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Resumo - A avaliacao da diversidade genética para promover o direcionamento dos cruzamentos, visando
uma melhor combinacao hibrida é de fundamental importancia para os programas de melhoramento. Este
estudo teve como objetivos, determinar a diversidade genética por meio de caracteres fenotipicos e por
meio de dados obtidos com marcadores moleculares microssatélites. Foram consideradas duas
caracteristicas, didametro a altura do peito (DAP) e altura da planta, ambas obtidas em 26 clones de
Eucalyptus spp com 36 meses de idade. Os coeficientes de variagdo para DAP e altura foram
respectivamente 7,60% e 4,87%, indicando boa precisdo experimental na obtencdo e analise dos dados. Foi
detectada variabilidade genética significativa, e os coeficientes de herdabilidade foram estimados, com
valores de 66,76% e 73,75% para DAP e altura. As analises dos dados moleculares foram realizadas pela
avaliagdo do padrao de bandas resultante da amplificagdo do DNA total utilizando 12 oligonucleotideos
microssatélites. Ambas as analises permitiram a detec¢éo de variabilidade genética. A diversidade genética
para os caracteres fenotipicos avaliados pode ser considerada para recomendagédo de cruzamentos.

Palavras-chave: Eucalipto, variabilidade genética, SSR.
Area do Conhecimento: Melhoramento Vegetal, biotecnologia.

Introducéo

As espécies do género Eucalyptus sdo as mais
utilizadas em reflorestamentos no pais, sendo que
o Brasil ocupa lugar de destaque como um dos
paises de maior area plantada com eucalipto. A
producdo de madeira para celulose e carvdo €
suportada por plantios de progénies e clones com
alta produtividade por meio de técnicas de
producdo de mudas por propagacdo vegetativa.
Assim, a silvicultura clonal tem permitido o
aproveitamento de todo o valor genético do
individuo e tem se destacado no setor florestal
permitindo o desenvolvimento de populacdes
homogéneas e de alta produtividade (RAMALHO,
1995). Neste contexto, a hibridacdo constitui uma
importante ferramenta para associacdo de
caracteristicas de diferentes espécies, bem como
para manifestacdo da heterose e desenvolvimento
de progénies superiores (MARTINS, 2002).

Neste panorama, o direcionamento dos
cruzamentos que produzirdo a melhor combinacéo
hibrida é de fundamental importancia para os
programas de melhoramento no setor. A alta
diversidade genética associada a alta heterose,
caracteristica do género Eucalyptus, faz com que
este direcionamento baseado na informacédo de
diversidade genética entre os genitores, seja uma

estratégia bastante promissora para os programas
de melhoramento (PEREIRA, 2001).

Desta forma, os padrées genéticos, obtidos por
ferramentas de caracterizacdo molecular, quando
usados juntamente com dados de parentesco e
dados de performance, representam informacgfes
valiosas para aumento na possibilidade de ganho
em cruzamentos direcionados (MURO ABAD,
2003). Assim, os objetivos deste trabalho foram
determinar a diversidade genética de 26 clones de
Eucalyptus spp, por meio de caracteres
fenotipicos e de dados obtidos com marcadores
moleculares microssatélites.

Metodologia

MATERIAL VEGETAL

O material genético foi obtido de um teste
clonal com 26 clones de Eucalyptus spp com 36
meses de idade, a partir de duas populacdes
provenientes das localidades de Virgindpolis e
Naque, no estado de Minas Gerais. Foram
avaliadas duas caracteristicas fenotipicas, altura
da planta e didmetro a altura do peito (DAP). O
material genético foi cedido pela empresa Cenibra
Nipo-brasileira.

Folhas sadias dos 26 clones Foram coletadas,
acondicionadas em gelo (no local de coleta), e
transportadas para o Laboratério de Genética
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Molecular e de Microrganismos/BIOAGRO/UFV -
Vicosa - MG, para estocagem a -20°C e extracao
de DNA total para andlise molecular.

ANALISE DOS DADOS FENOTIPICOS

Foi testada a hipotese de existéncia de
variabilidade genética significativa entre as
progénies amostradas da populagdo. A média dos
clones para as caracteristicas métricas (altura e
DAP), foram mensuradas considerando-se o
delineamentos para o qual foram feitas as analises
de divergéncia genética.

Yij = B+ g+ by + g

em que:
Yk = observagéo na planta k, da progénie i no
bloco j;

M = média geral;

g; = efeito do genétipoi (i =1, 2,..., g), gi ~ NID
(0, 0°);

, b; = efeito do bloco j (j = 1,2,..., b), b ~ NID (0,
O'b);
Egk = efeito do erro aleatorio, em que &; ~ NID
(010 e),

Foi adotada a distancia Euclidiana Média
padronizada como medida de dissimilaridade para
se estimar a divergéncia entre os 26 clones
avaliados. O método de agrupamento de Tocher e
o dendrograma construido pelo método UPGMA
foram utilizados para agrupar os clones a partir da
matriz de dissimilaridade (CRUZ E REGAZZI,
1997). O programa GENES (CRUZ, 1997) foi
utilizado para o processamento dos dados.

EXTRAGAO DE DNA TOTAL

A extracéo do DNA total foi feita de acordo com
a metodologia descrita por DOYLE e DOYLE
(1990), utilizando CTAB. A guantificacdo do DNA
total foi feita por meio de espectrofotometria.

REACAO DE AMPLIFICACAO

As reacbGes de amplificacdo foram feitas de
acordo com a metodologia proposta por BRODANI
et al.,, 1998. Os produtos da amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida nativo a 10%, seguido da
documentacdo por digitalizacdo da imagem pelo
sistema Eagle EyeTM (Stratagene®). Foram
utilizados 12 oligonucleotideos desenvolvidos por
BRONDANI et al., (2002).

ANALISE DOS DADOS MOLECULARES

O padrdo de bandas foi analisado de acordo
com a presenca ou auséncia dos fragmentos de
DNA amplificados. A presenca de um fragmento é
dado o valor 1 (um) e a auséncia é dado o valor 0
(zero). Para marcadores codominantes como o0s
microssatélites, locos em homozigose séo

IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano
de Iniciagdo Cientifica Junior
codificados com valor 2 (dois). A Tabela de dados
foi confeccionada a partir dos dados
microssatélites, para analise pelo programa
GENES (CRUZ, 1997).

Para andlise de agrupamento foi considerado o
método de otimizacdo de Tocher associado ao
dendrograma, método UPGMA. Cada grupo
formado é constituido de genétipos de maior
semelhanca genética.

Resultados

Os valores médios das duas caracteristicas
analisadas, DAP e altura, apresentaram uma
grande amplitude de distribuicdo. O DAP entre os
clones variou entre 8,64 e 18,9 cm e a altura
variou entre 12,8 e 22,48 m. A média para o DAP
foi de 14,03 cm, e o coeficiente de variagdo (CVeyp)
verificado foi de 7,60%, enquanto que para altura,
a média foi de 19,96 m e o coeficiente de variacao,
4,87%. Os valores do CV, sdo considerados
baixos, 0 que indica boa precisdo experimental na
obtencdo e na analise dos dados. Na Tabela 1,
estdo apresentados os quadrados médios das
caracteristicas  avaliadas, bem como as
respectivas médias e coeficientes de variacao.

Tabela 1 - Valores e significancias dos
quadrados médios, médias e coeficientes de
variagdo experimental (CVeyp).

Quadrados
Fonte de Grau de médios
variacao liberdade DAP Altura
Gendtipos 22 3,4200*  3,6065*
Residuo 104 1,1367 0,9462
Média 14,0267 19,9574
CVexp (%0) 7,60 4,87

Os valores de herdabilidade no sentido amplo
para DAP e altura foram 66,76% e 73,75%,
respectivamente. A estimacdo das distancias
genéticas permitiu 0 agrupamento dos clones, pela
Metodologia de Tocher, em cinco grupos (TABELA
2). A andlise do dendrograma (Figura 1) permitiu
verificar a variabilidade intragrupos e reforca a
divisdo proposta pela metodologia de Tocher.

Tabela 2 - Andlise de agrupamento pelo
método de Tocher, a partir dos dados fenotipicos
dos clones de Eucalyptus spp.

Grupo Clones
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Figura 1- Analise de agrupamento hierarquico
pelo método UPGMA de 26 clones de Eucalyptus
spp com base na matriz de distancias Euclidianas
médias. Os clones envoltos por retangulos
correspondem aos da populacdo de Naque.

Os oligonucleotideos utilizados apresentaram
entre 7 e 11 formas alélicas, detectadas a partir de
um total de 107 formas alélicas distintas.

A estimacao das distancias genéticas permitiu
0 agrupamento dos clones, pela Metodologia de
Tocher, em seis grupos (Tabela 3). O
dendrograma gerado a partir da referida matriz de
distAncias permitiu verificar a existéncia da
variabilidade intragrupos; o que reforca a divisdo
de grupos proposta pela metodologia de Tocher.

Tabela 3 - Andlise de agrupamento pelo
método de Tocher, a partir dos dados moleculares
dos clones de Eucalyptus spp.

A correlacdo entre as matrizes de divergéncia
genética, baseadas em caracteristicas fenotipicas
e em dados moleculares foi de 1,90% constatando
a pequena coincidéncia entre 0s agrupamentos.
Segundo CHARCOSSET et al. (1991) a baixa
correlacdo pode ser devida a avaliacdo de marcas
moleculares que ndo estejam ligadas aos genes
que codificam as caracteristicas em estudo.

Discussao

Segundo BARBOSA-NETO (1996), a baixa
correspondéncia dos resultados da analise com
marcadores moleculares se deve ao fato de os
marcadores utilizados na andlise molecular
considerarem todo o genoma, incluindo regides
gue ndo contribuem para expressao do fenétipo
avaliado. Ainda, segundo CHARCOSSET et al.
(1991), a baixa correlacdo entre a distancia
genética baseada em marcador molecular pode
ser devida ao fato de que as marcas utilizadas ndo
estdo ligadas aos genes que codificam as
caracteristicas em estudo. Quanto maior o nimero

Grupo Clones de marcas nao ligadas, menor é a correlagéo.

Portanto, existe a necessidade de selecionar ou
1 1378911 12 15 16 17 18 19 mesmo  desenvolver marcas  moleculares
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eficientes na selecdo das caracteristicas de
interesse, bem como, estudar a heranca dessas
caracteristicas.

Como um dos objetivos praticos dos estudos
de divergéncia em espécies florestais &
recomendar cruzamentos, o0s resultados da
andlise de divergéncia fenotipicas se prestam
muito bem. Para a recomendacdo, deve ser
considerado meérito silvicultural dos clones no
programa de melhoramento. Os clones avaliados
constituem material genético de grande interesse
para o programa de melhoramento florestal da
Cenibra, sendo que muitos deles estdo sendo
utiizados e multiplicados em larga escala.
Quaisquer cruzamentos entre individuos de cada
um dois grandes grupos formado no dendrograma
apresentado na Figura 1 poderiam ser realizados.

Concluséao

A analise de divergéncia genética com base
nas caracteristicas fenotipicas foi eficiente em
acessar a variabilidade na populacdo para as
caracteristicas em questdo. Os marcadores
moleculares  microssatélites também  foram
eficientes em acessar a diversidade genética na
populacdo de clones avaliados, devido a suas
caracteristicas intrinsecas; embora esta tenha
apresentada baixa correlacdo com a diversidade
genética fenotipica. Faz-se necessario um estudo
detalhado da heranga das caracteristicas de
interesse, para que possam ser selecionados ou
mesmo desenvolvidos marcadores capazes de
acessar a variabilidade das caracteristicas em
guestao, sem interferéncia de outros locos. A
divergéncia fenotipica deve ser preferencialmente
utilizada para recomendar cruzamentos, buscando
vigor hibrido.
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