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RESUMO

Construcao de mapa genético integrado em uma progénie de irmaos-completos proveniente do
cruzamento entre Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla

O eucalipto é amplamente cultivado em diversos paises, dentre os quais, o Brasil se destaca
pela sua alta producéo. A cultura tem grande importancia comercial e atende & uma ampla variedade
de setores do mercado, entre eles o de celulose. Apesar disso, a cultura ainda estd nas fases iniciais
de domesticacdo devido, principalmente, ao seu longo ciclo reprodutivo e tempo de rotacdo, uma vez
que os cortes sdo feitos entre 5 e 15 anos. A aplicacdo de tecnologias de marcadores moleculares é
uma proposta promissora para acelerar o melhoramento do eucalipto. Com o desenvolvimento de
metodologias modernas de sequenciamento tornou-se acessivel a obtengao de grande quantidade de
marcadores a baixo custo. Uma das aplicacoes de tais marcadores é a construcdo de mapas genéticos
de ligagdo, os quais permitem a caracterizagdo genética de caracteres quantitativos, além de estudos
comparativos entre populagoes e o auxilio na montagem de genomas. No presente trabalho, objetivou-
se a construcdo de um mapa genético integrado em uma progénie F} segregante com 200 individuos,
proveniente do cruzamento entre Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. Para identificagdo dos
marcadores, foi realizado o ressequenciamento do genoma completo (WGS) dos genitores e a genoti-
pagem por sequenciamento (GBS) da progénie. A metodologia de construcdo de mapa foi adaptada
para o conjunto de dados obtido, que apresenta grande quantidade de marcadores do tipo SNP,
pouco informativos e com maior probabilidade de erro comparado com os marcadores tradicionais
mais utilizados nos dltimos anos. Para isso foram propostas duas estratégias: i) utilizagdo da posicdo
dos marcadores no genoma de referéncia para auxilio na ordenacdo dos marcadores no mapa,; ii)
alteracdo do parametro de probabilidade de erro da abordagem implementada no software Onemap.
O mapa obtido apresentou padrao de taxa de recombinacdo semelhante a outros mapas construidos
para eucalipto. O mapa apresentou tamanho total de 1471.91 cM e 1512 marcadores, com distancia
média entre eles de 1.85 cM. Os marcadores formaram 11 grupos de ligacdo, que corresponderam aos
cromossomos do genoma de referéncia. Em média, foram cobertos 96.8% dos cromossomos. Também
foram agrupados, junto aos 11 grupos, 61 marcadores localizados em outros scaffolds no genoma de
referéncia, os quais podem servir para elucidagdo na montagem destes. Utilizando as estratégias
propostas, foi obtido um mapa integrado adequado para o experimento em questdo, considerando o

tamanho da populagdo de mapeamento.
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ABSTRACT

Development of an integrated genetic map for a full-sib progeny from crossing between
Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla

The eucalyptus is widely cultivated in several countries, among which Brazil is highlighted
by its high production. This culture has great comercial importance and supplies a wide variety
of markets, including cellulose. However, the culture is still in the early stages of domestication
due, mainly, to its long reproductive cycle and rotation time, since cuts are made between 5 and 15
years. The application of molecular marker technologies is a promising proposal to accelerate the
improvement of eucalyptus. By the development of modern sequencing methodologies it was possible
to obtain a large quantity of markers at low cost. One of the applications of such markers is the
construction of genetic linkage maps, which allow the genetic characterization of quantitative traits,
as well as comparative studies between populations and the support in the assembly of genomes. In
the present work, the aim was to construct an integrated genetic map in a segregating Fi progeny
with 200 individuals, derived from the cross between FEucalyptus grandis and Fucalyptus urophylla.
For the identification of the markers, it was performed a complete genome re-sequencing (WGS) of the
parents and genotyping-by-sequencing (GBS) of the progeny. The mapping methodology was adapted
to the obtained data set, which presents a large amount of SNP-type markers, with little information
and with a greater probability of error compared to the most used traditional markers in the last
years. For this, two strategies were proposed: i) use of the position of the markers in the reference
genome to aid in the ordering of the markers on the map; ii) change of the error probability parameter
in the approach implemented in the software Onemap. The obtained map showed recombination rate
pattern similar to other maps constructed for eucalyptus. The map presented a total size of 1471.91
cM and 1512 markers, with a mean distance between them of 1.85 ¢cM. The markers formed 11
linkage groups, which corresponded to chromosomes of the reference genome. On average, 96.8 %
of chromosomes were covered. 61 markers located in other scaffolds in the reference genome were
grouped with the 11 groups. They may serve to elucidate the assembly of these. Using the proposed
strategies, a suitable integrated map was obtained for the present experiment, considering the size of

the mapping population.
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1 INTRODUCAO

O eucalipto é atualmente a cultura florestal mais amplamente cultivada por todo o mundo,
devido ao interesse comercial em sua madeira e em sua capacidade de crescimento rapido (Mora and
Garcia, 2000).

De fato, o eucalipto é na verdade um grupo espécies natural das paisagens da Austrédlia e de
algumas ilhas da Indonésia. Inicialmente, houveram muitas controvérsias quanto a classificacdo dos eu-
caliptos, ora baseando-se na capacidade de hibridizacdo interespecifica, ora em caracteres morfolégicos
ou histéria evolutiva (Johnson, 1976). Recentemente, analises cladisticas de dados morfoldgicos e mo-
leculares mostraram um alto nivel de compatibilidade na filogenia do grupo. Dos sete géneros agora
reconhecidos como pertencentes ao grupo dos eucaliptos, o género Fucalyptus é o que mais se destaca
pelo interesse comercial e distribui¢do pelo mundo (Ladiges et al., 2003).

Os eucaliptos também se destacam comercialmente pela sua capacidade de adaptacao a diversos
ambientes. Até quando cultivados como exéticos, superam a produtividade de espécies nativas. Essa
atual capacidade de adaptacao pode ser consequéncia de diferentes pressoes de selecdo que ocorreram na
regiao do continente australiano nos milhdes de anos do periodo Terciario, com as mudancas climaticas,
topogréficas e do solo. Dos muitos géneros e espécies disponiveis para a nova colonizagdo, o ancestral
do eucalipto teve caracteristicas adaptativas e competitivas, latentes ou ainda em desenvolvimento, as
quais foram necessarias para a dispersdao da reduzida floresta tropical para toda parte da Australia e
para as ilhas ao norte (Eldridge et al., 1994). Entre essas caracteristicas destacam-se: a adaptacdo aos
solos desgastados, com baixo conteido de nutrientes, principalmente do fésforo (Mora and Garcia, 2000);
mecanismos de resisténcia ao fogo (Jacobs, 1981); sistema de acasalamento predominantemente cruzado e
com facilidade em hibridizacoes, privilegiando a diversidade genética; a producao abundante de pequenas
sementes para eficiente dispersdo; e mecanismos para crescimento rapido (Eldridge et al., 1994).

Foi possivel maiores elucidagoes sobre a evolucao do genoma e outras caracteristicas dos euca-
liptos com o sequenciamento e montagem de 94% do total de 640 Mb do genoma de Eucalyptus grandis,
publicado em Myburg et al. (2014). Neste trabalho, foi identificado que 34% dos genes aparecem em
repeticoes em tandem. Tais eventos de duplicagdo parecem ter um importante papel na adaptagao a
ambientes com frequentes alteragoes climaticas. Observa-se também que mesmo dentro do género Fu-
calyptus hd um dinamismo nessas repeticoes. Assim, as caracteristicas adaptativas variam muito entre
as espécies do género.

Com o sequenciamento do genoma também foi possivel identificar regides especificas com altas
taxas de depressao endogamica. A fecundacao preferencialmente cruzada, com taxa de aproximadamente
90%, permite que se mantenham muitos locos heterozigotos por todo genoma, e, com isso, o actimulo de
varios genes recessivos com pequenos efeitos deletérios que podem afetar o desempenho e sobrevivéncia
do individuo, quando em homozigose (Myburg et al., 2014).

A disseminacao do eucalipto pelo mundo ocorreu a partir do século XIX e se intensificou hé
aproximadamente 50 anos (Mora and Garcia, 2000). No Brasil, a expansao da cultura de eucaliptos se deu
com o pesquisador Navarro de Andrade entre 1904 e 1909. O pesquisador foi responsavel pela realizacao
de diversos experimentos no Horto de Jundiai-SP, que tinham o objetivo de comparar o desempenho
de varias espécies nativas com o de eucaliptos, os quais se sobressairam em relagao aquelas. Na época,
a cultura foi impulsionada pela demanda da também emergente Companhia Paulista de Estradas de
Ferro. Assim, foi iniciado o plantio de eucaliptos em escala comercial, especialmente em Rio Claro (SP),
com sementes de 144 espécies. O destino da madeira era diverso: desde a lenha para combustiveis das
locomotivas até mourdes de cercas e postes margeando a ferrovia, fornecendo ainda os dorminetes e o
madeiramento para as construgoes das estagoes e vilas (Jacobs, 1981; Mora and Garcia, 2000).

Conforme foram aumentando as demandas por seus produtos, a cultura de eucaliptos no Brasil



foi se expandindo e, atualmente, é uma das maiores do mundo. Os plantios sdo espalhados por todo
territério nacional, concentrados principalmente no sudeste do pais (ABRAF, 2013).

Os eucaliptos possuem tipicamente fibras curtas, caracteristica visada no comércio de celulose,
para o qual destina-se aproximadamente 35% de toda producio florestal brasileira, o que coloca o pais
em terceiro lugar entre paises produtores, ficando atrds apenas dos Estados Unidos e Canadd (ABRAF,
2013).

A celulose é destinada a produgao principalmente de papéis para escrever, embalagens, papel
cartdo e papéis sanitarios. Além destes, a cultura também abrange outros setores do mercado, tais como
geracao de energia com sua biomassa, fabricacao de méveis, carvao vegetal e construcao civil, além de éleos
essenciais com os quais sao fabricados alimentos, produtos de limpeza, perfumes e remédios, entre outras
aplicagdes (ABRAF, 2013). Portanto, os programas de melhoramento na cultura focam principalmente
em caracteristicas como o volume e densidade da madeira, e rendimento da polpa.

Além da diversidade que existe no grupo, outra caracteristica muito vantajosa para o melhora-
mento da cultura é seu alto potencial de hibridizagao interespecifica, pois a utilizagdo de hibridos aumenta
ainda mais a diversidade genética. A hibridizagdo combinada com uma selec¢éo intensiva entre as familias
e a propagacao clonal ja resultaram em grandes ganhos genéticos a cultura, como é o caso do Fucalyp-
tus urograndis (Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla) (Grattapaglia, 2008). Este hibrido é muito
utilizado no Brasil por combinar as melhores caracteristicas das duas espécies, ou seja, o crescimento
e qualidade da madeira de E. grandis e a adaptacdo e resisténcia a doencas, particularmente ao fungo
causador do cancro do eucalipto, do E. urophylla (Mora and Garcia, 2000; Eldridge et al., 1994).

Entretanto, comparados as outras culturas, os eucaliptos ainda estdo nas fases iniciais da do-
mesticagdo considerando que a maioria das arvores nos programas de melhoramento estao ha apenas
algumas geragoes retiradas da selva australiana (Grattapaglia, 2008). Um dos principais fatores que di-
ficultam o processo de domesticacdo sdo os longos ciclos reprodutivos e os tempos de rotagdo, uma vez
que os cortes em eucaliptos sao feitos entre 5 e 15 anos.

Com o desenvolvimento de marcadores moleculares foi possivel obter informagdes sobre a vari-
acao alélica de determinados locos no genoma. As aplicagbes desses conhecimentos sdo propostas muito
promissoras para acelerar o processo de domesticagdo nos eucaliptos (Harfouche et al., 2012).

A ideia de marcadores genéticos se iniciou junto com o conceito de ligagdo entre genes, com os
estudos de Thomas Morgan e Sturtevant, em que foram observadas variagoes em caracteristicas morfologi-
cas acompanhadas por variacbes em outras caracteristicas, relacdo que se repetia conforme certo padrao
nas geracoes seguintes, diferente dos padroes esperados conforme as Leis de Mendel. Esses primeiros
marcadores, denominados de morfolégicos, tiveram grande utilidade na construgdo dos primeiros mapas
genéticos e na selecdo de caracteristicas de interesse, mas eles sofrem grande influéncia do ambiente, o
que os tornam imprecisos. Além disso, tém ntimero limitado para estudos mais complexos (Winter and
Kahl, 1995). Mais tarde, com o desenvolvimento da eletroforese, iniciou-se o uso de isoenzimas (Tanksley,
1993), as quais tém pouca influéncia do meio, mas também apresentam nimero limitado. Entdo, com
a PCR e as enzimas de restricdo, iniciou-se o uso de marcadores conforme variagdoes nas sequéncias de
DNA, que estdo presentes por todo o genoma e néo sofrem influéncia do meio a ponto de alterar sua
sequéncia (Collard et al., 2005).

Hoje existem diversos tipos de marcadores moleculares. Eles se diferenciam basicamente pelo
modo de transmissdo (herancga biparental nuclear, heranca materna nuclear, heranga materna por or-
ganelas, heranca paterna por organelas), sua forma de representacido (dominante ou codominante) e no
método de andlise (baseado em hibridacdo, PCR ou sequenciamento) (Semagn et al., 2006).

O single nucleotide polymorphism (SNP) é o tipo de marcador molecular mais abundante por
se tratar de uma variacdo em um unico par de base. Kiilheim et al. (2009) encontraram a taxa de um

SNP a cada 16 a 33 pb entre quatro espécies de eucaliptos, uma das taxas mais altas encontradas em



arvores e em plantas em geral. A alta diversidade em nucleotideos nos eucaliptos faz com que seja possivel
encontrar grande nimero de SNPs, mas também dificulta a identificacdo desses, uma vez que existe grande
variacdo na sua vizinhanca (Grattapaglia et al., 2012). Também sdo frequentes no genoma marcadores
denominados indels, que consistem em variacoes devido a insergoes ou dele¢cbes de uma ou mais bases
em determinadas regioes do genoma. Os avangos nas tecnologias de sequenciamento de nova geragao tém
facilitado a identificagdo de SNPs, tornando-os um dos marcadores mais utilizados atualmente (figura
1.1).

SNPs
GBS

1973-1983
1983-1993 ~
1993-2003 -~
Isozymes
RFLPs
RAPDs
ISSRs
AFLPs
Microsatellites

2003-2013 +
Metabolites

Figura 1.1. Numero total de citagbes (escala a direita) envolvendo diferentes tipos de marcadores
moleculares entre os anos de 1973 e 2013 (figura retirada de Grover and Sharma (2014)).

Com a técnica de genotipagem por sequenciamento (GBS), cujo termo foi primeiramente pro-
posto por Elshire et al. (2011), é possivel a identificacio de grande niimero de polimorfismos por todo
o0 genoma e avaliar diversas amostras simultaneamente. Na técnica sao utilizadas uma ou mais enzimas
de restri¢do para redugdo da complexidade do genoma, destacando apenas parte representativa dele. As
sequéncias sdo entao amplificados por PCR e sequenciadas, de forma a gerar bibliotecas de representacao
reduzida.

Diferente de técnicas anteriores, que buscavam polimorfismos no sitio de restricdo das enzi-
mas, pelo GBS sdo gerados dados de sequéncias adjacentes aos sitios de restrigdo, o que possibilita a
identificagdo de maior niimero de polimorfismos. A metodologia GBS apresenta menor custo por amos-
tra comparado com outras metodologias de sequenciamento, possibilitando o sequenciamento de maior
nimero delas em uma tnica andlise (Andrews et al., 2016; Kim et al., 2015).

A técnica exige planejamento prévio do nimero e do tipo de enzimas de restricdo que serao
utilizadas, e da quantidade de amostras agrupadas numa mesma lane de sequenciamento. Enzimas de
cortes mais frequentes pelo genoma e maior nimero de amostras numa mesma lane reduzem o nimero
de leituras por sitio de restricdo, ou seja, a profundidade dos dados. Tais fatores devem ser determi-
nados conforme os objetivos do estudo e de caracteristicas da espécie estudada: tamanho do genoma,
complexidade, a ploidia e a heterozigosidade esperada.

A técnica de GBS tem ganhado popularidade nos tltimos anos, com aplicacdes em estimativas
de diversidade genética, estudos evolutivos, mapeamento de QTLs e desenvolvimento de mapas genéticos
de alta densidade de marcadores (Grover and Sharma, 2014). Conforme sua popularidade cresce, séo
adaptadas as metodologias de andlise e interpretacao para os dados gerados.

Apesar dos recentes avangos nas tecnologias de marcadores moleculares e das metodologias de
aplicacao, até entdo o seu uso mais amplo na cultura do eucalipto tem sido na identificacdo de clones,

como um método de controle de qualidade para plantagoes clonais de larga escala (Grattapaglia, 2008).



As populagoes experimentais disponiveis de eucaliptos geralmente envolvem familias com ge-
nitores, heterozigotos para maior parte dos locos, e sua progénie de irmaos-completos ou meio-irmaos
maternos (Grattapaglia and Sederoff, 1994).

Em caso de genitores heterozigotos, é possivel nas populacdes de irmaos-completos ou meio-
irmaos a avaliacao da segregacdo, no entanto, ha menor niimero de recombinag¢oes comparado a populagoes
F5 ou RILs, pelos haplotipos dos genitores terem passado por apenas um evento de meiose. Além disso
a segregacao pode apresentar 18 diferentes padrdes, ja que existe a possibilidade de existir até quatro
alelos diferentes em cada loco: aqueles locos com trés ou quatro diferentes alelos nos parentais, podem
gerar quatro diferentes classes de gendtipos nos filhos, outros locos podem seguir o padrao 1:2:1, ou seja,
os dois parentais heterozigotos com apenas dois alelos diferentes, ou ainda o padrao 1:1 com um parental
homozigoto e outro heterozigoto com dois alelos diferentes. A maior dificuldade em analisar o conjunto
desses marcadores é a incerteza sobre as fases de ligacdo desses marcadores nos parentais. As fases de
ligacdo descrevem a configuragao dos alelos em um par de locos heterozigotos em cromossomos homoélogos
em um unico pai. Diferente do observado em linhagens endogdmicas em que os parentais possuem apenas
uma fase ligagdo possivel, nas espécies de fecundacao cruzada os parentais podem ter quatro diferentes
fases o que dificulta a identificacdo de eventos de recombinacdo na progénie. Portanto, para esses casos,
também devem ser estimadas as fases de ligagdo (Wu et al., 2002a).

A partir dessas dificuldades tem-se desenvolvido métodos alternativos aos usados em outras
populagoes de melhoramento para construcao de mapas de ligagdo a partir de populacdes de irmaos-
completos.

No primeiro mapa genético construido para eucaliptos, foram utilizados marcadores RAPD
(Random amplified polymorphic DNA) para identificar segregacao e ligagdo em hibridos de E. grandis
e E. urophylla utilizando a estratégia de duplo pseudo-testcross, descrita em Grattapaglia and Sederoff
(1994), tal abordagem considera que a configuracao dos alelos parentais ndo é conhecida a priori, mas é
inferida a posteriori pela andlise de segregacao na progénie. Para isso, utiliza-se apenas marcadores que
segregam na proporc¢ao 1:1, os quais se apresentam de forma heterozigota em um pai e homozigota no
outro. Cada marcador detém informacao de segregacao individual de cada genitor o que gera mapas de
ligacao separados em fungao de qual é o genitor informativo.

Esta estratégia foi implementada em softwares como o MAPMAKER/EXP (Lander et al., 1987)
e PGRI (Liu, 1997) e foi amplamente utilizada na construcdo de mapas para eucaliptos com o uso de
diversos marcadores como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Verhaegen and Plomion, 1996;
Bundock et al., 2000), AFLP (Amplified fragment length polymorphism)(Marques et al., 1998; Myburg
et al., 2003), microssatélites (Brondani et al., 1998, 2002, 2006; Marques et al., 2002; Bundock et al.,
2000) e SNPs (Bartholomé et al., 2015). Atualmente, sdo acessiveis marcadores mais informativos que
AFLP e RAPD, e existem abordagens melhores para construgdo de mapas. Portanto, é surpreendente o
recente uso de duplo pseudo-testcross com dados de SNPs.

No intuito de aprimorar o método de construgdo de mapa genético, Ritter et al. (1990) propuse-
ram um método de estimacao de dois-pontos de frequéncia de recombinagdo por maxima verossimilhanga
para diferentes configuracoes de alelos baseados em marcadores RFLP considerando genitores heterozigo-
tos. Aris et al. (1994) e Ritter and Salamini (1996) acrescentaram férmulas para estimagéo da fragéo de
recombinacio para outras configuragoes alélicas. Ridout et al. (1998) propuseram aprimoramento do mé-
todo aplicando anélises de ligacao de trés pontos também por maxima verossimilhanca. Maliepaard et al.
(1997) apresentam uma visao geral de todas as configuragoes possiveis em familias de irmaos-completos,
mostrando as férmulas de estimadores de maxima verossimilhanga para todos os casos.

Em Jansen and Nap (2001) também é proposto um modelo de estimador de verossimilhanga
multiponto para construgdo de mapas em cruzamentos entre linhagens endogdmicas. Ooijen (2011)

expandem esse modelo para familias de irmaos-completos. O algoritmo também gera dois mapas para



cada genitor por andlise multiponto e os une em um tnico mapa utilizando a média dos comprimentos
entre os marcadores informativos para ambos genitores, e interpolando ou extrapolando para marcadores
segregando em apenas um genitor. A metodologia em Ooijen (2011) foi implementada no software
JoinMap, versao 4.1.

Em Wu et al. (2002a) é apresentado um algoritmo baseado nos estimadores de méxima ve-
rossimilhanca ji apresentados em Maliepaard et al. (1997), mas estimando simultaneamente a ligagao e
fase de ligagdo para conjuntos de marcadores de diferentes tipos, o que inclui os marcadores totalmente
informativos (segregacao 1:1:1:1) e os parcialmente informativos (1:2:1, 3:1 e 1:1), em familias de irmé&os-
completos (também conhecido como F; segregante. Esta metodologia permite gerar mapas integrados,
ou seja, ndo mais separados para cada genitor. Em Wu et al. (2002b) aprimorou-se o método com um
algoritmo multiponto para estimagdao da maxima verossimilhanga com o uso da cadeia de Markov oculta
(HMM). A metodologia de Wu et al. (2002a) e Wu et al. (2002b) foi implementada no software Onemap
(Margarido et al., 2007).

Os mapas de ligacao podem ser utilizados para caracterizacao genética de variagoes fenotipicas
quantitativas, com os denominados QTLs (Quantitative trait loci) (Sax, 1923). Assim como os métodos
de construcao de mapa de ligacao, as metodologias de mapeamento de QTLs para espécies de cruzamento
preferencialmente cruzado foram sendo aprimoradas com o passar do temo (Lander and Botstein, 1989;
Jansen, 1993; Jansen and Stam, 1994; Zeng, 1994; Wu et al., 2002a; Lin et al., 2003; Gazaffi et al., 2014).
No modelo desenvolvido em Gazaffi et al. (2014), considera-se um mapa genético integrado construido
com a abordagem multiponto e com marcadores com diversos tipos de segregagao para identificar QTLs
por mapeamento por intervalo composto.

Para o eucalipto, o mapeamento de QTLs tem sido particularmente produtivo em hibridos inte-
respecificos onde alelos segregantes de grande efeito representam potencialmente maiores efeitos génicos
na diferenca entre espécies Grattapaglia et al. (2012).

Mapas de ligagdo também sdo utilizados em estudos comparativos entre taxa (Paterson et al.,
2000). Nesses estudos, a posicio de marcadores mapeados em mapas genéticos de multiplos taxa sdo
comparados em funcdo da localizagdo (sintenia) e ordem (colinearidade) correspondentes dos locos nos
grupos homologos. Ao destacar as diferencas e similaridades entre espécies é possivel a compreensao da
evolugdo de cromossomos e genomas (Paterson et al., 2000). Também possibilita a transferéncia segura
de informacgoes (como de marcadores moleculares, QTLs e posigdo de genes candidatos) entre espécies
(Hudson et al., 2012b).

Como exemplo, Hudson et al. (2012b) utilizou de estudos comparativos entre mapas, construidos
com marcadores DArT, para verificar a possibilidade de transferéncia de informagoes do genoma de FE.
grandis para as espécies E. urophylla e E. globulus. Foi concluido entdo que a alta similaridade entre
essas espécies possibilita o uso das informacgoes disponiveis do genoma de E. grandis para todas elas.

Com as modernas tecnologias de sequenciamento, os mapas genéticos tem realizado também
uma importante fungdo ao elucidar montagens de genomas, resolvendo agrupamentos duvidosos ou adi-
cionando novas sequéncias aos cromossomos montados (Fierst, 2015).

Mapas importantes no auxilio & montagem da primeira versdo do genoma de E. grandis (My-
burg et al., 2014) foram construidos utilizando marcadores DArT, com a metodologia implementada no
JoinMap (Petroli et al., 2012) e também combinada com a estratégia de duplo pseudotestcross (Kullan
et al., 2012).

Mais recentemente, para atualizacdo do genoma, foram construidos mapas com a estratégia
de duplo pseudotestcross utilizando SNPs identificados a partir de tecnologias de sequenciamento com
arrays e genotipagem de progénie de irméaos-completos (Bartholomé et al., 2015).

Por combinar diferentes informagoes de todos os tipos de marcadores, os mapas integrados

possuem diversas vantagens em relacdo aqueles construidos individualmente para cada parental. Entre
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elas estdao a maior saturagdo do mapa e extensao para todo o genoma da caracterizacao de polimorfismos.
Além disso, o uso de mapas integrados facilitam na posterior localizagdo de QTLs (Garcia et al., 2006).
Apesar da acessibilidade das tecnologias de marcadores e de softwares capazes, até o nosso conhecimento,
ainda ndo hé registros de mapas genéticos integrados para eucaliptos. O presente trabalho apresenta um
mapa integrado da populagao de irmaos-completos progénie de Fucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla,
construido a partir de SNPs e indels identificados pela metodologia GBS e re-sequenciamento do genoma

dos genitores.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

Foram utilizadas estratégias para construcao do mapa genético adaptadas a realidade dos con-
juntos de dados atuais, provindos de tecnologias de sequenciamento de baixo custo e de eficiéncia na
obtencao de marcadores moleculares. Tais estratégias consistiram na adaptacdo do pardmetro de proba-
bilidade de erro do teste multiponto para construgdao do mapa, e no uso da posi¢do conforme o genoma
de referéncia para auxilio na ordenacao dos marcadores.

Parte dos marcadores do mapa, construido com probabilidade de erro 0.001%, se tornaram
redundantes quando a probabilidade foi alterada para 5%. Nos grupos referentes aos cromossomos 3 e
7, o nimero de marcadores redundantes superou o nimero dos marcadores efetivos. Na sua maioria, o
agrupamento desses marcadores com o aumento da probabilidade de erro é concordante com o observado
no genoma de referéncia.

O maior intervalo médio entre marcadores foi obtido no cromossomo 5, com valor de 2.53 cM,
e 0 menor no cromossomo 1, com valor de 1.24 ¢cM. Foram mapeados 780 marcadores efetivos (ndo-
redundantes) e 1512 marcadores no total. O mapa totalizou 1471.91 cM e todos marcadores mapeados
estao bem distribuidos pelo genoma, com cobertura acima de 93% para todos os cromossomos. Os maiores
gaps observados no mapa coincidem com regides altamente repetitivas ou com baixa densidade de genes
e porcentagem CG do genoma de referéncia, nas quais sao esperadas baixas frequéncias de recombinagao
ou dificuldades na identificacdo de marcadores.

Com o mapa, foi possivel agrupar junto aos 11 cromossomos, 61 marcadores localizados em
outros scaffolds na versdo 2.0 do genoma de FE. grandis, embora com pouca precisdo quanto ao ordena-
mento em relacdo aos outros marcadores. Avaliacdo mais detalhada da relacdo entre esses scaffolds e a
regiao dos cromossomos em que os marcadores foram inseridos no mapa de ligacdo, poderd contribuir
para melhorias no genoma de referéncia, inserindo sequéncias cuja localizacao ainda nao foi elucidada.

O tamanho populacional influencia diretamente na identificacdo de recombinac¢des menos fre-
quentes, ou seja, das menores distdncias no mapa. Experimentos com maior nimero de individuos
permitem obtencdo de menores distdncias médias entre os marcadores do mapa e, quando ha grande
quantidade de marcadores, menor niimero de marcadores redundantes. Portanto, com 200 individuos,
espera-se uma distancia média entre 1 e 2 cM, uma vez que sdo necessarias duas recombinagdes para
ser identificado 1 cM. Em outras palavras, a minima fracdo de recombinacao possivel de ser identificada
entre dois marcadores seria 0.5 cM, quando apenas um individuo apresentar recombinacao. Portanto,
com as estratégias utilizadas, foi possivel a construgdo de um mapa genético integrado adequado para o

experimento realizado.
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