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SELECAO FENOTIPICA E IDENTIFICACAO DE SNPs EM REGIOES
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Co-orientador: Prof. Dr. CELSO LUIS MARINO

RESUMO

Amplamente disseminada pelo Brasil, causando enormes prejuizos
em viveiros e plantios comerciais, a ferrugem do eucalipto, incitada por Puccinia psidii, ¢
atualmente umas das principais doencas da cultura do eucalipto. A busca por progénies
resistentes ¢ facilitada quando existem informacdes a respeito do controle genético da
resisténcia e estratégias de selecdo, como a selecdo assistida por marcadores moleculares.
Assim, objetivou-se estimar pardmetros genéticos, avaliar o ganho genético por meio da
selecdo para resisténcia parcial a ferrugem causada por P. psidii em progénies F; de
Eucalyptus grandis, bem como a identificagio de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) nos genes quitinase e 1,3 B-glucanase relacionados a resisténcia. O
trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo foi realizado no municipio de
Itararé-SP, onde foram instalados dois experimentos com 88 progénies F; de Eucalyptus

grandis. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro



repeti¢des, sendo cinco plantas por parcela, totalizando 1760 plantas por campo
experimental. Aos 30 dias ap6s o plantio, foi realizada a primeira avaliagdo quanto a
ocorréncia da ferrugem, mediante a escala de notas. Foram realizadas quatro avaliagdes
mensais no periodo de setembro a dezembro de 2014. As estimativas dos componentes de
variancia e parametros genéticos foram obtidas pelo método REML/BLUP, empregando-se
0 programa genético-estatistico SELEGEN-REML/BLUP. Os parametros genéticos
encontrados demonstraram pouca variabilidade genética e alta resisténcia a ferrugem. Os
ganhos de selegdo foram satisfatorios para essa fase da selecdo. O segundo capitulo foi
realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Genética Molecular, pertencente ao
Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias, da UNESP, campus de Botucatu.
Foram escolhidos dois genes relacionados com a resisténcia a ferrugem e confeccionados
cinco pares de “primers” para flanquear as regides de tais genes, sendo eles a quitinase e
1,3 B-glucanase. Em seguida, as sequéncias foram alinhadas e os SNPs encontrados. Foram
detectados 53 SNPs em uma sequéncia de 1193 pb para o gene quitinase, ¢ 24 SNPs em
uma sequéncia de 3564pb, para o gene 1,3 B-glucanase. Nao houve relacdo entre as
mutagdes encontradas com a classe de severidade da ferrugem. Os 15 gendtipos de
Eucalyptus grandis analisados formaram 11 haplotipos para o gene quitinase ¢ 12 para o

gene 1,3 B-glucanase.

Palavras-chave: Eucalipto; Ganho genético; Genes de resisténcia.
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SUMMARY

Widely disseminated in Brazil, causing huge losses in nurseries and
commercial plantations, eucalyptus rust, incited by Puccinia psidii, is currently one of the
main diseases of eucalyptus plantation. The search for resistant progenies is facilitated
when information regarding the genetic control of resistance and selection trategies as an
assisted selection by molecular markers are available. This study objective was to estimate
genetic parameters, assess the genetic gain by selection for partial resistance to rust caused
by P. psidii in Eucalyptus grandis of F; progenies, as well as identification of SNPs (single
nucleotide polymorphisms) in genes chitinase and B-1,3-glucanase related to resistance.
This study was divided into two chapters. The first chapter was conducted in the city of
Itararé-SP, which were installed two experiments with 88 F; progenies of Eucalyptus
grandis. The experimental design utilized was a randomized complete block design with
four replications and five plants per plot, totaling 1760 plants per experimental field. At 30
days after planting was carried out the first assessment regarding the occurrence of rust, by

the rating scale. Four monthly evaluations were carried out from September to December



2014. Estimates of variance components and genetic parameters were obtained by
REML/BLUP, method using the genetic-statistical program SELEGEN-REML/BLUP.
Genetic parameters found demonstrated a low genetic variability and high resistance to
rust. The selection gains were satisfactory for this stage of selection. The second chapter
was conducted at the Laboratory of Biotechnology and Molecular Genetics, part of the
Genetics Department of the Biosciences Institute, UNESP, campus of Botucatu. We chose
two genes related to resistance to rust and made five pairs of "primers" to flank regions of
such genes, being them chitinase and B-1,3-glucanase. Then the sequences were aligned
and the SNPs found. 53 SNPs were identified in a sequence of 1193 bp for chitinase gene,
and 24 SNPs in a 3564pb sequence for the B-1,3-glucanase gene. There was no relation
between the mutations found with the disease severity class. 15 Eucalyptus grandis
genotypes assessed formed 11 haplotypes genes for the chitinase and 12 genes for B-1,3-

glucanase.

Keywords: Eucalyptus; Genetic gain; Resistance genes.



1 INTRODUCAO

As principais espécies usadas no reflorestamento pertencem ao
género Eucalyptus, devido a facilidade de propagacdo, ao rapido desenvolvimento e as
multiplas finalidades de utilizacdo da madeira produzida. Os plantios de eucalipto suprem
hoje, no Brasil, a demanda por madeira com propriedades tecnologicas e silviculturais
especificas de diversos setores industriais, como o de papel e celulose, carvao vegetal,
postes, moirdes de cerca e, mais recentemente, o de madeira serrada (ABRAF, 2013).

A incidéncia de varias doencas na cultura do eucalipto, aliada a
inexisténcia de cultivares resistentes, tem causado danos severos na produtividade e
prejuizos para o setor florestal, economicamente importante para o Brasil. Dentre as
doengas consideradas importantes para o cultivo do eucalipto no Brasil, destacam-se a
ferrugem, incitada pelo fungo Puccinia psidii Winter (FERREIRA, 1989).

A ferrugem sé ataca plantas jovens, com menos de dois anos de
idade, sempre em oOrgdos tenros (primodrdios foliares com seus peciolos, terminais de
galhos e haste principal), seja no viveiro ou no campo (FURTADO et al., 2009).

Devido a ampla variabilidade genética inter e intraespecifica do
género Eucalyptus, a forma mais empregada de controle do patdogeno ¢ a utilizagdo de
materiais resistentes ou com rapido crescimento, nesse caso, para que as plantas fiquem
menos tempo expostas ao patogeno, ja que acima de 2 a 3 m de altura, o microclima nao ¢

favoravel ao desenvolvimento da doenga (ZAUZA, 2007).



Tradicionalmente, tem-se usado genes maiores de resisténcia, a
ferrugem do eucalipto, com grande efeito sobre o fendtipo, os quais sdo rapidamente
superados apds o langamento de novos clones, devido a alta variabilidade e elevada taxa de
mutacdo do patdégeno. Dessa forma, novas estratégias sao necessarias para a obtengao de
cultivares com resisténcia duravel, isto ¢, que permanecam resistentes por longo periodo,
mesmo que o ambiente seja propicio a doenga e o patdgeno esteja presente.

A resisténcia horizontal tem sido sugerida como uma alternativa de
resisténcia mais duravel. Trata-se de um tipo de resisténcia parcial, geralmente
condicionada por genes menores, em que, embora o hospedeiro apresente reacdo de
suscetibilidade, verifica-se uma baixa taxa de progresso da doengca (PARLEVLIET, 1979).

As empresas do setor florestal vém, nos ultimos anos,
desenvolvendo programas de melhoramento visando a obtencdo de materiais vegetais com
resisténcia duradoura a ferrugem, uma vez que um dos fatores que dificultam esse processo
¢ o longo tempo necessario para cada ciclo de selecdo. A incorporagdo de técnicas de
biologia molecular em programas de melhoramento genético de diferentes culturas vem
demonstrando eficiéncia na redugdo do tempo necessario para selecao desses materiais.

No caso especifico de P. psidii, uma estratégia para auxiliar nos
programas de melhoramento ¢ a utilizacdo de marcadores moleculares ligados a genes que
conferem resisténcia, uma vez que conhecer a resposta de resisténcia a essa doenga, ¢ de
extrema importancia, a fim de embasar a selegdo de progénies resistentes. Um tipo de
marcador molecular que tem sido bastante utilizado, a partir do crescimento dos projetos
de sequenciamento em larga escala, sdo os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism —
Polimorfismo de base tnica).

O SNP ¢ uma variacdo na sequéncia do DNA, resultante da
diferenga de um unico nucleotideo que leva a diferentes alelos entre membros de uma
mesma espécie (ZHU et al., 2003). Os SNPs constituem o tipo de variacdo mais abundante
nos genomas eucariotos, € podem ser encontrados tanto em regides codificantes como nao
codificantes (LIAO; LEE, 2010).

Além dessas formas de manejo da doenga, citadas anteriormente, as
plantas possuem seus proprios mecanismos de defesa, onde a resisténcia de plantas contra
fitopatdgenos esta associada a um conjunto de respostas de defesa ativadas pelo hospedeiro
apoOs o contato com agentes patogénicos. Estudos tém demonstrado que a super expressao

de genes de quitinases e 1,3 B-glucanase em plantas, tem aumentado a resisténcia dessas



plantas a patdégenos, uma vez que a enzima catalisa a hidrolise dos polimeros quitina e 1,3
B-glucana respectivamente, componentes principais das paredes celular dos fungos. Tais
enzimas possuem a capacidade potencial de degradar parcialmente as paredes celulares de
muitos fungos, liberando oligossacarideos, muitos dos quais com atividade elicitora dos
sistemas de defesa das plantas (BOAVA et al., 2010).

Assim, o trabalho teve por objetivo estimar parametros genéticos, avaliar o ganho
genético por meio da selegdo para resisténcia parcial a ferrugem causada por P. psidii em
progénies F de Eucalyptus grandis, bem como a identificacdo de SNPs (Single Nucleotide

Polymorphisms) nos genes quitinase e 1,3 f-glucanase relacionados a resisténcia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Eucalyptus

2.1.1 Aspectos gerais e importancia

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae ¢ possui como
centro de origem a Australia e regides proximas, como Timor, Indonésia, Papua Nova
Guiné, Molucas, Irian Jaya e sul das Filipinas, em uma faixa compreendida entre latitudes
9° N e 44° S (ELDRIDGE et al., 1994). Apresenta uma ampla plasticidade e dispersdo
mundial, crescendo satisfatoriamente em diferentes situagdes edafoclimaticas,
extrapolando aquelas das regides de origem (SANTOS et al., 2001). O nome eucalipto
deriva do grego: eu (=bem) e kalipto (=cobrir), referindo-se a estrutura globular
arredondada de seu fruto, caracterizando o opérculo que protege bem as suas sementes.
Existem cerca de 500 a 700 espécies de eucalipto descritas, além de muitas subespécies e
alguns hibridos naturais (BERTOLUCCTI et al., 1995).

O género esta subdividido, taxonomicamente, em oito subgéneros
informais, segundo Pryor (1976). O sub-género Symphyomyrtus é o grupo que engloba a
maior parte das espécies cultivadas no mundo, apresentando nove se¢des, das quais trés
contém praticamente todas as espécies mais cultivadas como exotica: Se¢do Transversaria
(E. grandis, E. saligna, E. urophylla); Se¢ao Exsertaria (E. camaldulensis, E. exserta, E.

tereticornis) e Se¢ao Maidenaria (E. globulus, E. viminales).



O eucalipto possui um genoma de aproximadamente 630 Mb com
um conjunto haploide de 11 cromossomos. Devido ao grande interesse econdmico da
espécie pela industria papeleira, estudos estdo sendo realizados com o foco principal na
qualidade da madeira. Desta forma, varios genes que participam na formacao da madeira,
como o gene CCr, ccoaomt, cad, comt entre outros, bem como genes de florescimento, sdo
os principais genes em estudo atualmente.

As espécies do género Eucalyptus sdo as mais utilizadas em
reflorestamentos no pais, sendo que o Brasil ocupa lugar de destaque como um dos paises
de maior area de florestas plantadas do mundo, com cerca de 5.473.176 milhdes de
hectares (IBA, 2014). O principal uso da madeira dos reflorestamentos plantados no Brasil
destina-se a producao de celulose de fibra curta, amplamente utilizada no mundo,
principalmente para a produgdo de papel e carvdo (CAMCIO, 1998). O uso da madeira de
eucalipto para energia industrial também tem sido crescente em diversos paises, como
consequéncia da primeira crise mundial do petrdleo.

A érea de florestas plantadas com eucalipto no Brasil, em 2013, foi
de 5.473.176 ha, representando um crescimento de 3,2% (169.012 ha) frente ao indicador
de 2012. Desse total, o estado de Minas Gerais contribui com 1.404.429 ha, seguido do
estado de Sdo Paulo, com 1.010.444ha e o estado do Mato Grosso do Sul com 699.128ha
(IBA, 2014). O setor florestal brasileiro apresenta vantagem competitiva ¢ possui a
capacidade de alavancar o crescimento socioecondmico do pais, uma vez que o
desenvolvimento ¢ expresso na geracdo de empregos, tanto na area rural como na urbana,
na arrecadacdo de impostos, na geragao de divisas e no crescimento do produto interno
bruto-PIB. Deste modo, a eucaliptocultura tem demonstrado ser uma das mais produtivas,

avangadas e competitivas do mundo.

2.2 A ferrugem do eucalipto - Puccinia psidii

A ferrugem do eucalipto causada pelo fungo Puccinia psidii foi
relatada pela primeira vez no Brasil em 1929, embora tenha sido formalmente descrita
apenas em 1944, constituindo uma das mais importantes doencas do eucalipto no pais

(FERREIRA, 1989). Segundo Junghans (2003), é considerada uma das doencas mais
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severas na cultura do eucalipto no Brasil, com potencial de causar perdas em outras areas
tropicais e subtropicais do mundo que possuam florestas desta cultura.

A ferrugem so6 incide em plantas jovens, com menos de dois anos
de idade, sempre em Orgaos tenros (primoérdios foliares com seus peciolos, terminais de
galhos e haste principal), seja no viveiro ou no campo. Especialmente nos rebentos
foliares, os indicios de ataque sdo minusculas pontuagdes na parte inferior da folha,
levemente salientes, de coloragdo verde-clara ou vermelho amarelada. Apos um a dois
dias, essas pontuagdes ja sdo pustulas de uredosporos amarelos. A partir dai, as pustulas
aumentam de tamanho e caracterizam-se pela intensa e tipica esporulagdo uredosporica do
patégeno, de coloracdo amarelo-gema de ovo, que aparece nos Orgdos atacados,
(ALFENAS et al., 2004).

O periodo latente ou de geragdo de P. psidii ¢ relativamente curto,
variando em média de 5 a 7 dias. Infec¢do e esporulagdo variam com o periodo de
molhamento, temperatura, fenologia do hospedeiro e luz (ALFENAS et al., 2001). No
campo, sob temperaturas de 18 a 25°C e molhamento foliar acima de oito horas de duracgao,
a enfermidade incide em orgaos jovens da planta. Temperaturas menores ou iguais a 10°C
e temperaturas maiores ou iguais a 30°C, presenga de luz e inexisténcia de 6rgdos juvenis
limitam os processos iniciais de infeccdo. Temperaturas abaixo de 15°C e acima de 30°C,
apos incubacgdo, limitem a esporulagdo (ALFENAS et al., 2001).

Esses patdogenos ndo apresentam fase saprofitica em seu ciclo
vital, sdo parasitas obrigatorios que retiram nutrientes diretamente das células vivas do
hospedeiro, através dos haustorios. A agdo destes fungos pode ser devastadora sobre o seu
hospedeiro causando perdas em vérias culturas de importancia econdmica no mundo. As
plantas doentes tém seu processo fotossintético afetado, tanto pela retirada de nutrientes
promovida pelo fungo, como pela destruicdo de area foliar decorrente da formagdo de
pustulas e da queda de folhas provocada pelo patdgeno (FERREIRA, 1989).

Para escolher o método de quantificacao da doenca, os graus de
acuracia e precisdo precisam ser obrigatoriamente considerados, uma vez que estes
determinam a qualidade das estimativas (AMORIM; BERGAMIN FILHO, 1991). Alguns
trabalhos de avaliagdo da intensidade da ferrugem nas folhas foram feitos baseadas na
percentagem da area foliar lesionada (NUTTER et al., 1993). Os parametros de
quantifica¢do da doenga incluem a propor¢do da doenga por folhas e ramos e a quantidade

e o tipo de pustula (TAKAHASHI et al., 1997, ZAMPROGNO, 2005).
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Puccinia psidii ¢ nativo da América do Sul e encontra-se
amplamente distribuido nas Américas do Sul e Central e nas ilhas do Caribe (LAUDON;
WATERSTON, 1965; DI STEFANO et al., 1998), havendo ainda relatos da sua presenga
na Jamaica (MACLACHLAN, 1938) e na Florida - EUA (MARLATT; KIMBROUGH,
1979). Além do eucalipto, o patéogeno infecta outras espécies de Myrtaceae, como
goiabeira, jambeiro, jabuticabeira, aragaizeiro, pitangueira e jameldozeiro, dentre outras.
Nesses hospedeiros, além de tecidos vegetativos meristematicos, o fungo infecta flores e
frutos em desenvolvimento, podendo ocasionar perdas significativas (ALFENAs et al.,
1989). Provavelmente a ferrugem em eucalipto seja causada por isolados do patégeno
provenientes das mirtaceas nativas, com capacidade de infectar também espécies de
Eucalyptus (CASTRO, 1983).

O controle da ferrugem pode ser feito por meio de aplicacdo de
fungicidas, colheita de materiais suscetiveis em épocas desfavoraveis a doenga (escape
pela época) e plantio de materiais resistentes (ALFENAS et al., 1993). Entretanto com a
atual preocupacao com o impacto causado no meio ambiente devido ao uso inadequado
desses produtos, métodos alternativos de controle, tém sido pesquisados. Todavia, a
utilizacdo da resisténcia genética ¢ a medida de controle mais indicada, por apresentar
menor custo, ser facilmente exequivel e por reduzir o impacto de fungicidas no ambiente

(ALFENAS et al., 1989).

2.3 Resisténcia genética

A necessidade de encontrar formas de resisténcia mais eficientes
para o controle da ferrugem do eucalipto ¢ uma realidade cada vez mais premente. Dentre
as principais estratégias de controle de doencas de plantas cultivadas, o uso da resisténcia
genética tem sido considerado a mais eficiente, devido a sua economicidade e por ser
ambientalmente segura. O termo resisténcia refere-se a capacidade da planta em atrasar ou
evitar a entrada e ou subsequente atividade de um patégeno em seus tecidos
(PARLEVLIET, 1993).

Segundo Fry (1982), resisténcia ¢ a caracteristica de uma planta
que restringe o desenvolvimento do patéogeno e da doenga. Strange (2003) apud

Brommonschenkel (2013) define como o retardo da infec¢do e crescimento do patégeno
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nos tecidos do hospedeiro. Porém, vale ressaltar um ponto importante, comum entre as
defini¢des, ndo ha mengao sobre os efeitos da resisténcia sobre a produgdo da planta. Pode-
se afirmar que as espécies vegetais sao imunes ou completamente resistentes (auséncia de
doencga) a maioria dos fitopatogenos.

Van der Plank (1963) classificou a resisténcia de plantas a doengas
em dois tipos: resisténcia vertical e resisténcia horizontal. A resisténcia vertical ¢ também
conhecida como resisténcia raga-especifica, qualitativa, monogénica ou oligogénica (um
ou poucos genes de efeito maior), diferencial e completa. Tem como caracteristica ndo ser
afetada pelo ambiente (temperatura, umidade, pH do solo, radiacdo solar etc.), ¢ a
expressdo da resisténcia ¢ manifestada por apenas duas formas: resisténcia total ou
imunidade e suscetibilidade total, dependendo da interagdo com as ragas do patdgeno.

A resisténcia horizontal, também chamada de parcial, duradoura,
quantitativa ou raga ndo especifica, ¢ poligénica e efetiva uniformemente contra uma
grande parte ou todas as racas do patogeno (AGRIOS, 2005).

Na resisténcia parcial observam-se niveis variados de doenga,
sendo comum plantas altamente resistentes, mediamente resistentes e pouco resistentes, ou
suscetiveis (MIZUBUTI; MAFFIA, 2006). A planta atua reduzindo a taxa de progresso da
doenga, pois os efeitos na epidemia refletem a atuagdo da resisténcia em varios
componentes epidemioldgicos, como diminuicdo do tamanho da lesdo, do niimero de
esporos produzidos por lesdo e do aumento do periodo latente (CAMARGO, 2011).

A resisténcia parcial é, geralmente, do tipo quantitativa, baseada
em genes de efeito no fendtipo, embora possa, em alguns casos ser controlada por genes de
grande efeito fenotipico (JOHNSON, 1984). As variedades que apresentam esse tipo de
resisténcia permanecem resistentes no campo indefinidamente, pois os mecanismos de
resisténcia do hospedeiro estdo além da capacidade micro evolucionaria do patdgeno
(ROBINSON, 1979).

A resisténcia parcial pode ser definida como resisténcia
incompleta, uma vez que apresenta como caracteristica a redugdo da taxa de epidemia por
meio da diminui¢do do niimero e tamanho de pustulas, da diminui¢do da produgdo de
uredosporos, aumento do periodo latente e menor area abaixo da curva do progresso da
doenga. Isso faz com que a populacao do patdgeno seja reduzida, diminuindo a quantidade

de in6culo e, consequentemente, a doenca (PARLEVLIET, 1995).
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Periodos de laténcia mais prolongados, lesdes menores € menor
producdo de esporos sdo componentes que atrasam ou reduzem a magnitude de varios
estagios do ciclo reprodutivo do patdgeno, tornando mais lento o progresso da doenga
(SHANER; HESS, 1978).

A investigagdo detalhada do comportamento de genétipos, em
relacdo ao progresso da doenca ¢ um fator essencial para direcionar programas de
melhoramento visando a resisténcia. Parlevliet (1979) definiu os componentes
monociclicos como: periodo de incubagdo (intervalo de tempo compreendido entre a
inoculagdo e o aparecimento dos sintomas); periodo latente (periodo de tempo entre a
inoculagdo e a producdo de esporos); frequéncia de infec¢dao (numero de lesdes produzidas
por unidade de area, a partir de uma concentragao conhecida de inoculo); esporulacao
(numero de esporos produzidos por unidade de area de tecido afetado e/ou por unidade de
tempo).

A quantificagdo do periodo de incubagdo e do periodo latente tem
sido feita, experimentalmente, considerando-se o periodo entre a inoculagdo e o
aparecimento de 50% dos sintomas ou lesdes esporulantes, respectivamente
(PARLEVLIET, 1979). Quanto maiores os periodos de incubagao e latente e quanto menor
a frequéncia de infec¢do, menor serd o nimero de ciclos do patégeno sobre seu hospedeiro.
Consequentemente, menor serd a severidade final da doenca (PARLEVLIET, 1979).

De acordo com Ferreira (1989), a variabilidade genética dentro do
género Eucalyptus para a resisténcia as doengas e a fatores fisiologicos adversos ¢ muito
grande e isto acontece, especialmente, em relagdo a ferrugem do eucalipto.

Segundo Junghans et al (2003), em E. grandis a resisténcia a
ferrugem ¢é controlada por um gene de efeito principal denominado Ppr-1(Puccinia psidii
resisténcia- gene 1). Este constitui o primeiro gene de resisténcia identificado e mapeado
na cultura do eucalipto.

Furtado et al.(2005), estudando a variabilidade fisiologica de P.
psidii em E. grandis e no hibrido urograndis, verificaram que em relagdo aos genotipos de
eucalipto utilizados, ha uma maior suscetibilidade em E. grandis quando comparado com o
hibrido. Ja Xavier et al. (2007), avaliando a resisténcia das espécies de E. globulus e E.
nitens, constataram a variabilidade intra-especifica para resisténcia a ferrugem nas duas

espécies e que E. globulus apresentou maior percentagem de individuos resistentes.
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Segundo Menten (1986), os patdogenos apresentam uma grande
variabilidade genética impedindo que os clones com resisténcia completa mantenham esta
caracteristica por muitos anos. O surgimento de novas ragas de patdogenos tem levado a

incorporagdo de novos fatores de resisténcia no hospedeiro.

2.4 Melhoramento visando a resisténcia a ferrugem

A selecao de espécies, procedéncias, progé€nies ou clones
resistentes de Eucalyptus constitui a estratégia mais eficiente no controle da doenca
(CARVALHO, 1992). Até hoje, poucos sdo os estudos sobre a resisténcia do eucalipto a
ferrugem. Em geral, esses trabalhos restringem-se a identificagdo e a selecdo de espécies e
procedéncias resistentes (SILVA et al., 2013; MIRANDA et al., 2013).

No Brasil, os programas de melhoramento genético tiveram inicio
na década de 70 com o objetivo de encontrar espécies melhor adaptadas para as condigdes
ambientais e propiciar o aumento do conjunto genético e qualidade das plantas (BRUNE;
ZOBEL, 1981). Clones elite de hibridos de E. grandis e E. urophylla foram gerados e sdo
amplamente utilizados pela industria de papel e celulose, devido a qualidade da madeira, o
rapido crescimento e os grandes volumes de madeira que sdo produzidos (BERTOLUCCI
et al., 1995).

O uso de variedades resistentes constitui um dos mais importantes
meios de controle de doencas de plantas cultivadas dentre elas a ferrugem do eucalipto.
Sempre que existam fontes satisfatorias, que possibilitem a obtencdo de variedades
resistentes, o emprego destas no controle de doengas de plantas ¢ a medida mais
econdmica e a que menos afeta o custo de producdo (BERGAMIN FILHO et al., 1995).
Embora a selegdo de materiais resistentes seja feita nas empresas florestais, até o presente
ndo se determinou o padrio de heranga da resisténcia no patossistema Eucalyptus-P. psidii,
cujo conhecimento pode contribuir para determinar as estratégias de melhoramento
genético visando a obtengdo de materiais resistentes a ferrugem (BERGAMIN FILHO et
al., 1995).

2.5 Marcadores moleculares
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No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado cada vez
mais a manipulagdo assistida por marcadores moleculares, visando obter maior eficiéncia
na transparéncia de fatores genéticos (BOREM; CAIXETA et al., 2006). Um marcador
genético ¢ uma caracteristica cuja segregacao pode ser acompanhada e essa caracteristica
pode ser um caracter fenotipico, uma proteina ou um fragmento de DNA (VALENTE et
al., 2005). Para isso, basta que haja polimorfismo genético entre individuos, isto &,
diferencas entre essas formas alélicas.

Segundo Valente et al. (2005), os marcadores morfologicos e
isoenzimaticos exploram o polimorfismo dos produtos da expressdo dos genes. O
polimorfismo nos fragmentos de DNA, por sua vez, ¢ devido a variagdo na sequéncia de
nucleotideos em determinados sitios que, por analogia, sdo também chamados de locos e
podem corresponder a sequéncias Unicas ou repetidas e que codifiquem ou ndo um gene.

Os marcadores moleculares podem ser classificados em dois tipos
principais: marcadores codominantes como (RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphism - Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restrigdo);
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats — Repeti¢cdes de Sequéncias Simples); e
mais recentemente, SNPs, (Single Nucleotide Polymorphism — Polimorfismos de
Nucleotideos Simples) e marcadores moleculares dominantes os (RAPDs (Random
Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) e AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) (VALENTE et al.,(2005).

2.6 SNP - Single Nucleotide Polymorphism

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) sdo marcadores do tipo
Polimorfismo de Base Unica e se baseiam nas altera¢des mais elementares da molécula de
DNA, isto ¢, mutacdes em apenas uma das bases nitrogenadas da cadeia (Adenina,
Citosina, Timina e Guanina). As mutagdes mais recorrentes sdo as do tipo transicdo, em
que ha troca de purina por outra purina (A <-> G) ou de uma pirimidina por outra
pirimidina (C <-> T), e transversoes, purina-pirimidina ou pirimidina-purina (A/C, A/T,

G/C, G/T) (BROOKES, 1999).



16

Assim, na pratica, SNPs sdo marcadores bi-alélicos, podendo
ocorrer tri-alélicos em uma propor¢ao menor, de forma que o contetido informativo em um
unico SNP ¢ limitado, em comparacao com os marcadores microssatélites (SSR) que sao
polialélicos (GRIFFIN; SMITH, 2000; GUPTA et al., 2001; ORAGUZIE et al., 2007).

Os SNPs ocorrem tanto em regides codificadoras como em nao
codificadoras dos genomas. Em regides codificadoras, quando resultam em uma
substituigdo de aminoacido na sequéncia protéica, sdo denominados nao sin6nimos,
podendo a substitui¢do ser conservativa ou nao conservativa em funcao das caracteristicas
dos aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver modificacdes estruturais e
funcionais na proteina (GUIMARAES; COSTA, 2002).

Os SNPs sdo extremamente abundantes no genoma de espécies
ndo endogdmicas e sua existéncia ndo ¢ novidade. Os primeiros trabalhos de
sequenciamento de fragmentos especificos de DNA detectaram esse tipo de polimorfismo
(Orita et al.,, 1989). Além disso, os SNPs sdo a base molecular de véarios tipos de
marcadores moleculares que foram desenvolvidos com diferentes metodologias ao longo
das ultimas trés décadas, como RFLPs, RAPDs, AFLPs, entre outros.

Em espécies vegetais os SNPs passaram a ser mais utilizado a
partir da crescente disponibilidade de cole¢cdes de ESTs nos bancos de dados publicos, o
que reduziu os custos para descoberta dos mesmos. Essas cole¢des tem sido fonte de
identificacdio de SNPs em algumas plantas como beterraba (SCHNEIDER et al., 2001),
milho (CHING et al., 2002), arroz (NASU et al., 2002), soja (ZHU et al., 2003), e de cana
de agucar (GRIVET et al., 2003).

2.7 Quitinase

O desenvolvimento de sintomas na planta, durante a patogénese,
vem geralmente acompanhado da sintese e ou acimulo nos tecidos infectados e adjacentes
ao sitio de infeccdo, de um grupo de proteinas conhecidas por proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas RP ou Os-RP) (VAN LONN, 1985).

O termo Ps-RP foi criado para designar um grupo de proteinas
soluveis acumuladas em resposta a infec¢do por Tobaco mosaic virus (TMV) em fumo

contendo o gene N. Esse gene ¢ responsavel pelo sintoma de lesdes necroticas localizadas,



17

restringindo a presenca do virus as células das lesdes e tecidos imediatamente adjacentes.
Mais tarde, comprovou-se a independéncia da expressdo dessas proteinas com a presenga
do gene N (VAN LONN, 1975).

Dentre as principais proteinas relacionadas a patogénese, t€ém-se as
quitinases, as quais pertencem as familias PR-3, PR-8 e PR-11. A quitina ¢ um polimero
linear composto por residuos de N-acetil-Dglucosamina (GLcNAc) formando ligagdes B(1-
4). E o segundo polissacarideo mais abundante do planeta, depois da celulose, sendo o
principal componente da parede celular dos fungos e leveduras. E insoltivel em 4gua e
apresenta duas formas cristalinas polimorficas a e . A a-quitina € composta por cadeias de
GlcNAc paralelas e antiparalelas dispostas alternadamente; a f—quitina ¢ menos comum e
possui cadeias arranjadas em paralelo (MINKE; BLACKWELL, 1978; AAM et al., 2010).

A quitina desempenha fun¢des importantes na bioquimica de varios
processos metabolicos de todos os organismos vivos que a possuem (FELSE; PANDA,
1999a e b). Apesar da quitina ser um dos mais importantes biopolimeros da natureza, o
conhecimento da sua biossintese ainda ¢ incompleto.

A efetiva degradacdo de quitina pelas quitinases na natureza revela
a importancia dessas enzimas na biosfera, principalmente em organismos que ndo contém
quitina, mas utilizam essas enzimas em mecanismos de defesa, como € o caso de plantas, e
no consumo de carbono e nitrogénio e sua reciclagem no ambiente, no caso de bactérias
(VAAJE-KOLSTAD, et al., 2005).

Quitinases podem ser utilizadas como agentes de controle de
fitopatdgenos, uma vez que a parede celular de muitos deles possui quitina. Em fungos, as
quitinases desempenham uma variedade de func¢des, como a digestdo da parede celular, a
formacao de septos, a germinacdo e a diferenciagdo de esporos, o crescimento e a autdlise
de hifas (XIA et al., 2001; DUO-CHUAN, 2006). Estudos recentes demonstram que o gene
chl, que codifica uma quitinase de Rhizopus oligosporus Saito, ¢ transcrito durante o
crescimento de suas hifas (TAKAIA et al.,, 1998a), enquanto que, em A. nidulans a
frequéncia na germinagdo de esporos e o crescimento hifal decai com a disrupg¢ao do gene
chlA, que codifica uma quitinase nesse fungo (TAKAIA et al, 1998b). Portanto,
quitinases e seus inibidores sdo alvos bastante atraentes para o desenvolvimento de
farmacos antifingicos.

Em plantas, a producdo de quitinase ¢ efetiva na defesa contra

fungos patogénicos, sendo estas enzimas alvos atraentes na aplicacdo industrial de
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fungicidas agricolas (DAHIYA et al., 2006). Muitas quitinases de plantas, associadas com
B-glucanases, inibem o crescimento de certos fungos patogénicos em culturas,
evidenciando sua atividade inibitoria (BROGLIE; BROGLIE, 1992) e sua capacidade de
induzir naturalmente atividade antifigica (DAHIY A et al., 2006).

Diversos trabalhos tém estudado a inser¢do de genes de quitinases
em plantas de interesse agricola para que elas tenham uma maior resisténcia a
microrganismos patogénicos, potencializando as defesas naturais dessas plantas durante o
ataque de fungos (DAHIYA et al., 2006).

Trabalhos realizados por Roby et al., (1988) indicam o aumento da
resisténcia ao fungo Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ellis e Halst. em meloeiros devido
a elevada atividade quitinolitica produzida por essas plantas ao serem tratadas com
elicitores do proprio fungo, sugerindo que o aumento da atividade da quitinase ¢
responsavel, em parte, pela indugdo da resisténcia sistémica contra C. lagenarium. A
inibigdo in vitro de Trichoderma viride, Schumach também se mostrou eficiente apos a

aplicagdo de quitinases purificadas (MAUCH et al., 1988).

2.8 1,3 B-glucanase

As B-1,3-glucanases sdo enzimas que hidrolisam polimeros de B-
1,3-glucana, composto esse, que juntamente com a quitina, constitui os principais
componentes que conferem resisténcia a parede celular dos fungos conhecidas. Sao
manomeros com massa molecular entre 25-35 KDa e que produzem oligdmeros com 2-6
unidades de glicose a partir do substrato laminarina ( uma f-1,3-glucana). Muitas
glucanases foram isoladas de diferentes plantas induzidas por varios agentes bioticos e
abidticos (BOLLER, 1988).

As B-1,3-glucanases sdo produzidas por uma grande diversidade de
fungos. Cruz et al., (1993) relataram a presenca de atividade litica do fungo Trichoderma
harzianum quando cultivado na presenga da parede celular de Saccharomyces cerevisiae e
Botrytis cinerea como fonte de carbono, devido a produgido de enzimas como B-glucanases
e quitinases.

As PB-1,3-glucanases, mais conhecidas como (PR-2), sdo

amplamente distribuidas em plantas superiores e¢ sdo induzidas durante a resposta de
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hipersensibilidade da planta a patégenos (BUCHER et al., 2001). Segundo Schlumbaum et
al., (1986), essas enzimas hidroliticas sdo capazes de inibir o crescimento dos patdégenos,
presumivelmente degradando suas paredes. As [-1,3-glucanases sdo enzimas liticas
capazes de degradar os polissacarideos encontrados nas paredes celulares de muitos fungos
e possui atividade antifingica quando analisada in vitro (MAUCH et al., 1992).

A aplicacdo de B-1,3-glucanases ou dos microrganismos produtores
dessas enzimas € importante também para retardar o crescimento de fungos patogénicos e
diminuir a deterioracao dos frutos causados pelos mesmos. Xu e Tian (2008) observaram
indugdo da produgdo dessas enzimas pela levedura Pichia membranaefaciens na presenca
de Penicilliuim expansum, agente causal do stress oxidativo em tomateiros, favorecendo o

controle deste fitopatdgeno.
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CAPITULO 1- SELECAO FENOTIPICA PARA RESISTENCIA A FERRUGEM
EM PROGENIES F; DE Eucalyptus grandis

(Artigo redigido conforme normas da Revista Floresta)



28

SELECAO FENOTIPICA PARA RESISTENCIA A FERRUGEM EM
PROGENIES F; DE Eucalyptus grandis
PHENOTYPIC SELECTION FOR RUST RESISTANCE IN F; PROGENIES OF

Eucalyptus grandis

RESUMO

Uma das maiores dificuldades enfrentadas pelo setor florestal no plantio de Eucalyptus
no Brasil, tem sido a ocorréncia da ferrugem incitada por Puccinia psidii Winter, devido
aos danos ocasionados, onde a produtividade das plantas atacadas ¢ bastante reduzida.
Nesse sentido, empresas do setor florestal tém buscado em programas de melhoramento
genético florestal, reduzir as perdas de produgdo por meio do controle genético. Assim,
o trabalho teve como objetivo estimar parametros genéticos, avaliar o ganho genético
por meio da sele¢do para resisténcia parcial a ferrugem causada por P. psidii em
progénies F; de Eucalyptus grandis em condi¢des de campo. Foram instalados dois
experimentos com 88 progénies F; de Eucalyptus grandis, no municipio de Itararé-SP.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeticdes, sendo cinco plantas por parcela, totalizando 1760 plantas por campo
experimental. Aos 30 dias apds o plantio, foi realizada a primeira avaliagdo quanto a
ocorréncia da ferrugem, mediante a escala de notas. Foram realizadas quatro avaliagdes
mensais no periodo de setembro a dezembro de 2014. As estimativas dos componentes
de varidncia e parametros genéticos foram obtidas pelo método REML/BLUP
empregando-se 0 programa genético-estatistico SELEGEN-REML/BLUP. Os
parametros genéticos encontrados demonstraram pouca variabilidade genética e alta
resisténcia a ferrugem. Os ganhos de selegdo foram satisfatorios para essa fase da
selecao.

Palavras-chave: Ganho de selegdo; Parametros genéticos; Puccinia psidii.
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ABSTRACT

One of the major difficulties faced by the forestry sector, in Eucalyptus planting in
Brazil, has been the occurrence of rust incited by Puccinia psidii Winter, due to the
damage caused where the productivity of the attacked plants is greatly reduced. In this
sense forestry companies has sought in forest genetic improvement programs, reduce
production losses through genetic control. Thus, the study aimed to estimate genetic
parameters, to evaluate the genetic gain by selection for partial resistance to rust caused
by P. psidii in F; progenies of Eucalyptus grandis under field conditions. Two
experiments were carried with 88 F1 progenies of Eucalyptus grandis in the city of
Itararé. The experimental design utilized was a randomized complete block design with
four replications and five plants per plot, totaling 1760 plants per experimental field. At
30 days after planting date, was carried out the first assessment regarding the
occurrence of rust by the rating scale. Four monthly evaluations were carried out from
September to December 2014. Estimates of variance components and genetic
parameters were obtained by REML/BLUP method using the genetic-statistical program
SELEGEN-REML/BLUP. Genetic parameters found demonstrated a low genetic
variability and high resistance to rust. The selection gains were satisfactory for this
stage of selection.

Keywords: Gain selection; Genetic parameters; Puccinia psidii.

INTRODUCAO

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceac e possui como centro de
origem a Australia e regides proximas como Timor, Indonésia, Papua Nova Guiné. E
considerada uma das culturas mais importantes do Brasil, constituindo-se em fonte de
energia e¢ madeira renovavel, podendo ser usada ainda para fins paisagisticos,
preservacao de espécies nativas e na recuperacao de areas degradadas (FURTADO et
al., 2008).

A espécie Eucalyptus grandis Hill ex Maiden é a mais plantada no Brasil,
devido ao seu potencial produtivo e as caracteristicas da madeira, além de possuir
excelente base genética disponivel (HARWOQOD, 2011). Entretanto, muitos de seus
gendtipos sdo suscetiveis ao fungo Puccinia psidii Winter, principalmente no estado de
Sdo Paulo, sudeste do Brasil, onde as plantacdes de eucalipto representam importante
papel no setor florestal e as condi¢des climaticas sdo favoraveis para o desenvolvimento

da doenga (FURTADO et al., 2008).
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A ferrugem do eucalipto ¢ umas das doengas que mais preocupa o setor florestal,
principalmente pelo aumento de sua ocorréncia no territério nacional e pelos danos
ocasionados (MIRANDA et al., 2013). Levantamentos efetuados na regido sul do estado
de Sdo Paulo revelaram incidéncias de até¢ 35% de arvores doentes em plantios de E.
grandis com idade em torno de seis meses (TEIXEIRA et al., 2009).

A doenca incide em mudas na fase de viveiro, plantas jovens com até dois anos
de idade e em brotagdes apds o corte raso. O patodgeno ataca, preferencialmente, folhas
jovens e terminais de galhos, ocasionando deformacdes dos oOrgdos, perda de
dominancia apical e, provavelmente, reducao do crescimento (ALFENAS et al., 2009).
O fungo pode ser facilmente caracterizado pela presenca de pustulas de coloracdo
amarela intensa sobre os 6rgdos infectados.

Devido a ampla variabilidade genética inter e intraespecifica do género
Eucalyptus, a forma mais empregada de controle do patdogeno é a utilizagdo de
progénies resistentes ou com rapido crescimento, nesse caso para que as plantas fiquem
menos tempo expostas ao patdgeno, ja que acima de 2 a 3 m de altura, o microclima ndo
¢ favordvel ao desenvolvimento da doenga (ZAUZA, 2007). Desse modo, o uso da
resisténcia genética ¢ apontado como a melhor op¢ao para o controle da ferrugem do
eucalipto, devido a existéncia de variabilidade no grau de resisténcia, tanto entre
espécies de Eucalyptus, quanto entre procedéncias de uma mesma espécie.

A resisténcia parcial tem sido sugerida como uma alternativa de resisténcia mais
duravel. Trata-se de uma resisténcia controlada por muitos genes, onde ¢ observada uma
distribuicao continua de graus de resisténcia entre as progénies, variando de altamente
resistentes até altamente suscetiveis (CAMARGO, 2011).

Na literatura, sdo abordados diversos trabalhos sobre a resisténcia a ferrugem
(ROSADO, 2010; PINTO et al., 2010; MIRANDA et al., 2013; SILVA et al., 2013). No
entanto, esses trabalhos limitam-se na sele¢do de procedéncias e progénies por meio de
inoculagdes artificiais ou infec¢des naturais do patdégeno. Junghans et al., (2003),
relataram que a resisténcia a ferrugem em E. grandis em condi¢des controladas de
infeccdo, ¢ devido a um gene dominante, denominado Pprl (P. psidii resistance gene
1), de penetrancia incompleta e dependente do “background” genético. Rosado (2007) e

Alves (2008) descreveram um padrao de heranca diferente de um controle monogénico.
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Assim, ¢ de extrema importincia a sele¢do de progénies superiores que
apresentem resisténcia genética parcial, sendo o objetivo desse trabalho estimar
parametros genéticos, avaliar o ganho genético por meio da sele¢do para resisténcia
parcial a ferrugem causada por P. psidii em progénies F; de Eucalyptus grandis em

condi¢des de campo.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacio da area experimental e material genético

O ensaio foi conduzido no municipio de Itararé-SP, em uma area experimental
disponibilizada pela empresa Suzano Papel e Celulose, localizada ao sudoeste do estado
de Sao Paulo a 24°06' de latitude sul e 49°19' longitude oeste, Itararé possui clima
temperado umido com verdo quente, classificado segundo Koppen e Alvares et al.,
(2013) como sendo do tipo Cbf, e a area de realizagdo do experimento apresenta solo

classificado como Latossolo Vermelho Distréfico de acordo EMBRAPA (1999).

Populagao inicial

Na area experimental, a populagdo de Eucalyptus grandis correspondia a 160
genoétipos provenientes de 10 procedéncias de Coffs Harbour e Atherton, originarios de
selecdo realizada pelo Programa Cooperativo em Melhoramento Florestal do Instituto
de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), implantado em 2009. Os gendtipos foram
plantados em espagamento de 3m x 2m, mantendo-se bordadura externa dupla, sendo
consideradas como parcela util, seis plantas de cada genotipo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental em blocos casualizados com quatro
repeticoes, totalizando na area 640 parcelas com 3840 plantas.

Aos seis meses apos o plantio, foi realizada avaliagdo quanto a severidade da
ocorréncia da ferrugem, utilizando para tal a escala de notas proposta por Takahashi
(2002), e adaptada por Zamprogno (2008). Nela sdao considerados quatro niveis distintos
de severidade, sendo eles: SO: auséncia de esporulacao ou planta sadia; S1: pustulas
puntiformes isoladas nos limbos e folhas novas; S2: esporulagdo mais abundante nos
limbos e folhas novas; S3: esporulag@o intensa em ambas as faces das folhas, podendo
ocorrer em peciolos e hastes jovens (ZAMPROGNO, 2008). As plantas que

apresentaram sintomas classificados como sendo do tipo S3 foram desbastadas, sendo
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mantidas nos blocos apenas plantas com sintomas dos tipos SO, S1 e S2, para que
ocorresse a polinizagdo cruzada natural. Estas plantas foram devidamente marcadas,

para posteriores analises.

Populacao F;

Em janeiro de 2014, as arvores previamente marcadas, foram identificadas
conforme a severidade dos sintomas. Nos blocos 1 e 2, foram identificadas arvores
classificadas como sendo de sintomas SO e S1,e nos blocos 3 e 4 arvores com sintomas
S1 e S2, totalizando ao final 340 genoétipos. Destes, 88 produziram sementes ¢ foram

selecionados (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1. Gendtipos iniciais de Eucalyptus grandis selecionados para avalia¢do da resisténcia parcial a ferrugem na Fy, Itararé-SP, 2014.
Table 1.1. Initial genotypes of Eucalyptus grandis selected for assessment of partial resistance to rust in Fy, Itararé-SP, 2014

Genotipos Escala de Genotipos Escala de Genotipos Escala de Genotipos Escala de
Ferrugem Ferrugem Ferrugem Ferrugem
Mo1 S0 M104 S1 M167 S0 M246 S0
MO03 S1 M107 S2 M174 SO M249 S1
MO5 S0 M116 S1 M180 S0 M251 S0
MO8 S0 M122 S0 M181 NI] M254 S1
Ml11 S1 M125 S1 M184 SO M256 SO
M18 NI] M132 NI] M185 NI] M257 SO
M20 S0 M136 S1 M189 S1 M262 S0
M25 S1 M138 NI] M196 NI] M263 SO
M30 S2 M139 S1 M197 NI] M271 S1
M33 S2 M142 SO M200 NI] M289 S1
M40 S2 M149 S1 M202 SO M293 S2
M45 S1 M151 NI] M205 NI] M295 S1
M47 S2 M153 S0 M207 S1 M298 S2
M49 S1 M155 S1 M211 S1 M299 S2
M75 S2 M156 NI] M230 S0 M300 S1
M78 S1 M157 NI] M233 SO M301 S1
M4 S1 M158 NI] M235 SO M303 S1
M35 S1 M159 NI] M237 S0 M308 S1
M94 S1 M160 S0 M240 SO M317 S1
M100 S1 M161 NI] M241 SO M321 S1
M101 S2 M164 S1 M243 SO M322 S1
M103 S2 M166 SO M245 S0 M330 S2
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Essas sementes foram colhidas, beneficiadas, e semeadas em tubetes contendo
volume de 53 cm’ de substrato Tropstrato Tubete Florestal Plus, devidamente
identificados e cultivados no viveiro do IPEF localizado no municipio de Piracicaba-SP

(Figuras 1.1A, 1.1B). Foram semeadas cerca de 10 sementes por tubete ¢ os 45 dias

apos a semeadura realizou-se o desbaste, mantendo-se apenas uma planta.

S M2 ,

Figura 1.1. Mudas de Eucalyptus grandis selecionadas para plantio em campo, A-
mudas semeadas em tubetes; B- plantas germinadas; C- mudas
selecionadas e identificadas. Itararé-SP, 2014.

Figure 1.1. Seedlings of Eucalyptus grandis selected for cultivation in the field, A-

seedlings sown in tubes; B- germinated plants; C- selected and labeled
seedlings. Itararé-SP, 2014.

Em agosto de 2014, 90 dias apds a semeadura, foram selecionadas 20 mudas por
progénie (Figura 1.1C), as quais foram identificadas e plantadas no campo experimental
de 2,11ha, disponibilizado pela Suzano Papel e Celulose, no municipio de Itararé-SP,
localizado na Fazenda Santa Isabel, sendo o experimento realizado em duplicata. Os
campos experimentais escolhidos para o plantio das progénies sdo areas com historico
de ocorréncia de ferrugem.

Na figura 1.2, sdo apresentados os dados de temperatura e precipitacao,
coletados na area experimental da Fazenda Santa Isabel, no periodo de realizacao dos

experimentos, de agosto a dezembro de 2014.
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Figura 1.2. Dados meteoroldgicos do municipio de Itararé-SP, obtidos durante as
avaliagOes da resisténcia a ferrugem no periodo de agosto a dezembro de
2014. Itararé-SP, 2014.

Figure 1.2. Meteorological data from the city of Itararé-SP produced during the rust

resistance assessments from August to December 2014. Itararé-SP, 2014.

O experimento foi realizado em duplicata, utilizando 88 progénies, plantadas no
espacamento de 3m x 2m, no delineamento em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, sendo cinco plantas por parcela, totalizando 1760 plantas por campo

experimental.

Avaliacio da resisténcia a ferrugem

Aos 30 dias ap0ds o plantio das mudas, foi realizada a primeira avaliagdo quanto
a ocorréncia de ferrugem, mediante o uso da escala de severidade sugerida por
Takahashi (2002) readaptada por Zamprogno (2008) (Figura 1.3). As avaliagcdes foram
realizadas mensalmente no periodo de setembro a dezembro de 2014, nos dois campos

experimentais.
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Figura 1.3. Escala de notas para avaliacdo da resisténcia a ferrugem do eucalipto no
campo, onde: 0 = auséncia de esporulagdo ou planta sadia; I = pustulas
puntiformes isoladas nos limbos e folhas novas; II = esporulagdo mais
abundante nos limbos e folhas novas; III = esporulacdo intensa em ambas
as faces das folhas, podendo ocorrer em peciolos e hastes jovens,
modificada de Zamprogno et al., (2008). Itararé-SP 2014.

Figure 1.3. Rating scale for assessment of eucalyptus resistance to rust in the field
where: 0 = no sporulation or healthy plant; I = isolated pinpoint pustules in
limbo and new leaves; II = most abundant sporulation in limbo and new
leaves; III = heavy sporulation on both sides of leaves, petioles and may
occur in young stems, modified from Zamprogno et al., (2008). Itararé-
SP,2014.

Estimativa dos parametros genéticos e estatisticos

As estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos foram
obtidas pelo método REML/BLUP (maxima verossimilhanga restrita/melhor predicao
linear ndo viciada), empregando-se o programa genético-estatistico SELEGEN-
REML/BLUP, desenvolvido por Resende (2007b).

Os dados foram transformados pelo log de x e submetidos ao programa

SELEGEN, onde foram calculados os valores de repetibilidade e do coeficiente de
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determinagdo dos efeitos permanentes, utilizando-se o modelo 008, aplicados a
progénies de meio- irmaos, varias plantas por parcela, medidas repetidas, delineamento

em blocos casualizados, utilizando o modelo matematico:
y=Xm+Za+Wp+Ts+e

Em que y ¢ o vetor de dados, m ¢ o vetor dos efeitos das combinagdes medigao-
repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral, a ¢ o vetor dos efeitos
genéticos aditivos individuais (assumidos como aleatdrios), p € vetor dos efeitos de
parcela (aleatdrios), s ¢ vetor dos efeitos permanentes (aleatorios) e € o vetor de erros ou
residuos (aleatorios).

J& as varidveis quantitativas foram estimadas por meio do modelo 093-ANOVA-
REML, aplicados aos testes de progénies de polinizagdo aberta (assumindo progénies de
meios-irmaos), delineamento blocos ao acaso, varias plantas por parcela, em um local e

uma unica populacao, por meio do modelo estatistico:
y=Xr+Za+Wp+e

Em que y € o vetor de dados; r € o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos
como fixos) somados a média geral;, a ¢ o vetor dos efeitos genéticos aditivos
individuais (assumidos como aleatorios); p € o vetor dos efeitos de parcela, e € o vetor
de erros ou residuos (aleatdrios).

Os pardmetros genético-estatisticos estimados foram os seguintes: h?;:
herdabilidade aditiva dentro da parcela; czp; coeficiente de determinagao dos feitos de
parcela; h’y,: herdabilidade média de progénies; Acprog: acurdcia na sele¢do de
gendtipos; CVgi% : coeficiente de variagdo genética de progénies; CVe%: coeficiente

de variagdo experimental; CVr: coeficiente de variagdo relativa:

a) Herdabilidade individual no sentido restrito, ou seja, dos efeitos aditivos:

Q>
()

~ 9
h; =

Q)
—
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b) Coeficiente de determinacao dos efeitos de parcela:
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c¢) Herdabilidade da média de progénies, assumindo sobrevivéncia completa:
G,
n.r

h} =
(1/4)62 +
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d) Acurécia da selegc@o de progénies, assumindo sobrevivéncia completa

A
ﬂ'G
100

e) Coeficiente de variagdo genética aditiva individual:
m

CV i (%) =

100

f) Coeficiente de variagdo experimental:
V(07562 +62)/n)+6!
m

CV, (%) =

g) Coeficiente de variagdo relativa:
cvV

cv, = —=

cv,

Para a analise conjunta dos dois experimentos foi utilizado o modelo 51,

aplicado a blocos completos, varias observagdes por parcela, por meio do modelo

estatistico:
y=Xr+Zg+Wp+Ti+e
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Em que y ¢ o vetor de dados; r € o vetor dos efeitos de repeticao (assumidos como
fixos) somados a média geral; g ¢ o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
aleatorios), p € o vetor dos efeitos de parcela (aleatorios); i € vetor dos efeitos da interacao
genodtipo x ambiente (aleatdrios) e € o vetor de erros ou residuos (aleatorios).

O ganho genético foi estimado utilizando o modelo otimizagdo da selecao em
termos de maximizagdo do ganho genético com restricdo na endogamia via manutengao
de um tamanho efetivo adequado. Este modelo trabalha sobre os valores genéticos
individuais preditos. Assim, selecao individual com restrigdo no nimero maximo de
individuos selecionados por progénie. O Indice Multi-efeitos foi empregado objetivando
a estimativa de ganhos na selegdo, com base no DAP (RESENDE, 2002). O indice

Multi-efeitos possui a expressao:

= BIYipL +(b: -b.‘lYI.. +(6_= = B| )?u. = ‘-?.J. +(A 3 ‘5-17

o>

Em que: Y _: média geral do ensaio; Yj,: valor individual; Y, : média da matriz do
ensaio; Y,: média da progénie em determinado bloco (média da parcela); Y;: média do

bloco; b, —h? : herdabilidade no sentido restrito dentro de parcelas; p,> :% b2

5
2
d ~2 (D=1

4 52 ~ "~ c ) . ‘L.
herdabilidade no sentido restrito de progénies; i’ = G+ "'[’]{ (f'" *'bﬂ)]f’—** . b,=h2 herdabilidade
., 61 63
247t
r n.r

no sentido restrito de parcelas: h? =

G-+

L3S}

n
Foram utilizados os resultados da tltima avaliagdo para a sele¢cdo dos melhores

individuos com base na resisténcia e nos valores genéticos dos individuos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao fenotipica para resisténcia a Puccinia psidii em progénies F; de Eucalyptus

grandis avaliadas sob condi¢ées naturais de infeccao

Visando verificar a severidade e a incidéncia da ocorréncia da ferrugem, todas as

progénies foram avaliadas em quatro diferentes periodos apds o plantio. No
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experimento 1, durante a primeira e segunda avaliagdo da severidade da ferrugem,
realizadas aos 30 e 60 dias apds o plantio das mudas em campo, respectivamente,
observou-se que a quase totalidade das progénies mostrou-se isenta da doenca, variando
de 91,14% a 97,05% com classe SO, enquanto que foi verificada baixa incidéncia de
progénies (variando de 0,68% a 5,91%), com classe S1 entre os quatro blocos (Tabela
1.2). Nao foram encontradas progénies com sintomas do tipo S2 e S3 nas primeiras
avaliagdes, entretanto, nao se pode atribuir a auséncia de sintomas somente a resisténcia
das progénies a doenca, uma vez que o ambiente ¢ o estadio fenoldgico das plantas
influenciam diretamente na ocorréncia.

Nas primeiras avaliacdes, as plantas estavam com quatro e cinco meses de
idade, fato esse que pode ter influenciado na auséncia da severidade da doenca, ja que a
ferrugem ¢ comumente observada em plantas de eucalipto a partir de seis meses de
idade. Takahashi (2002), analisando epidemias de ferrugem do eucalipto no Vale do
Paraiba, também verificou que o maximo de doenca ocorreu em fun¢do da idade das
plantas, variando de nove aos treze meses, conforme a regido de plantio.

O fato de um campo de eucalipto apresentar ferrugem estd associado a
ocorréncia de periodos favoraveis durante o tempo em que a cultura emite brotagdes
jovens e sobrepostas. Diferenca na época de plantio ou de procedéncias pode resultar
em diferentes periodos de exposi¢do, que podem ou ndo coincidir com condigdes

ambientais favoraveis a infecgdo por Puccinia psidii (FERREIRA, 1981).
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Tabela 1.2. Porcentagem dos genotipos iniciais de Eucalyptus grandis e gera¢do F; em
cada classe de severidade da ferrugem avaliadas sob condig¢des de campo
no experimento 1 no municipio de Itararé-SP. Itararé-SP, 2014.

Table 1.2. Percentage of initial genotypes of Eucalyptus grandis and F, generation in

each rust severity class evaluated under field conditions in experiment 1 in
the city of Itararé-SP. Itararé-SP, 2014.

% Fq
% Genotipos 1? 2" 3 4*
Nota Bloco iniciaisp Avaliacdo Avaliacdo Avaliagdo Avaliacao
SO I 48,86 97,05 91,82 79,77 73,18
S1 I 37,50 1,14 5,68 17,73 23,64
S2 I 13,64 0 0 0 0,68
S3 I 0 0 0 0 0
Mortas 1 0 1,82 2,5 2,5 2,5
SO II 48,86 95,45 93,41 82,95 70,23
S1 II 37,50 0,68 1,82 12,50 23,64
S2 II 13,64 0 0 0 0,45
S3 II 0 0 0 0 0,68
Mortas II 0 3,86 4,77 4,55 5,0
SO 111 48,86 92,95 91,14 86,82 82,73
S1 111 37,50 5,91 5,91 10,0 13,86
S2 111 13,64 0 0 0 0,23
S3 111 0 0 0 0 0,23
Mortas  1II 0 2,95 2,95 3,18 2,95
SO v 48,86 93,18 90,23 87,73 92,27
S1 v 37,50 2,73 5,23 7,27 5,0
S2 v 13,64 0 0 0 0
S3 v 0 0 0 0 0,45
Mortas IV 0 4,09 4,55 5,0 2,27

Verificou-se aumento da classe de severidade ao longo das avaliagoes,
principalmente na quarta avaliacdo (120 dias apos o plantio), onde a média da
porcentagem de plantas classificadas como SO reduziu, de 94,66% para 79,61% (Tabela
1.2). Em conjunto, a ocorréncia de plantas S1 aumentou, chegando a 16,54%, e foi
possivel observar plantas que apresentaram sintomas classificados como S2 e S3

(Figura 1.4).
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Figura 1.4. A- progénies F, de Eucalyptus grandis com sintoma S2; B-sintoma S3, aos
120 dias apds o plantio. Itarar¢, 2014.
Figure 1.4. A- F; progenies of Eucalyptus grandis with S2 symptom; B-symptom S3,

120 days after planting. Itararé, 2014.

Para o experimento 2, verificou-se comportamento semelhante quanto a
severidade da ferrugem nas progénies, onde, nas duas primeiras avaliagdes, a incidéncia
foi bastante reduzida. Entre os quatro blocos de 95,45% a 97,73% das progénies
avaliadas apresentaram sintoma S0, enquanto que, para a classe S1, apenas de 0,45% a
1,36% (Tabela 1.3). Como apresentado anteriormente para o experimento 1, no
experimento 2 também nao foram observados plantas com sintomas S2 e S3 nas
primeiras avaliagdes. Entretanto, com o decorrer do periodo de avaliagdo, foram
encontradas plantas apresentando classes superiores de severidade, fato que,
consequentemente, reduziu a média da porcentagem de plantas anteriormente
classificadas como SO.

Na primeira avaliagdo, realizada aos 30 dias ap6s o plantio, em média, 96,42%
das progénies tiveram seus sintomas classificados como sendo SO, enquanto que aos
120 dias apos o plantio, esse percentual foi reduzido para 87,84%. Além disso, a média
do sintoma S1 aumentou e foi verificada a ocorréncia de em média, 0,74% e 0,29% das
progénies com sintomas S2 e S3, respectivamente.

Os niveis de severidade de ferrugem verificados nos dois experimentos foram
baixos, comportamento ja esperado, visto que as progénies utilizadas nos experimentos
sao provenientes de um programa de melhoramento, onde foram pré-selecionadas pelos
bons resultados apresentados para a resisténcia a doenca, aliadas a condigdes ambientais

pouco favoraveis a sua ocorréncia.
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Tabela 1.3. Porcentagem dos genotipos de Eucalyptus grandis e gera¢do F; em cada
classe de severidade da ferrugem avaliadas sob condi¢des de campo no
experimento 2 no municipio de Itararé-SP, Itararé-SP, 2014.

Table 1.3. Percentage of genotypes of Eucalyptus grandis and F; generation in each
rust severity class evaluated under field conditions in experiment 2 in the

city of Itararé-SP. Itararé-SP, 2014.

% F1
% a a a a
. 1 2 3 4
Nota Bloco G.e Ifo.tll.ms Avaliacdo Avaliagdo Avaliacio Avaliacido
iniciais
SO I 48,86 95,45 95,45 84,09 86,36
S1 1 37,50 1,36 0,91 11,82 8,86
S2 1 13,64 0 0 0,45 0,45
S3 1 0 0 0 0 0,68
Mortas 1 0 3,18 3,64 3,64 3,64
SO II 48,86 97,27 97,73 90,00 88,18
S1 II 37,50 0,68 0 7,50 8,41
S2 11 13,64 0 0 0 1,14
S3 II 0 0 0 0 0,23
Mortas 11 0 2,05 2,27 2,50 2,05
SO 111 48,86 96,36 95,68 86,59 85,23
S1 111 37,50 0,45 0,68 9,09 9,32
S2 111 13,64 0 0 0 0,91
S3 111 0 0 0 0 0,23
Mortas 111 0 3,18 3,64 4,32 4,32
SO v 48,86 96,59 96,36 87,50 91,59
S1 1A% 37,50 0,45 0,45 9,32 4,55
S2 1A% 13,64 0 0 0 0,45
S3 v 0 0 0 0 0
Mortas v 0 2,95 3,18 3,18 3,41

Dessa forma, foi possivel verificar que as avaliagdes tardias se mostraram mais
eficientes em estudos que visam avaliar o comportamento de progénies de Eucalyptus
grandis quanto a resisténcia a ferrugem.

Considerando somente os dados coletados durante a quarta avaliagdo, a figura
1.5 demonstra a distribui¢do dos 88 genotipos iniciais e da geracdo F; em cada classe de

severidade da ferrugem.
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Porcentagem de ocorréncia

0 A I A -
SO S1 S2 S3 Mortas

Classe de severidade de ferrugem

B F1 4a avaliagdo experimento 1 M F1 4a avaliacdo experimento 2 Progénies iniciais

Figura 1.5. Distribui¢do das plantas dos gendtipos iniciais e F classificadas dentro das
quatro classes de severidade da ferrugem na quarta avaliacdo realizada em
Itararé-SP, Itararé-SP, 2014.

Figure 1.5. Distribution of plants of the initial genotypes and F; classified within the

four rust severity classes in the fourth evaluation in Itararé-SP, Itararé -
SP,2014.

Na figura 1.5 € observado percentual de segregacdo na geragao F; das progénies
avaliadas entre as classes de severidade da ferrugem, principalmente entre as classes S1
e S2 para SO, pois, inicialmente apenas cerca de 49% dos gendtipos iniciais foram
classificados como sendo SO, enquanto que na geragdo F; verificou-se aumento da
resisténcia, uma vez que o percentual de plantas SO aumentou para 79,6% e 87,8% nos
experimentos 1 e 2 respectivamente. Em contrapartida, o percentual de progénies F;
classificadas como S1 reduziu de 37,5% para 16,53% (experimento 1) e 7,78%
(experimento 2). Dos 13,64% dos gendtipos iniciais classificadas com S2, a grande
maioria segregou quanto a resisténcia para ambos os experimentos, sendo encontradas
apenas 0,34% e 0,74% nos experimentos 1 e 2 respectivamente.

Esses resultados corroboram com os relatados por Junghans et al. (2003b),

Rosado (2007) e Alves (2008). Segundo esses autores, variagdes dentro de cada classe
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fenotipica, principalmente as S1 e S2, também foram observadas e pode ser indicativo
de que genes de efeitos secundarios tém participagdo na resisténcia das plantas a
ferrugem. No entanto, ¢ evidente que um loco de grande efeito ¢ o responsavel por
grande parte da resisténcia, conforme verificado em analises de progénies de diferentes
origens.

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam que houve ganho na
selecdo das progénies F;, demonstrando que a selecdo visando obter progénies que
apresentem resisténcia parcial ¢ de extrema importancia, afim de evitar o descarte de
genoétipos de interesse que, embora ndo possuam resisténcia completa podem apresentar
boa resisténcia a doenga, em condi¢des de campo. Dessa forma, a avaliagdo criteriosa
do nivel de resisténcia que as progénies apresentaram ¢ uma condi¢do indispenséavel
para se avancar em qualquer programa de melhoramento.

Entre as 88 progénies F; estudadas no experimento 1, a quase totalidade
segregou quanto a resisténcia a ferrugem, sendo que apenas a M263 permaneceu isenta
da doenga durante as quatro avaliagdes realizadas, mantendo a classificagdo inicial SO.
Das 43 progeénies iniciais classificadas como S0, 42 segregaram para a classe S1, onde
pelo menos 1 planta de cada progénie apresentou sintomas da doenga, elevando a
média da classe da populacdo F;. Entretanto, das 33 progénies classificadas
anteriormente como S1, apenas na M189 ndo foram observados sintomas da ferrugem,
recebendo nota SO em todas as avaliagdes, enquanto que das 12 progénies iniciais

classificadas como S2, todas segregaram para a classe S1 (Tabela 1.4).
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Tabela 1.4. Média da comparacao entre as classes de ferrugem dos genotipos iniciais €
das médias da populacdo F; em cada avaliagdo realizada no experimento 1.
Itararé-SP, 2014.

Table 1.4. Average comparison among rust classes of initial genotypes and average of
F, population in each evaluation carried out in experiment 1. Itararé,-SP,

2014.
Genotipos Notas Fi . F1 Avaliagdo Fi . Fi .
iniciais Avaliagao 1 2 Avaliagao 3 Avaliagdo 4
MO1 0 0 0,05 0,15 0,05
MO5 0 0 0,05 0,05 0,10
MO8 0 0 0 0,18 0,17
MI18 0 0 0 0,06 0,25
M20 0 0 0,20 0,35 0,15
M122 0 0 0 0,15 0,15
M132 0 0,10 0 0,10 0,23
M138 0 0 0,05 0,23 0,10
M142 0 0 0,10 0,30 0,20
MI151 0 0,10 0,05 0,05 0,10
M153 0 0 0,15 0 0,15
M156 0 0 0 0,10 0,05
M157 0 0 0 0 0,10
M158 0 0 0 0 0,15
M159 0 0 0,10 0,15 0,30
M160 0 0 0 0,15 0,20
Mil61 0 0 0,25 0 0,15
M166 0 0 0,05 0,15 0,10
M167 0 0 0 0,10 0
M174 0 0 0 0 0,21
M180 0 0 0,15 0,23 0
M181 0 0 0,05 0,30 0
M184 0 0 0,20 0 0,15
M185 0 0,05 0,05 0 0,20
M196 0 0 0,10 0,20 0,30
M197 0 0 0 0,20 0,30
M200 0 0,05 0,05 0,15 0,30
M202 0 0 0,05 0,05 0
M205 0 0 0,10 0 0,10
M230 0 0 0,05 0,16 0,23
M233 0 0 0,08 0,11 0,13
M235 0 0 0,05 0,20 0,25
M237 0 0 0 0,10 0,17
M240 0 0 0,05 0 0,29
M241 0 0 0,10 0,05 0,20
M243 0 0 0,16 0,25 0,05



M245
M246
M251
M256
M257
M262
M263
MO3
Ml11
M25
M45
M49
M78
M84
M85
M94
M100
M104
Ml116
M125
M136
M139
M149
MI155
M164
M189
M207
M211
M249
M254
M271
M289
M295
M300
M301
M303
M308
M317
M321
M322
M30
M33
M40
M47

[\NS T NG T NG TN NG Y Sy Uy Ay Ny IR S VI VARG IR GGG G G G GG G G G G GV VA NG G GGG U W O G O WY o T o T e i o T o Tl o Sl

0,10
0,05
0,15

0,05
0,11

0,30
0,19

0,20
0,10
0,18
0,20
0,10
0,15
0,20
0,20
0,10
0,15

0,23
0,11
0,20
0,10

0,13

0,10
0,10
0,45

0,20
0,15
0,15
0,40
0,10
0,10

0,25
0,15
0,25
0,30

0,45

0,25
0,05
0,05
0,25

0,15
0,25
0,30
0,35

0,15
0,20
0,25

0,20
0,25
0,15
0,40
0,25
0,25
0,10
0,25

0,15
0,06
0,05
0,30
0,05
0,45
0,05
0,05
0,25
0,40
0,50

0,20
0,45

0,28
0,30
0,23

47



48

M75 2 0 0 0,10 0,05
M101 2 0 0 0,16 0,24
M103 2 0 0,05 0,10 0,45
M107 2 0 0 0,15 0,35
M293 2 0,30 0,10 0 0,05
M298 2 0 0,11 0,06 0,30
M?299 2 0 0 0 0,18
M330 2 0,05 0 0,05 0,40

Para o experimento 2, verificou-se comportamento diferente das 88 progénies
F, estudados. Das 43 progénies iniciais classificadas como S0, apenas o0 M08 e M246,
mantiveram-se resistentes, as demais segregaram para a classe S1, onde pelo menos
uma planta de cada progénie apresentou sintomas da ferrugem, elevando a média da
classe da populagdo F;. Em contrapartida, das 33 progénies iniciais classificadas como
S1, cinco (M11, M78, M104, M164 e M249) ndo apresentaram sintomas da doenc¢a nas
quatro avaliacdes realizadas, segregando para a classe S0. Ja para a classe S2, das 12
progénies inicias, todas segregaram quanto a resisténcia a ferrugem, sendo 10 progénies
para a classe S1 e 2 para a classe SO (Tabela 1.5).

Apesar dos dois experimentos terem sido instalados em &reas proximas,
verificou-se comportamento diferente das 88 progénies F; estudadas em cada
experimento, indicando possiveis zonas de escape da doenca e influéncia ambiental,

ressaltando a importancia da escolha do local de plantio.
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Tabela 1.5. Média da comparacao entre as classes de ferrugem dos genotipos iniciais €
das médias da populacdo F; em cada avaliagdo realizada no experimento 2.
Itararé-SP, 2014.

Table 1.5. Average comparison among rust classes of initial genotypes and average of
F, population in each evaluation carried out in experiment 2. Itarar¢,-SP,

2014.
Genétipos .N.ot.a.s .Fl ~ .Fl ~ F 1 ~ .Fl ~
iniciais avaliacdo 1 avaliacdo 2 avaliacdo 3 avaliacio 4

MO1 0 0 0 0,25 0,10
MO5 0 0 0 0,35 0,25
MO8 0 0 0 0 0
M18 0 0 0 0,20 0,30
M20 0 0 0 0,05 0,15
M122 0 0 0 0,13 0,10
M132 0 0 0 0,35 0,20
M138 0 0 0 0,19 0
M142 0 0 0 0,10 0,35
MI51 0 0 0 0,10 0,05
M153 0 0 0 0,25 0,25
M156 0 0 0 0,10 0,05
M157 0 0 0 0,10 0,33
MI158 0 0 0 0 0,20
MI159 0 0 0 0,06 0
M160 0 0,05 0 0,10 0,10
Mle6l 0 0 0 0 0,05
M166 0 0 0 0 0,05
M167 0 0 0 0,05 0,10
M174 0 0 0 0,05 0,16
M180 0 0 0 0,38 0,29
M181 0 0 0,05 0 0,11
M184 0 0 0 0,15 0,40
M185 0 0 0 0,10 0,15
M196 0 0 0 0,10 0,20
M197 0 0 0 0,30 0,05
M200 0 0 0 0,05 0,21
M202 0 0 0 0,17 0,08
M205 0 0 0 0,10 0,10
M230 0 0 0 0,15 0,20
M233 0 0 0 0 0,10
M235 0 0 0 0,11 0,25
M237 0 0,05 0 0,05 0,15
M240 0 0 0 0,15 0,15
M241 0 0 0 0,10 0,10
M243 0 0,06 0,13 0,24 0,13
M245 0 0 0 0 0,05
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MI101 2 0 0 0,27 0,08
M103 2 0 0 0,20 0,30
M107 2 0 0 0,10 0,30
M293 2 0,05 0 0 0,05
M298 2 0 0 0 0

M299 2 0 0 0,15 0,10
M330 2 0,05 0 0,05 0

Parametros genéticos para resisténcia a Puccinia psidii em progénies F; de

Eucalyptus grandis avaliadas sob condi¢des naturais de infeccio.

A repetibilidade é expressa como a correlagdo entre as medidas repetidas dos
mesmos individuos, ou seja, a repetibilidade expressa a proporcao da variancia total que
¢ explicada pelas variagdes proporcionadas pelos genétipos e atribuidas ao ambiente
comum.

Valores altos de estimativas de repetibilidade para determinado carater indicam
que ¢ viavel predizer o valor real do individuo utilizando-se um niimero relativamente
pequeno de medi¢des (CRUZ; REGAZZI, 1997), sendo que ocorre o inverso quando a
repetibilidade ¢ baixa.

Foram obtidos baixos valores de coeficiente de repetibilidade indicando
irregularidade da superioridade dos genétipos de uma avaliacdo para outra, fornecendo
indicios da nao existéncia de regularidade na repeticao dessas avaliacdes (Tabela 1.6).
Como todas as plantas foram avaliadas em quatro momentos distintos, € havendo cinco
repeti¢des de cada progénie em cada parcela, a mesma progénie pode ter recebido notas
diferentes entre as avaliagdes.

As avaliagdes representam momentos pontuais da epidemia, e € possivel que no
momento de uma das avaliagdes, uma determinada planta suscetivel ndao tenha
apresentado sintomas da doenca, se esta coincidiu, por exemplo, com o momento de

brotacao.
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Tabela 1.6. Repetibilidade e coeficiente de determinagdo dos efeitos permanentes.
Itararé-SP, 2014.
Table 1.6.  Repeatability and determination coefficient of permanent effects. Itararé-

SP, 2014.
Parcela R c2 perm
Analise
conjunta 0,199877 0,000015
1-2 0,140588 0,000040
1-3 0,201117 0,000028
1-4 0,283622 0,000080
1.2-3 0,158354 0,000080
1.2-4 0,249170 0,000007
1.3-4 0,000007 0,000010
2.1-2 0,281595 0,000642
2.1-3 0,166265 0,000951
2.1-4 0,115715 0,000016
2.2-3 0,192608 0,000336
2.2-4 0,133229 0,000030
2.3-4 0,208636 0,000057

Parcela: interacdo entre os blocos; r: repetibilidade; c¢2 perm: coeficiente de
determinagdo dos efeitos permanentes.

Os resultados referentes aos parametros genéticos para a resisténcia a ferrugem
para progénies F; de E. grandis encontram-se descritos nas tabelas 1.7 ¢ 1.8. O
coeficiente de variagdo experimental (CVe%) obtido das andlises de variancia
individuais para resisténcia a ferrugem apresentou valores de 1,06, 1,31, 2,23 e 3,33 nas
quatro avaliagdes, respectivamente (Tabela 1.7), para o teste de campo realizado no
primeiro experimento, valores esses considerados baixos.

No segundo experimento, os coeficientes de variagdo experimental (CVe%)
também apresentou valores baixos, sendo 0,51, 0,48, 2,03, 2,26 nas quatro avaliagdes
respectivamente (Tabela 1.8). Entre os locais houve pouca diferenca em todas as
avaliagdes.

As estimativas do coeficiente de variacdo genética (CVgi), observado para
resisténcia nos experimentos 1 e 2, foram baixo para as avaliagdes iniciais, 0 que ja era
esperado, por apresentar pequena incidéncia da doenga, aumentando com as avaliacdes

tardias, demonstrando variabilidade genética entre as progénies (Tabelas 1.7 e 1.8). Os
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valores altos no CVgi, demonstram potencialidades para a selecdo em programas de
melhoramento.

A selecdo de progénies com base em valores genéticos proporciona vantagens
praticas que vao desde a concepgao dos experimentos até a selecao propriamente dita,
pois possibilita selecionar individuos e progénies em diferentes testes de mesma idade,
ou em experimentos com progénies pertencentes a varias procedéncias (populagoes),
além de permitir uma comparacao direta e eficiente entre todos os individuos de uma
mesma progénie em todo o experimento, uma vez que a selecdo ¢ baseada em desvios
ponderados (PINTO, 2010).

A andlise de Deviance (ANADEV) para os dois experimentos, apresentou
diferencas estatisticas entre as avaliagdes, e pode-se verificar que mesmo havendo
plantas com diferentes graus de severidade, somente uma avaliagdo foi significativa

(Tabela 1.7 e 1.8).

Tabela 1.7. Estimativas de pardmetros genéticos para avaliagdo da resisténcia a
ferrugem em progénies F; de Eucalyptus grandis no experimento 1,
Itararé-SP, 2014.

Table 1.7. Genetic parameter estimates to assess rust resistance in F; progenies of
Eucalyptus grandis in experiment 1, Itararé-SP, 2014.

Pél;i?tle(;(s)s Avaliacao 1 Avaliacao 2 Avaliacio 3 Avaliacao 4
h°a 0,08 0,03 0,04 0,006
o 0,19 0,08 0,16 0,27
h’mp 0,19 0,10 0,11 0,01
Acprog 0,44 0,31 0,34 0,12
CVgi% 0,52 0,43 0,81 0,40
CVe% 1,06 1,31 2,23 3,33
CVr 0,24 0,16 0,18 0,06
LTR 0,02™ 0,48™ 0,50™ 0,02™
Média 2,07 1,95 2,09 2,07

h%a: herdabilidade aditiva dentro da parcela; czp; coeficiente de determinagao dos feitos
de parcela; hzmp: herdabilidade média de progénies; Acprog: acuricia na selecdo de
genotipos; CVgi%: coeficiente de variagdao genética de progénies; CVe%: coeficiente de
variagdo experimental; CVr: coeficiente de variagdo relativa; LTR= Teste da razdo de
verossimilhanca; média: média geral do nivel de severidade.
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Tabela 1.8. Estimativas de parametros genéticos para avaliacdo da resisténcia a
ferrugem em progénies F; de Eucalyptus grandis no experimento 2,
Itararé-SP, 2014.

Table 1.8. Genetic parameter estimates to assess rust resistance in F; progenies of
Eucalyptus grandis in experiment 2, Itararé-SP, 2014.

Pé‘; ?:;fg(s)s Avaliacio 1 Avaliacio 2 Avaliacio 3 Avaliacdo 4
h%, 0,05 0,25 0,06 0,06
c 0,06 0,15 0,14 0,07
% p 0,18 0,44 0,15 0,19
Acprog 0,43 0,67 0,39 0,44
CVgi% 0,24 0,43 0,86 1,11
CVe% 0,51 0,48 2,03 2,26
CVr 0,24 0,45 0,21 0,24
LTR 1,40™ 12,07 1,03™ 1,6™
Média 2,12 2,12 2,09 2,09

h%a: herdabilidade aditiva dentro da parcela; czp: coeficiente de determinacao dos feitos
de parcela; hzmp: herdabilidade média de progénies; Acprog: acuricia na selecdo de
gendtipos; CVgi%: coeficiente de variagcdo genética de progénies; CVe%: coeficiente de
variacdo experimental; CVr: coeficiente de variagdo relativa; LTR= Teste da razado de
verossimilhanga (**significativo a 1%, com 0,5 graus de liberdade; ™ ndo significativo).
média: média geral do nivel de severidade.

As estimativas dos coeficientes de herdabilidade individual variaram entre 0,006
a 0,25, e para herdabilidade média variou de 0,01 a 0,44 entre os dois experimentos,
indicando a presenca de componente genético atuando nesse carater. Estimativas de
herdabilidade, quando apresentam baixa magnitude, evidenciam que possiveis fatores
de resisténcia ambiental estdo influenciando na expressdo da caracteristica. Esses
contrastes também podem ser parcialmente atribuidos ao escape da doenga quando
avaliada em condig¢des naturais de infec¢do, condi¢do utilizada no trabalho. As quatro
avaliagdes foram realizadas em duas areas diferentes, indicando possiveis zonas de
escape e influéncia ambiental.

A herdabilidade média de progénies apresentou valores menores que 0,15, sendo
considerada de baixa magnitude. Os resultados encontrados nesse trabalho diferem dos
relatados por Martins (2007), e por Silva et al. (2013), os quais encontraram médias de
herdabilidade acima de 0,70% para a espécie Eucalyptus grandis. As estimativas de

herdabilidade sdo ferramentas de suma importancia nos trabalhos de melhoramento,
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pois expressam a quantidade da variabilidade genética disponivel numa populagdo,
proporcionando o conhecimento da magnitude relativa das variagdes genéticas e
ambientais (WRIGTH, 1976).

Em relagdo aos coeficientes de variagdo relativa (CVr),0s valores encontrados
variaram de 0,06 a 0,45 nos dois experimentos, sendo considerados de baixa e média
magnitude, respectivamente. De acordo com Vencovsky e Barriga (1992), maiores
valores de CVr indicam que o controle dos caracteres ¢ baixo, influenciado por fatores
ambientais.

As acuracias (Acprog) obtidas nos experimentos foram medianas, exceto para o
experimento 1, na quarta avalicdo, onde foi observado o menor valor (0,12). Segundo
Resende (1995), quanto maior a acurdcia, maior a precisdo da selecdo e,
consequentemente, maior o ganho genético.

O parametro czp (coeficiente de determinacdo dos efeitos ambientais entre
parcelas) quantifica a variabilidade dentro dos blocos. Um coeficiente alto significa alta
variabilidade ambiental entre parcelas, e, ao contrario, um coeficiente baixo, baixa
variabilidade. Os valores de 02p encontrados nesse trabalho foram altos, variando de 0,27
a 0,06, permitindo inferir que houve erro intra-bloco, possivelmente irregularidade de
inéculo no espaco.

A andlise conjunta dos dois experimentos foi significativa para a resisténcia a
ferrugem, indicando que, para a analise de parcela, hé existéncia de heterogeneidade nas
avaliagdes. Em relacdo a interacdo progénie x local, a mesma ndo foi significativa,
indicando que ndo houve variagdo entre os ambientes estudados nos dois experimentos

(Tabela 1.9).

Tabela 1.9. Analise de teste da razdo de verossimilhanca (LTR) (Deviance), para
analise conjunta das avaliagdes dos dois experimentos. Itararé-SP, 2014.

Table 1.9. Analysis of the likelihood test ratio (LTR) (Deviance), for combined
analysis of assessments of the two experiments, Itararé-SP, 2014.

LTR
Fonte de Variacao Resisténcia
Progénies 11,89%*
Parcela 431,31**
Prog x Loc 2,7%

LTR= Teste da razdo de verossimilhanga (**significativo a 1%, com 0,5 graus de
liberdade; ™ ndo significativo).
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Os parametros genéticos obtidos por meio da analise conjunta para a resisténcia
a ferrugem encontram-se na Tabela 1.10. A estimativa do coeficiente de herdabilidade
individual encontrada foi de 0,09, sendo considerada de baixa magnitude e para
herdabilidade média de 0,39, valor considerado mediano. As herdabilidades de maiores
magnitudes proporcionam a expressao genética de individuos superiores, em funcao do
maior controle genético. Nesse sentido, vale ressaltar que a mais importante fungdo da
herdabilidade no estudo genético ¢ o seu papel preditivo, expressando a confianga do
valor fenotipico como um guia para o valor genético, ou o grau de correspondéncia

entre o valor fenotipico e o valor genético (MARTINEZ, et al., 2012).

Tabela 1.10. Estimativas de pardmetros genéticos para avaliagdo da resisténcia a
ferrugem em progénies F; de Eucalyptus grandis em analise conjunta,
Itararé-SP, 2014.

Table 1.10.  Genetic parameters estimates to assess rust resistance in F; progenies of

Eucalyptus grandis with combined analysis, Itararé-SP, 2014.

Parametros Genéticos Analise Conjunta

n’, 0,09
h’mp 0,39
cp 0,16

Cint 0,008
Acprog 0,62
Rgtoc 0,47
CVgi% 0,27
CVe% 1,86
Média 2,10

h%a: herdabilidade aditiva dentro da parcela; czp: coeficiente de determinagao dos feitos
de parcela; Ciy: coeficiente de determinacdo dos efeitos da interagdo genotipo X
ambiente; hzmp : herdabilidade média de progénies; Acprog: acurdcia na selegao de
genotipos; Rgoe: correlagdo genotipica entre o desempenho nos vérios ambientes;
CVgi% : coeficiente de variacdo genética de progénies; CVe%: coeficiente de variagdao
experimental; CVr: coeficiente de variagdo relativa; média: média geral do nivel de
severidade.

Em relagdo ao coeficiente de variagdo experimental (CVe%) e ao coeficiente de
variagdo genética (CVgi), as estimativas observadas também foram baixas, sendo de

1,86 € 0,27, respectivamente. A acuracia encontrada foi de 0,62, sendo considerada alta,
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indicando que houve boa precisdo experimental. A alta acurdcia ¢ indicativa de 6tima
relacdo entre os valores preditos e os reais, o que resulta em seguranga na selecdo de
genotipos agronomicamente superiores (RESENDE; DUARTE, 2007).

As diferengas obtidas para as estimativas dos parametros genéticos por meio da
analise conjunta e as andlises individuais devem-se ao fato de analisar o experimento
em conjunto, obtendo-se pardmetros médios entre os locais.

O coeficiente de determinacao dos efeitos da interacdo genotipo x ambiente
(Cint) observado foi de baixa magnitude, evidenciando que as particularidades dos
ambientes em que as progénies foram avaliadas ndo influenciaram a expressao
fenotipica. Entretanto, a correlagdo genotipica entre o desempenho nos varios ambientes
(Rgloc) fo1 de magnitude média (0,47), provavelmente influenciada pelo erro intra-bloco.

As estimativas dos parametros genéticos sdo importantes no direcionamento dos
programas de melhoramento, uma vez que auxiliam o processo seletivo e servem como
referencial tedrico para suporte as recomendagdes dos materiais comerciais (MAIA et
al., 2009).

Os resultados genéticos mostraram baixa variabilidade, possivelmente em
funcdo da presenca de alta frequéncia de genes de resisténcia vertical, ndo permitindo a
manifestacdo dos genes de resisténcia horizontal, aliado a condi¢des ndo favoraveis de

manifestagdo da doenga no inicio das avaliagoes.
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Ganho na selecao para resisténcia a Puccinia psidii em progénies F; de Eucalyptus

grandis avaliadas sob condi¢ées naturais de infeccao.

Optou-se por conduzir a selecdo utilizando a quarta avaliagio quanto a
resisténcia a ferrugem, uma vez que foi observada uma maior severidade da doenga a
partir dos 120 dias ap6s o plantio das mudas.

As estimativas de ganho genético para os dois experimentos foram obtidas
baseando-se no valor genético predito dos individuos, que resulta dos efeitos genéticos
preditos mais a média geral do experimento com uso do procedimento BLUP. A selecao
entre e dentro de progénies foi realizada com base no Indice Multi-efeitos.

A andlise foi realizada limitando-se a0 maximo de 3 individuos por progénie e
ao total de 132 melhores individuos (k¢) (Tabela 1.11). O numero de progénies ¢ a
média de individuos selecionados por progénies foram diferentes para cada

experimento.

Tabela 1.11. Selegdo das progénies de Eucalyptus grandis utilizando a quarta avaliacao
e o Indice de Multi-efeitos (IME) com base na resisténcia a ferrugem nos
dois experimentos, Itararé-SP, 2014.

Table 1.11. Selection of Eucalyptus grandis progenies utilizing the fourth assessment
and the Multi-effects Index (MEI) based on rust resistance in both
experiments, Itararé-SP, 2014.

Progénies
Experimento 1 ks  Experimento 2 k¢
MO1 3 MO5 3
MO03 3 M25 3
MO5 3 M33 3
MO8 1 M45 3
Ml11 2 M75 3
M20 3 Mg4 3
M30 3 M85 3
M75 3 M122 3
M78 3 M132 3
M84 2 M136 3
M85 1 M156 3
M100 3 M157 3
MI101 1 M158 3
M122 3 M159 3
MI125 2 M164 3
M132 2 M167 3
MI138 1 M174 3
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M139 1 M180 3
M142 2 M181 3
M151 3 M184 3
M153 3 M185 3
M156 3 M189 3
M157 3 M197 3
M158 2 M200 3
Ml61 3 M205 3
M164 1 M230 3
M166 3 M235 3
M167 3 M237 3
M174 2 M243 3
M180 3 M245 3
M184 3 M246 3
M185 1 M249 3
M189 3 M251 3
M202 3 M254 3
M205 3 M256 3
M207 2 M262 3
M211 3 M263 3
M237 1 M289 3
M241 2 M298 3
M243 3 M299 3
M246 3 M301 3
M249 3 M317 3
M256 3 M322 3
M257 3 M330 3
M263 3
M271 3
M293 3
M295 3
M298 2
M300 3
M301 3
M317 3
M321 2
k¢ 132
Nf Exp. 1 53
Nf Exp. 2 44
Gs% Exp. 1 20,73
Gs% Exp. 2 20,93

k¢: n° de individuos selecionados por progénie; N n° de progénies selecionadas; Gs %:
ganho na selegao.

A selecdo praticada quanto a resisténcia a ferrugem conduziu a ganhos de

20,73% e 20,93% para as progénies de E. grandis para os experimentos 1 e 2



60

respectivamente. A sele¢do no experimento 1 foi mais eficiente, pois manteve
praticamente o mesmo valor de ganho genético, por realizar a sele¢do de mais
progénies, com Ny 53.

Os resultados das estimativas de ganho de selecao observados nesse trabalho,
estdo acima dos valores relatados por ROCHA et al., (2006), que relataram um ganho de
16,1% para a espécie de E. grandis para a caracteristica DAP.

Quanto maior a intensidade de selecdo maior poderd ser o ganho genético.
Entretanto, ao se determinar o nimero de individuos para recombinagdo na populagao
de produgdo, procura-se a maximizagdo do ganho genético, levando-se em consideragao
o tamanho efetivo populacional adequado para que haja seguranca na selecdo,
considerando a endogamia na geragdo de plantio (ROCHA et al., 2006).

Os resultados observados nesse trabalho evidenciam que os ganhos de selecao
encontrados sdo satisfatérios para essa fase de selecio em um programa de

melhoramento genético florestal.

CONCLUSOES

As progénies F; de E. grandis apresentaram alta resisténcia a ferrugem e
mostraram ter baixa variabilidade genética, evidenciadas pelos parametros genéticos
encontrados.

A selecdo praticada para a resisténcia a ferrugem possibilitard o estabelecimento
de uma populacdo de melhoramento com ganho genético na ordem de 20,73%, para o

experimento 1 e 20,93% para o experimento 2.
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IDENTIFICACAO DE POLIMORFISMO DE BASE UNICA EM GENES RELACIONADOS
A RESISTENCIA A FERRUGEM DO EUCALIPTO

IDENTIFICATION OF POLYMORPHISM BASED ONLY ON GENES RELATED TO
Eucalyptus RUST RESISTANCE
RESUMO

A ferrugem das mirtaceas, incitada pelo fungo Puccinia psidii, é atualmente a mais importante doenga do
eucalipto. Essa doenga estd amplamente disseminada pelo Brasil e causa sérios prejuizos em viveiros e
plantacdes, sendo o controle realizado basicamente por meio de gendtipos resistentes. Uma estratégia para
auxiliar nos programas de melhoramento ¢ a utilizacdo de marcadores moleculares ligados a genes que
conferem resisténcia, associados a fatores genéticos, uma vez que conhecer a resposta de resisténcia a essa
doenga, ¢ de extrema importincia para embasar a selegdo de genotipos resistentes. Assim, objetivou-se
identificar SNPs nos genes quitinase e 1,3 B-glucanase relacionados a resisténcia a ferrugem (Puccinia psidii)
em mudas de Eucalyptus grandis. As sequéncias das regides em estudo foi encontrada em genomas de plantas
modelo por meio do banco de dados GenBank, sendo as mesmas utilizadas para a procura de similaridades no
banco de dados do eucalipto Phytozome. Apos a constatagdo de homologia no banco de dados de eucalipto,
foram confeccionados cinco pares de “primers” para flanquear essas regides, sendo esses avaliados,
amplificando fragmentos unicos. Depois de realizado o sequenciamento dos genes quitinase e 1,3 B-glucanase,
foi utilizada a ferramenta BLAST no GenBank, confirmando, com sucesso, a identidade da sequéncia. Em
seguida, as sequéncias foram alinhadas e os SNPs encontrados. Foram encontrados 53 SNPs para o gene da
quitinase, 51 desses localizados em regides codificantes (éxons) e 2 em regides ndo codificantes (introns), e 24
SNPs para o gene 1,3 B-glucanase, sendo 23 destes localizados em éxons e 1 em intron. Quanto a classificagdo
das mutagdes em sindnimas e ndo sinonimas, dos 53 SNPs observados para o gene quitinase 16 (30%) foram
classificados como mutagdo nao sindénima, e 37 (70%) como mutagdo sindnima. Para o gene 1,3 B-glucanase,
dos 24 SNPs encontrados, 10 (42%) foram classificados como mutagdo ndo sinonima e 14 (58%) como
sinénima. Nao foi observada relagdo entre as mutagdes encontradas com a classe de severidade da ferrugem. Na
analise da diversidade constatou-se a formagdo de 11 haplotipos, sendo a diversidade haplotipica de 1,000, e a
diversidade nucleotidica de 0,01618 para o gene da quitinase. Para o gene da 1,3B-glucanase foi observada a
formagao de 12 haplotipos, sendo a diversidade haplotipica de 0,987, e a diversidade nucleotidica de 0,00825.
Palavras-chave 1,3 p-glucanase; Eucalyptus; quitinase; SNPs

ABSTRACT

The rust in myrtaceans, incited by the fungus Puccinia psidii, is currently the most important
eucalyptus disease. This disease is widely spread in Brazil and causes serious damage in nurseries and
plantations, and the control performed mainly through resistant genotypes. A strategy to assist
breeding programs is the use of molecular markers linked to genes, which confer resistance associated
to genetic factors, once knowing the resistance response to this disease, it is extremely important to
support the selection of resistant genotypes. The objective was to identify SNPs in genes chitinase and
B-1,3-glucanase related to rust-resistance (Puccinia psidii) in Eucalyptus grandis seedlings. The
sequence of genes under study were found in the genomes of plant model through GenBank data bank,
the same being used for the search for similarities in eucalyptus Phytozome database. After the
statement homology in the eucalyptus database, five pairs were made of "primers" to flank these
regions, and these, evaluated, amplifying unique fragments. After performing the sequence of chitinase
genes and B-1,3-glucanase was used BLAST tool in GenBank, successfully confirming the identity of
the sequence. The sequences were aligned and the SNPs found. 53 SNPs were found for chitinase
gene, 51 of these are located in the coding regions (exons) and 2 non-coding regions (introns), and 24
SNPs for B-1,3-glucanase gene, 23 of these being located in exons and 1 in intron. Regarding the
classification of changes in synonymous and non-synonymous, the 53 SNPs observed for chitinase
gene 16 (30%) were classified as non-synonymous mutation, and 37 (70%) as synonymous mutation.
For the B-1,3-glucanase gene of the 24 SNPs found 10 (42%) were classified as non-synonymous
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mutation and 14 (58%) as synonymous. Relationship between the mutations and the rust disease
severity class were not found. The analysis of the diversity found the formation of 11 haplotypes, and
the haplotype diversity of 1.000, and the nucleotide diversity of 0.01618 for the chitinase gene. For 3-
1,3-glucanase gene was observed the formation of 12 haplotypes, and the haplotype diversity of 0.987,
and the nucleotide diversity of 0.00825.

Keywords pB-1,3-glucanase; Eucalyptus; chitinase; SNPs

INTRODUCAO

O Eucalyptus ¢ atualmente o género florestal de maior importdncia mundial, devido a sua
adaptagao aos diferentes tipos de clima e solos € ao seu alto potencial como matéria prima para a
industria madeireira e a produgao de papel e celulose. Seu plantio em larga escala no Brasil iniciou-se
ha mais de 30 anos, € o pais ja se tornou o maior produtor mundial do género, com cerca de 5.473.176
milhdes de hectares plantados (IBA, 2014). Desse modo, a eucaliptocultura tem demonstrado ser uma
das mais produtivas, avancadas e competitivas do mundo.

Entretanto, com o avanco das areas reflorestadas para as regides mais quentes e umidas, o
plantio de espécies mais suscetiveis ou de materiais clonais com baixa diversidade genética, tem
favorecido a ocorréncia de varias doengas. Dentre elas, a ferrugem incitada pelo fungo Puccinia psidii
Winter € uma das doengas mais limitantes no estabelecimento de novos plantios € na conducgdo de
brotagdes de algumas espécies.

A ferrugem do eucalipto, conhecida também como ferrugem das mirtaceas, foi relatada pela
primeira vez no Brasil por Gongalves (1929) e atualmente, constitui-se em uma das mais importantes
doengas do eucalipto no pais. A ferrugem so6 ataca plantas jovens, com menos de dois anos de idade,
sempre em Orgdos tenros (primoérdios foliares com seus peciolos, terminais de galhos e haste
principal), seja na fase de viveiro ou no campo.

O controle da doenga tem sido realizado basicamente por meio de aplicacdo de fungicidas,
colheita de materiais suscetiveis em épocas desfavordveis a doenga (escape pela época), e plantio de
materiais resistentes. Além dessas formas de controle, as plantas possuem seus proprios mecanismos
de defesa, os quais sdo cada vez mais especificos. Estudos sobre a coevolucdo entre patdgenos e
hospedeiros revelam que as proteinas relacionadas a patogénese (PR), produzidas pelas plantas em
resposta a infec¢do por algum agente patogénico, constituem-se em importante ferramenta para melhor
compreensdo sobre a interacdo planta-patogeno. A invasdo do patdogeno causa diversas alteragdes
fisiologicas nas plantas, ativando variadas estratégias de defesa como resposta a hipersensibilidade,
inducdo da biossintese de enzimas hidroliticas e de fitoalexinas. Essas respostas se iniciam apos
alteragdes da membrana plasmadtica causadas pela ligagdo de elicitores, proteinas e compostos
excretados pelo patégeno, que induzem a resposta de defesa na planta aos receptores localizados na

membrana plasmatica das células vegetais (CEITA et al., 2007).
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Dentre as proteinas relacionadas a patogénese, destacam-se as quitinases e as 1,3 B-
glucanases, as quais possuem atividade antiflingica sinergistica, além de liberarem, por meio de
hidrolise, moléculas com atividade elicitora dos mecanismos de defesa das plantas. Fortes evidéncias
indicam que as quitinases ¢ as 1,3 B-glucanases exercem papel fundamental no mecanismo de defesa
das plantas a fungos fitopatogénicos, visto que os substratos dessas enzimas, respectivamente a quitina
e a B-glucana, sao os maiores componentes da parede celular de diversos fungos (BOAVA et al.,
2010). Essas proteinas possuem a capacidade potencial de degradar parcialmente as paredes celulares
dos fungos, liberando oligossacarideos, muitos dos quais com atividade elicitora dos sistemas de
defesa da planta, mesmo na auséncia do agente de infeccdo (MARTINS, 2008).

O advento das técnicas da biologia molecular tornou possivel o estudo das sequéncias de genes
homologos a genes de resisténcia a patogenos. A utilizagao de marcadores moleculares ligados a genes
que conferem resisténcia ¢ uma importante ferramenta utilizada em programas de melhoramento
genético florestal, pois permite avaliagdo prévia de individuos superiores, otimizando o processo de
selecdo dentro dessas espécies, além de possibilitar o estudo de caracterizagdo de gendtipo de
individuos a partir de células e tecidos em qualquer estadio de desenvolvimento da planta.

Um tipo de marcador molecular que tem sido bastante utilizado a partir do crescimento dos
projetos de sequenciamento em larga escala sdo os Single Nucleotide Polymorphism (SNPs). Os SNPs,
polimorfismo de base individual ou unica, ¢ a defini¢do utilizada para identificar a variacdo da
sequéncia observada em uma posicao individual do DNA (ZHU et al., 2003). Além dos estudos de
diversidade populacional, os SNPs podem ser utilizados para identificagdo de variantes alélicas em
regides codificadoras, levando a associacao entre genotipo e fenotipo observados.

Assim, objetivou-se identificar SNPs nos genes quitinase e 1,3 B-glucanase relacionados a

resisténcia a ferrugem (Puccinia psidii) em mudas de Eucalyptus grandis.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Para a identificacdo de SNPs nas regides génicas pré-selecionadas foram utilizados progénies
de Eucalyptus grandis produzidas pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF). Em casa de
vegetacao do Laboratorio de Patologia Florestal, pertencente ao Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de
Botucatu-SP, foram aclimatadas 10 mudas de 15 genotipos, por cinco dias, e transplantadas para vasos,
devidamente identificadas, e irrigadas diariamente.

Aos 60 dias ap6s o transplantio das mudas foi realizada a inoculagdo de ferrugem utilizando
uma concentracdo de 2,0 x 10* esporos/mL e atomizada homogeneamente na superficie adaxial das

quatro folhas mais jovens de cada gen6tipo estudado. Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas em
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camara de nevoeiro por 24 h, no escuro, a 25 °C, sendo posteriormente mantidas a 22+1 °C, com
fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa de 36 mmol.m™s™.
Com base na escala de notas de severidade da ferrugem proposta por Pieri (2012), aos 14 dias

apos a inoculagdo, as mudas foram classificadas, conforme apresentado na Tabela 2.1.

TABELA 2.1: Genétipos utilizados para identificagdo dos SNPs, Botucatu-SP, 2015.
TABLE 2.1: Genotypes used for SNPs identification, Botucatu-SP,2015.

SO S1 S2 S3 Hipersensibilidade Suscetivel
193 112 191 219 189 H13
195 213 205 239 203

245 267 250 264

S1: pustulas puntiformes isoladas nos limbos e folhas novas; S2: esporulagcao mais abundante nos
limbos e folhas novas; S3: esporulacdo intensa em ambas as faces das folhas, podendo ocorrer em
peciolos e hastes.

Extracio e quantificacio do DNA

Folhas das 15 progénies de eucalipto foram coletadas, identificadas, limpas e mantidas em
freezer. Para extracdo do DNA, foram entdo levadas ao Laboratério de Biotecnologia e Genética
Molecular, pertencente ao Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias, da UNESP, campus
de Botucatu.

A extracdo de DNA foi realizada conforme protocolo descrito por Ferreira e Grattapaglia
(1998) com adaptacdo na etapa de CTAB 10%, que foi substituida pela utilizacio de CTAB 5%. O
CTAB 5% apresenta manipulagdo mais facil, tendo menor viscosidade, sendo que sua utilizagdo em
trabalhos anteriores nao mostrou alteragdo na qualidade do DNA final (DOMINGUES, 2003;
BORTOLOQOTO, 2006).

Cerca de 150 mg de tecido foliar fresco foram macerados com N liquido e incubados a 65°C
por 30-40 minutos em tubos eppendorf de 2 mL com 800uL de tampao de extragdo (2% CTAB; 1,4M
NaCl, 20mM EDTA pHS; 100mM Tris-HCI pH 8,0; 2% PVP; 0,2% mercaptoetanol).

O extrato obtido foi submetido a duas extragdes com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm em temperatura ambiente, com posterior transferéncia do
sobrenadante para novos tubos eppendorf de 1,5 mL. Os 4cidos nucleicos na fase aquosa foram
precipitados em volume de isopropanol na proporcao de 1:1 e incubados a -20°C, por 2 a 3 horas. Apds
esse periodo foi centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm em temperatura ambiente. Em seguida o
sobrenadante foi removido e o precipitado (pelet) lavado uma vez com etanol 70% e uma vez com
etanol 95%, para retirar o sal presente. Apos o precipitado secar por cerca de 15 a 20 minutos em
temperatura ambiente foi efetuada a modificagdo proposta por Cheung et al. (1993), para remocado de

polissacarideos, onde foram adicionados 500uL de NaCl 1M, e dissolvido o pelet a 65°C por 10
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minutos em banho-maria. Depois da total dissolucao do pelet, esse foi incubado por 1 hora a -20°C e
centrifugado por 10 minutos a 14.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
precipitado com 2/3 do volume de isopropanol, e novamente incubado por 2 a 3 horas a -20°C, com
posterior centrifugacao, remog¢ao do sobrenadante e lavagem do pelet com etanol 70% e etanol 95%.

O precipitado foi redissolvido com 300 pl TE pH 8,0 (10 mM Tris-HCl e ImM EDTA),
contendo RNAse na concentracao final de 40 ul mL™". A solucdo foi incubada em banho-maria a 37°C
por 30 minutos. Apds a incubagao foi adicionado NaCl 5M na proporcao de 1:10 e 2/3 do volume de
isopropanol gelado para precipitar o DNA, incubando novamente a 4°C, por 2 a 3 h. Apos centrifugado

e lavado o pelet com etanol 70% e 95%, o precipitado foi ressuspenso com 100 pL de TE.

Quantificacao e diluicao do DNA

A quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro Nano Drop® - ND1000 (Technologies
Wilmington USA). Esse equipamento além de avaliar o DNA com precisdo utiliza volumes pequenos
(1ul) sem necessidade de dilui¢ao, e fornece parametros para avaliar sua pureza, quanto a proteinas e
compostos fenodlicos. O DNA utilizado nas reagdes de amplificagdo padrao foi diluido a concentracao

de 15 ng pl"' em 4gua ultra pura autoclavada.

Procura das enzimas relacionadas com resisténcia a ferrugem

As enzimas relacionadas a resisténcia a ferrugem do eucalipto, quitinase e 1,3 B-glucanase,
foram obtidas em “Plantcyc” (Plant metabolic pathway database)
(http://www .http://www.plantcyc.org/) e “Kegg” (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(http://www.genome.jp/kegg/). Foi utilizado o E. C. number como palavra-chave para procura das
sequéncias no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Utilizando as sequéncias de aminoéacidos de
referéncia foi feita uma prévia procura por sequéncias similares, utilizando o tBlastx, no banco de

dados de Eucalyptus “Phytozome” (www.phytozome.net).

Selecdo dos iniciadores especificos e condi¢oes de amplificacao

Com base em dados disponiveis na literatura, pares de primers foram desenhados a partir da
sequéncia de dois genes relacionados com a resisténcia a ferrugem do eucalipto, sendo eles o gene
quitinase e 1,3 PB-glucanase. As sequéncias de cada gene foram comparadas com as sequéncias
disponiveis no banco de dados do Eucalyptus “Phytozome”

Os pares de primers foram desenhados com a utilizagdo do programa PerlPrimer, versdo
1.1.14, para amplificarem produtos de 400-1400 pb (pares de base). A ressuspensdo desses primers foi
feita com tampao Tris-EDTA (T.E.) a concentragdo final de 100 uM, sendo os mesmos diluidos a

concentragao final de 10 uM para serem utilizados nas rea¢des de PCR.
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A melhor temperatura, de pareamento para amplificagdo de cada primer foi determinada via
gradiente de temperatura utilizando-se o termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA,
USA).

As reagdes foram realizadas em cadeia da polimerase (PCR), em 32 ciclos de 1 minuto a 95°C,
1 minuto a X°C e 1 minuto a 72°C, onde X ¢ temperatura de pareamento de cada primer. Cada reacao
conteve um volume final de 10ul, onde foram utilizados 0,3 uM de cada primer “forward” e “reverse”,
15 ng de DNA gendémico ¢ PCR Master Mix, da Promega Corporation®, o qual contém 50 unidades
ml' de Taqg DNA polimerase, 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM
MgCl,, estocados em tampao para reagao com pH 8,5.

Os fragmentos resultantes foram visualizados em gel de agarose a 1%, corado com brometo de
etidio e comparado com um padrao de peso molecular conhecido (Ladder — Fermentas®) de 100 pb e

1Kb para confirmacao da especificidade da amplificacao.

Purificacdo dos produtos de PCR e reacio de sequenciamento
Os fragmentos de PCR de cada individuo foram enviados para a empresa Macrogen situada em
Seul, Coréia do Sul, onde foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR e posteriormente realizado o

sequenciamento.

Alinhamento das sequéncias

Os eletroferogramas das sequéncias “forward” e “reverse”, gerados automaticamente, foram
inspecionados visualmente por meio do programa ChromasPro versao 1.42 (Technelysium Pty Ltd), no
qual consensos de sequéncias podem ser formados para um mesmo gene. Apods obtencdo das
sequéncias, foi realizado o BLAST, para comparagdes com os “reads” originais € com outras

sequéncias disponiveis no GenBank.

Analises dos SNPs
O alinhamento das sequéncias foi realizado para possibilitar a identificagdo visual dos SNPs
como transigdes ou transversdes em regioes codificantes. Esses SNPs foram classificados como

sindnimos € nao sindnimos, € a posi¢cao de cada um deles no codon também foram determinados.

Analise da diversidade

Utilizando o software DnaSP 5.10 (www.ub.es/dnasp) (ROZAS et al., 2010), foram obtidas as
seguintes estimativas:

a) Numero total de sitios segregantes (S);

b) Diversidade nucleotidica w (NEI e LI, 1979; NEI, 1987);
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¢) Numero médio de diferencas nucleotidicas (SNPs, polimorfismos de bases individuais);

d) Diversidade haplotipica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Enzimas encontradas e relacionadas ao gene que confere resisténcia a ferrugem
Os resultados encontrados apds a aplicacdo da metodologia para a procura das enzimas
relacionadas com a resposta de defesa da planta a ferrugem do eucalipto encontram-se dispostos nas

Figuras 2.1 e 2.2. Foram selecionadas duas enzimas, a quitinase (Figura 2.1) e 1,3 B-glucanase (Figura

2.2).
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FIGURA 2.1: Tlustragdo retirada do site de rotas metabolicas de plantas Plantcyc, mostrando a atuagdo
da enzima quitinase na formagao da quitina.
FIGURE 2.1: Illustration taken from Plantcyc plants website of metabolic pathways of, showing the

action of the enzyme chitinase in the formation of chitin.
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FIGURA 2.2: Tlustragdo retirada do site de rotas metabolicas KEGG mostrando a atuagdao da enzima
1,3 B-glucanase na formagao da 1,3 B-glucana.

FIGURE 2.2: Illustration taken from KEGG website of metabolic pathways showing the action of the
enzyme B-1,3-glucanase in the formation of B-1,3-glucan.

As enzimas quitinase e a 1,3 B-glucanase foram escolhidas para serem estudadas nesse trabalho
devido exercerem um papel fundamental no mecanismo de defesa das plantas a fungos
fitopatogénicos. Essas enzimas sdo acumuladas em plantas apds o contato com patogenos, tratamento
com elicitores e outros fatores quimicos e fisicos.

Viarios autores tém estudado a inser¢do de genes de quitinases e 1,3 B-glucanase em plantas de
interesse agricola para que elas tenham maior resisténcia a microrganismos patogénicos,
potencializando as defesas naturais dessas plantas durante o ataque de fungos (LIU et al., 2005;
DAHIYA et al., 2006).

Kumar et al. (2003), estudando os efeitos da inser¢ao do gene da quitinase chill em variedades
de arroz inoculadas com o fungo Rhizoctonia solani, relataram que as variedades onde foram inseridas
o gene da quitinase, apresentaram maior resisténcia ao patégeno quando comparadas com as plantas
controle. Esses resultados evidenciam a aplicacdo de quitinase e 1,3 B-glucanase na agricultura para o
controle de patdogenos de plantas.

Ap0s a escolha das enzimas quitinase e 1,3 B-glucanase foi efetuada busca da sequéncia de
aminoacidos das mesmas, no banco de dados de sequéncias genéticas GenBank. A espécie escolhida
para a obtengdo de dados relacionados a quitinase foi a Arabidopsis thaliana (Tabela 2.2), sendo essa,
utilizada com frequéncia como modelo em pesquisas laboratoriais para estudos de genes de interesse,
pois além de rapida reproducdo e desenvolvimento, possui seus genes conservados em relagdo a outras
espécies de plantas (LEWIN, 2008). Para o gene que codifica a enzima da 1,3 B-glucanase foi

encontrada homologia com a espécie Zea mays. A atividade dessa enzima tem sido correlacionada com



268
269
270
271
272
273
274
275
276

277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292

73

a resisténcia a infeccdo do fungo Exserohilum turcicum, causador da queima em plantas de milho

(PUNJA; ZHANG,1993).

TABELA 2.2: Enzimas selecionadas por meio do banco de dados do GenBank. Sao apresentados o
EC-Number das enzimas, nome das enzimas, espécie obtida, nimero de identificacdo no GenBank,
acesso no Tair e referéncia atual sobre as enzimas.

TABLE 2.2: Selected Enzymes via GenBank database. Are shown the enzymes EC-Numbers, enzyme
name, species obtained from GenBank identification number, access to Tair and current reference

about the enzymes.

Referéncia sobre a

E.C NUMBER ENZIMA ESPECIE GenBank TAIR .
enzima
E3.2.1.39 1,3 B-glucanase Zea mays gi.168394 . Wu S et al.(1994)
. Arabidopsis Breitenbach et
3.2.1.14 quitinase thaliana o AT2G43570 al (2014)

Busca de homologos para as enzimas quitinase e 1,3 f-glucanase em banco de dados de eucalipto

As buscas foram realizadas no banco de dados de Eucalyptus “Phytozome”, onde as sequéncias
modelo de aminoacidos das enzimas candidatas quitinase de Arabidopsis thaliana ¢ 1,3 B-glucanase de
Zea mays apresentaram maior identidade a um consenso de 1193 pares de base (pb) e 1139
respectivamente. Essas sequéncias foram utilizadas como moldes para o desenho dos
oligonucleotideos especificos primers, que permitiram a amplificagdo da regido dos genes utilizados
no presente estudo, sendo desenhados dois primers para o gene da quitinase e trés para 1,3 B-

glucanase.

Amplificacdo dos oligonucleotideos especificos

Dos cinco pares de primers construidos para amplificar os genes da quitinase e da 1,3 B-
glucanase, todos apresentaram amplificacao de banda unica. Na Figura 2.3, pode ser observado o teste
de amplifica¢do realizado com o primer Glu3 para os 15 individuos de Eucalyptus grandis. Na

extremidade estd o marcador de peso molecular conhecido (Ladder 1Kb — Fermentas®).
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FIGURA 2.3: Teste de amplificagdo do primer Glu3 em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio.
FIGURE 2.3: Primer amplification test of Glu 3 primer in 1% agarose gel, stained with ethidium

bromide.

A temperatura de pareamento dos primers utilizados variou entre 55 ¢ 60°C e os fragmentos
variando em tamanhos de 197 a 484 pares de base (pb) (Tabela 2.3). Todos os fragmentos

apresentaram tamanho amplificado de acordo com o esperado.
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TABELA 2.3: Primers, “forward” e “reverse”, utilizados para amplificar o gene quitinase ¢ 1,3 B-
glucanase, em eucalipto. Identidade dos primers; temperatura de pareamento (°C); tamanho do
fragmento amplificado, em pares de base (pb); ¢ as sequéncias de cada primer.

TABLE 2.3: Primers, "forward" and "reverse", used to amplify the chitinase gene and B-1,3-glucanase in
eucalyptus. Primers identity; pairing temperature (°C); size of the amplified fragment in base pairs (bp); and

each primer sequences.

Primer Temperatura Frag.mento Sequéncia “Forward” “Reverse”
pareamento amplificado
5’-GATCATCATTTCTGCCCTG-3’
CH1 55°C 484 pb
5’-TGAAGCTCCATCTATCTCGT-3’
5’-GCTACATAAACGAGATAGATGG-3’
CH2 55°C 481 pb
5’-GATACAATGAATACACCCGA-3
5’-GCTACTCGCAACCCATCTC-3’
Glul 55°C 270 pb
5’-GAACTCGATCACGCTCCAC-3’
5’-CGGTGATCCAAACAGTGAC-3’
Glu2 60°C 197 pb
5’-TGATGGCGTTTCTCAAGAGG-3’
5’-CTTATCACATAGACCTCACT -3’
Glu3 58°C 344 pb

5’-GAAATAGACCGATCCTTCCT  -3°

Os 15 individuos foram amplificados pelos cinco pares de primers, com intuito de que todo o
gene fosse sequenciado. As sequéncias resultantes apresentaram Otima qualidade, como pode ser
observado no eletroferograma (Figura 2.4), o qual apresentou picos altos e bem espagados.

A estratégia de sequenciamento direto a partir do fragmento amplificado pela PCR foi eficiente

e permitiu identificar SNPs sem a necessidade de clonagem.
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FIGURA 2.4: Eletroferograma parcial, mostrando a 6tima qualidade das sequéncias amplificadas pelos
primers (A) CHI, (B) CH2, (C) Glu3.
FIGURE 2.4: Partial electropherogram showing the high quality of the sequences amplified by the
primers (A) CH1, (B) CH2, (C) Glu3.

Posteriormente, essas sequéncias foram alinhadas com o auxilio do software ChromasPro
versdo 1.42 e, em seguida, foi realizado um BlastX (ALTSCHUL et al., 1997), no GenBank, com os
fragmentos sequenciados, mostrando que os mesmos correspondem as enzimas em estudo (Tabela 2.4
e 2.5).

Com os resultados obtidos apos o BlastX foi possivel observar também que os éxons de
Eucalyptus grandis apresentam uma similaridade em relagdo ao de outras plantas como Malus
domestica, Populus trichocarpa, Jathopha curcas. Entretanto, aos introns se diferenciam entre os
organismos. Uma possivel explicacdo para a ocorréncia desse fato seria devido os introns evoluirem
mais rapidamente que os éxons, envolvendo alteragdes no seu tamanho (delegdes e insercdes). As
mutagdes ocorrem com a mesma frequéncia nas regides de introns e éxons, mas sdo mais facilmente

removidas dos éxons devido a pressao seletiva (LEWIN, 2008).
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339 TABELA 2.4: Resultado do BlastX com a sequéncia alinhada, obtida na amplificagdo dos dois pares

340 de primers construidos para cobrir todo o gene quitinase. Sdo apresentados: Numero de acesso no

341  Genbank, nome da enzima e organismo possuidor, score ¢ maxima identidade.

342  TABLE 2.4: BlastX result with the aligned sequence obtained in the two pairs of amplification primers

343  constructed to cover the entire chitinase gene. Are shown: Genbank accession number, the enzyme

344  name and organism owner, score and maximum identity.

Numero de acesso . Nome da. Score Maxima identidade
enzima/organismo
KCW876221 Proteina hipotética/ 479 90%
Eucalyptus grandis
XP0083691971 Endoquitinase/ Malus 390 73%
domestica
ACM457161 Chitinase/ Pyrus 389 73%
pyrifolia
XP002360391 Chitinase/ Populus 384 72%
trichocarpa
XP0022745371 Endoquitinase/ Vitis 382 72%
vinifera
XP0070338031 Chitinase/ Theobroma 381 71%

cacao

345
346
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TABELA 2.5: Resultado do BlastX com a sequéncia alinhada, obtida na amplificagdo dos trés pares
de primers construidos para cobrir todo o gene 1,3 B-glucanase. Sao apresentados: Numero de acesso
no Genbank, nome da enzima e organismo possuidor, score ¢ maxima identidade.

TABLE 2.5: BlastX result with the aligned sequence obtained in the two pairs of amplification primers
constructed to cover the entire B-1,3-glucanase gene. Are shown: Genbank accession number, the

enzyme name and organism owner, score and maximum identity.

Numero de acesso Nome da Score Maxima identidade
enzima/organismo
BAMO055881 1,4 B-glucanase/ 243 88%
Eucalyptus globulus
KCW554181 Proteina hipotética/ 243 88%
Eucalyptus grandis
KDP276441 Proteina hipotética/ 200 70%
Jatropha curcas
AE0971981 1,4 B-glucanase/ 199 70%
Populus trichocarpa
XP0083916191 Endoglucanase/ Malus 200 71%
domestica
XP0082368491 Endoglucanase/ 199 71%

Prunus mume

Analise in silico das sequéncias correspondentes aos genes quitinase e 1,3 f-glucanase no banco

de dados do eucalipto

As analises in silico realizadas no banco de dados do eucalipto “Phytozome” mostraram que
nao houve a ocorréncia de copias homodlogas no genoma, sendo possivel prosseguir com os objetivos

desse trabalho na procura de SNPs, nos genes.

Identificacio e classificacio dos SNPs no gene quitinase em eucalipto

Para a procura dos SNPs, as sequéncias dos 15 individuos divergentes geneticamente foram
alinhadas pelo programa ChromasPro versdo 1.42, sendo considerados, na andlise, tanto os SNPs que
possuem alelos diferentes em homozigose quanto os que possuem alelos em heterozigose. A procura
foi realizada por meio dos resultados emitidos pelo eletroferograma, comparando-se os picos em cada

sequéncia, além da comparacdo das sequéncias nucleotidicas, como mostrado na Figura 2.5.
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FIGURA 2.5: Alinhamento realizado pelo programa ChromasPro versdo 1.42, comparando individuos
divergentes na procura de SNPs. A regido destacada em vermelho mostra a localizagdo dos SNPs nos
individuos que possuem alelos em homozigose e heterozigose (A), e individuos que possuem alelos
diferentes em homozigose (B).

FIGURE 2.5: Alignment performed by ChromasPro program, version 1.42, comparing diverging
individuals in the search for SNPs. The highlighted red area shows the location of SNPs in individuals
that have alleles in homozygosis and heterozygosis (A), and individuals that have different alleles in

homozygosis (B).

A metodologia utilizada, a qual consistiu em sequenciamento direto de individuos, subsequente
alinhamento utilizando ferramentas de bioinformatica, para posterior compara¢do das sequéncias na
procura de SNPs, tem sido bastante utilizada por diversos autores em diferentes areas de estudo, tais
como em humanos (LEVY et al., 2009), bovinos (CALVO et al., 2006; ABATEPAULO et al., 2008),
plantas (VAN et al., 2004; NOVAES et al., 2008; KULHEIM et al., 2009; GANAL et al., 2009), além
de outros organismos (LIAO; LEE, 2010).

Foram detectados 53 SNPs (Tabela 2.6 ¢ 2.7) em uma sequéncia de 1193 pb para o gene

quitinase em eucalipto, sendo a média de SNPs de 1 para cada 22,05 pb.
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387 TABELA 2.6: SNPs polimérficos obtidos a partir do sequenciamento de gendtipos de Eucalyptus
388  grandis, suas posigdes e as modificagdes resultantes, utilizando o primer CH1.
389 TABLE 2.6: Polymorphic SNPs obtained from genotype sequencing of Eucalyptus grandis, their

390 positions and resulting modifications, utilizing the CH1 primer.

SNP Individuo Posicio Modificacio Aminoacido Modificacao Escala ferrugem
I 21 38 A/T TAC (Tir) TTC (Fen) S1
2 21 47 C/A ACG (Tre) AAG (Lis) S1
3 21 56 A/G CAG (Glu) CGG (Arg) S1
4 1 71 A/T AAC (Asn) TAC (Tir) SO
5 61 71 A/T AAC (Asn) TAC (Tir) Hipersensibilidade
6 71 71 A/T AAC (Asn) TAC (Tir) Suscetivel
7 21 100 C/G GTC (Val) GTG (Val) S1
8 1 10 G/T GCG (Ala) GCT (Ala) SO
9 61 118 G/A ACG (Tre) ACA (Tre) Hipersensibilidade
10 71 118 G/A ACG (Tre) ACA (Tre) Suscetivel
11 21 133 C/T GAC (Asp) GAT (Asp) S1
12 21 187 A/G CGA (Arg) CGG (Arg) S1
13 1 187 A/G CGA (Arg) CGG (Arg) SO
14 21 217 C/T TAC (Tir) TAT (Tir) S1
15 21 223 G/A CAG (Glu) CAA (Glu) S1
16 1 223 G/A CAG (Glu) CAA (Glu) SO
17 21 253 G/A TCG (Ser) TCA (Ser) S1
18 21 260 G/C CGG (Arg) CGC (Arg) S1
19 1 260 G/C CGG (Arg) CGC (Arg) SO
20 61 265 A/T ATA (Iso) ATT (Iso) Hipersensibilidade
21 71 265 A/T ATA (Iso) ATT (Iso) Suscetivel
22 21 272 T/C ATA (Iso) ATT (Iso) S1
23 1 272 T/C ATA (Iso) ATT (Iso) SO
24 21 284 G/T TTT (Fen) CTT (Leu) S1
25 1 284 G/T TTT (Fen) CTT (Leu) SO
26 1 341 C/G GTC (Val) TTC (Fen) SO
27 21 347 G/T GTC (Val) TTC (Fen) S2
28 1 376 A/T GGA (Gli) GGT (Gli) SO

391 *Mutacdes nio sindnimas
392

393
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TABELA 2.7: SNPs polimorficos obtidos a partir do sequenciamento de genétipos de Eucalyptus

grandis, suas posi¢oes e as modifica¢des resultantes, utilizando o primer CH2.
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TABLE 2.7: Polymorphic SNPs obtained from genotype sequencing of Eucalyptus grandis, their positions and

resulting modifications, utilizing the CH2 primer.

SNP Individuo Posicio Modificacio Aminoacido Modificacido Escala ferrugem
1 37 29 C/T TCC (Ser) TCT (Ser) S2
2 12 29 C/T TCC (Ser) TCT (Ser) S1
3 57 30 T/G TGG (Trp) GGG (Gli) Hipersensibilidade
4 42 30 T/G TGG (Trp) GGG (Gli) S3
5 12 30 T/G GGT (Gli) GGA (Gli) S1
6 57 44 T/C TAT (Tir) TAC (Tir) Hipersensibilidade
7 22 47 T/A GGT (Gli) GGA (Gli) SO
g 22 47 G/A GGA (Gli) AGA (Arg) SO
9 37 111 A/G GGA (Gli) GGG (Gh) S2
10 52 111 A/G GGA (Gli) GGG (Ghi) S3
11 42 151 A/G GGA (Gli) GGG (Gh) S3
12 57 161 A/G GGA (Gli) GGG (Gh) Hipersensibilidade
13 2 161 C/T CTG (Leu) TTG (Leu) SO
14 22 161 C/T CTG (Leu) TTG (Leu) S1
15 42 164 T/C TTC (Fen) TCC (Ser) S3
16 7 168 G/A CCG (Pro) CCA (Pro) SO
17 62 168 G/A CCG (Pro) CCA (Pro) Hipersensibilidade
18 2 168 G/A CCG (Pro) CCA (Pro) SO
19 22 168 G/A CCG (Pro) CCA (Pro) S1
20 12 206 C/T GGC (Gl) GGT (Gl) S1
21 42 206 C/T GGC (Gl) GGT (Gl) S3
22 2 251 G/C CGG (Arg) CGC (Arg) SO
23 22 251 G/C CGG (Arg) CGC (Arg) S1
24 2 352 G/C ATG (Met) ATC (Iso) SO
25 22 352 G/C ATG (Met) ATC (Iso) S1

£ ~ ~ T A -
Mutagdes ndo sindnimas

Outros estudos também relacionados ao género Eucalyptus revelam uma frequéncia

relativamente semelhante dependendo do gene em estudo. Santos (2005), estudando os genes de

lignificacdo 4cl e ccoaomt e a diversidade genética em diferentes espécies de eucalipto, encontrou oito

SNPs para a espécie E. grandis numa frequéncia de um polimorfismo a cada 55 pares de base, e sete

SNPs em E. urophylla numa frequéncia de um polimorfismo para cada 62,8 pb. Neves et al., (2008)
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trabalhando com um gene F5H, em E. globulus, E. grandis e E. urophylla, relataram uma
frequéncia, respectivamente, de 1 SNP para cada 155, 77,5 e 52 pb.Thumma et al. (2005), mostraram
que a frequéncia observada no gene CCR (cynnamoyl coA redutase) em E. nitens é de 1 SNP para
cada 94 pares de base. No geral, para genoma de plantas, esses polimorfismos de base unica variam
entre 1 SNP para cada 100 a 300 pb (GUPTA et al., 2001).

Dos 53 SNPs encontrados nesse trabalho para o gene quitinase, 51 estdo localizados em regides
codificantes (éxons) e dois em regides ndo codificantes (introns), distribuidos da seguinte forma: 28 no
primer CH1 e destes 26 em éxons e dois em introns e 25 no primer CH2, sendo todos em éxon.

As diferencas entre SNPs, em regides codificantes e ndo codificantes, também ocorre no
trabalho de Kiilheim et al., (2009), onde E. camaldulensis e E. loxophleba, possuem uma proporgao
significante de SNPs nas regides onde nao ocorre a tradugao. Os resultados observados nesse trabalho
diferem dos encontrados na literatura, onde diversos autores afirmam que o maior numero de SNPs
ocorre em regides nao codificantes, pois 14, existe pouca ou nenhuma pressdo seletiva (BROOKES,
1999; RAFALSKI, 2002; CHING et al., 2002; GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2006). Uma possivel
explicacdo para um elevado nivel de mutagdes encontradas em regides codificantes, pode ser devido a
regido ndo codificante do gene estudado ser pequena.

Segundo Hammer (1995) e Gonzales-Martinez et al. (2006), SNPs localizados em regides
codificantes tém particular importancia por ser mais provavel que estas variagdes nucleotidicas tenham
algum tipo de significado funcional, em nivel fenotipico, nos organismos.

Os SNPs encontrados utilizando-se o gene quitinase foram classificados em mutagdes
sindbnimas e nao sindonimas. Dos 53 SNPs, 16 (30%) foram classificados como mutagdo nao sindnima,
isto ¢, a mudanca no cddon gerou alteracdo do aminodcido codificante, e 37 (70%) foram classificados
como mutacdo sinOnima, isto ¢, ndo causou alteracdo do aminoacido codificado, entretanto, pode
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA, podendo afetar a quantidade de proteina produzida. A
importancia de se encontrar SNPs que possam alterar a estrutura e fungdo da proteina codificada, ¢ que
os mesmos representam marcadores alvo para se identificar variagdes genéticas associadas com
caracteristicas fenotipicas complexas.

Apesar da maioria das mutagdes ser sindnima, estudos recentes mostram que este tipo de
mutacdo, algumas vezes, participa de alteracdes em expressdes de genes e dobramentos de proteinas
(CHAMARY et al., 2006; GUPTA; LEE, 2008). Nos ultimos anos, estudos com coédons sindnimos
demonstraram resultados diferentes na expressdo de genes, mostrando, desta forma, que SNPs
sindnimos também podem produzir diferentes fenotipos (KUDLA et al., 2009).

Nao foi detectada relacdo entre as mutagdes encontradas com a classe de severidade da
ferrugem, uma vez que se observaram SNPs tanto em individuos suscetiveis quanto nos resistentes.

Entretanto, das 53 mutagdes ocorridas, 31 (59%) foram observadas em individuos suscetiveis variando
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entre as classes de severidade da ferrugem S1, S2, S3. Portanto, o alto nivel de mutacdes
encontradas em individuos suscetiveis pode ser devido ao fato dos genes analisados atuarem de alguma
forma no processo de defesa do eucalipto contra o patdgeno.

Os SNPs também foram analisados de acordo com a variacdo da base nucleotidica, em
transi¢do ou transversdo, sendo transicdo quando uma pirimidina ¢ substituida por outra pirimidina e
transversao quando uma purina ¢ substituida por uma pirimidina ou uma pirimidina substituida por
purina. Dos 53 SNPs encontrados utilizando-se os primers CH1 ¢ CH2 a partir do gene da quitinase,
29 foram transicdes (54%) e 24 transversdes (46%) como pode ser observado no tabela 2.8. Os
resultados encontrados seguiram a normalidade, pois geralmente as substituigdes por transicdo

ocorrem com maior frequéncia no genoma de diversos organismos (LEWIN, 2008).

TABELA 2.8: Numero e porcentagem de transigdes ¢ transversdes detectadas na analise de SNPs
utilizando os primers CH1 e CH2.
TABLE 2.8: Number and percentage of transitions and transversions detected in SNP analysis utilizing

the CHI and CH2 primers.

Transicoes Ocorréncias %
A-G 7 13,21
G-A 10 18,87
T-C 4 7,55
C/T 8 15,09

Sub-total 29 54,72
Transversées Ocorréncias %
A-T 7 13,21
C-A 1 1,89
G-T 4 7,55
C-G 2 3,77
T-G 3 5,66
G-C 6 11,32
T/A 1 1,89
Sub-total 24 4528
Total 53 100

A taxa de transigOes/transversdes foi de 1,2. Em gengibre, essa taxa foi de 0,90
(CHANDRASERKAR et al., 2009). Em trabalhos realizados com cafeeiros, foram encontrados 80%
de mutacdes causadas por transversdes e 20% decorrentes de transi¢des (ZARATE et al., 2010), o que

difere dos resultados observados no presente trabalho. Embora as varia¢des de transi¢do ocorram numa
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frequéncia mais alta que as transversdes em genomas eucariotos, possivelmente como resultado de
mecanismos moleculares pelos quais sdo geradas, existem evidencias que isso ndo € universal

(KELLER et al., 2007).

Identificacao e classificacdo dos SNPs no gene 1,3 -glucanase em eucalipto

Como resultado da procura de SNPs no gene 1,3 B-glucanase em eucalipto, foi
encontrado um total de 24 SNPs (Tabelas 2.9; 2.10 e 2.11) em uma sequéncia de 3564 pb, sendo a
média de SNPs de um para cada 148,5 pb. Desses 24 SNPs observados, 23 estdo localizados em éxons
¢ um em intron, distribuidos da seguinte forma: oito no primer Glul, seis no primer Glu2, sendo

desses, cinco em éxons ¢ um em intron, ¢ dez no primer Glu3.

TABELA 2.9: SNPs polimoérficos obtidos a partir do sequenciamento de gendtipos de Eucalyptus
grandis, suas posigoes e as modificagdes resultantes, utilizando o primer Glul.
TABLE 2.9: Polymorphic SNPs obtained from genotype sequencing of Eucalyptus grandis, their

positions and resulting modifications, utilizing the Glul primer.

SNP Individuo Posicio Modificacio Aminoacido Modificacao Escala ferrugem
I 68 67 A/T AAG (Lis) TAG (Stop) Hipersensibilidade
2 68 68 A/T AAG (Lis)  ATG (Met)  Hipersensibilidade
3 73 99 A/G AAA (Lis) AGA (Arg) Suscetivel
4 43 109 G/A GGT (Gli) GAT (Asp) S3
5 3 109 G/A GGT (Gli) GAT (Asp) SO
6 23 157 G/C TCG (Ser) TCC (Ser) S1
7 8 163 G/C ACG (Tre) ACC (Tre) SO
g 8 250 G/T CGA (Arg) CTA (Leu) SO

£ ~ ~ T A -
Mutagdes ndo sindnimas
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TABELA 2.10: SNPs polimorficos obtidos a partir do sequenciamento de genotipos de Eucalyptus
grandis, suas posigdes e as modificagdes resultantes, utilizando o primer Glu2.
TABLE 2.10: Polymorphic SNPs obtained from genotype sequencing of Eucalyptus grandis, their

positions and resulting modifications, utilizing the Glu2 primer.

SNP Individuo Posi¢cdo Modificacio Aminoacido Modificacio  Escala ferrugem
1 29 82 T/G GTT (Val) GTG (Val) S2
2 29 83 G/C GCA (Ala) CCA (Pro) S2
3 14 104 A/G CCA (Pro) CCG (Pro) S1
4 4 108 A/G CCA (Pro) CCG (Pro) SO
5 49 112 A/G CCA (Pro) CCG (Pro) S3
6 44 117 A/G CCA (Pro) CCG (Pro) S3

*Mutagdes ndo sindnimas

TABELA 2.11: SNPs polimorficos obtidos a partir do sequenciamento de genétipos de Eucalyptus
grandis, suas posigoes e as modificagdes resultantes, utilizando o primer Glu3.
TABLE 2.11: Polymorphic SNPs obtained from genotype sequencing of Eucalyptus grandis, their

positions and resulting modifications, utilizing the Glu3 primer.

SNP Individuo Posicio Modificacio Aminoacido Modificacao Escala ferrugem
1 50 45 G/A TCG (Ser) TCA (Ser) S3
2 75 72 T/A ACT (Tre) ACA (Tre) Suscetivel
3 40 93 G/T CGG (Arg) CGT (Arg) S2
4 55 93 G/T CGG (Arg) CGT (Arg) S3
5 30 93 G/T CGG (Arg) CGT (Arg) S2
6 60 93 G/T CGG (Arg) CGT (Arg) Hipersensibilidade
7 45 93 G/T CGG (Arg) CGT (Arg) S3
g 75 231 G/T GTA (Val) TTA (Leu) Suscetivel
9 65 231 G/T GTA (Val) TTA (Leu) Hipersensibilidade
10 70 231 G/T GTA (Val) TTA (Leu) Hipersensibilidade

E3 ~ ~ A .
Mutagdes nao sinénimas

Resultados relativamente semelhantes aos encontrados nesse trabalho foram relatados por

outros autores. Thumma et al. (2012), estudando o efeito do estresse hidrico na expressao génica em E.
camaldulensis, encontraram 27 SNPs em 17 genes analisados. Dillon et al. (2012), trabalhando com os
genes AcT7, COPle CIP7,que influenciam nas propriedades da madeira, observaram nove SNPs em

trés populagdes de Corymbia citriodora.
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Como os SNPs encontrados em regides codificantes podem alterar o aminoacido e com isso a
proteina, os mesmos foram classificados quanto ao tipo da mutagdo, em sindnima e nao sindnima. Dos
24 SNPs encontrados para o gene da 1,3 B-glucanase, 10 (42%) foi classificado como mutacdo nao
sindnima ¢ 14 (58%) em sindnima.

Quanto a classificagdo de mutacdes de substitui¢do por transi¢do e transversao, dos 24 SNPs
encontrados utilizando-se os primers Glul, Glu2 e Glu3 a partir do gene da 1,3 B-glucanase, oito
foram transicdes (33%), nesse caso cinco SNPs foram substituidos pelas bases (A—Q), trés pelas
bases (G—A) e 16 transversdes (66%), sendo dois SNPs substituidos pelas bases (A—T), 9 (G—T),
trés (G—C), um (T—G) e um (T—A), (Tabela 2.12).

As mutagdes por substituigdes encontradas nesse trabalho nao seguiram a normalidade, pois as
substituigdes por transicdo costumam ocorrer com maior frequéncia no genoma de diversos
organismos (LEWIN, 2008). A taxa de transi¢des/transversoes foi de 0,5.

Foram observadas mutagdes tanto nos individuos resistentes quanto nos suscetiveis, ndo sendo
possivel correlacionar as mutagdes encontradas com a classe de severidade da ferrugem do eucalipto
para o gene da 1,3B-glucanase. Entretanto, dos 24 SNPs encontrados, 15 (63%) foram observados em

individuos suscetiveis.

TABELA 2.12: Numero e porcentagem de transi¢des e transversdes detectadas na andlise de SNPs
utilizando os primers Glul, Glu2, Glu3.
TABLE 2.12: Number and percentage of transitions and transversions detected in SNP analysis

utilizing the primers Glul, Glu2, Glu 3.

Transi¢oes Ocorréncias %
A-G 5 20,83
G-A 3 12,50

Sub-total 8 33,33

Transversoes Ocorréncias %

A-T 2 8,33
G-T 9 37,50
G-C 3 12,50
T/G 1 4,17
T/A 1 4,17

Sub-total 16 66,67
Total 24 100
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Analise da diversidade

Com o objetivo de quantificar a diversidade nucleotidica da espécie de Eucalyptus grandis no
segmento dos genes quitinase ¢ 1,3 B-glucanase, foram estimados os principais parametros (Tabela
2.13). Nas analises dos 15 individuos genotipados, constatou-se a formacao de 11 haplotipos, a
diversidade haplotipica foi 1,0, a diversidade nucleotidica foi 0,01618 para o gene quitinase. Para o
gene 1,3 B-glucanase foram observados a formagdo de 12 haplotipos, a diversidade haplotipica foi

0,987, e a diversidade nucleotidica foi 0,00825.

TABELA 2.13: Diversidade nucleotidica para os genes da quitinase e 1,3 B-glucanase.
TABLE 2.13: Nucleotide diversity for chitinase genes and -1,3-glucanase.

Quitinase 1,3 p-glucanase
N°. sequéncias de DNA 11 13
N°. Sitios 745 556
Indice de diversidade
S 37 16
N°. haplotipos 11 12
Diversidade haplotipica 1,000 0,987
I 0,01618 0,00825
C) 0,01744 0,0098

S: niimero de sitios segregantes; n: diversidade nucleotidica

Outros estudos relacionados ao género Eucalyptus demonstraram resultados relativamente
semelhantes para os valores de diversidade nucleotidica encontrados neste trabalho. Creux et al.
(2013), estudando a diversidade genética em regides promotoras dos genes que governam a sintese de
celulose em diferentes espécies de eucalipto, relataram que o nivel de diversidade nucleotidica variou
de 0,014 a 0,068. Neves et al. (2008), trabalhando com os genes CCR e F5H, observaram que os
valores médios para 7 nas espécies E. grandis, E. globulus e E. urophlylla foram, respectivamente
0,01604; 0,00391 e 0,00305. Em outras espécies relacionadas a silvicultura, Pot et al. (20006),
avaliando a diversidade nucleotidica em oito genes candidatos envolvidos na formagdao da madeira,
encontraram valores médios de 0,00241 para Pinus pinaster e 0,00186 para Pinus radiata.

Em linhas gerais, devido a polinizagdo cruzada, elevada heterozigosidade, baixo nivel de
domesticacado e incipiente selegdo artificial, espécies florestais tendem a apresentar elevada diversidade
nucleotidica quando comparadas com outras espécies de plantas, como o milho, que ja se apresenta

altamente domesticado (SAVOLAINEN; PYHAJARVI, 2007).
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CONCLUSOES

Foram detectados 53 SNPs em uma sequéncia de 1193 pb para o gene quitinase, ¢ 24 SNPs em
uma sequéncia de 3564pb,para o genel,3 B-glucanase.

Nao houve relagdo entre as mutagdes encontradas com a classe de severidade da ferrugem.

Os 15 gendtipos de Eucalyptus grandis analisados formaram 11 haplotipos para o gene

quitinase e 12 para o gene 1,3 B-glucanase.
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