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RESUMO

ROCHA, Rodrigo Barros, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2004. Mapeamento de QTL'S para caracteristicas de qualidade da
madeira e de crescimento em hibridos (Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla). Orientadora: Elza Fernandes de Aradujo.
Conselheiros: Cosme Damiao Cruz e Everaldo Gongalves de Barros.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacao e identificacéo
de QTL s para caracteristicas de crescimento e de qualidade da madeira em
hibridos de eucalipto derivados do cruzamento E.grandis e E. urophylla. Para
isto foi desenvolvido um mapa de ligacdo RAPD, pouco saturado, para 0s
hibridos (LOD = 3 e r = 0,40) contendo 52 marcas e 12 grupos de ligacao.
Foram utilizados 90 individuos de populacdo F1, “pseudotestcross” e 176
marcadores RAPD, a partir da amplificacdo com 63 oligonucleotideos
decameros de sequéncia arbitraria. As caracteristicas de qualidade da madeira
densidade; rendimento de polpa; teor de extrativos; teor de lignina insoluvel,
teor de lignina soltuvel determinadas em espectrofotdmetro de infravermelho e
as caracteristicas de crescimento, diametro altura do peito (D.A.P.); altura total,
altura comercial; foram avaliadas quanto a presenca de QTL’s. As analises de
QTL foram feitas utilizando os testes: de segregacdo do y? , mapeamento por
marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo

composto. Todas as analises geraram resultados consistentes que indicam 9



QTL’s relacionados com a expressdo de 7 das 8 caracteristicas avaliadas,
respectivamente: 1 QTL para densidade, 1 QTL para rendimento de polpa e 2
QTL’ s para teor de extrativos confirmados pelas metodologias de mapeamento
por intervalo simples e composto e 1 QTL para teor de lignina solavel, 2 QTL’s
para teor de lignina insoluvel, 1 QTL para D.A.P. e 1 QTL para altura total
confirmados apenas pela metodologia de mapeamento por intervalo composto.
A sobreposicdo de QTL's em determinadas regides dos grupos de ligacao
pode ser resultado da existéncia de regides do genoma mais importantes para
o crescimento e desenvolvimento da planta sugerindo a existéncia de blocos
génicos de maior efeito relacionados com a regulacdo e controle das

caracteristicas estudadas.



ABSTRACT

ROCHA Rodrigo Barros, , M.S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2004. Use of RAPD molecular markers for mapping and identification of
QTL’S related with the expression of wood quality characteristics in
hybrids (Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla). Advisor: Elza
Fernandes de Araujo. Committee Members: Cosme Damido Cruz and
Everaldo Gongalves de Barros.

The present work aimed to characterize and identify QTL s for wood
quality and growth characteristics in E. grandis x E. urophylla hybrids. For this
purpose a RAPD linkage map was developed for the hybrids (LOD =3 and r =
0.40), containing 52 markers and 12 linkage groups. For the map development,
176 RAPD markers from 63 random primers were used in a F1 full siblings
population of 90 plants. Characteristics related to wood quality such as: density,
cellulose pulp yield, percentage of extractives, percentage of insoluble lignin,
percentage of soluble lignin, determined in a near infrared spectrophotometer -
NIRS and the growth characteristics: circumference at breast height (CBH),
total height, and commercial height were used in the QTL analyses. QTL’s
analyzes were performed using chi-square tests, single-marker analysis,
interval mapping and composite interval mapping analyses. All approaches led
to the identification of similar QTL’s, respectively: one QTL associated with
wood density, two for cellulose pulp yield and two for percentage of extractives,
were detected and confirmed by the interval mapping and composite interval

Xi



mapping. One QTL associated with percentage of soluble lignin, two for
percentage of insoluble lignin, one for C.B.H. and one for total height confirmed
only by the composite interval mapping methodology. The QTL’s overlapping
can be the result of major genes involved in the regulation and control of the

growth traits by epistatic interactions with other genes.
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1. INTRODUCAO

Atualmente as espécies do género Eucalyptus (Myrtaceae) sdo as mais
utilizadas em reflorestamentos no pais e representam cerca de 60% de uma
area total de quase 5 milhdes de hectares reflorestados. Esta condicao faz do
Brasil o pais com a maior area de povoamentos florestais de Eucalyptus e um
dos maiores produtores de celulose fibra curta.

Para atender a alta demanda por matéria prima de qualidade para a
producdo de papel e celulose, caracteristicas tecnolégicas da madeira vem
sendo, mais recentemente, priorizadas nos programas de melhoramento
florestal. Estudos das caracteristicas tecnolégicas da madeira sdo em geral
limitados pela dificuldade de sua avaliacdo, que somente pode ser realizada
em plantas adultas e em laboratérios com uma infra-estrutura apropriada. O
desenvolvimento de técnicas modernas de mensuragdo, como as na absorcéo
da luz infravermelha, vem permitindo a automatizacdo do processo de
avaliacdo de caracteristicas de qualidade da madeira. No entanto, poucos
estudos foram feitos para elucidar a natureza da heranca destas
caracteristicas, apesar da sua Iimportancia para 0s programas de
melhoramento florestais,.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular tem
disponibilizado aos melhoristas novos recursos que se somam aqueles ja
empregados tradicionalmente em programas de melhoramento. Estudos de

heranca e variacdo de caracteristicas quantitativas tém sido realizados com o
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emprego destas metodologias, que visam, em curto prazo, recomendar
cruzamentos utilizando a informagé&o de diversidade genética e a médio e longo
prazo monitorar a heranga complexa de caracteristicas quantitativas utilizando
poucas marcas de segregacdo mendeliana. Neste contexto estudos de
variabilidade genética e o de desenvolvimento de mapas genéticos utilizando
informagbes de marcadores moleculares permitem o direcionamento de
cruzamentos especificos e predicdo da heranca das caracteristicas visando a
obtencao das melhores combinacdes especificas.

O presente trabalho teve como objetivos: construir um mapa de ligacao
para hibridos derivados do cruzamento entre Eucalyptus grandis e E. urophylla,
utiizando marcadores moleculares RAPD, e detectar locos candidatos
controladores de caracteristicas quantitativas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As espécies Eucalyptus grandis e E. urophylla

Atualmente as espécies do género Eucalyptus (Myrtaceae) sdo as mais
utilizadas em reflorestamentos no pais, destacam-se pelo rapido crescimento,
facilidade de manejo e boas caracteristicas tecnoldgicas (CANCIO, 1998). O
interesse crescente pela madeira das arvores do género Eucalyptus é refletida
na expansao da area de cultivo, que aumentou em mais de trés milhdes de
hectares no periodo entre 1985 e 1994 (ABRACAVE, 1996), e nos programas
de melhoramento realizados visando a obtengdo de matéria prima de melhor
qualidade. O Brasil possui a maior area de povoamentos florestais de
Eucalyptus do mundo, e também se destaca no mercado mundial como um dos
maiores produtores de celulose de fibra curta (dados do MINISTERIO DO
DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR - acessado em
2003, http:/www.mdic.gov.br).

O Eucalyptus foi introduzido no Brasil ha mais de um século, no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro pelo Engenheiro-Silvicultor Dr. Edmundo Navarro
de Andrade para atender a demanda por madeira como fonte de energia para
as locomotivas a vapor da Companhia Paulista de Estradas de Ferro
(FERREIRA, 1992). Sua grande distribuicdo pode ser justificada pela sua

agressividade e rusticidade aliadas a seus diversos usos, como producédo de



madeira para celulose, carvao, serrarias e extracdo de Oleos essenciais
(RAMALHO, 1995). O principal uso da madeira dos reflorestamentos plantados
no Brasil destina-se a producao de celulose fibra curta, amplamente utilizada

no mundo, principalmente, para a producéo de papel.

O género Eucalyptus contém cerca de 800 espécies arboreas, incluindo
variedades e hibridos naturais da Austrélia e ilhas vizinhas como Nova Guiné e
Indonésia, pertence a subtribo Eucalyptinae, tribo Leptospermeae, subfamilia
Leptospermoideae, familia Myrtaceae (ARAUJO et al., 2002). O eucalipto é
uma espécie predominantemente aldgama que apresenta hibridizacao
interespecifica natural.

As espécies Eucalyptus urophylla e E. grandis e o hibrido derivado do
cruzamento entre as mesmas sao de grande importancia para a producao de
celulose de fibra curta no Brasil. Estas espécies possuem ampla capacidade de
adaptacéo as condi¢cdes tropicais, aliada a tolerancia ao patégeno causador do
Cancro do Eucalipto (FERREIRA, 1992). A obtencdo de um hibrido entre estas
duas espécies, que apresente suas melhores caracteristicas, é uma das
principais estratégias empregadas em programas de melhoramento, uma vez
que o processo de recombinacdo permite, nesse caso, a obtencao de hibridos
gue apresentam caracteristicas desejadas de ambas as espécies: resisténcia a
doencas e alta adaptacdo do E. urophylla, associada ao rapido crescimento e
alta qualidade da madeira do E. grandis (CANCIO, 1998).

2.2. Caracteristicas de tecnologia da madeira

Diferente das espécies, tradicionalmente agronémicas, que sofreram
selecdo por centenas ou até milhares de anos, espécies florestais como o
Eucalyptus foram selecionadas por poucas geracbes e por isto conservam
grande parte da variabilidade genética inerente a espécie (ZOBEL & JETT,
1995). As caracteristicas de maior interesse econdmico, como volume,
densidade da madeira, conteido de pentosanas, teor de lignina, entre outras,
sdo quantitativas e a sua heranca depende da segregacao de muitos genes de
efeitos variados, com expressdo afetada pelo ambiente (THODAY, 1961). A

manipulagdo genética de caracteristicas quantitativas e o longo ciclo das



espécies florestais constituem uma das maiores limitacdes de um programa de
melhoramento florestal (ZOBEL & JETT, 1995).

Atualmente, para atender a demanda por matéria prima de qualidade
para a producdo de papel e celulose, caracteristicas de tecnolégicas da
madeira vem sendo priorizadas nos programas de melhoramento (MURO
ABAD, 2000). No Brasil a maioria das fibras utilizadas na fabricagcédo de pastas
celulésicas sao provenientes de arvores do grupo das dicotileddneas, dentre as
quais as mais importantes se encontram no género Eucalyptus, e das coniferas
(familia  Gymnospermae). Dentre as caracteristicas de maior interesse se
destacam a densidade da madeira, percentuais de celulose, hemicelulose,
lignina e extrativos, além das relacionadas com a anatomia da madeira como
comprimento de vasos e percentual de casca (D° ALMEIDA, 1981). Em geral,
as caracteristicas de qualidade da madeira para producéo de papel e celulose
apresentam valores de herdabilidade mais elevados do que as caracteristicas
de crescimento como D.A.P. e altura, por exemplo. Segundo ZOBEL & JETT,
(1995), isto se deve ao fato de que as caracteristicas de qualidade da madeira
para producdo de papel estdo diretamente relacionadas com caracteristicas
anatébmicas, que em geral, sdo de alta herdabilidade. Estudos mais detalhados
citados por ZOBEL & JETT, (1995), encontraram 0s seguintes valores de
herdabilidades em sentido amplo para as caracteristicas (TABELA 1):

TABELA 1: Valores de herdabilidade em sentido amplo para caracteristicas de

gualidade da madeira.

Autor Espécie Caracteristica Herdabilidade
BERTOLUCCI, 1992 E. grandis Rendimento de polpa 0,46
BERTOLUCCI, 1992 E. grandis Teor de pentosanas 0,95
BERTOLUCCI, 1992 E. grandis Densidade 0,89

EINSPAHR, 1964 Populus tremuloides Teor de lignina 0,72
ZOBEL, 1973 Pinus sp. Teor de extrativos 0,51

Tais magnitudes de herdabilidade permitem que procedimentos de

selecdo baseada no individuo: tais como selecdo massal e testes clonais,




gerem ganhos satisfatérios no melhoramento de caracteristicas de qualidade
da madeira.

Segundo D” ALMEIDA, et al. (1981), as propriedades fisico-quimicas
da madeira empregada no cozimento, mais do que qualquer outra variavel do
processo € responsavel por grandes diferencas na qualidade e nas
propriedades da pasta celuldsica.

A densidade da madeira e os percentuais de celulose e hemicelulose
sdo caracteres diretamente correlacionados com o rendimento da polpa
celulésica. A massa especifica ou densidade da madeira expressa em gramas
por centimetro cubico pode ser utilizada como um fator de conversao
madeira/polpa celuldsica. As madeiras mais densas sao as preferidas para o
procedimento de polpacdo por proporcionarem maior carga por volume (D’
ALMEIDA et al.,, 1981). A celulose, o principal componente das paredes
celulares das fibras, € um polissacarideo linear, constituido por um unico tipo
de unidade de acuUcar; de grande importancia uma vez que o rendimento da
polpa é proporcional ao teor de celulose da madeira (STRYER; 1988). Também
importantes, as hemiceluloses, que sdo polissacarideos constituidas por varios
tipos de subunidades de acucar, apresentando polimeros ramificados de
cadeia mais curta (STRYER; 1988). A propor¢céo de hemicelulose na madeira
também estd positivamente correlacionada com a qualidade e rendimento da
polpa (D” ALMEIDA et al., 1981).

Por outro lado, outras caracteristicas sdo também importantes e devem
ser selecionadas por estarem negativamente correlacionadas com o
rendimento da polpa celuldsica. Altos percentuais de lignina e extrativos, por
exemplo, ndo sdo desejados por aumentarem o0s custos da polpacdo (D’
ALMEIDA et al., 1981). Considerando que a deslignificacdo da madeira é uma
etapa crucial, altos percentuais de lignina, contribuem para o aumento
indesejavel na quantidade de dioxido de enxofre necessaria para a dissolucéo
da lignina (D° ALMEIDA et al., 1981). Os extrativos por sua vez, S&o
constituidos de diferentes compostos organicos como acidos volateis e
resinosos, 6leos volateis, acidos graxos, esterdides entre outras substancias
organicas que alteram a qualidade da polpa (D” ALMEIDA et al., 1981).

As caracteristicas de tecnologia da madeira sao de dificil mensuracéao,

s6 podem ser avaliadas em plantas adultas e em laboratérios com a infra-
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estrutura apropriada para cada um dos testes. Poucos estudos moleculares
visando elucidar a natureza da heranca destas caracteristicas foram feitos até
agora

Grandes mudancas nos procedimentos de analise de tecnologia da
madeira ocorreram na década de 90 mediante a aplicacdo da tecnologia de
absor¢éo da luz infravermelha; principalmente porque esta metodologia permite
a automatizacdo de todo o processo (ANTTI, H, 1999). O emprego da
tecnologia de absor¢cdo da luz infravermelha para separar e quantificar
moléculas ndo é recente, e vem sendo utilizada desde 1965 para quantificacao
de misturas em produtos alimenticios (ANTTI, H, 1999). As tecnologias
baseadas na utilizacdo da luz infravermelha, do inglés N.I.R. (“Near-Infrared”),
se baseiam no principio de que diferentes tipos de moléculas sdo capazes de
absorver diferencialmente a luz infravermelha.

Medidas da absorcdo diferencial da luz infravermelha permitem
quantificar os principais componentes da polpa celulésica: celulose,
hemicelulose, lignina e extrativos. E interessante destacar que as estimativas
obtidas pela metodologia de NIR apresentam correlacdes superiores a 80%

com as analises tradicionais de qualidade da madeira (ANTTI, H, 1999).

2.3. Marcadores moleculares

O advento de técnicas de marcadores moleculares em meados da
década de 80 disponibilizaram ferramentas de grande impacto para o controle
e auxilio dos programas de melhoramento (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). Os marcadores moleculares possibilitam verificar as diferencas entre
dois individuos a partir das suas sequéncias de DNA, se destacam por
permitirem o isolamento do efeito ambiental e a caracterizacdo genética da
populacdo em qualquer fase do desenvolvimento. Em sistemas biolégicos onde
os individuos apresentam longos ciclos de vida e as caracteristicas de
interesse sdo em geral de baixa herdabilidade, como o observado em espécies
florestais, o ganho genético resultado da utilizacdo de marcadores é
potencializado (YOUNG & BOYLE & BOSHIER; 2000).

Atualmente diversas técnicas permitem a obtencdo de um numero

praticamente ilimitado de marcadores moleculares que podem ser utilizados
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com diferentes finalidades em um programa de melhoramento genético vegetal.
Se um marcador apresentar comportamento de acordo com as leis basicas de
heranca enunciadas por Mendel, ele serd um “marcador genético” e podera ser
monitorado ao longo das geracdes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre as técnicas de marcadores disponiveis se destacam as técnicas
baseadas na reacao de PCR (“Polymerase Chain Reaction”). A reagcdo de PCR
permite a replicacao “in vitro” de fragmentos de DNA resultando em grandes
quantidades destes fragmentos a partir de poucas moléculas iniciais de DNA. A
técnica de PCR conforme idealizada e desenvolvida por Kary Mullis em
meados da década de 80, envolve a amplificacdo de uma regido especifica do
DNA de sequéncia conhecida utilizando oligonucleotideos complementares que
flanqueiam a regido alvo (MULLIS, 1987). O conhecimento prévio da regido a
ser amplificada € uma das principais limitacdes da técnica, pois impossibilita o
estudo simultdneo de muitos locos. O PCR ocorre em trés ciclos de
temperaturas onde oligonucleotideos de sequéncia especifica sdo utilizados
como iniciadores para a sintese de uma fita de DNA complementar a regido
alvo.

Uma variante da técnica de PCR foi descrita por dois grupos
independentes e quase ao mesmo tempo (WELSH et al, 1990 e WILLIAMS et.
al. 1990) utilizando iniciadores de sequéncia arbitraria, ndo requer o
conhecimento prévio da sequéncia alvo a ser amplificada. A técnica de RAPD
(“Random Amplified Polymorphic DNA”) utiliza um Unico iniciador de sequéncia
arbitraria, que flanqueia em sentidos opostos, regides aleatérias do genoma de
um organismo. Se entre dois individuos houver diferencas nos locais de
pareamento do iniciador, eles produzirdo diferentes padroes de amplificacado
(JAUHAR, 1996). A andlise por RAPD considera a presenca de bandas
resultantes da amplificagdo como semelhanca, e a auséncia da banda em um
individuo e presengca em outro como dissemelhanca. A técnica de RAPD foi
utiizada para a deteccdo de QTL’s em diferentes espécies vegetais, pois
possibilita alta cobertura do genoma, de resultados rapidos e menor de custo
financeiro comparado com outras técnicas de marcadores permite a analise
simultanea de grande namero de gendtipos (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF,
1994; BYRNE et al., 1995, NESBITT et al., 1995). A metodologia de RAPD

ainda se destaca por permitir a obtencdo de marcadores em qualquer
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organismo estudado. A principal limitacdo da técnica diz respeito ao baixo
conteddo de informacdo por loco, o RAPD é um marcador dominante, ndo
permite a discriminacdo precisa dos individuos heterozigotos, exigindo a
utiizacdo de varios iniciadores para a deteccdo do polimorfismo entre
individuos mais aparentados (ROCHA, 2002).

Também baseados na reacdo de PCR, destacam-se os marcadores
moleculares microssatélites. Os marcadores microssatélites sdo obtidos
através da amplificacao de regides repetitivas do genoma utilizando iniciadores
especificos, e se caracterizam pela alta repetibilidade entre laboratorios,
multialelismo e co-dominancia. Os microssatélites sdo considerados por muitos
autores como uma das metodologias de marcadores moleculares mais
robustas atualmente a disposicdo do melhorista (BRONDANI et al., 1998;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A necessidade de desenvolvimento de
oligonucleotideos especificos representa a principal limitacdo desta
metodologia, tendo em vista a considerdvel quantidade de recursos
necessarios para o desenvolvimento e aquisicdo destes oligonucleotideos de
aplicacao limitada a espécie ou ao género do organismo para o qual foram
desenvolvidos.

Marcadores moleculares podem ser utilizados com diferentes
finalidades em programas de melhoramento florestal. Por permitir a obtencéo
de um padrdo de bandas exclusivo para cada individuo (“fingerprint”) facilita
procedimentos de protecdo de cultivares (BRONDANI et al., 1998), permite a
confirmacdo de cruzamentos controlados e da identidade clonal (LAIA et al.,
1996) selecdo de genitores (DIAS et al. 2001, MURO ABAD, 2000), andlise de
diversidade genética (ROCHA et al. 2002, MURO ABAD et al.; 2000b),
construcdo de mapa de ligacdo génica (GRATTAPAGLIA & SEDEROFF,1994)
e localizacdo de marcadores para caracteristicas de importancia econdémica
(VERHAEGEN et al.,1997) entre outras aplicacdes.

O objetivo geral da utilizacdo de marcadores moleculares € incrementar
0 ganho genético por unidade de tempo (MURO ABAD, 2000). A utilizacdo de
marcadores moleculares associados as caracteristicas de expressao
controlada por muitos genes, pode potencialmente aumentar a eficiéncia e
reduzir o tempo dos ciclos de selecdo (VERHAEGEN et al.,1997). A construcao

de mapas de ligacdo utilizando marcadores moleculares é uma estratégia que
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vem sendo utilizada para detec¢éo de locos relacionados com a expressao de

caracteristicas quantitativas (QTL’s sigla do inglés “Quantitative Trait Loci).

2.4 Mapeamento Genético

Depois da redescoberta do trabalho de Mendel (MENDEL, 1866), em
1900, varias pesquisas foram realizadas visando ampliar e validar suas
conclusbes, a respeito do mecanismo de heranca de caracteristicas
qualitativas. BATESON e PUNNET (1905), citados por STUTERVANT (1965),
trabalhando com as caracteristicas, cor da flor e formato do grdo de polen em
ervilha, publicaram um dos primeiros relatos de ligacdo génica (“genetic
linkage”). No entanto, o primeiro trabalho a sugerir que a distribuicdo génica
nao independente é devida a localizacdo dos genes nos cromossomos e a
eventos de trocas de segmentos entre as moléculas de DNA foi publicado por
MORGAN (1910). Ao analisar o padrédo de heranca de um gene mutante ligado
ao sexo, para a cor dos olhos em Drosophila melanogaster, MORGAN forneceu
a primeira evidéncia de que os genes estao localizados em posicdes definidas
nos cromossomos e que podem ser manipulados e estudados

experimentalmente.

Historicamente mapas de ligacdo foram pouco utilizados no auxilio a
selecdo em programas de melhoramento, até mesmo em espécies bem
estudadas como milho, Zea mays, e o tomate, Lycopersicon spp. (LEE, 1995).
O tipo de marcador utilizado para o mapeamento (alteracdes citoldgicas
estruturais) e a falta de mapas integrados que relacionem varios tipos de
marcadores sdo, segundo LEE (1995), as principais dificuldades para a
utilizacdo de mapas genéticos em programas de melhoramento. O numero
reduzido de marcadores citoldgicos e fenotipicos faz com que a probabilidade
de encontrar um marcador relacionado com caracteristicas de interesse seja
reduzida, dificultando o mapeamento genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

A disponibilidade de marcadores genéticos neutros cuja heranca pode
ser acompanhada sem influéncia do ambiente tem permitido a construcao de

mapas de ligagdo para varias espeécies vegetais (FERREIRA &
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GRATTAPAGLIA, 1998). Por sua praticidade e capacidade de discriminacao de
inmeras marcas, o desenvolvimento de técnicas com marcadores moleculares
resultaram em um aumento significativo da importancia dos mapas genéticos
para o auxilio a selecdo em programas de melhoramento (LEE, 1995).
Grandes esforcos vém sendo empregados na integracdo dos mapas
construidos com diferentes marcadores visando a identificacdo dos locos
relacionados com a expressao de caracteristicas quantitativas (BYRNE et al.
1995).

A construcao de um mapa de ligacdo envolve a aplicacéo de técnicas de
biologia molecular a conceitos originais da genética mendeliana. O
desenvolvimento de mapas de ligacdo € considerado uma das aplicacdes de
maior impacto da tecnologia de marcadores na analise genética das espécies
para o melhoramento de plantas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A
deteccdo de marcadores relacionados com a expressdo de caracteristicas
quantitativas (QTL’s), a identificagcdo de regibes especificas do genoma e a
quantificacdo de sua interferéncia na expressdo do fenétipo sdo informacdes
de aplicacdo em programas de melhoramento (GRATTAPAGLIA &
SEDEROFF; 1994, BYRNE et al., 1997a; VERHAEGEN et al., 1997).

Em geral o primeiro passo na constru¢céo de um mapa de ligacéo refere-
se a escolha dos cruzamentos de forma a maximizar o polimorfismo genético
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994, VERHAEGEN et al., 1997). Uma vez
selecionados os genitores, o desenvolvimento de uma progénie segregante
composta de algumas dezenas ou centenas de individuos é necessaria.
Tradicionalmente a populacdo segregante analisada para a construcdo do
mapa de ligacdo é derivada do retrocruzamento ou da autofecundacdo da

geracado F1 proveniente do cruzamento de dois genitores selecionados.

O grande ciclo de vida e a perda de vigor, resultado de cruzamentos
endogamicos caracteristico das espécies alogamas, dificultam a utilizacdo de
estratégias que dependam da progénie de segunda ou terceira geracdo e
procedimentos de autofecundacdo e retrocruzamentos em Eucalyptus
(GRATTAPAGLIA et al. 1994). Uma estratégia alternativa que envolve a
andlise diretamente da populacdo F1 foi utilizada por GRATTAPAGLIA et al.

(1994) para a confeccdo de um mapa de ligacdo a partir de uma geracdo F1
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composta por 62 hibridos de um cruzamento entre E. grandis e E. urophylla. A
alta porcentagem de locos em heterozigose, como o0 observado nas espécies
do género Eucalyptus, permite este tipo de analise que se justifica pela
praticidade e ganho de tempo (GRATTAPAGLIA et al. 1994).

O primeiro mapa de ligacdo construido utilizando marcadores
moleculares RAPD para o0 género Eucalyptus foi publicado em 1994
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994); neste trabalho foram analisados 62
individuos da F1 de um cruzamento controlado entre E. grandis e E. urophylla.
No ano seguinte GRATTAPAGLIA et al. (1995) publicaram quais destes
marcadores mapeados estavam correlacionados com o controle de
caracteristicas relacionadas com a propagacao vegetativa em Eucalyptus. Um
segundo mapa de ligacao foi publicado em 1996 (VERHAEGEN & PLOMION,
1996), utilizando marcadores RAPD baseado na analise de 93 hibridos entre E.
grandis e E. urophylla. Em 1997, VERHAEGEN publicou um segundo trabalho
mostrando quais marcadores mapeados estavam correlacionados com as
caracteristicas densidade da madeira, forma e crescimento. Posteriormente,
BYRNE et al. (1995) publicaram um mapa de ligacdo integrado utilizando
marcadores RAPD, RFLP e isoenzimas em E. nitens. Dois anos depois, em
1997, BYRNE et al. publicaram dois trabalhos correlacionando seus
marcadores com a tolerancia ao frio (BYRNE et al., 1997a), e o tamanho da
folha e area foliar em E. nitens (BYRNE et al., 1997b). Mais recentemente,
MYBURG et al. (2003) desenvolveram nova populacédo para o mapeamento em
Eucalyptus. A populacdo nomeada de “double pseudo-backcross” envolve o
desenvolvimento de duas populacdes de retrocruzamento além da F1
tradicional. A TABELA 2 resume as informacfes e mostra as principais

publicacdes de mapas genéticos para o género Eucalyptus.
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TABELA 2 — Principais trabalhos publicados de mapeamento genético para
espécies do género Eucalyptus, destacando a populagéo avaliada, técnica

utilizada, numero de individuos e numero de marcas avaliadas.

Espécie Populacdo Técnica N° de o
Autores  Ano . . o N° de marcas
estudada avaliada utilizada individuos.
Grattapaglia & E. grandis e E. )
1994 F1 RAPD 62 240 RAPD E.grandis
Sederoff urophylla
251 RAPD E. uropylla.
) ] Pop. de
Grattapaglia E. grandis e E. L ]
1996 polinizacdo RAPD 96 77 RAPD E. grandis
et al. urophylla
aberta
210 RFLP
RAPD,
Byrne et al. 1995 E. nitens F2 RFLP 118
_ 121 RAPD
Isoenzima ]
4 |soenzimas
Verhaegen & E. grandis e 244 RAPD E. grandis
] 1996 F1 RAPD 93
Plomion E. urophylla 211 RAPD E. urophylla
E. globulus e E.
Marques etal. 1998 ] ) F1 AFLP 91 487 AFLP
tereticornis
RFLP 204 RFLP
Thamarus et EST's 31EST's
2002 E. globulus F1 148
al. SSR 40 SSR
Isoenzima 5 isoenzimas
Brondani et E. grandis e
2002 F1 SSR 92 50 SSR
al. E. urophylla
] Retrocruz-
E. grandis e E.
Myburg etal. 2003 amentos AFLP 78 800 AFLP
globulus i
reciprocos

Siglas:  AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism.
EST: Expressed Sequences Tags
RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
SSR: Simple Sequence Repeats.
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2.5 Deteccao de QTL’s

Muitas caracteristicas de importancia econdmica em plantas
apresentam a expressdo governada por muitos genes. Embora os principios
genéticos de segregacao das caracteristicas métricas sejam mendelianos, a
identificacdo da segregacdo dos genes individualmente € complexa
(FALCONER, 1987). Por este motivo, a média e a variancia da distribuicdo dos
valores métricos das caracteristicas quantitativas sdo essenciais para o estudo
da heranca e variacdo destas caracteristicas.

A aplicacdo de técnicas de marcadores moleculares no estudo de
caracteristicas quantitativas permite identificar maiores fragcdes da variancia
genética total relacionadas com a expressdo de determinada caracteristica,
permitindo ainda detectar quais regides dos cromossomos, ou grupos de
ligacdo, sdo mais determinantes para a expressao da caracteristica. O termo
QTL (“Quantitative trait loci”) foi criado por GELDERMANN (1975), se baseia no
principio de existéncia de locos de maior importancia relacionados com a
expressao de determinada caracteristica métrica (teoria dos poligenes). Além
da determinacéo da posicdo do QTL ao longo do grupo de ligacéo, a utilizacdo
de técnicas de marcadores moleculares permite a obtencédo de estimativas de
acdo génica (efeito aditivo), e de interacdo entre os alelos (efeito de
dominancia) e nao alelos (efeito epistatico).

Estratégias utilizadas para deteccdo e caracterizacdo dos QTL's
dependem principalmente: da populacdo avaliada, do niumero de individuos
genotipados e da técnica de marcador molecular empregada. Além destas trés
caracteristicas ja citadas, destacam-se também: o efeito do QTL na expresséo
da caracteristica, a precisdo experimental e herdabilidade da caracteristica
avaliada, os efeitos de dominancia.

Os testes para determinacéo da associacao marcador/QTL se dividem
em duas estratégias principais: avaliacdo de uma Unica marca por vez, ou
avaliacdo de duas marcas simultaneamente na procura pelo QTL. A analise
baseada em uma Unica marca é considerada exploratéria e grosseira se
considerada a precisdo das estimativas obtidas com métodos de intervalo. A
idéia de utilizar um par de marcas como unidade de analise para o
mapeamento foi proposta por LANDER & BOTSTEIN (1989). O mapeamento

14



por intervalo simples, utiliza a funcdo de verossimilhanca ou analise de
regressao considerando estimativas de “a” (desvio devido a efeitos aditivos do
QTL) e “d” (desvio devido a efeitos de dominéancia do QTL) obtidas por meio de
analises iterativas, para valores de recombinacdo compreendidos entre 0 e 0,5
e definidos por incrementos sucessivos (SCHUSTER & CRUZ, 2004).

A probabilidade de que os valores de “a” e “d” sejam diferentes de zero
é estimada utilizando a razdo de verossimilhanca que representa o quociente
entre as probabilidades de que “a” e “d” sejam diferentes de zero, dividido pela
probabilidade de ocorréncia da hipétese nula (a=0 e d=0) de auséncia de QTL.
Se o valor de “LOD score” for maior do que o valor critico que pode ser definido
pela metodologia de permutacdo ou de y° considera-se a existéncia de um
QTL naquele intervalo do grupo de ligacdo. A TABELA 3 resume informag0des e
mostra as principais publicagbes de QTL’s relacionados a diversas

caracteristicas para o género Eucalyptus.
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TABELA 3 — Principais trabalhos publicados sobre deteccdo de QTL's para

espécies do género Eucalyptus.

Caracteristica

Autores Ano Espécie estudada
estudada
. . Caracteristicas de
Grattapaglia et al. 1995 E. grandis e E. urophylla . .
propagacéo vegetativa
_ Area foliar
Byrne et al. 1997 E. nitens
Altura da muda
Byrne et al. 1997 E. nitens Resisténcia ao frio
. Densidade da madeira
. E. grandis e ]
Verhaegen & Plomion 1997 Crescimento de talo
E. urophylla
Forma de talo
) ] Caracteristicas de
Marques et al. 1998 E. globulus e E. tereticornis

propagacédo vegetativa
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foram coletadas folhas sadias de 90 arvores que correspondem a
irmaos completos F1 do cruzamento entre os genitores E. grandis e E.
urophylla proveniente de testes de progénie da empresa CENIBRA S/A,
localizado no municipio de Ipatinga, Minas Gerais, latitude 18° S, longitude 42°
W, altura entre 800-1000 metros acima do nivel do mar, precipitacbes 1300-
1500mm/ano e déficit hidrico de 100 a 150 mm/ano. As folhas foram
identificadas e mantidas resfriadas em isopor contendo gelo até o
armazenamento em congelador a —20° C no Laboratério de Genética Molecular
e de Microrganismos — Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, Vigosa —
MG, para posterior extracdo de DNA.

3.2. Dados quantitativos.

As caracteristicas diametro a altura do peito (DAP), altura total (HT) e
altura comercial (AC) foram determinadas na época do corte das arvores, aos
sete anos de idade. As caracteristicas de qualidade da madeira: densidade,
rendimento de polpa, teor de extrativos, teor de lignina insolavel, teor de lignina
soltvel, foram determinadas em espectrofotometro de infravermelho — NIRS,

no laboratoério de tecnologia da madeira da empresa CENIBRA S/A. Para isto,
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foram retirados trés toretes provenientes respectivamente do topo, meio e base
das arvores. Em seguida, utilizando sonda presley foi retirada uma bagueta em
posicdo mediana (a 1 metro de cada extremidade) de cada torete. As baguetas
foram moidas em moinho do tipo ciclone e separadas em peneiras de malha
0,5 mm. A serragem proveniente das baguetas foi climatizada em sala com
temperatura e umidade controladas e armazenadas em frascos com tampa,
para serem conduzidas para analise em espectrofotometro de infravermelho —
NIRS. As mensuracfes das caracteristicas estdo mostradas no anexo,
TABELA 22.

3.3. Construcédo do mapa de ligacéo e identificacdo de QTL’s

Para mapeamento genético e identificacdo de QTL s relacionados com a
expressdo de caracteristicas de qualidade da madeira em Eucalyptus,
amostras de DNA de 90 irmaos completos F1 do cruzamento E.grandis e E.
urophylla foram utilizadas com marcadores RAPD. A estimacado das distancias,
a ordenacdo nos grupos de ligacdo e a deteccdo dos QTL's foram feitas
utilizando os softwares: GQMOL, em desenvolvimento na Universidade Federal
de Vicosa, disponivel em (http//www.ufv.br/dbg) e Windows QTL
Cartographer.

3.3.1 Extracdo e quantificacdo do DNA total

A extracdo de DNA total de folhas de eucalipto foi feita de acordo com
o método descrito por DOYLE e DOYLE (1990), com modificagbes. Cerca de
50 mg de folhas desidratadas ou 150 mg de folhas verdes foram maceradas
em nitrogénio liquido até o estado de p6. O material foi transferido para tubo
Eppendorf ao qual foram adicionados 650 pL de tampao de extracdo contendo:
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) 2 %; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM, pH 8,0;
Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; P.V.P. (polivinilpirrolidona) 1 % e B-mercaptoetanol 1
% previamente aquecido a 65°C. Os tubos foram incubados a 65°C por 30
minutos. ApoOs a incubacgdo foi adicionado um volume de cloroférmio-alcool

isoamilico (24:1), os tubos foram agitados levemente por 10 minutos e
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centrifugados a 6.000g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para tubo
Eppendorf para extracdo das proteinas utilizando cloroférmio-alcool isoamilico.
Em seguida foi adicionado um volume de isopropanol, seguido de incubacao
por duas horas a -20°C. O material foi centrifugado a 6.000g por 30 minutos e o
sedimento lavado com etanol 70%, seco sob vacuo e ressuspendido em 50 uL
de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo 10 ug de
RNAse. Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos.

A quantidade de DNA total foi estimada, comparando-se com DNA de
quantidade conhecida, por eletroforese em gel de agarose 0,8% e brometo de
etidio a 200 ng/mL. Para a visualizacdo do DNA, o gel foi fotografado sob luz
ultravioleta com méaquina Polaroid MP4 ou as imagens foram digitalizadas em

um sistema de video Eagleye™ (Stratagene®).

3.3.2 Amplificac&o e analise por marcadores RAPD.

As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume de 25ulL,
contendo Tris-HCI 10mM, pH 8,0; KCI 50 mM; MgCl, 2,5mM; 0,1mM de cada
um dos deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP - Promega®); 0,4 uM
de um oligonucleotideo de 10 nucleotideos - Operon®; 10 ng de DNA e 1
unidade de Taq DNA polimerase. As amplificacbes foram realizadas em um
termociclador “Programmable Thermal Controller - 100", programado para 40
ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e um minuto a 72°C. Apos
o Ultimo ciclo, uma etapa de 7 minutos a 72°C.

Terminada a amplificacdo, foram adicionados 5 puL de tampéo de
amostra (0,25% de azul de bromofenol e 60% de glicerol) em cada tubo e o seu
conteudo analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo
de etidio 200 ng/mL, em tampéo TEB 1X (Tris-borato 0,09 mM e EDTA 0,002
mM) por 4 horas a 100 volts. Apds a corrida eletroforética, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, utilizando cémera Polaroid MP4 ou as

imagens foram digitalizadas em um sistema de video Eagleye™ (Stratagene®).
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3.3.3 Construcédo de mapa de ligacéao.

Os marcadores RAPD foram codificados em 2 etapas: Inicialmente os
marcadores foram codificados utilizando 1 para a presenca da banda em um
individuo, 0 para auséncia da banda em um individuo e 9 para a falha na
amplificacdo do genétipo. Em seguida a planilha contendo a informagédo das
bandas foi recodificada para ser utlizada no software GQMOL
(http//www.ufv.br/dbg) em desenvolvimento na Universidade Federal de
Vicosa, considerando a presenca ou auséncia das bandas em relacdo a um
dos genitores. Se os individuos avaliados apresentaram o mesmo genotipo em
relacdo a um dos genitores para a banda considerada, foram codificados como
1 e se apresentaram gendétipos diferentes foram codificados como 0. A
segregacao de cada fragmento polimorfico foi testada na populacdo por meio
do teste de qui-quadrado (o = 5%). O mapeamento dos marcadores RAPD e o
estabelecimento dos grupos de ligacao foram feitos utilizando o programa
GQMOL (http//www.ufv.br/dbg) em desenvolvimento na Universidade Federal
de Vigcosa. Os marcadores foram agrupados em dois mapas distintos,
utilizando-se respectivamente “LOD score” minimo de 3,0 e frequéncia de
recombinacdo maxima de 0,40 e “LOD score” minimo de 2,0 e frequéncia de
recombinacdo maxima de 0,40. A funcdo de mapeamento de Kosambi foi
utilizada para a transformacéao dos dados de frequiéncia de recombinacéo para

centiMorgans (cM).

3.3.4 Identificacdo e mapeamento dos QTL’s.

Analise de marca simples

A associacdo entre marcadores individuais e a expressdao das
caracteristicas quantitativas foi testada pela andlise de marca simples,
utilizando o programa GQMOL (http//www.ufv.br/dbg) em desenvolvimento na
Universidade Federal de Vigosa, considerando significativos 0os casos em que 0
nivel de significancia foi inferior a P< 0,05. A andlise de regressao linear

também foi realizada com o intuito de comprovacao dos resultados da ANOVA

20



e, adicionalmente, para a determinacdo do R?, que neste caso é interpretado

como o percentual da variagéo fenotipica explicado pela marca analisada.

Analise por mapeamento por intervalo simples e composto

Visando melhor precisdo das estimativas de niumero e posi¢cao do QTL,
e confirmagédo dos resultados da analise de marca simples, os marcadores que
agruparam nos grupos de ligagbes, foram avaliados em um modelo de
mapeamento por intervalo simples conforme proposto por LANDER &
BOTSTEIN, (1989) e mapeamento por intervalo composto, conforme proposto
por ZENG (1993) empregando o programa GQMOL (http//www.ufv.br/dbg) em
desenvolvimento na Universidade Federal de Vigosa e o programa Windows
QTL Cartographer.

3.3.5 Determinacao do nivel critico.

A significancia de um QTL pode ser determinada pela razdo da
verossimilhanca (LR) entre o modelo que testa a hipotese de existéncia do QTL
e 0 modelo que testa a hipotese de existéncia de nenhum QTL em nenhuma
posicdo do mapa. O valor de LR critico, para considerar a existéncia de um
QTL foi determinado para as analises de mapeamento por intervalo simples
pelo teste de y? corrigido por Bonferroni para mdltiplas observacdes
independentes (o = 10%); e para as analises por mapeamento por intervalo
composto foi utilizado teste de permutacdo como proposto por DEORGE et al.
(1996). O teste foi realizado com 1000 repeticGes, gerando valores de LOD
score ou de razdo de verossimilhanca (LR) no mesmo numero de repeticbes

realizadas. Foi utilizado nivel de significancia de 5% para todo o mapa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccao de polimorfismos e sele¢cdo dos oligonucleotideos RAPD.

Em uma primeira etapa os oligonucleotideos RAPD foram testados
objetivando a deteccédo de fragmentos de DNA polimorficos a serem utilizados
no mapeamento genético. Foram avaliados 260 oligonucleotideos decameros
de sequéncia arbitraria utilizando os Kits A, B, C, D, E, D, F, G, H, |, J, K, L, N,
P, Q, R, V, W, X, Z (Operon Technologies Inc.., Alameda, CA, EUA). Somente
os fragmentos de DNA polimdrficos entre os dois genitores, de comportamento
mendeliano e segregacdo na populacdo F1, sdo de interesse para fins de
mapeamento. Em média apenas um, em cada quatro fragmentos amplificados,
foram polimérficos e estavam segregando na populacdo de mapeamento.

Visando a comparacédo futura entre mapas, oligonucleotideos utilizados
para amplificar marcadores jA mapeados por outros autores foram testados
(VERHAEGEN & PLOMION, 1996; GRATTAPAGLIA & SEDEROFF, 1994).
Tais oligonucleotideos ndo geraram polimorfismos semelhantes aos descritos
em outras populacdes de hibridos E. grandis e E. urophylla, uma vez que néo
resultaram na amplificacdo de fragmento de DNA polimorfico de tamanho
semelhante e/ou produziram outros fragmentos polimoérficos ndo descritos. A
disparidade entre os mapas desenvolvidos por GRATTAPAGLIA & SEDEROFF
(1994) e VERHAEGEN & PLOMION, (1996) indica que o0s mapas

desenvolvidos para hibridos E. grandis e E. urophylla utilizando a técnica de
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RAPD séo vélidos apenas para as populacbes mapeadas e populacdes
aparentadas com as mesmas. Estas distor¢cdes entre os mapas podem ter
causas diversas: 1) a heterogeneidade genética caracteristica das espécies do
género Eucalyptus; 2) a alta sensibilidade da metodologia de RAPD; 3) a
utilizacdo de hibridos entre duas espécies diferentes para o0 mapeamento.
CAMPINHOS (1996), observou distorcdes entre mapas de ligacdo RAPD
desenvolvidos a partir do cruzamento de um genitor E. grandis previamente
mapeado com 5 genitores E. urophylla, tais como: fuséo de grupos de ligacao
distintos, inversdo na ordem de mapeamento dos marcadores, auséncia de
ligacdo entre marcadores previamente mapeados, falta dos dados genotipicos
de marcadores nas familias e diferencas nas frequéncias de recombinacgéo
entre marcadores adjacentes. O desenvolvimento de mapas moleculares
referéncia para as espécies do género Eucalyptus depende da utilizacdo de
metodologias mais robustas de deteccdo da diversidade genética, menos
sensiveis a grande variagdo genética e do desenvolvimento de novas
populacdes de mapeamento (MYBURG et al., 2003, BRONDANI et al., 2002).

O ndamero de marcadores para o mapeamento € funcdo da divergéncia
genética entre os genitores e do tipo da técnica de deteccao utilizada. A técnica
de RAPD permite a andlise simultdnea de varios locos dominantes que
utilizados em associacdo com populacdo F1 “pseudotestcross” permite a
identificacdo de duas classes de marcas segregantes, marcas que segregam
na proporcao de 1:1 e 3:1. O DNA total dos dois genitores E. grandis e E.
urophylla e de seis individuos da populagédo F1 foram utilizados nas reacdes de
amplificacdo RAPD (FIGURA 1). A amplificacdo conjunta do DNA total dos dois
genitores e dos seis individuos da populacdo F1 faz com que a probabilidade
de deteccéo da segregacdo de um marcador polimorfico entre os genitores seja
superior a 98%.

Do total de 260 oligonucleotideos testados foram selecionados 63 que
amplificaram fragmentos polimérficos de melhores definicbes, variando de 1 a 5
fragmentos polimérficos por oligonucleotideo (FIGURA 2 e TABELA 4). Os 63
oligonucleotideos selecionados resultaram na amplificacdo total de 176
fragmentos de DNA polimorficos e de segregacdo mendeliana 1:1, com

tamanhos variando de 200 a 2000 pares de base.
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FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificacédo
utilizando os oligonucleotideos OPK15, OPK16, OPL05. P1 e P2 referem-se
respectivamente, aos padrbes de amplificacdo dos genitores E. grandis e E.

493
260

urophylla, seguidos da amplificacdo do DNA total de 6 irmaos completos F1 (1 a
6) e de uma reacdo controle sem o DNA total de Eucalyptus (B). O marcador

utilizado é o DNA do fago A clivado com as enzimas EcoRI, BamHI, Hindlll (M).
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FIGURA 2 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% da reacdo de amplificacao

utilizando o oligonucleotideo OPK16. P1 e P2 mostram o padrdo de amplificacdo
dos genitores E. grandis e E. urophylla, seguidos da amplificacdo de 88 irmaos

completos F1 (1 a 88). As setas indicam fragmentos de DNA de segregagédo 1:1.
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Dos 176 fragmentos de DNA polimérficos selecionados, 87 sao do
genitor E.grandis e 89 de E. urophylla. O ndmero médio de marcadores
polimorficos por oligonucleotideo foi de 2,79. Foram amplificados, em média,
10,2 fragmentos de DNA por oligonucleotideo, com o numero total variando
entre 6 a 16 fragmentos de DNA. Resultado semelhante ao observado foi
obtido por MURO ABAD (2000), trabalhando com sele¢cdo de matrizes mais
divergentes utilizando marcadores RAPD. O numero de fragmentos de DNA
observado depende da espécie, do oligonucleotideo utilizado e das condicbes
de amplificacdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Trabalhos visando o desenvolvimento de mapas genéticos utilizando
marcadores moleculares RAPD j& publicados para o género Eucalyptus.
(GRATTAPAGLIA & SEDEROFF,1994; VERHAEGEN & PLOMION, 1996)
ambos trabalhando com populacdo F1 resultante do cruzamento entre E.
grandis e E. urophylla, e (BYRNE et al., 1995) trabalhando com popula¢cdo F3
de Eucalyptus nitens obtiveram, respectivamente, 3,69, 3,08 e 1,5 marcas de
interesse, por oligonucleotideo utilizado no mapeamento. Nestes trabalhos
estas diferencas sao principalmente em funcdo da composicdo genética das

espécies estudadas.

4.2 Construcdo do mapa de ligagéo

Previamente a constru¢cdo do mapa, a segregacao dos marcadores RAPD
foi testada por meio do teste de qui-quadrado (P < 0,05). De um conjunto total
de 176 marcas, 24 (13,6%) apresentaram segregacdo distorcida, ou seja,
diferente da proporcéo esperada 1:1 (TABELA 4). Considerando o total de 176
marcas é esperado que em média duas marcas apresentem distorcdo da
propor¢cdo esperada por obra do acaso (a<0,01). A distor¢do no padrdo de
segregacao de 24 marcas pode ser evidéncia de um evento biolégico causador
desta perturbagéo.

O descarte dos marcadores de segregacao distorcida é uma possibilidade que
deve ser avaliada considerando as causas que podem resultar em tais
distor¢des: 1) namero insuficiente de individuos avaliados (ROCHA et al., 2003;
CARLSON et al.,, 1991) 2) amplificacdo de marcadores sobrepostos pela
técnica de RAPD 3) erro na avaliacdo de presenca ou auséncia do marcador
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(CAMPINHOS et al., 1996) 4) selecéo natural ou artificial das mudas no viveiro
florestal antes de ir para o campo (VERHAEGEN & PLOMION, 1996). Além de
causar distor¢cdes no padréo de segregacado por alterar as frequiéncias alélicas,
a selecao natural ou artificial pode resultar em uma tendéncia de agrupamento
dos marcadores distorcidos em um mesmo grupo de ligacdo, como sugerido
por VERHAEGEN & PLOMION (1996), resultado do efeito da selecéo a favor
ou contra determinado conjunto de marcas. Além das causas citadas acima, a
elevada carga genética das espécies do género Eucalyptus pode resultar em
distorcdo dos marcadores proximos a genes letais em condicdo heterozigota
nos individuos de uma populacdo (YOUNG & BOYLE & BOSHER, 2000).

TABELA 4: Valores dos testes de qui-quadrado relativos a segregacdo das
marcas polimorficas considerando a proporcdo esperada de 1:1. As
marcas que fazem parte do mapa (LOD = 3) estdo destacadas em negrito
e apresentam a identificacdo do tamanho do fragmento de DNA
correspondente em pares de base. As letras “P”, “A” e “F” identificam
respectivamente a classe dos genétipos que apresentaram a banda (P),

gue nao a apresentaram (A) e os que falharam na reacdo de amplificacao

(F).
Marca P A F Probabilidade(%) Marca P A F Probabilidade(%) Marca P A F Probabilidade(%)
ABOla 13 14 63 84.739 ns C06a_700 11 16 63 33.5924 ns J13b 52 20 18 0.0162 *
ABO1b 14 13 63 84.739 ns C14 12 15 63 56.3703 ns J13c 44 30 16 10.3638 ns
AB02a_800 13 14 63 84.739 ns EOla_831 44 39 7 58.3128 ns KOla 9 18 63 8.3265 *
ABO02b_731 17 10 63 17.7932 ns EO1b 55 13 22 0.0* K01lb 11 16 63 33.5924 ns
ABO4a_920 33 23 34 18.1449 ns EOlc_490 31 37 22 46.6854 ns K08a_790 27 21 42 38.6476 ns
ABO4b_450 29 27 34 78.9268 ns EO1d_440 30 35 25 53.5143 ns KO8b_730 29 19 42 14.8915 ns
ABO4c_370 30 27 33 69.1102 ns EOle 480 32 36 22 62.7626 ns K08c 23 25 42 77.283 ns
ABO5a 14 13 63 84.739 ns EO5a_960 44 36 10 37.1093 ns K08d_550 25 23 42 77.283 ns
ABO5b_600 11 16 63 33.5924 ns EO5b 40 28 22 14.561 ns K08e_300 22 26 42 56.3703 ns
ABO5c 14 13 63 84.739 ns El9a 40 27 23 11.2241 ns K12a_800 39 32 19 40.6116 ns
ABO5d 9 18 63 8.3265 * E19b 51 16 23 0.0019 * K12b_540 33 34 23 90.2765 ns
ABO5e_280 11 16 63 33.5924 ns E19c 550 42 25 23 3.7813 * K12c 25 36 29 15.9011 ns
ABlla 31 48 11 5.5793 * E19d_460 42 25 23 3.7813 * K12d 39 22 29 2.9508 *
AB11b_400 37 42 11 57.3745 ns E19e 32 35 23 71.3986 ns K14a_480 26 25 39 88.8638 ns
ABl4a 28 25 37 68.028 ns E19f_ 240 47 20 23 0.0972 * K14b_460 22 14 54 18.2422 ns
AB14b 31 22 37 21.6368 ns G04a 28 24 38 57.91 ns K15a 22 23 45 88.1497 ns
ABl4c 22 31 37 21.6368 ns G04b 25 27 38 78.1511 ns K15b_490 22 23 45 88.1497 ns
AB15a 12 11 67 83.4827 ns Glla 784 43 41 6 82.7259 ns K15c 30 15 45 2.5347 *
AB15b 7 16 67 6.0569 * Glib 38 46 6 38.2733 ns K15d_490 25 20 45 45.6057 ns
ACO03a 29 24 37 49.2207 ns Gllc 50 34 6 8.0856 * K16a_510 41 45 4 66.6228 ns
ACO03b 30 23 37 33.6289 ns G11ld 240 48 36 6 19.043 ns K16b 41 43 6 82.7259 ns
AD18a 34 29 27 52.8733 ns G1l2a 35 38 17 72.5496 ns K16¢ 47 37 6 27.5234 ns
AD18b 36 27 27 25.6839 ns G12b_784 29 39 22 22.5253 ns L1la_ 990 27 55 8 0.1988 *
AD18c 31 32 27 89.9741 ns Gl2c 41 27 22 8.9555 * L11b_700 31 51 8 2.72*
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AE13a_990 16 24 50 20.5903 ns Glad 47 21 22 0.1616 * L11c_250 50 35 5 10.3742 ns
AFl15a 22 30 38 26.7257 ns G12e_450 23 50 17 0.1577 * L11d 250 47 38 5 32.8972 ns
AF15b 21 20 49 87.5896 ns G12f_ 260 33 40 17 41.2622 ns PO7a 29 34 27 52.8733 ns

Al09a_990 14 13 63 84.739 ns Gl4a 31 47 12 7.0041 * PO7b 30 33 27 70.5457 ns
All2a 30 34 26 61.7075 ns G14b 42 37 11 57.3745 ns PO7c_460 32 31 27 89.9741 ns
All12b 36 28 26 31.7311 ns Gl16a_540 14 13 63 84.739 ns PO7d 23 40 27 3.221*
All2c 37 28 25 26.4288 ns Gl7a 39 34 17 55.8409 ns P13a 22 19 49 63.9412 ns

Al12d_240 19 45 26 0.1154 * G17b_730 36 37 17 90.6827 ns P13b_460 23 23 44 100.0 ns

All3a_990 13 9 68 39.3769 ns G19a 12 15 63 56.3703 ns P13c 25 16 49 15.9854 ns
Al13b 10 12 68 66.9815 ns G19b 11 16 63 33.5924 ns Pl14a_700 21 49 20 0.0818 *

All5a_960 29 28 33 89.4626 ns HO7a_890 21 29 40 25.7899 ns P14b_550 36 34 20 81.107 ns
Al15b 25 32 33 35.3837 ns HO7b 8 19 63 3.4264 * P17a_831 15 12 63 56.3703 ns

All5c_490 25 32 33 35.3837 ns HO7c_250 12 15 63 56.3703 ns R04a_930 34 32 24 80.5541 ns

All5d_320 24 33 33 23.323 ns HO7d 15 12 63 56.3703 ns R10a_890 17 10 63 17.7932 ns

Al9b_600 20 7 63 1.2355* HO7e 8 19 63 3.4264 * R10b 16 11 63 33.5924 ns
BO2a 14 13 63 84.739 ns H1l4a 9 18 63 8.3265 * R10c_280 10 17 63 17.7932 ns
BO2b 12 15 63 56.3703 ns H14b 9 18 63 8.3265 * R11la_900 14 13 63 84.739 ns

B02c_490 15 12 63 56.3703 ns 101a 9 14 67 29.7147 ns R11b 15 10 65 31.7311 ns

B0O6a_731 15 12 63 56.3703 ns 101b 7 16 67 6.0569 * R11lc_680 19 15 56 49.2717 ns

BO6b_490 9 18 63 8.3265* 108a 16 11 63 33.5924 ns U03a_700 35 43 12 36.503 ns
BO6c 14 13 63 84.739 ns 110a 30 48 12 4.154* U03b_550 30 34 26 61.7075 ns
BO6d 7 20 63 1.2355* 110b 47 31 12 7.0041 * uU03c_250 28 37 25 26.4288 ns
Blla 36 29 25 38.5261 ns 111a 12 15 63 56.3703 ns uo08a 14 13 63 84.739 ns

Bllb_831 34 31 25 70.9815 ns 111b_610 12 15 63 56.3703 ns uo8b_510 12 17 61 35.316 ns

Bllc_440 28 37 25 26.4288 ns 111c 13 14 63 84.739 ns u08c_340 15 12 63 56.3703 ns

B11d_240 18 27 45 17.9713 ns 111d 15 12 63 56.3703 ns U09a_560 14 12 64 69.4887 ns

Blle 221 20 25 45 45.6057 ns 115a_560 19 15 56 49.2717 ns W09a_831 5 19 66 0.4267 *
Bl5a 24 41 25 3.498 * 115b_490 13 14 63 84.739 ns WO09b_780 15 17 58 72.3674 ns
B15b 34 30 26 61.7075 ns 118_300 17 15 58 72.3674 ns W16a_590 14 13 63 84.739 ns
B15c 28 36 26 31.7311 ns JOla_484 15 20 55 39.8025 ns W16b 8 19 63 3.4264 *
Bl8a 14 13 63 84.739 ns JOolb 19 14 57 38.4088 ns W20a_800 21 22 47 87.8794 ns
B18b 15 12 63 56.3703 ns JO07a 33 28 29 52.2053 ns W20b_500 26 29 35 68.583 ns

C04a_910 35 33 22 80.8365 ns JO7b 30 30 30 100.0 ns X17a 11 16 63 33.5924 ns
C04b 31 37 22 46.6854 ns JO7c 30 30 30 100.0 ns X17b_550 24 26 40 77.7297 ns

C04c_500 38 36 16 81.6153 ns J13a_831 48 24 18 0.4678 *

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de y?.
ns: ndo significativo.

A proporcao de marcadores de segregacdo distorcida é comparavel com
as proporcoes relatadas no mapeamento de hibridos E. grandis e E. urophylla:
CAMPINHOS (1996), 13,7%; VERHAEGEN & PLOMION (1996); 7%,
GRATTAPAGLIA & SEDEROFF (1994), 4%, e BYRNE et al. (1995)
trabalhando com E. nitens, 6%. Os marcadores que apresentaram distorcdes
na segregacao ndo foram excluidos das analises seguintes e estdo indicados
com um asterisco no mapa (marcadores E19c_550 e E19d 460 pertencentes
ao grupo de ligagao 5).

O mapeamento de hibridos interespecificos permite o desenvolvimento de
dois mapas de ligacdo desde que as marcas sejam separadas em dois grupos
e mapeadas de acordo com a origem parental. Tal procedimento traz a

vantagem evidente de obtencdo de dois mapas de ligacdo ao invés de um e a
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possibilidade de construcdo de mapas referéncia para as espécies dos
genitores. Trabalhos como os publicados por VERHAEGEN & PLOMION
(1996), GRATTAPAGLIA & SEDEROFF (1994), BYRNE et al. (1995) utilizam
desta estratégia para o desenvolvimento de mapas espécies especificos. No
entanto, considerando que o numero de marcadores € limitado, o
desenvolvimento de um Unico mapa é desejavel pois contribui para o0 aumento
da saturacdo do mapa que pode ser crucial na deteccdo dos QTL’s. Assim,
como os mapas RAPD espécies especificos, 0 mapa dos hibridos mantém sua
validade para a populacdo mapeada e populacbes aparentadas com a
vantagem de ser mais informativo para deteccédo dos QTL's do que cada mapa
desenvolvido em separado.

Para o desenvolvimento de um Unico mapa dos hibridos E. grandis e E
urophylla, foram utilizados os parametros de “LOD score” minimo (LOD = 3,0) e
a maxima frequéncia de recombinacéao (r = 0,40), para formacao dos grupos de
ligacdo. Apos a definicdo dos grupos de ligacdo foi determinada a ordem mais
provavel dos marcadores utilizando a metodologia do “SARF” , que se baseia
na escolha da melhor ordem considerando a menor soma de recombinacdes
adjacentes. Foram obtidos 12 grupos de ligacdo pouco saturados contendo 51
marcadores ligados (FIGURA 3). Também foram obtidas 125 marcas né&o
ligadas.

As marcas foram identificadas utilizando a nomenclatura do
oligonucleotideo seguida de uma letra mindscula do alfabeto, relacionada com
o numero de marcas amplificadas por oligonucleotideo. O tamanho do
fragmento de DNA em pares de base estimado utilizando o “software” KBCALC
(versdo DOS), esta indicado para os marcadores que fazem parte dos grupos
de ligacéao.

O tamanho total do mapa foi de 632 cM com valor de distancia média
entre os locos de 16,14 cM, com valor de minima distancia entre duas marcas
adjacentes de 3,08 cM e maxima distancia de 32,08 cM. Considerando que as
arvores do género Eucalyptus apresentam nimero haploide de 11, a analise de
mapeamento apresentou um grupo de ligacdo a mais do que o esperado.
Provavelmente os menores grupos de ligacdo encontrados poderao se agrupar

com outro grupo de ligacdo desde que as marcas adjacentes sejam mapeadas.
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Considerando o alto niumero de marcadores ndo ligados foi construido
também outro mapa de ligagédo utilizando novos paréametros de “LOD score”
minimo igual a 2 e a maxima freqiéncia de recombinacao igual a 0,40, para
formacdo dos grupos de ligacdo. A alteracdo do valor de LOD resulta em
menor restricdo a ligacdo das marcas fazendo com que a probabilidade
necessaria para considerar que dois marcadores estejam ligados se altere de
1000 vezes (LOD = 3) para 100 (LOD = 2).

A construcdo deste segundo mapa, menos restritivo quanto a ligacao dos
marcadores, resultou em um tamanho total de 1114 cM, equivalente a 1,7
vezes a regido coberta pelo mapa anterior em cM. Foram agrupadas 84
marcadores em 24 grupos de ligacdo, 33 marcas a mais do que o mapa de
LOD = 3,0 e 12 grupos de ligagédo adicionais. Os valores de distancia média
entre os locos e a maxima e minima distancia entre duas marcas adjacentes
foram semelhantes entre os dois mapas, respectivamente: 18,56, 36,57 e 3,8.
A utilizacdo do valor de LOD menos restritivo para a constru¢do do mapa indica
provaveis locais de ligacdo entre marcadores adjacentes, sendo também
adotado na literatura para o desenvolvimento de alguns mapas (LUCCIANE
BRAGA OLIVEIRA VILARINHO, comunicacdo pessoal), no entanto, visando
maior precisao do posicionamento da marcas para identificacdo e
posicionamento dos QTL's foi utilizado o mapa de LOD = 3 nas avaliacdes
seguintes.

Novamente considerando que as arvores do género Eucalyptus
apresentam numero hapléide igual a 11, a nova analise de mapeamento
apresentou grupos de ligacdo a mais do que o esperado. Provavelmente os
menores grupos de ligacdo encontrados, irdo agrupar com outros desde que as

marcas adjacentes sejam mapeadas.
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FIGURA 3: Mapa genético de Eucalyptus desenvolvido a partir da andlise de
90 hibridos do cruzamento Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. Os
grupos de ligacédo foram obtidos utilizando-se valores de LOD =3 e r = 0,40
e unidade de Kosambi. Os valores da esquerda representam as distancias
entre as marcas e os da direita estdo identificando as marcas. Estédo

marcadas com um asterisco as marcas que apresentaram segregacio
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FIGURA 4: Mapa genético de Eucalyptus desenvolvido a partir da anélise de
90 hibridos do cruzamento Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. Os
grupos de ligacéo foram obtidos utilizando-se valores de LOD =2 e r = 0,40
e unidade de Kosambi. Os valores da esquerda representam as distancias

entre as marcas e o0s da direita estao identificando as marcas
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4.3 Caracteristicas Quantitativas

Muitas das metodologias de detecgéo e determinacao da significancia de
QTL’s, como por exemplo, de mapeamento de marcas simples por analise de
variancia, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo
composto consideram a pressuposicao da distribuicdo normal dos dados
guantitativos avaliados. O ndo ajustamento dos valores das caracteristicas
quantitativas a distribuicdo normal resulta em menor precisdo das metodologias
de deteccéao citadas.

A ndo normalidade dos dados é um problema que ndo tem uma solugéo
trivial. Alternativas como a transformacéo de dados ou a troca da distribuigéo
por outra de melhor ajuste juntamente com derivacdes apropriadas das
metodologias sdo questionaveis, caso da transformacéo de dados, ou de dificil
implementacdo. Em geral, o estudo da normalidade das caracteristicas
guantitativas é feito objetivando inferir a precisdo das metodologias de
mapeamento de QTL’s.

Os testes mais utilizados para verificar a normalidade de uma amostra
de dados sdo os testes y?, de Kolmogorov-Smirnov e de Lilliefors. O teste de
Lilliefors apresenta as vantagens de ndo necessitar do conhecimento prévio
dos valores de média e variancia que sao estimadas da propria amostra e pode
ser aplicado sem restricAo para pequenas amostras. Por considerar dados
individualmente néo perdendo informacdo devido a agrupamentos o teste de
Lilliefors € considerado por alguns autores como o0 mais robusto dos testes de
normalidade.

As caracteristicas quantitativas avaliadas quanto a sua normalidade pelo
teste de Lilliefors s&o respectivamente: densidade Kg/m?, rendimento de polpa
%, teor de extrativos %, teor de lignina insoluvel %, teor de lignina solavel %,
D.A.P. cm, altura total m, altura comercial m, em que a hipétese Ho
corresponde a testar se é razoavel considerar que os dados seguem uma
distribuicdo normal (TABELA 5). As caracteristicas altura total, altura comercial
sdo as que mais se desviam da distribuicdo normal o que leva na rejeicdo da
hip6tese mesmo a 1% de probabilidade. A FIGURA 5 mostra a distribuicdo das

caracteristicas em comparagéo com a distribuicdo normal.
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Por facilitarem comparacbes das distribuicbes observadas com a
distribuicdo normal também foram consideradas as estimativas de simetria e
curtose da distribuicdo observada dos dados. Os testes de simetria e curtose
permitem estimar alteracbes dos parametros proprios da distribuicdo normal,
que se caracteriza por apresentar-se simétrica (grau de simetria nulo) e
mesocurtica (valor de curtose igual a 3). As estimativas de simetria e curtose
confirmam que as caracteristicas altura total, altura comercial e teor de
extrativos foram as que respectivamente apresentaram distribuicbes mais
divergentes em relacao a distribuicdo normal.

A nao normalidade dos dados avaliados pode ser devido a diferentes
fatores, como: 1) numero insuficiente de individuos avaliados 2) erros nas
medic¢Oes 3) selegcéo natural ou artificial das mudas no viveiro florestal antes de
ir para o campo (VERHAEGEN & PLOMION, 1996). Embora as medi¢des das
caracteristicas no espectrofotbmetro de infravermelho apresentem altas
correlagbes com os dados reais, erros nas mensuragcdes podem acontecer
(EVERTON DE SOUZA - CENIBRA — comunicacao pessoal).

TABELA 5: Valor das estatisticas de Lilliefors para as caracteristicas

guantitativas avaliadas:

Caracteristicas Estatistica de Lilliefors Simetria  Curtose
Densidade Kg/m® D(calculado) = 0,0395 ns  -0,192 3,18
Rendimento de polpa %, D (calculado) = 0,0787 ns  -0,34 5,45
Teor de extrativos %, D(calculado) = 0,1029 * 1,315 6,119
Teor de lignina insolavel %, Dcaiculadoy = 0,0589 ns  -0,445 4,144
Teor de lignina solavel %,  D(caiculado) = 0,0544 ns 0,229 5,494
D.AP.cm D(calculado) = 0,0758 ns  -0,183 2,184
Altura total m D(calculado) = 0,1235 **  -1,7218 6,734
Altura comercial m D(calculado) = 0,1122 **  -1,448 5,222
D(tabelado) 10% = 0,0849 D(tabelado) 5% = 0,0936 D(tabelado) 1% = 0,1087

Se Dcalc. > Dtab. Rejeita-se Ho: E razoavel considerar que os dados seguem distribuigdo normal.

* significativo a 5%, ** significativo a 1%, ns néo significativo.

Além da normalidade dos dados, as correlagdes entre as caracteristicas

métricas devem ser consideradas em estudos genéticos. De grande
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importancia para programas de melhoramento genético, as correlacdes entre
caracteristicas permitem prever a alteracdo que a sele¢cdo de uma ou poucas
caracteristicas pode causar em outras. Para a avaliacdo e estudo de QTL's, o
principal objetivo é verificar as correlagbes para desvendar os efeitos
pleiotrépicos. A pleiotropia € uma propriedade muito comum de genes de maior
efeito mas em geral pouco considerada em genética quantitativa (FALCONER,
1987).

Altos valores de correlacdo associadas com QTL's posicionados
proximos em um mesmo grupo de ligacdo, pode ser evidencia de um unico
bloco génico de efeito pleiotropico, capaz de afetar a expressao simultanea de
uma ou mais caracteristicas. A TABELA 6 mostra a parte inferior da matriz
quadrada simétrica contendo os valores de correlagbes simples de Pearson

para as 8 variaveis analisadas.

TABELA 6: Valores de correlagbes de Pearson para caracteristicas
métricas de crescimento e qualidade da madeira avaliadas em

Eucalyptus. Magnitudes de correlacdo maiores que 0,50 estdo em

negrito.
Rend. de Lignina  Lignina Altura Altura
Densidade polpa Extrativos insolivel sollvel D.A.P. Total Comercial
Densidade 1

Rend. de polpa | -0,11463 1
Extrativos 0,101007 -0,80359 1
Lignina insolavel| 0,12746 -0,68508 0,364777 1
Lignina solavel | -0,18718 0,31799 -0,43311 -0,22105 1
D.AP 0,398862 0,078967 -0,29154 0,183714 0,050692 1
Altura Total | 0,336004 0,374547 -0,43589 -0,06478 0,190059 0,78087 1
Altura Comercial| 0,349215 0,325152 -0,44712 -0,00936 0,16451 0,843917 0,96556 1

Os valores de correlacdo negativa de alta magnitude entre as
caracteristicas de teor de extrativos e rendimento de polpa, e de lignina
insolivel e rendimento de polpa, indicam boa qualidade dos dados
provenientes das leituras de absorvancia do N.I.R. Os valores de correlagéo
entre as caracteristicas D.A.P., altura total e altura comercial, como esperado,
sao positivos e de alta magnitude.

E importante considerar que além da pleiotropia, outros fatores
causadores de alteracdo nas freqiiéncias génicas podem ser responsaveis pela
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correlacdo diferencial de caracteristicas entre populacdes. Entre estes fatores
destacam-se: 1) ligacdo génica, 2) selecao natural ou artificial, 3) deriva
genética, 4) acasalamentos preferenciais. Portanto, caracteristicas métricas
mesmo que correlacionadas, podem apresentar diferentes blocos génicos
controladores de sua expressao.

De grande importancia para o estudo dos QTL's séo as estimativas de
herdabilidade das caracteristicas. As estimativas de herdabilidade estéo
relacionadas com a precisdo experimental e indicam a proporcéo da variacao
explicada pelo QTL é de origem genética. As estimativas de herdabilidade das
caracteristicas de qualidade da madeira e de crescimento ndo puderam ser
obtidas uma vez que os genitores dos hibridos avaliados apresentam-se com
15 anos de idade, impossibilitando a comparagdo com os hibridos avaliados
aos 7 anos. Tanto as caracteristicas de qualidade da madeira quanto as de
crescimento tendem a se aproximar valores semelhantes com a idade
avancada. No entanto, as altas herdabilidades geralmente encontradas para as
caracteristicas de qualidade da madeira sdo bons indicativos da acuracia da

identificacdo de QTL s para selecado precoce.
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FIGURA 5: Distribuicdo das caracteristicas quantitativas analisadas em
comparacdo com a distribuicdo normal, respectivamente A: Densidade,
kg/m3; B: Rendimento de polpa %; C: Teor de extrativos %; D: Teor de
lignina insoltvel %, E: Teor de lignina solavel %, F: DAP, cm; G: Altura total
m; H: Altura comercial m;. A linha vermelha representa a distribuicao
esperada considerando a distribuicdo normal e a linha preta representa a

distribuicdo dos dados observados

40



4.4 Mapeamento dos QTL’s

Previamente a analise de mapeamento de QTL’s por intervalo composto
foi feita uma analise de mapeamento de marca simples por analise de variancia
que permite a deteccdo de marcadores relacionados com locos controladores
da expresséo, por diferenca entre a média do grupo de individuos que possui a
marca em comparagao com 0s que nao a possui. Embora seja considerada
uma andlise grosseira e exploratéria a andlise de mapeamento por marcas
simples apresenta o beneficio de permitir a deteccdo dos marcadores
relacionados com a expressao das caracteristicas mesmo que estes ndo facam
parte dos grupos de ligacdo. O numero relativamente alto de marcadores néo
ligados obtidos na analise aumenta a importancia desta abordagem indicando a
existéncia de regides do genoma importantes para a expressdo das
caracteristicas e ainda nao mapeadas. VERHAEGEN et al. (1997),
encontraram pelos menos 4 regides do genoma em E. urophylla e 5 regides em
E. grandis relacionadas com as caracteristicas de crescimento, altura e
diametro. GRATTAPAGLIA et al., (1996) encontraram 3 regides em diferentes
grupos de ligacédo de importancia para a expressao das caracteristicas D.A.P e
densidade da madeira.

A utilizacdo de mapa menos restritivo para a ligagdo dos marcadores
(LOD = 2) fez com que 7 de um total de 36 marcas ndo ligadas, mas
relacionadas com locos controladores das caracteristicas quantitativas, fossem
incorporadas ao mapa de ligacao.

Os resultados do mapeamento por marcas simples indicam marcadores
importantes para a expressao das caracteristicas avaliadas (significativos a
1%) que nao estdo agrupados em nenhum dos grupos de ligacdo. A presenca
de marcadores néo ligados relacionadas com os locos controladores de todas
as caracteristicas quantitativas avaliadas sugere que mais de uma regiao do
genoma estao relacionadas com a expressao das caracteristicas mensuradas.

Em etapa seguinte a construcdo do mapa de ligacdo, a saturacdo de
regibes especificas utilizando metodologias de mapeamento direcionado se
destaca por permitir a caracterizacdo de regides sabidamente importantes e
pela praticidade. Metodologias de mapeamento direcionado utilizando “bulks”

de DNA gendmico como realizado por CAMPINHOS, (1996), apresentam o alto
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poder de andlise dos “bulks” associada a utilizacdo da informacéo prévia de
associacao entre marcador/QTL, permitindo a saturacéo de regides especificas
do mapa estejam os marcadores previamente ligados ou n&o.

Visando posicionar os QTLs ao longo dos grupos de ligacdo e aumentar a
precisdo das estimativas de efeito e posicao foram utilizadas as metodologias
de mapeamento por intervalo simples (LANDER & BOTSTEIN, 1989) e
mapeamento por intervalo composto (ZENG et al., 1993). As metodologias de
mapeamento por intervalo consideram a regido entre um par de marcas como
unidade de andlise sendo, para isto, necessario o conhecimento das distancias
entre os marcadores em um grupo de ligacdo. A esséncia do método consiste
em testar a possibilidade de ocorréncia do QTL dentro do intervalo flanqueado
por dois marcadores.

Estudos posteriores visando o aumento da saturacdo do mapa e validacéo
da eficiéncia das marcas na selecdo dos genotipos superiores deverdo ser

feitos visando o desenvolvimento de marcadores para selecao.

4.4.1 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de qualidade da

madeira: densidade.

A metodologia de mapeamento por marcas simples indicou a existéncia de
5 marcas proximas aos locos controladores da expresséo da caracteristica de
densidade da madeira (TABELA 7). Destas 5 marcas, 3 agruparam no mapa de
ligacdo de LOD = 3, sendo que somente a marca X17b_550 esta préxima a um
QTL identificado pelas metodologias de mapeamento por intervalo.

Locos controladores da expressao da caracteristica densidade da madeira
foram previamente estudados por GRATTAPAGLIA et al., (1996), avaliando
hibridos E. grandis e E.urophylla provenientes de uma populacdo de
polinizacdo aberta, utilizando a estratégia de “bulk segregant analyses”
(MILCHEMORE et al.,, 1981). Neste estudo foram identificadas 4 QTL’s
relacionados com a expressdo da caracteristica densidade da madeira,
localizados em 4 grupos de ligacdo diferentes. Verhaegen et al., 1997 também
identificaram 3 QTL’s em idade adulta associados com a caracteristica
densidade da madeira avaliando hibridos E. grandis e E.urophylla provenientes

de cruzamento controlado.
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TABELA 7- Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as
metodologias de andlise de variancia e de regressao, mostrando as marcas
ligadas aos QTL's e as diferencas entre as médias dos individuos que
apresentam a marca (1) e os que nao apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 1 — Densidade

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD3) G.L.(LOD?2)
ACO03b 0,035* 549,235a 562,3057b 0,3563 ndo agrupou nao agrupou
EO5a_960 0,0257* 548,5172a 560,3948b 0,3762 5 5
X17b_550 0,0054 ** 565,7238a 549,2837b 0,2753 2 2
KOla 0,0353* 562,5698a 544,4647b 0,2932 nao agrupou nao agrupou
B02c_490 0,0178* 545,9164a 565,0294b 0,2795 4 4
* Significativo a 5%. ** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

A identificacdo e posicionamento dos QTL’s dependem de uma série de
fatores, tais como: 1) do mapa de ligacdo desenvolvido 2) da diversidade
genética da populacdo avaliada 3) do delineamento genético da populacéo 4)
da técnica de marcadores utilizada 5) dos efeitos génicos predominantes das
caracteristicas avaliadas 6) do niamero de individuos genotipados, entre outros
fatores. Considerando as disparidades encontradas entre 0os mapas genéticos
RAPD das espécies, e agora dos hibridos, E. grandis e E. urophylla é esperado
que 0s QTL’s sejam posicionados em posi¢cdes diferentes de acordo com 0s
grupos de ligacao obtidos na constru¢do do mapa.

O mapeamento por intervalo simples indicou uma Unica regido
relacionada com a expressao da caracteristica densidade que apresentou
valores de LR superiores ao LR critico (FIGURA 6A). O nivel de significancia foi
determinado para cada grupo de ligacdo separadamente pelo teste de y?
corrigido por Bonferroni com 1 grau de liberdade e nivel de significAncia para
cada grupo de ligacdo de o = 10%. ApOs esta andlise preliminar todas as
regides do genoma tiveram sua posicao e efeitos reavaliados pela metodologia
de mapeamento por intervalo composto (FIGURA 6B).

A metodologia de mapeamento por intervalo composto inclui na andlise
marcadores adicionais além daqueles que compreendem o intervalo,
chamados de co-fatores. Os co-fatores sdo marcadores associados a

expressdo da caracteristica que permitem a reducdo da variancia residual
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provocada por outros QTL’s fora do intervalo considerado, podendo estar ou
nao localizados no mesmo grupo de ligagdo do QTL. Os co-fatores foram
escolhidos para analise de mapeamento por intervalo composto utilizando o
procedimento de regressdo “stepwise” do “WINQTLCART” (TABELA 8). O
ponto de corte para identificacdo dos possiveis QTL s foi determinado por teste
de permutacdo (DEORGE et al., 1996) adotando 1000 permutacdes e nivel de
significancia de 5% para o mapa completo, sendo que o valor limite para a
caracteristica densidade da madeira foi de 11,29.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacdo, um
QTL foi confirmado para a caracteristica de densidade da madeira em posicéo
semelhante aquela obtida pelo método de mapeamento por intervalo simples
(FIGURA 6B). Este QTL explica aproximadamente 29,4% da variagdo

fenotipica total observada.

TABELA 8 — Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de regressao
“stepwise” do WINQTLCART para andlise de mapeamento por intervalo

composto.
Caracteristica - Densidade Kg/m?,
Marcador Grupo de ligagcéo
X17b_550 2
EO5a_ 960 5
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FIGURA 6 — Deteccdo de QTL's relacionados com a expressdo da
caracteristica de densidade da madeira utilizando as metodologias de
mapeamento por intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo

composto (B).

4.4.2 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de qualidade da

madeira: rendimento de polpa.

A metodologia de mapeamento por marcas simples indicou a existéncia de
8 marcas proximas aos locos controladores da expressdo da caracteristica
densidade da madeira (TABELA 9). Destas 8 marcas apenas 3 agruparam no
mapa de ligacdo de LOD = 3, sendo que as marcas EOla 831 e R04a_930
estdo proximas a QTL identificado pelas metodologias de mapeamento por
intervalo no grupo de ligagao 3.

Locos controladores da expressao da caracteristica rendimento de polpa
também foram previamente estudados por GRATTAPAGLIA et al., (1996)
avaliando hibridos E. grandis e E.urophylla provenientes uma populacédo de
polinizacdo aberta, utilizando a estratégia de “bulk segregant analyses”
(MILCHEMORE et al., 1981). Neste estudo ndo foram identificadas QTL’s
relacionados com a expressao da caracteristica rendimento de polpa.

TABELA 9 - Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as

metodologias de andlise de variancia e de regressdo, mostrando as marcas
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ligadas aos QTL’s e as diferencas entre as médias dos individuos que

apresentam a marca (1) e os que ndo apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 2 — Rendimento de polpa

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD3) G.L.(LOD?2)
AF15a 0,0018 * 52,3516 a 50,683 b 0,2902 nao agrupou nao agrupou
EOla 831 0,0033* 52,3419 a 51,3049b 0,3421 3 3
U03c_250 0,0303* 52,1851 a 51,2045b 0,3663 néo agrupou 20
ABO5c 0,0327* 50,6338 a 52,2374b 0,3004 né&o agrupou nao agrupou
G16a_540 0,0294* 50,6185 a 52,2515b  0,2967 1 1
Cl4 0,0292* 52,1956 a 50,5523 b 0,2956 n&o agrupou nao agrupou
G1l9a 0,0092 * 52,321 a 50,3956 b 0,26 nao agrupou nao agrupou
R04a_930 0,0327* 52,3022 a 51,4538b 0,3702 3 3
* Significativo a 5%. ** Significativo a 1%.
as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.
O mapeamento por intervalo simples indicou uma Unica regiao

relacionada com a expressdo da caracteristica rendimento de polpa que
apresentou valores de LR superiores ao LR critico (FIGURA 7A). O nivel de
significancia determinado pelo teste de y? corrigido por Bonferroni com 1 g.l. e
nivel de significancia a. = 10% esta indicado.

Apés esta andlise preliminar todas as regides do genoma tiveram sua
posicdo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (FIGURA 7B). Os co-fatores foram escolhidos para analise de
mapeamento por intervalo composto utilizando o procedimento de regressao
“WINQTLCART” (TABELA 10).
identificacdo dos possiveis QTL's foi determinado por teste de permutacdo

“stepwise” do O ponto de corte para
(DEORGE et a., 1996) conforme ja descrito, sendo que o valor limite para a
caracteristica rendimento de polpa foi de 12,25.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacdo, um
QTL foi confirmado para a caracteristica de rendimento de polpa em posi¢do
semelhante aquela obtida pelo método de mapeamento por intervalo simples
(FIGURA 7B).

fenotipica total observada.

Este QTL explica aproximadamente 13,5% da variacao
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TABELA 10 — Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de regresséo
“stepwise” do WINQTLCART para analise de mapeamento por intervalo

composto.
Caracteristica -Rendimento de polpa %,
Marcador Grupo de ligagéo
EOla 831 3
K15b_490

A B

| R Caracteristica: Rendimento de polpa

T Grupo de ligagéo: 3
T 2'-59_ Trait-2
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FIGURA 7 — Deteccdo de QTL's relacionados com a expressdo da

caracteristica de rendimento de polpa utilizando as metodologias de

mapeamento por intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo

composto (B).
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4.4.3 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de qualidade da

madeira: teor de extrativos.

Foram identificadas 7 marcas pela metodologia de mapeamento por
marcas simples préximas aos locos controladores da expressdo da
caracteristica teor de extrativos da madeira (TABELA 11). Destas 7 marcas, 4
agruparam no mapa de ligagdo de LOD = 3, sendo que as marcas G16a_540,
R1la 900 e W16a 590 estdo proximas a QTL’s identificados pelas
metodologias de mapeamento por intervalo no grupo de ligacdo 1. Ndo existem
na literatura relatos anteriores de estudos de locos controladores da

caracteristica teor de extrativos em Eucalyptus.

TABELA 11- Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as
metodologias de andlise de variancia e de regressdo, mostrando as marcas
ligadas aos QTL's e as diferencas entre as meédias dos individuos que
apresentam a marca (1) e os que nao apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 3 — Teor de extrativos

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD3) G.L.(LOD?2)
B1ld 240 0,0234* 6,3967 a 7,3941b 0,3316  ndao agrupou 18
EOla 831 0,0176* 6,3829 a 7,0353 b 0,3713 3 3

Kl2d 0,0424 * 7,2357 a 6,5084 b 0,3667  nao agrupou nao agrupou
G16a_540 0,0005 ** 7,98 a 5,9629 b 0,1944 1 1

Cl4a 0,028 * 6,3248 a 7,6957 b 0,2942  nd&o agrupou ndo agrupou
R1la 900 0,0062 **  7,7926 a 6,1369 b 0,2504 1 1
W16a_590 0,0313* 7,6281 a 6,2896 b 0,2989 1 1

* Significativo a 5%. ** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

O mapeamento por intervalo simples indicou uma Unica regido presente
no grupo de ligagdo 1 relacionada com a expressdo da caracteristica teor de
extrativos que apresentou valores de LR superiores ao LR critico (FIGURA 8A).
O nivel de significancia foi determinado teste de 2 corrigido por Bonferroni com
1 g.l, a = 10%. Apbs esta andlise preliminar todas as regides do genoma
tiveram sua posicédo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento

por intervalo composto (FIGURA 8B). A metodologia de intervalo composto €
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considerada um aperfeicoamento da teoria proposta por Lander & Botstein,
1989 pois permite o isolamento de QTL’s presentes dentro de um intervalo
estabelecido, resolvendo uma importante limitacdo da metodologia de
mapeamento por intervalo simples, a baixa resolucdo de deteccédo de dois ou
mais QTL’s presentes dentro de um mesmo grupo de ligacdo. Os efeitos dos
QTL’s adjacentes sao confundidos na analise de mapeamento por intervalo
simples o que geralmente resulta em um uUnico QTL de efeito maior
posicionado em posicao intermediaria, chamado de QTL fantasma (do inglés
“Ghost QTL").

Os co-fatores foram escolhidos para analise de mapeamento por intervalo
composto utilizando o procedimento de regressdo “stepwise” do
“WINQTLCART” (TABELA 12). O ponto de corte para identificacdo dos
possiveis QTL’s foi determinado por teste de permutacdo (DEORGE et al.,
1996) conforme j& descrito, sendo que o valor limite para a caracteristica teor
de extrativos foi de 11,34.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacéo,
dois QTL’s foram confirmados para a caracteristica teor de extrativos
localizados em um mesmo grupo de ligacdo em posicdes diferentes daquelas
obtida pelo método de mapeamento por intervalo simples (FIGURA 8B),
caracterizando assim um QTL fantasma pela metodologia de mapeamento por
intervalo simples, resultado da soma dos efeitos de dois QTL’s adjacentes
presentes no mesmo grupo de ligacao.

Embora tenha sido encontrado valor de correlacdo negativo de alta
magnitude para as caracteristicas de teor de extrativos e rendimento de polpa,
nao existe indicativo de que estas caracteristicas sejam predominantemente
controladas por blocos génicos comuns, considerando que os QTL’s de maior
efeito encontrados para cada uma das caracteristicas estdo em diferentes
grupos de ligacéo (grupos 1 e 3 respectivamente). Estes dois QTL's explicam

17,3% e 24,8% da variacao fenotipica total observada.
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Caracteristica - Teor de extrativos%

Marcador Grupo de ligagéo
115b_490 1

Glea_540 1

R11c_ 680 3

R04a_930 3

EOla_831 3

R10a_890 9

ABO5b_600 10

K15d 490 12
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4.4.4 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de qualidade da madeira:

teor de ligninainsoluvel.

Foram identificadas 8 marcas pela metodologia de mapeamento por
marcas simples préximas aos locos controladores da expressdo da
caracteristica teor de lignina insoltvel (TABELA 13). Destas 8 marcas, apenas
2 agruparam no mapa de ligagao de LOD = 3, sendo que as marcas G12b_784
e EOla 831 estdo préoximas a QTL's identificado pelas metodologias de
mapeamento por intervalo presentes nos grupos de ligacdo 1 e 3. Nao existem
locos controladores da

na literatura relatos anteriores de estudos de

caracteristica teor de lignina insoltvel em Eucalyptus.

TABELA 13- Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as
metodologias de andlise de variancia e de regressdo, mostrando as marcas
ligadas aos QTL's e as diferencas entre as meédias dos individuos que
apresentam a marca (1) e os que nao apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 4 — Teor de lignina insoltvel

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD3) G.L.(LOD?2)
AF15a 0,0014 ** 25,7161 a 26,7726 b 0,2855 n&o agrupou  ndo agrupou
Al15b 0,0498 * 26,6193 a 26,007 b 0,3707 ndo agrupou nao agrupou
EOla_831 0,025 * 25,8588 a 26,4125b  0,3782 3 3
G12b_784 0,0288* 25,8346 a 26,4171b 0,3678 1 1
Gl1l2f 260 0,0026 * 25,7862 a 26,5522b 0,3274  ndo agrupou 17
K16c 0,0372* 25,8351 a 26,403 b 0,3728 néo agrupou n&o agrupou
R10c_280 0,0171* 26,6544 a 25,6357b 0,2732 nao agrupou 11
G19a 0,0142 * 25,826 a 26,8409b 0,2727 n&oagrupou nao agrupou

* Significativo a 5%.

** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

O mapeamento por intervalo simples nao indicou regides relacionadas

com locos controladores da expressdo da caracteristica teor de lignina
insolavel considerando o critério de que sdo considerados QTL’s apenas
aguelas regides de valores de LR superiores ao LR critico determinado pelo
teste de % corrigido por Bonferroni com 1 g.l., a = 10% (FIGURA 9A).

Apoés esta analise preliminar todas as regides do genoma tiveram sua

posicdo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento por intervalo
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composto (FIGURA 9B). QTL’s aparentemente nao significativos pela
metodologia de intervalo simples podem exibir valores de LR superiores ao
estabelecido pelo teste de permutacdo, empregando a metodologia de
mapeamento por intervalo composto. Isto porque o emprego de metodologias
de mapeamento por intervalo composto associadas a testes de permutacéo
garante maior poder de deteccdo de QTL's permitindo a identificacdo de
regibes do genoma de importancia aparentemente nao significativas pelo
intervalo simples (ZENG, 1993).

Os co-fatores foram escolhidos para analise de mapeamento por intervalo
composto utilizando o procedimento de regressdo “stepwise” do
“WINQTLCART” (TABELA 14). O ponto de corte para identificacdo dos
possiveis QTL’s foi determinado por teste de permutacdo (DEORGE et al.,
1996) conforme ja descrito, sendo que o valor limite para a caracteristica teor
de lignina insoluvel foi de 11,32.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacéo,
dois QTL’s foram confirmados para a caracteristica teor de lignina insoltvel
localizado no grupo de ligacdo 1 (FIGURA 9B).

O valor de correlacdo negativo de alta magnitude encontrado entre as
caracteristicas teor de lignina insolavel e rendimento de polpa associado a
sobreposicao de QTL's encontrados no grupo de ligacdo 3 sugere que estas
caracteristicas tenham a expressdo afetada por blocos génicos comuns.
GRATTAPAGLIA et al. (1996) também relatam a existéncia de regides
gendmicas chave, relacionadas de maneira ampla com a expressao de
caracteristicas de crescimento e qualidade da madeira. Tal fato pode ser
devido a existéncia de genes de maior efeito relacionados ndo apenas com a
regulacdo e controle das caracteristicas avaliadas, mas também de acao
predominantemente epistatica em outros genes. Neste sentido, destaca-se
todo o grupo de ligagéo 1 e as regides apos 20 cM do grupo de liga¢do 3, como
essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta. Estes dois QTL's
explicam, respectivamente, 12,3% e 14,1% da variacdo fenotipica total

observada.
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TABELA 14 - Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de
regressao “stepwise” do WINQTLCART para analise de mapeamento

por intervalo composto.

Caracteristica — Teor de lignina insoluvel %

Marcador Grupo de ligagéo
G12b_784
Gl6a_540
EOla 831
E19d_460
ABO04b_450
L11d_250 11

N O W Rk R
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FIGURA 9 — Deteccdo de QTL's relacionados com a expressdo da

caracteristica de teor de lignina insoltvel utilizando as metodologias de

mapeamento por intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo

composto (B).
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4.45 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de qualidade da

madeira: teor de lignina soluvel.

Foram identificadas 7 marcas pela metodologia de mapeamento por
marcas simples proximas a os controladores da expressdo da caracteristica
teor de lignina soltuvel (TABELA 15). Destas 7 marcas, apenas 1 agrupou no
mapa de ligacdo de LOD = 3, sendo que a marca ABO4b_450 esta proxima a
QTL identificado pelas metodologias de mapeamento por intervalo presente no
grupo de ligacdo 7. Nao existem na literatura relatos anteriores de estudos de

locos controladores da caracteristica teor de lignina sollvel em Eucalyptus.

TABELA 15- Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as
metodologias de andlise de variancia e de regressédo, mostrando as marcas
ligadas aos QTL’s e as diferencas entre as médias dos individuos que
apresentam a marca (1) e os que ndo apresentam (0). Os grupos de ligacao
das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 5 — Teor de lignina soluvel

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD3) G.L.(LOD?2)
ABO4b_450 0,0282 * 3,329 a 3,5617 b 0,3557 7 7
E1l9e 0,0272 * 3,5873 a 3,385b 0,3668 ndo agrupou n&o agrupou
Gl2a 0,0497 * 3,3693 a 3,5419b 0,3862 ndo agrupou n&o agrupou
P14a_700 0,0324* 3,399 a 3,6132b 0,363 nao agrupou 24
BO6d 0,0317 * 3,3504 a 3,6813b 0,2765 ndo agrupou nao agrupou
G1l9a 0,0337 * 3,5645 a 3,2757 b 0,3005 n&o agrupou n&o agrupou
I1la 0,0075**  3,5935 a 3,2394 b 0,2548 n&do agrupou n&o agrupou

* Significativo a 5%.

** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

O mapeamento por intervalo simples nao indicou regides relacionadas

com locos controladores da expressao da caracteristica teor de lignina soltvel
considerando o critério de que sdo considerados QTL’s, apenas aquelas
regides de valores de LR superiores ao LR critico determinado pelo teste de y?
corrigido por Bonferroni com 1 g.l., a = 10% (FIGURA 10A).

Apés esta andlise preliminar todas as regides do genoma tiveram sua
posicdo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (FIGURA 10B).

55



Os co-fatores foram escolhidos para analise de mapeamento por intervalo
composto utilizando o procedimento de regressdo “stepwise” do
“WINQTLCART” (TABELA 16). O ponto de corte para identificacdo dos
possiveis QTL's foi determinado por teste de permutacdo (DEORGE et a.,
1996) conforme j& descrito, sendo que o valor limite para a caracteristica teor
de lignina insoluvel foi de 11,22.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutagédo, um
QTL foi confirmado para a caracteristica teor de lignina insolavel localizado no
grupo de ligacdo 7 (FIGURA 10A). Este QTL explica 18,1% da variacéo

fenotipica total observada.

TABELA 16 — Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de regresséo

“stepwise” do WINQTLCART para analise de mapeamento por intervalo

composto.
Caracteristica — Teor de lignina soltuvel %
Marcador Grupo de ligacéo
115b_490 1
G11d_240 5
ABO04b_450 7
W20a_800 7
K12b_540 9
EO1d 440 11

56



| R Grupo de ligagao: 7

ir

3.5

]

A B

Caracteristica: Teor de lignina soluvel

LR Trait-5
a5

a9

122

=

ar L] 282 35

cM

FIGURA 10 - Deteccdo de QTL's relacionados com a expressdo da
caracteristica de teor de lignina soltuvel utilizando as metodologias de
mapeamento por intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo

composto (B).

4.4.6 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de crescimento da
madeira: D.A.P.

A metodologia de mapeamento por marcas simples indicou a existéncia
de 11 marcas proximas aos locos controladores da expresséo da caracteristica
densidade da madeira (TABELA 17). Destas 11 marcas apenas 5 agruparam
no mapa de ligacdo de LOD = 3, sendo que as marcas B11lb 831 e C04c_500
estdo proximas a QTL identificado pelas metodologias de mapeamento por
intervalo no grupo de ligagao 4.

Locos controladores da expressdo da caracteristica D.A.P. foram
previamente estudados por GRATTAPAGLIA et al., (1996) avaliando hibridos
E. grandis e E.urophylla provenientes de uma populacdo de polinizagéo aberta,
utiizando a estratégia de “bulk segregant analyses” (MILCHEMORE et al.,
1981). Neste estudo foram identificadas 2 QTL s relacionados com a expressao

da caracteristica D.A.P. localizados em 2 grupos de ligacdo diferentes.
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VERHAEGEN et al., (1997) também identificaram 2 QTL’s em idade adulta

associados com a caracteristica densidade da madeira avaliando hibridos E.

grandis e E.urophylla provenientes de cruzamento controlado.

TABELA 17 Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as

metodologias de andlise de variancia e de regressao, mostrando as marcas

ligadas aos QTL's e as diferencas entre as meédias dos individuos que

apresentam a marca (1) e os que nao apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 6 - DAP

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD 3) G.L.(LOD 2)
AD18b 0,0435 * 19,8704a 17,9444 b 0,3731 nao agrupou n&o agrupou
Blib_831 0,0415* 19,3826 a 17,3382 Db 0,3749 4 4
B1ld 240 0,0426 * 20,1615a 17,7778 b 0,3485 nao agrupou 18
B15b 0,0135* 19,6953a 17,2206 b 0,3483 nao agrupou nao agrupou
C04c_500 0,003 ** 19,8572a 17,1053 b 0,3316 4 4
E19d_460 0,0166 * 20,2344 a 17,8095 b 0,3517 5 5
JO7b 0,0493 * 19,312 a 17,1333 b 0,3745 ndo agrupou nao agrupou
AB02a_800 0,0457 * 20,0257 a 16,9615b 0,3123 n&o agrupou 11
AB15a 0,018 * 20,5782 a 16,875 b 0,264 nao agrupou nao agrupou
G16a_540 0,0442 * 16,9508 a 20,0357 b 0,3111 1 1
X17b_550 0,0481 * 19,4815a 17,4287 Db 0,3617 2 2

* Significativo a 5%. ** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

O mapeamento por intervalo simples ndo indicou regides relacionadas
com locos controladores da expressdo da caracteristica D.A.P. considerando
que QTL s apenas aquelas regides de valores de LR superiores ao LR critico
determinado pelo teste de y? corrigido por Bonferroni com 1 g.l., o = 10%
(FIGURA 11A).

ApOGs esta andlise preliminar todas as regides do genoma tiveram sua
posicdo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (FIGURA 11B). Os co-fatores foram escolhidos para andlise de
mapeamento por intervalo composto utilizando o procedimento de regressao
“WINQTLCART” (TABELA 18).

identificacdo dos possiveis QTL's foi determinado por teste de permutacdo

“stepwise” do O ponto de corte para

(DEORGE et a., 1996) conforme ja descrito, sendo que o valor limite para a

caracteristica teor de lignina insolavel foi de 12,13.
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Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacdo, um
QTL foi confirmado para a caracteristica D.A.P. localizado no grupo de ligagédo
4 (FIGURA 11B). Este QTL explica 20,0% da variacdo fenotipica total

observada.

TABELA 18 — Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de regressao
“stepwise” do WINQTLCART para analise de mapeamento por intervalo

composto.

Caracteristica — D.A.P.
Marcador Grupo de ligagéo
X17b_550 2
C04c_500 4
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FIGURA 11 - Deteccdo de QTL’s relacionados com a expressdo da

caracteristica D.A.P. utilizando as metodologias de mapeamento por

intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo composto (B).
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4.4.7 Mapeamento dos QTL’s — Caracteristica de crescimento da

madeira: altura comercial.

A metodologia de mapeamento por marcas simples indicou a existéncia
de 7 marcas préximas aos locos controladores da expressdo da caracteristica
densidade da madeira (TABELA 19). Destas 7 marcas, 4 agruparam no mapa
de ligacdo de LOD = 3, sendo que as marcas B11lb_831 e C04c_500 estédo
proximas a QTL identificado pelas metodologias de mapeamento por intervalo
no grupo de ligacéo 4.

Locos controladores da expressdo da caracteristica D.A.P. foram
previamente estudados por VERHAEGEN et al.,, 1997 que identificaram 2
QTL's em idade adulta associados com a caracteristica altura avaliando

hibridos E. grandis e E.urophylla provenientes de cruzamento controlado.

TABELA 19 - Resultados do mapeamento por marca simples utilizando as
metodologias de analise de variancia e de regressdo, mostrando as marcas
ligadas aos QTL’s e as diferencas entre as médias dos individuos que
apresentam a marca (1) e os que nao apresentam (0). Os grupos de ligacao

das marcas para os mapas de LOD = 3 e LOD = 2 estéo indicados.

Caracteristica 8 — Altura comercial

Marca Prob(F) Média(1) Média(0) r G.L.(LOD 3) G.L.(LOD 2)

AF15b 0,0439 * 17,831a 20,3043 b 0,3453  n&o agrupou N&o agrupou
CO04c_500 0,0085*  20,8103a 17,9268b 0,3499 4 4

EO1lb 0,026 * 17,3892 a 20,2544 a 0,3343  n&o agrupou N&o agrupou

EOle 0,0162*  18,5628a 20,9934 b 0,3564  n&o agrupou N&o agrupou
K12a_800  0,0486*  20,5597a 18,3328b 0,3836 4 4
Gl16a_540 0,0101*  16,3985a 21,44 b 0,2638 1 1
R1la 900 0,0266* 16,7215a 21,14 b 0,2934 1 1

* Significativo a 5%. ** Significativo a 1%.

as letras “a” e “b” representam os contrastes entre as médias que diferiram pelo teste de Tukey.

O mapeamento por intervalo simples ndo indicou regides relacionadas
com locos controladores da expressdo da caracteristica altura comercial
considerando QTL’s, apenas aquelas regifes de valores de LR superiores ao
LR critico determinado pelo teste de y corrigido por Bonferroni com 1 g.l., a =
10% (FIGURA12A).
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Apoés esta analise preliminar todas as regides do genoma tiveram sua
posicdo e efeitos reavaliados pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto (FIGURA 12B). Os co-fatores foram escolhidos para analise de
mapeamento por intervalo composto utilizando o procedimento de regressao
“stepwise” do “WINQTLCART” (TABELA 20). O ponto de corte para
identificacdo dos possiveis QTL's foi determinado por teste de permutacdo
(DEORGE et a., 1996) conforme ja descrito, sendo que o valor limite para a
caracteristica teor de lignina insolavel foi de 11,15.

Considerando o nivel de significancia obtido pelo teste de permutacdo, um
QTL foi confirmado para a caracteristica altura comercial localizado no grupo
de ligacéo 4 (FIGURA 12B).

Tendo em vista o valor de correlacdo positivo de alta magnitude
encontrado entre as caracteristicas altura comercial e D.A.P. associado a
sobreposicdo de QTL’s encontrados no grupo de ligacdo 4 € provavel que
estas caracteristicas tenham a expresséo afetada por blocos génicos comuns.
O alto valor de correlagdo e a similaridade das metodologias de mapeamento
por intervalo sugerem a existéncia de apenas 1 QTL relacionado com a
expressdo destas duas caracteristicas. Este QTL explica 19,8% da variacéo
fenotipica total observada.

TABELA 20 — Co-fatores escolhidos utilizando o procedimento de regresséo
“stepwise” do WINQTLCART para analise de mapeamento por intervalo

composto.

Caracteristica — Altura comercial%

Marcador Grupo de ligagcéo
G12b_784
G16a_540
U08b_540
U08c_340
X17b_550
C04c_500
K14b_460 12
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FIGURA 12 - Deteccdo de QTL’s relacionados com a expressdao da

caracteristica altura comercial utilizando as metodologias de mapeamento

por intervalo simples (A) e mapeamento por intervalo composto (B).

Embora todas as caracteristicas avaliadas tenham exibido variabilidade e
marcadores relacionados com locos controladores da expressédo de todas as
caracteristicas tenham sido detectados a baixa saturagdo do mapa dificultou a
deteccdo dos QTL’s além dos descritos, respectivamente: 1 QTL para
densidade, 1 QTL para rendimento de polpa e 2 QTL’s para teor de extrativos
confirmados pelas duas metodologias e 1 QTL para teor de lignina soluvel, 2
QTL’ s para teor de lignina insoltavel, 1 QTL para D.A.P. e 1 QTL para altura
total confirmados apenas pela metodologia de mapeamento por intervalo

composto.
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4.5 Selecao assistida

Além de permitir o estudo da natureza e variagcdo das caracteristicas
quantitativas, um dos principais objetivos da analise de QTL’s é a identificacéo
de marcadores capazes de auxiliar procedimentos de selecdo. Normalmente a
implementacédo de procedimentos de selecdo assistida por marcadores
moleculares depende de duas etapas principais: primeiro da caracterizagéo dos
efeitos e identificacdo dos QTL s e segundo da manipulacdo destes QTL's ao
longo dos ciclos de selecdo. Neste sentido a utilizacdo de marcadores
moleculares associado ao desenvolvimento de novas progénies a partir dos
genitores E. grandis e E. urophylla estudados deve permitir a sele¢do precoce
para os QTL s identificados.

Segundo GRATTAPAGLIA et al., 1996 a utilizacdo de marcadores para
selecdo assistida em Eucalyptus é promissora. O grande desequilibrio de
ligacdo gerado no cruzamento de genitores altamente divergentes associado a
possibilidade de manutencdo a variacdo genética ndo aditiva, geracdo a
geracdo, utilizando processos de clonagem em larga escala favorecem
procedimentos de selecao assistida por marcadores em Eucalyptus.

Procedimentos de selecdo assistida por marcadores moleculares
apresentam eficiéncia de selecdo diferencial em relagdo a metodologias de
selecéo fenotipica, podendo ser mais ou menos eficiente que estas. Segundo
LANDE & THOMPSON (1990) a utilizacdo de metodologias de selecdo
assistida por marcadores moleculares deve ser decidida caso a caso.

Em teoria a selecéo assistida por marcadores moleculares é mais eficiente
quando: 1) a ligacdo entre o marcador e 0 QTL € pequena, (YOUSEF & JUVIK,
2001) 2) grandes populacbes sdo consideradas (MOREAU et al., 1998) 3)
pares de marcadores adjacentes ao QTL s&o utilizados em conjunto (LANDE &
THOMPSON, 1990) 4) a herdabilidade da caracteristica é baixa (MOREAU et
al., 2000) 5) a selecédo é realizada em geracdes proximas aquela estudada,
para que eventos naturais de recombinacdo ndo diminuam a associacao
marcador QTL (YOUSEF & JUVIK, 2001).

Visando avaliar o efeito da selecdo precoce utilizando a informacéo de
marcadores moleculares foi avaliada a eficiéncia da selecéo assistida utilizando

0os marcadores adjacentes aos QTL’s identificados. Para isto foram
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comparados os valores dos diferenciais de selecdo da selecdo assistida e
selecdo fenotipica (TABELA 21). O diferencial de selecdo é um componente
importante das expressbes de ganho se selecédo, utilizadas para prever a
alteracdo na média da caracteristica resultado da pratica da selecdo. A
eficiéncia de selecdo € diretamente proporcional ao diferencial de selecéo e
portanto considera-se mais eficiente a metodologia que resultar nos maiores
diferenciais de selecdo. Para a obtengdo dos valores dos diferenciais de
selecéo foi considerada a porcentagem dos selecionados igual a 10%.

A analise dos valores dos diferenciais de selecdo sugere que para todas
as caracteristicas avaliadas a selecéo fenotipica aos 7 anos deva gerar ganhos
maiores que a selecdo precoce assistida por marcadores moleculares. O QTL
que apresentou o menor efeito na alteracdo da média da caracteristica foi o
QTL flanqueado pelos marcadores 115b_490, G12b_784 para teor de lignina
insoltvel, identificado apenas pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto para esta caracteristica (0,3%). QTL's identificados apenas pela
metodologia de mapeamento por intervalo composto e ndo identificados no
mapeamento por intervalo simples representam regiées de menor efeito do que
aguelas identificadas pelas duas metodologias e sua utilizacdo nos
procedimentos de selecdo assistida deve ser avaliado individualmente.
Alteracdes nas meédias das caracteristicas tdo altas como 19% para D.A.P. e
11% para teor de extrativos e altura comercial foram encontradas com a

utilizacdo de marcadores para a selecéo.
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TABELA 21: Valores dos diferenciais de sele¢cdo obtidos utilizando a

informagédo dos marcadores moleculares e os valores obtidos utilizando

informacé&o dos valores fenotipicos.

Caracteristica: densidade da madeira

Marcadores selecionados (presenca): X17b_550 e HO7a_890

Selecéo assistida

Selecéo fenotipica

Média selecionados 567,7389 595,4847
DS 13,8623 41,608
DS(%) 2,5028 7,5122

Caracteristica: rendimento de polpa

Marcadores selecionados (presenca): EOla_831 e R04a_ 930

Selecéo assistida

Selecéo fenotipica

Média selecionados 52,4715 53,3265
DS 0,8272 1,6822
DS(%) 1,6018 3,2573
Caracteristica: teor de extrativos
Marcadores selecionados (auséncia): 115b_490, G12b_784
Média selecionados 6,4865 4,958
DS -0,3213 -1,85
DS(%) -4,72 27,17
Caracteristica: teor de extrativos
Marcadores selecionados (auséncia) G16a_540 e R11a 900
Média selecionados 6,0272 4,958
DS -0,7806 -1,85
DS(%) -11,4667 -27,17
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Caracteristica: teor de lignina insoltvel
Marcadores selecionados (presenca): R0O4a 930 e EOla 831

Média selecionados 25,7019 24,117

DS -0,5222 -2,107

DS(%) -1,9913 -8,0336

Caracteristica: teor de lignina insoluvel
Marcadores selecionados (presenca): 115b_490, G12b_784

Média selecionados 26,1237 24,117

DS -0,1004 -2,107

DS(%) -0,3829 -8,0336

Caracteristica: teor de lignina solavel

Marcadores selecionados (presenca): ABO4b_450 e HO7c_250

Média selecionados 3,3224 2,766
DS -0,1236 -0,680
DS(%) -3,5869 119,729

Caracteristica: D.A.P.

Marcadores selecionados (presenca): CO4c_500 e B11b_831

Média selecionados 21,9444 24,7222
DS 3,5864 6,3642
DS(%) 19,5361 34,6673

Caracteristica: Altura comercial

Marcadores selecionados (presenca): C04c_500 e B11b 831

Média selecionados 21,4489 24,5844
DS 2,2068 5,3423
DS(%) 11,4685 27,7638
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A utilizacdo da selecdo precoce assistida por marcadores moleculares em
adicdo a selecao fenotipica aos 7 anos além de gerar maiores ganhos a cada
ciclo de selecdo deve ser empregada visando o aumento na intensidade de
selecdo em idade precoce resultando em menor niamero de individuos que
serdo levados para o campo.

Além do efeito do QTL, a técnica de marcadores moleculares utilizada e a
saturacdo média do mapa também apresentam implicagbes para o
desenvolvimento de marcas para auxiliar a selecdo. A reprodutibilidade
questionavel da técnica de RAPD pode ser contornada por meio do
desenvolvimento de marcadores SCAR, sintetizados a partir do conhecimento
da sequéncia de bases dos fragmentos de DNA amplificados pela técnica de
RAPD. Além do desenvolvimento de um marcador extremamente robusto o
sequenciamento dos marcadores relacionados com a expressdo das
caracteristicas quantitativas podem ajudar a esclarecer mecanismos de
controle da expressdo. A baixa saturacdo do mapa também apresenta
implicagbes no que diz respeito ao desenvolvimento de marcadores para
selecédo assistida uma vez que dificulta a utilizacdo de pares de marcas nos
procedimentos de selecdo, sabidamente mais eficientes do que procedimentos
utilizando uma Unica marca.

O acumulo de informacdes a respeito de regides do genoma de maior
efeito na expressao das caracteristicas de crescimento e qualidade da madeira
e a utilizacdo de técnicas de marcadores mais robustas devem resultar em um
conjunto cada vez maior de marcadores disponiveis para a selecédo assistida
nas espécies do genéro Eucalyptus. A validacdo dos QTL’s mediante ao
emprego da selecdo assistida em programas de melhoramento é considerada
por muitos pesquisadores como a etapa seguinte aos trabalhos de
mapeamento dos QTL’s, imprescindivel para o desenvolvimento de marcas a

serem incorporadas na rotina destes programas.
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5. CONCLUSOES

Do total de 260 oligonucleotideos testados, 63 amplificaram fragmentos
de DNA de melhor resolugdo para o mapeamento. A alta diversidade genética
inerente as espécies do género Eucalyptus favoreceu a obtencdo de maior

numero de fragmentos polimérficos.

Foram obtidos 176 marcadores RAPD polimérficos sendo 87 do genitor
E.grandis e 89 do E. urophylla. Uma proporcdo de 13,6% do total de marcas
apresentou segregacdo distorcida. Duas destas marcas foram agrupadas no

mapa de ligacédo e ndo foram descartadas.

Foi desenvolvido um Unico mapa de ligacdo para os hibridos E. grandis
e E. urophylla como estratégia para a obtencdo de um mapa de maior
saturacdo. Foram obtidos 12 grupos de ligacdo pouco saturados contendo 51
marcas e 125 marcadores néo ligados no desenvolvimento do mapa de LOD =
3.

Nas analises de mapeamento por analise de variancia foram obtidas 59
marcas relacionadas com locos controladores da expressao das caracteristicas
quantitativas, portanto, potencialmente Uteis para a selecdo assistida. Tais
marcadores indicam que devam existir outras regiées do genoma relacionadas

com a expressao das caracteristicas avaliadas.

Utilizando a metodologia de mapeamento por intervalo composto,
foram identificados 9 QTL s associados com as caracteristicas de qualidade da
madeira: densidade, rendimento de polpa, teor de extrativos, teor de lignina
soltvel e teor de lignina insolivel e para as caracteristicas de crescimento
D.A.P. e altura.

68



A sobreposicdo de QTL's em determinadas regides dos grupos de
ligacdo pode ser indicio da existéncia de regibes do genoma de maior
importéncia para o crescimento e desenvolvimento da planta, sugerindo a
presenca de blocos génicos de maior efeito relacionados com a regulacéo e

controle das caracteristicas de crescimento.
Alteracdes nas meédias das caracteristicas tdo altas como 19% para

D.A.P. e 11% para teor de extrativos e altura comercial foram encontradas com

a utilizacdo de marcadores para a selecéo.
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7- ANEXO:

TABELA 22 - Valores das caracteristicas métricas de qualidade da madeira e
de crescimento analisadas, respectivamente: Densidade, kg/ms,
Rendimento de polpa %, Teor de extrativos %, Teor de lignina insoltvel
%, Teor de lignina soluvel %, D. A. P. cm, Altura Total, m, Altura comercial

m.

Indiv. Densidade, kg/m3Ren. Dep; % Extrativos, % Lig. Ins; % Lig. Sol; % DAP, cm Alt. Total, m Alt. Com., m
1 583.954 49.189 8.003 27.146 3.309 21.50 26.10 20.40
2 538.981 51.282 7.272 25.851 3.094 21.00 25.10 19.80
3 560.528 52.888 5.239 25.902 3.179 24.00 26.40 22.50
4 483.461 56.736 4,120 23.094 4,926 13.00 24.16 16.20
5 586.138 49.975 8.475 26.100 3.193 23.00 26.80 20.90
6 557.326 51.565 6.408 26.534 3.796 20.50 27.60 21.74
7 583.962 50.630 6.655 26.417 2.714 24.00 27.00 22.20
8 587.402 51.600 6.009 26.832 3.978 22.00 26.10 21.00
9 567.740 53.041 6.619 24,587 3.097 12.00 19.60 12.96
10 539.712 50.120 7.541 26.564 3.322 19.50 26.00 20.30
11 557.035 52.700 5.779 25.772 3.660 25.00 27.40 22.30
12 537.953 51.396 5.769 25.987 3.795 19.00 25.80 19.10
13 599.065 50.144 6.403 27.806 4.083 21.00 26.60 21.20
14 549.634 49.786 8.780 25.770 3.585 16.00 24.00 18.00
15 563.656 50.379 6.481 27.184 3.500 22.00 26.70 22.00
16 595.395 51.425 6.692 26.559 3.147 22.00 27.20 20.70
17 568.678 51.707 6.114 26.226 3.716 16.50 25.80 20.20
18 555.503 52.584 5.258 24.864 3.511 21.00 23.90 18.94
19 538.158 50.665 6.423 27.658 3.206 24.00 25.80 20.96
20 539.259 51.406 6.863 24.847 3.413 18.00 24.60 18.45
21 528.222 52.305 6.089 25.991 3.696 16.50 24.80 19.70
22 530.942 52.922 5.996 26.480 3.723 22.00 27.70 22.20
23 574.683 52.211 7.674 24,595 3.653 19.00 24.00 16.90
24 569.301 51.231 6.659 25.998 3.262 20.00 27.36 21.30

75



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

597.846
532.688
573.032
538.342
550.492
558.879
562.815
555.900
545.973
567.435
548.904
605.753
553.089
552.933
559.734
573.396
529.255
528.809
533.582
519.671
588.185
575.155
537.060
539.862
553.664
568.084
557.778
536.461
580.467
564.247
550.235
606.588
511.956
549.704
583.521
585.887
561.396
567.502
561.344
552.612
529.592
531.536
550.371
559.342
534.290
513.331
524.673
524.839
490.221
554.848
592.990
574.837
560.832
545.284

52.149
52.022
50.917
51.206
45.231
49.683
51.860
53.216
47.823
52.364
51.526
51.094
52.303
49.471
51.929
50.688
51.441
52.846
53.239
51.707
55.620
52.595
53.957
52.050
49.183
56.320
53.399
54.182
53.676
53.677
51.570
52.730
51.950
51.377
51.856
49.418
51.444
53.244
51.988
52.456
53.032
52.445
52.730
52.103
51.179
49.037
50.655
51.815
51.890
52.154
51.293
51.120
50.033
52.870

6.042
6.215
7.149
7.562
12.560
8.044
6.088
6.768
9.996
5.276
5.967
6.081
6.156
8.084
7.256
6.435
6.601
6.575
6.091
5.790
5.925
5.080
5.126
6.319
9.701
5.087
6.899
5.156
5.992
5.315
8.415
7.173
6.813
6.492
7.248
8.077
6.580
6.333
6.171
6.029
4.520
6.324
5.149
8.625
6.942
8.902
7.131
7.034
5.141
7.615
7.766
6.356
7.980
5.398

26.382
26.026
25.742
25.494
28.019
27.269
26.481
25421
27.187
27.638
25.899
28.368
26.624
26.987
25.794
26.907
26.729
25.670
24.905
27.211
23.379
26.762
26.035
24918
27.041
22.454
25.008
25.575
24.784
24.613
25.924
25.592
26.437
26.934
26.557
27.485
26.403
24.703
26.200
27.203
25.537
25.770
26.883
26.026
26.634
27.128
26.057
25.180
26.326
25.118
26.921
26.770
26.557
25.176
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3.272
3.981
3.861
4.023
2.303
3.723
3.392
3.539
3.439
3.518
3.285
3.769
3.287
3.208
3.278
3.478
3.427
3.699
3.444
3.927
2.976
3.495
3.335
3.144
3.058
3.501
2.988
3.164
3.515
3.492
3.265
3.455
3.639
4.094
3.079
3.521
3.371
3.336
3.580
3.649
3.275
3.604
3.783
2.860
4114
2.543
3.482
3.868
3.396
3.725
3.252
3.568
3.330
3.432

25.00
15.00
13.00
18.36
11.00
12.00
19.00
16.00
21.00
25.00
22.00
18.00
24.00
20.00
20.00
22.00
13.50
16.00
15.00
20.00
15.00
25.00
21.00
20.00
15.00
18.00
18.00
17.00
20.00
18.00
16.00
18.00
21.00
21.00
24.00
21.00
17.00
15.00
24.50
25.00
13.00
15.00
21.00
16.00
13.00
11.00
13.00
14.00
8.00
15.00
14.00
19.00
18.00
16.00

28.20
23.70
23.30
25.33
10.80
14.80
26.60
24.00
27.65
27.60
26.60
25.75
29.10
27.60
27.20
28.30
23.50
27.10
25.00
28.00
26.80
29.90
29.00
27.90
20.30
28.40
29.30
27.90
27.60
28.88
25.26
28.44
27.34
27.50
30.20
28.50
24.87
24.45
28.30
28.65
23.10
22.00
27.70
20.80
19.10
14.50
21.46
23.30
12.50
21.60
24.58
27.18
26.70
25.35

24.66
17.36
15.16
19.24
3.50
5.00
20.36
17.36
21.78
23.04
21.60
19.56
24.04
21.30
21.16
22.68
15.54
18.06
18.42
22.86
18.64
24.72
23.44
23.34
12.32
19.52
22.10
22.54
23.40
23.20
18.60
23.18
20.18
22.04
25.14
24.00
18.84
18.24
24.48
24.60
16.72
16.60
24.06
14.16
10.82
6.82
14.50
16.90
4.64
18.04
16.30
23.06
22.28
19.48



79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

556.621
538.715
565.661
538.679
565.650
580.847
547.267
527.439
500.095
541.859
547.222
534.931

52.078
50.627
50.164
47.338
48.750
50.824
51.902
52.457
52.690
52.012
52.526
50.970

6.206
6.707
7.599
11.050
9.338
7.617
5.798
7.471
6.074
7.064
7.218
7.695

27.199
27.045
27.311
26.882
28.233
26.658
26.963
26.092
25.480
28.444
24.940
29.314

3.496
3.689
3.363
3.351
2.884
3.423
3.376
3.554
3.628
2.898
3.448
2.729

25.00
18.36
23.00
11.00
12.00
19.00
21.00
20.00
14.00
14.00
14.00
17.00

31.70
25.33
26.96
20.56
20.70
27.20
26.65
28.20
24.50
23.20
21.78
26.55

25.56
19.24
21.84
10.76
11.82
21.52
21.48
23.04
16.68
16.10
13.50
20.72
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