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O mapeamento de associacao, i.e. a associacao direta entre variabilidade alélica e variabilidade
fenotipica, constitui uma abordagem interessante para a identificacdo de genes responsaveis pela
variacao quantitativa em caracteristicas de importancia econémica. A utilizacdo eficaz de testes
de associacdao em populacdes naturais de Eucalyptus depende, entretanto, do nivel de sub-
estruturacao das populacées. Se em uma populacdo existirem subgrupos com distribuicdo
desigual de alelos, é possivel que uma falsa associacao, sem funcao causal, seja detectada.
Marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados para a deteccdo de possiveis sub-
estruturacoes em populacdes de associacdo. No ambito da montagem de experimentos de
associacdo em Eucalyptus, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e avaliacdo de um
painel de microssatélites Uteis para estudos de estruturacdo em populacdes naturais e colecoes
de germoplasma, além da distincao das espécies e procedéncias mais amplamente utilizadas no
melhoramento. Foram estudadas 212 arvores de quatro espécies de eucalipto (E. camaldulensis,
E. urophylla, E. dunnii e E. saligna), oriundas de diferentes procedéncias da Austrélia. Foram
analisados 35 microssatélites, previamente selecionados com base em informacéao de
mapeamento genético, visando cobrir o genoma como um todo. Oito desses locos séo

provenientes de regides nao traduzidas de ESTs (Expressed Sequence Tags). Os genétipos foram
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obtidos pela deteccao fluorescente em
seqglienciador automatico ABI 3100 e os
dados analisados com o programa GenAIlEx

6, Arlequin e Phyllip.

Todos os 35 locos foram altamente
polimérficos em todas as procedéncias, com
excecao de um loco que foi monomoarfico na
espécie E. dunnii. Para o loco EMBRAZ28 foi
observada uma heterozigozidade de 100%
em todas as procedéncias de todas as
espécies. Todas as espécies apresentaram
alelos privativos, podendo destacar o alelo
141 bp do loco Embra186 presente com
uma freqiiéncia de 0,52 em E. urophylla. A
proporcao de variancia molecular dentro de
espécies (80%) é maior do que entre
espécies (20%), e analogamente maior
dentro de procedéncias (79%) do que entre
(21%). Valores significativos de Fst foram
estimados seja entre espécies bem como
entre procedéncias com uma maior
diferenciacao genética observada entre
espécies de secoes distintas dentro do
subgénero Symphyomyrtus. Na analise
individual de cada loco, microssatélites
derivados de EST revelaram uma maior
diferenciacdo (maior Fst) entre espécies e
procedéncias indicando uma maior
capacidade de detectar estruturacao. Foram
identificados ainda locos com maior
capacidade de discriminacao de
procedéncias dentro de espécies,
particularmente Uteis para vir a compor uma
bateria reduzida de microssatélites para a
analise de estrutura em populacdes de

associacao.

INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenério internacional
por ter um dos maiores patriménios
florestais naturais, com elevada
biodiversidade, e também pelas florestas
comerciais. O setor florestal produtivo
brasileiro é constituido primordialmente por
plantios de eucaliptos e por florestas de
coniferas. Espécies desses géneros
apresentam caracteristicas extremamente
favoraveis em termos de crescimento,
forma, adaptabilidade e qualidade da
madeira para fins industriais (GOMIDE e
COLODETTE, 2007).

O género Eucalyptus, pertencente a familia
Myrtaceae, compreende cerca de 700
espécies (BROOKER, 2001). E originério da
Austrélia, porém é plantado em todo mundo,
representando a espécie florestal de maior
importancia econdmica. Os principais
produtos obtidos a partir do género
Eucalyptus sao o papel, a celulose, carvao
vegetal para a industria siderudrgica, além de
derivados da madeira utilizado na fabricacao
de moéveis. Por ser de rapido crescimento e
de facil adaptacado as mais diferentes
condicoOes de clima e solo, o eucalipto
passou a ser uma alternativa contra a
devastacao das florestas nativas em
diversas regioes do planeta, propiciando a
preservacao do meio ambiente (SANTOS,
2005). A utilizacao da madeira oriunda de
florestas plantadas é uma forma de
preservar as florestas naturais do planeta,
no entanto as areas disponiveis para
florestas industriais serdo limitadas nas
préximas décadas, sendo o melhoramento

genético uma estratégia para a



sustentabilidade de empreendimentos de
base florestal, uma vez que ele possibilita o
aumento na produtividade florestal e na
qualidade dos produtos em uma mesma area

plantada (GRATTAPAGLIA, 2007).

Marcadores moleculares vém sendo
utilizados em espécies florestais desde os
anos 80. Os marcadores microssatélites,
também identificados pela sigla SSR
(Sequéncias Simples Repetitivas), sdo
regioes de DNA em que seqliéncias de um a
seis nucleotideos estao presentes em
unidades repetitivas (SILVA et al., 1999).
S3ao0 os mais versateis entre os marcadores e
sao utilizados em diversas aplicagcdes
biolégicas (BUSCHIAZZO e GEMMELL,
2006). O advento da PCR (Polymerase Chain
Reaction) conferiu a esses marcadores alta
aplicabilidade, uma vez que essas
seqgliéncias diferem em ndimero de
repeticoes entre individuos (SCHLOTTERER,
2000) Os SSR sao altamente informativos
para programas de melhoramento florestal
por possuirem caracteristicas como
multialelismo, heranca co-dominante, ampla
distribuicdo no genoma e transferiveis entre
espécies taxonomicamente préximas,
podendo ser utilizados em espécies florestais
para resolver questoes relacionadas ao
gerenciamento da variabilidade genética,
monitoramento genético ao longo dos ciclos
de melhoramento, predicao do desempenho
da progénie com base na estimativa da
distancia genética, determinacao de
parentesco e identificacao individual em
populacdes de melhoramento

(GRATTAPAGLIA, 2007).

Os SSR tem sido utilizados para a
deteccao de possiveis sub-estruturacées em
populacdes de associacao. No ambito da
montagem de experimentos de associacao
em Eucalyptus, o objetivo deste trabalho foi
o desenvolvimento e avaliacdao de um painel
de microssatélites Uteis para estudos de
estruturacao em populacdes naturais e
colecoes de germoplasma, além da distincao
de espécies e procedéncias mais

amplamente utilizadas no melhoramento.

MATERIAL E METODOS

Material Genético

Para realizacdo deste experimento foram
utilizadas 212 arvores originadas de
populacdes naturais da Austrélia
pertencentes a quatro espécies puras: E.
camaldulensis, E. urophylla, E. dunnii e E.
saligna. As arvores sao originadas de
diferentes procedéncias dentro do
continente Australiano e ilhas adjacentes. A
espécie, a procedéncia, o niumero de
individuos e latitude encontram-se na Tabela
1. Extracdo e quantificacao do DNA
Para a extracdo do DNA total foi
utilizado tecido foliar de cada planta
avaliada. A extracao foi feita pelo método
utilizando o detergente CTAB 2% (DOYLE e
DOYLE, 1987). Para a maceracao das folhas
foi utilizado o equipamento TissuelLyser da
Qiagen com beads metélicas. Cada amostra
foi macerada contendo o tampao de CTAB
com Mercaptoetanol por 40 segundos.
Apds a extracao, o pellet foi ressuspendido
em volumes variadveis (dependendo do
tamanho observado do pellet) de Tris/EDTA
(TE) pH 8,0 com Ribonuclease A (RNaseA) e



submetido a temperatura de 37°C por 20
minutos para acao da enzima.

O DNA foi quantificado em gel de agarose
1% em tampao SB (Sodium boric acid)
(BRODY e KERN, 2004) corado com
brometo de etideo utilizando DNA do fago
lambda de concentracdo conhecida como

padrao de comparacao.

Escolha dos locos de Microssatélites

Para as analises foram escolhidos 35 locos
de microssatélites ja mapeados por Mamani
e Grattapaglia (2006) e Brondani et al.
(2006). O mapa IP (MAMANI e
GRATTAPAGLIA, 2006) foi o mais
observado, pois contém um maior nimero
de marcadores e grande parte dos locos
mapeados por Brondani et al. (20086).
Visando uma maior representatividade
genética, os marcadores foram selecionados
de forma a cobrir o genoma como um todo.
Para cada grupo de ligacao foram
selecionados marcadores localizados na
ponta, no meio e na ponta oposta do grupo
de ligacdo. Para os grupos de ligacdo nove,
quatro e cinco, foi escolhido um loco a mais
em cada grupo por variacoes entre as
versdoes de mapa genético que foram
utilizados, totalizando assim 35 locos
avaliados com trés locos por grupo de
ligacao. Entre os locos selecionados, oito
locos sao provenientes de regides nao
traduzidas de ESTs (Expressed Sequence
Tags) (Tabela 2), sendo que dois locos séo
tetranucleotideo, um hexanucleotideo, um
trinucleotideo e quatro dinucleotideos. Os
demais locos sao provenientes de
seqliéncias gendmicas nao transcritas

desenvolvidos a partir de uma biblioteca

enriguecida e sdao em sua totalidade

dinucleotideos.

Amplificacdo dos locos microssatélites via

PCR

A amplificacdo dos microssatélites via PCR
(Polymerase Chain Reaction) foi realizada
utilizando o kit Multiplex PCR da QIAGEN®.
A reacao possuia um volume final de 5yl
contendo 1X do QUIAGEN Multiplex PCR
Master Mix 2X; 0,3uM de cada primer; 0,5X
de Q-solution; 2ng de DNA; e d4gua RNase-
free para completar o volume.

A PCR foi realizada utilizando um programa
que apresenta uma etapa inicial de
desnaturacdo a 95°C por 15 minutos para
ativar a enzima, seguidos de 35 ciclos
envolvendo uma etapa inicial de
desnaturacao (95°C por 30 segundos), uma
de anelamento dos primers (57°C por 90
segundos) e uma de extensao (72°C por 1
minuto), finalizando com uma etapa Unica de
extensao final a 72°C por 30 minutos.

Os locos foram amplificados em sistemas
de triplex, duplex e até primers isolados,
sendo que cada loco do multiplex estava
marcado com uma florescéncia diferente:
HEX, FAM e NED (Tabela 2). Como o
trabalho foi realizado com diferentes
espécies puras, nao era previsivel o tamanho
dos locos em pares de base (pb) e por isso
optou-se a montagem dos multiplex com
somente um loco para cada fluorescéncia.
Para a amplificacdo dos 35 locos foram
utilizados 12 multiplexes, sendo nove
triplex, trés duplex e apenas dois locos,
embra38 e embra 2014, foram amplificados

isoladamente (Tabela 3). A montagem dos



multiplex foi feita utilizando parametros
implementados no software Multiplexer,
gentilmente cedido pelo professor Alexandre
Coelho — UFG.

Eletroforese Capilar

Apds a PCR as amostras foram submetidas
a eletroforese capliar em seqiienciador
automatico ABI3100 (Applied Biosystems).
De cada amostra foram reunidos 1 pl da
PCR, 1 Jl do size standart marcado com
fluorescéncia ROX, desenvolvido por
Brondani et al. (2001), e 8 pl de formamida
Hi-Di. A placa contendo as amostras foi
entdo desnaturada a 95°C por 5 minutos e
colocada imediatamente em gelo.

As corridas foram feitas usando protocolo
padrao do ABI3100 para fragmentos e a
andlise dos picos foram feitas utilizando os
softwares GenScan e Genotyper (Applied
Biosystems). Para obtencao dos valores em
pares de base para cada alelo e com a
intencado de diminuir o nimero de erros foi
utilizado o software Allelobin (Idury &

Cardon, 2007).

Andlises estatisticas

Utilizando os programas GenAlex 6
(PEAKALL e SMOUSE, 2006) e Arlequin
versao 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005) foram
estimados valores de freqliiéncia alélica,
numero e frequéncia de alelos privativos,
heterozigozidade, Fis e Fst. Foi ainda testada
hipdtese de Equilibrio de Hardy-Weinberg e
estimadas as distancias genéticas entre
populacdes além da distribuicao de
variabilidade entre e dentro populacoes e
espécies com base em uma andlise de
variancia molecular (AMOVA). Além disso,

foram construidos dendogramas entre as

procedéncias e espécies estudadas
utilizando o método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) implementado no
programa PHYLLIP (FELSENSTEIN, 1993-
2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As procedéncias estudadas apresentaram
elevados niveis de variabilidade em todos os
locos microssatélites utilizados. Timor e
Flores (E. urophylla) apresentaram 100% de
polimorfismo, ou seja, todos os 35 locos
apresentaram mais de um alelo. A
procedéncia com menor porcentagem de
polimorfismo foi 612 (E. dunnii) com
91,43%. A média para todas as
procedéncias foi de 96,26%. O elevado
nivel de polimorfismo detectado pelos locos
de microssatélites era esperado uma vez que
a maior parte dos locos sao dinucleotideos e
as andlises foram feitas em quatro espécies
diferentes. A alta proporcao de locos
polimérficos revela a elevada
heterogeneidade genética presente no
género Eucalyptus e reforca a utilidade de
microssatélites para estudos genéticos em

espécies deste género.

Todas as procedéncias apresentaram alelos
privativos, podendo destacar o alelo 73 pb
do loco Embra4 presente na procedéncia
Kennedy (E. urophylla) com uma freqiiéncia
0,143. O loco com o maior nimero de alelos
(36 alelos) foi Embra681, derivado de
sequéncia genémica e o loco com menor
numero (3 alelos) foi Embra1829, derivado
de EST. Alelos fixados com freqiéncia igual

a 1,00 foram encontrados em duas espécies



para os locos de EST Embra1829 e 1139.
No loco Embra1829 o alelo 177pb encontra-
se fixado para a espécie E. dunnii, ja o loco
Embra1139 possui o alelo 203pb fixado nas
espécies E. dunnii e E. camaldulensis. Trés
locos derivados de seqliéncias 5~ de EST se
destacaram com o menor niumero de alelos:
Embra1139, Embra1829 e Eembra2014
com 4, 3 e 7 alelos, respectivamente. Esses
menores valores em relacdo ao nimero de
alelos em locos de EST sugerem a existéncia
de alguma restricao na taxa de mutacao do
microssatélite em regides transcritas do
genoma. A presenca de alelos privativos e
de locos com baixo nimero de alelos é de
grande relevancia, uma vez que esses sao 0s
locos que nos permitem uma maior distingcao
entre espécies/procedéncias.

Irvinebank (E. Camaldulensis) foi a
procedéncia com a maior heterozigosidade
observada (0,845) e 612 (E. dunnii) com a
menor (0,719). Timor (E. urophylla) foi a
procedéncia com a maior amplitude alélica,
porém com o maior nimero de locos (8) fora
do equilibrio de Hardy-Weinberg. Todas as
procedéncias apresentaram locos com
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 4).

As estimativas de diferenciacdo genética

(Fst) foram significativas entre a maior parte
das procedéncias tomadas duas a duas, com
excecao de Sheas Nob e Wild Creek da
espécie E. saligna, com um valor de 0,009
(Tabela 5). H4, portanto, uma diferenciacao
genética consolidada entre as procedéncias
estudadas, apenas Sheas Nob e Wild Creek
podem ser consideradas uma mesma
populacao a partir dos dados gerados pelos

35 locos de microssatélties. Esse resultado

foi encontrado provavelmente devido a
proximidade geografica existente entre essas
duas procedéncias. O valor de distancia
genética entre Sheas Nob e Wild Creek foi
um dos menores (0,208), porém o menor
valor encontrado foi 0,174 entre as
procedéncias Moleton e 612, da espécie E.
dunnii. Conforme esperado, nota-se que o0s
menores valores de distancia genética
correspondem a procedéncias pertencentes
a mesma espécie, assim como 0S maiores
valores sdo entre procedéncias de espécies
diferentes. Da mesma forma, observa-se
uma relacao diretamente proporcional entre
distancia geografica e distancia genética.
Quanto menor a distadncia geogréafica entre
as procedéncias em andlise, menor é a
distancia genética entre as mesmas. Esse
resultado é esperado, uma vez que
procedéncias mais préoximas
geograficamente tendem a fazer trocas e
fluxo génico com mais facilidade do que
procedéncias distantes geograficamente.

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA)
(Figura 1) demonstra que a variacao entre
espécies é maior (12%) que a variacao entre
as procedéncias dentro de cada espécie
(4%). Ou seja, quando cada conjunto de
procedéncias é agrupado dentro das
respectivas espécies encontramos o menor
valor de variacao. A porcentagem de
variacao entre espécies foi menor que a
porcentagem de variacao entre individuos
dentro das procedéncias (84 %), mostrando
que a variacao genética é sempre maior
entre individuos do que entre todos os niveis
populacionais possiveis considerados. O

resultado finalmente evidencia a grande



variabilidade genética dos individuos do
género Eucalyptus.

Além dos dados de Fst e distancia genética,
foram desenhados dendogramas, mostrando
a relacao de proximidade filogenética entre
as procedéncias e as espécies (Figura 2 e 3).
No primeiro, observa-se um maior
agrupamento entre procedéncias da mesma
espécie. Wild Creek e Sheas Nob ficaram
agrupadas em um mesmo ramo,
corroborando os resultados de Fst. Ja no
dendograma formado pelas espécies, E.
saligna e E. camaldulensis ficaram agrupadas
entre si e mais préximas de E. dunnii do que
de E. urophylla. Apesar de E. camaldulensis
e E. urophylla pertencerem a mesma secao
taxondmica (Exertaria), elas ndo ficaram
agrupadas no dendograma. Isso ocorreu
provavelmente devido a disténcia geografica
existente entre essas espécies.

O conjunto de microssatélites utilizado foi
capaz de detectar estruturacao nas
populacdes das diferentes espécies puras
estudadas. Além disso, as procedéncias
apresentaram, em geral, valores
significativos de Fst quando comparadas par
a par, indicando que a sub-estruturacao nao
estd apenas no nivel de espécies, mas
também de procedéncias. Esse resultado é
de grande importancia uma vez que a
utilizacao eficaz de testes de associacao em
populacdes naturais de Eucalyptus depende
do nivel de sub-estruturacao das
populacdes. Se em uma populacdo existirem
subgrupos com distribuicao desigual de
alelos, é possivel que uma falsa associacao,
sem funcao causal, seja detectada.

A presenca de locos com maior poder de

discriminacao nos permite ainda a

montagem de um painel composto por uma
bateria reduzida de microssatélites, porém
com alta capacidade de detectar
estruturacao. Locos com baixo ndmero de
alelos e com presenca de alelos privativos
sdo os mais indicados para tal, uma vez que
estes possuem um menor grau de
polimorfismo, facilitando a distingcédo entre
espécies/procedéncias. Kirst et al. (2005)
utilizou apenas trés marcadores
microssatélites para discriminacado de 192

individuos de uma populacao de E. grandis.

CONCLUSOES

Os dados revelam que um painel de
microssatélites pode ser utilizado com
eficiéncia para discriminar espécies e
procedéncias de Eucalyptus em programa de
conservacao de recursos genéticos e
montagem de populacdes de melhoramento.
Existe ampla diferenciacdo entre espécies e
procedéncias em termos da distribuicdo de
frequéncias alélicas e alelos privativos sao
encontrados sugerindo que baterias
reduzidas de microssatélites com maior
capacidade de discriminacao entre
populacdes podem ser selecionadas.
Microssatélites derivados de EST tendem,
em geral, a apresentar um ndmero de alelos
mais reduzido em comparagcdo com
microssatélites derivados de sequéncias
gendmicas. O menor nimero de alelos e
alelos fixados, facilitam a distincédo de
espécies/procedéncias. De acordo com os
resultados, um pequeno conjunto de locos
microssatélite com alto valor de Fste alto
poder discriminativo (Embra1829,
Embra1810, Embra1139, Embra2014)

podem vir a compor um painel util para a



andlise de estrutura em populacdes de dentro de espécies e que este fato deve ser
associacdo. Os resultados demonstram a considerado com cautela na montagem de

existéncia de niveis de sub-estruturacao experimentos de associacao.

Tabela 1 — Espécie, procedéncia, nimero de individuos e latitude aproximada para as
amostras puras provenientes de populagcdes naturais da Austrédlia utilizadas para

genotipagem.

N° de
Espécie Procedéncia individuos Latitude
Irvinebank 16 17°25’
E. camaldulensis Walsh River 16 16°38’
Kennedy River 13 18°11’
Flores 24 8°40’
E. urophylla Timor 24 9020’
Moleton 14 30°10’
. 612* 16 *
E. dunnii 613% 10 %
614* 16 *
Clouds Creek 16 30°3’
E. saligna Chaelundi 15 30°4’
Sheas Nob 16 30°2’
Wild Creek 16 30°6’

* N&o possui informagéo disponivel sobre a localizagao exata da procedéncia.



Tabela 2- Nome dos locos, fluorescéncia, tamanho esperado em pb e cromossomo para cada

loco utilizado nas anélises.

Loco Fluorescéncia Tamanho em pb Cromossomo
Embra 11 FAM 89 - 169 1
Embra 12 NED 115 - 169 1
Embra 219 HEX 224 - 286 1
Embra 63 HEX 163 - 223 2
Embra 333 NED 210 - 254 2

Embra 1810 HEX 82 - 121 2
Embra 115 FAM 81 -135 3
Embra 286 FAM 127 - 185 3

Embra 1139’ FAM 191 - 211 3
Embra 186 HEX 133 - 209 4
Embra 04 NED 63 - 121 4

Embra 1944 NED 205 - 262 4
Embra 213 HEX 201 - 307 4
Embra 120 FAM 119 - 167 5
Embra 41 HEX 160 - 218 5

Embra 1990' NED 77 - 119 5

Embra 1770 HEX 102 - 130 5
Embra 28 FAM 175 - 247 6
Embra 08 NED 123 - 215 6
Embra 345 NED 214 - 270 6
Embra 128 FAM 62 — 154 7

Embra 1761’ NED 169 - 203 7
Embra 157 FAM 124 - 170 8
Embra 03 NED 91 - 175 8
Embra 668 FAM 146 - 258 8

Embra 2014’ NED 111 - 135 9
Embra 18 FAM 95 - 161 9
Embra 204 HEX 119 - 181 9
Embra 210 HEX 188 — 248 9
Embra 10 HEX 111 - 157 10
Embra 38 HEX 85 - 153 10

Embra 1829' HEX 165 - 189 10
Embra 21 NED 115 - 169 11
Embra 39 NED 109 - 1561 11
Embra 681 NED 175 - 279 11

"Marcadores derivados de seqiiéncias de ESTs



Tabela 3 — Multiplexes formados com os 35 locos utilizados para analise

Numero do Multiplex Locos Utilizados
M1 Embra1829/Embra157/Embra333
M2 Embra219/Embra21/Embra11
M3 EmbraO3/Embra204/Embra286
M4 Embra1810/EmbraO4/Embra128
M5 Embra120/Embra186/Embra1944
M6 Embra12/Embra210/Embra115
M7 Embra18/Embra39/Embra63
M8 Embra1990/Embra668/Embra213
M9 Embra1770/Embra681
M10 Embra1761/Embra41/Embra28
M11 EmbraO8/Embra10
M12 Embra1139/Embra345
M13 Embra38
M14 Embra2014

Tabela 4 — Parametros genéticos populacionais nas procedéncias avaliadas baseado em 35 locos
de microssatélites. N — nimero de individuos; Nm — nimero efetivo médio de alelos;
Amplitude alélica — diferenca em pares de base entre o menor e o maior alelo
encontrado; He — heterozigosidade esperada; Ho — heterozigosidade observada; EHW -
numero de locos que apresentaram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg; Fis —
Coeficiente de endocruzamento; p value: P valor do teste da hip6tese de EHW na

populacao.

Amplitude

1 -
Alélica He Ho EHW Fis p-value

Procedéncia Espécie N Nm

Irvinebank Camaldulensis 16 10,171 33,697 0,76 0,845 2 0,104 0,0000*

Walsh River Camaldulensis 16 9,429 31,5 0,642 0,813 6 0,218 0,0000*
Kennedy Camaldulensis 13 9,229 33,235 0,711 0,837 2 0,159 0,0000*
Flores Urophylla 24 9,086 29,4 0,672 0,738 2 0,092 0,0000*
Timor Urophylla 56 13,086 35,314 0,677 0,765 8 0,116 0,0000*
Moleton Dunnii 14 5,886 22,455 0,7 0,723 2 0,033 0,0973

612 Dunnii 16 6,4 24,156 0,698 0,719 3 0,031 0,0904
613 Dunnii 10 6,429 25,212 0,711 0,752 4 0,058 0,0166*
614 Dunnii 16 6,886 24,606 0,694 0,721 2 0,045 0,0624
Cc'fe“edks Saligna 16 7,943 28 0,734 0,776 3 0,057 0,0030*

Chaelundi Saligna 15 7,886 27,882 0,676 0,766 4 0,122 0,0000*

Sheas Nob Saligna 16 8,971 29,441 0,694 0,808 3 0,146 0,0000*

Wild Creek Saligna 16 8,543 28,5 0,717 0,802 3 0,107 0,0000*

*Valores significativos (p<0,05).



Tabela 5 — Estimativas par a par de diferenciacdo genética (valores de Fst — diagonal superior) e distancia genética (distéancia de Nei — diagonal inferior)

entre as procedéncias estudadas.

i, ,G;J - c S S Fl
c
g & 3| & s8] & ~« o <|8% 5 =2 °
[ < c o £ Q — — — 30 5 o o
£ () S = = o © © o| 25 b © -
> © ;2 w S O c c =
Irvinebank 0.027 0.019 0.135 0.134 0.140 0.156 0.120 0.116 0.108 0.092 0.084 0.088
Walsh River | 0,263 0.027 0.134 0.144 0.155 0.161 0.122 0.141 0.116 0.116 0.092 0.095
Kennedy 0,285 0,273 0.125 0.134 0.151 0.169 0.126 0.125 0.096 0.099 0.071 0.080
Flores 0,899 0,847 0,864 0.040 0.176 0.197 0.161 0.165 0.175 0.167 0.160 0.156
Timor 0,929 1,006 0,972 0,187 0.188 0.207 0.177 0.170 0.171 0.157 0.152 0.144
Moleton 0,768 0,835 0,852 0,831 0,951 0.046 0.075 0.069 0.162 0.167 0.145 0.150
612 0,821 0,831 0,926 0,927 1,038 0,174 0.069 0.064 0.198 0.203 0.175 0.175
613 0,724 0,689 0,766 0,822 0,976 0,31 0,267 0.037 0.167 0.162 0.138 0.149
614 0,761 0,805 0,76 0,895 0,953 0,298 0,272 0,23 0.171 0.172 0.125 0.147
Clouds Creek |0,675 0,685 0,619 1,062 1,05 0,786 0,988 0,895 0,915 0.047 0.023 0.023
Chaelundi 10,643 0,739 0,661 0,99 0,904 0,824 1,036 0,841 0,827 0,295 0.027 0.038
Sheas Nob (0,589 0,63 0,556 1,061 1,002 0,729 0,888 0,78 0,74 0,202 0,263 0.009 *
Wild Creek 0,652 0,665 0,621 1,063 0,95 0,804 0,965 0,855 0,883 0,248 0,316 0,208

* Valores de Fst nao significativos



AMOVA
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M Entre procedéncias dentro de espécies
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84%

Figura 1- Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) em diferentes niveis de estruturacao entre e

dentro de procedéncias e espécies de Eucalyptus estudadas.
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Figura 2 — Dendograma da relacdo genética entre as procedéncias, obtido pela metodologia de

agrupamento UPGMA a partir da matriz de distancia genética de Nei (NEI, 1978).



Valores apresentados entre os nds representam os valores de boostrap com 1000

replicacoes.

955

E. urophylla

77

E. saligna
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Figura 3 — Dendograma da relacdo genética entre as espécies, obtido pela metodologia de

agrupamento UPGMA a partir da matriz de distédncia genética de Nei (NEI, 1978).

Valores apresentados entre os nds representam os valores de boostrap com 1000

replicacoes.
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