRAP ¢ 2 microsstélites. Do mesmo modo, as caracteristicas
quimicas, especificamente o teor de extrativos e de lignina também estdo associados a mais de
um marcador.

Pode-se supor portanto, que o fato do controle genético ser feito por diversos genes, faz
com que cada um deles tenha um grau de associag@o significativo, porém em niveis diferentes.
Outro fato, que deve ser ressaltado € o de que as caracteristicas da madeira estio correlacionadas.
Se isso ocorre, pode-se supor ainda que um mesmo gene possa estar associado a mais de uma
caracteristica. Essa hipotese pode ser reforcada pelo exemplo apresentado na tabela 6, a qual
mostra a detec¢do de uma associa¢do entre um marcador e duas caracteristicas da madeira, uma

fisica e outra quimica.

Tabela 6 - Resultado da analise de correlagdo linear multipla entre marcadores microssatélites e caracteristicas da

madeira
Marcador Caracteristicas R’
El1661 Densidade e extrativos 0,32
Ell11 Densidade e lignina 0,30

A partir dos dados apresentados na tabela 6 podemos inferir que os marcadores E1661 e
E1111 estdao associados a duas caracteristicas cada um. A associacdo ¢ significativa ao nivel de
5% de probabilidade e explica aproximadamente 30% das caracteristicas simultaneamente,

resultado que reforga as hipdteses anteriores.
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3 CONCLUSOES

A caracterizagdo da populacdo via quimica Umida para caracteristicas como teor de
extrativos totais, lignina Klason e holocelulose apresentou resultado coerente com o proposto por
outros estudos feitos para espécies do género Eucalyptus. Além disso, os resultados obtidos
mostraram que algumas caracteristicas estdo significativamente correlacionadas. O método
adotado para afericdo da densidade bésica também gerou resultados coerentes e permitiu
constatar que esta caracteristica fisica apresenta correlagdo com o teor de polissacarideos totais
presente na madeira.

A genotipagem utilizando marcadores TRAP gerou um perfil de fragmentos em gel de
poliacrilamida de facil visualizag@o e permitiu a deteccdo de polimorfismos de genes de interesse
associadas as caracteristicas fenotipicas relevantes para a industria de celulose e papel. A
utilizagdo da genotipagem utilizando marcadores microssatélites também permitiu a associacao

entre determinadas variacOes alélicas e caracteristicas da madeira.
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