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RESUMO

ROSADO, Carla Cristina Gongalves. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Genética da resisténcia a murcha-de-ceratocystis
(Ceratocystis fimbriata) em Eucalyptus spp. Orientador: Acelino Couto
Alfenas. Coorientadores: Cosme Damido Cruz, Douglas Lau e Marcos Deon

Vilela Resende.

A murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) é atualmente uma das
principais enfermidades em plantios comerciais de eucalipto no Brasil. Os
principais sintomas causados pela doenca sdo murcha, cancro, escurecimento
radial do lenho e morte da planta. O uso de genotipos de eucalipto resistentes ¢ a
melhor alternativa de controle. Embora existam genotipos resistentes, a base
genética da resisténcia ndo ¢ conhecida. Sendo assim, no presente trabalho
objetivou-se: 1) determinar o nivel de resisténcia de genétipos de Eucalyptus
grandis e E. urophylla e estimar a possibilidade de transferéncia da resisténcia por
meio de cruzamentos interespecificos controlados entre essas duas espécies; 2)
construir um mapa genético, detectar e quantificar os efeitos de QTLs para
resisténcia a murcha-de-ceratocystis utilizando marcadores microssatélites em
uma familia de irmaos completos proveniente de um cruzamento interespecifico.
Na primeira parte do trabalho, avaliaram-se cinco genitores de E. grandis e 16 de
E. urophylla, além de 30 progénies E. grandis x E. urophylla (18 a 25 plantas por
progénie). Para a avaliagdo da resisténcia foram inoculadas, em condi¢des
controladas, cinco réplicas de cada genitor ¢ de cada um dos individuos da
progénie, com o isolodado SBS-1 de C. fimbriata. Dos 21 genitores avaliados, 12
foram resistentes e nove suscetiveis, independentemente da espécie. As
estimativas das herdabilidades individuais no sentido amplo e restrito equivaleram
a 59% e 50%, respectivamente, sugerindo que a resisténcia genética & murcha-de-
ceratocystis apresenta alto grau de controle genético e baixa dominancia alélica.
Com a selecao dos 50 clones mais resistentes nas familias avaliadas pode-se obter

reducdo de 74,4% na média da extensdo de lesdes em relacdo a populagdo das
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progénies. Na segunda parte do trabalho, cinco réplicas de 127 individuos da
progénie DGxUGL [(E. dunnii x E. grandis) x (E. urophylla x E. globulus)] foram
avaliadas quanto a resisténcia & murcha-de-ceratocystis. As inoculagdes foram
realizadas em condi¢des controladas utilizando o isolado SBS-1 de C. fimbriata.
A resposta da resisténcia nos individuos da progénie seguiu uma variagdo
continua possibilitando analisar a caracteristica de forma quantitativa. A progénie
foi genotipada com 114 marcadores microssatélites, deste total, 110 foram
mapeados em 15 grupos de ligagdo (GL), cujos comprimentos variaram de 12,3 a
191,5 cM. O mapa genético apresentou saturagao satisfatdria, com comprimento
total de 1352,01 cM e intervalo médio de 12,29 cM. Pela andlise de marca simples
verificou-se que quatro marcadores, localizados nos GL 3, 5, 8 e 10, apresentavam
efeito significativo quanto a ligagdo a QTL de resisténcia (Teste F; P<0,05). O
método de Fulker & Cardon confirmou os quatro QTLs encontrados, além de

identificar mais um no GL 1, cujas herdabilidades variaram de 9,6 a 34,2.



ABSTRACT

ROSADO, Carla Cristina Gongalves. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February 2009. Genetics of ceratocystis wilt (Ceratocystis fimbriata)
resistance in Eucalyptus spp. Advisor: Acelino Couto Alfenas. Co-advisors:
Cosme Damido Cruz, Douglas Lau and Marcos Deon Vilela Resende.

The ceratocystis wilt (Ceratocystis fimbriata) is currently, one of the most
important diseases in commercial eucalypt plantations in Brazil. The main
symptoms are wilting, canker and wood darkening. The use of resistant
Eucalyptus genotypes is the best control method. Despite the existence of resistant
genotypes, the genetic basis of resistance is unknown. Therefore, the present study
aimed to: 1) determine the resistance level of Eucalyptus grandis and E. urophylla
genotypes and estimate the possibility to transfer the resistance between these two
species through controlled interspecific crosses, 2) build a genetic map, detect and
quantify the effects of QTL on ceratocystis wilt resistance using microsatellite
markers in an interspecific full sibling family. On the first part of this work five
parents of E. grandis and 16 E. urophylla, and 30 progenies E. grandis x E.
urophylla (18 to 25 plants per progeny) were evaluated. For resistance screening,
five replicates of each parent and each individual progeny, were inoculated under
controlled conditions with the SBS-1 C. fimbriata isolate. From 21 parents
assessed, twelve were resistant and nine susceptible, independently on the species.
Estimates of individual narrow (50%) and broad (59%) sense heritability
suggested a high degree of genetic control and low allelic dominance of the trait.
Wide genetic variation among and within families was detected, a fact that
contributes to high heritability and genetic gain. A selection of the 50 clones most
resistant in the evaluated families, indicated that the average lesion length in the

progeny population can be reduced by 74.4%. On the second part, five replicates
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of 127 individuals of progeny DGxUGL [(E. grandis x E. dunnii) x (E. urophylla
x E. globulus)] were evaluated for ceratocystis wilt resistance. The inoculations
were conducted under controlled conditions using the C. fimbriata isolate SBS-1.
The resistance response in individuals of the progeny followed a continuously
variable allowing to analyze the characteristic quantitatively. Among the 114
microsatellite markers analysed, 110 were mapped on 15 linkage groups (LG),
whose lengths ranged from 12.3 to 191.5 ¢cM genetic distance. The genetic map
was satisfactory saturated, with total length of 1352.01 cM and an average interval
of 12.29 cM. For the simple mark analysis, four markers found located in the GL
3, 5, 8, and 10, had significant effect on the binding resistance QTL (F test, P <
0.05). The method of Fulk & Cardon confirmed the four QTLs found and allowed
to identify another one in the LG 1, which heritability ranged from 9.6 to 34.2.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente as espécies do género Eucalyptus sdo as esséncias florestais
mais plantadas no mundo, com aproximadamente 18 milhdes de hectares (FAO,
2007). O Brasil ocupa lugar de destaque como um dos paises de maior area
plantada com eucalipto, com aproximadamente 3,75 milhdes de hectares. Estima-
se que 85% dessa area estejam distribuidos nas regides Sul e Sudeste, para a
producdo de madeira para celulose e papel (ABRAF, 2008).

Com a ampliagdo das areas plantadas, especialmente em regides quentes e
umidas, tem sido crescente o surgimento de novas enfermidades que afetam a
cultura e causam perdas significativas na producao (ALFENAS et al., 2004).
Dentre essas, a murcha-de-ceratocystis, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata
Ellis & Halsted, ¢ uma das mais importantes devido a sua natureza letal, ampla
distribuicdo geografica, variada gama de hospedeiros e variabilidade genética na
populagio do patégeno (ALFENAS & GUIMARAES, 2007). Ceratocystis
fimbriata ja foi detectado em 31 espécies de 14 diferentes familias, entre elas
espécies arboreas, como platano (Platanus spp.), mangueira (Mangifera indica
L.), gmelina (Gmelina arborea Roxb.), cacaueiro (Theobroma cacao L.), cafeeiro
(Coffea arabica L.), seringueira (Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. Juss.) Miill.
Arg.), espatodea (Spathodea sp.), ficus (Ficus carica L.), acacia (Acacia spp.) e
eucalipto (Eucalyptus spp.) (BAKER et al., 2003). A existéncia de variabilidade
inter e intra-especifica para a resisténcia a essa doenga (ZAUZA et al., 2004;
ALFENAS et al.,, 2004) torna a selecdo de genotipos resistentes a melhor
estratégia de controle. Atualmente, a incorporacdo de ferramentas e abordagens
genOmicas nos programas de melhoramento florestal poderd abrir novas
perspectivas para a compreensdo das relagdes patdgeno-hospedeiro
(GRATTAPAGLIA, 2007).

No Brasil, este fungo foi relatado pela primeira vez causando murcha e
morte de plantas de Eucalyptus spp. no sudeste do Estado da Bahia, em 1997
(FERREIRA et al., 1999). Ceratocystis fimbriata ¢ um fungo hemibiotrofico, que
vive no solo e na matéria organica (FERREIRA, 2006b). Em plantas lenhosas, C.
fimbriata ¢ tipico patdogeno de xilema, cujo sintoma marcador é constatavel nas

seccoes transversais de 6rgaos lenhosos, na forma de estrias radiais escuras, da



medula para o exterior do lenho, ou da periferia do lenho para a medula
(FERREIRA et al., 2006b). O patogeno penetra na planta por ferimentos nos
troncos e pelo contato das raizes, atingindo o coleto e tronco via parénquima
medular, de onde, em diversas alturas, surgem estrias escuras, que progridem, via
parénquima radial, matando uma por¢do de cambio vascular, do floema e da
feloderme, resultando numa lesao longitudinal externamente no tronco, continua
ou descontinua, levando & murcha e ao secamento da planta (FERREIRA et al.,
2006b).

O controle genético e os mecanismos de resisténcia do eucalipto a murcha-
de-ceratocystis ndo sdo conhecidos, sendo esses principalmente estudados em
espécies de Platanus. A identificagdo dos genes ou locos que controlam a
resisténcia a murcha-de-ceratocystis sdo fundamentais para embasar o controle da
doenga por meio do plantio de genotipos resistentes. Em platano (Platanus sp.)
quando se obtém hibridos entre individuos suscetiveis e resistentes ¢ possivel
encontrar individuos altamente resistentes ao cancro provocado por C. platani.
(VIGOUROUX & OLIVIER, 2004). Genétipos resistentes a C. platani acumulam
maior concentracdo de fitoalexinas que os gendtipos suscetiveis (EL MODAFAR
et al., 1995). Uma glicoproteina isolada do fungo elicita a producao de tais
compostos (ALAMI et al., 1998). Em gendtipos suscetiveis, a aplicacdo de 4cido
jasmoénico induziu o acumulo de fitoalexinas apds a inoculagdo do patégeno ou da
molécula elicitora (CLERIVET & ALAMI, 1999). Ceratocystis platani produz
toxinas que induzem necrose da célula vegetal (PAZZAGLI et al., 1999),
essenciais a patogénese. A capacidade da planta em neutralizar tais toxinas pode
constituir um importante mecanismo de resisténcia.

Atualmente, avangos na area de ciéncias gendmicas, associados a redugao
dos custos de tecnologias de genotipagem e o sequenciamento de DNA tém
favorecido a aplicagdo de técnicas moleculares aos programas de melhoramento
(GRATTAPAGLIA, 2003, 2004, 2007; MISSIAGGIA, 2005; POKE et al., 2005).
Estudos gendomicos tém sido direcionados para o sequenciamento de genes
expressos, constru¢ao de mapas genéticos, mapeamento de locos controladores de
caracteristicas quantitativas, mapeamento de genes de resisténcia, mapeamento

fisico, estudos de expressdo génica, desenvolvimento de ferramentas de



bioinformatica e genética estatistica para integrar e disponibilizar toda a
informacao visando a selecdo de arvores superiores (GRATTAPAGLIA, 2004;
POKE et al., 2005).

Marcadores microssatélites sdo, atualmente, os mais indicados para a
constru¢do de mapas genéticos de alta resolucdo e cobertura em espécies
florestais. Os microssatélites caracterizam-se pela natureza multialélica, heranga
co-dominante, abundancia e transferibilidade entre espécies geneticamente
relacionadas. A conservagdo de locos microssatélites entre as espécies do género
Eucalyptus torna possivel a geracdo de mapas “consenso”, permitindo a
comparacao ¢ integragdao de informa¢do de mapeamento genético de marcadores,
genes ¢ QTLs entre experimentos independentes (GRATTAPAGLIA & KIRST,
2008).

O mapeamento genético em plantas €, geralmente, realizado por meio da
analise de meioses geradas a partir de cruzamentos entre linhagens puras.
Espécies florestais, em sua grande maioria plantas alégamas, possuem longo
ciclo de vida e sofrem alta depressdo endogamica, o que dificulta, ou até
impossibilita, a obtengdo de linhagens homozigoéticas. Portanto, o emprego de
delineamentos clédssicos de mapeamento nao ¢ recomendado, como populagdes
F2, retrocruzamentos (RC) e linhagens recombinantes endogdmicas (RILs). Uma
alternativa para estudos de mapeamento genético ¢ o uso de familias exogamicas,
seja de meios-irmaos e irmaos completos.

Nas familias exogamicas, o numero de alelos que segregam por loco
marcador e par de genitor poderd variar em até quatro, para uma espécie diploide.
Nestes casos, € necessario empregar delineamentos genéticos apropriados,
destacando-se aqueles fundamentados em andlise de irmaos obtidos de
cruzamentos entre genitores de populagdes exogamicas, que estabelecerao
familias de meios-irmaos e, ou, de irmaos completos (CRUZ et al., 2009). Por se
tratar de individuos heterozigotos, os marcadores segregam com diferentes razdes
de segregacdo. Para o caso geral de sistemas multialélicos com até quatro alelos
por cruzamento, haverd basicamente, trés categorias e sete tipos distintos de
acasalamentos ou diferentes tipos de pares de irmaos que caracterizam a heranca

de marcas individuais (Haseman & Elston, 1972). Assim, considerando-se um



loco A com alelos 1, j, k e I, ter-se-d30 os seguintes tipos de cruzamentos:
cruzamento entre genitores homozigotos (I- AiAi-AiAi, II- AiAi-AjA)j),
cruzamento entre genitores homozigotos e heterozigotos (III- AiAi-AiAj , IV-
AiAi-AjAk) e cruzamento entre genitores heterozigotos (V- AiAj-AiAj, VI- AiAj-
AiAk; VII- AiAj-AkAl). O tipo I envolve apenas um alelo, os tipos II, IIl e V dois
alelos, os tipos IV e VI trés alelos, e o tipo VII quatro alelos. Na analise de
segregacdo, deve-se considerar que somente acasalamentos que envolvam pelo
menos um dos genitores heterozigotos sejam informativos para fins de
mapeamento. Dessa forma, apenas cruzamentos dos tipos III, IV, V, VI e VII sao
informativos.

Além da heterozigosidade observada entre genitores de um cruzamento
exogamico, deve ser verificada, adicionalmente, a existéncia de individuos
informativos na progénie. Segundo Da & Lewin (1995), um marcador ¢
considerado informativo quando a origem dos alelos dos individuos em uma
progénie pode ser inequivocadamente determinada. Baseando-se nesse
pressuposto, Lynch & Walsh (1998) propuseram de forma resumida trés niveis de
informatividade para cruzamentos exogamicos, de acordo com os genitores
envolvidos no cruzamento: Cruzamentos completamente informativos (AiAj X
AkAl); em que a segregacdo esperada ¢ de 1:1:1:1; cruzamento com um loco
informativo (AiAj x AkAk), a segregacdo esperada ¢ 1:1 e cruzamentos
parcialmente informativos (AiAj x AiAj), no qual a segregagdo esperada ¢ de
1:2:1.

Os primeiros mapas genéticos gerados utilizaram um tipo de delineamento
de irmaos completos, denominado de pseudo-cruzamento por envolver marcadores
dominantes e a segregacdo ser analisada separadamente para cada genitor
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994). Essa metodologia foi utilizada em
diversos outros mapeamentos envolvendo ndo s6 Eucalyptus, mas também
Pinus (CARLSON et al., 1991), Populus (CERVERA et al., 2001) e outras
espécies perenes. No entanto, algumas desvantagens da estratégia de pseudo-
cruzamento teste, em relacdo as metodologias que consideram delineamentos
genéticos de populacdes exogdmicas sdo: a necessidade de exclusdo dos

marcadores que segregam na propor¢do 1:2:1 ou 3:1, problemas na obtengao de



dois mapas para os genitores e a dificuldade de integracdo dos mesmos em razao
de nao se ter marcadores comuns (ancoras) aos dois mapas gerados. Atualmente ¢
possivel obter mapa unico em andlise de pseudo-cruzamento teste, por meio da
inclusdo de marcadores com segregacao 3:1, em alguns programas capazes de
realizar os calculos de freqiiéncia de recombinacdo levando em
consideragdo a informag¢dao simultinea das meioses dos dois parentais
heterozigoticos para produzir um mapa integrado (STAM, 1993; BUTCHER et
al., 2002; CRUZ, 2009). No entanto, somente Byrne et al. (1995), Thamarus et al.
(2002), Novaes (2006) e Bhering (2008) construiram mapas integrados para
ambos os parentais. No trabalho de Bhering (2008), utilizando o procedimento de
simulagdo de dados, o autor concluiu que para locos completamente informativos,
¢ possivel calcular a freqiiéncia de recombinagdo entre pares de locos, a partir da
freqliéncia gamética de cada genitor, assim como a partir da freqiiéncia genotipica
da progénie, que ¢ nos cruzamentos tipo VII, a média aritmética da freqiiéncia de
recombinacdo obtida com base na freqiiéncia gamética ou individual.

E importante ressaltar que, em trabalhos de mapeamento genético
envolvendo diferentes espécies de Eucalyptus, tem sido observados marcadores
com distorcdo da razao de segregacdo esperada (DS) em diferentes niveis,
geralmente maior para cruzamentos interespecificos entre individuos de espécies
puras (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994; MARQUES et al., 1998;
MYBURG et al., 2003) em relag@o a cruzamentos intraespecificos (BYRNE et al.,
1995; THAMARUS et al., 2002). Na maioria desses trabalhos, os marcadores que
exibem DS foram descartados da analise de mapeamento (BYRNE et al., 1995;
MARQUES et al., 1998; THAMARUS et al., 2002; MYBURG et al., 2003 e
NOVAES, 2005). Em plantas, a distor¢cao na razio de segrega¢do de marcadores
pode ser atribuida a causas genéticas e fisioldgicas como: transmissao diferencial
de alelos tanto de linhagens germinativas macho quanto de fémea, incluindo
competicdo de tubo polinico, pdlens letais, fertilizagdo preferencial e eliminacao
seletiva de zigotos (LIANG et al., 2006). As distor¢cdes proporcionadas por
inviabilidade gamética ou genotipica, que ocorre apoés fertilizagdo, afetam de forma

diferencial o mapeamento genético (FERREIRA, 2006a).



Os mapas genéticos, baseados em marcadores moleculares, tem se
revelado como recurso analitico de valor inestimavel. Por meio deles, torna-se
possivel identificar regides genOmicas que contenham genes ou seqiiéncias
regulatorias envolvidos no controle genético de caracteristicas quantitativas
(QTL) de importancia econdmica ou adaptativa.

O primeiro trabalho envolvendo mapeamento de QTL em eucalipto foi
realizado por Grattapaglia et al. (1994), onde foram detectados QTLs para
resposta a micropropagacao, capacidade de enraizamento e brotacdo. Atualmente,
existem poucos estudos descritos na literatura que visam mapeamento de QTL
relacionados a resisténcia a doencas em espécies florestais. A maioria destes
estudos geralmente restringe-se a ferrugem do eucalipto (Puccinia psidii), e, mais
recentemente, para a mancha foliar e desfolha de Teratosphaeria spp. (=
Mycosphaerella), ndao sendo relatado, até o momento, estudos que visam a
deteccdo e ao mapeamento de QTL que conferem resisténcia a murcha-de-
ceratocystis. Com relacdo a ferrugem, destacam-se os trabalhos de Junghans et al.
(2003), Rosado (2007) e Alves (2008). Junghans et al. (2003) mapearam, por
meio de marcadores RAPD, o loco Pprl (Puccinia psidii resistance gene 1)
responsavel por conferir resisténcia a ferrugem em uma progénie de E. grandis.
Rosado (2007), por meio de marcadores microssatélites, detectou um QTL
posicionado no grupo de ligagdo 3 que explica 42% da variagdo fenotipica na
progénie segregante de um cruzamento interespecifico (“urograndis”). Alves
(2008) ao trabalhar com uma familia (E. dunnii x E. grandis) x (E. urophylla x E.
globulus), detectou um QTL de efeito principal que confere resisténcia a ferrugem
e mapeou o gene de resisténcia no grupo de ligagdo 3 de Eucalyptus spp. O autor
concluiu que a identificagdo de um QTL de efeito principal para a resisténcia a
ferrugem nao exclui a possibilidade de existéncia de outros locos de efeito
secundario. Freeman et al. (2008), trabalhando com os dados de infec¢ao natural,
detectaram dois QTLs de efeito principal que explicam uma grande propor¢do da
variancia fenotipica para resisténcia a Teratosphaeria cryptica em E. globulus,
concluindo que existe controle oligogénico para a caracteristica estudada. No

entanto, os resultados desse trabalho sdo inconclusivos, pois foram empregados



dados de infec¢ao natural, onde pode haver plantas escapes e a infec¢ao por mais
de uma espécies de Teratosphaeria.

Assim, frente a importincia recentemente atribuida & murcha-de-
ceratocystis nos programas de melhoramento do eucalipto, ha a necessidade de
mapeamento de QTLs que controlam a resisténcia a essa doenga, por meio de
marcadores microssatélites para que a pratica de Selecdo Assistida por
Marcadores (SAM) possa ser efetivamente implementada, e também a
identificagdo da funcdo de genes, possibilitando assim entender o controle
genético dos caracteres sob estudo, no sentido de potencializar o uso da
manipulagdo genética no melhoramento da espécie.

Sendo assim, no presente trabalho objetivou-se: 1) determinar o nivel de
resisténcia de genotipos de E. grandis e E. urophylla e estimar a possibilidade de
transferéncia da resisténcia por meio de cruzamentos interespecificos controlados
entre essas duas espécies; 2) construir um mapa genético, utilizando marcadores
microssatélites, para uma familia derivada de um cruzamento entre quatro
espécies, sendo um genitor hibrido de E. dunnii x E. grandis ¢ outro de E.
urophylla x E. globulus, 3) detectar, mapear e quantificar o efeito e a importancia
de QTLs para resisténcia a murcha-de-ceratocystis, utilizando marcadores
microssatélites em uma familia interespecifica de irmaos completos de Eucalyptus
spp.

Esta dissertacdo encontra-se dividida em dois artigos:

e Artigo 1: Resistance to ceratocystis wilt (Ceratocystis fimbriata) in parents
and progenies of Eucalyptus grandis x E. urophylla

e Artigo 2: Mapeamento genético de QTLs para resisténcia a murcha-de-
ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) em cruzamentos interespecificos de

Eucalyptus spp.
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Artigo 1 - Resisténcia a murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) em

genitores e progénies de Eucalyptus grandis X E. urophylla

RESISTANCE TO CERATOCYSTIS WILT (CERATOCYSTIS
FIMBRIATA) IN PARENTS AND PROGENIES OF EUCALYPTUS
GRANDIS X E. UROPHYLLA

Carla Cristina Gongalves Rosado*, Licio Mauro da Silva Guimaraes®, Miranda Titon',
Douglas Lau?, Leonardo Rosse®, Marcos Deon Vilela de Resende* and Acelino Couto
Alfenas™
YDepartamento de Fitopatologia/BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa (UFV), 36570-000,
Vicosa, MG, Brazil. *Corresponding author: Acelino Couto Alfenas, E-mail: aalfenas@ufv.br,
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“EMBRAPA Florestas, Estrada da Ribeira, Km 111, 83411-000, Colombo, PR, Brazil.

Para submisséo na revista Silvae Genetica

ABSTRACT - Ceratocystis wilt, caused by Ceratocystis fimbriata, is one of the most
damaging diseases in eucalyptus plantations worldwide. Although there are resistant
genotypes, the genetic basis of resistance is still poorly understood. In this paper we
studied the resistance level by a stem inoculation experiment of genotypes of Eucalyptus
grandis and E. urophylla and estimated the heritability and gains of selection in families
derived from controlled interspecific crosses. In both species, highly resistant as well as
highly susceptible genotypes to Ceratocystis wilt were found. Out of 21 parents assessed,
twelve were resistant and nine susceptible. Estimates of individual narrow (50%) and
broad (59%) sense heritability suggested a high degree of genetic control and low allelic
dominance of the trait. There was great genetic variation among and within families, a
fact that contributes to high heritability and genetic gain. A genetic gain in lesion size of
up to -74.4% was obtained from selection of the 50 best clones in the evaluated families,

i.e., the mean lesion length in the progeny population can be reduced by 74,4%.

Key words: Genetic parameters, genetic resistance, forest pathology.
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INTRODUCTION

Due to its lethal nature, broad range of hosts and wide geographical
distribution, the Ceratocystis wilt caused by Ceratocystis fimbriata Ellis &
Halsted is currently one of the most damaging diseases of eucalyptus plantations
in Brazil (ALFENAS et al., 2004). Besides eucalyptus, C. fimbriata also infects
other crops of economic importance, such as mango (Mangifera indica L.)
(VIEGAS, 1960), coffee (Coffea arabica L.) (MARIN, 2003), black-wattle (Acacia
mearnsii of Wild.) (RIBEIRO and ITO, 1988; SANTOS and FERREIRA, 2003), taro
(Colocasia esculenta) (HARRINGTON et al., 2005) and crotalaria (Crotalaria
juncea L.) (RIBEIRO et al., 1977). The main symptoms caused by C. fimbriata in
eucalyptus are wilting, canker and wood darkening. The pathogen penetrates the
plant through fresh wounds on the stem and root contact and attains the stem and
trunk via medullar parenchyma. Dark stripes originates from the medulla spread
through the radial parenchyma up to different heights and may reach in the stem.
The fungus also kills partially of the vascular cambium, the phloem and
pheloderm, resulting in longitudinal, continuous or interrupted lesions on the outer

part of the trunk, which cause tree wilting and death (FERREIRA et al., 2006).

Besides C. fimbriata, other species such as C. eucalypti, C. moniliformis,
C. moniliformopsis and C. pirilliformis have been reported in eucalyptus (BARNES
and ROUX, 2003). Of these, only C. fimbriata is known to be pathogenic and was
reported for the first time causing wilting and plant death of Eucalyptus spp. in the
Southeast of the State of Bahia in 1997 (FERREIRA et al., 1999). Ceratocystis
fimbriata has also been reported in eucalyptus in Uruguay (BARNES et al., 2003),
in the Republic of Congo (ROUX et al., 2000), in Uganda (ROUX et al., 2001) and
in the South Africa (ROUX et al., 2004).

Although genetic resistance is the best control strategy (ZAUZA et al.,
2004), the inheritance pattern and mechanisms involved in resistance have not yet
been determined. However this information is essential to guide the use of
resistance sources in genetic breeding programs of eucalyptus. The purpose of this

study was to determine the resistance level of E. grandis and E. urophylla

13



genotypes and to estimate the possibility of resistance transferring through

controlled interspecific crosses between these two species.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material

The resistance to ceratocystis wilt of five elite genotypes of E. grandis
(G39, G45, G58, G93 and G547) and 16 of E. urophylla (U1072, U1177, U1179,
U1183, U1185, U1237, U1275, U1282, U1286, U1305, U1310, U1313, Ul316,
U1392, U1450, and U1455) was assessed. Segregation in 30 hybrid progenies
derived from controlled E. grandis x E. urophylla crosses was also evaluated.
Five replicates of each parent and 18 to 25 plants per progeny were inoculated,
depending on the cross (Table 2). Not all parents of the evaluated progenies were
inoculated, since they would not be propagated by rooted cuttings. However these
progenies were used to estimate the genetic gains. The rooted cuttings and
seedlings (90 days old) were transplanted to 2L pots, containing a mixture of
soil:sand:manure (3:1:1). Ouro Verde® fertilizer (15-15-20 NPK and low
quantities of Ca, S, Mg, Zn, B, Fe, and Mn) was applied twice a week
(100mL/plant at 7,5g/L) until the plants reached an adequate development stage
for inoculation, 60 days after transplanting (plants of 1.5 to 2.0 cm diameter and
60 cm hight). Daily mean temperature in the period was of 25 + 3°C. Irrigation

was conducted 2-3 times a day according to the plant needs.

Inoculation

In the experiment, it was used a culture medium (SBS-1) of C. fimbriata,
isolated from plants of a hybrid clone E. grandis x E. urophylla with wilting
symptoms, from the region of Teixeira of Freitas (BA). This isolate has been
routinely used in our laboratory for screening for host resistance. The fungus was
grown in Petri dishes (9 cm diameter) containing MYEA (2% malt extract, 0.2%
yeast extract, and 2% agar) for eight days at 28 + 1 °© C and 12 h photoperiod
under a light intensity of 40 p mol. s".m™. For the spore collection (conidia +
ascospores), sterilized distilled water was added to the dishes and, after scraping
off the colony surface with Drigalski spatula, the spore suspension was filtered

through double gaze and calibrated at 2.5 x 10° spores mL-1 (ZAUZA et al., 2004).
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A cut lengthwise approximately 2 cm length was made on the stem (about 3 cm
above soil surface) and 0.5 mL of the spore suspension was deposited and the
inoculation area was covered with plastic film. Ten replicates of each of the
clones HRC2277 (natural hybrid of E. grandis x E. urophylla) and HGU1172
(hybrid E. grandis x E. urophylla) were used as resistant and susceptible controls,

respectively.

Data evaluation and analysis

The lesion lenght on the xylem was determined 60 days after inoculation
and the data were analyzed using the programs Statistica ® version 5.0 (StatSoft),
Genes ® version 2007.0.0 (CRUZ, 1997) and Selegen-Reml/Blup ® (RESENDE,
2002; DUNLOP et al., 2005). The Scott & Knott grouping test (p < 0.01) was used

to classify the parents as resistant or susceptible.

The phenotypic, genetic and environmental variances were estimated for
each family, based on the procedure for families with intercalated controls (CRUZ,
1997), the adjusted analysis model and parameters estimated by the methodology
of mixed linear models (REML - residual maximum likelihood and BLUP - best
linear unbiased prediction). Five replications of each resistant and susceptible
clone were employed as intercalated control. The REML/BLUP method was fitted
based on the following mixed model: y = Xf + Zg + e, where: y, f, g and e are
vectors of data, of fixed effects (means of controls and the progeny population),
genotypic effects of families and parents (random) and random errors,

respectively, and X and Z: incidence matrices for f and g, respectively.

From the fitting of the model for the experiment with families and also for
the experiment with parents, estimates of variance components (via REML) and
the heritability in the narrow and broad sense were obtained. Genotypic values for
each individual of the hybrid families were also predicted and gains with genetic
selection estimated within families and also in the hybrid population as a whole.
The prediction of gains with selection (GS) was based on the selection of the 50

best plants of the progeny population (F1).

The first cross between two distinct populations is not in equilibrium and

its total genetic variance is not linearly related to any of the parent populations.
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However, total genetic variance can be partitioned into additive and dominance
components as follows (Hallauer and Miranda, 1988; Gallais, 1989; Comstock,

1996 ):

O-i(IZ) = pg[a+(r—s)d]* +rs[a+(q—- p)d]’ = oa, +oay

o5, =4p(1-p)r(1-r)d* =4pgrsd’

, Where:

2
A2): total additive genetic variance in the crossed population.

2
Oai2: additive genetic variance when plants of the population 1 are used as

female parents.

2
921 additive genetic variance when plants of the population 2 are used as

female parents.

2
Ob12; dominance genetic variance in the crossed population.

The quantities p and q are the allelic frequencies in the population 1 and r
and s are the allelic frequencies in the population 2. The quantities a and d are the

effects of the genotypes homozygous favorable and heterozygous, respectively.

2 2
The components T2 gnd %on2 are called homologous of the additive

2 2
and dominance variances as defined for one population, i.e., “A and °D. In fact

2 2
they equal ©A and “© when p = r, i.e., when both populations have the same

allelic frequency.

When the crossed population is in a full-sib family structure, the genetic

variance among full sib (FS) families is given by

Otsany = (1/2)pa[a+(1—-2r)d]* +(1/2)rs[a+(1-2p)d]* + parsd’

Gésaz) = (1/2)0;2\(12) + (1/4)@%12

b

ors =(1/2)o; +(1/ 4o}

which is analogous to , the variance among full-sib

families for one population.
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2
The quantity TA12) can be used as the numerator of an inter-population

2 2
N o
narrow sense heritability and the components ~ A2 and b1z can be used as the

2
numerator of an inter-population broad sense heritability. Such components Taa2)

and Toio are called inter-population additive and dominance variance and are
routinely estimated in maize breeding programs (Hallauer and Miranda, 1988;
Coors and Pandey, 1999), without assuming alleles at frequency of 0.5. Selection
of F1 hybrid individuals for cloning can be predicted by using this defined inter-
population broad sense heritability. Estimates of the heritabilities on full-sib

family means were also obtained associated with family selection.

Considering separated analysis for the full-sib experiment the following

variance structures and relations are obtained:

2 2 2
Genetic variance among full-sib familes: s = (1/2)0 + (/)01 .

hesw = Ofs /(TFs + Tues /18)

Full-sib family mean heritability: , where
Tines is the within family individual phenotypic variation.
A . (1
ccuracy of family selection: * FsM/ |
Coefficient of genotypic variation among progenies:

CVg% =100* (o) /(GeneralMean)

_ 2 N\1/2
Coefficient of residual variation: CVe% =100 * (oys ) '~ /(GeneralMean)

Within  full-sib  family individual broad sense heritability:

2 2 2
=0, / O, . . . . . .
Mo Fs T PWFS assuming that between and within family genetic variances are

approximately the same. That is correct for traits with low dominance.

Considering separated analysis for the cloned parents experiment the

following variance structures and relations are obtained:

2 2 2
. . Owp =0,+0
Genetic variance among cloned parents: ~ cP A D,
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2 2 2
hy =0cp / Oecp

2
Individual broad sense heritability: , where 9Fc® is the

individual phenotypic variation for parents.

Considering the joint analysis for both experiments (cloned parents and
full-sib families) and assuming the average allelic frequency in each population as

approximately the same, i.e., p close to 1, it was possible to estimate the additive

2
genetic variance (PA) by isolating it from the sum of itself and the dominance

variance. The three types of covariance between relatives (full-sibs, cloned

2
parents and parent-offspring) were used simultaneously for estimating A, by

using residual maximum likelihood (REML). This assumption (p close to r) was

2
made only for estimation of this parameter “A. We consider and believe that such
assumption approximately holds for a quantitative trait (controlled by many

genes) in two non-improved populations. The following estimates were obtained:

A2
Additive genetic variance from the joint analysis: A = 758103

A2
Dominance genetic variance from the joint analysis: 0 = 11.2846

h’ =6;/0}
n A FJA , Where

Narrow-sense individual heritability:

2 —_—
Orn =151.3784 is the individual phenotypic variation from the joint analysis.

Broad-sense  individual heritability from the joint analysis:

hy = (64 +60)/ ot oL, =151.3784

where is the individual phenotypic

variation from the joint analysis.

The standard errors for the estimated variance component were obtained
through the inverse of the second derivatives matrix (Hessian matrix) of the
residual likelihood function with respect to the variance components. The
standard errors estimated for the heritabilities were obtained by the delta

technique described by Bulmer (1980).
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RESULTS

Out of the 21 parents assessed, 12 were resistant (R), seven were
susceptible (S) and two were highly susceptible (HS) (Figure 1). Necrosis was
observed on the bark of all five plants of the susceptible clone (HGU1172). Of the
S and HS parents only for U1275 (S) we observed wilt. In the others S and HS
parents external cankers and radial wood darkening were observed. In the resistant
genotypes U1450, G547, G58, U1455 and HRC2277 (control) no wood lesions

were observed.

The individual inheritability in the narrow and broad sense was estimated
at 50% and 59%, respectively, and the heterosis value in progenies was -3%
(Table 1). A wide genotypic variation (39%) between families was found, which
allowed high heritability (88%) and accuracy (94%) for the selection of families.
The genetic variability for selection within families was also high, as showed by

the high heritability estimate (38%) for selection within families (Table 1).

Results of the genetic means (predicted genotypic values) of the progenies
and checks were compared (Table 2). Out of parents assessed, G39, classified as
R, was involved in a considerable number of crosses [G39 x U1450 (R), x U1282
(R), x U1183 (R), x U1072 (S), x U1313 (S ), X U1275 (S), x U1305 (S), x
U1034 ex U1206]. The mean lesion length in progenies derived from parent G39
increased according to the increasing susceptibility of the parents used in the cross

(Figure 2).

A genetic gain of -74.4% can be obtained with the selection of the 50 best
potential clones in the families assessed. Six individuals (U1392 x G82, G91 x
U1274, U1185 x G99, G47 x U1455, U1179 x G547 and G39 x U1450) of rather
resistant families were used in this selection (Table 3). A genetic gain of -79.4%
by selection of the 10 best individuals can be achieved, i.e., a reduction of 79.4%
in mean lesion length, compared to the progeny population. In this case, the
genotypic value or expected genetic mean for lesion length of the best clones
would be 2.16 cm (Table 3), which is less than half the lesion length (4.5 cm) of
the resistant control, in other words, a genetic gain of -52% (52% reduction in the

lesion length) over the resistant control.
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The analysis of the frequency distribution of disease severity (Figure 3)
shows the presence of several intermediate resistance levels and transgressive
segregation in the F; population, indicating the possibility that susceptible parents

have other resistance genes than the resistant parents.

DISCUSSION

The phenotypic analyses indicated the existence of a high genetic
variability for resistance to Ceratocystis fimbriata wilt in E. grandis and E.
urophylla as previously reported by ZAUZA et al. (2004) in others clones of the
same species. Genetic variability for resistence to Ceratocystis wilt has also been
described in other species as Mangifera indica (RIBEIRO et al., 1984; RIBEIRO et
al., 1986; RIBEIRO et al., 1995; ROSSETTO et al., 1997), Coffea arabica
(CASTILLA, 1982) and Crotalaria spp. (RIBEIRO et al., 1977). Our results indicate
that it is possible to select Eucalyptus spp. genotypes resistant to Ceratocystis wilt

for planting.

In some pathosystems, the genetic basis of disease resistance formerly
considered polygenic or unknown, proved to have a simple inheritance model
when detailed studied (KINLOCH et al., 1970; NEWCOMBE et al., 1996; VILLAR et
al., 1996; WILCOX et al., 1996; JUNGHANS et al., 2003). In the present work, the
genetic parameters estimated allowed the following conclusions: (i) due to the
high inheritability (50 and 59% in the narrow and broad sense, respectively) the
degree of genetic control of the trait is high and probably controlled by a small
number of genes, (ii) the allelic dominance of the trait is low, since the two values
of heritability are very close. The determination coefficient of additive genetic
resistance is therefore 50% and the determination degree of genetic dominance is
only 9%. The strong additive genetic control and low dominance of the trait were
confirmed by virtually nil heterosis (-3%), estimated when comparing the progeny

performance with the mean performance of their parents.

The additive effect can be defined as a linear relationship between the
genotypic values of individuals of a population and the number of favorable

alleles they have (CRUZ and REGAZZI, 1997). The prevalence of additive effects
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in the genetic control of Ceratocystis wilt resistance is therefore an indication of
an easy identification of superior genotypes with a high concentration of favorable
alleles, suitable for breeding. High narrow sense (65-77%) heritability values were
also found by BORGES and BRUNE (1981) in the E. grandis x Chrysoporthe

cubensis pathosystem.

The linear adjustment of the response found in the crosses involving the
resistant parent G39 and several E. urophylla parents along with the high
correlation coefficient of 81% between the progeny and parent performances
confirmed the strong additive genetic control of the trait. This correlation estimate
is strongly associated with inheritability in the narrow sense. The analysis of the
other progenies showed that none was more susceptible than the susceptible
control and that eight of them were more resistant than the resistant control, which
is favorable for selection. In addition, the coefficients of phenotypic variation
within families were also high (except cross G39 x U1450) indicating a great

potential for selection within families as well.

In fact, the combination of the variability among and within progenies
makes possible the selection of highly resistant plants. High genetic gains (up to
79%) can be obtained through selection of transgressive individuals in the F,
generation as well as in the controlled crosses. It is worth highlighting that the
controlled inoculation conditions are crucial for an efficient implementation of
selection. Moreover, one should consider the possibility of genetic variability in
the pathogen population and its interaction with differential host genotypes. A C.
fimbriata isolate obtained from the areas chosen for commercial clone planting

must therefore be used in resistance evaluations.

The evaluations carried out here were effective tools in the selection of
superior parents for breeding programs as well as of promising hybrids; after
evaluation of growth, adaptability, wood quality and resistance to other pathogens

these may be indicated for planting at a commercial scale.
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urophylla (U) genotypes and in control clones HRC2277 and
HGU1172 (highlighted columns), evaluated for resistance to
Ceratocystis fimbriata. The genotypes were grouped in three classes
(R = resistant; S = susceptible and HS = highly susceptible) based on
the Scott - Knott test (P<0.01).
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Table 1. Estimates of variance components and genetic parameters (heritability
and coefficients of genetic variation) associated with Eucalyptuas
grandis x E. urophylla families, evaluated for resistance to Ceratocystis

fimbriata based on the lesion length on the wood (cm)

Genetic parameters Values
Genotypic variance among full sib families 43.7642
Genotypic variance among cloned parents 83.5509
Individual phenotypic variation for progenies 158.8642
Individual phenotypic variation for parents 139.6864
Narrow-sense individual heritability 0.50+0.11
Broad-sense individual heritability 0.59 +£0.22
Individual phenotypic variation within family 115.0958
Individual heritability within family 0.38
Heritability of family means 0.88
Accuracy of family selection 0.94
Coefficient of genotypic variation among progenies (CVg, in %) 39.33
Coefficient of residual variation (CVe, in %) 64.10
Coefficient of relative variation (CVg/CVe in %) 0.61
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Table 2. Estimates of the genotypic values (GV or genotypic means) of the
family, of the mean family heritability (MFH;), phenotypic variation
within each family (PVF), coefficient of phenotypic variation within
each family (CPVF) and the phenotypic value (PV or phenotypic
mean) of each family of Eucalyptuas grandis (G) x E. urophylla (U),
evaluated for resistance to Ceratocystis fimbriata based on the lesion

length on the wood (cm)

Progeny* No. of Genetic parameters
plants PV GV MFH, PVF CPVF (%)

U1392 (R) x G382 23 2.34 3.19 0.87 0.52 30.82
U1274 x G91 19 2.47 3.46 0.85 4.51 85.98
U1185 (S) x G99 19 3.05 3.97 0.85 0.89 30.93
G47 x U1455 (R) 18 3.33 4.26 0.84 4.44 63.28
U1179 (R) x G547 (R) 19 3.51 437 0.85 3.70 54.80
U1185 (S) x G51 21 3.62 4.39 0.86 1.97 38.77
G39 (R) x U1450 (R) 23 4.02 4.69 0.87 0.31 13.85
U1185(S) x G47 20 434 5.06 0.85 5.18 52.44

Resistant control 10 - 4.50 - - -
G45 (HS) x U1450 (R) 24 4.67 5.25 0.87 9.12 64.67
U1310 (HS) x G51 20 5.20 5.82 0.85 30.22 105.72
U1237 (R) x G93 (R) 20 5.48 6.07 0.85 19.09 79.73
U1286 (S) x G99 24 7.85 8.12 0.87 26.51 65.59
U1310 (HS) x G58 (R) 19 8.37 8.63 0.85 186.44 163.13
G99 x U1316 (S) 20 8.80 9.00 0.85 86.91 105.94
U1179 (R) x G549 23 8.87 9.04 0.87 98.30 111.78
G39 (R) x UI183(R) 20 9.10 9.27 0.85 187.12 150.32
G45 (HS) x U1177 (R) 24 10.33 10.35 0.87 88.71 91.18
G39 (R) x U1034 19 10.55 10.55 0.85 93.41 91.61
G39 (R) x U1206 18 11.67 11.52 0.84 131.00 98.08
U1310 (HS) x G91 19 12.76 12.49 0.85 170.37 102.29
U1185 (S) x G83 20 13.13 12.82 0.85 82.02 63.98
G39 (R) x U1282 (R) 18 14.17 13.70 0.84 550.09 165.52
U1310 (HS) x G93 (R) 24 14.63 14.21 0.87 146.68 82.78
U1310 (HS) x G547 (R) 20 15.33 14.76 0.85 143.80 78.22
G39 (R)x U1313 (S) 20 15.55 14.96 0.85 99.10 64.02
U1286 (S) x G504 25 15.56 15.07 0.87 170.40 83.89
U1412 x G549 25 20.86 19.87 0.87 488.28 105.93
G39 (R) x U1275 (S) 19 21.11 19.81 0.85 191.32 65.52
G39 (R) x U1072 (S) 20 27.15 25.20 0.85 190.98 50.90
G39 (R) x U1305 (S) 19 27.47 25.39 0.85 283.29 61.27

Susceptible control 10 - 35.20 - - -

*Parents evaluated and classified as R = resistant; S = susceptible and HS =

highly susceptible based on the grouping test of Scott and Knott (P<0.01).
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Table 3. Estimates of genotypic values and genetic gains involving trees of families

of Eucalyptuas grandis (G) x E. urophylla (U), evaluated for resistance to
Ceratocystis fimbriata based on the lesion length on the wood (cm)

Family Phenotypic  Genotypic  Genotypic effect ~ Genetic gain
value vaue below the mean (%)
Ul1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
Ul1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
Ul1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
Ul1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
Ul1274 x G91 1 2.16 -8.3457 -79.42
U1392 x G82 1.5 2.30 -8.2119 -78.14
U1392 x G&2 1.5 2.30 -8.2119 -78.14
U1274 x G91 1.5 2.43 -8.0822 -76.91
U1392 x G82 1.8 2.46 -8.0538 -76.64
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G82 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G82 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G82 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G82 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G&2 2 2.56 -7.9484 -75.63
U1392 x G82 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1392 x G82 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1392 x G&2 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1392 x G82 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1392 x G&2 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1392 x G82 2.5 2.82 -7.6849 -73.13
U1185 x G51 1.5 2.87 -7.6407 -72.71
U1185 x G99 2 2.93 -7.5784 -72.11
U1185 x G99 2 2.93 -7.5784 -72.11
U1185 x G99 2 2.93 -7.5784 -72.11
U1274 x G91 2.5 2.95 -7.5552 -71.89
G47 x U1455 3 2 3.07 -7.4418 -70.81
G47 x U1455 6 2 3.07 -7.4418 -70.81
G47 x U1455 8 2 3.07 -7.4418 -70.81
G47 x U1455 9 2 3.07 -7.4418 -70.81
G47 x U1455 11 2 3.07 -7.4418 -70.81
G47 x U1455 14 2 3.07 -7.4418 -70.81
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Family Plant  Phenotypic  Genotypic  Genotypic effect ~ Genetic gain
value vaue below the mean (%)

U1392 x G&2 2 3 3.09 -7.4214 -70.62
U1392 x G82 14 3 3.09 -7.4214 -70.62
U1392 x G&2 20 3 3.09 -7.4214 -70.62
U1179 x G547 1 2 3.12 -7.3884 -70.31
U1179 x G547 9 2 3.12 -7.3884 -70.31
U1179 x G547 14 2 3.12 -7.3884 -70.31
U1179 x G547 17 2 3.12 -7.3884 -70.31
U1179 x G547 19 2 3.12 -7.3884 -70.31
U1185 x G51 20 2 3.13 -7.3772 -70.20
Overall gain - - - -7.82 -74.37
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Figure 3. Frequency distribution based on the lesion length on the wood of
parents and three progenies of Eucalyptus grandis (G) x E. urophylla
(U) evaluated for resistance to Ceratocystis wilt, caused by
Ceratocystis fimbriata. Different intermediate resistance levels and
transgressive segregations were observed in the F; population,
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Artigo 2

MAPEAMENTO GENETICO DE QTLs PARA RESISTENCIA A MURCHA-
DE-CERATOCYSTIS (Ceratocystis fimbriata) EM CRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS DE Eucalyptus spp.

RESUMO

Atualmente, a murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) ¢ uma das
principais enfermidades em plantios comerciais de eucalipto no Brasil. Os principais
sintomas causados pela doenga sdo murcha, cancro e escurecimento radial do lenho.
O plantio de genoétipos de eucalipto resistentes tem sido empregado como a melhor
alternativa de controle. No entanto pouco se sabe sobre o controle genético da
resisténcia, cujo conhecimento podera facilitar a selecdo de materiais superiores para
plantio. Assim, o presente trabalho objetivou mapear QTLs envolvidos na
resisténcia a murcha-de-ceratocystis em uma progénie derivada do cruzamento
interespecifico entre (E. dunnii x E. grandis)x(E. urophylla x E. globulus). Foram
avaliados 127 individuos em delineamento inteiramente casualizado com cinco
réplicas por individuo. As inoculacdes foram realizadas em condi¢des controladas
com um isolado monospdrico de C. fimbriata (SBS-1). A resposta da resisténcia nos
individuos da progénie seguiu uma variacdo continua possibilitando analisar a
caracteristica de forma quantitativa. A progénie foi genotipada com 114 marcadores
microssatélites, sendo que 89 foram completamente informativos, seis informativos
apenas no parental masculino e 19 apenas no parental feminino. Dentre os
marcadores analisados, 21,8% apresentaram distor¢do de segregacdo (DS) nas
propor¢des genotipicas esperadas, segundo a primeira Lei de Mendel. Verificou-se
que as distor¢des gaméticas ocorriam, em maior porcentagem, no parental masculino
em relagdo ao feminino, sugerindo que a DS encontrada seja devido a causas
genéticas. Do total dos marcadores, 110 foram mapeados em 15 grupos de ligacao
(GL), cujos comprimentos variaram de 12,3 a 191,5 cM. O mapa genético

apresentou saturacdo satisfatoria, com comprimento total de 1352,01 cM e intervalo
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médio de 12,29 cM. Pela analise de marca simples verificou-se que quatro
marcadores, localizados nos GL 3, 5, 8 e 10, apresentavam efeito significativo
quanto a ligacdo a QTL de resisténcia (Teste F; P<0,05). Pelo método de Fulker &
Cardon confirmaram-se os quatro QTLs encontrados, além de identificar mais um

no GL 1, cujas herdabilidades variaram de 9,6 a 34,2.

Palavras chaves: Mapeamento genético, deteccdo de QTL, Eucalyptus, populagdes

exogamicas, Regressdo Fulker & Cardon, distor¢do de segregacgao.

INTRODUCAO

Espécies de Eucalyptus constituem a principal base florestal de alta
produtividade no Brasil em virtude de sua alta adaptabilidade em diferentes
condig¢des edafoclimaticas, crescimento rapido, alta capacidade de rebrota, produgao
de madeira para diferentes fins (carvao, celulose, papel, postes, moirdes, chapas de
fibras, etc) (Alfenas et al., 2004). Para suprir a falta de madeira no mercado interno e
externo, tém aumentado significativamente as plantagdes de eucalipto no pais.
Entretanto, paralelamente a expansdo das areas plantadas e os ciclos sucessivos da
cultura numa mesma 4area de plantio, varias epidemias de grande impacto economico
tém surgido nessas regides, cujos agentes etioldgicos encontravam-se
endemicamente presentes ou foram acidentalmente introduzidos (Alfenas &
Guimaraes, 2007). Dentre essas, a murcha causada por Ceratocystis fimbriata Ellis e
Halsted, ¢ atualmente, uma das principais doengas na eucaliptocultura.

Ceratocystis fimbriata ¢ um patégeno tipicamente de xilema cujo sintoma
marcador ¢ constatavel nas secgdes transversais de 6rgdos lenhosos, na forma de
estrias radiais escuras. O patdgeno penetra na planta por ferimentos recentes no
tronco e nas raizes, atingindo o lenho via parénquima medular levando a murcha, ao
secamento e a morte da planta (Ferreira et al., 2006). Além do eucalipto, esse fungo
afeta espécies lenhosas de importdncia econdmica, como mangueira, platano,

gmelina, cafeeiro, seringueira, espatddea, ficus e acacia (Baker et al., 2003).
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A existéncia de variabilidade genética inter e intraespecifica para resisténcia
a murcha-de-ceratocystis (Zauza et al., 2004) faz do plantio de genoétipos resistentes
a melhor estratégia de controle da doenca (Alfenas et al., 2004). Entretanto, a
selecdo de plantas resistentes ¢ laboriosa e demorada. Assim, o mapeamento de
QTLs (Quantitative trait locus) que conferem resisténcia pode ser uma ferramenta
potencialmente Util para a selecdo assistida por marcadores (SAM). Uma vez
detectadas marcas ligadas aos QTLs, que conferem resisténcia, estas podem ser
usadas para selecdo precoce de genotipos resistentes, assim como guias para
clonagem de genes de resisténcia visando a sua incorporagdo em genotipos
suscetiveis.

Além da possibilidade de implementacio da SAM, a incorporacdo de
ferramentas e abordagens gendmicas nos programas de melhoramento florestal tem
aberto perspectivas para a compreensao das relagdes complexas entre variabilidade
genética e diversidade fenotipica relevantes no processo produtivo. Contudo, sdo
escassos os estudos sobre mapeamento de QTL relacionados a resisténcia a doencas
em eucalipto, restringindo-se aos patossistemas Eucalyptus x Puccinia psidii
(Junghans et al., 2003) e a E. globulus x Teratosphaeria nubilosa (Freeman et al.,
2008), nao sendo relatado, at¢ o momento, estudos que visam a deteccdo e ao
mapeamento de QTL que conferem resisténcia a murcha-de-ceratocystis. Deste
modo, no presente trabalho objetivou-se construir um mapa genético, detectar e
quantificar os efeitos de QTLs para resisténcia a murcha-de-ceratocystis utilizando
marcadores microssatélites em uma familia de irmaos completos obtida através do
cruzamento interespecifico duplo hibrido contendo as espécies E. dunnii, E. grandis,

E. urophylla e E. globulus.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal
Utilizou-se uma familia, denominada DGxUGL, selecionada no ambito do

Projeto Genolyptus (Grattapaglia, 2003) e desenvolvida a partir de um cruzamento
de duplo hibrido: [E. dunni (D) x E. grandis (G)] x [E. urophylla (U) x E. globulus
(GL)]. Foram obtidos 346 individuos da familia, sendo amostrados aleatoriamente
127 para fenotipagem, os quais foram clonados a fim de possibilitar a inoculagao de

cinco réplicas por individuo. As mudas clonais com 90 dias de idade foram
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transplantadas para vasos de 2 L de capacidade contendo uma mistura de solo: areia:
esterco (3:1:1) e mantidas em condi¢des de casa de vegetagao, sendo adubadas uma
vez por semana com 100 mL de Ouro Verde® (15-15-20 NPK) a 7,5 g L™ até 60
dias apds o transplantio, quando atingiram o estadio de desenvolvimento adequado

para a inoculagao.

Inoculacéo e avaliacéo
Utilizou-se uma cultura monospoérica SBS-1 de C. fimbriata, isolada de

plantas de um clone hibrido E. grandis x E. urophylla com sintomas de murcha, na
regido de Teixeira de Freitas, BA. A producao do inoculo e inoculagdo foi realizada
como previamente descrito (Zauza et al., 2004). Para o preparo do in6culo (conidios
+ ascosporos), adicionou-se dgua destilada esterilizada as placas e, apds raspagem
da superficie da colonia com alca de Drigalski, filtrou-se a suspensdo em camada
dupla de gaze e ajustou-se a concentragdo para 2,5 x 10° esporos mL™. Com o
auxilio de wum bisturi, foi feito um corte superficial longitudinal de,
aproximadamente, 2 cm de comprimento, no caule das plantas, onde se depositou
0,5 mL da suspensdo de indculo. Em seguida, o ferimento foi coberto com filme de
PVC. Apoés a inoculagdo, as plantas foram mantidas em condi¢des de casa de
vegetagdo. Cinco plantas do clone HGU1172 (hibrido E. grandis x E. urophylla)
foram utilizados como comparador suscetivel. Empregou-se o delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por
uma réplica clonal. Aos 60 dias apds a inoculacdo, avaliaram-se a altura das plantas
e o comprimento da lesdo no lenho. A partir desses dados, calculou-se severidade da
doenca, dividindo o comprimento da lesdao pela altura da planta e multiplicando por
100. Para a analise de QTL foi utilizado somente os dados de média de severidade

individual.

Amplificacéo dos locos microssatélites
O DNA dos parentais ¢ dos 346 genotipos da familia DGxUGL foi extraido

segundo o protocolo proposto por Grattapaglia & Sederoff (1994) e, a seguir, foi
ressuspenso em 50 pL de agua MiliQ autoclavada, quantificado e a concentracao
ajustada para 1 ng/uL. As amplifica¢des via PCRs dos locos microssatélites foram
conduzidos em sistemas de multiplex contendo seis locos por sistema. Os locos

foram selecionados pelo tamanho esperado, baseado em informacdes de mapas
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anteriores e pela fluorescéncia com a qual foram marcados (FAM, HEX, NED).
Cada reacao de PCR foi conduzida utilizando o Kit Multiplex PCR (Qiagen®) e
continha: 2,5 pL. de PCR Master Mix; 0,5 uL de Q-Solution; 0,1 uL de uma solugao
contendo os primers direto e reverso juntos a 10 uM; 0,4 ulL de RNase-free water e
1,0 uL de DNA (2 mg/uL) para um volume final de 5 pL. A PCR foi realizada
utilizando um programa que apresenta uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por
15 min, seguidos de 35 ciclos envolvendo uma etapa inicial de desnaturagao (95 °C
por 30 seg), uma de anelamento dos primers (57 °C por 90 seg) e uma de extensao
(72°C por 1 min), finalizando com uma etapa unica de extensao final a 72 °C por 30

min. O produto da PCR foi diretamente submetido a eletroforese capilar.

Geracao dos dados genotipicos
Ap6s a reacdo de PCR, 1 pL da reacdo foi adicionada a 8 pL de formamida

Hi-Di (Applied Biosystems) e 1 pL do padrao de tamanho em pares de base marcado
com fluorescéncia ROX (Brondani & Grattapaglia, 2001). O DNA das amostras foi
desnaturado (95 °C por 5 min) e colocado imediatamente no gelo. Posteriormente, a
reacdo foi submetida a eletroforese capilar em seqiienciador automatico ABI 3700
(Applied Biosystems), de acordo com o protocolo padrio utilizado no laboratorio
para deteccdo dos fragmentos. Os programas GenScan e Genotyper, ambos da
Applied Biosystems, foram utilizados para analisar os dados brutos gerados
(eletroferogramas). Os dois programas permitem a obten¢do das planilhas com
tamanho estimado dos alelos a cada loco. Essas planilhas foram submetidas,
posteriormente, ao programa Allelobin (Indury & Cardon, 1997), para que o valor
em pares de base de cada alelo fosse arredondado, levando-se em consideragdo o

motivo de repeticao de cada loco.

Mapeamento Genético
Efetuou-se a verificagdo das pressuposi¢cdes de segregacdo mendeliana da

segregagdo dos marcadores por meio do teste de qui-quadrado (x?), a 20% de
probabilidade para todo o genoma (“experiment wise”) utilizando, para
estabelecimento do nivel critico do teste individual, a protecdo de Bonferroni a partir
dos multiplos testes. Os locos foram mapeados integrando as informagdes das

meioses de ambos os genitores. O mapa integrado foi construido com o auxilio do
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programa GQMOL (Cruz, 2008, http//www.ufv.br/dbg). A maxima freqiiéncia de
recombinagdo de 30 % e o valor minimo de LOD score (logaritmo da razdo de
verossimilhanga) de 3,0 foram os parametros utilizados para determinar a ligacao
entre marcadores. As distancias entre marcadores, em cM, foram calculadas por

meio da fun¢do de mapeamento de Haldane.

Deteccdo de QTLs
Nos mapas previamente construidos foram realizadas buscas por QTLs por

meio dos seguintes metoddos:
e Marca Simples (ANOVA e Contraste entre Médias)

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar a existéncia de
diferenca significativa em relacdo as médias dos individuos na descendéncia,
agrupados segundo as classes genotipicas do marcador. Na detec¢do de QTLs por
meio da ANOVA foi empregado o seguinte modelo linear simples com apenas um
fator para decompor a variacdo entre e dentro das classes genotipicas dos
marcadores:

Vi =1+ M, +¢g;
em que,

y, : valor da caracteristica no j-ésimo individuo (j=1,2...nj) portador do i-ésimo

gendtipo do marcador (i=1,2,3,4 — para familias completamente informativas);
4 - média da populacao;

M, : efeito do i-ésimo alelo do marcador;

g;: erro aleatorio ~ N(O, c?).

O contraste entre médias, baseado na estatistica t, foi utilizado para avaliar a
existéncia de diferenca significativa entre médias de individuos portadores de alelos
especificos. Para tanto, foram considerados os diferentes tipos de configuragdo e de
informatividade, de cada loco marcador para formagao dos contrastes. Dessa forma,
a descendéncia do cruzamento, irmdos completos, entre os genitores DG e UGL
gerou diferentes configuracdes de médias associados a diferentes probabilidades
condicionais P(Q;M;). As médias esperadas de cada classe de marcador foram
obtidas multiplicando-se o valor genotipico médio do QTL pela sua probabilidade

condicional, somando-se todas as ocorréncias dentro de cada classe genotipica, para
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cada loco marcador analisado. Para verificar a ligacdo entre o QTL (Q) e cada
marcador (A) as médias dos individuos com os diferentes alelos para cada loco
marcador foram agrupadas de modo a formar um grupo de médias de alelos para o
genitor feminino (4, eu,) e para o genitor masculino (g, €u,) e dessa forma,
estabelecer o contraste entre alelos de um dado genitor.

Tomando como exemplo uma populacdo totalmente informativa para loco

marcador e para o QTL, o seguinte contraste pode ser estabelecido, para o genitor 1:

Hqigs + Hqiga  Hqags + ﬂQ2Q4J

52/,11—/12:(1—20( >
Os valores estimados dos contrastes foram obtidos a partir dos seguintes

estimadores:

L, =f,, : correspondente a média da caracteristica quantitativa dos
individuos portadores do alelo A; do genitor 1.
4, = f1,,: correspondente a média da caracteristica quantitativa dos

individuos portadores do alelo A, do genitor 1.

Assim, o contraste estimado ¢ obtido por:

0=, — [,
As médias dos gendtipos relativos ao loco Q foram expressas em func¢do dos

efeitos aditivos (¢ ) e devido a dominancia ( Jjj’ ),como se segue:

S13+014 O3 +524}

5:(1—2r){(a1—0{2)+ > >

Para avaliar H, : 6 = 0 utilizou-se a estatistica t definida pela expressao:
. I
W@ W) +V (i)

sendo:

associada a n; + n, -2 graus de liberdade

n;: namero de individuos da FIC que apresentam alelo Aj;

ny: nimero de individuos da FIC que apresentam alelo A,.
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De forma analoga foi avaliado o contraste considerando as informacdes do

genitor 2, dado por:

o= Uy =, = (1_2r)[/quQ3 + Har0s _ Hoig4 +#Q2Q4j

2

A avaliagdo de detec¢ao de QTL utilizando os métodos de marcas simples
foi realizado por meio do aplicativo computacional GQMOL (Cruz, 2008)
desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa e disponivel em
http//www.ufv.br/dbg.

e Intervalo Simples — Regresséo de Fulker & Cardon (1994)

Para utilizar este método, a propor¢do IBD (alelos idénticos por ascendéncia)
de marcas adjacentes em um grupo de liga¢do foi usada para estimar a propor¢ao de
alelos IBD de um possivel QTL ao longo do intervalo entre as marcas. A posi¢ao
que confere um melhor ajuste da regressao foi tomada como a posicao estimada do
QTL no grupo de ligacdo. Assim, foi possivel obter estimativas do efeito do QTL
sobre a variancia genética aditiva e de sua posi¢do separadamente (Cruz et al.,
2009). Essa metodologia fundamenta-se nas estimativas de IBD de dois marcadores

ligados M; e M; a 1, centimorgans, denotadas 7%1] e 7, ;> para estimar os valores da
taxa de alelos IBD entre os pares de irméos para o loco Q, definido por =mj . A
estimagdo de 7 € feita por meio da equacdo de regresséo:

g =Bo + By + B, oy + &

A solugdo para o sistema ¢ dada por:

s (-2 —(1-2n5)%(1-2n)?
P = 1-(1-2r,)*
12)

s _(1-2n)* —(1-2rp)*(1-2n)°
ﬂﬂ'Q = 4 €
1—(1—2r12)

léO :sz-q _Iéfrlgl _léﬂ277[2 :(l_léﬁl _ﬁﬂz)/2

Apos obtida a estimativa de 77g; para uma determinada posi¢éo do loco Q,

este valor ¢ utilizado como varidvel independente no modelo de regressao

Yj = Bo + Bqrqj - Neste modelo Yj representa o quadrado da diferenca fenotipica

entre dois irmdos. Ressalta-se que, para uma determinada posi¢cdo entre M; e My,
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devem ser obtidas estimativas de 7y para Cr% combinagdes de pares de irmaos.
Dessa forma, ¢ possivel realizar a regressdo com base nos valores de Yj e 7g;
estimados para cada par de irmaos.

Para cada valor de r; e 1, assumido dentro do intervalo ri, para a posi¢cao de

Q, sera obtida uma estimativa de Sy com base no modelo Yj = Sy + By7gj - Se este

intervalo ¢ dividido k vezes, havera k conjuntos de estimativas de ﬁq . Desse modo ¢

possivel realizar k regressdes, permitindo escolher a equacdo dentro do intervalo que

. . . . )
apresente a menor soma de quadrados residuais ou com maior ajuste R”. Nessa

posicdo a estimativa de ﬁq, que corresponde ao critério 6timo de escolha da
equacdo de regressdo, permite determinar a posi¢do do QTL e o valor da

contribui¢do dada pelo QTL para a varidncia aditiva G%\ do carater, estimada por

B

2
6*\2
A herdabilidade do QTL foi estimada pela expressido: h® = 5 AAZ , sendo &7
OF

a variancia fenotipica e &, a varidncia aditiva da caracteristica estudada. A

avaliagdo de deteccdo de QTL utilizando a metodologia de regressdo de Fulker &
Cardon (1994) foi realizada por meio do aplicativo computacional GQMOL (Cruz,
2008, http//www.ufv.br/dbg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A familia DGXUGL apresentou uma média de severidade de 12,26%, com a
média de severidade maxima e minima por gendtipo iguais a 44,5 e 4%,
respectivamente. O comparador suscetivel (clone HGU1172) apresentou média de
severidade de 47%, pouco acima da maxima encontrada pelas plantas da familia
DGxUGL, o que indica que as condi¢des foram favoraveis a infeccdo. A severidade
minima encontrada (4%) em algumas plantas equivale a lesdo causada como
resposta ao ferimento realizado no ato de inoculagdo. As plantas com severidade

média acima de 4% exibiram sintomas tipicos causados por C. fimbriata, como lesao
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escura no sentido longitudinal do lenho e, em algumas plantas com severidades
maiores foram observados também murcha apical progredindo para murcha
generalizada da planta. A variagdo de resposta quanto a resisténcia a murcha-de-
ceratocystis na familia DGxUGL foi continua, ndo havendo uma clara separagao
entre plantas resistentes e suscetiveis, sugerindo que a resisténcia possa ser analisada
como uma caracteristica quantitativa (Figura 1).

Foram genotipados 114 marcadores microssatélites, sendo que 89 foram
completamente informativos (segregacdo 1:1:1:1), seis informativos apenas no
genitor masculino UGL (segregacdo 1:1) e 19 apenas no genitor feminino DG
(segregacdo 1:1). Constatou-se, por meio da estatistica x>, que 24 dos 110
marcadores avaliados (21,8%) apresentaram distorcdo de segregacdo (DS) nas
proporcdes genotipicas esperadas, segundo a primeira Lei de Mendel. Desses, nove
apresentaram distor¢do gamética para os dois parentais e, ou para o parental no qual
era informativo. Os outros 15 apresentaram distor¢do gamética apenas para um dos
parentais, sendo dois marcadores com distor¢do nos gametas provenientes do
parental feminino e 13 do masculino (Tabela 1). O teste de segregacdo gamética nos
marcadores com DS evidencia que essa ocorre, em maior porcentagem, no parental
masculino em relacdo ao feminino (86,6 ¢ 13,4%, respectivamente), quando se
considera apenas os marcadores totalmente informativos (Tabela 1). Esse resultado
sugere que a DS encontrada seja devido a causas genéticas.

Segundo Ky et al. (2000) os hibridos interespecificos, como no caso deste
estudo, possuem taxa de DS mais elevada em comparacdo aos intraespecificos,
devido a possiveis problemas de pareamento dos cromossomos homodlogos das
espécies durante a meiose no hibrido. De fato, o numero de marcadores com DS,
observado em trabalhos de construcdo de mapas genéticos para espécies de
Eucalyptus, sdo mais elevados para cruzamentos interespecificos (Marques et al.,
1998; Myburg et al., 2003) em relagcdo aos cruzamentos intraespecificos (Byrne et
al., 1995; Thamarus et al., 2002). As propor¢des de marcadores com DS estimada
neste trabalho, 21,8%, com marcadores microssatélites, foram superiores as
relatadas para no mapeamento de hibridos E. grandis x E. urophylla (Rocha et al.,
2007; Campinhos, 2005 e Verhaegen & Plomion, 1996). Uma possivel explicacao

para o maior numero de marcadores com DS neste trabalho se deve ao fato de se ter
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utilizado um duplo hibrido com quatro espécies distintas (E. dunnii, E. grandis, E.
urophylla e E. globulus) aumentando a chance de ocorrer problemas de parcamento
dos cromossomos durante a meiose. Para confec¢do do mapa genético optou-se por
deixar os marcadores que apresentaram DS destacando-os no mapa com asterisco. Ja
os QTLs ligados a esses marcadores foram desconsiderados. Foram mapeados 110
marcadores, possibitando a confec¢do do mapa genético, sendo obtidos 15 grupos de
ligagdo (GL), cujos comprimentos variaram de 12,3 a 191,5 cM (Figura 2). A maior
distancia entre dois marcadores ("gap") foi de 43,14 cM e ocorreu entre o Embra53
e 0 Embra696 em uma das extremidades do GLS8. Este valor, transformado em
unidades de mapeamento pela fun¢do de Haldane, corresponde a 28,9 cM e,
portanto, valor abaixo do limite maximo do critério utilizado para declarar dois
marcadores ligados, 30 cM. O comprimento total do mapa foi de 1352,01 cM, com
intervalo médio de 12,29 ¢cM entre marcadores.

Para o mapa gerado neste estudo empregou-se uma analise conjunta, em que
tanto a informag¢do de marcadores completamente informativos quanto a de
marcadores ndo completamente informativos foram utilizados na andlise, gerando
um unico mapa para os dois genitores. Segundo Cruz et al. (2009) quando sdo
gerados mapas genéticos separados para cada genitor os marcadores nao
completamente informativos sdo excluidos da andlise, diminuindo a acurécia e
a saturagdo dos grupos de ligagdes. O comprimento total do mapa gerado pela
analise conjunta (1352,01 cM) para a familia DGXxUGL foi semelhante aos mapas
gerados por Faria (2008) para essa mesma familia. Esta autora gerou dois mapas
genéticos, utilizando a metodologia de pseudo-cruzamento teste, de tamanho iguais
a 1225,1 e 1522,5 cM, para os genitores feminino (DG) e masculino (UGL),
respectivamente. Novaes (2006) obteve comprimento total de mapa igual a 950,8
cM. em familias de irmaos-completos proveniente de um cruzamento entre E.
grandis x E. urophylla. Essas diferengas entre comprimentos totais dos mapas sdo
aceitaveis, uma vez que, a familia utilizada por Novaes (2006) ¢ diferente da
utilizada neste trabalho.

A ocorréncia de quatro grupos de ligacdo adicionais em relagdo ao nimero
hapléide de cromossomos de Eucalyptus spp. e em relagdo ao mapa referéncia de

Eucalyptus desenvolvido por Brondani et al. (2006) pode ser atribuida a auséncia de
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marcadores para unir todos os locos microssatélites componentes desses grupos. No
entanto, isso nao prejudicou a fidelidade do mapa gerado nesse estudo, uma vez que
a ordem dos marcadores foi mantida em relagdo ao mapa referéncia para a espécie
(Brondani et al., 2006). Ademais, a acurdcia do mapeamento pode ser considerada
satisfatoria, tendo em vista o tamanho e o tipo de populacdo estudada. Apesar de
existirem outros mapas genéticos em eucalipto, as informag¢des adicionais geradas
nesse estudo, utilizando outro tipo de populagdo serdo importantes para o
estabelecimento de mapas consensos para essa espécie. Adicionalmente, novos
marcadores poderdo ser integrados a mapas anteriores, permitindo maior saturagao
¢ entendimento do genoma de Eucalyptus.

Pela andlise de varidncia verificou-se que quatro marcadores (Eg98,
Embra22, Embra388 e Embra674) tiveram efeito significativo, pelo teste F (P<0,05),
quanto a ligacdo a QTLs de resisténcia a murcha-de-ceratocystis no cruzamento
analisado. Desses marcadores, de acordo com as analises pelo método de contraste
entre média, dois (Eg98 e Embra388) apresentaram associagdo significativa apenas
no parental feminino (DG) e dois (Embra22 e Embra674) apenas no genitor
masculino (UGL) (Tabela 2). Esses resultados sugerem que os dois parentais (DG e
UGL) contribuem com alelos para resisténcia a murcha-de-ceratocystis. Entretanto,
devido a impossibilidade de clonagem, ndo se inocularam os parentais, o que
poderia confirmar essa hipdtese.

A metodologia de marca simples (ANOVA) permitiu a identificacdo de
marcadores associados a QTLs responsaveis pela resisténcia a murcha-de-
ceratocystis, porém foi possivel identificar qual dos genitores possuem alelos
favoraveis a manifestagdo do carater. Dessa forma, a estratégia adicional de analise
de QTLs por contraste de médias foi necessaria visando identificar a influéncia dos
alelos de cada genitor sobre a resisténcia. O mapeamento baseado em marca simples
permitiu estimar a associagdo entre um determinado marcador e o QTL, mas ndo foi
possivel determinar a posi¢ao do QTL em relagdo ao marcador testado e nem o seu
efeito. Isto significa que ndo € possivel determinar se a ligagdo detectada entre o
QTL e o marcador deve-se a um QTL de grande efeito localizado longe do
marcador, ou devido a um QTL de pequeno efeito, mas muito proximo ao loco

marcador. Apesar do confundimento entre efeito e posicdo, a metodologia de
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mapeamento por marca simples, por nao necessitar da informagdo prévia de
ordenamento das marcas ao longo dos grupos de ligacao, foi til como uma primeira
analise exploratdria, fornecendo informacdes importantes, tais como, a deteccdo, as
médias de cada classe genotipica e alélica, além de evidenciar a distor¢cdo de
segregacdo dos marcadores pela informac¢ao do nimero de individuos associados a
cada classe de marcadores.

O método de Fulker & Cardon, além de permitir a identificagdo do efeito do
QTL sobre variancia aditiva também possibilitou identificar a posicdo do QTL nos
grupos de ligacdo (Tabela 3 e Figura 3). Por meio deste método, confirmou-se a
existéncia dos quatro QTLs identificados pelo método de marca simples, além de
identificar mais um QTL no GL1, associado ao marcador En6.

No GL 1, o QTL foi encontrado entre os marcadores En06 ¢ Embrall, a 0,09

¢M do marcador En06, com herdabilidade (h?) de 11,4% e varidncia aditiva (65) de

14,7. O efeito do alelo A1A2 do genitor feminino, para este loco foi de 1,84 e para o
alelo A3A4 do genitor masculino, 0,09. Ou seja, este alelo contribui em média para
aumento da les@o em 1,84 e 0,09 cm, dependendo do genitor. No GL 3, o QTL foi
encontrado entre os marcadores Embral656 e Eg98, sendo este o QTL com o valor
de LR mais elevado (LR=62,0), tendo também o maior valor de h?, 34,2%, e de
variancia aditiva, 44,2. O efeito do alelo BI1B2 do genitor feminino para este loco foi
de -4,53. Ou seja, este alelo contribui em média com a reducgdo da lesdo em 4,53 cm.
O QTL encontrado no GL 5, localiza-se entre os marcadores Embra388 ¢ Embra41,
a 0,04 cM do Embra388, com h* de 15,8% e variancia aditiva de 20,5. O efeito do
alelo C1C2 do genitor feminino, para este loco, foi de 3,89 e para o alelo C3C4, do
genitor masculino, de 0,12. O QTL encontrado no GL 8 estd entre os marcadores
Embra674 e Embra203, a 0,11 cM do Embra674, com h? de 9,6% e variancia aditiva
de 12,4. O efeito do alelo D2D1 do genitor masculino, para este loco, foi de -3,19.
Por fim, o QTL no GL 10 foi encontrado entre os marcadores Embra22 e Embral27,
a 0,01 cM do Embra22, com h? de 11,2% e variancia aditiva de 14,6. O efeito do
alelo E1E2 do genitor feminino, para este loco, foi de -1,42 e para o alelo E3E4, do
genitor masculino, de -4,37.

A metodologia de regressao de Fulker & Cardon (1994) possibilitou a

detec¢do e localizagdo precisa dos cinco QTL para resisténcia a murcha-de-
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ceratocystis. Outros trabalhos empregaram essa metodologia em diferentes estudos.
Novaes (2006) comparou a estratégia de regressdo de Fulker & Cardon com a
estratégia de pseudo-cruzamento teste para quatro caracteres de importancia em
Eucalyptus. De acordo com esse estudo, os QTLs de maior significincia foram
identificados de forma precisa com as duas estratégias, sendo que alguns QTLs
identificados pela estratégia de Fulker & Cardon s6 puderam ser localizados pela
estratégia de pseudo-cruzamento teste com a inclusdo de co-fatores no mapeamento.
Recentes trabalhos tém utilizado essa metodologia com sucesso na deteccao de
QTLs de resisténcia a ferrugem do eucalipto (Alves, 2008; Rosado, 2007).

As metodologias utilizadas neste trabalho para populagdes exogamicas
foram eficientes na deteccdo do QTL para resisténcia & murcha-de-ceratocystis e
diferentemente de metodologias que tratam a populacdo de Eucalyptus como
endogamica elas catalisaram toda a informagdo genética disponivel. Isso se deve ao
fato de que em populacdes exogamicas, como ¢ o caso da maioria das espécies
florestais, pode estar segregando até quatro alelos do QTL e nao apenas dois como
em populagdes endogamicas (Cruz et al., 2009).

A deteccao de QTLs com grande significancia estatistica e que explicam
grande por¢do da variabilidade fenotipica fazem com que nesse cruzamento seja
potencialmente interessante a realizagdo de um mapeamento de maior resolugdo,
diminuindo as distancias entre marcadores e regides gendmicas de interesse para
eventuais clonagens posicionais de genes. Além disso, os QTLs encontrados neste
trabalho devem ser validados em outros pedigrees e outros ambientes antes da sua

utilizagcdo em larga escala no melhoramento florestal.
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Figura 1. Severidade média de cinco réplicas para os 127 genétipos da familia

DGxUGL [E. dunni (D) x E. grandis (G)] x [E. urophylla (U) x E.
globulus] inoculados em condi¢des controladas com o isolado SBS1 de
Ceratocystis fimbriata. Cada barra representa a média de severidade de

um gendtipo. Barra vermelha (CS) corresponde ao comparador
suscetivel HGU1172.

49



Tabela 1. Teste de segregacdo gamética dos marcadores microssatélites amplificados em
346 individuos da familia DG x UGL que apresentaram distor¢ao de segregacao

Marcador Genitor Gameta Tl GametaT2 z° Probabilidade
Eg24 o 33 ) ' )
312 138 197 10.39 0.0012663 **
— Q12 163 130 3.72 0.05387 ns
& 34 99 194 30.80 0.0 **
—— Q12 102 201 32.35 0.0 **
3 34 159 144 0.74 0.3888375 ns
Ernbrad Q12 190 120 15.81 0.0000702 **
3 34 143 167 1.86 0.1728484 ns
Embra44 9 1 247 i i !
323 191 56 73.79 0.0 **
Embras3 Q12 224 96 51.20 0.0 **
& 34 139 181 5.51 0.018881 *
Embrasg Q12 116 191 18.32 0.0000186 **
& 34 158 149 0.26 0.6074917 ns
Embralll Q 12 200 111 25.47 0.0000004 **
& 34 172 139 3.50 0.0613093 ns
Embral s Q12 151 102 9.49 0.0020658 **
3 34 138 115 2.09 0.1481779 ns
Ermbralss Q 12 208 129 18.52 0.0000168 **
313 162 175 0.50 0.4788489 ns
Embrales Q12 115 200 22.94 0.0000017 **
3 34 150 165 0.71 0.3980247 ns
Embra202 Q12 207 97 39.80 0.0 **
3 34 138 166 2.58 0.1082937 ns
Ermbra204 Q12 185 143 5.38 0.0203917 *
& 34 193 135 10.26 0.0013623 **
Ernbra205 Q12 132 166 3.88 0.048888 *
& 34 170 128 5.92 0.0149745 *
Ermbra208 Q12 85 195 4321 0.0 **
3 34 151 129 1.73 0.1885935 ns
Ernbra209 Q12 223 105 42.45 0.0 **
3 34 152 176 1.76 0.185112 ns
Embrad 14 Q12 234 87 67.32 0.0 **
3 34 164 157 0.15 0.6960176 ns
Ernbra390 Q 12 119 198 19.69 0.0000091 **
3 34 123 194 15.90 0.0000667 **
Embra6s1 Q12 220 80 65.33 0.0 **
3 34 165 135 3.00 0.0832645 ns
—— Q12 114 99 1.06 0.3040519 ns
& 34 78 135 15.25 0.000094 **
Embra954 g u 341 ) ’ )
312 213 128 21.19 0.0000042 **
Ermbra979 Q 12 197 117 20.38 0.0000063 **
& 34 167 147 127 0.2590391 ns
Embrall14 g u 293 ) ) )
312 120 173 9.59 0.0019596 **
Embral851 ?u 328 ) ' )
323 193 135 10.26 0.0013623 **

* / **: Valor abaixo do nivel critico significativo de 5% e 1%, respectivamente; ns: valor
ndo significativo; ': Configuracio alélica
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interespecifico entre [E. dunni (D) x E. grandis (G)] x [E.
urophylla (U) x E. globulus]. A ordem dos grupos de ligacao foi
baseado no mapa de Brondani et al. (1996). Distancias em cM
calculadas a partir da fun¢do de mapeamento de Haldane. Em
asteriscos marcadores que apresentaram distor¢ao de segregagao.
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Tabela 2.

Analise de contraste entre médias para os marcadores derivadas do

cruzamento entre o genitor feminino DG [E. dunni (D) x E. grandis (G)]
¢ o genitor masculino UGL [E. urophylla (U) x E. globulus]

Marcador Parentais N1 N2 Média (n;) Média (n,) V(M) V(M,) t P
Eg98 Q12x22 65 44 10.28 14.81 0.56 235  -2.66 0.88 **
Embra22 @ 12x34 55 58 11.30 12.72 0.89 1.27  -097 66.27 ns
Embra22 4 12x34 66 47 10.21 14.58 0.63 1.70  -2.86 0.50 **
Embra388 @ 12x34 54 62 14.34 10.45 1.55 0.80 254 1.19*%
Embra388 & 12x34 62 54 12.31 12.19 0.87 1.61 0.08 93.70 ns
Embra674 J& 11x21 28 33 7.98 11.17 0.56 1.68 -2.13 3.51*%*

Valor abaixo do nivel critico especificado (5%), ** Valor abaixo do nivel critico especificado
(1%); N; e Ny: niimero de individuos da familia de irmaos completos que apresentam alelo M1 e
M2, respectivamente; p; € W, : Médias dos individuos que apresentam alelo M1 e M2,
respectivamente; V(M;) e V(M,): Variancia dos individuos que apresentam alelo M1 ¢ M2,

respectivamente.
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Tabela3. Descrigdo dos QTLs para resisténcia a murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata) mapeados na familia
DGxUGL, obtida a partir do cruzamento interespecifico entre [E. dunni (D) x E. grandis (G)] x [E. urophylla (U) x E.

globulus (GL)].

Marcadores

GL Marcador Posicdo Flaqueadores LR Efeitono  Efeito no Genotipo
Associado do QTL —nln (1-R2) alelo 9 alelo & x4
1 En06 0.09 En06 — Embral 1 13.8 -29.4 14.7 11.4 1.84 0.09 ATA2xA3A4
3 Eg98 0.00 Embral656 - Eg98 62.0 -88.4 44.2 34.2 -4.53 - B1B2xB2B2
5 Embra388 0.04 Embra388 — Embra41 22.9 -41.0 20.5 15.8 3.89 0.12 C1C2xC3C4
8  Embra674 0.11 Embra674 — Embra203 14.6 -24.9 12.4 9.6 - -3.19 DID1xD2D1
10  Embra22 0.01 Embra22- Embral27 13.6 -29.1 14.6 11.2 -1.42 -4.37 E1E2xE3E4

GL: Grupo de ligacao baseado no mapa Brondani et al. (1996).

2. A . ..
0, : Variancia aditiva.
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DGxUGL, obtida a partir do cruzamento interespecifico entre [E.
dunni (D) x E. grandis (G)] x [E. urophylla (U) x E. globulus
(GL)]. Barras vermelhas indicam a localizacdo do QTL no grupo
de ligagdo, e h’; a herdabilidade da caracteristica. Distancias em
cM calculadas a partir da fungcdo de mapeamento de Haldane.
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CONCLUSOES GERAIS

Artigo 1:

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que:

Genotipos altamente resistentes e suscetiveis a murcha-de-ceratocystis
foram encontrados, sendo que dos 21 genitores avaliados, 12 foram

resistentes, sete suscetiveis e dois altamente suscetiveis;

As estimativas das herdabilidades individuais no sentido restrito e amplo
equivaleram a 50% e 59%, respectivamente, sugerindo que o carater

apresenta alto grau de controle genético e baixa dominancia alélica;

Com a seleg¢@o dos 50 melhores clones nas familias avaliadas pode-se obter
um ganho genético de até -74,4%, ou seja, uma reducdo equivalente a este

valor na média da extensao de lesdes em relagdo a populagdo das progénies.

Artigo 2:

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que:

A resposta da resisténcia nos individuos da progénie seguiu uma variacao

continua possibilitando analisar a caracteristica de forma quantitativa;

O mapa genético apresentou saturagdo satisfatoria, com comprimento total,
utilizando a fungdo de mapeamento Haldane, de 1352,01 c¢M, e intervalo

médio de 12,29 ¢cM entre marcadores;

Foram detectadas associacdes entre marcadores com os locos controladores

da resisténcia a murcha-de-ceratocystis;

Os QTLs detectados foram mapeados nos grupos de ligacao 1, 3, 5, 8 e 10,

cujas herdabilidades variaram de 9,6 a 34,2.
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