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RESUMO

Nas florestas de Eucalyptus, o déficit hidrico é apontado como um dos fatores abidticos mais
importantes, pois afeta significativamente o crescimento e o rendimento das plantagdes. Para
contornar esse problema, o uso de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico € uma das
aternativas mais razoaveis. Entretanto, a toleréncia ao déficit hidrico € uma caracteristica
complexa e a estratégia de mapeamento de QTLs pode ajudar a entender a arquitetura
genética relacionada com a variacao fenotipica que esta caracteristica apresenta. Este estudo
buscou identificar as regifes gendmicas associadas ao déficit hidrico em Eucalyptus. Para
isso, foi utilizada uma progénie segregante com 195 individuos oriunda de um cruzamento de
clones hibridos (E. grandis x E. urophylla) contrastantes para o estresse por déficit hidrico. Os
experimentos foram realizados em casa de vegetacdo sob duas condi¢des de irrigacéo
(testemunha e estressado por déficit hidrico). Caracteristicas fisiol6gicas foram utilizadas para
a caracterizacdo fenotipica da progénie e as andlises edtatisticas foram realizadas
considerando as médias obtidas em cada experimento. O mapa genético foi construido com
marcadores microssatélites e AFLP com auxilio do software JoinMap® 3.0. O mapeamento de
QTLs seguiu duas abordagens. andlise de marcas individuais e mapeamento multiplo de
QTLs (MQM). No mapa de ligacdo foram posicionados 99 marcadores em 13 grupos de
ligacdo, totalizando 842,35 cM com disténcia média de 9,30 cM entre os marcadores. A
andlise de marcas individuais identificou vérios QTLs de pequeno efeito e um QTL
(LOD=6,11) localizado na posicdo do marcador EMBRA135 representando 20,8% da
variacdo em condutancia estomatica (gs) nas plantas sob condicdo de estresse. Ja o
mapeamento MQM apontou dois QTLS, sendo um submetida a condi¢cbes normais de
irrigagdo (LOD=16,44) e outro na condicéo de estresse (LOD=15,25), representando 77,1% e
69,1%, respectivamente, na transpiragdo. Também identificou QTLs co-localizados no grupo
6 e QTLs de pequeno efeito. Portanto, este estudo identificou QTLSs relacionados a tolerancia
ao déficit hidrico em Eucalyptus e estes QTLs identificados podem estar envolvidos em

muitos mecanismos de tolerancia que as plantas podem usar para evitar este estresse.

Palavras-chave: déficit hidrico, Eucalyptus, marcadores moleculares, mapade ligagdo, QTL.



ABSTRACT

In Eucalyptus forests, drought stress has being pointed as one of the most important abiotic
factor significantly affecting the growth and yield. The use of drought tolerant genotypes can
be the most reasonable alternative to overcome this problem. Drought tolerance is a complex
trait and QTLs mapping approach can help to understand the genetic architecture related to
this trait. This study aims to identify genetic loci linked to phenotypic variation in drought
tolerance in Eucalyptus. A progeny with 195 plants generated from a cross between two
contrasting hybrid clones (E. grandis x E. urophylla) to drought stress was evaluated. The
experiment took place in a greenhouse under two irrigation conditions (control and drought
stress). Physiological traitswere used for phenotypic characterization of the progeny and
statistical analyzes were performed considering the means obtained in each experiment. For
the genetic map of the progeny, the linkage analysis were executed on JoinMap® 3.0 software
with microsatellite and AFLP markers. The QTL mapping followed two strategies. single
locus analysis and multiple QTL models mapping (MQM). The linkage map resulted in 13
groups with 99 markers, and the map’'s length was 842,35 cM with an average distance of
9,30 cM between the markers. The single locus analysis identified several QTL with small
effects and one QTL (LOD=6,11) at the EMBRA 135 marker position which represents 20,8%
of the stomatal conductance variation (gs) in drought stressed plants. The MQM mapping,
otherwise, detected two QTL, one in control plants (LOD=16,44) and one in stressed plants
(LOD=15,25), which represents 77,1% and 69,1%, respectively, of the transpiration variation.
Co-localized QTL were also identified at group 6 and several small effects QTL. Therefore,
this study identified QTL related to drought tolerance in Eucalyptus and these QTLs identified
may beinvolved in many tolerance mechanisms that plants can use to avoid this stress.

Key words: drought stress, Eucalyptus, molecular markers, linkage map, QTL.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto pertence a divisdo Angiospermae, classe Dicotyledonea, ordem Myrtales,
familia Myrtaceae e género Eucalyptus. E nativo do continente australiano e ilhas da
Indonésia e passou a ser um dos géneros florestais mais plantados no mundo, devido a sua
utilizagdo na geracdo de diversos produtos madeireiros e ndo madeireiros (Grattapaglia e
Kirst, 2008). No Brasil, foi introduzido no inicio do século XIX para fins comerciais, como o
fornecimento de madeira para a producdo de dormentes para os trilhos dos trens e materiais
para a construcdo. Atualmente, a extensdo das areas plantadas e a sua producéo aumentam a
cada ano, pois as plantacdes brasileiras de Eucal yptus passaram a fornecer matéria-prima para
a producdo de carvao vegetal, painéis de madeira industrializada, madeira mecanicamente
processada (compensados, serrados, portas, janelas, moldes para méveis, entre outros) e,
principalmente, celulose e papel, destinados ao mercado interno e a exportacao.

O Brasil ja conta com 4.754.334 hectares cultivados, distribuidos por todo o pais, com
destaque para as regides sudeste e sul (ABRAF, 2011). Em 2010, a Associacéo Brasileira de
Celulose e Papel (BRACELPA) registrou o saldo comercia de US$ 4,9 bilhdes, o que gerou
115 mil empregos diretos e 575 mil indiretos (BRACELPA, 2011). Além disso, a utilizacéo
das plantagbes de Eucalyptus na geracdo de multiprodutos tem criado uma demanda por
novos produtos florestais, como bioenergia, bioprodutos e pagamentos por Servicos
ambientais (créditos de carbono). Com isso, a Associacdo Brasileira de Produtores de
Florestas Plantadas (ABRAF) observa que sera uma tendéncia para os préximos anos um
crescimento das plantagbes em diferentes regides brasileiras, principalmente centro-oeste,
norte e nordeste, juntamente com uma estabilizacdo e reducdo da atividade florestal nas
regifes sudeste e sul do pais (ABRAF, 2011).

Todavia, uma das limitagcBes para a expansdo das areas cultivadas de Eucalyptus,
especialmente nas regides norte e nordeste, é o déficit hidrico. Quando ha limitacdes hidricas
e de nutrientes, as diferentes espécies do género Eucalyptus, apesar de adaptadas a diversas
condicBes ambientais, ndo atingem o maximo do seu potencial (Whitehead e Beadle, 2004).
Algumas espécies possuem atributos fisicos, como o desenvolvimento de raizes profundas e a
producdo de lignotuber, que aumentam a tolerancia das plantas a seca. Entretanto, nos
primeiros estadios de desenvolvimento das plantas, e em especial nas espécies utilizadas
comercialmente, estas caracteristicas ndo estdo desenvolvidas, levando-as a condi¢fes de
sensibilidade ao déficit hidrico.
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Diversas espécies vegetais passam a ter seu desenvolvimento afetado quando
submetidos a condicdo de déficit hidrico, sendo que a severidade, a duragdo da exposi¢éo ao
estresse, 0 estadio de desenvolvimento e 0 gendtipo sdo fatores determinantes (Taiz e Zeiger,
2004). O estresse por déficit hidrico ocorre quando a baixa disponibilidade de &gua para
planta afeta diversos processos fisiologicos, como transpiragdo, fotossintese, abertura
estomética (Flexas et a., 2002), producdo de hormonios (Warren et a., 2011) e guste
osmético (Arndt et al., 2008).

A tolerancia ao déficit hidrico € uma caracteristica quantitativa, poligénica, com baixa
herdabilidade e elevada interacdo gendtipo por ambiente (Ashraf, 2010). Estes fatores tornam
o melhoramento genético para tolerancia ao déficit hidrico um processo complexo. Estimar
parémetros genéticos e fenotipicos, como herdabilidade e correlacbes genéticas e correlactes
fenotipicas, assm como ganhos esperados com selecdo, € importante para 0s programas de
melhoramento genético, pois permitem a escolha dos métodos mais apropriados de conducéo
e selecdo da populacdo. Entender a arquitetura genética envolvida na tolerancia ao déficit
hidrico contribui, portanto, para a compreensao dos processos de adaptacdo a seca e também
auxilia na selecéo de genétipos capazes de aumentar a absorgao e a eficiéncia do uso da agua
em ambientes secos.

A busca por novos gendtipos inicia-se com a avaliagdo fenotipica das caracteristicas
de interesse e posterior selecdo dos provaveis gendtipos superiores. No trabalho realizado por
Velini et a. (2008) em Eucalyptus, os autores observaram, por meio de avaliagoes
fisiolégicas e de crescimento, diferentes respostas a toleréncia a seca em um conjunto de
clones submetidos a diferentes regimes de irrigacdo. Os clones contrastantes identificados
(sensivels e tolerantes a0 estresse) foram utilizados em cruzamentos para andlise da
segregacao das caracteristicas e possuem grande valor genético e gendbmico para os traba hos
de melhoramento genético, que visam identificar as regifes gendbmicas envolvidas com a
tolerancia a seca.

A identificacdo de regides gendmicas pode ser realizada por meio do mapeamento
genético. Quando caracteristicas poligénicas sao avaliadas, ou sgja, caracteristicas com padrao
continuo de variagdo fenotipica, estas regibes gendmicas sdo denominadas loci de
caracteristica quantitativa ou QTLs (Quantitative Trait Loci). Assim, localizacdo dos QTLs
contribui para compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos em uma caracteristica
guantitativa.

A caracterizacdo da arquitetura genética de um cardter busca a compreensdo e a

descricdo de todos os possiveis fatores genéticos e ambientais envolvidos com a caracteristica
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quantitativa. Basicamente, consiste de associagcOes entre o genétipo e o fendtipo, com
estimativas do nimero, posi¢des no genoma, frequéncias e efeitos dos loci que controlam os
QTLs, assim como interacdes dos alelos dos QTLs dentro (dominancia) e entre (epistasia)
loci, efeitos pleiotropicos entre QTLs e interagdes entre QTLSs e ambiente (Zeng et al., 1999).
Inimeros trabalhos identificaram QTLSs relacionados a toleréncia a seca em diversas espécies
vegetais, como salgueiro, pépulus, batata, amendoim, entre outras (Ronnberg-Wastljung et al.,
2005; Street et al., 2006; Anithakumari et al., 2011; Ravi et a., 2011).

A compreensdo da arquitetura genética envolvida na tolerncia ao déficit hidrico
possibilita, portanto, a busca direcionada das regides controladoras do fenétipo, contribuindo
para compreensdo dos mecanismos envolvidos na adaptacdo e, consequentemente, podera
auxiliar na selecdo de gendtipos capazes de aumentar a absorcao e a eficiéncia do uso da dgua

em ambientes secos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tolerancia ao déficit hidrico no género Eucalyptus

Diversas definicdes ja foram elaboradas para seca ou déficit hidrico, sendo que
Kramer e Kozlowsk (1979) definiram-na como uma ocorréncia meteoroldgica, geralmente
descrita como um periodo sem chuvas com duracéo suficiente para 0 esgotamento da umidade
do solo. Contudo, Passioura (1996) pondera definicbes como essa por serem puristas e
meteorol bgicas, por isso propde que a seca deve ser compreendida como uma situagéo na qual
as plantas passam a reduzir seu crescimento e/ou producéo devido a indisponibilidade hidrica.
Assim, os conceitos de seca podem variar de acordo com o0 enfoque, pois se trata de uma
situacdo complexa caracterizada por multiplos parametros climatol 6gicos e hidroldgicos, que
afetam a todos os organismos direta ou indiretamente (Mishra e Singh, 2010).

Para a maioria das plantas a fata de &gua € uma condicdo estressante, pois afeta
processos fisiolégicos e de crescimento, além de exigir elevado gasto metabdlico para
possibilitar a sobrevivéncia (Pita et a., 2005). Estas consequéncias fazem com que o estresse
por déficit hidrico seja considerado um dos fatores abiéticos de maior impacto, especiamente
em espécies utilizadas comercialmente, visto que a producdo da plantagdo € diretamente
afetada.

Em espécies arboreas, que possuem ciclo de vida longo, estresses ambientais como a
seca podem ser frequentes. Em geral, estas espécies desenvolveram mecani smos de adaptacdo
que possibilitam o guste da homeostase metabdlica (Shulaev et al., 2008). No género
Eucalyptus, as varias espécies apresentam diferentes respostas ao estresse hidrico, desde
alteracdes no crescimento até gjuste osmaotico do tecido foliar. Neste género, Merchant et al.
(2006) observaram que as respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse devido ao déficit
hidrico podem estar diretamente associadas aos grupos taxonémicos estudados.

O género Eucalyptus inclui mais de 700 espécies que estdo distribuidas em 15
subgéneros (Merchant et al., 2006). Quando submetidas a condices de déficit hidrico, as
espécies do subgénero Symphyomyrtus e Corymbia apresentam mecanismos mais eficientes
de adaptacdo, pois ocorrem naturalmente em regides éridas e sujeitas a longos periodos de
seca na Austrdia (Boland, 1992). Ja as espécies do subgénero Eucalyptus sdo originarias de
regides com maior disponibilidade de dgua, como as regides costeira, sudeste e sudoeste do
continente australiano (Gill et al., 1985), sendo, portanto, espécies geramente mais sensivels

a0 estresse por déficit hidrico.
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As principais espécies do género Eucalyptus exploradas comerciamente no mundo
sd0 dos subgéneros Symphyomyrtus, Idiogenes e Monocalyptus (Fonseca et al., 2010). As
espécies pertencentes a estes grupos possuem caracteristicas similares de producdo e
adaptacdo as condiches ambientais. Entre as caracteristicas utilizadas para caracterizar a
producdo estéo a densidade (kg/m®), o teor de lignina, o rendimento de celulose e o potencia
de crescimento (Resende e Assis, 2009). Entre as caracteristicas de adaptacdo, por exemplo,
estdo o sistema radicular profundo, o gjuste osmaético, a elasticidade celular e a abertura e
fechamento de estdbmatos. Por exemplo, Eucalyptus camaldulensis e E. saligna procuram
desenvolver sistemas radiculares com raizes mais profundas para a busca de dgua no solo. Ja
E. leucoxylon e E. platypus reduzem o potencial osmaético e ajustam ao maximo o médulo de
elasticidade celular (White et al., 2000). Em E. grandis, E. viminalis e E. tereticornis, assim
como a espécie E. camaldulensis, também, observou-se uma diferenca significativa entre os
ajustes osmaticos sob déficit hidrico (Lemcoff et al., 1994). As reducBes do potencial
osmatico juntamente com outras caracteristicas de adaptacdo, como a abertura e fechamento
dos estématos e a disposi¢do e tamanho da area foliar (Whitehead e Beadle, 2004), aumentam
a capacidade das espécies de Eucalyptus a suportarem baixos potenciais hidricos externos. As
diferencas encontradas entre as espécies se devem a vasta diversidade intra e interespecifica
do género Eucalyptus (Grattapaglia, 2008).

Entretanto, a expressdo destas caracteristicas que conferem tolerancia ao déficit
hidrico provoca alteragdes, geralmente com consequéncias negativas, em outros mecanismos
fisiolégicos. O fechamento dos estématos, por exemplo, provoca diminui¢cdo na assimilacdo
de carbono, assim como o0 aumento no crescimento de raizes diminui o crescimento da parte
aérea (Taiz e Zeiger, 2004), podendo, assim, ocasionar reducéo na producédo. Provavel mente,
plantas adaptadas ao déficit hidrico apresentam caracteristicas mais associadas a
sobrevivéncia que ao crescimento (Pereira e Palardy, 1989). Como jé& citado anteriormente,
relacdo se deve ao custo metabdlico necessario para 0 desenvolvimento destas
caracteristicas de adaptacéo (Pitaet al., 2005).

Diante do exposto, os melhoristas buscam selecionar os melhores genétipos com base
em um equilibrio entre as caracteristicas que aumentam o crescimento/producdo com aquelas
gue proporcionam maior toleréncia ao déficit hidrico (Pita et al., 2005). Dentre as
caracteristicas consideradas relevantes nestes estudos, destacam-se o potencia hidrico foliar
(Morgan, 1992), o potencial osmético, o contetido relativo de dgua (Gesch et a., 1992), a
condutancia estomética e a transpiragdo (Eckstein e Robinson, 1996).
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A busca dos melhores gendtipos para certas condigdes ambientais ou bioldgicas
também envolve a compreensdo da arquitetura genética das caracteristicas que serdo
utilizadas para desenvolvimento dos mesmos, ou segja, das relagdes entre os fatores genéticos e
ambientais. A partir da identificacdo de uma regido de QTL ha a possibilidade da
identificagdo de um gene especifico, entretanto tal regido pode conter dezenas de genes
relacionados, portanto dificultando a andlise. Além disso, o intervalo do QTL mapeado e as
interacdes que podem ocorrer entres 0s genes, como epistasia, também deixam as andlises
mais complexas (Broman e Sen, 2009).

Diversos genes ja foram identificados como diferencialmente expressos nas espécies
vegetai s submetidas a condi¢des de déficit hidrico. Segundo Street et al. (2006), entre os
genes upregulated, ou seja, 0s genes que aumentam sua expressao devido a sinalizagéo celular
recebida, estdo os genes ligados ao fator de ligagdo e a0 modulador negativo da atividade do
acido abscisico (ABA), as enzimas de conjugacdo da ubiquitina, as proteinas de resposta
precoce, genes envolvidos no fechamento de estdmatos induzidos por ABA, além dos genes
relacionados a osmoprotetores, chaperonas, glutationa-transferase, fatores de transcricéo
(bzips, familia zinc finger e familia myb), dcool dehidrogenase, entre outros. Ja entre os genes
downregulated, ou sgja, que genes diminuem sua expressdo durante o estresse hidrico estdo os
genes rel acionados ao nimero de ciclos celulares e ao controle da expansdo foliar.

Villar et a. (2011) compararam os perfis de expressdo dos genes de duas espécies
hibridas comerciais de Eucalyptus que diferiam em produtividade durante a estacéo de seca.
Neste estudo, os autores demonstraram que a capacidade de expressar um amplo conjunto de
genes em resposta a disponibilidade de dgua é uma caracteristica essencial para a manutencao
do crescimento/producdo da planta durante o periodo de déficit hidrico. Além disso, também
observaram gue a diminui¢do da atividade fotossintética associada a grandes mudangas na
expressdo de genes relacionados ao metabolismo primério pode ser uma das estratégias que a
planta adota durante o déficit hidrico (Villar et al., 2011).

Todos estes estudos contribuem com informagdes importantes para a compreensao da
arquitetura genética para a tolerancia ao déficit hidrico no género Eucalyptus. Contudo, ndo
foram relatados trabalhos que descrevessem possiveis QTLs envolvidos nos mecanismos de

toleréncia a este estresse no género.
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2.2. Marcador es moleculares

Os marcadores molecul ares s80 marcadores genéticos baseados em qualquer alteragdo
na sequéncia de DNA, podem estar relacionados a um gene expresso ou regido gendémica
especifica (Ferreira e Grattapaglia, 1998) e permitem a diferenciacdo entre dois ou mais
individuos. Os marcadores moleculares identificam regides especificas do genoma (locus) e
as variagdes genéticas devido ao tamanho ou sequéncia de nucleotideos que podem existir em
um anico locus. Estas variagBes sdo denominadas de alelos (Griffiths et a., 2006).

Entre os primeiros marcadores moleculares desenvolvidos estdo os marcadores RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), gerados a partir da técnica de Southern Blot
(Botstein et a., 1980). Estes marcadores sdo do tipo codominante, ou sga, permitem a
diferenciacdo de gendtipos com aelos homozigotos e heterozigotos, e por isso sdo
considerados mais informativos. Contudo, devido a técnica utilizada para a sua obtencdo ser
muito laboriosa, outros marcadores codominantes foram desenvolvidos a partir da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mullis et al., 1986), como os microssatélites (Litt e Luty,
1989) e os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Wang, 1998).

A PCR consiste em uma técnica que permite a amplificacdo de qualquer regido
gendmica sem a necessidade de clonagem ou isolamento de grandes quantidades de DNA
gendbmico ultra puro. Esta técnica caracteriza-se por ser uma reacdo de amplificacéo
exponencia de pequenas sequéncias de DNA com o auxilio de oligonucleotideos iniciadores
(primers) que se ligam a regides complementares no DNA.

Além dos marcadores codominantes também existem os marcadores dominantes. Estes
marcadores apresentam apenas duas classes, presenca ou auséncia do marcador, e, portanto,
identificam apenas alelos dominantes e recessivos, ndo sendo possivel identificar loci
heterozigotos. Apesar de n&o fornecerem muitas informagoes sobre os alelos, os marcadores
dominantes sdo altamente polimérficos, ou sgja, amplificam muitos loci. Como exemplos de
marcadores dominantes destacam-se os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Williamset a., 1990) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Voset al.,
1995).

2.2.1. Marcador es microssatélites

Os microssatélites (Litt e Luty, 1989), também conhecidos como SSR (Smple
Sequence Repeats) (Tautz, 1989), sdo pequenas repeticoes em tandem de segmentos curtos de
DNA, gerdmente de um a sete nucleotideos (motivos). Estas sequéncias repetitivas estéo

distribuidas em abundancia nos genomas das diferentes espécies. A obtencdo destes
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marcadores € por meio da andlise dos produtos de PCR gerados com primers especificos que
flanqueiam as regides com microssatélites. As analises podem ser redlizadas através de géis
de eletroforese de ata resolucdo com deteccdo das fluorescéncias dos primers em
sequenciadores automaticos de DNA. A técnica permite que diferencas nos pares de bases de
cada fragmento sgjam identificadas, e os diferentes tipos de fragmentos sdo denominados de
aelos. Assim, os marcadores microssatélites sdo caracterizados como marcadores
codominantes, podendo ser classificados como homozigotos e heterozigotos.

Em plantas, as andlises genéticas com microssatélites sdo empregadas em testes de
genotipagem, paternidade, caracterizacdo do germoplasma e estudos com genética de
populacdes (Faria et al., 2011). Para estes testes, os marcadores SSR sdo amplamente
utilizados, pois aém de serem codominantes, s@o multialélicos, atamente variaveis,
facilmente reproduziveis e podem ser analisados em sistemas multiplex (andlises de varios
microssatélites em uma Unica reacéo) (Brondani et al., 1998).

Os microssatélites estdo amplamente dispersos no genoma, podendo ser encontrados
em regides codificadoras e ndo codificadoras do genoma, porém com frequéncia maior em
regioes codificadoras, especiamente em regides ditas UTRs (untraslated regions) (Morgante
et a., 2002). Essa caracteristica permite o desenvolvimento de marcadores microssatélites a
partir da andlise de sequéncias depositadas em bancos de dados. Estas sequéncias sdo, na
grande maioria, sequéncias expressas (ESTs — Expressed Sequence Tags) e com o auxilio de
programas computacionais especificos pode-se redlizar a busca dos motivos. Apds a
identificagdo dos microssatélites por meio das bibliotecas de ESTs, sdo desenhados primers
gue flanqueiam as repeticdes para que os loci microssatélites possam ser amplificados pela
PCR. Estes primers daréo origem a marcadores microssatélites derivados de ESTs (SSR-
EST), que sdo vantgosos nos estudos de busca por genes, por poderem fazer parte do gene
controlador do caréter (Thiel et al., 2003).

Em Eucalyptus, a utilizacdo de marcadores microssatélites, derivados de regides
gendmicas, se deve ao elevado polimorfismo e facilidade de obtencéo, auxiliando nos estudos
de diversidade genética (Marcucci-Poltri et al., 2003), relacdes filogenéticas (Ochieng et al.,
2007) e mapeamento genético (Brondani et al., 1998). Entretanto, os marcadores derivados de
regibes gendmicas ndo proporcionam alta precisdo de genotipagem devido a pequenas
diferencas no numero de pares de nucleotideos entre os alelos, o que dificulta a comparacdo
dos resultados entre laboratorios diferentes e a total reprodutibilidade dos dados (Faria et a.,
2011). Ja os SSR-EST, por serem derivados de regides expressas, sa0 conservados e permitem

a elevada reprodutibilidade dos dados. Portanto, apos a divulgacdo dos estudos sobre a
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abundancia dos marcadores SSR-EST em Eucalyptus (Ceresini et al., 2005; Rabello €t al.,
2005; Fariaet al., 2010), passou-se a associar estes dois tipos de marcadores, especiamente

em estudos de mapeamento de QTLSs.

2.2.2. MarcadoresAFLP

Os marcadores AFLP sdo gerados a partir da completa digestdo do DNA com enzimas
endonucleases, seguida das etapas de amplificacdo seletiva por PCR e eletroforese do
conjunto de fragmentos em géis de poliacrilamida desnaturante, resultando em um perfil
polimorfico para cada amostra de DNA (Vos et a., 1995). Os fragmentos sdo gerados de
acordo com a distribuicdo dos sitios de restri¢éo das enzimas e com a complementaridade dos
primers utilizados na amplificagdo seletiva. As diferencas de peso molecular entre os
fragmentos amplificados determinam o nivel de polimorfismo dos gendtipos avaliados.

Apesar de algumas limitagdes como a necessidade de amostras de DNA de ata pureza
e envolver vérias etapas para obtencdo dos resultados, a técnica para obtencdo de marcadores
AFLP é eficiente na busca de loci polimdrficos, principalmente nos casos em que a
variabilidade genética € baixa. Além disso, ndo requerem informagdes prévias das sequéncias
do genoma, visto que 0s primers possuem uma parte baseada nas sequéncias dos adaptadores
ligados as regides de corte das enzimas e outra parte constituida de nucleotideos aleatérios.
Esta técnica é muito utilizada em espécies agrondmicas e florestais, pois detecta um grande
nimero de fragmentos (entre 50 e 800 pb) e possibilita a andlise de varios loci
simultaneamente (Meudt e Clarke, 2007).

A técnica de AFLP mostrou-se satisfatéria na identificacdo de marcas ligadas a
caracteristicas de interesse econdmico nas espécies vegetais, pois foram identificados
marcadores e genes ligados a toleréncia a estresses abioticos (Raman et al., 2002; Altinkut et
al., 2003; Kang et al., 2010), a resisténcia a doencas (Ouédraogo et al., 2001; Petro et a.,
2011), a reproducdo (Agarwal et al., 2011) entre outras caracteristicas. Além disso, os
marcadores AFLP ao serem utilizados no mapeamento genético podem ser uma poderosa
ferramenta quando combinada a caracteristicas fenotipicas para 0 mapeamento de QTLs. Em
Eucalyptus, por exemplo, a combinacdo de marcadores AFLP com marcadores mais
informativos, como os microssatélites, foram utilizados na elaboracdo de mapas para posterior
busca por QTLs (Freeman et al., 2006).
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2.3. Mapeamento genético

Os experimentos de Gregor Mendel (1860) estabel eceram as relacdes entre fendtipo e
gendétipo permitindo a compreensdo dos mecanismos de hereditariedade. Baseados nestes
experimentos, Tomas Hunt Morgan e colaboradores em 1910 observaram distor¢coes das Leis
de Mendel em Drosophila melanogaster. Morgan, entdo, definiu como causa das distor¢oes
as trocas de segmentos entre os cromossomos homélogos, processo denominado como
permuta ou crossing-over (Carneiro e Vieira, 2002). Os individuos em que a permuta
ocorresse, processo que pode ocorrer ao longo de todos 0S cromossomos, passaram a ser
denominados como recombinantes, ou seja, possuiam fendtipos diferentes dos pais. Com isso
surgiu a base tedrica dos estudos de mapeamento.

Sturtevant (1913), analisando os eventos de permuta sugeriu que as frequéncias de
aparecimento dos individuos recombinantes poderia ser uma medida da fracdo de
recombinacéo entre os genes, visto que a possibilidade de recombinacdo no cromossomo &
maior para genes mais distantes do que para agueles mais proximamente ligados. Com base
nessas premissas, pode-se realizar 0 mapeamento genético, onde a taxa de recombinacdo entre
osloci é utilizada na ordenacéo e posicionamento dos genes nos grupos de ligacdo (Carneiro e
Vieira, 2002). Os grupos de ligacdo séo representactes lineares do posicionamento dos loci
(marcadores) nos cromossomos.

Inicialmente, 0s mapas genéticos nas espécies vegetais eram baseados em marcadores
morfologicos e citoldgicos, que se originavam de estoques cromossdmicos, ou segja, da
presenca de aneuploidias, translocagoes, delecdes e inversdes (Carneiro e Vieira, 2002).
Entretanto, os estoques cromossdmicos limitavam o mapeamento genético a apenas algumas
espécies, pois eram restritos as espécies com citologia conhecida. A descoberta das
isoenzimas (Markert e Moller, 1959), entdo, possibilitou a construcéo de mapas genéticos em,
potencialmente, todas as espécies de plantas. Contudo, 0s marcadores isoenziméaticos também
geram baixa quantidade de loci isoenziméticos (menos de 30 loci), o que € uma condicéo
limitante para os estudos de mapeamento (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Somente a partir do
desenvolvimento e utilizagdo dos marcadores moleculares € que os mapas genéticos passaram
a ser saturados com um nimero ilimitado de marcadores, sendo uma alternativa para qual quer
espécie (Carneiro e Viera, 2002).

A obtencdo dos mapas genéticos envolve vérias etapas. (i) escolha de populaces
segregantes adequadas; (ii) genotipagem dos loci na populagdo de mapeamento e nos seus
genitores; (iii) verificagdo da segregacdo individual dos loci e (iv) andlise estatistica do
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conjunto dos dados gerados para a verificagdo de ligagéo, ordenacdo dos marcadores nos
grupos de ligacdo e estimativa das distancias entre os loci (Tanksley, 1993).

As populacdes segregantes podem ser popul agdes experimentais, e as mais utilizadas
s80 as populagdes de retrocruzamentos, populacéo F2, linhagens endogéamicas recombinantes
(RILs), delineamento 111 e populagdes F1's segregantes. Para a geragéo destas populacoes,
com excegdo das F1's segregantes, € necessario a obtencdo de linhagens endogamicas. Nas
espécies com populacBes F1's segregantes, 0s genitores sdo altamente heterozigoticos e,
devido a depressdo por endogamia, autoincompatibilidade, dioicismo e tempo para a obtencédo
de geracdes, ndo € possivel gerar linhagens endogamicas.

As populacbes F1's segregantes possuem varios alelos segregando para cada locus.
Além disso, a fase de ligacdo dos marcadores € desconhecida, uma vez que ndo ha
informagBes das geragOes precedentes. Assim, para contornar essas caracteristicas, foram
desenvolvidas diferentes abordagens, como a estratégia do pseudo-testcross (Grattapaglia e
Sederoff, 1994). Esta estratégia utilizou apenas marcadores dominantes e se baseou nos
principios dos retrocruzamentos com linhagens endogamicas, com isso, eram gerados dois
mapas de ligacdo, um de cada genitor. Porém, a presenca exclusiva de marcadores dominantes
dificulta a andlise detalhada do genoma e néo possibilita estimar diretamente as diferencas de
recombinacéo entre os genitores (Maliepaard et al., 1997). Esta estratégia também néo
possibilita a utilizagdo de marcadores com outros tipos de segregacéo e ndo permite integrar
em um Unico mapa 0s marcadores que segregam para cada genitor. Logo, manteve-se ainda a
necessidade da geracdo de um mapa integrado o que serviu de estimulo para a criacdo de
estratégias que buscavam estimar as fases de ligacOes entre os loci (Maliepaard et a., 1997).

A construcdo de mapas de ligacdo pode utilizar métodos baseados em estimativas de
maxima verossimilhanca da frequéncia de recombinacdo entre os marcadores e, também,
algoritmos para determinar a ordenagdo dos marcadores nos grupos de ligagéo. Para isso,
foram desenvolvidos programas computacionais com base no método da maxima
verossimilhanca, como o LINKAGE-1 (Suiter et al., 1983); MAPMAKER (Lander et al.,
1987); GMendel (Liu e Knapp, 1990); JoinMap (Stam, 1993); OneMap (Margarido et al.,
2007) entre outros.

Mesmo apds um século dos estudos de Morgan, os mapas genéticos ainda sdo
considerados uma importante ferramenta na caracterizacdo da arquitetura genética e
gendbmica. Mapas genéticos com alta resolucdo permitem descobertas a partir da comparagéo
entre 0s genomas das espécies e sao indispensavei s no posicionamento preciso das sequéncias

geradas pelas novas tecnologias de sequenciamento (Lewin et al., 2009). Assm, o
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mapeamento genético auxilia nos programas de melhoramento, visto que um ou mais
marcadores podem estar ligados a um ou mais genes responsaveis por caracteristicas
qualitativas e quantitativas (Bhering e Cruz, 2008).

Nas especies florestais, a maioria das caracteristicas de interesse econdmico Ssao
caracteristicas quantitativas, como as caracteristicas envolvidas na floragdo, qualidade da
madeira, tolerdncia ao frio e a déficit hidrico (Krutovsky e Neale, 2005). No género
Eucalyptus, as progénies estudadas sdo populagbes F1's segregantes, e 0 primeiro mapa
genético da espécie foi proposto por Grattapaglia e Sederoff (1994). Este trabalho possibilitou
diversos outros para as espécies do género, como 0 mapeamento realizado por Marques et al.
(1998), gue utilizou marcadores AFLP e clones das espécies E. tereticornis e E. globulus. O
desenvolvimento e a utilizagdo de marcadores moleculares mais informativos, como 0s
microssatélites, na construcdo de grupos de ligacdo das espécies E. grandis e E. urophylla
mostrou-se eficiente e possibilitou a geracdo de um mapa genético referéncia para o género
(Brondani et a., 2006).

Com as informagdes fornecidas pelos marcadores moleculares, € possivel mapear
individualmente os loci que controlam os QTLS, 0 que € essencial para o entendimento da
herancas dos caracteres poligénicos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Com a construcdo dos
mapas genéticos em Eucalyptus, passou-se a buscar o mapeamento de QTLs de caracteristicas
relacionadas a propriedades da madeira (Gion et a., 2011), crescimento (Freeman et a.,
2009), resisténcia a doencas (Mamani et al., 2010), producdo de metabdlitos (O’ Reilly-
Wapstra et d., 2011), entre outras caracteristicas de interesse dos programas de melhoramento

genético.

2.4. Anélise e mapeamento de QTLs

O mapeamento de QTLs permite que sejam detectados os loci que contribuem na
variacdo de uma caracteristica quantitativa. Por meio de cruzamentos experimentais, tais loci
s80 mapeados e identificados, e permitem que sgjam feitas inferéncias em todo o genoma
sobre as relagdes entre gendtipo e fendtipo de caracteristicas quantitativas. Tal procedimento
auxilia na compreensdo da arquitetura genética, pois a partir destas inferéncias, podem-se
obter informacdes sobre posicdo, numero, efeitos pleiotropicos dos QTLS, interagdes dos
alelos dos QTLs dentro e entre os loci e interagdes entre QTLS e ambientes (Zeng et a.,
1999). A deteccao e mapeamento dos QTLs possibilitam, portanto, 0 melhor entendimento do
controle genético das caracteristicas quantitativas, que possuem importancia agrondémica e

econdmica, e, eventualmente, permite a realizacéo da selecéo assistida em algumas espécies.
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A localizagdo de um QTL pelaligacéo ao locus marcador baseia-se naligagdo genética
entre os marcadores e 0 QTL, e depende da existéncia de desequilibrio de ligagcdo entre os
mesmos, o0 qual gera efeitos quantitativos associados ao marcador, que pode ser detectado e
estimado por meio de andlises estatisticas adequadas. Se diferencas entre as médias dos
fendtipos referentes as classes de marcas moleculares sdo identificadas, pode-se inferir que ha
um QTL ligado ao marcador (Falconer e Mackay, 1996).

Com a grande quantidade de informacdo molecular disponivel atualmente é fécil
constatar que diferentes poligenes apresentam, em geral, efeitos desiguais para a maioria das
caracteristicas. Pelos varios QTLs detectados experimentalmente, a propor¢do cumulativa
explicada tem variado de 30 até 70% dependendo de diversos fatores, tais como o cruzamento
analisado, a caracteristica analisada, o delineamento experimental e a resolucéo do mapa em
termo de nimero de marcadores (Bernardo, 2002).

Os valores das estimativas de herdabilidade de uma caracteristica, apesar de serem
especificos para 0s gendtipos e ambientes distintos, podem ser Uteis no fornecimento de
informagdes iniciais. Intuitivamente, a probabilidade da existéncia de genes de maior efeito
para uma caracteristica de baixa herdabilidade € menor comparada as caracteristicas de
herdabilidade alta. Entretanto, ndo se podem descartar possiveis experimentos de mapeamento
de QTLs baseando-se nisso, pois mesmo com baixa herdabilidade, as caracteristicas ainda
poderiam exibir QTL de maior efeito, podendo, assim, fazer com que a selegdo assistida por
marcadores tenha maior impacto (Grattapaglia, 2001).

Ao longo dos anos foram sendo desenvolvidos diferentes métodos de deteccéo e
estimacdo de QTLs. As metodologias abrangem desde técnicas simples como a anadlise de
marcas individuais até modelos que incluem simultaneamente multiplas regides do genoma
(Weller, 1986; Lander e Botstein, 1989; Zeng, 1994; Kao e Zeng, 1997; Kao et al., 1999).

A andlise de marcas individuais baseia-se na comparagdo entre as médias das classes
genotipicas dos marcadores e na distribui¢éo dos valores da caracteristica que € examinada
separadamente para cada marcador. Nesta andlise cada teste é realizado independentemente
da informag&o dos outros loci e pode ser realizada por meio de testes estatisticos como o teste
t, andlise de variancia, regressdo linear ssimples e teste da raz&o de verossimilhanca (Lynch e
Walsh, 1998; Waeller, 1986). As suas principais vantagens sdo a simplicidade e rapidez de
execucao, além disso ndo é necessario o conhecimento da posi¢éo dos marcadores no genoma,
0 que faz que esta andlise segja muito utilizada como um passo preliminar para a utilizagdo de
metodologias mais complexas. Mediante uma andlise de varredura de todas as marcas

existentes no genoma e eliminacdo das marcas consideradas menos informativas pode-se
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contribuir para o aumento da eficiéncia de metodologias mais complexas, como 0os métodos
de mapeamento por intervalo composto e mdltiplo (Zeng, 1994; Kao e Zeng, 1997). Portanto,
faz-se necesséaria a utilizagdo de outras metodologias, pois a andlise de cada marcador
individualmente ndo permite a distincdo entre posic¢éo e efeito dos QTLSs, resultando em baixo
poder de deteccdo quando os marcadores ndo saturam completamente no genoma e/ou quando
as amostras sd0 pequenas (Broman, 2001), além disso ndo € possivel inferir sobre a
localizagéo dos QTLs.

Buscando contornar as limitacfes da analise de marcas individuais, Lander e Botstein
(1989) propuseram o método de mapeamento por intervalo (Interval Mapping - IM). Esse
método considera um par de marcadores adjacentes para inferir se ha um QTL contido nessa
regido e, assim, dentro de um intervalo, vérias posicoes sdo testadas para a presenca de um
QTL. Essa abordagem combina a andlise de marcas individuais com estatisticas baseadas em
verossimilhanca, por meio de um modelo de regresséo linear ssimples. Com o0 emprego dessa
metodologia € possivel inferir a provavel posicdo dos QTLs ao longo do genoma, uma vez
gue se tem conhecimento do mapa de ligacdo. Contudo, o IM n&o considera todos os
marcadores simultaneamente, portanto desconsiderando a interferéncia de possiveis QTLS
fora do intervalo analisado. Toda a variacéo genética devido a estes outros QTLs é residual, o
gue pode diminuir a precisdo das estimativas e o poder dos testes. Assim, podem ocorrer
falsos positivos, também chamados de “ QTLs fantasmas’ (Martinez e Curnow, 1992).

Zeng (1994) e Jansen e Stam (1994), de forma independente, propuseram modelos
que, aém de considerar os marcadores adjacentes ao intervalo sendo mapeado, levam em
consideracdo o efeito dos marcadores localizados em outras regides do genoma (cofatores),
aumentando o poder do teste e eliminando os “QTLs fantasmas’. A denominacdo proposta
por Zeng (1994) foi mapeamento por intervalo composto (Composite Interval Mapping -
CIM) e a proposta por Jansen e Stam (1994) foi de mapeamento multiplo de QTL (Multiple
QTL Models - MQM).

Os model os propostos combinam o método IM com um modelo de regressdo multipla
e assim controlam a variagdo fora do intervalo investigado. A inclusdo de cofatores com
efeitos significativos sobre o QTL do intervalo analisado diminui o residuo do modelo,
aumentando o poder de deteccdo de QTLs, além de melhorar consideravelmente as
estimativas de efeito e posicdo. A selecdo dos cofatores é baseada nos dados experimentais e
pode ser realizada por meio dos resultados gerados pelo IM. Assim, os marcadores mais
préximos da posicéo estimada do QTL no mapa ou mesmo 0s dois marcadores adjacentes

desta posicéo podem ser utilizados como cofatores. Entretanto, a inclusdo excessiva de varios
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marcadores como cofatores pode reduzir sensivelmente a precisdo do método em funcéo de
superparametrizagoes (Lynch e Walsh, 1998).

Os métodos CIM ou MQM detectam efeitos de QTLs em diferentes regides gendbmicas
separadamente, portanto ndo € possivel ser diretamente estendida para andlise de epistasia
(Zeng et a., 1999). Paraisso, Kao et al. (1999) desenvolveram o modelo de mapeamento de
multiplos intervalos (Multiple Interval Mapping - MIM) que incorpora a estimativa de
epistasia ao modelo.

O mapeamento de QTLs relacionados a caracteristicas de toleréncia ao déficit hidrico
tem sido realizado em diferentes espécies vegetais comerciais, como arroz (Nguyen et al.,
2004), milho (Lu et al., 2006) , cevada (Guo et a., 2007), trigo (Mathews et al., 2008),
algoddo (Levi et a., 2009) e amendoim (Ravi et a., 2011). Estes estudos demonstram a
complexidade da toleréncia ao déficit hidrico, visto que esta associada a muitos QTLS, sendo
alguns QTLs de pegueno efeito e epistaticos. Entretanto, os estudos com toleréncia ao déficit
hidrico ainda ndo identificaram QTLSs nas espécies de Eucalyptus.

A tolerancia a seca depende de gjustes fisiol6gicos que ocorrem em diversos 0rgaos,
envolve a interagdo de cascatas de sinalizacdo e, portanto, assume-se que possui respostas
integradas de nivel molecular a planta inteira (Cohen et al., 2010). Com isso, 0 mapeamento
de QTLs, passa a ser uma forma eficaz de identificacdo de componentes especificos que

possibilitam a avaliacdo direta das respostas ao estresse por déficit hidrico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificacdo de regides gendmicas associadas ao déficit hidrico em Eucalyptus.

3.2. Objetivos especificos

- Construcéo de mapa genético para posicionamente dos marcadores nos grupos de
ligacao;

- Identificacgo e andlise de QTLs para caracteristicas relacionadas a0 estresse por
déficit hidrico em uma progéni e segregante de Eucal yptus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

O materia vegetal consistiu de uma progénie segregante gerada a partir do cruzamento
entre dois clones hibridos (E. urophylla x E. grandis) pertencente a0 Programa de
Melhoramento da Empresa Fibria Celulose e Papel S/A e classificados como sensivel e
tolerante ao déficit hidrico. Esta progénie F1 foi composta por 195 irmaos-completos.

Os parentais e os 195 individuos desta progénie foram avaliados por meio de
caracteres fisiol6gicos para determinacéo dos fendtipos relacionados a tolerancia ao déficit
hidrico. Amostras de folhas jovens destes materiais foram coletadas e utilizadas nas andlises

de genotipagem.

4.2. Analises fenotipicas

As avaliactes fenotipicas foram realizadas pelo grupo de pesquisa coordenado pelo
Prof. Dr. Rinaldo César de Paula do Departamento de Producdo Vegetal, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veerinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal — SP. O local dos experimentos foi a casa de vegetacdo do Viveiro Experimental
de Plantas Ornamentais e Florestais da FCAV, localizado na cidade de Jaboticabal - SP.

Os 195 individuos da progénie foram divididos em grupos e avaliados em etapas. Os
parentais foram avaliados em todos os experimentos realizados para avaliagdo da progénie e
foram utilizados como controle, permitindo assim a comparagdo dos individuos avaliados em
experimentos diferentes. Todos os gendtipos foram avaliados em estadio de muda com cerca
de 70 dias. Todas as mudas foram submetidas a dois regimes de irrigacdo, sendo um regime
sem restri¢do na disponibilidade de agua (testemunha) e outro com airrigacdo suspensa até o
aparecimento dos primeiros sintomas de estresse por déficit hidrico, correspondente a murcha
(estressado). O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, no esquema fatorial ¢
X 2 (c clones e 2 regimes de irrigacéo), com quatro repeticoes.

Os caracteres fisiol0gicos utilizados para caracterizacgo fenotipica da progénie quanto
atolerancia ao déficit hidrico foram: taxa liquida de fotossintese (A), conduténcia estomética
(gs), transpiracéo (E), eficiéncia intrinseca (A/E) e instantdnea no uso da agua (A/gs),
conteido relativo de &gua nas folhas (CRA), eficiéncia fotoquimica do fotossistema I
(Fv/Fm), indice de contetdo de clorofila (ICC) e potencia hidrico foliar (¥f). A avaliacéo
destas caracteristicas foi realizada assim que os primeiros genétipos manifestavam sinais de
estresse hidrico. Deta hes da metodol ogia foram descritas por Vellini (2007).
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Em cada experimento, as plantas foram submetidas a varios periodos de estresse e as
analises estatisticas foram realizadas considerando as médias obtidas em cada experimento.
Os dados fenotipicos recebidos foram analisados através da rotina proc mixed do programa
SAS® (Littell et al., 1996) por meio de andlises univariadas para cada caracteristica. Os efeitos
de gendtipo (individuos da progénie dentro de cada combinagdo de bloco, tratamento e
época), tratamento (estressado e controle) e interacdo entre gendtipo e tratamento foram
considerados efeitos fixos; e os efeitos de bloco e interagcdo entre bloco e tratamento foram
considerados aeatorios. As médias gjustadas pelo método dos quadrados minimos (L SMeans)

obtidas foram utilizadas nas andlises de QTLs.

4.3. Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o método de CTAB descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1998), com modificacBes. As folhas mais jovens amostradas foram maceradas
com o auxilio de nitrogénio liquido e homogeneizadas com 700 pL de solucédo de extracéo
(com 2% de CTAB plv, 1% de PVP p/v e 2ul de p-mercaptoetanol por ml). Em seguida, a
solucdo resultante foi deixada a 65°C em um intervalo de 40 a 60 minutos. A primeira
extracao foi realizada com 600 pL de cloroformio-alcool isoamilico (CIA 25:1) misturando-se
a solucao no equipamento vortex com posterior centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos.

Com a centrifugagdo ocorreu a separacdo do material genético dos demais
componentes das folhas, constatando-se a formagdo de trés fases de solucdo. A fase superior
foi transferida para outro tubo para ser utilizada em uma nova etapa de extracdo e as demais
foram descartadas. Destaca-se aqui a necessidade de um protocolo com mais etapas de
lavagem do material, visto que para a execucdo da técnica de AFLP necessita-se de um DNA
de elevada pureza. Assim, a solucdo extraida da primeira etapa foi submetida a uma nova
extragdo com a adicdo de 100 pL de CTAB 5% e repeticdo das etapas de adicdo de CIA
descritas anteriormente, homogeinizacdo em vortex, centrifugacdo e separacdo da fase
superior da solucéo.

A solucgo final foram adicionados 400 L de & cool isopropilico gelado e centrifugada
nas mesmas condic¢des anteriores. Posteriormente, observou-se a formagdo de um precipitado
e caso este ndo se formasse, a etapa anterior era repetida. O sobrenadante do tubo foi
descartado e o precipitado lavado com 800 uL de etanol 70% por 10 minutos, com posterior
lavagem com 800 pL etanol 95% por 3 minutos.

O precipitado foi seco em estufa a aproximadamente 50°C e ressuspendido em 100 pL
de tampéo TE (10 mM de Tris, 1 mM de EDTA, pH 7,5) contendo 10 mg/uL de RNAse. Para
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que ocorresse a digestdo RNA pela RNAse, a solucéo foi incubada a 37°C até a diluicdo do
precipitado por um periodo de até 120 minutos.

A verificagdo da integridade do DNA obtido foi realizada apés eletroforese nas
condicdes de 3 V/cm por 1 hora a 25°C em tampdo TBE 1X em gel de agarose 1%
(Invitrogen) corado com brometo de etideo. As amostras também foram quantificadas e a
andlise da pureza observada em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000). A partir dos
resultados gerados, 0 DNA de cada amostra foi diluido para a concentracéo final de 100

ng/uL.

4.4. M ar cador es microssatélites

A genotipagem da progénie segregante com o0s marcadores microssatélites foi
redizada pela empresa Heréditas (BrasiliaDF). As andlises utilizaram 120 loci de
microssatélites (SSR e SSR-EST) previamente localizados em grupos de ligacéo descritos por
Brondani et al. (1998, 2002, 2006) e por Faria (2008) e Faria et al. (2011). O protocolo de
andlise dos loci, condicdes de reacdo PCR, deteccdo e genotipagem automatizada em
sequenciador ABI Prism 3100XL foram descritos anteriormente por Fariaet a. (2010).

4.5. Marcadores AFLP

O protocolo utilizado nas reactes de AFLP foi o desenvolvido por Vos et a. (1995)
adaptado por Hazen & Ward (2010)
(https://www.msu.edu/user/hazensam/aflp/AFL PprotocolMSU.html)  com  modificagdes.
Portanto, para a reacao de digestdo foram utilizados 250 ng de DNA, 0,625 U da enzima Msel
e da enzima EcoRl, 1,25 pL do tampéo universal 10X (100 mM de Tris-acetato pH 7.5, 100
mM de acetato de magnésio, 500 mM de acetato de potéssio), 0,5 uL de BSA (10ug/uL) (New
England) em um volume final de 50 pL. A reagéo foi incubada a 37°C por 16 horas.

Para a verificagéo do resultado, 250 ng do produto da digestdo foi aplicado em gel de
agarose 0,8%, submetido a eletroforese por 50 minutos em tampédo TBE 1X (Tris-noBorato-
EDTA) e corado com brometo de etideo para visualizagdo em transiluminador de luz UV. Em
seguida, as enzimas do restante do produto da digestédo foram desnaturadas por inativacéo
térmicaa 70°C por 15 minutos.

O passo seguinte foi a ligacdo dos adaptadores. Este passo foi realizado com os
adaptadores forward e reverse da EcoRI (diluidos a 5 pM em solugdo contendo 0,5X de
tampdo universal 10X) e os adaptadores forward e reverse da Msel (diluidos a 50 pM em
solugdo 0,5X de tampdo universal 10X) (Tabela 1). Redlizou-se a hibridizacdo dos
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adaptadores em termociclador, modelo PTC-100 (MJ Research), por 10 minutos a 65°C, 10

minutos a37°C e 10 minutos a 25°C.

Tabela 1. Enzimas e sequéncias dos adaptadores e dos primers utilizados nas reagcdes de
amplificagdo.

Enzimas Adaptadores e primers Sequéncia de nucleotideos
EcoRl Adaptadores 5" CTCGTAGACTGCTACC 3
5 AATTGGTACGCAGTCTAC I
primersda pré-amplificagdo N: Aou T 5" GACTGCGTACCAATTCN 3

primers da amplificag8o seletiva NNN: AAA, AAC,
AAG, ACA, ACC, ACG, ACT, AGA, AGC, AGG, 5 GACTGCGTACCAATTCNNN 3
TAC, TAG, TAT, TCG, TTC,TTG, TTT.

Msel Adaptadores 5 GACGATGAGTCCTGAG 3
5 TACTCAGGAACTCAT 3
primers da pré-amplificagdo N: G ou C 5" GATGAGTCCTGAGTAAN 3

primers da amplificago seletiva NNN: CGG, CGT,
CTA, CTC, CTG, CTT, GAA, GAC, GAG, GAT,
GCC, GCG, GCT, GGA, GGC, GGG, GGT, GTA,
GTC, GTG, GTT.

5 GATGAGTCCTGAGTAANNN 3

A ligagdo com os fragmentos de DNA foi realizada em uma reagéo contendo 2 puL de
tamp&o da enzima T4 DNA Ligase (10X) (Invitrogen), 5 e 50 pM de cada um dos adaptadores,
2 U de T4 DNA Ligase (Invitrogen), 4 uL de agua ultrapura e 40 puL de solucdo de DNA
digerido. A ligacéo foi realizadaa 17°C por 16 horas.

Para as reaces de pré-amplificacdo foram utilizadas combinagdes de primers com
sequéncias complementares a cada um dos adaptadores mais um nucleotideo seletivo na
extremidade 3' (Tabela 1). As reacdes de pré-amplificagdo foram compostas por 0,25 uM de
cada um dos primers com apenas um nucleotideo; 10 uL de PCR Master Mix 2X (Promega),
6 UL de Nuclease Free Water (Promega) e 2 uL de DNA digerido e ligado, em um volume
final de 20 pL. O programa para pré-amplificagcdo no termociclador modelo PTC-100 (MJ
Research) foi de 94°C por 2 minutos, 26 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 5 minutos. Posteriormente, o produto desta
reacao foi diluido em 80 uL de &gua ultrapura estéril.

Nas reagOoes de amplificagdo seletiva foram utilizados adaptadores e primers com

sequéncias contendo dois nucleotideos seletivos a mais na extremidade 3' (Tabela 1) e foram
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compostas por 0,5 UM de cada primer; 10 pL de PCR Master Mix 2X (Promega), 6 uL de
Nuclease-Free Water (Promega) e 2 uL de reacdo de pré-amplificagdo diluida, com o volume
final de 20 L. O programa para amplificagéo seletivafoi de 94°C por 2 minutos, 12 ciclos de
94°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com queda de 0,7°C
em cada ciclo, 23 ciclos de 94°C 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto,
com extensdo final de 72°C por 2 minutos.

A selecdo das enzimas e das combinacdes de primers realizou-se baseada no trabalho
de Gaiotto et al. (1997), que demonstrou que estas combinagdes produzem fragmentos mais
definidos e de fécil visualizacdo, apesar de serem em menor nimero.

Apbs a amplificacdo seletiva foram adicionados 2,5 pL de tampédo de carregamento
(10 mL de formamida; 200 pL de EDTA 0,5M pH 8,0; 10 mg de azul de bromofenol e 10 mg
de xileno cianol). Em seguida, as amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 94°C e
submetidas a el etroforese em gel de poliacrilamida 6% de 0,5 mm de espessura com o sistema
“Sequi-gen GT” (BioRad) de 38 x 50 cm. A pré-corrida foi realizada a poténcia constante de
80 W por 2 horas em média, seguida de corrida eletroforética por 3 horasa 80 W.

Para a revelagcdo dos géis foi utilizado o método de coloragdo com nitrato de prata de
acordo com o protocolo proposto por Creste et a. (2001). Nos casos de fragmentos
polimorficos, o tamanho dos mesmos foi estimado por comparacdo com padrédo de peso

molecular 50 pb e 100 pb (Fermentas).

4.6. Construcao do mapa genético

Para a andlise do mapa genético, utilizaram-se os dados dos marcadores moleculares
SSR, SSR-EST e AFLP genotipados a partir da progénie F1's segregante. O padrdo de
segregacdo esperado para os marcadores AFLP foi avaliado pelo teste de aderéncia Qui-
quadrado (x?), em nivel de 5% de significancia, com corregdo pelo método de Bonferroni para
todos os loci. As proporcdes esperadas para os marcadores AFLP eram de 1:1 (locus
segregando em apenas um genitor) e 3:1 (locus segregando nos dois genitores). O teste de
aderéncia foi realizado também para os dados dos SSR e SSR-EST, porém nao foi levado em
consideracdo para estes marcadores, pois 0 nimero de marcadores fora dos padrdes de
segregacao segundo o teste era baixo e ndo influenciariam negativamente as analises (Xu,
2008).

Na construcdo do mapa de ligagdo, portanto, foram analisados 152 marcadores (71
SSR, 45 SSR-EST e 36 AFLP) em 195 individuos da progénie. A andise de ligagdo e a

determinacdo da ordem dos marcadores foram realizados pelo software JoinMap® 3.0 (Van
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Ooaijen e Voorrips, 2001). Os marcadores foram classificados de acordo com os tipos de
segregacao para uma populagcdo CP (Cross Pollinators), que € o recomendado pelo programa
para 0 mapeamento de popul agdes resultantes dos cruzamentos entre genitores heterozigotos,
cujas fases de ligagcdo dos loci sdo desconhecidas. Os padrdes de segregacéo dos marcadores
foram codificados de acordo com a tabela 2, conforme anotagdo empregada pelo software
JoinMap®, sendo os marcadores AFLP codificados como <hkxhk>, <nnxnp> e <ImxI|>; e os

marcadores SSR e SSR-EST codificados como <abxcd>, <hkxhk>, <ImxII> e <nnxnp>.

Tabela 2: Codigos de anotacéo dos padrdes de segregacdo esperados em uma populacdo Cross

Pollinator™.

Cadigo Descricdo Possiveis gendtipos Sgg;;zrgsgzo
<abx cd> Locus heterozigoto em ambos os genitores, quatro alelos  ac, ad, bc, bd, -- 1:1:1:1
<ef x eg> Locus heterozigoto em ambos os genitores, trés alelos eg, €f, eg, fg, -- 1:2:1
<hk x hk>  Locus heterozigoto em ambos os genitores, dois alelos hh, hk, kk, h-, k-, -- 31
<ImxIl> Locus heterozigoto no primeiro genitor I, Im, -- 11
<nn x np> Locus heterozigoto no segundo genitor nn, np, -- 11

1. Conforme anotagso empregada pelo software JoinMap 3.0° (Van Ooijen; Voorrips, 2001). As
WNota:  duas primeiras letras nesses codigos representam os alelos do genitor masculino e as duas
Ultimas o genitor feminino.

2. cadaletrade a ap representaum alelo distinto; "-" significa alelo desconhecido.
3. h- e k- s0 gendtipos dominantes: h- pode ser hh ou hk, e k- pode ser kk ou hk.

As marcas foram agrupadas utilizando-se um LOD > 3,5, fracdo de recombinagdo <
0,40 e valor deripple = 1. As frequéncias de recombinacdo, estimadas em andlise multiponto,
foram convertidas em disténcias de mapa em centiMorgans (cM) por meio da fungdo de
mapeamento de Kosambi. Os diagramas representativos dos grupos de ligagdo foram obtidos
pelo software MapChart 2.2 (Voorrips, 2002) com base no arquivo texto dos grupos de
ligacdo gerados pelo JoinMap®. Os diagramas foram montados em formato de figuras,

constituindo o mapa de ligacéo.

4.7. Andlise e Mapeamento de QTLs

Para as andlises de QTLs foram utilizadas médias gustadas pelo método dos
guadrados minimos das nove caracteristicas avaliadas, ou sgja, taxa liquida de fotossintese
(A), contetdo relativo de &gua nas folhas (CRA), transpiracéo (E), eficiéncia instanténea no
uso de agua (A/E), eficiéncia intrinseca no uso de &gua (A/gs), eficiéncia fotoquimica média

do fotossistema Il (Fv/Fm), condutancia estomatica (gs), potencial hidrico foliar (W) e indice
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de contetdo de clorofila (ICC), em condigdes normais (testemunha) e condi¢des de déficit
hidrico (estressado). O total de 150 individuos avaliados fenotipicamente foi utilizado para o
mapeamento de loci quantitativos.

As andlises dos QTLs foram realizadas com auxilio do software MapQTL® 4.0 (Van
Ooijen et a., 2002) e as caracteristicas sob condic¢es normais e de estresse foram avaliadas
separadamente. Inicialmente foi executada a analise de mapeamento por intervalo (IM) para
todos os marcadores sem as informacfes do mapa de ligacdo, ou sgja, foi realizada a andlise
de marcas individuais e os QTLs putativos foram avaliados. Em seguida, foi fornecido ao
software o mapa dos marcadores e executada a andlise de IM em cada um dos grupos. Como
resultado, os possiveis cofatores foram selecionados e avaliados pela andlise de selecéo
automética de cofatores. Os cofatores que apresentaram p-vaor <0,02 foram selecionados
para a andise de mapeamento multiplo de QTL (MQM). O vaor de LOD score limiar
(threshold) para determinar a presenca ou auséncia de cada QTL foi determinado por meio de
teste permutacéo (a=5%, n=1000 repeticdes) (Churchill e Doerge, 1994).
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

5.1. Mapa genético

Os dados genotipicos obtidos com a anadlise dos marcadores SSR, SSR-EST e AFLP
na populagdo F1's segregante foram utilizados na construcdo do mapa genético. Para a
genotipagem com os marcadores microssatélites (SSR e SSR-EST), 120 primers foram
genotipados nos genitores e na progénie, porém os resultados de quatro primers foram
excluidos posteriormente da andlise devido a erros na técnica de genotipagem. Assim, 116
primers foram avaliados para a construcdo dos grupos de ligagdo, sendo 71 (61%)
microssatélites gendmicos e 45 (39%) microssatélites originados de bibliotecas de EST.
Dentre os microssatélites gendmicos, nove loci foram desenvolvidos e descritos inicialmente
por Brondani et al. (1998), que foram os primeiros autores a mapear e revelar a abundancia de
SSR no genoma de Eucalyptus.

Os 116 primers avaiados pela andlise de cosegregacdo dos alelos apresentaram
diferentes padrbes de segregacao que podem ser esperados em uma populagéo CP (Tabela 3).
Portanto, observou-se 77 (66,4%) dos marcadores microssatélites classificados como
completamente informativos (1:1:1:1) e nenhum com segregacdo 1:2:1, em que ambos os pais
s80 heterozigotos. Brondani et al. (2006) também ndo relataram a ocorréncia de loci com
padrdo de segregacdo 1:2:1 em Eucalyptus e 55% dos marcadores microssatélites eram

também completamente informativos (1:1:1:1).

Tabela 3: Padroes de segregacdo encontrados na populacdo CP com os marcadores
microssatélites (SSR e SSR-EST) conforme anotacdo empregada pelo software JoinMap 3.0°.

Tiposde Mar cador es Segregacao
segregacao Microssatélites esperada
<ab x cd> 77 1:1:1:1
<ef X eg> - 121
<hk x hk> 6 31
<ImxII> 16 11
<nn x np> 17 11

A genotipagem com os marcadores AFLP na progénie foi iniciada com a busca por
marcadores mais polimorficos entre os dois genitores. Foram testadas 144 combinagdes de
primers AFLP nos genitores e 136 (94,4%) destas combinagdes de primers geraram 447

marcadores informativos. As combinagbes de primers geraram numeros diferentes de
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marcadores informativos (1 a 11 marcadores) e algumas combinagdes ndo geraram nenhum
marcador informativo; assim, a média de marcadores por combinacdo de primers foi de
aproximadamente trés.

A partir do conjunto de combinacOes testado nos genitores, foram selecionadas sete
combinacOes de primers (tabela 4) que apresentaram de 8 a 11 marcadores informativos por
combinagdo. Estas combinagdes de primers foram analisadas em 94 F1's da progénie com

repeticao dos genitores para comparagdo e confirmagéo das marcas (figura 1).

Tabela 4: Combinactes de primers seletivos (AFLP) amplificados em 94 F1's da progénie.

Primer o Primer o

EcoR| Sequéncia Meel Sequéncia
El1l 5 GACTGCGTACCAATTCACGY M21 5 GATGAGTCCTGAGTAAGTC3
E18 5" GACTGCGTACCAATTCTTAS M15 5 GATGAGTCCTGAGTAACTG3
E21 5 GACTGCGTACCAATTCTCG3 M7 5 GATGAGTCCTGAGTAACACS
E21 5 GACTGCGTACCAATTCTCGS M15 5 GATGAGTCCTGAGTAACTG3
E24 5" GACTGCGTACCAATTCTAGS M12 5" GATGAGTCCTGAGTAACGTYS
E24 5 GACTGCGTACCAATTCTAGS M15 5 GATGAGTCCTGAGTAACTG3

E25 5" GACTGCGTACCAATTCTTTY M9 5 GATGAGTCCTGAGTAACATYS
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A progénie apresentou ao todo 195 F1's; entretanto, foram selecionados apenas 94
F1's para a genotipagem com o marcador AFLP e os demais individuos foram codificados
como dados perdidos (“--") na andlise para a construcdo do mapa. Nas 94 F1's da progénie, 0
total de marcas polimorficas de AFLP geradas foi de 64, com segregagdes dos tipos 3:1 e 1:1.
Como resultado do teste de y? com corregdo de Bonferroni, apenas 56,25% dos marcadores
AFLP foram considerados dentro dos padrdes de segregacéo conforme tabela 5. A distor¢éo
de segregacdo pode ser devida a varios fatores, como viés estatistico, razées bioldgicas e
principalmente, neste caso, erros de genotipagem. A distorcdo de natureza biol6gica é causada
pela proximidade fisica dos loci marcadores com regides ou genes que afetam a formacéo dos
gametas antes da fertilizacdo ou a viabilidade dos genétipos ap6s a fertilizagdo (Vogl e Xu,
2000). Ja os erros de genotipagem podem ter ocorrido devido a problemas de revelacdo dos
géis de poliacrilamida, que muitas vezes podem gerar padrdes de amplificacdo que nédo se

repetem com precisao, logo algumas marcas podem ter sido omitidas.

Tabela 5. Padrbes de segregacéo encontrados na populagdo CP com os marcadores AFLP
conforme anotagdo empregada pelo software JoinMap 3.0°.

Tiposde M ar cadores Segregacao
Segregacao AFLP esperada
<ab x cd> - 1:1:1:1
<ef x eg> - 121
<hk x hk> 16 31
<ImxII> 12 11
<nn X np> 8 11

Portanto, a andlise dos grupos de ligacdo foi realizada no software JoinMap 3.0° com
152 marcadores (116 SSR/SSR-EST e 36 AFLP) em 195 individuos da progénie. Nesta
andlise, a partir das frequéncias genotipicas dos individuos e dos loci adotou-se o critério de
exclusdo dos individuos que possuissem mais de 53 marcadores com dados perdidos, ou sga,
mais de 35% do total de marcadores, e também a exclusdo dos loci microssatélites que
tivessem mais de 50% dos individuos com dados perdidos. Esse critério foi adotado conforme
sugere o tutorial do programa, pois a presenca de muitos dados perdidos podem influenciar
negativamente no resultado final. Ja para os marcadores AFLP, visto que apenas 94
individuos da progénie foram genotipados, foi considerado aceitavel locus com até 101
individuos com dados perdidos. Ao final, apenas um individuo e dez loci foram excluidos da

andlise.
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A andlise final resultou em 99 marcadores mapeadosem 13 grupos de ligacdo. Os
grupos foram identificados e nomeados com base nos loci microssatélites em comum com o
mapa genético de Eucalyptus proposto por Brondani et al. (2006) e Neves et a. (2011). Dos
99 marcadores ligados, 59 loci sdo do tipo SSR, 37 séo SSR-EST etrés sdo AFLP (Tabela 6).
Os marcadores AFLP ligados (M9, M23 e M32) foram gerados pelas combinagdes de primers
E24 M12, E18 M15e E24 M15. O tamanho do mapa gerado foi de 842,35 cM e apresentou
uma distancia média entre os marcadores de 9,30 cM como mostra 0 resumo apresentado na
tabela7 enafigura 2.

Tabela 6: Marcadores moleculares analisados para a construgdo dos grupos de ligagéo.

Porcentagem dos

Tipo de Quantidade Quantidade

marcador Codigo analisada mapeada marcador(;ez )m apeados
AFLP M 36 3 8,3
SSR EMBRAN*; EG e ES 71 59 83,1
SSR-EST EMBRANN* 45 37 82,2
Total 152 99

n* = < 900; nn* => 900
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Tabela 7: Resumo do mapa genético do hibrido interespecifico Eucalyptus grandis x E.
urophylla, indicando o nimero de marcadores em cada um dos grupos de ligacdo, o nimero e
o tipo de marcadores, o tamanho de cada grupo e a disténcia média entre marcadores em cada
um dos grupos (funcdo de mapeamento de Kosambi e distancias em centiMorgans). As letras
a e b indicam que séo partes de apenas um grupo nos mapas propostos por Brondani et al.
(2006) e Neveset a. (2011).

Grupo de . . Tamanho do Disténcia média
ligacio Marcadores NUmero e tipo de marcadores _grupo de (M)
ligagdo (cM)

1 9 5 SSR, 4 SSR-EST 80,36 8,93
2a 8 5 SSR e 3 SSR-EST 69,25 8,66
2b 2 1SSR-EST e1 AFLP 18,82 9,41

3 6 3 SSR e 3 SSR-EST 38,97 6,49
4 3 2 SSR e 1 SSR-EST 30,90 10,30

5 11 5 SSR e 6 SSR-EST 71,40 6,49

6 17 12 SSR, 4 SSR-EST e 1 AFLP 121,11 7,12

7 3 2 SSR e 1 SSR-EST 49,38 16,46
8a 3 2SSRelAFLP 33,31 11,10
8b 6 3 SSR e3 SSR-EST 57,67 9,61

9 11 5 SSR e 6 SSR-EST 93,85 8,53
10 10 6 SSR e 4 SSR-EST 83,68 8,37
11 10 9 SSR e 1 SSR-EST 93,66 9,37

13 99 842,35 9,30
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Figura 2: Mapa genético intergado de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Marcadores SSR e
SSR-EST identificados por EMBRA, EG e ES. Marcadores AFLP identificados por M.
Distancias em centiMorgan e fun¢éo de mapeamento de Kosambi. Grupos de ligacdo numerados
de acordo com os mapas de Eucalyptus propostos por Brondani et al. (2006) e Neves et al.
(2011).
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Quando comparado, 0 mapa gerado € menor que outros  mapas  desenvolvidos
anteriormente para espécies do género Eucalyptus (1552 cM — Grattapaglia e Sederoff, 1994;
1415 cM — Verhaegen e Plomion, 1996; 1375 cM — Thamarus et al., 2002; 1335 cM —
Myburg et al., 2003; 1505 cM — Gan et a., 2003; 1568 cM — Brondani et a. 2006; 1275 cM
— Neves et al., 2011; 11076 ctM — Kullan et al., 2012). Esta diferenca pode estar
relacionada aos diferentes software de mapeamento utilizados nas andlises de ligacdo, assim,
como o nimero de marcadores analisados. O software JoinMap® possui algumas diferencas
na andlise quando comparado com o programa MAPMAKER, que foi utilizado na maioria
dos trabalhos de mapeamento citados anteriormente. Ambos os programas utilizam o método
de maxima verossimilhanca entre os loci, porém o MAPMAKER assume auséncia de
interferéncia por crossover, enquanto o JoinMap® considera um certo nivel de interferéncia,
apesar de ambos utilizarem afungdo de Kosambi (Kullan et a., 2012).

O baixo numero de marcadores utilizados na presente analise também néo permitiu a
geracao de um mapa maior, visto que apenas trés (8%) dos 64 marcadores AFLP genotipados
na progénie foram mapeados. Marques et a. (1998) construiram um mapa para E. tereticornis
e E. globulus baseado em apenas marcadores AFLP. Apds o teste de Qui-quadrado, 80% dos
marcadores AFLP genotipados apresentavam segregacdo dentro dos padrfes esperados.
Dentre os marcadores segregantes, 40% foram mapeados para E. tereticornis e 55%
mapeados em E. globulus.

Em geral, as espécies de Eucalyptus possuem 11 cromossomos, assim esperava-se
encontrar 11 grupos de ligagcdo. Os dois grupos extras de ligagdo foram gerados devido ao
baixo nimero de marcadores que geraram interval os maiores entre os marcadores e o software
ndo pode ligar todos 0s grupos de um mesmo Cromaossomo, Como 0correu com o grupo 2 e 8.
Entretanto, estes grupos por possuirem marcadores SSR em comum com o mapa referéncia de
Eucalyptus foi possivel redlizar a comparagdo e constatar que os quatro grupos (2a, 2b, 8a e
8b) correspondem a dois grupos de ligacéo (2 e 8). Numero de grupos de ligacdo diferente do
numero haploide de cromossomos da espécie ja foi relatado em alguns outros trabalhos
(Grattapaglia e Sederoff, 1994; Marques et al., 1998; Thamarus et a., 2002; Gan et a., 2003).

Comparacdes entre 0 presente mapa, 0 mapa referéncia (Brondani et a., 2006) e o
mapa publicado por Neves et a (2011), permitiram confirmar que nenhum marcador
microssatélite agrupou-se em grupos distintos, mesmo quando a cobertura em um
determinado grupo de ligagdo era baixa. Notou-se apenas diferencas de ordenacéo, porém tal
fato deve-se as diferengas entre as metodologias de mapeamento. Portanto, 0 mapa gerado

Mostrou-se consistente para a andlises de mapeamento de QTLS.
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5.2. Analise e mapeamento de QTLs
5.2.1. Andlise de mar casindividuais

Andise de QTL por marcas individuais mostrou varios marcadores com forte
associacdo com os caracteres avaliados, indicando a possivel presenca de QTL. Foram

consideradas relevantes as relagdes entre marcadores e caracteres com LOD>2 (Tabela 8).

Tabela 8: Listagem dos marcadores que foram consideradas relevantes (LOD>2) em relacéo a
ligacdo com QTL a partir da andlise de marcas individuais e a porcentagem da variacéo

explicada (Yoexpl).

Testemunha Estressado
Caréter LOD %expl Marcador LOD %expl Marcador
262 9.6 EM BRA 2000 243 72 EMBRA11
A 381 112 EMBRA 196 401 141 EMBRA 135
211 6.4 EMBRA 1761 331 97 EMBRA 196
237 71 EMBRA 1990 230 103 EMBRA1770
CRA 201 6.0 EMBRA173 328 12.7 EMBRA 135
246 75 EMBRA 196 - -
441 129 EMBRA 196 236 7.0 EMBRA 196
- 205 6.4 EMBRA 953
2.66 84 EMBRA2
E 2.62 7.7 EMBRA 681
251 74 EMBRA 176
321 98 EMBRA 1244
AJE 257 80 EMBRA11
325 9.6 EMBRA 196
252 75 EMBRA 1990 343 11.7 EMBRA1770
453 154 EMBRA 1770 215 7.0 EMBRA 120
216 6.5 EMBRA20 229 6.8 EMBRA 233
379 132 EMBRA 135 222 6.6 EMBRAS8
Ags ; ; 353 126 EMBRAL3S
2.03 6.1 EMBRAG9
205 6.1 EMBRA953
217 6.8 EMBRA40
209 6.2 EMBRA 350 319 10.8 EMBRA1770
2.03 6.1 EMBRA 239 215 71 EMBRA75
FvFm 210 6.2 EMBRA173 248 73 ES-140
230 70 EMBRA 1470
217 6.5 EG99
247 73 EMBRA 1990 243 81 EMBRA1770
329 114 EMBRA 1770 6.11 208 EMBRA 135
gs 3.03 108 EMBRA 135 2.02 6.3 EMBRA 1761
- - - 237 75 EMBRA40
wi 211 65 EMBRA 1757 241 9.6 EMBRA 135
278 82 EMBRA 1071 -
2.60 86 EMBRA 1757 213 86 EMBRA1770
330 113 EMBRA 120 241 75 EMBRA29
ICC 238 75 EMBRA 210
201 6.0 EMBRA 1578
247 76 EMBRA953

Legenda: A - taxa liquida de fotossintese; CRA - contelido relativo de &gua nas folhas, E- transpiragéo; AE -
eficiéncia instantanea no uso de agua; A/gs - €ficiéncia intrinseca no uso de agua; Fv/Fm - eficiéncia fotoquimica
média do fotossistema Il; gs - condutncia estomédtica, ¥; - potencia hidrico foliar; ICC - indice de contelido de
clorofila
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Nas plantas submetidas a estresse causado por déficit hidrico ocorre o fechamento dos
estbmatos assim como o aumento da eficiéncia instantanea do uso de agua. Estas condicdes
sd0 condizentes com os resultados encontrados, em que as plantas estressadas possuem um
QTL de grande efeito na conduténcia estomatica (gs) e as plantas testemunhas ndo apresentam
nenhum QTL na eficiéncia instantanea do uso de agua (A/E). O aumento da A/E € um
fenbmeno documentado na literatura (Johnson, 1993), embora a resposta de A/E sga
dependente da intensidade de déficit hidrico. Em trigo, condicdes moderadas de déficit
hidrico podem levar a um aumento significativo da A/E (Rekika et al., 1998), ja em condicbes
severas de déficit hidrico ocorre uma diminuicdo (Shangguan et al., 2000). Tal fato se deve a
diminuicéo da taxa de transpiracéo pela fotossintese quando os estdmatos estdo parcia mente
fechados, 0 que leva, assim, a diminuicdo da A/E em condi¢des severas de déficit hidrico
quando a capacidade fotossintética é af etada (Tambussi et al., 2007)

Contudo, na andlise de marcas individuais, varios marcadores podem apresentar
associagbes significativas com o fendtipo em avaiacdo, visto que as marcas ndo Sao
independentes entre si, assim, apenas um ou alguns marcadores podem realmente estar
diretamente associados ao QTL (Liu, 1998). Esta andlise utiliza os marcadores possivel mente
mais associados a0 QTL, sendo os demais marcadores utilizados para os efeitos néo
controlados, como a variacdo genética ndo controlada e os erros de amostragem. Com isso,

essa analise serviu apenas de base para a andlise seguinte de mapeamento multiplo de QTL

(MQM).

5.2.2. Mapeamento M Ultiplode QTL (MQM)

A partir dos dados gerados da andlise de marcas individuais, os marcadores com
LOD>2 (tabela 8) e que apresentaram p-valor < 0,02 na andise de selecdo automética de
cofatores do software foram selecionados como cofatores para a andlise de mapeamento
MQM.

Como o mapa de ligacdo ndo esta totalmente saturado com marcadores, provavel mente
todos os QTLs associados com a caracteristica podem ndo terem sido revelados nesta analise.
Além disso, os QTLs apontados para as caracteristicas A(grupos de ligacdo 7 e 8a), CRA
(grupo de ligacéo 4) e Y¥: (grupo de ligacdo 8a) sob condigcdes normais (testemunha) presentes
na tabela 9 ndo serdo considerados, visto que indicaram a presenca de QTLs em grupos de

ligac&o muito pequenos e também ndo saturados (trés marcadores apenas) (Tabela 7).
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Tabela 9: Andlise de mapeamento MQM com nove caracteristicas (carater) em 13 grupos de

ligagéo.
Testemunha Estressado
Gwo  op G o
a LOD % Regia TL 9 ia
Caréter Cofator } de~ (threshold) Ol bexpl egigio do Q Cofator ] de~ (threshold) LOD %expl Regi&o do QTL
ligacdo ligacéo
2a 27 289 88 EMBRAS333- EMBRA915
6 31 357 104 EMBRA196
A ! ' ' " ! , . | -
EMBRA196 7 23 257 89 EMBRA46. EMBRAL76 EMBRA 196! 6 31 3% 179 EMBRA1102- EMBRA19%
8a 22 25 110 M9
CRA EMBRA1990! 4 23 254 69 EMBRA179 EMBRA196!
]
E EMBRA1993! 2 28 313 230 EMBRA1993 EMBRA1993! 2a 146 1525 691 EMBRA126- EMBRA1993
EMBRA196! 6 32 1644 771 EMBRA1102 - EMBRA19%6
AlE EMBRA196! EMBRA196! 6 31 405 171 EMBRA1102- EMBRA196
EMBRA1990! 5 29 367 120 EMBRA1990- EMBRA45 EMBRA120!;
Algs  EMBRA175! EMBRA1770!; 5 30 304 84 EMBRA120
EMBRA 20! 6 32 475 199 EMBRA20- EMBRA1800 EMBRAJ0!
EMBRAA40!; EMBRAL1770!;
FvFm EG-00! ES1401 9 26 263 96 ES-140 - EMBRA1928
EMBRA915!;
' ;
g EMBRA 190! EMBRA1810!
EMBRA1757!; 1 28 368 117 EMBRA1757
Yf EMBRAI071; 3 25 594 169 EMBRA1071
EMBRA1800! 8a 23 263 85 EMBRA119
Icc EMBRA1757!; 5 29 300 90 EMBRA120 EMBRA953!; 27 276 93 EMBRAIS78- EMBRAOS3
EMBRA120! 6 31 361 182 EMBRA1102- EMBRA196 EMBRA29!

Legenda: A - taxa liquida de fotossintese; CRA - contetido relativo de agua nas folhas; E- transpiragdo; A/E - €ficiéncia
instantdnea no uso de agua; A/gs - eficiéncia intrinseca no uso de &gua; Fv/Fm - eficiéncia fotoquimica média do
fotossistemalll; gs - condutancia estomética, s - potencia hidrico foliar; ICC - indice de contetdo de clorofila.

Portanto, na andlise das plantas submetidas a condi¢des normais (testemunha) foram

encontrados dez QTLs em cinco grupos de ligaco (Figuras 3 e 4), sendo dois QTLsS no grupo

de ligacéo 2a (A e E), dois no grupo de ligacéo 5 (A/gs e ICC) e quatro no grupo de ligacéo 6

(A/gs, ICC, E e A). J4 a andlise das plantas submetidas a condi¢gdes de déficit hidrico

(estressado) revelou seis QTLs em quatro grupos de ligagdo (Figura 5), sendo que nos grupos

6 e 9 foram encontrados dois QTLs em cada grupo (A, A/E e Fv/Fm, ICC respectivamente).
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Figura 3: Mapeamento de QTLSs pela andlise de mapeamento MQM nas plantas testemunhas
sendo um QTL no grupo de ligagéo (LG) 1 (W com LOD=3,68), dois QTLs no LG2a (A com
LOD=2,89 e E com LOD=3,13), um no LG3 (¥; com LOD=5,94) e dois no LG5 (A/gs com
LOD=3,67 e ICC com LOD=3,00). A linha pontilhada representa o valor do LOD limiar

(threshold).
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Figura 4: Mapeamento de quatro QTLs no grupo de ligacéo 6 pela andlise de mapeamento

MQM nas plantas testemunhas. Neste grupo foram detectados trés QTLs co-localizados entre
os marcadores EMBRA1102 e EMBRA196 para as caracteristicas A (LOD=3,57), E

(LOD

4,75) e ICC (LOD=3,61). A linha pontilhada representa o valor do
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Figura 5: Mapeamento de QTLs pela analise de mapeamento MQM nas plantas estressadas
por déficit hidrico. Identificou-se um QTL no grupo de ligagdo (LG) 2a (E com LOD=15,25),
um QTL no LG5 (A/gs com LOD=3,04),
LOD=3,96 e A/JE com LOD=4,05) e dois QTLs no LG9 (Fv/Fm com LOD=2,63 e ICC com
LOD=2,76). A linha pontilhada representa o valor do LOD limiar (threshold).

dois QTLs co-localizados no LG6 (A com
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Ambas andlises apontaram QTLs de maior efeito para transpiragdo (E) (77,1% para
Testemunha e 69,1% para Estressado). QTLs associados a transpiracéo podem ocorrer devido
a elevadas taxas de fotossintese, como em condic¢des de déficit hidrico (Zhao et al. 2008), e
também podem ocorrer em condicbes normais de irrigacdo, pois elevadas taxas de
transpiracdo também mantém a superficie das folhas frias, especiamente em condicdes
ambientais quentes (Lu et al., 1994).

Nesta progénie também encontrou-se uma Unica regido genémica no grupo de ligacéo
6 que apresentou cinco QTLS para quatro diferentes caracteristicas avaliadas (A apresentou
QTL para ambas as condi¢cdes), sendo trés em condi¢Bes normais de irrigacdo e dois em
condicdes de déficit hidrico. As caracteristicas com QTL colocalizados no grupo de ligacéo 6
s8o taxa liquida de fotossintese (A), transpiracdo (E) e indice de contetido de clorofila (ICC)
em condicdes normais de irrigacdo (Figura 4); e taxa liquida de fotossintese (A) e eficiéncia
intrinseca no uso de &gua (A/E) sob condicBes de estresse por déficit hidrico (Figura 5). A
transpiracao e a fotossintese sdo reguladas pela condutancia estomética, e diminuem conforme
aumenta o déficit hidrico. Os estbmatos sdo principalmente sensiveis a presenca de agua nas
folhas, tendendo a se fecharem com a diminuicdo do potencial hidrico foliar (Tezara et a.,
2002).

A co-localizacdo de QTLs para caracteristicas relevantes € um dos critérios geralmente
utilizados para a escolha de genes candidatos responsaveis pela caracteristica em estudo,
sendo necesséria também a exata localizacdo do QTL e compreensdo das suas causas
genéticas (Grattapaglia, 2004). Contudo, a resolucdo do mapa de ligacdo e os métodos de
mapeamento de QTLs utilizado neste estudo ndo permitem a identificacdo das causas
genéticas dos QTLs co-localizados. Estes poderiam ocorrer devido a pleiotropia, na qual um
mesmo QTL contribui em diferentes caracteristicas, ou ainda poderiam ocorrer devido a
associacdo significativa de aelos de dois ou mais QTLs. Situacéo semelhante foi relatada no
estudo de QTLs associados a eficiéncia do uso de &gua e caracteristicas relacionadas em
Quercusrobur L. (Brendel et a., 2008).



6. CONCLUSAO

A escolha da populagdo segregante, o conjunto de marcadores moleculares
selecionados, assim como as caracteristicas fenotipicas relacionadas a tolerancia ao déficit
hidrico analisadas, permitiram a construcdo de um mapa de ligagdo consistente para a
populacdo segregante de Eucal yptus e o0 mapeamento de QTLs relacionados aos caracteres.

A andlise de marcas individuais identificou varios QTLs de pegqueno efeito e um QTL
representando 20,8% da variagcdo em condutancia estomatica (gs) nas plantas estressadas.

Ja 0 mapeamento MQM apontou dois QTL, sendo um nas plantas testemunhas e outro
nas estressadas, representando 77,1% e 69,1%, respectivamente, na transpiracéo (E). Além
disso, a andlise detectou QTLs co-localizados no grupo 6 e QTLSs de pegueno efeito em outros
grupos de ligagdo nas plantas sob condigdes normais de irrigagdo e sob condigdes de estresse
por déficit hidrico.

Tais dados confirmam a variabilidade genética entre os individuos analisados, como
também a existéncia de QTLs relacionados a toleréncia ao déficit hidrico em Eucalyptus, que
podem estar envolvidos em muitos mecanismos de toleréncia que as plantas podem usar para

evitar este estresse.
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