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“H4 duas formas para viver sua vida:
Uma ¢ acreditar que nfio existem milagres.
A outra ¢ acreditar que todas as coisas sdo um milagre”,
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1879-1955
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RESUMO

TONACO, Isabella Antonia Nougalli. Macho esterilidade em Eucalyptus
urophylla. 2002. 51 p. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de

Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Os ganhos obtidos no melhoramento genético do eucalipto no Brasil nos
iltimos anos foi enorme. A 4rea cultivada passou de pouco mais de 600 mil
hectares em 1960 para 3,5 milhdes de hectares em 1999. J4 a produtividade, que
era em 1960 de 20m’/h#/ano chegou em 1999 a 40m*/h#/ano (Vencosvsky &
Ramatho, 2000). Contudo, para que se continue obtendo ganhos é preciso
encontrar novas alternativas. Uma delas é a obtengio de sementes hibridas.
Apesar de terem sido implementadas inimeras técnicas para facilitar os
processos de emasculagfo e hibridag#io do eucalipto, este processo ainda é muito
dispendioso. Assim, mecanismos naturais que impedem a autofecundagfio, tais
como a macho esterilidade, podem facilitar e dinamizar o processo. Nos
pomares comerciais da empresa Aracruz Celulose S.A. foi encontrado um clone
da espécie E. urophylla, que apresenta distirbios na produgio de pélen,
sugerindo tratar-se de uma planta macho estéril. Esse trabatho objetivou a
confirmagio deste mecanismo, o estudo inicial de sua heranga, bem como a
selegdio de possiveis marcas moleculares associadas ao fenétipo macho estéril.
Utilizando avaliag3es citologicas de viabilidade do pélen e morfologia dos
estames, obteve-se a confirmagio deste mecanismo para o clone estéril. Essas
avaliagBes sugeriram que o mecanismo de macho esterilidade é controlado por
um gene nuclear, que manifesta-se apos a meiose e que o alelo responsével pela
ndo fertilidade ¢ recessivo. Através da microscopia eletrénica de varredura foi
possivel visualizar, embora n#o conclusivamente, que o mecanismo de
esterilidade deste clone ocorre por meio da incompleta degenerescéncia do
tapete. Foi possivel selecionar quatro primers que geraram polimorfismo capaz
de diferenciar a planta macho estéril de plantas macho férteis. A metodologia
SCAR permitiu converter um primer aleatério de RAPD em um primer
especifico de PCR para essa caracteristica almejada.

* Comité de Orientagdo: Lisete Chamma Davide — UFLA (Orientadora), Magno
Antdnio Patto Ramalho — UFLA, Gabriel Dehon S.P. de Rezende — Aracruz
Celulose S.A.
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ABSTRACT

TONACO, Isabella Antonia Nougalli. Male sterility in Eucalyptus urophylla.
2002. 51 p. Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The gains obtained with genetic breeding of eucalyptus in Brazil in the
last years were enormous. The cultivated area passed from 600 thousand
hectares in 1960 to 3.5 millions of hectares in 1999. The yield volume which
was 20m’/ha/year in 1960 reached 40m’/ha/year in 1999 (Vencovsky &
Ramalho, 2000). In order to continue with these gains it is necessary to find new
alternative breeding strategies. One of them is the production of hybrid seeds.
Although many techniques have been used to facilitate the process of
emasculation and hybridization of eucalyptus, this process is still costly. Thus,
natural mechanisms that prevent self-fertilization such as male sterility may
facilitate the process. In commercial orchards of Aracruz Celulose S.A. it was
found a clone of the species E. urophylia, that presents problems at the pollen
production, indicating it is a male sterile plant. The objective of this work was to
confirm this mechanism for the male sterile clone, to study its genetic control,
and to select possible molecular markers associated with the male sterile
phenotype. Using cytological evaluations of pollen viability and morphology of
stamens, a confirmation of this process was obtained. These evaluations suggest
that the mechanism of male sterility is controlled by a nuclear gene, post-meiotic
and the allele responsible by the non-fertility is recessive. Through electronic
microscopy it was possible to visualize the mechanism of sterility, although not
conclusively, which occurs by incomplete degeneracy of the tapetum. It was
possible to select four primers that produced polymorphism capable to
differentiate male sterile plant from male fertile plants. The use of SCAR marker
allowed to convert a random RAPD primer into a specific PCR primer for this
trait.

° Guidance Committee: Lisete Chamma Davide -UFLA (Major Professor),
Magno AntSnio Patto Ramalho - UFLA, Gabriel Dehon S. P. de Rezende-
Aracruz Celulose S.A.
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1 INTRODUCAO

O sucesso obtido no melhoramento genético do eucalipto no Brasil nos
tltimos anos foi enorme. A érea cultivada passou de pouco mais de 600 mil
hectares, em 1960, para 3,5 milhdes de hectares, em 1999. Ja a produtividade,
que era em 1960 de 20m°/ha/ano chegou em 1999 a 40m*/ha/ano (Vencovsky &
Ramalho, 2000). Atualmente, a produtividade est em 45m’/ha/ano e a 4rea total
em torno de 3 milhdes de hectares (Sociedade Brasileira de Silvicultura, 2002) .

O progresso genético foi, primeiramente, devido a introdugiio de
inimeras espécies e procedéncias, realizada desde o inicio do século XX. A
partir da década de 1970, por iniciativa da empresa Aracruz Celulose S.A.,
foram implementados programas de melhoramento genético na cultura,
principalmente por meio da selegdo recorrente, especialmente com familias de
meios irm#os, ¢ de selegfio massal, em povoamentos comerciais, seguida da
clonagem de individuos superiores.

Embora o progresso tenha sido expressivo, para continuar tendo ganhos,
¢ necessério utilizar novas metodologiasr nos programas de melhoramento. Uma
delas ¢é a obtengdo comercial de sementes hibridas. Como ¢ impossivel, por meio
de hibridagBes artificiais, obter sementes em quantidade para atender & demanda,
deve-se procurar outros mecanismos que possam auxiliar no processo. O
principal deles é o uso do fendmeno da incompatibilidade e/ou macho
esterilidade.

A incompatibilidade ¢ um fendémeno comum a um grande nimero de
espécies cultivadas. O pélen contendo o mesmo alelo de incompatibilidade do
estigma nfio desenvolve o tubo polinico, ocorrendo assim o aborto. Dessa forma,

nunca ocorre a autofecundagdo natural, sendo, portanto, um timo mecanismo

* Comunicagio pessoal (sbs@sbs.gov.br)



nunca ocorre a autofecundagdo natural, sendo, portanto, um 6timo mecanismo
para o melhorista, pois ndo hi necessidade de emasculagiio na obtengdio de
sementes hibridas.

Jé na esterilidade masculina, que pode ocorrer tanto em espécies com
flores bissexuais como hermafroditas, podem ocorrer anormalidades pré ou pés-
meibticas que impossibilitam a produgéio de polen normal. Nesse caso, a planta
macho estéril nunca ¢ autofecundada, e, pelas razdes j& apontadas, facilita a
produgiio de sementes hibridas.

Ha registros de macho esterilidade em mais de 80 espécies, envolvendo
25 géneros pertencentes a seis familias diferentes (Ramalho et al., 2001). Na
literatura, hé relatos de ocorréncia de plantas auto-incompativeis on macho
estéreis também no género Eucalyptus (Ellis & Sedgley, 1993). No Brasil, j&
foram identificadas plantas, pela empresa Aracruz Celulose, que apresentam
anormalidades na autofecundag@io (Campinhos et al., 1997). Entretanto, existem
informag3es muito restritas sobre qual o mecanismo envolvido e,
principalmente, a respeito do controle genético.

A identificaglio de plantas macho estéreis no povoamento florestal é
trabalhosa, porque os cruzamentos controlados s#o dificultados, devido 20 porte
das arvores e pela demora na comprovagio da informago. A utilizagio de
algumas estratégias que possam identificar plantas do modo mais precoce
possivel ¢ fundamental. Uma das possibilidades é por meio de algum marcador.
Entre eles, as marcas moleculares, pela maior abrangéncia do genoma e a
facilidade na obtengfio da informagio, sio as mais promissoras. Assim, a
identificago de alguma marca associada & expressdo de macho esterilidade &
altamente desejével, uma vez que ja no viveiro seria possivel identificar as
plantas com esse fen6tipo. Além da redugfo do tempo, h4 a grande vantagem de
se poder avaliar milhares de individuos, o que é praticamente impossivel com
plantas adultas. Isso porque ndio basta apenas a planta ser macho estéril. E



preciso que ela tenha boa capacidade de combinagio também. Dessa forma, o
uso de marcas, pelas razdes ji comentadas anteriormente, tem a vantagem
adicional de fornecer condigdes aos melhoristas de selecionar, entre as plantas
macho estéreis, as que sdo mais promissoras para o programa.

Considerando que esse tipo de informagdo é fundamental na condugéio
de um programa de melhoramento, foi realizado o presente trabalho, com o
objetivo de caracterizar citologica e geneticamente o mecanismo envolvido em
uma planta macho estéril da espécie E. urophylla e, sobretudo, identificar
alguma marca molecular associada a esse fen6tipo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eucalyptus urophylla ST Blake

O E. urophylla ocorre naturalmente fora da Australia, em algumas ilhas
da extremidade do arquipeligo de Sonds, nas ilhas de Timor, Wetar, Alor,
Pantar, Lomblen, Adornara e Flores, nas coordenadas geogrificas 119° a 128°L
de longitude e 6°a 11°S de latitude, em altitudes que variam de 300 a 3000 m
(Lopez, 1992). A precipitagio média nestas regides varia de 1000 a 1500
mm/ano, com maior concentragdo de chuvas no verido; a estagdio seca varia de
trés a seis meses, com temperatura média das minimas entre 8°C e 12°C
(Pereira, 2001).

No Brasil, o E. urophylla foi introduzido em 1919 por Edmundo Navarro
de Andrade, no municipio de Rio Claro, SP. Até o0 ano de 1996, juntamente com
E. saligna e E. grandis, o E. urophylla era uma das espécies do género mais
plantadas nas regides tipicas de cerrado e com estagdes secas pronunciadas.
Atualmente, no Brasil, existem cerca de 600.000 ha plantados com esta espécie e
com seus hibridos (Pereira, 2001). O E. urophylla é uma espécie de grande
potencialidade para regides de clima quente e de elevados déficits hidricos. A
espécie e seus hibridos s#o bastante utilizados em programas de reflorestamento,
devido ao bom desenvolvimento em regiSes tropicais, 4 boa qualidade de
madeira para carvdo, celulose, serraria e, principalmente, pela sua resisténcia ao
fungo Cryphonectria cubensis, responséavel pelo cancro (Pereira, 2001).

Em programas de melhoramento, essa espécie tem sido muito utilizada
na obtengdo de hibridos, principalmente com E. grandis, pois existe uma
complementago entre essas espécies para vérias caracteristicas florestais de
interesse. A maioria dos pomares destinados 4 produgdo de sementes hibridas



entre essas duas espécies foi instalada pela empresa Aracruz Celulose S.A -
Espirito Santo, desde a década de setenta do século passado (Ikemori &
Campinhos, 1983). Contudo, até o momento, ndio foi relatada na literatura a

existéncia do mecanismo de macho esterilidade em E. urophyila.

2.2 Biologia floral

O bom entendimento da biologia reprodutiva do eucalipto ¢é
extremamente importante e necessério para que o melhorista possa utilizar de
forma eficiente seus mecanismos reprodutivos na obtengdio e produgiio de
sementes. Isso porque o seu adequado conhecimento pode auxiliar na superagéio
de barreiras morfol6gicas e genéticas para a hibridago, ou mesmo para a pureza
genética da espécie (Tuchi, 1994).

O género eucalipto possui flores hermafroditas agrupadas em forma de
inflorescéncia. O niimero de flores simples por inflorescéncia pode variar (1, 3,
7, 9 ou 11) e essa variaglio é responsével pela diferenciagdo taxonémica das
espécies. A inflorescéncia é do tipo umbela, sendo cada uma presa na axila da
folha por um pediinculo (Potts & Gore, 2000).

A biologia floral do eucalipto segue o padrfo da maioria das espécies
pertencentes a familia Myriaceae, na qual o género se encontra. O botiio floral
desenvolve-se inicialmente envolvido por uma bréctea, sendo bastante uniforme
dentro das espécies e variavel entre elas. Pode ser peciolado ou séssil e ¢
envolvido por uma ou duas capas que constituem o opérculo, com fungéio de
protegio das partes femininas e masculinas até a antese (Potts & Gore, 2000).

O estigio de botdio compreende, portanto, a presenga do opérculo. Este,
por sua vez, é originado pela fusio entre pétalas e sépalas, sendo bastante
variavel de acordo com o subgénero (Eldridge et al., 1993). Atualmente, muitos



trabathos de taxonomia tém utilizado esta estrutura no intuito de diferenciar
principalmente os subgéneros Monocalyptus e Symphyomyrtus (Potts & Gore,
2000). Sabe-se que o opérculo pode conter duas paredes, uma mais interna e
outra mais externa. A parte externa pode cair meses antes do florescimento; j4 a
parte interna s6 cai quando iniciada essa fase (Eldridge et al., 1993).

A parte masculina da flor ¢ composta pelos estames. Na maioria das
espécies, cada estame consiste de um filete que suporta uma antera. Espécies
como E. sideroxylon e algumas do género Symphyomyrtus possuem estames
externos estéreis. Geralmente, os estames possuem comprimentos diferentes em
uma flor (Moncur & Boland, 1989). Diferengas no formato da antera, assim
como no local onde o filete se liga, ocorrem com freqiiéncia no eucalipto, sendo
estes elementos também utilizados na diferenciagio entre as espécies (Boland &
Sedgley, 1986).

A parte feminina ¢ composta pelo estilete, estigma e ovério. O estilete
apresenta diferengas em comprimento, espessura e rigidez de acordo com a
espécie. O ovério é multilocular e cada l6culo possui trés tipos de estrutura:
estruturas estéreis chamadas de ovuldides, dvulos vidveis e dvulos ndo vidveis.
Cada ovirio contém aproximadamente 4 ou 5 6vulos potencialmente viaveis,
Esse namero, contudo, varia de acordo com a espécie, por exemplo, E.
camaldulensis (4), E. deglupta (3-5), E. grandis (5), E. urophylla (3-4) (Boland
et al., 1985). Na maioria das angiospermas, o gamet6fito feminino maduro é
constituido de sete células e oito niicleos. Os é6vulos do eucalipto seguem esse
padrio tipico (Potts & Gore, 2000).

Logo ap6s abertura do opérculo, as anteras deiscentes expdem o pdlen,
entiio ja pronto para iniciar a polinizagdo. Os agentes polinizadores do eucalipto
sdo basicamente insetos e, alguns casos, a polinizagiio ¢ realizada por
passaros; a diferenga bésica entre esses agentes polinizadores est4 na maior
eficiéncia dos insetos em percorrer maiores distincias e de se adaptarem a



diferentes condi¢des climéticas (Eldridge et al,, 1993). De modo geral, o
eucalipto possui habito alogamo, apresentando fecundag#do cruzada, com taxa de
autofecundagdio de até 15%. Fendmenos como a macho esterilidade e auto-
incompatibilidade influenciam essa elevada taxa de fecundagio cruzada (Potts &
Gore, 2000).

Os frutos consistem de cipsulas lenhosas e as sementes sdo pequenas.
Sua produgfio varia enormemente por influéncia de fatores ambientais, agentes
polinizadores e insetos predadores (Eldridge et al., 1993).

2.3 Microsporogénese ¢ desenvolvimento do griio de pélen

A grande maioria dos organismos superiores se reproduzem por via
sexuada, que consiste de dois acontecimentos principais, a gametogénese ¢ a
fertilizagdo. A gametogénese é a denominagdio genérica para o processo de
formagdo de gametas, tanto em animais como em vegetais. Em vegetais, a
formag#o dos gametas masculinos ¢ conhecida por microsporogénese, enquanto
que os gametas femininos sfo produzidos pela megasporogénese (Ramalho et
al., 2001).

A microsporogénese é o processo de formagio do micrésporo, que leva a
formagdo das primeiras células do gametéfito masculino. Todo esse processo
ocorre no microsporéngio, dentro das anteras (Schulz-Schaeffer, 1980).

A antera é constituida por duas tecas separadas por uma zona de tecido
estéril, o conectivo. Cada teca, em uma antera jovem, é constituida por dois
microsporingios ou sacos polinicos que contém os microsporécitos ou células
mies dos micrésporos (PMCs) (Foster & Gifford, 1974). A parede da antera ¢
constituida pela epiderme, que pode formar papilas ou pélos. Abaixo dela
encontram-se o endotécio, camada mecinica com fun¢fo na deiscéncia da
antera; os extratos parietais, com células achatadas de curta durag#io ¢ o tapete,



cujas células tém citoplasma abundante apresentando um ou mais nicleos e que
rodeia as PMCs, tendo por fung#o nutrir os micrésporos durante sua formagio e
contribuir na organizagio de sua parede. Na antera madura s6 persistem a
epiderme ¢ o endotécio. Observando-se a tipica antera madura de uma
espermatdfita, pode-se notar a existéncia de quatro microsporéingios, os quais se
desenvolvem em microspordcitos ou células mies do grio de pélen. Essas
células, também chamadas de mei6citos, passam por duas sucessivas divisdes
meidticas, originando, ao final da microsporogénese, quatro células filhas. Cada
célula filha forma quatro micrésporos hapléides, uninucleados, onde cada
micrésporo funcional desenvolve-se em um griio de pélen, que consiste no
Jjovem gametéfito masculino (Schulz-Schaeffer, 1980).

A regulagdio do desenvolvimento do grio de pdlen, bem como do tubo
polinico, tem sido muito estudada. Alguns tépicos podem ser abordados de
acordo com o desenvolvimento dessas estruturas. S#o eles: o papel do
desenvolvimento do tapete, a atividade genética no micrésporo e no grio de
polen antes da antese, a sintese de DNA no micrésporo e tubo polinico, os tipos
de RNA e proteinas sintetizadas no tubo polinico, incluindo a bioquimica dos
m’ncleosb vegetativos e reprodutivos e sua finalidade e, finalmente, as interag3es
entre o pdlen e o pistilo apés a polinizagiio (Mascarenhas, 1975). Para um melhor
entendimento da formago, funcionamento e desenvolvimento do griio de pdlen,
estudos utilizando a microscopia eletrnica foram bastante valiosos.

As células esporogénicas jovens estio rodeadas pelo tapete. As PMCs
s#io produzidas por mitose no tecido esporogénico, até que, apés a meiose,
formem-se micrésporos .Estudos realizados tém demonstrado que, antes da
meiose, as células esporogénicas, dentro das anteras, encontram-se conectadas
por pontes citoplasmaticas, denominadas de plasmodesmatas. Essas pontes
ocorrem entre elas e as células do tapete (Maheshwari, 1950).



Antes das células-mées dos grios de pélen iniciarem a fase do leptéteno,
uma parede de calose ird recobri-las. A calose é um polimero de B-1,3 glucose ¢
¢ depositada entre a parede celular e a parede plasmética da célula-mée do pSlen
(Mascarenhas, 1975).

No inicio do leptéteno, os plasmodesmatas, que conectam as PMCs as
células do tapete, desaparecem. Enquanto isso, a parede de calose continua a se
espessar. Em certas regides da parede celular das células mées dos grios de
polen ndo ocorre a deposigdo da calose €, nestas regides, formam-se conexdes
citoplasmaticas denominadas de citomixia, entre as PMCs vizinhas. Os canais de
citomixia diminuem no final da préfase meiética. Na tel6fase I, poucos canais
ainda estdo presentes e esse numero cai gradativamente até que no inicio da
meiose II, as células-mées tornam-se completamente individualizadas, sendo
cada uma rodeada por uma parede de calose independente. Apés a meiose II, a
parede de calose agrupa os quatro esporos hapléides numa tétrade, sendo cada
micrésporo separado dos outros trés por essa fina camada. O Complexo de Golgi
também estd envolvido no desenvolvimento dessa parede de calose. Todas essas
alteragdes que ocorrem na parede e nas membranas contribuem para que exista
uma intensa comunicagéo das células durante a préfase e depois da meiose, para
que as células permanegam individualizadas (Mascarenhas, 1975).

A parede de calose, que rodeia as tétrades e os micrésporos individuais,
desaparece com o tempo. Ao liberarem-se da tétrade, os micrésporos passam por
um ripido aumento de tamanho, volume e alteragdes em suna forma. Essas
alterag3es ocomrem até que seja atingido o méximo volume do grio de pélen
antes da deiscéncia da antera (Mascarenhas, 1975).

Com a utilizagio da microscopia eletrdnica, é possivel identificar as
camadas que formam a parede do grio de p6len. Ela é composta por diferentes

componentes quimicos e sua formag#o inicia-se logo ap6s o término da meiose.



O grdo de pélen adulto encontra-se rodeado por uma fina camada
contendo microfibrilas de celulose, pectina, hemicelulose e proteinas, a intina. E
a parede interna do grio de pélen, que inicia sua formagdo logo apés a liberagdo
dos esporos da tétrade. Por fora desta hi uma outra camada, a exina, composta
de esporopolenina, uma substincia que confere grande resisténcia ao grio de
pblen (Heslop-Harrison, 1966).

Na superficie do griio de pdlen podem ocorrer 4reas em que a exina
encontra-se adelgagada ou, entfio, ausente, denominadas aberturas ou poros.
Através dessas aberturas, emerge o tubo polinico no momento da germinagio.
Apbs dispersos, os grios de pélen sdo transportados ao estigma por agentes
polinizadores diversos, onde germinam. O tubo polinico atravessa os tecidos do
estilete e, finalmente, penetra nos tecidos do 6vulo, entrando no saco
embrionério (Heslop- Harrison, 1966).

2.4 Mecanismos que impedem a autofecundaciio

Em plantas, de modo geral, existem mecanismos que impedem a
autofecundag@o. Um desses mecanismos é denominado de incompatibilidade e
encontra-se regularmente em vérias espécies.

O termo incompatibilidade refere-se & auséncia de desenvolvimento de
tubos polinicos, impossibilitando assim a autofecundagiio.

Cerca de metade das familias das angiospermas hermafroditas —
aproximadamente 150 familias, representadas por mais de 3.000 espécies,
apresenta esse fendmeno. Entre elas, estdo plantas de valor econ8mico, como a
macieira, o repolho, o centeio, o girassol e o fumo (Ramalho et al., 2001).

Mediante cruzamentos inapropriados, constatou-se que a incapacidade
de crescimento do tubo polinico é explicada, geneticamente, pela presenga de
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uma série alélica. Os alelos dessa série sfio simbolizados pela letra S — do inglés
“self-incompatibility”. Existem dois sistemas de incompatibilidade em
angiospermas hermafroditas: o sistema esporofitico ¢ o sistema gametofitico
(Ramalho et al., 2001).

A conseqiiéncia principal dos sisternas de incompatibilidade € impedir a
autogamia e promover o livre cruzamento, ou alogamia, entre individuos n#o
aparentados. Portanto, nas espécies em que ocorre, as plantas sio altamente
heterozigéticas (Bueno et al., 2001). Além disso, a auto-incompatibilidade tem
sido relatada para muitas espécies como um sistema genético no controle da
dispersf@io de polen dentro das populagdes (Campinhos et al., 1997).

Contudo, ndo se deve confundir esses sistemas com os mecanismos de
esterilidade, pois nestes ndo h4 formagdio de sementes vidveis devido a
alteragdes genéticas e/ou cromossOmicas ou por alguma forma de alteragdo
funcional que afeta a formagfio dos gametas ou o desenvolvimento do embrido.
Na macho esterilidade, os gametas masculinos geralmente s#o invidveis, ao
passo que na auto incompatibilidade eles sdo férteis, havendo apenas uma
barreira genético-fisiologica para que ocorra a fertilizagdio (Bueno et al., 2001).

A esterilidade masculina é o fenémeno pelo qual plantas hermafroditas
ou monodicas apresentam o aparelho reprodutivo feminino normal, mas nfo
produzem pélen vidvel. Ndo podem assim ser autofecundadas e s6 irfo produzir
sementes por pdlen proveniente de outra planta. Esse caréter, denominado
macho esterilidade, é de grande importdncia, pois facilita a produgio de
sementes hibridas F; sem a necessidade de emasculag#io, que encarece o custo de
produgfio (Ramalho et al., 2001).

Hé registros de macho esterilidade em mais de 80 espécies, envolvendo
25 géneros pertencentes a seis familias diferentes. Como jia mencionado, o
conhecimento desse fenémeno possibilitou o emprego comercial da produgéo de
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DNA de aproximadamente 2.350 pares de nucleotideos. O tipo S foi o primeiro
citoplasma a ser identificado nos EUA e o citoplasma do tipo C foi descoberto
no Brasil, numa variedade denominada Charrua. Nesses dois tltimos €asos, a
esterilidade estd4 associada 4 presenga de DNA nuclear junto ao DNA
mitocondrial. Esse DNA adicional é de origem plasmidial e o modo como esse
DNA extra afeta a macho esterilidade ainda nfo foi esclarecido (Ramalho et al.,
2001).

Algumas plantas que possuem o sistema de esterilidade citoplasmatica
apresentam genes nucleares restauradores da fertilidade. Esse sistema, conhecido
como macho esterilidade genético-citoplasmética, € um mecanismo muito
conhecido no milho. Também tem sido relatado em um grande niimero de
espécies, em que o seu controle facilita a produgio de sementes hibridas (Horner
& Palmer, 1995).

A macho esterilidade também pode ser induzida pela interagio de fatores
ambientais com genes nucleares. Esse procedimento tem sido muito utilizado no
desenvolvimento de muitos hibridos em algumas culturas na China. No
processo, a durag#o e concentrag#io de um fator ambiental em particular, em um
determinado estigio de desenvolvimento da planta, pode induzir a macho
esterilidade. Entretanto, nesse caso, o processo é reversivel (Virmani, 2001).

Para o eucalipto, a macho esterilidade constitui~se de um importante
mecanismo na prevengio natural de autopolinizagSes em populagdes florestais.
Embora o eucalipto apresente flores bissexuais e arvores s6 com flores
hermafroditas, h4 um nimero crescente de relatos sobre arvores que apresentam
anteras estéreis e todas as flores funcionalmente femininas (Ellis & Sedgley,
1993). Essas arvores tornam-se, entdo, obrigatoriamente de fecundagfio cruzada.
A formagfio de anteras estéreis em algumas espécies de eucalipto, segundo
(Carr, 1962), seria devido ao fechamento das anteras pelos estames ou pelo
desenvolvimento incompleto das anteras (Ellis & Sedgley, 1992). Esses niveis
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significantes de macho esterilidade individuais sdo relatados em E. pulverulenta
(Peters et al., 1990) e em E. leucoxylon (Ellis et al., 1991). Pryor (1971) também
relatou a ocorréncia de pélen estéril em algumas 4rvores de E. grandis e Davis
(1969) identificou alta propor¢éio de flores macho estéreis em algumas érvores
de E. stellulata.

2.5 Métodos de identificacio da esterilidade masculina
2.5.1 Estudos citolégicos e anatémicos

Os mecanismos responsdveis pela macho esterilidade sdo bastante
variados. Virios relatos na literatura apresentam anomalias que poderfio ser
associadas a essa caracteristica (Edwardson, 1970; Laser, 1972; Harvey et al,,
1972). Contudo, avaliages feitas pela microscopia tém sido geralmente usadas
para determinar diferengas entre individuos normais (férteis) e anormais
(estéreis).

Muitos autores apresentam explicagdes para a macho-esterilidade em
vérias espécies sugerindo que mais de um mecanismo esteja envolvido no aborto
de pdlen (Homer & Rogers, 1974).

Laser & Lestern (1972) realizaram estudos anatdmicos e citolégicos
comparativos para diferenciar linhagens macho estéreis em angiospermas. Eles
utilizaram diferentes técnicas para a investigag#io e sugeriram que 0 mecanismo
¢ bastante complexo. Dai serem necessérias vérias técnicas diferentes para que
se chegue a um resultado comum.

Segundo Chauhan & Singh (1966), em um grande niimero de plantas
cultivadas, o aborto do grfo de pélen estd ligado ao comportamento anormal das
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células do tapete. O comportamento e desenvolvimento desse tecido tém se
mostrado variéveis.

No caso do trigo, por exemplo, o aborto do pélen pode estar relacionado
com os seguintes fendmenos: (1) o tapete é desorganizado nos estigios pré-
meidticos; (2) a degeneragio do tapete é retardada e os griios de pélen sdo
destituidos de poro germinativo, citoplasma e micleo; (3) um tapete
periplasmodium ¢ formado quando as células-mdes dos micrésporos entram em
meiose, comunicam-se ¢ degeneram. Esses fendmenos estdo representados em
espiguetas e em seqiléncias definidas, contudo, apenas um tipo ocorre em cada
flor. O tipo (1) ocorre na flor central, enquanto que os tipos (2) e (3) sdo
encontrados nas flores laterais. (Chauhan & Singh, 1966).

Homer & Rogers (1974) também realizaram um estudo sobre macho
esterilidade citoplasmética em Capsicum Annuum e puderam observar e
comparar por meio da microscopia de luz e eletrdnica linhagens normais e
estéreis dessa espécie. Em seus estudos identificaram quando o aborto do pélen
ocorria precisamente ¢ quais eventos celulares apresentavam diferencgas entre
esses materiais. Os autores puderam concluir que 0 mecanismo era devido a uma
série de eventos, entre eles o mal funcionamento das células do tapete, o que foi
indicado pela intensa vacuolagio, tornando o citoplasma denso e
impossibilitando a deposi¢io da exina, necessiria para o desenvolvimento
adequado dos micrésporos. Esse mecanismo talvez seja o mais expressivo para a
ocorréncia da esterilidade. Além disso, os mei6citos também apresentaram
anormalidades no inicio da microsporogénese, que se expressaram 2o final da
meiose.

Outra identificagio da macho esterilidade por meio do estudo
comparativo da microsporogénese utilizando a microscopia foi realizada com
girassol por (Homer, 1977). Neste estudo, verificou-se que a esterilidade era
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devido & desintegragio e degeneragio do tapete e dos micrésporos, logo ap6s a
segunda divisdo da meiose.

Estudos anatomo-citolégicos realizados por Horner & Palmer, (1995)
permitiram dividir, didaticamente, o desenvolvimento das células masculinas em
dez estagios: (1) pré-meiose (massa de esporiingios), (2) meiécitos, (3) diades,
(4) tétrades, (5) micrdsporo jovem, (6) micrésporo intermediério, (7) micrésporo
maduro, (8) grio de pdlen jovem, (9) grio de pdlen intermediério, (10) gréo de
pélen maduro. Esse desenvolvimento normal das células masculinas pode ser
interrompido por uma série de fatores que levam 4 macho esterilidade. No
sistema de esterilidade genética, a expressdo de genes nucleares que levam a
esterilidade pode afetar tecidos esporofiticos e gametofiticos do estigio 1 ao 10
(Kaul, 1988; Palmer et al., 1992).

J4 no sistema genético-citoplasmatico, muitos estudos sugerem que o
tapete é o tecido primério onde ocorrem as anormalidades, levando ao aborto das
células masculinas (Laser & Lestern, 1972; Kaul, 1988; Palmer et al., 1992).
Além disso, hd demonstragdes de que o mal funcionamento do tapete deve
ocorrer durante a microesporogénese, sendo mais comum nas fases de tétrade e
em estdgios iniciais do desenvolvimento dos micrésporos nos estigios 4 e 5
(Kaul, 1988).

Para o eucalipto, o estudo mais detalhado sobre 0 mecanismo da macho-
esterilidade foi realizado por Ellis & Sedgley, (1993) uma avaliagio da
espécie E. leucoxylon. Nas anteras estéreis, as células-me dos microsporos
realizaram meiose e formaram-se tétrades. Seis semanas antes da antese,
existiam poucas diferengas em relagiio as anteras férteis. No periodo da antese,
os 16culos da antera e os gridos de pélen estavam alterados e rodeados por células
remanescentes da degeneragiio incompleta do tapete. Com isso, os griios de
pblen nfio apresentam o correto desenvolvimento da intina, prejudicando sua

formag#o.
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2.5.2 Marcadores moleculares RAPD

Um marcador pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
decorrente de um gene expresso. E o que ocomre no caso das proteinas e
caracteres morfolégicos, ou de um segmento especifico de DNA, que pode ou
ndo corresponder a regides expressas do genoma, cuja seqiiéncia e fungdio
podem ou no ser conhecidas e que possui comportamento de acordo com as leis
bésicas da heranga (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O termo marcador indica que sua fungfio ¢ de identificagfio e, no caso de
marcadores moleculares, uma de suas fungdes é marcar alelos cuja expressio
seja de dificil avaliagdo, a fim de poder selecionar esse alelo indiretamente.
Além disso, os marcadores também podem ser utilizados para amostrar o
genoma de uma espécie qualquer e, a partir dai, determinar a diversidade
genética de um grupo de individuos, bem como o grau de parentesco relativo
entre eles. Um ponto essencial é que o marcador seja herddvel (Ramalho et al.,
2001). Ha quatro classes de marcadores que podem ser utilizados em vegetais:
marcadores morfolégicos, citolégicos, bioquimicos e moleculares (Castanheira,
2001).

Os marcadores de DNA tém sido amplamente explorados por
apresentarem vérias caracteristicas desejaveis como heranga mendeliana simples
¢ auséncia de efeitos epistiticos, além de poderem ser utilizados em qualquer
fase de desenvolvimento da planta. Isso abre a possibilidade de acelerar o
processo de recombinagdio e seleglio dos individuos desejados, o que,
consegiientemente, reduz o tempo necessério para se completar uma geragiio de
melhoramento, aumentando a eficiéncia do programa. Além disso, podem ser
obtidos em grande niimero e, pelo fato de utilizarem o préprio DNA (genétipo) e
néio seus produtos (fendtipo), apresentam resultados experimentais mais
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consistentes e altamente eficientes para identificar variabilidade do DNA em
plantas (Grattapaglia et al., 1995).

A descoberta dessa nova classe de marcadores gerou uma revolugiio na
genética e nos programas de melhoramento. Muitas técnicas de biologia
molecular sdo utilizadas hoje para se detectar polimorfismos genéticos em DNA.
Essas técnicas forneceram um ilimitado nimero de marcadores moleculares com
heranga mendeliana, gerando um numero considerdvel de informagSes
(Brondani & Grattapaglia, 1997).

A tecnologia dos marcadores moleculares na 4rea florestal teve inicio na
década de 1990. Esse rdpido avango foi encorajado pela tecnologia dos
marcadores baseados em PCR (Polimerase Chain Reaction). Desde entdo, os
marcadores de DNA tém prometido uma préspera unifo com o melhoramento
florestal, sobretudo com relag&o ao eucalipto (Gaiotto et al., 1997).

O melhoramento utilizando técnicas moleculares oferece um grande
potencial para incrementar a area florestal, uma vez que pode melhorar a
identificagio, combinagdio e predigdo de materiais que apresentem boa
complementagdo e sejam superiores geneticamente (Dale & Chaparro, 1997).

A tecnologia da PCR gerou algumas variag3es, entre elas 0 RAPD, os
marcadores SSR ~ microssatélites e o AFLP.

A metodologia do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990) abriu uma perspectiva inteiramente nova para andlise
gendmica de individuos e populagSes (Xavier, 2001). Além disso, viabilizou o
estudo genético por meio de marcadores moleculares devido ao seu baixo custo
e simplicidade, possibilitando sua fécil utilizago na maioria dos programas de
melhoramento, sendo, portanto, uma ferramenta util, acessivel e de fécil
aplicabilidade (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Algumas limitagSes sdo
encontradas no método e uma delas ¢ a baixa informag3o contida por loco. Isso é
devido ao fato deste ser um marcador dominante e, assim, apenas detectar um

19

21



de que o polimorfismo entre as linhagens e os marcadores também o seja para o
gene de interesse.

Apbs a identificagdo de um marcador RAPD, é possivel realizar a
conversdo desse marcador obtido por meio de primers arbitrérios em marcadores
de seqiléncia especifica (Kasai, 2000). Essa conversdo tomou-se, assim, uma
estratégia muito interessante na geragdo de informagdes. Esta classe de
marcadores foi batizada de SCAR “Sequence Characterized Amplified Regions”
(Paran & Michelmore, 1993), ou seja, regides amplificadas caracterizadas por
seqiiéncia. SCAR sdo fragmentos de DNA genémico localizados em um loco
geneticamente definido que sfo identificados por amplificagio via PCR,
utilizando um par de oligonucleotideos especificos como “primers”. Os
marcadores SCAR podem ser utilizados tanto como pontos fisicos de referéncia
no genoma como marcadores genéticos (Paran & Michelmore, 1993), citados

por (Ferreira & Grattapaglia, 1998).



3 MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos colimados nesse trabalho, foram
utilizadas algumas estratégias experimentais.

3.1 Material genético

Avaliou-se um clone da espécie E. urophylla, cujas informagdes
indicavam tratar-se de um material macho estéril. Esse clone foi utilizado
também como fémea em um top cross. Pélen dos descendentes (geragdio F)
também foram avaliados. Além desses, foram também utilizadas diferentes
drvores comprovadamente macho férteis. Este material foi gentilmente cedido
pela empresa Aracruz Celulose S.A.,, sediada no municipio de Aracruz no
Espirito Santo.

3.2 Metodologia
3.2.1 Determinacfo da viabilidade ¢ tamanho dos griios de pblen

Para verificar a viabilidade e estimar o tamanho dos grios de pélen,
foram realizadas anilises citolégicas no Laboratério de Citogenética Vegetal da
UFLA. Utilizaram-se de amostras de pdlen oriundas de érvores do clone
supostamente macho estéril e de 18 descendentes do top cross. Adicionalmente,
como testemunha, utilizaram-se amostras de pdlen de um clone
comprovadamente macho fértil.

Os grios de pdlen foram amostrados em flores completamente abertas.
Em seguida, eles foram colocados em dessecador com silica gel por 24 horas e,
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posteriormente, colocados em ampolas de vidro hermeticamente fechadas, de
maneira que a umidade fosse a menor possivel. Essas ampolas foram enviadas a
UFLA para a realizagfio das andlises.

No laboratério, inicialmente foram confeccionadas léminas contendo
“p6len” da suposta planta macho estéril com o corante carmin propidnico a
0,5%, de acordo com a metodologia proposta por Davide et al. (1996).
Posteriormente, utilizando a mesma metodologia foram avaliadas as amostras
dos descendentes do top cross. Nesse caso, as andlises foram efetuadas por
etapas. Isto &, dois tratamentos de cada vez, junto com a testemunha fértil. Desse
modo, foram efetuadas nove etapas. Em todas as avaliagdes, o delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo empregadas cinco repetigdes,
onde cada repeti¢do constitui-se de uma limina. Foram avaliados 100 griios de
poélen por ldmina. Realizaram-se, utilizando o microscépio Amplival com a
ocular milimetrada (OSM), medi¢des do didmetro do pélen, sendo obtidas duas
leituras por campo, em cinco campos diferentes por limina, num total de 100
medigSes por amostra. A viabilidade do pblen foi estimada pela porcentagem de
gréio de pélen corado.

A viabilidade do pdlen foi também avaliada por meio da germinagdio in
vitro, utilizando o mesmo delineamento citado anteriormente. Para isso, foi
preparado meio de cultura contendo 30% de sacarose € 0,8% de igar (Sousa,
1988). Os elementos constituintes do meio foram diluidos em 4gua destilada e
dissolvidos em fomo de microondas até a dissolugio completa do 4gar. O meio,
ainda quente, foi colocado em liminas de vidro adaptadas com anéis plasticos
que substituiram o uso de liminas escavadas. Os grios de pdlen foram
espalhados sobre o meio, ligeiramente morno, com o auxilio de um pincel. As
laminas foram colocadas em placas de Petri, com papel de filtro umedecido e
incubadas em estufa com temperatura de 27°C, durante 24 horas. Novamente, as
avaliagdes foram realizadas em etapas, com duas amostras do top cross e a



testemunha por vez. Também foram avaliadas cinco ldminas por amostra, sendo
avaliados 100 grios de pélen por ldmina. A viabilidade foi dada em funglo da
porcentagem de germinagfio, sendo considerados como germinados aqueles
polens que emitiram o tubo polinico, conforme sugerido por Cook & Stanley
(1960), enfatizado por Sousa (1988), citados por Pereira (2001).

Os dados médios da dimenso do pélen e das porcentagens de pélens
corados e germinados foram submetidos & anélise de covarifincia, utilizando
como covaridvel a testemunha fértil (Ramalho et al, 2000). Foi utilizado o
software SAS para a realizacio das andlises. As médias foram comparadas pelo
teste de scott ¢ knott.

3.2.2 Aspectos do desenvolvimento dos estames ao microscoépio eletronico
de varredura

Essa etapa foi conduzida no Laboratério de Microscopia da Aracruz
Celulose S.A.. Foram utilizadas amostras do clone supostamente macho estéril e
também da testemunha fértil. Cada tratamento foi avaliado em trés estadios de
desenvolvimento diferentes, com trés repetigdes.

Aspectos do desenvolvimento dos estames foram observados por meio
de microscopia eletrénica de varredura (SEM).

Os diferentes estddios de desenvolvimento foram definidos de acordo
com o tamanho dos botdes. O primeiro (I) compreendia bot3es com
aproximadamente 4,8mm de didmetro; no segundo (II), os botdes tinham
tamanho intermedidrio entre 5,0 a 5,5mm de didmetro e, finalmente, o terceiro
(III), incluia os botdes maiores com 6,5mm de difimetro.

A fixagdo foi realizada com glutaraldeido 2% tampdio cacodilato
0,1M, de acordo com Rodriguez (2001). Os cortes longitudinais com diémetro
de 12mm foram submetidos a baixo vcuo (a -4°C) durante a primeira hora,
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sendo depois colocados na geladeira durante toda a noite. Em seguida, foram
realizadas trés lavagens sucessivas dos cortes em tampfio cacodilato 0,1M,
durante 20 a 30 minutos cada. A desidratagfo foi feita utilizando-se uma série
crescente de etanol (35%, 50%, 60%, 75%, 85%, 95%, 100%), durante 20 a 30
minutos cada. Apds estarem secos até o ponto critico com CO,, os cortes foram
cobertos com ouro no metalizador e armazenados no dessecador.

Os cortes foram avaliados no microscépio eletrénico de varredura
(SEM) da JEOL-modelo JSM-T330A, seguindo a metodologia proposta por
Rodriguez (2001). As imagens foram digitalizadas ¢ os aumentos empregados
foram: 15, 75, 160, 200, 1000, 2000X.

3.2.3 Identificaciio de marcas moleculares associadas ao fenétipo macho
estéril.

As avaliagdes foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no
Laboratdrio de Biologia Molecular do Niicleo de Biologia Aplicada pertencente
ao CNPMS -Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais.

O material genético utilizado nas avaliagdes consistiu de folhas jovens
retiradas de nove diferentes clones da espécie E. urophylla. Desses nove clones,
um apresentava distirbios na microsporogénese, sendo considerado estéril,
sendo que os demais ndo apresentaram problemas com relag#io a fertilidade.

Para extragdio do DNA, foram utilizadas em tomo de 2,0 gramas de
folhas novas. O processo de extragio das amostras foi realizado segundo a
metodologia de Doylle-Doylle (1987) e, logo apés a quantificagiio, foram
realizadas reagbes do tipo RAPD (Random Amplified Polymorfhic DNA), de
acordo com Santos et al. (1994).
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Para a identificagdo de polimorfismo relacionado & fertilidade/
esterilidade, foram testados em torno de 700 primers comerciais de 10 bases da
Operon Technology ®.

Primeiramente, foi realizada uma pré-selegfio de primers, utilizando duas
amostras de DNA: uma do clone macho-estéril ¢ a outra contendo uma mistura
de DNA das oito arvores consideradas férteis da mesma espécie.

Quatro primers polimérficos para a caracteristica de interesse foram
identificados: OP AC-2, OP AG-7, OP T-17, OP Q-20 e empregados para a
confirmagdo das marcas obtidas. Para isso, foram utilizados 40 individuos
oriundos do top cross citado anteriormente.

Apés essas avaliag3es, foi realizado um SCAR (Paran & Michelmore,
1993) com esses primers, visando & obteng#io de um possivel marcador para a
identificagfio do fenétipo macho estéril em eucalipto.

O desenvolvimento dessa metodologia foi realizedo no Nucleo de
Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA (CNPMS), em Sete Lagoas, Minas
Gerais.

Para obten¢fio do DNA das bandas utilizou-se o kit de purificagio QIA
quick da Quiagen Inc.®, por meio do qual foi possivel purificar as bandas
polimérficas a partir do gel de agarose.

Para a clonagem dos insertos foi utilizado o kit de clonagem TA
Cloning Kit da Invitrogen ®, sendo empregado o vetor o pCR 2.1 com 3.9 kb.

Apenas em um dos quatro primers a clonagem e o seqilenciamento
foram bem sucedidos. Todo o processo de seqiienciamento foi realizado nos
aparelhos ABI Prism 377 DNA sequencer ¢ ABI Prism 3100 genetic analyser
da Perkin Elmer® ¢ da HITACHI, respectivamente. Além da sintese dos primers
especificos, os dados foram comparados no banco de genes mundial.
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade e tamanho dos grios de pélen

Como ja4 mencionado, a viabilidade do pélen foi avaliada por duas
metodologias, sendo a primeira por meio da coloragfo. Inicialmente & preciso
enfatizar que, durante esta avaliagio, nas ldminas com amostras do clone
supostamente macho estéril ndo foi possivel individualizar qualquer grio de
polen, confirmando, como se imaginava, que a referida planta ¢ realmente
macho estéril (Figura 1). Esse fato indica que o fenémeno envolvido na auséncia
de fertilidade atuou antes da liberagdo dos grios de p6len pelas anteras.

O segundo aspecto era verificar se os descendentes do top cross que
tiveram como mie o clone supostamente estéril estavam segregando para a
viabilidade do pélen ou nio. A anilise de varifincia da porcentagem de pélens
vidveis estd mostrada na Tabela 1. Ressalta-se, inicialmente, que ni#o se
constatou efeito significativo da covaridvel, indicando que o comportamento da
testemunha foi o mesmo com o decorrer das avaliagdes. Sendo assim, o
armazenamento ndo afetou a porcentagem de poélens corados e, em futuras
avaliag3es, o emprego da testemunha a cada avaliag#o sera desnecessério.

Veja, contudo, que ocorreu diferenca significativa (P < 0,01) entre os
“top crosses™. Isso demonstra que eles apresentaram diferen¢a na porcentagem
de pélen corado. Constatou-se, entretanto, que mesmo o descendente 17 que
apresentou a menor porcentagem de pélen corado (52,5%) (Tabela 2) ainda
mostrou um valor expressivo, evidenciando que toda a geragiio F, do top cross
pode ser considerada macho fértil,
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Figura 1. A - Grdos de pélen do clone fértil. B - Restos de tecido do clone

supostamente macho estéril. Note a auséncia do pélen.
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Considerando o tamanho do pélen, também foi constatada diferenca significativa
(P < 0,01), porém a amplitude de variagdo foi menor que no caso anterior,
variando de 21,5um para o top cross 17 e 28,4um para o 8.

Quando se avaliou a viabilidade do pélen por meio de germinagdo in
vitro, os resultados foram semelhantes aos jé mencionados com a coloragio.
Novamente ndo se constatou efeito da covaridvel e ocorreu diferenga
significativa (P < 0,01)

porcentagem média de germinacdio (Tabela 2), verifica-se que os valores ndo sdo

entre os clones. Contudo, quando se observa a

coincidentes. Estimou-se, por exemplo, a correlagio (r) entre o desempenho
médio da coloragdo e da germinagdo e a estimativa de r foi muito pequena (r = -
0,20). Evidencia-se, assim, que as duas metodologias ndo podem ser utilizadas
com a mesma finalidade. A porcentagem de germinagio variou de 0,38% para o
top cross 10 a 65,7% para o top cross 4 (Tabela 2).

Foi possivel notar também variagdo na precisdo experimental, avaliada
pelo coeficiente de variagdo entre os caracteres. Ele foi maior no caso da
germinagao.

TABELA 1 Resumo das andlises de variincia para os caracteres viabilidade por

coloragdo, didmetro e germinagdo do pdlen (Dados transformados
arcsen Vx rad)

Coloragio Diégmetro Germinagio
FV GL QM | QM P QM P
Entre 17 0,1699 0,00 18,5132 0,00 0,3149 0,00
Dentro 71 0,0066 3,2468 0,0114
Covar. 1 0,0034 0,48 3,8013 0,28 0,0095 0,36
Média 1,28 24,19 0,46
CV (%) 6,32 7,45 23,19




TABELA 2 Médias dos caracteres viabilidade por coloragio, didmetro e
germinagdo do p6len (dados néo transformados).

Amostras Coloragéo(%) Diimetro Germinagiio(%)
Top cross 1 63,71b 2340a 12,25b
Top cross 2 86,71d 24,14 a 51,85d
Top cross 3 75,15¢ 26,36 b 42,724
Top cross 4 9695 ¢ 2478 a 65,72¢
Top cross § 93,53 ¢ 27,37b 34,69c¢
Top cross 6 96,53 ¢ 2592b 3,09 a
Top cross 7 98,12 ¢ 23.83a 11,53b
Top cross 8 9392¢ 28450 833 b
Top cross 9 95,74 e 24,08 a 0,41 a
Top cross 10 9574 ¢ 23442 0,38 a
Top cross 11 8545e 2234 a 2931 ¢
Top cross 12 9705¢ 23,25a 50,51d
Top cross 13 96,34 ¢ 2475a 7,67 b
Top cross 14 9494 ¢ 23,58a 12,67b
Top cross 15 93,63 ¢ 23,06a 33,25¢
Top cross 16 9843 ¢ 23,38 a 645 b
Top cross 17 52,47 a 21,47a 2433¢
Top cross 18 94,27 ¢ 21,68a 18,33 b

* Médias numa mesma coluna seguidas da mesma letra nfio diferem
estatisticamente pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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4.2 Aspectos do desenvolvimento dos estames ao microscépio eletrdnico de
varredura

Por comparagio entre as segdes longitudinais dos botSes florais de
amostras do clone fértil e do clone supostamente estéril, observou-se, no estidio
I, que o aspecto geral do botdo floral mostrou-se semelhante nos clones macho
fértil e macho estéril, de acordo com as descrigSes feitas para algumas espécies
do género (Hodgson, 1976; Eldridge ef al., 1993). Nas Figuras 2a e 2d verifica-
se o opérculo protegendo o gineceu e os estames. Os estames estiio flexionados,
com as anteras organizadas na base do opérculo. Em aumentos maiores (Figuras
2b e 2¢), os filetes e as anteras apresentam aparéncia normal, podendo-se notar a
presenca de pélen nos dois clones.

No estédio II, as mesmas estruturas s#io observadas e, aparentemente, 0
desenvolvimento das anteras prossegue normalmente nos clones macho fértil e
macho estéril (Figuras 3a e 3d). No entanto, quando s#io observadas seg¢3es das
anteras, verifica-se que existem diferencas entre os dois clones (Figuras 3b e 3e).
No clone macho fértil, os grios de pblen estio bem formados e igualmente
distribuidos no interior da teca (Figura 3c), enquanto que no macho estéril
notam-se massas de pélen em processo de degeneragdo (Figura 3f),
respectivamente.

Novamente, no terceiro estigio, o aspecto geral do botio floral é normal
e semelhante nos dois clones (Figuras 4a e 4d). No entanto, neste estdgio mais
avangado do desenvolvimento da antera fica evidente que os griios de pélen do
clone macho estéril ja estdo completamente degenerados, quando comparados
com o macho fértil (Figuras 4c e 4f).
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FIGURA 2. Botdes florais, anteras e grios de pélen dos clones macho fértil (A a C) ¢ macho estéril (D a F) no estddio |
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FIGURA 4. Botdes florais, anteras e grios de polen dos clones macho fértil (A a C) e macho estéril (D a F) no estddio
111. Note em F a auséncia de grios de polen e a invasio do tecido do tapete.




4.3 Identificacao de marcas moleculares associadas ao fenétipo macho

estéril

Como nio foi possivel utilizar o método do bulk segregante, procurou-
se um método para identificar marcas que estivessem presentes nos clones
macho férteis e ausentes no clone estéril. Considerando o nimero de clones
férteis utilizados, a probabilidade de que esse fato ocorresse para um outro
cardter que niao a macho esterilidade seria muito remota. Constatou-se que, dos
setecentos primers utilizados, apenas quatro forneceram a diferenca almejada

(Figura 21), sendo eles: OP AC-2, OP AG-7, OP Q-20, OP T-17.

FIGURA 21. Identificagdo de primers relacionados com macho fertilidade. O primer
OP Q-20 (colunas 2 a 10) amplifica uma banda (seta) apresentando o polimorfismo
almejado (coluna 2 = clone  estéril-auséncia). (colunas 3 a 10 = clones macho férieis-
presenca)
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Para confirmar se as marcas mencionadas anteriormente estavam ou
nio associadas ao fendtipo da macho esterilidade, 40 descendentes do top cross,
em que o clone macho estéril foi utilizado como fémea, foram também avaliados
individualmente (Figura 22). Ressalte-se que apenas o clone macho estéril e em
trés das quarenta plantas a marca ndo se manifestou. Infelizmente, ndo foi

possivel inferir se as trés plantas do top cross sem as marcas eram ou ndo macho

estéreis, pois nio havia disponibilidade de botdes para serem avaliados.

FIGURA 22, Confirmagio da marca para 20 individuos da geraciio F, , para o primer OP
Q-20 (colunas de 2 a 21) amplifica uma banda (seta) apresentando  polimorfismo
semelhante ao esperado, ausente no estéril (coluna 2) e nos clones das colunas 7, 9 ¢ 16
e presente nos demais.
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Pelo fato dos marcadores do tipo RAPD serem obtidos por primers
arbitrdrios e apresentarem baixa reprodutibilidade, a conversio do RAPD em um
marcador estdvel seria extremamente interessante. Sendo assim, a utilizagfio da
metodologia SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) (Paran &
Michelmore, 1993) para conversio das possiveis marcas encontradas para
fertilidade em eucalipto poderia gerar a construgfio de um primer especifico para
esta caracteristica. Isto porque esta metodologia estende o niimero de bases do
primer arbitrdrio do RAPD pela clonagem e seqiienciamento das extremidades
dos produtos de RAPD (Wang et al., 2000).

Ap6s o processo de clonagem e seqiienciamento de produtos dos quatro
primers que geraram polimorfismo para a caracteristica, apenas em um deles o
processo foi realizado com sucesso. Dessa forma, foi obtida uma segiiéncia em
torno de 600 pares de base, que apresentou uma homologia em 80 pares de base
com um gene responsdvel pelo controle da producio de pélen em Brassica sp no
banco de dados mundial (Gene Bank).

A partir dessa seqiiéncia de 600 pares de base foi possivel estender o
primer arbitrdrio do RAPD e confeccionar um primer especifico para PCR. No
entanto, € preciso lembrar que este primer deverd ser testado em geragdes
segregantes posteriormente, para que se verifique sua validade, bem como para
que se obtenham informagbes mais precisas. Os resultados das seqiiéncias
obtidas ndo serdo mencionados nesta dissertagio, pois 0s mesmos pertencem 2

empresa Aracruz Celulose S.A.
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5 DISCUSSAO

A macho esterilidade ¢ um mecanismo natural que evita a ocorréncia de
autofecundagdes. Seu conhecimento e identificagfo s#o muito importantes, uma
vez que auxiliam na produgiio de sementes hibridas. Em eucalipto, a ocorréncia
desse mecanismo € pouco comum, existindo apenas poucos relatos (Ellis &
Sedgley, 1993).

Nos pomares comerciais da empresa Aracruz Celulose S.A, foi
identificado um clone da espécie E. urophylla, com problemas com relagiio &
produgfio de pélen. A comprovagiio de que tratava-se de material macho estéril
veio a partir de testes de coloragio em microscopia de luz e pela avaliagio de
se¢Oes longitudinais dos botdes florais por meio da microscopia eletrénica de
varredura.

A microscopia de luz mostrou que, no final da microsporogénese, as
anteras maduras do clone supostamente macho estéril apresentavam somente
residuos teciduais e auséncia de qualquer estrutura semelhante a pélen. Pela
microscopia eletrOnica de varredura, pode-se constatar que os gréos de pélen sdio
formados, embora fiquem envolvidos por fragmentos de células e tecidos e, &
medida que a antera torna-se mais desenvolvida, estes degeneram-se. Todo esse
processo ocorre sem que alteragfes na estrutura externa do opérculo, pistilo e
estames possam ser observadas neste tipo de microscopia e de aumento.

Todas as observagdes realizadas possibilitam inferir que, provavelmente,
a anormalidade dos griios de p6len ocorra por algum mecanismo que atue apds
a meiose. Isso ocorre, sobretudo, porque, em estddios iniciais do
desenvolvimento das anteras, tudo indica que o pélen tem desenvolvimento
normal, uma vez que o bot#io floral forma-se e a meiose produz micrésporos e,
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Entretanto, no caso do eucalipto nfio foi encontrada nenhuma mengdo a esse
respeito na literatura. A comprovagfio s6 serd possivel com o estudo de geragdes
segregantes. Mesmo assim, pelo fato de nfo se fer certeza que o genitor
masculino seja homozigoto, ainda podera permanecer alguma davida.

Um outro aspecto observado foi a ampla variagdo na porcentagem de
germinagdo entre as plantas consideradas macho férteis. Certamente esse cardter
esta sob o controle genético. Sfo comuns relatos na literatura de que grande
parte dos genes da planta pode manifestar nos gréios de pélen, afetando alguns
caracteres como, por exemplo, o vigor (Sari-Gorla et al, 1986). Muito
provavelmente, esse controle da porcentagem de germinagdio seja poligénico.
Entretanto, considerando-se a quantidade de polen que uma planta pode
produzir, o efeito dessa variagfio tem restritas implicagdes nos programas de
melhoramento.

Para a identificagio de uma marca molecular associada a um
determinado caréter de importincia para o melhorista, o melhor é a utilizac#io do
método do bulk segregante. Ele exige que a populagdo esteja desequilibrio
de ligagdo, como por exemplo uma geragio F, e/ou o0s retrocruzamentos. Nesse
caso, 0 DNA de plantas com fenétipos contrastantes sio separados e 0 DNA
coletado dentro de cada grupo é misturado. Espera-se, com isso, que ocorra uma
boa amostragem genética e s6 haja polimorfismo para o cariter em questiio
(Michelmore et al., 1991). Essa metodologia tem sido amplamente utilizada, No
caso do eucalipto, os maiores problemas sdo o tempo que demanda na obtencéio
da geragfio F, eofatodequeocaréterseexpmsepm’aquesefag:aaselegio
fenotipica e, assim, estabelegam-se os dois bulks. Por essa razfio, optou-se por
uma estratégia que, embora nfio seja freqiiente na literatura, pode dar alguma
indica¢8o de possiveis marcas associadas a este fenétipo.

Foram testados 700 primers e observou-se um amplo polimorfismo entre
os clones. No entanto, em apenas quatro casos (primers), constatou-se
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polimorfismo entre a planta macho estéril e os clones macho férteis, os quais néo
diferiram entre si para as referidas marcas. Como a probabilidade desse fato
ocorrer ¢ muito pequena, optou-se por verificar se este mesmo fato seria
confirmado com os descendentes do top cross, cuja mde é macho estéril. Dos
quarenta descendentes testados, em 37 deles os quatro primers formeceram
bandas que estiveram presentes nos férteis e ausentes no macho estéril.
Infelizmente, nfo foi possivel verificar, pela andlise de viabilidade de polen, se
estes clones apresentavam produgéo de pélen normal ou ndo, uma vez que seus
botdes ndo estavam disponiveis. Novamente, ¢ preciso salientar que a
probabilidade que esse fato ocorra sem estar associado ao fenétipo de fertilidade
do p6len é muito pequena.

Considerando que a identificagdo de uma marca associada ao carater ird
trazer inameros beneficios para o programa, procurou-se obter um primer mais
especifico para essa caracteristica, por meio da metodologia SCAR (Paran &
Michelmore, 1993). Ressalte-se que esse procedimento ja vem sendo utilizado
em outras espécies com sucesso na identificagdo de macho esterilidade.

Em arroz, Wang et al. (1995) e Lang et al., (1997, 1999), citados por
Virmani (2001), identificaram bandas ligadas a esterilidade por meio de RAPD.
Os resultados permitiram o mapeamento dos genes, bem como sua localizagdo
nos cromossomos, o que gerou informagdes sobre o controle ¢ heranga desse
mecanismo.

Para o eucalipto ainda ndo se tém relatos registrados a esse respeito.
Dessa forma, deverdo ser realizadas varias avaliagGes para que se tenha o
conhecimento necessario para a melhor utilizagfio e, sobretudo, aplicagdo deste
mecanismo. Primeiramente deve-se comentar sobre os descendentes do top
cross. Como citado anteriormente, ndo basta a planta ser macho estéril, ¢
importante que ela tenha uma boa capacidade de combinagdo para que se tire o

melhor proveito possivel na produgdo de sementes hibridas. Outro fato € que a
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confirmagdo do controle do mecanismo s6 serd possivel quando a geragio F, do
top cross estiver disponivel. Com relagdo aos marcadores moleculares, com a
geragdo F, serd possivel obter os bulks segregantes e utilizar o referido primer
para a confirmagdo da sua associagiio com a expressdo do cariter macho
esterilidade. Além do mais, dependendo da distincia da marca ao gene, serd
possivel identificar o gene responsével por esta caracteristica, podendo obter
inferéncias mais fidedignas sobre o controle genético do cariter e até mesmo
manipul4-lo no processo de transformagéio de plantas



6 CONCLUSOES

O clone da espécie E. urophylla é macho estéril, provavelmente devido a
anormalidades que ocorrem ap6s a meiose.

O controle genético da macho esterilidade do referido clone, até onde foi
possivel estudar, é devido a genes nucleares, sendo recessivo o alelo que confere
a esterilidade.

Foram identificados quatro primers que geraram marcas moleculares. Ao
que tudo indica, é possivel identificar marcas moleculares associadas ao fenétipo
macho fertilidade que, por sua vez, permite a identificagio de plantas macho
estéreis mais ficil e rapidamente.
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