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FREQUENCIA DE SNPs E EXTENSAO DO DESEQUILIBRIO
DE LIGAC}AO AO LONGO DOS GENES CCR e CAD EME.
grandis, E. globulus e E. urophylla

Resumo

género Eucalyptus sao de extrema importancia para a industria
mundial tanto para a producéo de papel e celulose, bem como
para a producdo de energia ou madeira sélida. O Brasil conta
com mais de 3,5 milhdes de hectares plantados e atualmente é
0 maior produtor mundial de celulose de fibra curta de eucalipto
(cerca de 11 milhdes de toneladas por ano) com a maior
produtividade média mundial de floresta plantada de eucalipto,
ao redor de 40m? por hectare/ano. Ganhos significativos na
producgéo de biomassa do eucalipto tem resultado dos
programas de melhoramento genético. Estratégias de
melhoramento tradicional que incorporam ferramentas
gendmicas tem sido o foco de pesquisas atuais. O conhecimento
dos padrdes de desequilibrio de ligagédo (DL) ou associacdo ndo
ao acaso entre alelos a genes ou marcadores moleculares ao
longo de um determinado genoma é uma variavel fundamental
para o planejamento de estudos de associacdo com base na
abordagem de varredura gendmica (whole genome scan) ou de
genotipagem de SNPs em genes candidatos. Genomas com
valores significativos de DL por longas extensdes de seqiiéncia
em kb apontam para a primeira possibilidade embora a
resolucdo para o descobrimento de genes seja limitada.
Extensdes curtas de DL por outro lado apontam para a segunda
possibilidade o que levaria a identificagdo dos SNPs causais ou
fisicamente proximos a eles. Em humanos e organismos modelo
esta variavel jA vem sendo estabelecida nos ultimos cinco anos
para diferentes regides do genoma. Para espécies do género
Eucalyptus, entretanto, ainda ndo existe informacgao sobre os
padrées de DL no genoma que possam direcionar para a melhor
abordagem a ser adotada em estudos de associacdo. O objetivo
deste estudo foi a identificacdo de SNPs e o estabelecimento do
padrao de DL nos genes Cinamoil-CoA Redutase (CCR) e
Cinamil Alcool Dehidrogenase (CAD), dois genes chave no
processo de lignificacdo, em populagdes naturais de E. globulus,
E. grandis e E. urophylla. Primers para amplificacdo de
fragmentos de aproximadamente 400 pb sobrepostos ao longo
da regido gendmica dos dois genes foram desenhados utilizando
sequéncias depositadas em bancos de dados e seqiiéncias
gendmicas geradas no ambito do projeto GENOLYPTUS. Em
média foi estimada uma diversidade nucleotidica de um SNP a
cada 70 pb. Foram identificados SNPs polimérficos entre
espécies e fixados dentro das diferentes espécies. Em termos
de desequilibrio de ligacéo os resultados mostram que para o
gene Cinamoil-CoA Redutase (CCR) o DL n&o se estende por



mais de 200pb em uma regido de 1.7kb. Nenhum bloco haplotipico caracteristico foi
identificado nessa regido e como consequéncia o nimero de SNPs necessarios para
captar toda a diversidade haplotipica foi extremamente alto. Os resultados obtidos a
partir do sequenciamento de 2.7 Kb do gene CAD apontam para resultados similares
aos encontrados para o gene CCR. Estes resultados corroboram a expectativa de
uma elevada diversidade nucleotidica e uma extensao limitada de DL em espécies de
Eucalyptus, tendo em vista seu hébito preferencialmente aldogamo, historico recente
de domesticacéo e elevada heterogeneidade genética. Estes resultados sugerem
ainda que dificilmente sera possivel adotar uma abordagem de “whole genome scan”
em Eucalyptus dada a elevadissima densidade de SNPs necessérios, da ordem de
milhdes. Por outro lado reforcam a importancia estratégica dos trabalhos voltados ao
descobrimento de genes candidatos via estudos integrados de mapeamento de QTLs

e expressao geénica.

INTRODUCAO

Originario da Austrdlia e outras ilhas
da Oceania, o eucalipto foi trazido
para o Brasil na segunda metade do
século XIX com o objetivo de ajudar
na producdo de dormentes para as
linhas férreas que se instalavam no
pais. O género Eucalyptus é um
membro da familia Myrtaceae e é
composto por cerca de 700
espécies. E um género importante
na producdo de madeira, energia e
polpa para producéo de papel. O
eucalipto brasileiro se destina
basicamente a producao de
celulose e papel e ao carvao que
abastece as siderurgicas. Além da
producao de celulose, papel e
carvao para siderurgicas, sao
produzidos diferentes tipos de
tecidos sintéticos e capsulas de
remedios. A madeira é utilizada na
producdo de méveis, acabamentos
refinados da construcao civil, pisos,
postes e mastros para barcos. Dele
também se obtém o dleo essencial
em produtos de limpeza,
alimenticios, perfumes e remeédios.
As industrias brasileiras que usam o
eucalipto como matéria prima para a

producéo de papel, celulose e
demais derivados representam 4%
do PIB brasileiro, 8% das
exportagcfes e geram
aproximadamente 150 mil empregos
(http://www.celuloseonline.com.br).
Florestas de eucalipto de rapido
crescimento suprem hoje, de modo
racional e eficiente, a demanda por
biomassa lenhosa com
propriedades tecnolégicas
especificas para diversos setores
industriais brasileiros, notadamente
o de papel e celulose.

Eucalyptus grandis, E. globulus, E.
camaldulensis e E. urophylla e seus
hibridos estdo entre as espécies
mais utilizadas, compreendendo
cerca de 80% da area plantada no
mundo. Para producéo de polpa e
madeira E. grandis, E. urophylla e
seus hibridos sdo comuns em areas
de clima tropical e E. globulus é a
espécie predominante em areas de
clima temperado (POTTS &e
DUNGEY, 2004).

O eucalipto € uma espécie dipldide
e tem 11 cromossomos.
GRATTAPAGLIA &e BRADSHAW



(1994), estimaram que o0 genoma
haploide possui de 370, para
Corymbia citriodora, género
correlato, a 630 milhdes de pares de
bases (Mpb) para E. grandis, o que
faz o genoma do Eucalyptus maior
do que outras espécies que tiveram
0 seu genoma recentemente
sequenciado, tais como Arabidopsis
thaliana (125 Mpb) (- THE
ARABIDOPSIS GENOME
INICIATIVE, 2000) e Populus
trichocarpa (550 Mpb) (-
TUKSCAN, et al., 2006), mas em
comparacao com outras
gimnospermas, por exemplo Pinus
(1C =20 a 30 Gpb) o genoma do
eucalipto é significativamente menor
(BOGUNIC, 2003).

Grandes projetos de mapeamento
de ligacéo e de QTL estdo sendo
desenvolvidos para a espécie. O
projeto GENOLYPTUS, que € um
consorcio entre 7 universidades
brasileiras, 14 empresas de papel e
celulose e a Embrapa e possui 24
familias segregantes envolvendo
diversas espécies de eucalipto e
seus hibridos, as quais estdo sendo
utilizadas nos estudos de
mapeamento. Outro objetivo do
projeto € o estudo de genes
candidatos, principalmente
obtencédo de SNPs para estudos de
associacdo. Um SNP com
associacao significativa pode néo
ser aquele diretamente responsavel
pela variacdo fenotipica, mas sim
que esta associado, i.e. em
desequilibrio de ligacéo (DL) com o
SNP causal. O DL tem sido
estudado em espécies cultivadas
como milho, porém em menor
escala em Eucalyptus (THUMMA, et

al., 2005). Todavia, espera-se que 0
DL somente se estendera a
distancias relativamente curtas para
espécies florestais como o eucalipto
(RAFALSKI, 2002).

Os genes candidatos mais
comumente estudados em eucalipto
sao os que dao origem a enzimas
gque fazem parte da complexa via de
lignificagao, devido a sua
importancia bioldgica na formacao
da madeira juntamente com a
celulose e hemicelulose. O
conteudo da lignina, especialmente
a sua proporcao siringil:guaiacil
(S:G), influencia o processo de
polpacéo, sendo a razéo S:G
diretamente proporcional a taxa de
delignificacao (PIQUEMAL et al.,
1998). Neste estudo foram
selecionados os genes que
codificam para as enzimas cinamoil-
CoA redutase (CCR), que esta
envolvida na regulacéo do fluxo de
carbono na lignina e alcool cinamil
dehidrogenase (CAD) que cataliza o
ultimo passo dos monolignois,
reduzindo os cinamaldeidos em
alcool cinamil (BAUCHER et al.,
2003).

Dentro da iniciativa do projeto
GENOLYPTUS, este estudo
procurou obter e estimar para esses
genes, por meio de sequenciamento
total (CAD) e parcial (CCR), SNPs e
DL ao longo dos mesmos nas
espécies E. globulus, E. urophylla e
E. grandis.

MATERIAL E METODOS

Material Genético



Foram utilizados individuos
geneticamente néo relacionados
oriundos de sementes coletadas da
Australia e plantadas no Brasil, de
cada uma das espécies: E. grandis,
E. globulus e E. urophylla. Para o
gene CAD e CCR respectivamente
foram analisados 8 e 24 individuos.
Os individuos de E. grandis séao
oriundos da procedéncia de Pine
Creek na regido de Atherton no
nordeste da Australia; os de E.
globulus da procedéncia de
Jeeralang no sul da Australia e as
de E. urophylla da regido de Timor
na Indonésia. Para extracao do
DNA total foram utilizados tecidos
foliares. A extracéao foi feita pelo
método de CTAB 2% (DOYLE &e
DOYLE, 1987).

Desenho de Primers e
Sequenciamento

Para amplificacdo do gene CCR
foram sintetizados primers descritos
por Poke et al. (2003), além de
primers ja disponiveis no nosso
laboratorio. Ja para a amplificacéo
do gene CAD foi utilizada uma
sequéncia disponivel no projeto
Genolyptus produto de
sequenciamento “shot gun” de um
BAC de ~35 kpb contendo o gene.
A partir dessa sequéncia foram
desenhados pares de primers a
cada 500 pb em média, cobrindo
todo o gene utilizando o software
Primer3
(http://www.genome.wi.mit.edu),
Rozen &e Skaletsky (19982000). Na
PCR do gene CAD,
especificamente, foram usados trés
pares de primers para amplificacao
do gene e posteriormente as

reacoes de sequenciamento foram
realizadas com primers internos
com intervalos de 500 pares de
bases. A eletroforese da reacédo de
sequenciamento foi realizada em
plataforma 3100 de 16 capilares da
Applied Biosystems.

Busca de SNPs e estimativas de
desequilibrio de ligacéo

Apéds a obtencao das sequiéncias as
mesmas foram alinhadas pelo
software SeqScape (Applied
Biosystems) e foram identificados
SNPs. O desequilibrio de ligacéo
entre cada par de SNPs foi
calculado utilizando os parametros
classicos D" e r?, com seus
respectivos valores de significancia
com p<0,05, ou seus intervalos de
confianga, utilizando o software
Haploview
(http://broad.mit.edu/mpg/haploview/
/). O valor D’ é afetado somente
pela recombinacao e ndo pelas
diferencas de freqiéncias alélicas
entre os sitios polimorficos. J& r* é
também afetado pela diferenca de
frequéncias alélicas entre pares de
sitios polimérficos. Somente locos
com frequiéncia do alelo mais raro
maior ou igual a 5% foram
considerados na analise. Os valores
de r? em relac&o & distancia foram
plotados em gréficos, com uma
curva de tendéncia baseada em
regressao logaritmica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amplificagbes dos fragmentos
para o gene CAD geraram bandas
especificas e de cerca de 1000
pares de base cada uma. O



sequenciamento destas bandas a
partir de primers internos
desenhados especificamente para
este trabalho gerou sequiéncias com
otima qualidade e sobrepostas
cobrindo todos 0s exons e introns
do gene. Ja para o gene CCR nao
foi possivel uma cobertura completa
devido ao grande numero de
insucessos nas amplificacdes a
partir de primers disponiveis na
literatura o que nos levou a
sequénciar separadamente dois
fragmentos de 500 pb cada com
cerca de 100 pb entre eles.

O numero de amostras analisadas
para os dois genes e para cada
espécie foi variavel devido
principalmente & impossibilidade de
sequenciamento devido ao grande
namero de sitios de
insercdes/delecdes (indels) (CCR)
em heterozigose ou até mesmo a
SNPs em amostras de espécies
especificas na regido 3’ de
anelamento dos primers (CAD) que
foram desenhados a partir de
sequéncias de espécies correlatas
disponiveis no Genbank mas nao
especificamente a partir de
sequéncias das espécies estudadas
no trabalho. Por exemplo, para o
gene CCR foram utilizados primers
desenhados por Poke et al.., (2003)
que por sua vez se baseou numa
sequéncia de E. gunnii (Genbank
X97433). Estes primers quando
presentes em introns em sua
maioria ndo resultaram em
amplificacdo de produto para a
espécie E. globulus, dificultando a
obtencéo de sequéncias para um
maior numero de plantas desta
espécie. Assim, apesar de terem

sido amplificadas 24 amostras de
cada espécie para os dois
fragmentos, o numero efetivo de
amostras para as quais foram
obtidas sequéncias foi inferior a 24.
Especificamente, 23 para E.
grandis, 9 para E. globulus e 7 para
E. urophylla.

Especificamente para o re-
sequenciamento de genes
candidatos em Eucalyptus
necessita-se de um maior nimero
de sequéncias espécie-especificas
gue permita, por meio de
alinhamentos multiplos, a
identificac&o de regides
conservadas onde possam ser
desenhados primers com maior
probabilidade de sucesso.

ApoOs o alinhamento multiplo das
sequéncias foi identificado um
grande numero de SNPs entre as
trés espécies avaliadas e dentro de
cada espécie. A diversidade
nucleotidica para uma porcao do
gene CCR e CAD, respectivamente,
nas trés espécies, sdo
demonstradas nas figuras 1 e 2.
Uma das observacfes que podem
ser feitas € que o numero de SNPs
para os dois genes € menor na
espécie E. globulus, sendo as
espécies E. grandis e E. urophylla
mais polimorficas para varios sitios.
E possivel encontrar sitios
polimorficos em E. grandis e
monomaorficos em E. globulus e E.
urophylla, como por exemplo, os
nucleotideos 1654 e 1678. Ha
também sitios polimérficos em E.
grandis e E. urophyla e
monomarficos em E. globulus, como
por exemplo, o nucleotideo 1714.
Foram identificados SNPs tanto em



exons como em introns, sendo que
para o gene CCR foi identificado um
maior numero de SNPs dentro de
introns, porém para o gene CAD
essa proporcao de SNPs
exons/introns é semelhante. A
andlise também demonstrou a
identificagéo de sitios especificos
para cada espécie e sitios
polimdrficos para as trés espécies.
Foram também identificadas
INDELS de um (CAD) a varios
pares de bases (CCR). A analise
demonstra ainda um grande nimero
de sitios em heterozigose nas trés
espécies. Alguns sitios chegam a
ter quatro formas alélicas quando
comparadas as trés espécies, o que
indica a mutacao recorrente nestes
sitios.

As estimativas de desequilibrio de
ligacdo e selecao de tag SNPs
foram calculadas para cada gene
em cada espécie estudada
(ZHANG, et al., 20045). Dados
relativos & estimativa de r*> mostram
que o DL é baixo e se estende por
cerca de 200 pb. Nenhum bloco
haplotipico é identificado nesta
regido seguindo a metodologia de
Gabriel (GABRIEL et al., 2002) para
o gene CAD na espécie E. globulus.
Como consequéncia, um grande
namero de tag SNPs é selecionado.
Entre os 34 SNPs utilizados para a
estimativa de haplétipos e calculo
do DL, 17 SNPS foram
selecionados. Ou seja, baseados
nestes dados, estudos de
associacdo por DL em uma amostra
desta populacao deveria genotipar
pelo menos estes 17 SNPs. Para o
gene CCR na espécie E. globulus,
dos 19 SNPs detectados, 16 SNPs

foram selecionados como sendo
capazes de capturar a informacgao
dos demais SNPs. Ou seja, cada
SNP esta capturando quase que
exclusivamente a informacao que
diz respeito a si préprio. Esses
resultados indicam que o nimero de
SNPs a serem genotipados para
capturar a variabilidade da regido do
gene candidato é muito grande, o
gue sugere claramente que estudos
de genética de associacao
baseados na abordagem de
varredura gendmica completa
(“whole genome scan”) constituiriam
um enorme desafio técnico em
Eucalyptus dada a grande
guantidade de SNPs que teriam que
ser genotipados (da ordem de
centenas de milhares ou mesmo
milhdes).

A analise das sequéncias do gene
CAD, revelou ainda uma
particularidade interessante,
exclusivamente para a espécie E.
grandis. Foi descoberto um bloco
haplotipico com cerca de 300
nucleotideos em forte desequilibrio
de ligacao alto (Figura 3). Este
bloco formado compreende uma
regido intrénica e exonica e pode
corresponder a uma regiao
gendmica de forte pressao de
selecdo natural nessa espécie.
Estudos mais detalhados serdo
conduzidos para confirmacao desta
hipdtese e possivel identificacdo de
sua causa.

Os gréficos plotados relacionando o
r* com a distancia em pares de base
mostram uma queda do DL com o
aumento da distancia para os dois
genes nas trés espécies avaliadas
(Figura 3). Esses resultados



corroboram estimativas feitas para
E. globulus (POKE et al., 2003) e
estdo na mesma linha do padréo de
DL observado em outras plantas
alégamas como o milho
(REMINGTON, et al., 2001).
Segundo Poke et al., (2003), o
género Eucalyptus possivelmente
possuiria duas cépias do gene CAD
em seu genoma (CAD1 e CAD2),
nos resultados desse estudo
provavelmente esta representada a
copia CAD2, devido a grande
homologia entre a sequéncia obtida
e a sequéncia de referéncia do
CAD?2. Nas andlises de alinhamento
foi utilizada a sequéncia do BAC
gerado no Genolyptus o que nos
mostra também que essa
sequéncia, muito provavelmente
corresponde a copia CAD2.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo
indicam que espécies de Eucalyptus
apresentam uma elevada
diversidade nucleotidica condizente
com o seu habito reprodutivo
preferencialmente alégamo e
histérico muito recente de
domesticacao. A frequéncia de
SNPs polimorficos é elevada, da
ordem de 1 a cada 70 a 200 pb. Os
resultados obtidos a partir do
sequenciamento de 2.7 Kb do gene
CAD apontam para resultados
similares ao encontrado para o gene
CCR corroborando a extensao
limitada de DL em espécies de
Eucalyptus com distancias menores
do que 200 pb. Embora este estudo
tenha se limitado a dois genes, €
razoavel supor que este mesmo

padrao de DL muito limitado seja
encontrado no resto do genoma.
Estes resultados sugerem que com
a tecnologia atual de genotipagem
de SNPs dificilmente sera possivel
adotar uma abordagem de “whole
genome scan” para estudos de
associagcao em Eucalyptus dada a
elevadissima densidade de SNPs
necessarios, da ordem de milhdes.
Por outro lado, reforgcam a
importancia estratégica dos
trabalhos voltados ao
descobrimento de genes candidatos
via estudos integrados de
mapeamento de QTLsS e expressao
génica. Outro aspecto importante
dos resultados encontrados neste
trabalho é a grande diversidade
encontrada, o que representa a
presenca no Brasil de um grande
estoque para futuros trabalhos de
melhoramento genético em
Eucalyptus.
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GLOSSARIO

Alogamia: Fertilizacdo cruzada;
numa populacdo panmitica, é o
transporte e fusdo do gameta
masculino de um individuo com
0 gameta feminino de outro
individuo; tipo de reproducao
sexual com mais de 40% de
polinizacdo cruzada.



BAC (Bacterial Artificial
Chromosome): Um plasmideo
recombinante, similar a um
cromossomo, contruido atraves
de engenharia genética. Atua
como um vetor de clonagem
podendo abrigar grandes
insertos (cerca de 500 Kb) de
DNA em um hospediro
bacteriano (em geral E. coli).
Biblioteca Gendmica: Colecao
de fragmentos de DNA clonados
que, idealmente, representam
todas as sequiéncias de um
genoma.

Delecéo: Perda de um
segmento cromossomico; pode
envolver um ou mais genes,
assim como pode envolver uma
ou mais bases nucleotidicas do
DNA.

Desequilibrio de Ligacao (DL):
Associacao ndo aleatoria entre
alelos a locos distintos; em geral
consider-se esta ocorréncia
entre genes ligados no mesmo
cromossomo. Dois alelos estao
em desequilibrio de ligacao
guando ocorrem
simultaneamente com frequéncia
significativamente maior do que
a esperada pela frequéncia
individual dos alelos.

DNA (Acido
Desoxirribonucléico): Molécula
que codifica a informacao
genética. E uma molécula de
dupla hélice de cadeias
antiparalelas unidas por pontes
de hidrogénio entre os pares de
bases; os nucleotideos séo
unidos por ligacoes
fosfodiésteres. Na natureza, os
pares de bases sao formados

entre A (adenina) e T (timina) e
entre G (guanina) e C (citosina);
portanto a sequéncia de bases
de cada fita simples é
complementar e pode ser
deduzida uma da outra.

Exon: Seqiiéncia genémica
codificadora de um gene.
Genoma: A sequéncia de DNA
completa de um organismo.
Genoétipo: Contituicdo alélica
para um determinado loco ou o
conjunto génico de um individuo
ou espécie.

Genes candidatos: Genes com
acao biologica conhecida que
estdo envolvidos com
caracteristicas de
desenvolvimento ou fisiologia do
organismo.

Haploétipo: Uma combinacéo de
alelos e/ou polimorfismos de
DNA encontrados em locos
ligados em um unico
cromossomo e que tendem a ser
herdados em conjunto.

INDELS: Variagdes no DNA
caracterizadas pela presenca ou
auséncia de um ou mais
nucleotideos.

intron: Seqliéncias de DNA que
ocorrem dentro dos genes, mas
gue néo codificam, a principio,
para proteinas. Essas
sequéncias sao transcritas
juntamente com os éxons em
uma molécula de RNA, mas sdo
removidas do RNA mensageiro
durante o seu processamento
antes da traducédo e nao sao
encontradas no mRNA funcional.
Kb (kilobase): Abreviacéo para
pares de quilobases (1.000 bp).



Pares de base (bp): As duas
fitas separadas de um &cido
nucléico em dupla hélice séao
mantidas juntas por meio de
pontes de hidrogénio especificas
entre uma base purina e uma
pirimidina, uma em cada fita. A
base A esta pareada com T no
DNA (com U no RNA), enquanto
G esté pareada com C em
ambos DNA e RNA. O tamanho
de uma molécula de acido
nucléico frequentemente é dada
em termos do namero de pares
de bases que ela contém.
Polimorfismo genético:
Ocorréncia simultanea, na
populacédo, de genomas que
apresentam variagdes nos alelos
de um mesmo loco, resultando
em diferentes genatipos.
Primer: Iniciador; molécula de
DNA sintética de sequéncia
arbitraria ou especifica, em geral
composta de 5 a 40 bases de
comprimento, utilizada para
iniciar a extensdo de um novo
polimero de DNA a partir de seu
terminal 3' —OH livre.

QTL (Quantitative Trait Loci):
Loco controlador de
caracteristica quantitativa, isto é,
caracteristica determinada por
muitos genes (multifatorial) que
apresenta uma distribuigéo
fenotipica continua.

SNP (Single Nucleotide
Polymorphism): Polimorfismo

de sitio Unico; uma posicao de
base na qual dois nucleotideos
alternativos ocorrem a uma
freqUéncia significativa (>1%) na
populacdo. Os SNPs séo
responsaveis pela maior parte
da variac@o genética entre 0s
individuos.

Shotgun: Método de clonagem
no qual o Dna gendmico é
aleatoriamente clivado,
mecanica ou enzimaticamente
(com endonuclease de
restricdo), e os fragmentos sao
entdo ligados a um vetor de
clonagem apropriado. Usado na
preparacao de bliotecas
gendmicas.

Tag SNPs: Conjunto de SNPs
gue em funcado do desequilibrio
de ligacao capturam a maior
parte da diversidade haplotipica
de uma determinada regido do
genoma. Em estudos de
associacao a utilizacdo de Tag
SNPs permite a redugao no
ndamero de SNPs a serem
genotipados.

Whole Genome Scan: Inspecao
de genoma completo; termo
utilizado para analise rapida de
genomas completos pela
tipagem de polimorfismos de
centenas de marcadores de
DNA, tipicamente microssatélites
ou SNPs.



Figura 1 — Diversidade nucleotidica em uma porcdo do gene CCR em trés
espécies de Eucalyptus. Os pontos indicam homologia com a sequéncia de
referéncia do gene CCR (Genbank - X97433), assim como 0s numeros indicam
as posicoes em pb da mesma sequéncia. Esta sequéncia foi a mesma utilizada
para desenho dos iniciadores. Os nucleotideos em vermelho e em amarelo
chamam a atencao para diferentes padrdes (polimérfico ou ndo) encontrados
entre as trés espécies. E importante ressaltar que nesta tabela ndo estio

incluidos os polimorfismos de inser¢cao/delecdo encontrados.
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Figura 2 — Diversidade nucleotidica em uma porgdo do gene CAD em trés espécies de
Eucalyptus. Os pontos indicam homologia com a sequéncia de referéncia do gene
CAD. Como referéncia, utilizou-se a sequéncia genémica de um clone BAC de E.
grandis sequenciado no projeto GENOLYPTUS. Esta sequiéncia foi a mesma utilizada
para desenho dos iniciadores. Os nucleotideos em vermelho chamam a atencéo para

diferentes padrées (polimorfico ou ndo) encontrados entre as trés espécies.
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Figura 3: A — Representacao grafica dos niveis de Desequilibrio de Ligacdo
(DL) para comparacgdes par a par entre sitios polimérficos que apresentaram
freqUéncia do alelo menos frequente de pelo menos 0,05 e que apresentavam
resultados em todas amostras analisadas, obtido pelo software Haploview para
o gene CAD na espécie E. grandis. B — Graficos de dispersdo dos valores de
DL estimados via r* como funcao da distancia fisica em pares de bases. Em
preto é mostrada uma curva de tendéncia da dissipacdo do DL com o0 aumento
da distancia fisica baseada em regressao logaritmica. 1b — Gene CAD em E.

grandis. 2b — Gene CCR em E. globulus. 3b — Gene CAD em E. urophylla.
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