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RESUMO

Eucalyptus urophylla € uma importante espécie de interesse econémico, cultivada
para a producdo de madeira. Dessa forma, o conhecimento de suas caracteristicas
genéticas, tanto em populagbes naturais como de melhoramento, é imprescindivel
para o melhoramento genético dessa espécie. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo avaliar a diversidade genética entre e dentro de sete populacdes de E.
urophylla; estimar a distancia genética entre os individuos e inferir a estrutura genética
entre e dentro das populacdes amostradas. Para isso, 19 marcadores microssatélites
foram empregados na genotipagem de 254 individuos de sete popula¢gbes de E.
urophylla, sendo quatro constituidas por populacdes naturais amostradas nas ilhas da
Indonésia, duas por populacdes de melhoramento e uma constituida por clones
comerciais. Utilizou-se o programa de analises estatisticas R para a obtencdo dos
parametros, que indicou que todos os locos sao polimérficos, a heterozigosidade
meédia esperada foi de He = 0,8165 e a observada Ho = 0,7456. Quanto a estruturacao
foi estimado o Fst = 0,030, o que indica uma baixa estruturagéo entre as populacdes
e um Fis = 0,101, que aponta para um baixo nivel de endogamia. Também foi
calculado a distancia genética de Nei, 0 que revelou que as populacdes que se
encontram mais distantes geneticamente também sdo as mais distantes
geograficamente. As distancias genéticas foram representadas na forma de um
dendrograma, em que 0S grupos tiveram uma baixa consisténcia entre os nds, em
10.000 bootstraps, demonstrando uma pequena estruturacdo genética. Realizou-se
também andlises de componentes principais (PCA), em que se evidenciou novamente
a baixa estruturacdo das populacdes. Essa falta de estruturacdo foi confirmada nas
analises realizadas pelo programa Structure. Esses resultados apontam para a
existéncia de fluxo génico entre as populacdes naturais e um curto tempo de
melhoramento genético nas populacdes introduzidas no Brasil, uma vez que essas
ainda sdo muito semelhantes as popula¢des naturais.

Palavras-chave: Genética de populagdes. Eucalyptus urophylla. Diversidade genética.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

Eucalyptus urophylla is an important species of economic interest, harvested for wood
production. That way, the knowledge about its genetic characteristics, both in natural
and enhanced populations, is essential for this species's genetic enhancement. That
said, this work targeted to evaluate the genetic diversity between the subjects, among
and inside seven E. urophylla populations; to estimate genetic distance among
subjects and to infer the genetic structure between and inside sampled populations.
As so, 19 microsatellite markers were used to genotype 254 subjects of seven E.
urophylla’s populations, being four constituted of Indonesian islands natural population
samples, two of enhanced populations and one constituted of commercial clones. It
was used in the statistical analysis program R to obtain the parameters that identified
all loci as polymorphic, the average expected heterozygosity was He=0,8165 and was
observed Ho=0,7456. About the structure, it was estimated Fis= 0,030, which indicates
a low at structurations among populations and a Fis=0,101 which points to a low
endogamy level. It was additionally calculated genetic distance between Nei, revealing
that populations that are more genetic far away are also geographically distant.
Genetic distances were represented at a dendogram, in which the group had a pow
consistency throughout the knots, at 10.000 bootstraps, demonstrating a low genetic
structuration. It was performed as well the Principal Components Analysis (PCA), in
which it became evident again the low population genetic structuring. This lack of
structuring was confirmed in the analysis carried out by the Structure program. These
results point to the existence of genetic flow amongst natural populations and a short
time of genetic enhancement at the introduced population in Brazil, since these ones
are still similar to natural populations.

Keywords: Populations Genetic. Eucalyptus urophylla. Genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

A demanda por madeira € muito grande no pais, 0 que pode gerar pressao de
corte em espécies nativas, acarretando em diversos problemas ambientais como
perda de diversidade, risco de extingdo de espécies e impactos ambientais graves aos
ecossistemas (Relatério 1ba, 2020). No Brasil, que é o segundo maior produtor de
madeira tropical do mundo, o bioma mais impactado pelo extrativismo de madeira € a
Amazonia (SFB & IPAM, 2011). Como forma de reduzir esses problemas, a silvicultura
foi inserida no pais por volta do século XX e vem se baseando principalmente em
espécies exdticas como o Pinus e o eucalipto (FERREIRA & SANTOS, 1997).

Em 2019, a producéo florestal foi responséavel por 1,2% do PIB do Brasil. Além
disso, houve a geracéo de 1,3 milhdes de empregos diretos (Relatério IBA, 2020). As
espécies de eucalipto sdo as mais importantes pois representam aproximadamente
73% dos plantios florestais do pais, destacando-se a Eucalyptus urophylla. (Relatério
IBA, 2019; ALMEIDA,2012). A madeira pode ser utilizada para a produc&o de celulose,
papel, chapas duras, carvao, dentre outras utilidades. A espécie de E. urophylla se
destaca no pais e se caracteriza como uma das espécies mais plantadas,
principalmente devido a sua resisténcia ao fungo Cryphonectria cubensis que causa
o cancro do eucalipto (FERREIRA, 1999).

Por isso, € importante conhecer as caracteristicas genéticas das populacdes
naturais dessa espécie, pois elas constituem recursos genéticos importantes para o
melhoramento do eucalipto, especialmente no Brasil, em que as unidades plantadas
sao oriundas de um curto tempo de melhoramento genético, ou seja, ainda sdo muito
proximas as populacdes naturais (SILVA, 2019).

Nesse contexto, estudos sdo necessarios, uma vez que essas informacgdes sao
essenciais para 0s programas gue visam o seu melhoramento. Para isso, é possivel
utilizar os marcadores moleculares em nivel de DNA para estimar a variabilidade
genética dentro de uma populacéo e entre populagdes distintas (MORA et al, 2016;
LU et al, 2018; BALDONI et al, 2020). Trabalhos como o realizado por Guimaraes
(2019), demonstram como essa técnica viabiliza a quantificagdo da diversidade e

estruturacdo genética em espécies vegetais.



Devido as suas propriedades como a codominancia, multi-alelismo, grande
taxa de polimorfismo e transferabilidade, os microssatélites se destacam dentre os
marcadores genéticos. Com eles € possivel estimar parametros importantes para o
estudo da genética de populacbes, como o nivel de heterosigozidade esperada e
observada; riqueza alélica; estrutura genética e a distancia genética das populacdes
(ZOLET et al, 2017; SOARES, 2014). Por isso, os microssatélites tém sido bastante
utilizados para a determinacdo do grau de diversidade e de estruturacdo de
populacdes de eucalipto (COSTA, 2017; PAYN, 2008). Dessa forma, marcadores
microssatélites sdo uma Otima opcdo para o estudo dos aspectos genético-
populacionais de espécies florestais.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar a diversidade genética entre e dentro de sete populacdes de E.

urophylla, sendo que quatro sdo populagdes naturais; duas de
melhoramento e uma de clones comerciais;

e Estimar a distancia genética entre os individuos de E. urophylla;

e Inferir sobre a estrutura genética entre e dentro das populacbes
amostradas.



11

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Eucalyptus urophylla

Eucalyptus urophylla S.T. Blake € uma espécie arborea de grande porte
pertencente a familia Myrtaceae (NICOLLE, 2015). Seu habitat é localizado em
regides de clima tropical, com médias de temperaturas anuais variando entre 16 e 27°
C e precipitacdo de 1000 a 2000 mm ao ano. A espécie ocorre em algumas ilhas do
Arquipélago de Sonda, como na ilha de Flores, Adonara, Wetar, Alor, Lembata,
Pantar, e Timor da Indonésia, se caracterizando como um raro caso de ocorréncia
natural de eucalipto fora da Australia (ELDRIDGE et al., 1994).

Em Timor sé&o encontrados espécimes com altura de 45 m e 2 m de diametro,
entretanto € mais comum atingirem até 40 m de altura e 80 cm de diametro.
Naturalmente séo encontradas em altitudes que variam desde o nivel do mar até 2500
m. A localizacdo geografica mais precisa de ocorréncia da espécie vai de 7°30' a 10°
S de Latitude e 122° a 127° E de Longitude e sua distribuicdo tem por volta de 476 km
no sentido leste/oeste e 230 km no sentido norte/sul (DVORAK; HODGE, PAYN,
2008).

Nas regides de baixa altitude em Timor, ha a intersecao de habitats entre E.
urophylla e E. alba. Nessas regides as hibridacdes naturais sdo comuns devido a
coincidéncia dos periodos reprodutivos de ambas as espécies. A medida que a
altitude aumenta, ha o predominio de E. urophylla e populacbes puras sao
encontradas (ELDRIDGE et al., 1994; DVORAK; HODGE; PAYN, 2008).

A reproducédo tem inicio no segundo ano do plantio, porém é com a idade de
qguatro anos que a reproducdo aumenta significativamente, ocorrendo nas estacdes
secas. A polinizacdo € realizada por insetos e as sementes atingem o
amadurecimento seis meses depois do florescimento (SELN & MITLOHNER, 2011).
As flores dessa espécie sao hermafroditas e protandricas, para se evitar
autofecundacdo. Além disso, h4 um mecanismo de autoincompatibilidade genética.
Estudos indicam que as taxas de crescimento do tubo polinico em situacbes de
autofecundacgdo sdo menores e as anormalidades sdo maiores. (ASSIS et al., 2004;
PRYOR, 1976).
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3.2. Marcadores genéticos um enfoque em marcadores microsstélites

O primeiro estudo que sugeriu a possibilidade do uso de caracteristicas visiveis
como marcadores morfolégicos foi publicado no inicio do século XX, quando houve a
descoberta do conceito de genes ligados, em que percebeu-se que 0 gene para cor
das pétalas das flores de ervilha era ligado ao gene da forma do gréo de polen (ZOLET
et al, 2017; FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores morfologicos foram um marco historico para a pesquisa em
genética e sdo usados até os dias atuais. Entretanto, algumas caracteristicas so
aparecem em determinadas fases de vida dos organismos, logo, sao de uso limitado
e podem demorar para aparecer, além de poderem sofrer alterac6es dependendo do
ambiente (ZOLET et al, 2017).

Com o passar do tempo, novos marcadores foram descobertos, como 0s
bioguimicos, que analisam alguns compostos produzidos pelos seres vivos como 0s
metabdlitos secundarios, enzimas e outros compostos, House e Bell (1994),
publicaram um estudo com populagdes naturais de E. urophylla em que usaram de
isoenzimas para determinarem a diversidade genética. Porém, essa categoria de
marcadores € pouco utilizada atualmente. Com o desenvolvimento das técnicas de
marcadores moleculares a nivel de DNA houve uma revolucdo e um avanco rapido
em estudos que utilizam das técnicas (GROVER, 2016).

Os marcadores moleculares sédo importantes ferramentas utilizadas com
bastante recorréncia para varias espécies vegetais e animais, como em trabalhos de
Motamayor et al (2009) e Baldoni et al (2020). Neles, marcadores microssatélites
foram usados para obtencao de informacfes genéticas para o estudo de populacdes
de espécies da floresta amazénica. Além disso, com os marcadores moleculares é
possivel estimar a variabilidade genética, o parentesco entre individuos, realizar
estudos em genética de populacdes e, com isso, racionalizar as acdes tanto para
conservacao de espécies naturais como para melhoramento genético das cultivadas
(SOARES, 2014; SCHNEIDER, 2020; SILVA, 2014).

Ademais, os marcadores moleculares podem ser do tipo dominante ou
codominante. Os tipos dominantes nao possibilitam a discriminacdo entre individuos
heterozigotos e de homozigoto com duas coépias do alelo, ja os marcadores
codominantes possibilitam a identificacdo separada desses dois genotipos (ZOLET et
al, 2017).
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Para o estudo de populagbes, um dos marcadores mais usados, sd0 0sS
marcadores microssatélites. Basicamente, 0os microssatélites séo regides do genoma
com repeticdes em tandem (um atras do outro) de pequenos motivos que possuem
de um a seis nucleotideos. Essas sequéncias simples repetidas (SSRs ou
microssatélites) sao frequentes ao longo de todo o DNA, tanto de eucariotos quanto
procariotos. Os SSRs sao geralmente encontrados nos genomas nucleares (nUSSR),
mas também sdo identificados em mitocondrias (MSSR) e cloroplastos (cpSSR)
(SANSALONI, 2008; KALIA et al., 2011).

No caso dos eucariotos, essas repeticbes sdo mais frequentes, com alto
polimorfismo e mais distribuidas no genoma do que nos procariotos. Os
microssatélites possuem algumas vantagens em relacdo a outras classes de
marcadores, tais como: abundancia nos genomas de eucariotos, sdo codominantes,
multialélicos, fornecem muitas informacdes e se caracterizam por terem as maiores
taxas de polimorfismos entre os marcadores moleculares (ZOLET et al, 2017,
FERREIRA, GRATTAPAGLIA, 1998;).

Essa alta taxa de polimorfismo e multi-alelismo se deve a alta taxa de mutacao
gue ocorre durante a replicacao e/ou recombinacdo (ELLEGREN, 2004). Dessa forma,
0s SSR tem sido bastante utilizados nas pesquisas em genética de populagdo, pois
suas propriedades sdo Uteis na determinacao de variacdes genéticas, tanto entre
individuos de uma duanica populacdo, quanto entre populagcdes (CHEZHIAN;
YASODHA; GHOSH, 2010, GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN; SRINIVASAN, 2015).

Para realizar a genotipagem dos microssatélites, os fragmentos de DNA
contendo esses locos de interesse sdo amplificados por meio da PCR (reacdo em
cadeia da polimerase). Nas regifes adjacentes aos microssatélites ha regibes
conservadas, que podem ser usadas como base para a escolha de primers. Dessa
forma, pode-se identificar o tamanho dos fragmentos amplificados, por meio de
eletroforese e, assim, determinar as diferencas no numero de repeticdes das SSRs
entre os individuos, avaliando também se sdo homozigotos ou heterozigotos. A
interpretacdo desses dados se d& por meio do acréscimo ou decréscimo do nimero
de pares de bases das regifes de microssatélites (ZOLET et al, 2017).

A partir da genotipagem dos locos microssatélites em uma ou mais amostras
de individuos, é possivel estimar diversos parametros sobre a estrutura e diversidade
genética das populacdes amostradas. Esses parametros incluem: coeficiente de

parentesco; tamanho efetivo de populagdes; o numero total de alelos; o nUumero médio
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de alelos por loco; a riqueza alélica, a heterozigosidade observada e esperada sob
equilibrio de Hardy Weinberg; os indices de fixagdo de Wright, dentre outros dados
importantes para a compreensdo das dinamicas populacionais (PORTH;
ELKASSABY, 2014). Esses marcadores microssatélites ja foram utilizados em
pesquisas com espécies florestais (PAYN et al, 2008; TRIPIANA et al, 2007).

3.3. Diversidade e estrutura genética de populacdes

No ambito da genética de populagdes, o termo populacédo se refere ao conjunto
de individuos da mesma espécie que vivem numa regido restrita, em que haja
cruzamento entre os individuos. Entretanto, delimitar as populacées ndo € uma tarefa
banal, pois os individuos se encontram dispersos no espaco e quase sempre nao é
possivel saber ao certo a extenséo do fluxo génico dos individuos. Assim, mesmo
individuos que se encontram mais distantes podem contribuir com alelos na populagéo
(CRUZ et al, 2020). Esses padrboes de distribuicdo e acasalamentos de uma
populacdo séo a base para a definicdo da estrutura e diversidade genética de uma
populacdo (HAMRICK & GODT, 1996).

A diversidade genética €, segundo Wang, Barkley e Jenkins (2009), o acumulo
de modificagBes dos nucleotideos, genes, cromossomos ou genomas dos seres Vivos.
Todas as espécies possuem um pool génico caracteristico, que é constituido por uma
variedade de alelos, que sdo combinados de diversas formas ao longo das geracoées,
podendo ser mais ou menos diverso a depender das forcas evolutivas atuando em
suas populacdes. Populacdes com maiores indices de diversidade genética tendem a
possuir vantagens evolutivas, pois ha maior probabilidade de haver individuos com
caracteristicas adaptativas que podem ser valiosas para enfrentarem as dificuldades
impostas pelo ambiente no processo da selecao natural (Hartl & Clarck, 2010).

O modelo mais basico da variacdo genética em populacdes foi desenvolvido,
independentemente, em 1909, por Hardy e Weinberg e € chamado de equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). Nesse modelo, hd uma série de premissas para que uma
populacao esteja em EHW. Para estarem em EHW, as popula¢des ndo podem estar
sofrendo a a¢ao de nenhuma forga evolutiva (deriva, selegcdo, mutagéo e migragao) e,
para isso, 0s cruzamentos devem ocorrer ao acaso, as populacdes devem ser grandes
para que se possa desconsiderar o efeito da deriva genética, a reproducao deve ser

sexuada, sem sobreposicao de geracdes e as frequéncias alélicas devem se distribuir
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igualmente entre machos e fémeas. Nesse caso, apdés uma Unica geracdo de
cruzamentos ao acaso, tanto as frequéncias alélicas como genotipicas permanecem
estaveis e podem ser descritas pelo modelo do EHW. Entretanto, se houverem forcas
que modifiguem as frequéncias alélicas, a populacdo sai do EHW. Assim, desvios
significativos nas frequéncias esperadas no EHW indicam que ha forcas evolutivas
atuando sobre essa populacdo (Hartl & Clarck, 2010).

Logo, a variacao genética de uma populacdo pode ser compreendida como o
resultado da combinacdo de alguns processos evolutivos como fluxo génico, deriva
genética e selecao. A deriva genética é um processo no qual as frequéncias alélicas
se modificam de forma aleatdria no decorrer das geracoes. Inevitavelmente, a deriva
reduz a variagcdo genética, pois ha a perda de alelos ao longo das geracfes. A
tendéncia € que quanto menor for a populacdo, maior é a velocidade da perda de
diversidade causada pela deriva genética. Quando uma populacao é subdivida em
subpopopulacdes, se ndo houver fluxo génico entre elas, com o passar do tempo a
deriva genética vai aumentando o distanciamento genético. Entretanto, quando ha
fluxo génico, ou seja, troca de gametas entre individuos pertencentes a
subpopulacdes diferentes, ha a homogeinizacdo genética o que as mantem similares
geneticamente (Hartl & Clarck, 2010). Essas diferencas genéticas caracterizam a
estrutura de populacgoes.

Dessa maneira, o entendimento da distribuicdo da variabilidade genética entre
e dentro das populacdes pode indicar a acao relativa das forcas evolutivas que
aumentam a distancia genética entre as populacdes (deriva genética e selecao)
versus o fluxo génico, que diminui essa distancia. Essa distribui¢cdo da variabilidade
genética no espaco € conhecida como estrutura genética populacional. A estrutura
genética € inferida por meio dos dados de frequéncias alélicas e genotipicas
existentes entre os individuos da populagdo. Com esses parametros € possivel extrair
outras informacdes valiosas como a taxa de diferenciacdo genética, a trajetoria
evolutiva, as taxas de migracao, disperséo, endogamia, diversidade genética. Essas
estimativas podem ser aplicadas tanto para o manejo das espécies ameacgadas de
extingdo quanto para o melhoramento genético (Robinson, 1998; Hartl & Clarck, 2010;
CRUZ et al., 2020).

Geralmente, as arvores de grande porte de florestas tropicais possuem baixa
estrutura genética, ou seja, a variabilidade genética se distribui majoritariamente

dentro das populacdes. Apesar de serem organismos sesseis, a taxa de fluxo génico
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é alta, pois a dispersdo de pdlen e sementes é muito eficiente, 0 que permite que
individuos distantes combinem seus genomas, reduzindo o distanciamento genético.
Essa eficiéncia na dispersdo de propagulos aumenta o tamanho das populacoes,
reduzindo a taxa de deriva genética. Além disso, devido a sua longevidade, as forcas
evolutivas tendem a atuar de forma mais lenta, por unidade de tempo (e nao
geracdes), nas especies arbdéreas. Com isso a perda de alelos, seja por deriva
genética ou por selecéo, ocorre de forma mais lenta (LOVELESS & HAMRICK, 1984;
COLLEVATTI et al., 2001; GANDARA, 2009).

Uma das consequéncias da divisdo e estruturacdo de subpopulacbes é a
redugdo dos acasalamentos ao acaso e aumento da taxa de cruzamento entre
individuos mais aparentados, o que reduz a heterozigosidade. Wright, definiu o indice
de fixacdo, que quantifica as consequéncias do endocruzamento gerado pela
subdivisdo populacional. O indice de fixacdo F de Wright € um indicador de
diferenciacdo genética, em que é acrescentado subscritos para identificar os niveis
hierarquicos que serdo comparados. Com essa estatistica, é possivel calcular os
niveis médios de endogamia no ambito de populacdo (Fis) e total (Fit), bem como a
diferenciagéo genética entre as populacdes (Fst). Esses indices de fixag&o indicam
a estrutura genética das populacdes e, portanto, sdo muito utilizados nas pesquisas
de genética de popula¢gbes (HARTL & CLARCK, 2010).

De acordo com Hartl e Clark (2010), o Fis quantifica o desvio das propor¢des
de Hardy- Weinberg, indicando a probabilidade de que ambos os alelos de um gene
de um individuo tenham a mesma origem por descendéncia, ou seja, 0 Fis mede o
grau de endogamia na populacdo. Por fim, o Fst € denominado de coeficiente de
ancestria, com ele é possivel estimar o nivel de diferenciacdo genética entre as
populacoes.

Esses coeficientes sdo muito utilizados em trabalhos cientificos com enfoque
populacional. Payn et al (2008), lancou méo do Fsr para investigar a distribuicao
genética de 19 populagdes de E. urophylla do leste da Indonésia. Assim como Mora
et al (2017) utilizou o indice de diferenciacdo para analisar uma populacédo de E.
cladocalyx introduzida no Chile.

Um outro dado importante para se determinar € a distancia genética, pois é a
partir dela que se determina o quao proximas ou distantes as populacdes sédo entre si
e, com base nesses resultados € possivel a construcdo de dendrogramas. Essa

representacdo grafica, também conhecido como diagrama de ramos, facilita a
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visualizacdo da divergéncia genética (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Para
isso, utilizando de dados genéticos, como as diferencas entre as frequéncias alélicas
e genaotipicas, estima-se as medidas de dissimilaridade e, a partir disso se prevé o
nivel da divergéncia genética entre os individuos ou entre as populacdes, por meio

das medidas de distancia genética.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Populacdes de estudo

As populacdes de E. urophylla utilizadas neste estudo sdo constituidas por sete
populacdes distintas. Duas delas sao representadas por populacdes de
melhoramento, ou seja, por individuos provenientes de programas de melhoramento
em andamento. Quatro popula¢gbes de introducdo sdo compostas por individuos
obtidos por meio de sementes oriundas de populagdes naturais, na regiao de origem
da espécie em ilhas da Indonésia. Para comparacdo da diversidade e estrutura
genética das populacdes naturais e de melhoramento, considerou-se dez clones
comerciais como uma sétima populacao.

As populacdes de melhoramento sdo identificadas como Melhoramento 1 e
Melhoramento 2 e séo representadas respectivamente pelos 65 e 79 melhores
individuos de cada programa. A avalicdo baseou-se na sobrevivéncia, diametro a
altura do peito (DAP) e altura total (Ht) aos trés anos de idade apds o plantio em cada
populacédo. A populacdo Melhoramento 1 se encontra na cidade de Lencois Paulistas
e a Melhoramento 2 na cidade de Anhembi.

As populacdes de introducao foram identificadas como AO8A 032, A08B 033,
AO8E 066 e A08G 068 e cada populacao é representada pelos 25 melhores individuos.
Para facilitar a analise no software R v.4.0.5 (R CORE TEAM, 2021) e visualiza¢éo
dos resultados, essas populac¢des foram renomeadas de Usp32a, Usp33a, Usp66a e
Usp68a, respectivamente. Os individuos que compdes essas populacdes foram
consideradas naturais, pois foram coletadas em seus respectivos habitats. As
localizacdes geograficas das populacdes naturais encontram-se na Figura 1.

Os clones comerciais sao identificados como AEC144, CNB10, FIB0075,
GG100, H13, IPB15, JAR2646, KLA2864, VER361 e VMO04. Cabe ressaltar que esses
clones podem ser constituido por hibridos.
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Figura 1 - Localizacao geografica das popula¢des naturais com marcadores com

diferentes cores
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Fonte: Do autor (2021)

4.2. Extracdo de material genético

Obteve-se o material genético das arvores por meio de suas folhas frescas. A
extracdo de DNA foi realizada com protocolo baseado no detergente CTAB e a
amplificacdo dos marcadores microssatélites de acordo com o protocolo descrito por
Faria et al. (2010, 2011). A deteccao da fluorescéncia foi realizada via eletroforese
capilar com a plataforma automatica ABI 3100 XL, também conforme Faria et al.
(2010, 2011).

4.3. Marcadores microssatélites
Foram utilizados 19 marcadores microssatélites: EMBRA2; EMBRAS3;

EMBRA10; EMBRA11l, EMBRA12; EMBRA21; EMBRAZ28;, EMBRA32; EMBRASS;
EMBRA45; EMBRAG63;, EMBRA128;, EMBRA157;, EMBRA204; EMBRAZ210;

|
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| |
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S.00001



20

EMBRAG81; EMBRA915; EMBRA1144; e EMBRA1349. Esses marcadores foram
obtidos e descritos por Grattapaglia et al. (2015).

4.4. Diversidade e estrutura genética

Os parametros de diversidade genética foram obtidos por meio da genotipagem
dos individuos. A genotipagem baseada nos 19 microssatélites, foi registrada em uma
planilha, gentilmente fornecida pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais
(IPEF).

Para a estimativa dos pardmetros genéticos, foi utilizado o programa de
andlises estatisticas R com a utilizagdo do pacote adegenet v.2 (JOMBART, 2008).
Com esse pacote foram obtidos o nimero de alelos por loco (A); o nUmero de alelos
privados (PA); os valores de heterosigozidade observada (Ho) e esperada sob
equilibrio de Hardy-Weinberg (He) por loco e populacdo. A estimativa da riqueza
alélica (AR) foi realizada com o pacote hierfstat v. 0.5.7.

Para o calculo das estatisticas F de Wright foi utilizado o pacote hierfstat v.
0.5.7 e, a interpretacdo do valor de Fs € feita de acordo com a definicdo de Wright
(HARTL & CLARK, 2010), da seguinte forma: valores de 0 a 0,05 representam uma
pequena diferenciacéo genética; de 0,05 a 0,15 indicam uma moderada diferenciacéo
genética; de 0,15 a 0,25 uma grande diferenciacdo genética e acima de 0,25 significa
uma diferenciacdo genética muito grande. J4 em relacdo ao Fis, valores iguais a O
representam uma populacdo sem endogamia; valores iguais a 1 representam uma
populacdo totalmente endogamica e valores negativos representam a reducdo da
homozigose para o loco de estudo.

As analises de distancia e estruturacdo genética foram realizadas com as
populacdes naturais separadas do conjunto de dados total, visando o entendimento
da estrutura genética dessas populacdes. As distancias genéticas entre as arvores
foram visualizadas por meio de dendrograma e grafico com os dois primeiros
componentes do PCA. Ja a andlise de estruturagdo genética entre as arvores foi
realizada por meio do programa Structure.

As distancias entre as populacdes foram estimadas pela distancia genética de
Nei (1983) com o pacote poppr, v. 2.9.3. Para constru¢cdo do dendrograma, a matriz
de distancias foi analisada pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair

Group Average). As consisténcias dos nos do dendrograma foram obtidas por meio
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de 10000 bootstrap. Dessa forma, foram gerados dendrogramas com as distancias
entre as populacdes (Figura 4), bem como entre todos os individuos (Apéndice A) e
somente entre os individuos das populacfes naturais (Apéndice B).

Além disso, a distancia entre as arvores também foi avaliada por meio de um
grafico gerado a partir da andlise de componentes principais (PCA). Essa analise foi
realizada com o pacote hierfstat, que utiliza a matriz de frequéncias alélicas
individuais.

Por ultimo, foram realizadas analises de estruturacdo genética com o software
Structure (PRITCHARD et al, 2000), com o intuito de calcular o numero de
subpopulacdes (K) que melhor explicam os dados genotipicos. O programa Structure
utiliza a inferéncia Bayesiana para alocar os individuos nas subpopulac¢des, com a
premissa de que os grupos formados se aproximem ao maximo do Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Para isso, as andlises foram realizadas com o burn-in de 100.000
Cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC), 100.000 MCMC ap@s o burn-in e com 5
repeticdes para cada valor de K, com K variando de 1 a 10. As andlises foram
realizadas para o conjunto de dados total e separadamente para as populacdes
naturais.

O programa Structure ndo indica qual € o nimero de subpopulacées (K) que
melhor explica o conjunto de dados. Para isso, outras analises sdo necessérias. A
metodologia utilizada para determinacdo do nimero de clusters utilizada foi aquela
implementada no programa Structure Selector (Li YL, 2018), que se baseia nos

indices definidos por Puechmaille (2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Diversidade genética

Para cada marcador microssatélite foi determinado o nimero de alelos por loco,
como pode ser visto na Figura 2. Os valores obtidos variaram de sete alelos para o
loco EMBRA1349 1 a 35 alelos para o marcador EMBRASI_1.

Figura 2 - Numero total de alelos por loco
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Fonte: Do autor (2021)

Além disso, determinou-se também o namero de alelos privados para cada
populacdo. Os dados resumidos na Figura 3, indicam que as populacdes
representadas pelos clones comerciais e Usp68a possuem a menor quantidade de
alelos exclusivos entre as sete populagbes, com apenas cinco. Por outro lado, a

populacdo Melhoramento 2 conta com a maior quantidade, com 30 alelos.
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Figura 3 - Numero de alelos privados por populacao.
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Fonte: Do autor (2021)

A diversidade genética das populacdes foi comparada com diversas
estimativas, como a média de heterozigosidade esperada no equilibrio de Hardy-
Weinberg; a média de heterozigosidade observada; o numero de alelos total; a riqueza
alélica e o numero de alelos privados (tabela 1). A maior heterozigozidade esperada
foi encontrada na populacdo de melhoramento Melhoramento 2, com 0,8563 e 0
menor na Usp32a com 0,7445. Ja com relacdo a heterozigosidade observada, os
valores variam de 0,8368 na populacdo de clones a 0,6716 na populacdo Usp68a.
Quanto ao numero total de alelos encontrados em cada populagéo, o menor valor foi
de 149 na Usp32a e o maior foi 310 na Melhoramento 2. Os valores de riqueza alélica
foram estimados tomando como base o numero de dez individuos, pois é o tamanho
da menor populacdo do conjunto. Para esse indice as populacdes dos clones e a
Melhoramento 2 obtiveram a maior média, ja& o menor valor foi encontrado para a
Usp32a.

De maneira geral, observou-se uma diversidade genética grande em todas as
unidades populacionais quando comparada ao que ja foi visto para outras espécies
de eucalipto (Mora et al, 2016; Jones et al, 2002), com um namero de alelos alto para

todos os l6cos estudados (valores de 7 a 35), com He média de 0,8165 e Ho média



24

de 0,7456. Em estudos pregressos com E. urophylla, resultados semelhantes foram
obtidos em Tripiana et al (2007), em que foram utilizados dez marcadores
microssatélites e obteve-se valores de 10 a 29 alelos por loco e He variando de 0,51
a 0,72. JA4 nos estudos de Payn et al (2008), utilizou-se doze marcadores
microssatélites, e foram encontrados de 6 a 56 alelos por marcador e a Ho entre 0,737
e 0,610. Nesse mesmo estudo percebeu-se que a populacdo localizada em Timor
possuia a maior taxa de diversidade, resultado que se repetiu neste trabalho, uma vez
que a populacdo Usp33a é proveniente da mesma localidade e apresentou a maior
diversidade genética dentre as populagdes naturais. Os autores atribuiram essa maior
diversidade ao grande tamanho da populacao e a possibilidade de ter sido a primeira
ilha a ser colonizada. Em populacdes mais antigas a diversidade tende a ser maior
(Payn et al, 2007).

Ja Tripiana et al (2007), atribuiram essa alta taxa de diversidade a histéria
evolutiva da espécie, ao grande tamanho efetivo, bem como pelas caracteristicas
reprodutivas da populacdo, uma vez que o pllen e as sementes dessa espécie podem
viajar por longas distancias mediadas por animais (Hamrick et al. 1992; McGoldrick e
Mac Nally, 1998; Tripiana et al, 2007).

Tabela 1 - Métricas de diversidade estimadas por populacéo.

POPULACAO |n [He [Ho |A |[RA | PA
Usp32a 25 0,7445 0,7411 149 6,01 6
Usp33a 25 0,8178 0,7389 217 8,15 9
Usp66a 25 0,8166 0,7200 206 8,04 7
Usp68a 25 0,7961 0,6716 180 7,22 5

Melhoramento 1 65 0,8544 0,7360 281 8,66 17
Melhoramento 2 79 0,8563 0,7748 310 8,84 30
Clones 10 0,8297 0,8368 170 895 5
Média 36,28 0,8165 0,7456 216 7,98 11,28

Em que n: tamanho da amostra; He: Heterosigozidade esperada média sob equilibrio de
Hardy-Weinberg; Ho: Heterosigozidade observada média; A: Nimero de alelos; RA: riqueza
alélica média; PA: Alelos privados.

Fonte: Do autor (2021)

Entretanto, no que se refere aos parametros como a quantidade de alelos
privados; a heterozigosidade esperada e observada; a quantidade de alelos total, bem
como a riqueza alélica, os indices das popula¢des de melhoramento (Melhoramento

1 e Melhoramento 2) mostraram-se ligeiramente maiores que o das populacdes
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naturais (Usp32a, Usp33a, Usp66a e Usp68a), o que indica uma maior diversidade
genética nas populac¢des de melhoramento. Mesmo utilizando o método de rarefacéo,
com o intuito de reduzir a interferéncia do tamanho da amostra, os valores da riqueza
alélica foram maiores nas populacdes de melhoramento. Em um estudo recente, com
as mesmas duas populacbes de melhoramento (Melhoramento 1 e Melhoramento 2)
e com 0s mesmos locos microssatélites, Silva et al (2019) chegaram a conclusdes
semelhantes quando compararam aos resultados obtidos por Payn et al (2008) para

populacdes naturais.

Esse resultado pode ser devido ao fato do melhoramento genético de E.
urophylla ainda estar em seus estagios iniciais e, portando ser muito parecida com as
populacdes naturais, como aponta Silva et al (2019). Além disso, as populacdes de
melhoramento sdo geralmente formadas por uma mistura de procedéncias de varias
populacdes naturais diferentes, o que aumenta a diversidade genética (SILVA et al,
2019).

5.2. Distéancia e estrutura genética

Com a estatistica F, determinou-se o Fst médio com o valor de 0,030 e o valor

de Fis médio de 0,101, como mostra a tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros por loco obtidos com o pacote hierfstat.

LOCO [Ho  [He | Ht IDst |Fst  |Fis

EMBRA2 0576 0691 0711 0.021 0.029 0.166
EMBRA28  0.860 0.907 0923 0016 0.017  0.052
EMBRA3 0.872 0.890 0911 0.021 0.023 0.020

EMBRA11 0.822 0.869 0.880 0.011 0.012 0.054
EMBRA10 0.857 0.851 0.872 0.021 0.024 -0.007
EMBRAG3 0.772 0.810 0.836 0.027 0.032 0.046
EMBRA12 0.882 0.898 0.911 0.013 0.015 0.018
EMBRA157 0.601 0.885 0.905 0.020 0.023 0.321
EMBRA204 0.862 0.883 0.896 0.013 0.014 0.024
EMBRA128 0.536 0.870 0.900 0.030 0.033 0.385
EMBRA38 0.891 0.847 0.904 0.057 0.063 -0.052
EMBRA210 0.915 0.883 0.898 0.015 0.017 -0.036
EMBRAG81 0.680 0.828 0.874 0.046 0.052 0.179
EMBRA1144 0.729 0.738 0.775 0.037 0.047 0.013
EMBRA1349 0.694 0.719 0.725 0.007 0.009 0.035
EMBRA45 0.516 0.899 0.918 0.019 0.021 0.427
EMBRA32 0.681 0.826 0.856 0.029 0.034 0.176
EMBRA21 0.741 0.895 0.913 0.018 0.020 0.172
EMBRA915 0.681 0.686 0.750 0.064 0.086 0.006

Média 0.746 0.836 0.861 0.026 0.030 0.101
Em que Ho: Heterosigozidade observada média; He: Heterosigozidade esperada média; Ht:
Heterosigozidade esperada total; Dst: Diversidade genética entre as amostras; Fs: indice de
fixacdo entre populacdes; Fis: indice de fixagdo entre individuos.

Fonte: Do autor (2021)

Dessa forma, o valor encontrado de Fst, indica uma baixa estruturacao, ou seja,
gue nao ha diferenciacdo genética suficiente entre as populacfes para que elas sejam
consideradas geneticamente distintas. Esse resultado ja foi obtido para E. urophylla
por Payn et al (2008) bem como por Tripiana et al (2007) (Fst = 0,04). Esses resultados
indicam que pode estar havendo fluxo génico entre as quatro subpopulagdes naturais,
apesar de algumas se localizarem em ilhas diferentes. Além disso, ja foram relatados
baixos indices de Fst para outras espécies de eucalipto, como para E. pauciflora (Fst
= 0,03, Gauli et al, 2014) e para E. obliqua (Fst = 0,015, Blomfield, 2011). Ademais, 0
valor de Fis indica uma baixa taxa de endocruzamentos.

Com a distancia de Nei (tabela 3) é possivel observar que, entre as todas as
populacdes naturais, Usp32a e Usp33a sao as mais distantes tanto geneticamente
guanto geograficamente. Ja os clones comerciais possuem as maiores distancias

genéticas com as outras populacdes, encontrando-se acima de 0.30. A populacdo
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Melhoramento 2, por sua vez possui as menores distdncias com as populacdes
Melhoramento 1 e com os clones. A populacdo da Melhoramento 1, encontra-se mais
proxima das populacdes de introducao do que dos clones, com excecao da Usp32a.
Com o dendrograma da figura 4, € possivel visualizar com mais clareza as
relacdes de proximidade genética entre as populacbes. De maneira geral, ha uma
correlacdo entre a distancia geografica com a distancia genética. Os resultados
qguanto as populacdes naturais estdo de acordo com os resultados obtidos por Payn
et al. (2008), em que as populagdes presentes no Timor (Usp33a) apresentam maior

diferenciacdo genética em relacdo as populacdes das demais ilhas.

Tabela 3 - Distancia de Nei entre cada populagéo de estudo.

POPULACAO Usp32a |Usp33a | Usp66a | Usp68a | Melhor. 1 | Melhor. 2

Usp33a 0.310
Usp66a 0.207 0.173
Usp68a 0.208 0.246 0.157

Melhoramento 1 0.380 0.216 0.233 0.238
Melhoramento 2 0.449 0.283 0.292 0.389 0.197
clone 0.641 0.429 0.368 0.453 0.312 0.185

Fonte: Do autor (2021)

Esses resultados indicam que a populagdo Melhoramento 2 € um intermediario
entre a populacdo Melhoramento 1 e os clones comerciais.

Com base na distancia genética de Nei, também foram gerados dendrogramas
para as arvores. Observa-se pelo dendrograma contendo apenas as populacdes
naturais (Apéndice B), que a distancia genética entre os individuos néo é o suficiente
para discrimina-los em grupos correspondentes as populacdes de origem. Esse
resultado refor¢a a possibilidade de haver trocas de material genético (fluxo génico)
entre elas. Para todo o conjunto de dados, a separacéo dos individuos nas populacdes
de origem também né&o foi possivel, o que corrobora com a inferéncia de que as
populacdes de melhoramento ainda se encontram muito préximas as populacdes

naturais.
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Figura 4 - Dendrograma baseado na distancia de Nei das populagbes de

estudo.
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Fonte: Do autor (2021)

Vale ressaltar que ha apenas um né com consisténcia consideravel (100%) nas
analises de bootstrap, que divide os clones e Melhoramento 2 das outras populacdes,
para os demais nés a consisténcia foi baixa. Essa baixa consisténcia nos nés do
dendrograma é mais um indicativo de que as popula¢des ndo podem ser separadas
em grupos distintos com consisténcia. Isso também reflete a baixa diferenciacéo
genética entre as populacgdes, indicando a ocorréncia de fluxo génico entre elas.

Quando se observa o gréfico da figura 5, nota-se mais uma vez que nao é
possivel distinguir as populacdes por meio da PCA. No grafico com os dois primeiros
componentes, ndo ha uma separacdo muito clara entre as populacdes, o que era
esperado, uma vez que o indice de fixacdo Fst geral também é muito baixo (0.03).

No entanto, pode-se observar uma certa similaridade com o dendrograma das
populacdes (Figura 4), em que nos extremos encontram-se individuos das populagdes
Usp32a e Melhoramento 2. Quando se observa a Figura 6, também nao é possivel
realizar a distingdo entre as populac¢des naturais, entretanto, consegue-se notar que

Usp32a se encontra mais distante de Usp33a. De fato, essas também sao as duas
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populacdes geograficamente mais distantes (Figura 1), o que dificulta o fluxo génico

entre elas.
Figura 5 - Analise de componentes principais (PCA) da frequéncia
individual de alelos de todos os individuos.
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Figura 6 - Analise de componentes principais (PCA) da frequéncia

individual de alelos das populagdes naturais.
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A analise dos resultados do Structure, com o programa Structure Selector,
indica o nimero de clusters que explica o conjunto total dos dados é de K=4, o que
significa que ha possivelmente quatro grupos geneticamente distintos. Ja quando se
leva em consideracdo apenas as populacdes naturais, o valor de K encontrado foi o

de dois grupos, como mostram as figuras 7 e 8.

Figura 7- Valores das métricas de MedMeanK, MaxMeanK, MaxMedK

e MedMedK para todo o conjunto de dados
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A imagem indica que o modelo com K=4 é o que melhor explica os dados.

Fonte: Do autor (2021)
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Figura 8 - Valores das métricas de MedMeanK, MaxMeanK, MaxMedK
e MedMedK para todo as populagdes naturais,
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A imagem indica que o modelo com K=2 é o que melhor explica os dados.

Fonte: Do autor (2021)

Ao definir o valor de K, realizou-se a plotagem de um gréafico de barras com o
percentual de quanto de cada cluster ha em cada individuo. O grafico para todo o
conjunto de dados e para as populacfes naturais encontram-se nas Figuras 9 e 10,

respectivamente.

Figura 9 - Grafico de barras da proporcéo de correspondéncia de cada

individuo a cada cluster (K=4) para todo o conjunto de dados.

Em que 1:Usp32a, 2:Usp33a,3:Uspb6a,4:Usp68a,5:Melhoramento 1, 6:Melhoramento
2, 7:Clones.

Fonte: Do autor (2021)
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Figura 10 - Grafico de barras da proporcdo de correspondéncia de cada
individuo a cada cluster (K=2) para as populac¢des naturais.

Em que 1:Usp32a, 2:Usp33a,3:Usp66a,4:Usp68a.
Fonte: Do autor (2021)

Com esses graficos, percebe-se que apesar do Structure definir os
agrupamentos genéticos, em nenhum dos dois hd uma divisdo consistente que
indique a existéncia de populagbes muito distintas umas das outras. Entretanto,
percebe-se que os resultados indicam que as populacdes Usp66a e Usp68a,
aparentam ser intermediarias entre Usp33a e Usp32a, que sdo as mais distantes.
Esse resultado € consistente com a distancia geografica, cuja maior distancia ocorre
entre as populagdes Usp33a e Usp32a, com as outras duas populagdes estando entre
elas (Figura 1). A populacdo de melhoramento da empresa Melhoramento 1 se
encontra entre a Melhoramento 2 e as populac¢des naturais. Ja a populacao composta
pelos clones, por sua vez, é mais proxima da Melhoramento 2 do que de
Melhoramento 1. Esses resultados s&o consistentes com o0s observados no
dendrograma da Figura 4.

Com essa Ultima analise, percebe-se que, mais uma vez ha uma divisdo
semelhante as ja encontradas anteriormente, tanto com relagdo a estatistica de
Wright, distancia de Nei, quanto a PCA, corroborando com esses demais resultados.
Desse modo, também com os resultados do programa Structure, percebe-se que nao
€ possivel dividi-las em populacdes diferentes.

Os resultados obtidos, vao contra ao que se espera para populacdes divididas
em ilhas distintas, uma vez que ha uma barreira formada por oceanos, o que atrapalha
o fluxo génico, especialmente a dispersdo de sementes por meio da gravidade e
favorece a diferenciacdo dos agrupamentos por deriva genética (Bottin et al, 2005;
Payn et al 2007). Todavia, Tripiana et al (2007), apontam que esse fato pode ser
explicado por migracéo de material genético (dispersao de pélen) mediado por insetos
transportados por meio de ventos, ocorrer em uma frequéncia suficiente para evitar a

diferenciacéo e reduzir o efeito da deriva. Além disso, as distancias entre as ilhas sao
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inferiores a 35 km e um estudo de Rutherford et al (2018), relataram a existéncia de
fluxo génico para outras espécies de eucalipto até uma distancia de 70 km.

Ademais, Payn et al (2008), calculou o numero de migrantes e verificou um
valor menor do que o das populacdes inseridos na mesma ilha, mas também apontou
para a possibilidade de ter ocorrido o transporte de pdélen, por animais levados pelo
vento numa frequéncia suficiente para evitar a diferenciagéo. Isso explicaria 0 motivo
das populacbes mais distantes geograficamente serem as mais distantes

geneticamente, pois o fluxo génico reduz a medida que a distancia aumenta.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Conhecer as caracteristicas genéticas de uma espécie florestal de interesse
comercial € a base para os programas de melhoramento. E.urophylla € uma dessas
espécies de interesse do setor florestal e o presente estudo melhora o entendimento
dos niveis de diversidade e estruturacdo genética em popula¢gbes naturais e de
melhoramento da espécie.

Com este trabalho foi possivel perceber que ha uma grande diversidade
genética dentro das subpopulacdes e que as distancias encontradas ndo séo tao
significativas a ponto de ser possivel separa-las em popula¢des distintas. Isso porque
nao ha estrutura genética evidente entre as populacdes, 0 que sugere um curto tempo
de melhoramento nas popula¢des de introducado e a existéncia de fluxo génico entre
as populacdes naturais. Apesar de estarem ilhas separadas, as populacdes naturais
parecem estar conectadas por fluxo génico, o que pode ser explicado pela
proximidade das ilhas da Indonésia, onde as popula¢cées foram amostradas.
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