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RESUMO. No melhoramento genético de espécies florestais, uma populagio base ou
individuos superiores pré-selecionados tem importincia fundamental para a manutengio do
programa. Individuos de melhores procedéncias e¢ de ampla base genética propiciam a
obtengio de ganhos de forma continua. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
genética em duas populagoes-nacleo de Eucalyptus grandis. Foram avaliados 39 individuos,
sendo 19 pertencentes a populagio 1 e 20, i populagio 2, utilizando-se 14 primers
microssatélite. Os fragmentos foram identificados e analisados a partir dos programas
GeneScan e Genotyper, utilizando-se um sequenciador automdtico ABI Prism 3100. O
nimero de alelos encontrados para cada primer variou de cinco a 15 para a populagio 1 e, de
8 a 18 para a populagio 2. A heterozigosidade estimada foi maior na populacio 2, 0,869,
contra 0,843 na populagio 1. A média da distincia genética entre os individuos da populacio
1 foi 0,6220 ¢ na populagio 2 foi 0,6112. Com a caracterizagio molecular dos individuos
destas populagdes foi construido um banco de dados que permitird, a partir dos parimetros
de genética de populagdes, monitorar esses programas de melhoramento em diferentes
ciclos de sele¢io.
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ABSTRACT. Genetic diversity of two Eucalyptus grandis nucleus populations. In
genetic breeding of forest species, a base population or pre-selected higher individuals have
a fundamental importance to program maintenance due to their better origins and large
genetic basis, which continuously propitiates gains. The aim of this study was to verify the
variability level in two Eucalyptus grandis nucleus populations. Thus, 39 individuals were
evaluated — 19 in population 1, and 20 in population 2. Fourteen microsatellite primers
were measured, identified and analyzed using GeneScan and Genotyper software through
an ABI Prism 3100 automatic sequencer. The number of alleles in each primer varied
between 5 and 15 in population 1, and from 8 to 18 in population 2. Heterozygosity was
higher in population 2 — 0.869, versus 0.843 in population 1. Mean genetic distance among
individuals was 0.6220 in population 1 and 0.6112 in population 2. After individual
molecular characterization, a database was compiled to allow the control of these
improvement programs in different selection cycles based on population genetic
parameters.
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Introducao

A busca pelo aumento da produtividade e redugio
do custo de produgio em Eucalyptus tem conduzido os
programas de melhoramento genético 3 selegio de
gen6tipos mais adaptados. Neste contexto, enquadra-se
o conceito de nucleus breeding, uma técnica de
melhoramento modificada por Cotterill e Dean (1989),
para o uso em espécies florestais.

Nesta técnica, a estrutura populacional é dividida
em dois blocos, que consistem de uma populagio
principal e de uma elite. A populagio principal é

formada por um grande ntimero de individuos
provenientes de wuma polinizagio aberta, em
processo de melhoramento.

Cotterill ¢ Brindgers (1988) relatam que, a partir
do uso de 300 parentais, foi possivel obter 30.000
progénies com caracteres divergentes, demonstrando
a possibilidade de grande variabilidade obtido pelo
método de selegio. A partir desta populagio, os
melhores individuos sio selecionados para compor a
populagio elite ou nucleus, que contém menor
nimero de individuos. Estes individuos sio
cruzados entre si, obtendo-se todas as combinacdes
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possiveis. Este fato de alto ndmero de combinacoes
possibilita a manutengio de alelos, conservando a
variabilidade genética.

O ponto mais importante na escolha ou na
formagio de uma populacio ¢ a sua base genética, a
qual deverd ser ampla o bastante para sustentar
pressio de selegio sucessiva, fornecendo ganho
genético ao longo das geracoes (PHILIPS et al.,
1993; NEWBURY, 2003).

A alta intensidade de sele¢io nos programas de
melhoramento pode comprometer os progressos
esperados em longo prazo (ODA et al., 1989). No
caso de nucleus breeding, a intensidade de selegio é
alta, mas este fator é amenizado pelo intercimbio
entre a populagio principal e a elite. No caso de open
nucleus, a metodologia de sele¢io permite que
individuos inferiores participem no processo de
sele¢do, ao contririo do dosed nucleus, onde nenhum
material, além do pré-selecionado, participa no
processo de selecio, levando-se, assim, a alta
intensidade de selecio.

A técnica de nucleus breeding ja foi empregada em
programas de melhoramento com espécies como
Pinus radiata (COTTERILL; CAMERON, 1988;
WHITE et al, 1999) e Eucalyptus  globulus
(COTTERILL; BRINDGERS, 1988). Esta técnica ¢é
relativamente recente para Eucalyptus grandis e
apresenta uma alternativa para o melhoramento
convencional. Para caracterizar os individuos
presentes no grupo elite, sio utilizadas medidas
fenotipicas como o didmetro do tronco e a altura,
aliadas as médias destas medidas obtidas pela familia
a que o individuo pertence, sendo selecionados os
melhores individuos.

Existem ddvidas quanto 2 eficiéncia deste
método ji que o mesmo s6 leva em consideragio as
caracteristicas morfoldgicas. Este trabalho vem
sugerir que marcadores moleculares do tipo
microssatélites sejam adicionados nesta avaliagio,
aumentando-se a confianga no processo de selegio,
demonstrando-se, com seu uso, a existéncia de
diversidade genética entre os individuos elites
selecionados.

Em programas de melhoramento, os marcadores
moleculares podem ser utilizados para se
proporcionar aumento na eficiéncia de selegio,
melhor  caracterizagio do  germoplasma e
maximiza¢io dos ganhos genéticos.

Poucos marcadores moleculares tém uso tio
amplo como os microssatélites. Os locos de
microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR) sio
sequéncias curtas compostas de 1 a 6 nucleotideos
repetidos de 10 a 60 vezes ao longo da molécula de
DNA (RAFALSKI et al., 1996). Ripido e confidvel, a
grande vantagem do uso de marcadores
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microssatélites estd no fato de que este marcador, a
cada reagio de amplificacio, revela um dnico loco, o
qual é frequentemente multialélico. E uma técnica
considerada ideal para construgio de mapas
genéticos (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994;
BRONDANI et al., 2002; WU; TANKSLEY, 1999),
plangjamento de cruzamentos nos programas de
melhoramento pela determinacio da distincia
genética entre linhagens (LEITE et al, 2002;
ROCHA et al., 2002) e identificagio e discriminagio
de gendtipos (KIRST et al., 2005; FANG; ROOSE,
1997; VIRK et al., 1999), entre outros.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar
a diversidade genética de duas populagdes-nticleo de
Eucalyptus  grandis, pertencentes ao programa de
melhoramento genético da empresa Votorantim
Celulose e Papel S.A, utilizando-se primers
microssatélites.

Material e métodos

As duas populagoes-elite de nucleus breeding foram
compostas a partir da selecio de uma populagio
principal de 260 individuos de Eucalyptus grandis
introduzidos no Brasil, diretamente da Austrilia,
provenientes de Coff”s Harbour, Mont Spec e
Atherton, fazendo parte da populagio-nticleo. Com a
selecio  de individuos de alta performance
(populacio- elite), formaram-se duas populacdes-
nicleo: a 1 é composta por 19 individuos e estd
representada pelo municipio de Luis Antonio, Estado
de Sio Paulo, e a populagio 2 possui 20 individuos,
representando o municipio de Jacarei, Estado de Sio
Paulo. A selecio foi realizada utilizando-se de diversos
parimetros como caracteristicas dendrométicas
(didmetro 2 altura do peito — DAP, altura, volume ¢
fator forma); silviculturais (forma das 4rvores,
porcentagem de casca, quantidade e dimensio dos
galhos); fitopatoldgicas (auséncia de cancro e
resisténcia A ferrugem) e qualidade da madeira
(densidade Dbésica e rendimento depurado). Estes
critérios utilizados na selegio partiram dos objetivos

do programa de melhoramento da empresa
Votorantim Celulose e Papel S.A.
A extragio do DNA gendmico seguiu o

protocolo de Doyle e Doyle (1987). Foram testados
20 primers Embra (BRONDANI et al, 1998),
respeitando-se as diferentes categorias de marcagdes
fluorescentes dos mesmos. As condi¢gdes de reagdes
e os ciclos de amplificagio seguiram as
recomendacgdes descritas por Brondani et al. (1998).
As amostras foram processadas em sequenciador
automitico 3.100 ABI Prism (Applied Biosystems) ¢
os dados gerados foram identificados e analisados
pelos softwares GeneScan e Genotyper (Applied
Biosystems).
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Para a anilise estatistica, foi empregado o
software TFPGA (Tools for Population Genetics
Analyses) versio 1.3 (MILLER, 1997). Por este
programa foram determinados os valores de
heterozigosidade, além da distincia genética entre e
dentro das populagées estudadas, utilizando-se a
distincia de Rogers (1972) modificada por Wright
(1978). Em seguida, foi realizado o agrupamento dos
individuos pelo método UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic Averages), que
considera a média dos wvalores de distincia,
utilizando o coeficiente de Nei (1972).

Resultados e discussao

Dos 20 primers testados, seis nio apresentaram
resultados (30%) e 14 apresentaram-se consistentes
(70%), com um padrio polimérfico, evidenciando
diferenga entre os individuos estudados. Foram
encontrados 158 alelos para a populagio 1, com uma
média de 11,28 alelos por loco analisado, e para os
primers E16 e E5 foi observada variagio alélica maior
(18 e 15 alelos, respectivamente) enquanto que nos
primers E19 e E20 o nimero de alelos foi menor
(cinco alelos). Para a populagio 2, foi encontrado
um numero superior de alelos, totalizando 168,
obtendo-se a média de 12 alelos loco”. Nesta
populagio, o primer E5 também identificou maior
varia¢io alélica (17 alelos), enquanto que o menor
numero foi observado com os primers E11, E19 e E20
(oito alelos).

Esses valores encontrados confirmam o elevado
contetido de informacgio genética esperado para este
tipo de marcador, assim como o ji observado por
Furlan et al. (2007) para Pinus caribeae. Nos 14 locos
analisados, ocorreu grande variagio de alelos dentro
das populagdes (Figura 1). Resultado semelhante foi
encontrado por Byrne et al. (1996) que estudaram
quatro locos em populacoes de Eucalyptus niten e
observaram uma variagio de cinco a 16 alelos.

Os individuos analisados no presente trabalho
apresentaram polimorfismo relativamente elevado, o
que € extremamente importante para o inicio do
programa de melhoramento. A intensidade seletiva
deve ser um pardmetro a ser considerado, pois, se esta
for muito severa, poderd ocasionar a eliminagio ou a
perda precoce de alelos favordveis de locos responsiveis
por outros caracteres.

Van Der Nest et al. (2000) propuseram o uso de
primers  SSRem larga escala em estudos de
diversidade de populagdes de Eucalyptus ¢ o
monitoramento de programas de melhoramento
para assegurar a existéncia de diversidade genética
significativa dentro de populacdes altamente
selecionadas, sugerindo que os microssatélites sio

mais sensiveis para se mensurar a diferenciagio entre
as populagdes. A variabilidade observada com o uso
de marcadores SSR em plantas é geralmente muito
elevada.

Populagéo 1

Numero de alelos
>
|

2 3 4 5 6 8 10 11 12 15 16 18 19 20

Embras (E)
Populagdo 2
18
16
14
124
104

Numero de alelos

2 3 4 5 6 8 10 11 12 15 16 18 19 20
Embras (E)

Figura 1. Numero de alelos encontrados na anilise das
populagdes 1 e 2 para com cada primer microssatélite — Embra (E).

Além da variagio alélica, outra informacgio
obtida, de grande importincia, é a distincia
genética que, além de auxiliar no enriquecimento
da base genética durante o desenvolvimento de
um programa de melhoramento, permite avaliar a
redundincia e a deficiéncia das colecoes de
germoplasma. A partir da andlise dos dados
trabalho, foram geradas
matrizes de distincia genética, utilizando-se o
coeficiente de distincia de Rogers (1972),
modificado por Wright (1978). Estas matrizes
foram usadas para se agrupar os individuos por

moleculares neste

meio da construgio de dendogramas pelo método
UPGMA, usando-se o coeficiente de Nei (1972)
para ajuste na construgio do dendrograma, para as
populacées 1 e 2. Observa-se, nas Figuras 2 e 3,
que os dendrogramas construidos apresentaram
diferentes agrupamentos das populagdes 1 ¢ 2.
Embora as maiores distincias genéticas tenham
sido similares entre os dois dendrogramas, os
grupos foram diferentes entre si.

A distincia genética média encontrada para a
populagio 1 foi de 0,6220, apresentando-se uma
superioridade de 1,74% em relagio 2 populagio 2
que obteve a distincia média de 0,6112. Muro-Abad
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et al. (2005), trabalhando com marcadores
microssatélites, encontraram ampla variagio nos
valores de distincia, que foram de 0,01 a 0,10.
Estudos com populagio de Eucalyptus urophylla
apresentaram uma média de 0,683 de distincia
genética (LEITE et al., 2002).
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Figura 2. Dendrograma UPGMA para a representagio de 19
gendétipos da populagio 1 de Eucalyptus em fungio das distincias
genéticas, obtidas pelo coeficiente de Nei (1972).

Os individuos 5 e 7 da populagio 1 foram os
mais préximos entre si, apresentando a distincia de
0,572, estando a 0,745 dos individuos 1 e 13, que
foram os mais distintos
primeiros. No entanto, na populagio 2, a menor
distancia encontrada foi 0,299 entre os individuos 9
e 15, sendo os individuos 5 e 18 os mais distantes em
relagio aos demais.

Durante o processo de selegio, foram tomadas
precaugdes tais como o controle dos parentais

geneticamente  dos

polinizadores, para se evitar selecionar individuos
composi¢io das
dados

pela anilise dos

muito aparentados para a
populacdes-nicleo.  Os

reforcam isso,

moleculares
visto que,
dendrogramas, pode-se observar que as drvores
sdo pouco relacionadas. Desta forma, os valores de
distdncia genética encontrados entre os individuos
das populacdes sugerem ampla base genética.

A diferenca de uma populagio-base de
melhoramento para a populagio comercial de uma
empresa é exatamente o grau de variabilidade que
cada uma deverd possuir. No caso da populagio
comercial, quanto menor a variabilidade, maior
serd a uniformidade do plantio, facilitando-se a
colheita da madeira e gerando-se produto final de
qualidade.

A ideia de se usar distdncia genética como
parimetro para a escolha dos melhores individuos
em cruzamentos esti embasada na capacidade de
combinagio entre dois paternais contrastantes que
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propiciaria um hibrido superior (MYBURG et al.,
2003).

Foi observado elevado ntmero de individuos
heterozigotos, tanto na populagio 1 como na
populagio 2. A diversidade genética estimada pela
heterozigosidade esperada variou de 0,626 a 0,951
para a populagio 2 com uma média de 0,869. Houve
uma diminui¢gio nos valores de heterozigosidade
esperada para a populagio 1, variando-se de 0,542 a
0,942 com uma média de 0,843.

A heterozigosidade ¢ uma medida adequada para
se quantificar a variagio, porém também considera a
frequéncia de heterozigotos como um importante
indicador da diversidade genética, uma vez que cada
heterozigoto carrega alelos diferentes. Muro-Abad et
al.  (2005), estudando locos SSR, encontraram
heterozigosidade média de 0,2614 em hibridos de
Eucalyptus, considerada baixa quando comparada
com os valores obtidos neste estudo em que a
heterozigosidade esperada nas populagdes 1 e 2
indicam variabilidade suficiente para se integrar uma
popula¢io de melhoramento.
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Figura 3. Dendrograma UPGMA para a representagio de 20
gendtipos da populagio 2 de Eucalyptus em fungio das distincias
genéticas, obtidas pelo coeficiente de Nei (1972).

Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que o uso de

marcadores  moleculares, como  ferramentas
auxiliares, no programa de melhoramento, traz
ganhos junto ao processo de sele¢do, pois permite
verificar a existéncia ¢ quantificar a diversidade
genética da  populagio
proporciona ganhos no campo.

As populacdes analisadas,
redugio quanto 2 sua forma silvicultural, estio aptas
para compor o programa de melhoramento, visto

que apresentaram taxas de diversidade adequadas,

selecionada, o que

apesar de terem

em se tratando de drvores geneticamente pouco
relacionadas nas duas populagoes.
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