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RESUMO

CHIMELLO, ANTONIO MARCOS, M. Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso,
novembro de 2016, VARIABILIDADE GENETICA E AVALIACAO DA RESISTENCIA
A Olivea neotectonae EM GENOTIPOS DE Tectona grandis. Orientadora: Leonarda
Grillo Neves. Coselheiros: Kelly Lana Aradjo e Milson Evaldo Serafim.

A Tectona grandis L. f. € uma espécie florestal e pertence a familia Lamiaceae,
natural da india, Birmania, Tailandia e Laos, foi introduzida no Brasil por volta dos
anos 70 no estado de Mato Grosso, onde esta espécie € cultivada com muito
sucesso, obtendo-se uma reducgéo do ciclo para apenas 25 a 30 anos, com obtencgéo
de madeira para serraria de 6tima qualidade, isso é devido as condi¢des climaticas
serem semelhantes as dos paises de origem. Apesar dessa espécie florestal ser
bastante cultivada no pais, sdo pouco os programas de melhoramento genético da
teca, principalmente visando resisténcia a doencas, de forma que a variacao
genética existente entre e dentro de populacbes ndo tem sido explorada
adequadamente. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
variabilidade genética da colecdo de trabalho de teca da UNEMAT, por meio de
caracteres morfoldégicos e marcadores moleculares ISSR e identificar fontes de
resisténcia genética (gendtipos) de teca promissores com relacdo a resisténcia a
ferrugem e possibilitar o inicio de um programa de melhoramento de teca para as
condi¢Bes do Mato Grosso. Foram avaliados 30 diferentes genoétipos de teca clonais
em casa de vegetacao proveniente da empresa PROTECA Biotecnologia Florestal,
em delineamento experimental de blocos ao acaso, com trés repeticdes e cada
parcela composta por trés plantas. Para o estudo da variabilidade genética por meio
das caracteristicas morfolégicas, com base no algoritmo de Gower, foi realizado uma
analise conjunta das variaveis quantitativas e qualitativas e para o estudo molecular,
o DNA total de cada genotipo foi extraido e as amplificacdes foram feitas via PCR
com o emprego de 15 primers de ISSR, previamente selecionados. As variaveis
guantitativas, qualitativas e moleculares foram analisadas simultaneamente em
conjunto, utilizando o procedimento Ward-MLM para composi¢cdo dos grupos de
acessos por meio do procedimento CLUSTER e IML do programa SAS e para 0 uso
do método de agrupamento Ward, a matriz de distancia foi obtida pelo algoritmo de
Gower. Sendo que a técnica de agrupamento utilizado foi o da ligacdo média entre

grupos (UPGMA), sendo que o ajuste entre a matriz de distancias e o dendrograma
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foi estimado pelo Coeficiente de Correlacdo Cofenética (ccc) e a utilizacdo da
técnica de otimizacdo de Tocher. Todas as analises estatisticas foram realizadas
nos programas computacionais Genes, SAS e programa R. Para a identificagdo de
fontes de resisténcia genética (gendtipos) de teca promissores com relacdo a
resisténcia a ferrugem, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: Periodo latente
médio, Nimero de pustulas por cm?, Area Abaixo da Curva de Progresso do Nimero
de Pdustulas (AACPNP), Frequéncia de infeccdo e Numero de urediniésporos por
pustula. Os dados das caracteristicas de resisténcia foram submetidos a andlise de
variancia e testado a significancia pelo teste F, foi realizada uma analise multivariada
das caracteristicas de resisténcia, aplicando-se as técnicas de agrupamento e de
varidveis candnicas. Com o estudo da variabilidade genética, por meio da analise
multivariada dos dados morfolégicos (quantitativos e qualitativos), com base no
algoritmo de Gower, foi possivel verificar alta variabilidade genética entre os trinta
gendtipos de teca avaliados, sendo que por meio do método de agrupamento
UPGMA, foi obtido a formacgé&o de seis grupos distintos. A partir do agrupamento pelo
método de Tocher, foi verificado a formacédo de sete grupos, resultado diferente do
apresentado pelo método UPGMA, o coeficiente de correlacdo cofenética foi de
0,78, sendo este valor considerado aceitavel. Pelo estudo molecular foi verificado
gue os marcadores moleculares ISSR, revelaram a existéncia de alta variabilidade
genética entre os trinta gendtipos de teca selecionados, sendo que para os 15
primers ISSR selecionados foi possivel uma amplificacdo total de 111 fragmentos,
sendo 99 bandas polimorficas (89.19%), com uma média de bandas amplificadas por
primers de 7,4. Na confeccao dos grupos pelo método UPGMA foi obtida a formacéo
de 4 grupos. Resultado diferente ao obtido pelo método de otimizacdo de Tocher,
gue proporcionou a formacdo de apenas 2 grupos, e o coeficiente de correlacao
cofenética foi de 0,93. Pela analise conjunta dos dados morfolégicos e molecular foi
constatado que a partir do mapa de calor gerado pela matriz de dissimilaridade, o
genaotipo 22 € o mais divergente, pois com exce¢do do agrupamento dos genotipos
pelo método UPGMA baseado na distancia de Gower obtida pelo procedimento
Ward-MLM que formou um grupo com os genétipos 9 e 30, no restante das analises
encontrou-se em grupos sozinhos. Para as caracteristicas de resisténcia a ferrugem
da teca, foi observado que existe variabilidade genética entre os 30 gendtipos de

Tectona grandis, proveniente da empresa PROTECA em relacédo a resisténcia ao
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fungo Olivea neotectonae, tanto para o método de Ligacdo Media entre Grupos
(UPGMA) e o método de Variaveis canbdnicas 0s genotipos que apresentaram
maiores resisténcia para o fungo Olivea neotectonea, foram os genotipos 03 e 10, e
para a susceptibilidade houve discordancia entre os métodos UPGMA e variaveis

canonicas.

Palavras-chave: Variabilidade Genética, Teca, Ferrugem da Teca.



ABSTRACT

CHIMELLO, ANTONIO MARCOS, M. Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso,
november, 2016. GENETIC VARIABILITY AND RESISTANCE EVALUATION Olivea
neotectonae IN GENOTYPES OF Tectona grandis. Adviser Professor: Leonarda
Grillo Neves. Counselor Professor: Kelly Lana Aradjo and Milson Evaldo Serafim.

The Tectona grandis L. f. It is a forest species and belongs to the Lamiaceae family,
native to India, Burma, Thailand and Laos, was introduced in Brazil around 70 in the
state of Mato Grosso, where this species is cultivated with great success, resulting in
a reduction of cycle for only 25 to 30 years with obtaining wood sawmill great quality,
this is due to the climatic conditions are similar to those of countries of origin. Despite
this forest species is very cultivated in the country, are just the genetic improvement
programs of teak, mainly targeting the resistance to disease, so that the genetic
variation among and within populations has not been explored properly. Thus, the
objective of this study was to evaluate the genetic variability of the collection of teak
work UNEMAT through morphological and molecular markers ISSR and identify
genetic resistance sources (genotypes) of promising teak with respect to resistance
to rust and allow the beginning of a Teak breeding program for the Mato Grosso
conditions. A total of 30 different genotypes of clonal teak in the greenhouse from the
PROTECA Forest Biotechnology company, the experimental design was a
randomized block design with three replications and three plants per plot. To study
the genetic variability on morphologic characteristics, based on the Gower algorithm
was held a joint analysis of quantitative and qualitative variables and for the
molecular study, total DNA for each genotype was extracted and amplifications were
made by PCR with the use of 15 primers of ISSR previously selected. Quantitative,
qualitative and molecular variables were analyzed simultaneously together using the
Ward-MLM procedure for composition of access groups via the CLUSTER procedure
and IML SAS and using the Ward method of grouping the distance matrix was Gower
obtained by the algorithm. Since the clustering technique used was the average
linking groups (UPGMA), and the fit between the distance matrix and dendrogram
was estimated by the correlation coefficient cophenetic (ccc) and the use of Tocher
technique. All statistical analyzes were performed in computer programs Genes, SAS
and R. Program for the identification of genetic resistance sources (genotypes) of

promising teak with respect to resistance to rust, the following characteristics were
Xi



evaluated: average latent period, number of pustules per cm?, Area Progress Curve
Below the number of pustules (AACPNP), Frequency of infection and number of
urediniospores by pustule. The data of resistance characteristics were subjected to
analysis of variance and tested the significance of the F test, a multivariate analysis
of resistance characteristics was performed by applying the cluster analysis and
canonical variables. With the study of genetic variability, by multivariate analysis of
morphological data (quantitative and qualitative), based on the Gower algorithm, we
found high genetic variability among the thirty genotypes evaluated teak, wherein by
means of the grouping method UPGMA, there was obtained the formation of six
distinct groups. From the grouping of Tocher method, it was found the formation of
seven groups, different result presented by UPGMA method, the cophenetic
correlation coefficient was 0.78, and this value was considered acceptable. The
molecular study found that molecular markers ISSR, revealed the existence of high
genetic variability among the thirty selected teak genotypes, and for the 15 primers
selected ISSR an overall amplification of 111 fragments was possible, 99
polymorphic (89.19%), with an average of bands amplified by primers 7.4. In the
making of the groups by UPGMA method was obtained the formation of four groups.
different result to that obtained by the Tocher optimization method, which provided
the formation of only 2 groups, and the cophenetic correlation coefficient was 0.93.
The joint analysis of morphological and molecular data revealed that from the heat
map generated by the dissimilarity matrix, genotype 22 is the most divergent,
because except for the grouping of genotypes by UPGMA method based on distance
Gower obtained by Ward procedure -MLM who formed a group with genotypes 9:30,
the rest of the analysis found himself in alone groups. For theca rust resistance
characteristics, it was observed that there is significant variability among 30
genotypes teak, from the PROTECA company regarding resistance to the fungus
Olivea neotectonae, both for the media connection method between groups
(UPGMA) and the method variables canonical genotypes with highest resistance to
the fungus Olivea neotectonea were genotypes 3 and 10, and susceptibility there
was disagreement between the UPGMA methods and canonical variables.

Keywords: Genetic Variability, Teak, Rust of Teak.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Tectona grandis L. f. € uma espécie florestal com grande potencial para a
estado de Mato Grosso, devido as condi¢Bes climéaticas serem semelhantes as dos
paises de origem como a India, Birméania, Tailandia e Laos (White, 1991; Fofana et
al., 2009). A expansédo dessa cultura florestal em toda a regido é viavel devido as
altas taxas de crescimento muitas vezes superiores aos paises de origem, podendo
ser plantada em grandes areas como alternativa para as industrias madeireiras,
além de ser uma alternativa para ser implantada em &reas onde ja houve
desmatamento (Kuboyama, 2012).

Os primeiros plantios comerciais da teca no estado de Mato Grosso foram no
municipio de Caceres, em de 1970 (Céaceres florestal, 1997; Schulli e Paludzyszyn
Filho, 2010), onde esta espécie é cultivada com muito sucesso, obtendo-se uma
reducédo do ciclo para apenas 25 a 30 anos, com obtencdo de madeira para serraria
de otima qualidade (Macedo et al.,, 2005; Bezerra, 2009). Atualmente a area
plantada no Brasil & de aproximadamente de 88 mil ha, o estado de Mato Grosso
representa 75% de valor (IBA, 2016). Um dos grandes problemas no cultivo de
plantas exoticas sdo o0s problemas fitossanitarios que representam uma ameaca
para os produtores florestais, por isso, o desenvolvimento de conhecimentos nesse
assunto e a difusdo dos mesmos, € fundamental para os plantios comerciais de

espécies florestais, especificamente a teca (Arguedas, 2003).

Dentre as doencas de importancia econémica na cultura da teca, destaca-se
a ferrugem, causada pelo fungo Olivea neotectonae (Pieri, 2011), que provoca
desfolha intensa nas plantas, ocasionando reducdo da taxa fotossintética e,
consequentemente, diminuicdo da producao. A ferrugem da teca caracteriza-se pelo
aparecimento de manchas de coloracdo marrom com pustulas pulverulentas de
coloracdo alaranjadas constituidas pela massa de urediniésporos (esporos) do
patogeno (Pieri, 2011). As manifestacdes dos sintomas séo variaveis, apresentando
desde manchas necrdticas de tamanhos variaveis até queima de todo limbo foliar. A
maior severidade ocorre em plantas com idade entre cinco e sete anos (Arguedas,
2004).

Outra dificuldade encontrada quando se trabalha com a teca, é a falta dos

descritores morfologicos para a cultura, sendo assim nota-se a necessidade de
1



analisar caracteristicas morfolégicas que possam ser utilizadas como descritores,
sendo que a identificacdo de cada material através de caracteristicas morfologicas
consiste em uma analise simples, com menor custo e é essencial desde o programa
de melhoramento até a protecao de cultivares (Ramos e Queiroz, 1999).

De forma geral, a selecdo de genotipos superiores de teca se da com base
em suas caracteristicas fenotipicas, tornando necessario o estudo de marcadores
moleculares para a teca, pois segundo Fonseca e Ribeiro (1992) a caracterizagéo
morfolégica juntamente a molecular propiciam um melhor conhecimento dos
recursos geneéticos e auxiliam para a selecdo de plantas com caracteristicas
desejaveis. Sendo que o desenvolvimento de estratégias para o aumento da
producdo de sementes e mudas com qualidade e em quantidade suficiente para
garantir a demanda do mercado crescente para teca no Brasil é importante até
mesmo para futuros programas de melhoramento da espécie (Schuhli e Filho, 2010).

Além disso, a caracterizacdo molecular permite melhor estimar a
variabilidade genética das populagfes ja que ela atua no DNA e assim permite uma
melhor indicacdo de genoétipos que podem ser utilizados em um programa de
melhoramento. Diante do exposto, 0s objetivos desse trabalho foram:

a) avaliar a variabilidade genética da colecdo de trabalho de teca da UNEMAT, por
meio de caracteres morfolégicos, marcadores moleculares ISSR e caracteres de
resisténcia a ferrugem.

b) determinar caracteres morfoldégicos precoce que possibilitem a diferenciacao de
genadtipos de teca, para que estes possam possibilitar a confeccdo de uma tabela de
descritores morfoldgicos para a espécie;

c) identificar fontes de resisténcia genética (genétipos) de teca promissores com
relacdo a resisténcia a ferrugem e possibilitar o inicio de um programa de

melhoramento de teca para as condicdes do Mato Grosso.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tectona grandis

2.1.1. Distribuic&o geografica

Tectona grandis L. f., vulgarmente conhecida como teca, e uma espécie
arbérea pertencente a familia Lamiaceae (Souza e Lorenzi, 2008), segundo White
(1991) e Fofana et al. (2009), € originaria da india, Myanmar, Tailandia e Laos, com
ampla distribuicdo geogréafica no sudeste da Asia, estando sua area de ocorréncia
natural com altitude em torno de 1000 m e entre floresta Umida e Decidua Arida
Mista.

As florestas naturais de teca cobrem uma area de cerca de 29 milhdes de
hectares, sendo que a teca é cultivada em, pelo menos, 36 paises, onde os plantios
com a espécie cobrem uma area de cerca de 6,887 milhdes de hectares (Midgley et
al., 2015).

No Brasil a teca foi introduzida na década de 30, mas os primeiros plantios
comerciais iniciaram somente no final da década de 60, no municipio de Caceres,
Estado do Mato Grosso, pela empresa Céaceres Florestal S.A., (Caceres Florestal,
1997; Schulli e Paludzyszyn Filho, 2010). Atualmente, a area plantada com teca no
Brasil e de aproximadamente 88 mil hectares (IBA, 2016), principalmente nos

Estados de Mato Grosso, Para, Rondbnia e Acre.

2.1.2. Aspectos botanicos da espécie

Segundo Figueiredo et al. (2005) a teca € uma arvore de grande porte,
rapido crescimento e a sua madeira € considerada nobre, de excelente qualidade.
Seu tronco € reto e revestido por uma casca espessa, resistente ao fogo, ao vento e
a danos mecanicos. A teca possui folhas simples, deciduas, largas e ovaladas,
espessas, verde-opacas, opostas, tomentosas, ou seja, revestida de pelos na face
abaxial e adaxial.

A teca possui ramificagdo vigorosa, formando copa globosa aberta. As
folhas, inseridas em ramos quadrangulares, sdo deciduas, opostas elipticas ou
ovais, com comprimento de 30 a 60 cm e largura de 15 a 35 cm, com face adaxial
hispida, verde a verde-escura e face abaxial ligeiramente acinzentada e tomentosa.
Possui flores bissexuais, cor creme, dispostas em inflorescéncias cimosas, grandes
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e terminais. A floracdo e anual, intensa e inicia cerca de um més ap6s o comeco do
periodo chuvoso. As flores sdo pequenas dotadas de pedunculo curto, de coloracéo
branco-creme, que se dispde em inflorescéncias grandes e eretas tipo paniculas de
até 40 x 35 cm. O fruto e do tipo drupa, cilindricos, de cor marrom, com 1-2 cm de
diametro, cada fruto apresenta até quatro sementes. Entretanto, a primeira
frutificacdo ocorre aos 5 ou 6 anos de idade, sendo as sementes da teca pequenas,
delicadas e oleaginosas, medindo de 5-6 mm de comprimento (Lorenzi et al., 2003;
Embrapa, 2004; Carvalho, 2006; Alcantara, 2009).

A espécie é classificada como helidfita e decidua, com queda das folhas no
periodo de menor precipitacao pluviométrica. Em condi¢des favoraveis as arvores de
teca desenvolvem um tronco retilineo com altura superior a 25 m. A casca de cor
cinza ou marrom, com 12-15 mm de espessura, com ritidoma longitudinalmente
fissurado e corticoso, que lhe confere elevada resisténcia ao fogo, podendo se
desprender em placas (Céaceres Florestal, 1997; Pandey e Brown, 2000). O sistema
radicular € composto por uma raiz pivotante e varias raizes laterais, que em algumas
vezes penetram verticalmente no solo com mais de um metro de profundidade
(Chaves e Fonseca, 1991).

2.1.3. Importancia Econdémica

Por possuir boa resisténcia em relagdo ao peso e estabilidade, j& que
praticamente ndo empena e pouco se contrai durante a secagem e as variacdes na
umidade do ambiente, possibilitando estabelecer a teca como um padrdo para
avaliacdo das madeiras de todas as outras espécies (Cardoso, 1991). As boas
propriedades da madeira de teca lhe conferem mudltiplas aplicagcdes. No mercado
internacional, onde seu preco é elevado, o uso se restringe as aplicacbes mais
nobres, concentrando-se em mdveis para uso externo (varanda e jardim), pisos
(assoalho), decoracéo interior e exterior (painéis de laminas faqueadas e lambris) e
construcéo naval - com destaque para o revestimento do convés de veleiros e iates
(Caceres Florestal, 1997; Bufulin, 2001).

A teca é considerada uma das espécies florestais mais importantes no
mercado internacional, pela excelente qualidade e beleza de sua madeira que possui
massa especifica média de 0,54 g. cm3-1 (Blanco-Flérez et al., 2014), além disso, a
teca apresenta crescimento rapido, com incremento medio anual (IMA) de 25 a 35
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m3 ha-1 ano-1 (Shimizu et al., 2007). Essa cultura tem destaque por ser uma das
principais espécies florestais cultivadas no mundo, com area plantada, em 2015, de
6,887 milhdes de hectares (Midgley et al., 2015), sendo que o Brasil representa 88
mil ha (IBA, 2016). A teca pode ser utilizadas para varias finalidades, como:
mobiliario, construcdo civil e naval, dormentes, laminas decorativas, marcenaria,
mineracdo e madeira reconstituida (Perez e Kanninen, 2005; Alcantara, 2009). Em
2010 a producéo industrial total de madeira tropical em tora nos paises produtores
da International Tropical Timber Organization — ITTO — foi estimada em 138 milhbes
de m3 (ITTO 2010), e destes, aproximadamente 2,7 milhdes de m3, cerca de 2%,
séo de troncos de teca (FAO, 2012).

A viabilidade dos reflorestamentos com teca est4 no retorno econémico e no
processo de producdo de madeira, o qual se encontra em constante inovagao
tecnoldgica. O investimento nesta espécie florestal tem como propulsor a crescente
demanda pelo produto, as exigéncias legais de comercializacéo, a disponibilidade de
areas apropriadas ao cultivo, as adequadas condi¢cdes edafocliméaticas, a
disponibilidade de mé&o de obra (Sanguino, 2009).

2.2. Ferrugem da Teca

A ferrugem da teca é causada pelo fungo Olivea neotectonae, pertence a
classe Basidiomycota, ordem Uredinales e familia Chaconiaceae (Cabral et al.,
2010; Céspedes; Yepes, 2007; Ferrari, 2011; Minnis et al., 2008; Yun, 2010). Esse
fungo é principalmente disseminado através do vento, mas também pode ser
disseminado pelas chuvas ou ainda por meio de plantas vivas infectadas (Esquivel,
2003).

Em 1900, na Indochina Raciborsky foi a primeira pessoa a descrever o fungo
0. neotectonae como agente causal da ferrugem da teca (Pérez et al., 2008). Nos
ultimos anos, a doenca foi relatada no Sul, Oriente e Sudeste Asiatico e diversos
outros paises: Panama, Costa Rica, Equador, México, Colémbia, Cuba e Australia
(Bonaldo et al., 2011). No Brasil o primeiro relato oficial da doenga foi em maio de
2009, e foi registrado no municipio de Sinop-MT (Bonaldo et al., 2011). Portanto é
uma doencga que tem aparecido com maior frequéncia e se nao for controlado pode

causar grandes danos a cultura (Hackbarth, 2014).



De acordo com Sharma et al. (1985), os sintomas da ferrugem podem ser
detectados desde o estagio de plantula até arvores adultas, tendo algumas
variacdes de acordo com a idade da planta. Em plantulas recém germinadas sao
observados pequenos pontos cloréticos nos cotilédones, podendo apresentar
pustulas de uredinidosporos. Em plantas com até dois metros de altura, os danos séo
observados nas folhas mais baixas (Arguedas, 2004), em plantas adultas, os
sintomas sao detectados em folhas mais velhas e em &rvores jovens, 0s sinais
podem ser observados desde folhas velhas, como em folhas novas e até em brotos
(Sharma et al., 1985).

Em grandes arvores, as folhas velhas sdo mais afetadas que folhas novas.
Os sintomas iniciais sdo areas cloréticas com a parte abaxial variando de amarelo a
castanho, em seguida, é observada a cor laranja causada pelas grandes

acumulacdes de esporos sobre o lado abaxial das folhas (Sharma et al., 1985).

2.3. Variabilidade Genética

Segundo Giustina 2014, para que um programa de melhoramento seja
iniciado € necessario que haja variabilidade genética visando a selecdo de gendtipos
SUPERIORES. Essa variabilidade deve ser avaliada para que se conhecam o0s
genodtipos que se trabalha. Em espécies perenes, esse conhecimento é mais
importante considerando que a manutencdo da diversidade genética sera reduzida
se os plantios florestais forem estabelecidos com um ou com poucos clones
vegetativamente propagados.

Este fator serd especialmente representativo se todo o programa de
melhoramento for baseado em um pequeno nimero de arvores selecionadas (Kjaer
et al.,, 1999). A variabilidade genética s6 pode ser utilizada com eficiéncia se for
avaliada e quantificada devidamente, e tal caracterizacdo pode ser realizada por

meio de descritores morfologicos e/ou moleculares (Singh, 1981).

2.3.1. Descritores morfoldgicos

A caracterizacdo morfologica consiste em fornecer uma identidade para cada
material através do uso de uma série de descritores botanicos facilmente visiveis e
mensuraveis que permitem estudar sua variabilidade genética (Ramos e Queiroz,

1999). E uma andlise simples, de baixo custo e pratica de ser realizada em campo
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(Ballve et al., 1997), além de ser um pré-requisito para a protecdo de cultivares
(Brasil, 2011).

Para a cultivar ser passivel de protecdo, o atributo primario deve ser
resultado de um processo de melhoramento vegetal e passar por procedimentos que
atendam aos dispositivos legais, entre eles, a comprovacdo das suas caracteristicas
por meio de descritores morfoldgicos (Carvalho et al., 2009).

Na Lei de Protecéo de Cultivares, o termo cultivar & sinbnimo de variedade
de planta ou variedade vegetal, que significa uma planta deliberadamente
selecionada com base em caracteristicas especificas e desejaveis do ponto de vista
agrondmico. E por meio de uma caracteristica (ou um conjunto delas) morfolégica,
fisiolégica, bioquimica ou molecular, que a -cultivar poderd ser identificada,
permitindo sua diferenciacdo das demais variedades (Brasil, 2011). Essas
caracteristicas em questdo sao os descritores.

Estudos sobre caracterizacdo de plantas de teca com base em caracteres
morfologicos séo escassos e restritos a caracteres da folha, tais como Lyngdoh et al.
(2007), que observou 50 clones de teca na india e conseguiu identificar diferencas
entre clones e elaborar uma chave de identificagdo com base em peciolo, textura,
forma da folha, do apice e da base da folha e cor. Rawat et al. (1998) e Gugana e
Surendran (2002), também caracterizaram, respectivamente, 15 clones e 21
procedéncias de teca na India, com base em praticamente as mesmas
caracteristicas que Lyngdoh et al. (2007), mas sem elaboracdo de chave de
identificacdo. Alcantara e Souza (2007) analisaram morfologicamente quatro
procedéncias de teca, plantadas em Céaceres, MT, e observaram semelhancas entre
as plantas procedentes da Tailandia e Indonésia, e divergéncia destas com plantas

das llhas Salomao.

2.3.2. Caracterizacao Molecular

O marcador molecular pode ser definido como sendo qualquer segmento
especifico de DNA correspondente a regides expressas, ou ndo, do genoma ou
gualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso das
isoenzimas (Ferreira & Gattapaglia, 1998). Marcadores moleculares que apresentam

um comportamento Mendeliano simples podem, por sua vez, ser empregados como



marcadores genéticos. Outra caracteristica importante dos marcadores moleculares
€ o fato de sua heranca nao ser influenciada pelo meio ambiente.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcadores moleculares permitem
gerar uma grande quantidade de informacdes sobre a variabilidade genética e
relacionamentos filogenéticos no germoplasma utilizado pelo melhorista.

Uma das técnicas de utilizacdo de marcadores moleculares depende da
amplificacdo de sequéncias de DNA, e isso sO foi possivel com a invencdo da
tecnologia PCR (Polymerase Chain Reaction — Rea¢do em Cadeia da Polimerase),
concebida por Kary Mullis. Desde sua concepcdo, esta tecnologia causou uma
verdadeira revolucdo na biologia. A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade
da PCR, a torna particularmente eficiente para estudos genéticos moleculares
envolvendo grande numero de individuos de qualquer organismo vivo (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Nicholas, 1999).

2.3.2.1. Marcador Molecular ISSR

O marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) foi
desenvolvido a partir da necessidade de explorar repeticdes microssatélites sem a
utilizacdo de sequenciamento do DNA, sendo uma técnica baseada em PCR que
tem se destacado como uma alternativa eficiente e de baixo custo para
caracterizacdo de genomas complexos (Zietkiewicz et al., 1994).

A reacdo de PCR-ISSR é uma técnica simples, rapida, de baixo custo,
eficiente e que néo requer informacao prévia da sequéncia de DNA do organismo
em estudo. O tamanho dos fragmentos amplificados varia de 200 a 2000 pb e
apresentam alta reprodutibilidade, devido ao uso de iniciadores longos (16 a 25
pares de bases) que séo capazes de, em uma Unica rea¢do de PCR, reconhecer loci
multiplos no genoma para amplificar principalmente as sequéncias inter —

microssatélites de diferentes tamanhos (Zietkiewicz et al., 1994).

2.4. Melhoramento Genético da Teca

No Brasil, s&o pouco os programas de melhoramento genético da teca,
principalmente visando a resisténcia a doencas, de forma que a variagdo genética
existente entre e dentro de populagcdes ndo tem sido explorada adequadamente

(Costa et al., 2012). Sendo que segundo Kretschek e Samonek (1998), o suprimento
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de sementes de teca no Brasil resume-se praticamente a um fornecedor (Caceres
Florestal S.A., MT), devidamente credenciado, mas com capacidade de suprir
apenas parcialmente a demanda, nota-se a necessidade de programas de
melhoramento de espécies florestais como a teca.

A teca € uma espécie aldgama, com taxa de cruzamento entre 95% a 98%
(Kjaer; Suangtho, 1995; Kertadikara; Prat, 1995), portanto, as técnicas de
melhoramento empregadas no melhoramento de outras espécies florestais
alégamas podem ser aplicadas ao melhoramento genético da teca (Costa et al.,
2012), entretanto a teca apresenta algumas caracteristicas que devem ser
superadas no melhoramento, como: producdo de sementes por arvore baixa,
dificuldade na obtencdo de mudas por sementes; polinizacdo controlada dificil nessa
espécie e o periodo vegetativo € longo antes do florescimento (10 a 15 anos), fato
gue alonga o ciclo do melhoramento (kaosa-ard et al., 1998).

Nesse sentido as alternativas utilizadas para o melhoramento da teca sédo os
testes clonais no lugar dos testes de progénies, tendo em vista as dificuldades na
producéo de sementes e mudas seminais (Wellendorf e Kaosa-ard, 1998). Em 1965
na Tailandia foi criado o Centro de Melhoramento da Teca (Teak Improvement
Center — TIC), no qual o TIC é responsavel por desenvolver atividades de testes de
procedéncias, selecdo de arvores superiores, desenvolvimento de técnicas de
propagacao vegetativa, estabelecimento de areas de producdo de sementes, bancos
clonais e pomares de sementes clonais (Wellendorf e Kaosa-ard,1998).

Outro programa de melhoramento genético da teca que merece destaque €
o programa desenvolvido pela Cooperativa de Melhoramento e Conservagao
Genética Florestal da Costa Rica (GENFORES), o qual iniciou um programa de
melhoramento genético de teca, baseado em clonagem (Murillo et al., 2003). Sendo
gue segundo Murillo 2003, em 2 anos o GENFORES selecionou 218 arvores plus
nas diferentes zonas de producdo de sementes do pais, das quais 80% estéo
estabelecidos em seus jardins clonais comerciais.

Nesse sentido nota-se que para o Brasil, recomenda-se, em carater urgente,
a realizacdo de testes de procedéncias, progénies e clonais repetidos em alguns
locais, visando formar uma rede experimental como base para um programa de

melhoramento genético (Costa et al., 2012).
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4. CAPITULOS
4.1 CAPITULO 1 -
DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES MOLECULARES ISSR NA
AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE GENOTIPOS DE Tectona
grandis L. f.

RESUMO
O objetivo do presente trabalho € avaliar a variabilidade genética do banco de
germoplasma da teca, por meio de caracteres morfoloégicos e marcadores
moleculares ISSR. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso,
com trés repeticoes e cada parcela foi composta por trés plantas, foram avaliados 30
diferentes gendtipos de teca clonais selecionados. Para a determinacdo da
variabilidade genética por meio das caracteristicas morfoldégicas, com base no
algoritmo de Gower, foi realizado uma analise conjunta das variaveis quantitativas e
qualitativas. Para o estudo via analise molecular, o DNA total de cada gendétipo foi
extraido e as amplificacGes foram feitas via PCR com o emprego de 15 primers de
ISSR, previamente selecionados. As variaveis quantitativas, qualitativas e
moleculares foram analisadas simultaneamente em conjunto, utilizando o
procedimento Ward-MLM para composi¢cdo dos grupos de acessos por meio do
procedimento CLUSTER e IML do programa SAS e para o uso do método de
agrupamento Ward, a matriz de distancia foi obtida pelo algoritmo de Gower. A
analise conjunta dos dados pelo procedimento estatistico Ward-MLM concluiu que
h& variabilidade genética entre os 30 gendtipos de teca. O método de Gower foi
eficiente, demonstrando que a andlise simultinea de dados qualitativos e
guantitativos € viavel de variabilidade entre genoétipos de teca. O gendtipo 22
mostrou ser o mais divergente, pois com excecao do agrupamento dos gendtipos
pelo método UPGMA baseado na distancia de Gower obtida pelo procedimento
Ward-MLM que formou um grupo com os genaotipos 9 e 30, nas analises restante foi

alocado em grupos separado.

PALAVRAS-CHAVE: Andlise conjunta, algoritmo de Gower, indice de Contetdo

Polimorfico.
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ISSR MOLECULAR MARKERS AND KEY WORDS IN MORPHOLOGICAL
EVALUATION OF GENETIC VARIABILITY GENOTYPES Tectona grandis L. f.

ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the genetic variability of teak germplasm
bank, through morphological and molecular markers ISSR. The experimental design
was a randomized block design with three replications and each plot consisted of
three plants were evaluated 30 different selected clonal teak genotypes. To
determine the genetic variability on morphologic characteristics, based on the Gower
algorithm was held a joint analysis of quantitative and qualitative variables. For the
study via molecular analysis, total DNA was extracted from each genotype and
amplifications were made by PCR with the use of 15 ISSR primers previously
selected. Quantitative, qualitative and molecular variables were analyzed
simultaneously together using the Ward-MLM procedure for composition of access
groups via the CLUSTER procedure and IML SAS and using the Ward method of
grouping the distance matrix was Gower obtained by the algorithm. The analysis of
data by Ward-MLM statistical procedure concluded that there is genetic variability
among 30 genotypes of teak. The Gower method was effective, demonstrating that
the simultaneous analysis of qualitative and quantitative data is feasible variability
between teak genotypes. Genotype 22 proved to be the most divergent, because
with the exception of the clustering structure UPGMA method based on the distance
Gower obtained by Ward-MLM procedure formed a group having the genotypes 9
and 30, the remaining analysis was allocated separate groups.

KEYWORDS: Joint Analysis, Gower Algorithm, Polymorphic Content Index.
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INTRODUCAO

Considerando que a madeira € um dos materiais mais usados pelo homem e
com o0 aumento da procura de matéria-prima para os diversos setores, as espécies
de rapido crescimento vém ganhando um papel importante para o suprimento de
madeira, tendo em vista os altos indices de desmatamento a nivel mundial (FAO,
2009). Uma espécie que tem se destacado nesse setor, é a teca (Tectona grandis
L.f) que € uma das espécies mais cultivadas no mundo, e caracteriza-se por ser uma
das madeiras mais valiosas, devido as suas excelentes propriedades fisicas e usos
diversos como: na construcdo naval, fabricacdo de méveis, entre outros (Caceres
Florestal, 1997).

Segundo Cruz e Carneiro (2006), estudar a variabilidade genética é uma
atividade de grande relevancia para o melhoramento de plantas e para a
conservacdo de muitas espécies. Por meio desse conhecimento, é possivel
identificar gendtipos contrastantes, com caracteristicas de interesse, como fontes de
resisténcia a doencas e alta produtividade, podendo utiliza-los em programas de
melhoramento. A variabilidade genética pode ser verificada pelo uso de diversos
tipos de descritores, como os morfoldgicos, agronémicos, bioquimicos e moleculares
(Cruz e Carneiro, 2006).

O uso de técnicas multivariadas € um dos fatores que tem impulsionado o
aumento nos estudos sobre divergéncia genética entre acessos de bancos ativos de
germoplasma, onde podemos destacar o método aglomerativo que tem como
principio reunir os genétipos em grupos, de tal forma que haja homogeneidade
dentro destes e heterogeneidade entre os mesmos. Esta metodologia depende do
célculo das medidas de dissimilaridade provenientes de varidveis quantitativas e
gualitativas (Crossa e Franco, 2004).

A técnica que permite a analise simultinea de dados quantitativos e
gualitativos foi proposta por Gower (1971), este método permite que valores da
matriz de distancia figuem compreendidos entre 0 e 1, sendo necesséaria a
padronizacdo das variaveis quantitativas e qualitativas. Varios estudos realizados
como com Brassica napus L. (Rodriguez et al.,, 2005), com Triticum aestivum L.
(Vieira et al., 2007) e com Solanum lycopersicum (Gongalves et al., 2008), utilizaram

o algoritmo de Gower.
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Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho é avaliar a variabilidade
genética do banco de germoplasma da teca, por meio de caracteres morfologicos e

marcadores moleculares ISSR.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Campus Universitario de Caceres da
Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, 16 © 11’ 42” de latitude Sul e
57° 40’ 51” de longitude Oeste, a 210 km de Cuiaba.

Os genatipos avaliados sé@o clones selecionados, proveniente da empresa
PROTECA Biotecnologia Florestal (Tabela 1). A PROTECA Biotecnologia Florestal €
uma empresa especializada na propagacéo clonal da teca a mais de 10 anos e
detém uma colecado exclusiva de gendtipos superiores desta espécie florestal.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com trés
repeticoes e cada parcela foi composta por trés plantas, foram avaliados 30
diferentes genotipos de teca clonais selecionados em casa de vegetacao.

As mudas foram plantadas inicialmente com 10 cm de alturas em vasos de 2
litros contendo uma mistura de solo e areia na proporcdo de 3:1. A adubacéo foi
realizada uma vez por semana utilizando 100 mL de solug&o nutritiva (Clarck, 1975).
A irrigacao foi realizada manualmente com nebulizagbes de 3 segundos a cada 10

min.

Tabela 1. Identificacdo dos 30 gendétipos de Teca selecionados provenientes da
PROTECA Biotecnologia Florestal

Identificacao Origem/ Identificacéo Origem/

Tratamento dos Clones procedéncia Tratamento dos Clones procedéncia
1 A2 16 B17 Brasil
2 A3 17 C1
3 A4 18 C2 Malasia
4 A6 19 C5
6 A8 21 D3 India
7 A9 22 D4
8 A0 23 E2 Indonésia
9 All 24 E4
10 Al2 25 G1 Costa do
11 B2 26 G2 Marfim
12 B6 27 J1
13 B8 Brasil 28 32 Gana
14 B14 29 T4 Tanzania
15 B16 30 T8
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Descritores morfolégicos

Para a determinacdo das caracteristicas morfoldgicas das mudas de teca,
foram coletados 120 dias apds o transplantio amostra composta por folhas novas,
em desenvolvimento e desenvolvidas, totalizando 6 folhas de cada planta: duas do
terco superior, duas do terco médio e duas do terco inferior.

As avaliacdes foram separadas em dados quantitativos e qualitativos. Para
os dados quantitativos foram analisados: altura da planta (ALT), diametro do caule
(D?, massa verde e seca da parta aérea (MAV e MAS) e raiz (MRV e MRS),
comprimento e largura do limbo foliar (CF e LF), pilosidade abaxial e adaxial (PAB e
PAD).

Para os dados qualitativos foram analisados: quanto a forma do limbo foliar
(FL), a forma da base (FB) e do apice foliar (FA), margem da folha (ML), cor da face
adaxial da folha (CAD) e presenca ou auséncia de peciolo. As avaliacbes e
observacdes foram acompanhadas de registros fotograficos.

A determinacdo das caracteristicas morfologicas foi adaptada de Miranda,
(2013), que trabalhou com a caracterizacgdo morfologica e avaliagdo do
desenvolvimento inicial de clones de teca (Tectona grandis L.f.). Onde a escolha dos
caracteres avaliados foi baseada na tabela de descritores para Eucalyptus e para
Hevea (Brasil, 2011); nos trabalhos realizados por Rawat et al. (1998), Gugana e
Surendran (2002), Lyngdoh et al. (2007) e Alcantara e Souza (2007); e em trabalhos
semelhantes realizados com outras espécies de interesse agronédmico (Nascimento,
2008; Andrade et al., 2009; Gomes Filho et al., 2010; Pinto et al., 2010; Madail et al.,
2011).

Para a caracterizacdo das express6es morfologicas foram utilizados os
trabalhos, Vidal e Vidal (2003) e da Unido Internacional para Protecdo de Obtencdes
Vegetais — UPOV (UPOV, 2010).

Marcadores moleculares ISSR

Para o estudo de variabilidade genética de 30 gendtipos clonais de teca, foi
utilizado o marcador molecular ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), por ser uma
técnica simples, rapida, de baixo custo, eficiente e que ndo requer informacéo prévia

da sequéncia de DNA do organismo em estudo.
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Coleta, extracdo e quantificacdo do DNA

Foram coletadas folhas jovens, expandidas e sadias de cada um dos
gendtipos selecionados. Cada folha, isoladamente, foi envolta em papel aluminio
para o transporte da casa de vegetacao até o Laboratério de Genética do Campus
Universitario de Alta Floresta - UNEMAT, aonde foi realizado as analises
moleculares.

No Laboratério, o DNA gendmico foi extraido segundo o método CTAB (3%
CTAB, 1,4 mol L-1 NaCl, 0,02 mol L-1 EDTA, 0,1 mol L-1 Tris-HCI (pH 8,0) e 3% b-
mercaptoetanol) descrito por Doyle e Doyle (1990), modificado com base em
Alcantara et al. (2008). A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foram
confirmadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%. A concentracdo foi
comparada através de pesos moleculares de DNA padrao (lambda) com amplitude
de variacao de 10, 20, 50 e 100 ng. O DNA guantificado foi diluido para a obtencéo

das solucdes de trabalho.

Selecéo de Primers ISSR e Reacgbes de Amplificacao

Inicialmente foram realizados testes de amplificacdo em trés gendtipos de
teca em 38 primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC)
(Tabela 2), com base nos padrdes de bandeamento para intensidade, polimorfismo e
repetitividade, foram selecionados 15 primers para as reacfes de PCR.

As reacbes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador
Biocycler com um volume final de 20 pL, sendo 1 pL de DNA (x 20 ng), 2 uL de
tampéao 10x (1M KCI; 1M Tris pH 8.3; 1M MgCI2; 10% Tween 20), 2 uL de MgClI2 (25
mM), 3 uL de primer (0,2 mM), 4 uyLANTP (0,1 mM de cada dNTP), 1 yL DMSO € 0,2
ML de Taq polimerase (5U/pl). O programa de amplificagdo foi proposto por
Narayanan et al. (2006), sendo: um ciclo de desnaturacdo de 94°C por 3 min; 30
ciclos de 94°C por 30 s, 45-60.3°C (dependendo da temperatura do primer) por 30 s
e 72°C 1 min; um ciclo de extenséo final de 72°C por 10 min.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampéao de corrida TBE 1X, com voltagem constante de 85 V por
aproximadamente seis horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados, por comparacdao, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder. A
coloracéo do gel foi realizada com brometo de etideo (0,6 ng mL-1). Em seguida os
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géis foram visualizados em transiluminador UV e foto documentados com camera

digital.

Tabela 2. Lista de primers testados para a caracterizacdo molecular dos 30
genatipos de teca

Nome do Sequéncia
Nome do Sequéncia _ ™ (°C)
_ T™ (°C) Primer (5'-3")
Primer (5'-3)
UBC 807* (AG)sT a7 UBC 861* (ACC)s 60.6
UBC 808 (AG)sC 48.8 DICA(YG) (CA)sYG 58.8
UBC 810* (GA)sT 45.4 DICA(CR) (CA)sCR 58.8
UBC 811* (GA)sC 48 DICA(CY) (CA)sCY 58.8
UBC 812 (GA)sA 48 DICA(C) (GA)sC 57.2
UBC 816 (CA)sT 48 DICA(RC) (GA)sRC 58.8
UBC 817* (CA)sA 50.3 TriCAC(RC) (CAC)sRC 63.2
UBC 818* (CA)sG 51 TriGTG (GTG)s 58.9
UBC 826* (AC)sC 48 TriGTG(YC) (GTG)sYC 63.2
UBC 827* (AC)sG 53 TriGTG(CY) (GTG)sCY 63.2
UBC 828 (TG)sA 51.3 TrAAG(RC) (AAG)sRC 51.2
UBC 830* (TG)sG 52.7 TrACA(RC) (ACA)sRC 51.2
UBC 835* (AG)sYC 50.2 TriIAGG(RC) (AGG)sRC 63.2
UBC 840* (GA)sYT 47.4 THTCA(RC)  (TCA)RC 51.2
UBC 841* (GA)YC 43 TriTCC(RC) (TCC)sRC 63.2
UBC 842* (GA)YG 48.8 TrTGA(RC) (TGA)sRC 51.2
UBC 855* (AC)sYT 49 TriCAT(RC) (CAT)sRC 63.2
UBC 856 (AC)sYA 51 TriCGA(RC) (CGA)RC 51.2
UBC 857* (AC)sYG 52 TriGAA(RC) (GAA)sRC 51.2

*= primers utilizados; Y =CouT; R=AouG;V=A CouG;H=A,CouT; TM = Temperatura de

anelamento referente ao primer.

Andalise dos dados

Para os dados morfoldgicos, foi realizado com base no algoritmo de Gower

(1971), uma analise conjunta das variaveis quantitativas e qualitativas para estimar a

matriz de distancia genética, expresso pela equacao:
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D WijkSijk
Yk _ Wijk

Sij=2

em que: K & o numero de variaveis (k = 1, 2,...; p=numero total de caracteristicas
avaliadas); i e j, dois individuos quaisquer; Wijk € um peso dada a comparacao ijk,
atribuindo valor 1 para comparacdes validas e valor 0 para comparacfes invalidas
(quando o valor da variavel esta ausente em um ou ambos individuos); Sijk é a
contribuicdo da variavel k na similaridade entre os individuos i e j, possuindo valores
entre 0 e 1. Para uma variavel nominal, se o valor da variavel k € a mesma para
ambos os individuos, i e j, entdo Sijk = 1, caso contrario, é igual a 0; para uma
variavel continua Sijk = 1 - | xik — xjk | / Rk em que xik e xjk sédo os valores da
variavel k para os individuos i e j, respectivamente, e Rk € a amplitude de variacao
da variavel k na amostra. A divisdo por Rk elimina as diferencas entre escalas das
variaveis, produzindo um valor dentro do intervalo [0, 1] e pesos iguais.

A técnica de agrupamento utilizado foi o da ligagdo média entre grupos
(UPGMA), sendo que o ajuste entre a matriz de distancias e o dendrograma foi
estimado pelo Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) (Sokal e Rohlf, 1962) e a
utilizacdo da técnica de otimizagédo de Tocher.

Para as caracteristicas moleculares os fragmentos de ISSR (produtos de
amplificacdo) foram analisados e codificados como caracteres binarios: presenca (1)
ou auséncia (0) de bandas.

Para obtencdo da matriz de dissimilaridade foi utilizado o complemento
aritmético do Indice de Jaccard. A partir da matriz de dissimilaridade foi possivel
realizar o agrupamento dos gendtipos pelo método de otimizacdo de Tocher, e a
construcdo de um dendrograma utilizando o método de agrupamento da ligacéo
média entre grupos (UPGMA) sendo que o ajuste entre a matriz de distancias e o
dendrograma foi estimado pelo Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) (Sokal e
Rohlf, 1962).

A diversidade genética do loco foi estimada com base no indice de Contetdo
Polimérfico (PIC), que € uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder
discriminatorio de um loco.

A informatividade do loco pi € a frequéncia do alelo p no loco pi, calculado

pela equacao: PIC = 1 - Zipi2, e a informatividade do primer pij € a freqiéncia do
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alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada pela equagao: PIC primer = 1 - Zi . &j
pij2 (Rezende et al., 2009).

O PIC representa a existéncia de variabilidade, a qual ser4d maior com
valores mais altos de PIC. Assim, marcadores ISSR que apresentam essa
caracteristica sdo os mais indicados para estudos de variabilidade (Ribeiro, 2011).

Todas as analises estatisticas dos dados morfolégicos e moleculares foram

realizadas no programa computacional Genes (Cruz, 2013).

Analise conjunta

As variaveis quantitativas, qualitativas e moleculares foram analisadas
simultaneamente em conjunto, utlizando o procedimento Ward-MLM para
composicao dos grupos de acessos por meio do procedimento CLUSTER e IML do
programa SAS (SAS Institute, 2009). Para uso do método de agrupamento Ward, a
matriz de distancia foi obtida pelo algoritmo de Gower (Gower, 1971).

A definicdo do numero ideal de grupos foi realizada de acordo com os
critérios do pseudo-F e pseudo-t2, combinado com o perfil da verossimilhanca,
associado com o teste da razdo da verossimilhanca. A estratégia Ward- MLM
consiste em duas fases, sendo que, na primeira fase, os grupos sdo definidos pelo
método de agrupamento Ward (Ward, 1963), usando a matriz de dissimilaridade de
Gower (Gower, 1971), na segunda fase, a média do vetor das variaveis quantitativas
para cada grupo, independentemente dos valores da variavel qualitativa, sendo
estimados pelo procedimento MLM.

A distancia adaptada por Franco et al. (1998), para a distribuicdo das
variaveis conjuntas (quantitativas, qualitativas e moleculares), foi usada para a
determinacdo da dissimilaridade entre os grupos formados. Para expressar a
variabilidade entre os genétipos foram utilizados as variaveis candénicas e o método

de agrupamento UPGMA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo Morfologica

Entre as variaveis qualitativas analisadas que variaram foram: a forma do
limbo foliar, forma do apice do limbo e a presenca ou auséncia de peciolo, entretanto
as caracteristicas, forma da base, margem da folha e cor da face adaxial da folha
ndo houve dissimilaridade entre os genotipos.

Entre os 30 gendtipos de teca avaliados, foi observado a forma do limbo
foliar entre elitica e obovada (Figura 1); a forma da base da folha foi encontrado
somente o tipo atenuada; a margem da folha também nédo houve diferenca entre os
genotipos, sendo a forma encontrado foi a ondulada; a cor da face adaxial da folha
foi a de verde escuro e a variaveis que mais divergiu foi a forma do apice, sendo

encontrado as formas: cuspidado, retuso e obtuso (Vidal e Vidal, 2003).

(D)

(E) (3) Y ()
Figura 1. Formas das folhas de Tectona grandis L. f. encontrados no presente
trabalho: (A) forma do limbo elitica; (B) forma do limbo obovada; (C) forma da base
da folha atenuada; (D) margem da folha ondulada; (E) forma do apice cuspidado; (F)
forma do apice retuso e (G) forma do apice obtuso.

Resultado semelhante ao encontrado por Miranda 2013, que trabalhando
com a caracterizacao morfologica e avaliacdo do desenvolvimento inicial de clones

de teca (Tectona grandis L. f.), encontrou plantas com a forma da folha entre eliptica,
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em folhas mais jovem, e oval, em folhas maiores e maduras; apice com formato do
tipo agudo caudado e margem do tipo ondulada.

Todos os genotipos apresentaram pilosidade sericio, glandular e hispido
intensa na face abaxial e pilosidade glandular e hispido na face adaxial (Figura 2).
Foi observado maior ocorréncia de tricomas glandulares e hipidos na face abaxial
das folhas de teca, que na face adaxial, além dos tricomas glandulares, Fermino
Junior e Scherwinski-Pereira 2009, observaram a ocorréncia de tricomas glandulares

peltados e tricomas tectores em folhas de Tectona grandis L. f.

(A) (B) (©)

Figura 2. Pilosidade observada em folhas de Tectona grandis L. f.: (A) Glandulares;
(B) Sericios e (C) Hispidos.

Por meio da analise multivariada, com base no algoritmo de Gower (1971),
foi possivel verificar alta variabilidade genética entre os trinta genoétipos de teca
avaliados, sendo que por meio do método de agrupamento UPGMA, foi obtido a

formacéao de seis grupos distintos (Figura 3).
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Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo{UPGMA)

83 1.86 .79 312 4.66 5,58 6.52 745 §.38

Figura 3. Dendograma representativo da variabilidade genética entre os 30
gendtipos de teca, obtido pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando o

algoritmo de Gower como medida de dissimilaridade.

O primeiro grupo formado representou 0 maior nimero de genotipos (22
genadtipos), demonstrando que estes materiais possuem caracteristicas morfolégicas
similares, sendo que este resultado reduz as perspectivas de utilizacdo destes
materiais, combinados entre si, em programas de melhoramento desta cultura. O
grupo Il foi composto pelos genoétipos 18, 23, 16 e 24, esses genotipos
demonstraram varias caracteristicas em comum, como a forma do apice nas folhas
superiores e mediana, a auséncia de peciolo e a forma do limbo nas folhas
inferiores.

Os grupos lll, 1V, V e VI foram formados por um genétipo cada, que foram os
gendtipos 12, 03, 10 e 22 respectivamente, este resultado revela que estas

variedades possuem uma alta dissimilaridade com relacdo aos demais genotipos
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estudados, sendo o0s mais promissores para utilizacdo em programas de
melhoramento devido os mesmos serem fenotipicamente divergentes aos demais
gendtipos. Resultado semelhante ao encontrado por Gomes Filho 2009, que
trabalhando com Diversidade genética em acessos de goiabeiras (Psidium guajava
L.) provenientes de Bom Jesus do Itabapoana — RJ, encontrou a formacao de quatro
grupos pela analise conjunta, sendo que o autor afirma que a metodologia mais
confiavel de avaliagdo da dissimilaridade genética dos acessos de goiabeira foi a
analise conjunta.

O agrupamento pelo método UPGMA obteve um ajuste com as distancias
originais da ordem de 78%. Isto significa que para o agrupamento UPGMA obteve-se
um coeficiente de correlacdo cofenético de 0,78, sendo este valor considerado
aceitavel, demonstrando que o método de agrupamento esta de acordo com as
distancias originais, ndo havendo com isso grandes distor¢cdes nos resultados,
revelando assim uma seguranca no agrupamento formado (Sokal e Rohlf, 1962).

A partir do agrupamento pelo método de Tocher, foi verificado a formacao de
sete grupos, resultado diferente do apresentado pelo método UPGMA (Tabela 3).

Tabela 3. Agrupamento dos 30 gendtipos de teca, pelo método de Tocher, com base
na dissimilaridade expressa pelo algoritmo de Gower

Grupos Genadtipos

I 17, 21, 06, 09, 26, 20, 02, 11, 27, 29, 25, 01, 28, 19, 14, 13, 04, 08,
15, 05, 18, 23 e 24

Il 07 e 30
1] 10
A% 22
Vv 12
Vi 16
Vi 03

O primeiro grupo formado pelo método de Tocher, foi formado por 23
gendtipos, semelhante ao método UPGMA, entretanto, os gendtipos 18, 23 e 24,
alocados no grupo |, no método UPGMA foram alocados no grupo Il. O grupo I, foi
formado por dois gendtipos (07 e 30), esses genotipos pelo método UPGMA, foram
alocados no grupo I.
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Os grupos I, 1V, V, VI e VII, foram formados por apenas um genotipo cada,
resultado semelhante ao encontrado pela formacdo do método UPGMA, com
excecao do gendtipo 16, que se encontrava no grupo Il pelo método UPGMA.

A distancia proposta por Gower foi também utilizada por Rodriguez et al.
(2005) para estudar em conjunto variaveis qualitativas e quantitativas, oriundas de
28 caracteres morfolégicos e agronémicos em Brassica napus L. Com o estudo, 0s
autores determinaram a adequacdo do germoplasma estudado para o cultivo de
verao e estimaram a divergéncia genética entre as populagdes locais. Com a analise
conjunta dos dados, os autores conseguiram demonstrar a diversidade e o valor dos

acessos estudados para o melhoramento da cultura.

Caracterizacao Molecular

Os marcadores moleculares ISSR, relevaram a existéncia de alta
variabilidade genética entre os trinta genotipos de teca selecionados, sendo que
para os 15 primers ISSR selecionados foi possivel uma amplificacdo total de 111
fragmentos, sendo 99 bandas polimérficas (89.19%), com uma média de bandas
amplificadas por primers de 7.4 (Tabela 4).

Esse resultado é inferior ao encontrado por Ansari et al. (2012), que ao
estudarem 29 populacdes naturais de teca com base em marcadores ISSR,
encontraram uma média de 8,6 bandas por primer, entretanto, foi superior ao
encontrato por Giustina et al. (2013), que trabalhando com diversidade genética de
genotipos de teca (Tectona grandis linn f.-Lamiaceae) utilizando marcadores ISSR,
encontraram uma média de 4,66 bandas por primer.

Dentre os 15 primers utlizados, cinco deles mostraram 100% de
polimorfismo, que foram UBC 811, UBC 817, UBC 826, UBC 835 e UBC 857. O
primers com a menor porcentagem de polimorfismo foi o UBC 818 (66.66%).

O conteudo de informacéo polimorfica (PIC), que segundo Varshney et al.
(2007) levam em consideracdo o numero total de fragmentos detectados para cada
loco de um determinado iniciador e a frequéncia destes alelos no conjunto de
genatipos investigados, nesse estudo variou de 0.70 (UBC 835) a 0.1468 (UBC 827),
com meédia de 0.4294.
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Tabela 4. Numero total de bandas, percentual de polimorfismo e valor do PIC dos 30

genaotipos de teca analisados

Primers N° de Bandas % de Polimorfismo PIC
UBC 807 8 87.5 0.3788
UBC 810 10 90 0.3345
UBC 811 6 100 0.4818
UBC 817 5 100 0.5308
UBC 818 3 66.66 0.2370
UBC 826 12 100 0.3679
UBC 827 8 75 0.1468
UBC 830 10 90 0.2861
UBC 835 4 100 0.7000
UBC 840 4 75 0.4497
UBC 841 8 87.5 0.5647
UBC 842 11 81.81 0.4189
UBC 855 7 85.71 0.4401
UBC 857 10 100 0.5576
UBC 861 5 80 0.5460
Média 7.4 89.19 0.4294

Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores
de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre 0,25 e
0,50 mediamente informativos, e valores inferiores a 0,25, pouco informativos.
Sendo assim, no presente estudo foram encontrados cinco primers considerados
muito informativos, que foram os primers UBC 817, UBC 835, UBC 841, UBC 857 e
UBC 861, sendo que marcadores ISSR que apresentam essa caracteristica sdo 0s
mais indicados para estudos de variabilidade (Ribeiro, 2011). Oito primers
mediamente informativos: UBC 807, UBC 810, UBC 811, UBC 826, UBC 830, UBC
840, UBC 842 e UBC 855 e somente dois primers considerados pouco informativos:
UBC 818 e UBC 827.

Com base na dissimilaridade gerada pelo complemento aritmético do indice
de Jaccard, foi possivel confeccionar um dendrograma pelo método de agrupamento

UPGMA, sendo que o mesmo formou 4 grupos (Figura 4).
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O primeiro grupo formado foi composto por 27 genadtipos, sendo o grupo com 0s
genotipos menos dissimilares.

Método de agrupamento: Ligagéo Média Entre Grupo(UPGMA)

—
—

10 ¥il] 30 40 50 60 70 80 80
05 A A6 22 27 x] 39 £ 5

Figura 4. Dendograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA com base nos

marcadores ISSR.

Os grupos I, 1l e IV, foram formados por apenas um gendétipo cada, que
foram os genotipos 30, 9 e 22 respectivamente, sendo assim, esses genotipos sao
considerados os mais divergentes pelo método de agrupamento UPGMA.

O coeficiente de correlacéo cofenética obtido entre a matriz de distancia e o
dendrograma (r=0,93) revelou um bom ajuste entre a representacdo grafica das
distancias e a sua matriz original (Rohlf, 2000), demonstrando que o método de
agrupamento esta de acordo com as distancias originais, ndo havendo com isso
grandes distor¢des nos resultados, revelando assim uma seguranga no agrupamento
formado (Sokal e Rohlf, 1962).

Resultado diferente ao obtido pelo método de otimizacdo de Tocher, que

proporcionou a formacao de apenas 2 grupos (Tabela 5).
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Tabela 5. Agrupamento dos 30 gendétipos de teca pelo método Tocher, a partir da

analise molecular por meio dos marcadores ISSR

Grupos Genotipos

12, 14, 13, 25, 18, 26, 24, 19, 10, 21,
| 11, 20, 17, 27, 03, 29, 05, 02, 16, 08,
01, 04, 23, 06, 28, 07, 15, 30 e 09

I 22

O grupo I, foi formado pelo gendtipo 22, que pelo método de agrupamento
UPGMA, também formou um grupo separado, mostrando assim ser o genétipo mais
divergente entre os 30 gendtipos de teca avaliados. O grupo | foi formado pelos
demais gendtipos.

A andlise da diversidade genética para o conhecimento da variabilidade
entre materiais de interesse torna-se muito vantajosa no processo de identificacao
de novas fontes de genes (Amaral Junior e Thiébaut, 1999). Para o melhoramento,
gue busca a variabilidade genética na progénie, com o objetivo da selecdo de
cultivares superiores, 0s acessos mais dissimilares sédo os mais apropriados (Cruz et
al., 2004).

Analise Conjunta dos Dados

Pela analise da matriz de dissimilaridade obtida pelo algoritmo de Gower
(1971), foi possivel confeccionar um mapa de calor aonde mostra a distancia entre
os 30 genotipos de teca (Figura 5).

Pelo mapa de calor observa-se que quanto maior o grau de vermelho, maior
a similaridade entre os genotipos, enquanto que as maiores dissimilaridades estao
representadas pelas cores mais claras, portanto podemos observar que as maiores
similaridades estdo entre os gendtipos 13, 14, 12, 25, 18 e 26, e as maiores
dissimilaridades estédo entre o gendtipo 22 e os gendtipos 3, 5, 27, 11, 21, 17, 23, 2,
19, 24, 18, 25, 12, 14 e 13.
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Pelo procedimento da funcdo da verossimilhanga, o nimero ideal de grupos
foi igual a trés, com um valor de incremento de 34,49 (Figura 6). A analise da funcao
da verossimilhanca permite definir critérios mais precisos na formacdo dos grupos,
resultando no estabelecimento de grupos menos subjetivos (Gongalves et al., 2009;
Barbé et al., 2010; Cabral et al., 2010).
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Figura 6. Gréafico da funcdo logaritmica de verossimilhanca (Log-L) em relacdo ao

namero de grupos.

Muitos estudos utilizam o procedimento da fungao da verossimilhanga para
determinar o numero ideal de grupo, como o de Ortiz et al. (2008), que estudando
racas de milho de altas altitudes do Peru, observaram que os maiores incrementos
na funcdo da probabilidade foram constatados na constituicio de quatro e oito
grupos e como o de Padilha et al. (2005), que avaliando a diversidade de 120
acessos de Brassica rapa subsp. rapa L., verificaram que o maior incremento na
funcao da probabilidade foi atingido quando cinco grupos foram considerados.

Como base no algoritmo de Gower, foi verificado, por meio do método de
agrupamento UPGMA, a formacéo de trés grupos (Figura 7). O primeiro grupo for
formado por 14 gendtipos, sendo eles 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 16, 17, 19, 20, 21, 23 e 27,
o grupo Il foi formado per 13 gendtipos (6, 7, 10, 12, 13, 14, 15, 18, 24, 25, 26, 28 e

29), e o grupo Il foi formado por apenas trés genotipos 9, 22 e 30.
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Figura 7. Agrupamento dos genétipos pelo método UPGMA baseado na distancia de

Gower obtida pelo procedimento Ward-MLM.

A principal caracteristica qualitativa em comum, entre os genétipos do grupo
I, € a auséncia de peciolo e em relacdo as caracteristicas quantitativas os genotipos
do grupo |, apresentou maiores valores nas caracteristicas: Altura da planta, matéria
verde e seca da parte aérea e raiz, comprimento e largura da folha mediana, largura
da folha inferior e pilosidade glandular da parte adaxial.

Entre os gendtipos do grupo Il, as principais caracteristicas qualitativas em
comum foram a auséncia de peciolo e a forma do limbo na folha mediana do tipo
elitica, para os dados quantitativos as caracteristicas com destaque foram o didametro
do caule, comprimento da folha superior, comprimento da folha inferior, pilosidade da
forma hispida na parte adaxial e abaxial e pilosidade da forma siricio na parte

abaxial.
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O grupo I, formado pelo menor nimero de genoétipos, possuem em comum
forma do limbo do tipo elitica e forma do apice do tipo cuspidado, segundo
classificacdo de Vidal e Vidal (2003), e para as caracteristicas quantitativas, somente
a caracteristica pilosidade da forma glandular na parte abaxial foi superior em
relagdo aos outros grupos.

O coeficiente de correlacdo cofenética foi de 0,86 revelando um bom ajuste
entre a representacao grafica das distancias e a sua matriz original (Rohlf, 2000).

Com base na analise de variaveis candnicas, foi verificado que as duas
primeiras variaveis foram responsaveis por 90.65%. Logo, um grafico bidimensional

€ suficiente para capitalizar uma boa proporcéo da variabilidade genética (Figura 8).
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Figura 8. Agrupamento dos genotipos pelas trés primeiras variaveis canonicas pela
analise Ward-MLM.

Resultado semelhante ao encontrado por Goncalves et al. (2009), que
trabalhando com tomate, verificaram que as duas primeiras variaveis canbnicas
explicaram cerca de 90% da variabilidade entre os grupos, e o gréafico bidimensional

mostrou-se adequado para a visualizacdo da relacéo entre 0s grupos.
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Pela analise grafica de variaveis candnicas, percebe-se um distanciamento
do grupo | dos demais grupos formados pelo procedimento Ward-MLM e a apro-
ximacéao dos grupos | e Il. Esses resultados estdo em consonancia aos obtidos pela
distancia proposta por Franco et al. (1998), (Tabela 6). No qual se verifica que 0s
grupos | e lll sdo os mais distantes (66,02), enquanto os grupos | e Il sdo 0s mais

préoximos (15,24).

Tabela 6. Distancia entre os grupos formados pelo procedimento Ward-MLM,

proposto por Franco et al. (1998)

Grupo 1 2 3

1 0.00 35.92 66.02
2 0.00 15.24
3 0.00
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CONCLUSAO

Ha variabilidade genética entre os 30 gendtipos de teca estudados,
considerando-se as variaveis quantitativos, qualitativos e moleculares pelo
procedimento estatistico Ward-MLM.

Os caracteres morfolégicos utilizados mostraram ser eficientes para o estudo
de variabilidade genética, entretanto nao foi possivel compor uma tabela de
descritores para gendtipos clonais de teca baseado nas caracteristicas avaliadas.

O método de Gower foi eficiente na discriminacdo dos grupos, demonstrando
gue a andlise simultdnea de dados qualitativos e quantitativos € viavel e pode
permitir maior eficiéncia no conhecimento da variabilidade entre genétipos de teca.

O gendtipo 22 mostrou ser o mais divergente em relagcdo aos outros
genaotipos, pois com excecdo do agrupamento dos genotipos pelo método UPGMA
baseado na distancia de Gower obtida pelo procedimento Ward-MLM que formou um
grupo com os genotipos 9 e 30, nas analises morfologica e molecular encontrou-se

em grupos sozinhos.
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4.2 CAPITULO 2 -
COMPONENTES DE RESISTENCIA EM GENOTIPOS DE TECA A Olivea
neotectonae COMO CRITERIO DE SELECAO DE GENOTIPOS PROMISSORES

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi identificar melhores componentes de resisténcia ao
fungo Olivea neotectonae que permitam predicdbes adequadas de genotipos
promissores de teca a serem explorados nos programas de melhoramento ou para o
manejo de doenca. Foram avaliados 30 diferentes gendtipos de teca clonais em
casa de vegetacdo proveniente da empresa PROTECA Biotecnologia Florestal, O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com trés repetices e trés
plantas por parcela. As caracteristicas avaliadas foram: Periodo latente médio,
NGmero de pustulas por cm?, Area Abaixo da Curva de Progresso do Nimero de
Pastulas (AACPNP), Frequéncia de infeccdo e Numero de urediniésporos por
pustula. Os dados das caracteristicas de resisténcia foram submetidos a anélise de
variancia e testado a significancia pelo teste F, foi realizada uma analise multivariada
das caracteristicas de resisténcia, aplicando-se as técnicas de agrupamento e de
variaveis canonicas. Pode-se concluir que existe variabilidade genética entre os 30
gendtipos de Tectona grandis, proveniente da empresa PROTECA em relacdo a
resisténcia ao fungo Olivea neotectonae, tanto para o método de Ligacdo Media
entre Grupos (UPGMA) e o método de Variaveis canbdnicas 0os gendtipos que
apresentaram maiores resisténcia para o fungo Olivea neotectonea, foram o0s
gendtipos 03 e 10, para susceptibilidade houve discordancia entre os métodos
UPGMA e variaveis canfnicas.

PALAVRAS-CHAVE: Tectona grandis Linn F., ferrugem da teca, mudas clonais.

45



COMPONENTS OF RESISTANCE IN TEAK TO Olivea neotectonae AS A
CRITERION FOR SELECTING PROMISING GENOTYPES

ABSTRACT

The aim of this paper was to identify the best components involving resistance
to the O. neotectonae fungus, allowing for adequate selection of promising teak
genotypes to explore in improvement programs or for disease management. Thirty
different clonal teak genotypes from the PROTECA Forest Biotechnology company
were evaluated in the greenhouse. The experimental framework was one of
randomized blocks, with three repetitions and three plants per segment. The
characteristics evaluated were: Average latent period, Number of pustules per cm?,
Area below the number of pustules progress curve (ABNPPC), Frequency of
infection, and Number of urediniospores per pustule. The data for the resistance
characteristics were submitted to ANOVA and multivariate analysis applying grouping
techniques and canonical variables. High genetic variability among the 30 T. grandis
genotypes regarding resistance to the O. neotectonae fungus. Both for the
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) and the canonical
variables method the genotypes that showed the greatest resistance to the O.
neotectonea fungus were genotypes 03 and 10. For susceptibility there was

disagreement between the UPGMA and canonical variables methods.

KEYWORDS: Tectona grandis Linn F., teak rusk, clonal seedlings.
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INTRODUCAO

A teca (Tectona grandis Linn F.), e uma espécie arbdrea pertencente a
familia Lamiaceae (Souza e Lorenzi, 2008), a palavra Tectona vem do grego “tekton”
e significa carpinteiro e grandis provem do Latim e tem o significado de nobre, sendo
gue essa espécie era muito utilizada pelos carpinteiros, assim o significado do nome
Tectona grandis (Tewari, 1999).

A teca produz uma madeira excepcional, muito valorizada e procurada no
comércio mundial por combinar beleza, estabilidade, durabilidade e resisténcia
(Matricardi, 1989), sua alcanca bons precos e, compete, no momento em igualdade
de situagcdo com madeiras consideradas nobres no mercado mundial.

As perspectivas para o0 cultivo da teca na regido Centro-Oeste,
especialmente no Estado de Mato Grosso, sugerem retorno econémico desejavel e
previsivel, tendo em vista as condicdes edafo-climaticas da regido e alguns
indicadores em termos de produc¢éo para o Estado (Golfari et al., 1978)

Entre os fatores que reduzem a produtividade da cultura, destaca-se a
ferrugem da teca, causada pelo fungo Olivea neotectonae (Pieri et al., 2011),
pertencente ao Filo Basidiomycota, Ordem Pucciniales, Family Chaconiaceae
(Céspedes et al., 2014). O primeiro relato dessa doenca no continente americano foi
no Panama em 2003 (Esquivel, 2003) e no proximo ano na Costa Rica (Arguedas,
2004), Equador (Pinargote, 2004) e no México pela Organizacdo Norte-Americana
para Protecdo de Plantas (NAPPO, 2005). Sendo que no Brasil o primeiro relato
oficial da doenca foi em 2009 no municipio de Sinop, MT (Bonaldo et al., 2011).

Entre as doencas foliares da teca, a ferrugem é a de maior importancia
(Arguedas, 2006), sendo que ataques severos induzem a seca rapida das folhas e o
desfolhamento das plantas, que ficam debilitadas e retardam significativamente o
tempo para a producdo de madeira, tornando-a com baixa qualidade (Cespedes;
Yepes, 2007). Estudos em Cuba indicam que arvores jovens sofrem desfolhamento
cerca de 20 a 30 dias ap6s o inicio do aparecimento dos sintomas, além de
apresentar crescimento reduzido (Pérez et al., 2008).

De forma geral, os programas de melhoramento genético da teca,
concentram-se no desenvolvimento de clones, com énfase na taxa de crescimento e

propriedades da madeira, no entanto ndo existem programas de melhoramento
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genético visando a resisténcia a doencas. Sendo assim nota-se a necessidade de
programas de melhoramento visando a resisténcia de doencas em culturas
florestais. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi identificar melhores
componentes de resisténcia ao fungo O. neotectonae que permitam predicOes
adequadas de genotipos promissores de teca a serem explorados nos programas de

melhoramento ou para o0 manejo de doenca.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Campus Universitario de Caceres da
Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, 16 °© 11’ 42” de latitude Sul e

57° 40’ 51” de longitude Oeste, a 210 km de Cuiaba.

Foram avaliados 30 diferentes genoétipos de teca clonais selecionados em

casa de vegetacdo proveniente da empresa PROTECA Biotecnologia Florestal

(Tabela 1). O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com trés

repeticdes e cada parcela foi composta por trés plantas. As mudas foram plantadas

inicialmente com 10 cm de alturas em vasos de 2 litros contendo uma mistura de

solo e areia na proporcao de 3:1. A adubacé&o foi realizada uma vez por semana

utilizando 100 mL de solucdo nutritiva (Clarck, 1975). A irrigacao foi realizada

manualmente sem o molhamento das folhas e foi realizada nebulizacdes de 3

segundos a cada 10 min para manter a umidade do ar alta.

Tabela 1. Identificacdo dos 30 gendtipos de Teca selecionados provenientes da
PROTECA Biotecnologia Florestal

T Identificacao Origem/ Identificacéo Origem/
ratamento ~ . Tratamento .
dos Clones procedéncia dos Clones procedéncia
1 A2 16 B17 Brasil
2 A3 17 C1
3 A4 18 C2 Malasia
4 A6 19 C5
5 A7 llhas 20 D2
6 A8 Salomao 21 D3 india
7 A9 22 D4
8 A10 23 E2 ..
9 A1l o4 E4 Indonésia
10 Al2 25 Gl Costa do
11 B2 26 G2 Marfim
12 B6 27 J1
13 B8 Brasi 28 32 Gana
14 B14 29 T4 Tanzania
15 B16 30 T8

A PROTECA Biotecnologia Florestal € uma empresa especializada na

propagacéo clonal da teca a mais de 10 anos e detém uma colecdo exclusiva de

genaotipos superiores desta espécie florestal.
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Inoculacéao

O inoculo utilizado foi proveniente de folhas de teca coletadas na regido de
Céceres-MT com sintomas de ferrugem. Os urediniésporos foram coletados através
da raspagem das folhas com um pincel, posteriormente, foi preparada uma
suspensao de esporos com agua destilada e tween 80 (0,075%). A concentracdo da
suspensdo foi ajustada a 2 x10* esporos por mL de agua com o auxilio de uma
camara de Neubauer (Sood; Comstock; Glynn, 2009).

A inoculagéo dos gendtipos foi realizada aos 36 dias apos o transplante das
mudas, utilizando-se aproximadamente 11 mL da suspensdo por planta. A
inoculacao foi realizada pulverizando-se todas as folhas com auxilio de um borrifador
manual. Ap6s a inoculacdo os gendtipos foram cobertos com saco pretos por 24
horas (cAmera Uumida). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo durante
todo o periodo do experimento. As temperaturas maxima e minima registadas no dia
da inoculacédo foram de 16,4 e 27,6°C, respectivamente, e a média durante todo o
experimento foi de minima 22,08 e méaxima 34,02°C.

Apos a inoculagdo foram selecionadas duas folhas do terco médio de cada
planta para as avaliacdes. Essas folhas foram marcadas com barbantes de cores
diferentes, identificando a folha um (F1) e folha dois (F2), sendo que a F1 foi
avaliada até 20 dias ap0s a inoculacao (20DAIl) e a F2 até 32 dias ap0s a inoculacao
(32DAl), proporcionando, assim, dois periodos de avaliagdes. Todas as variaveis,

exceto o periodo latente, foram avaliadas para esses dois periodos de avaliacdes.

Avaliacdes

e Periodo latente médio: intervalo, em dias, entre a inoculacdo até o aparecimento
de pustulas esporulando em 50 % das folhas marcadas por repeticdo por
genotipo (Griffiths & Jones, 1987).

e Numero de pustulas por cm?: diariamente foi contado o total de pustula presentes
em cada folha marcada. Essa contagem foi realizada até os 20DAI e 32DAl para
as folhas F1 e F2, respectivamente. Para determinar a area de cada folha, ao
final de cada periodo de avaliacdo (20DAI e 32DAl), as folhas marcadas foram
coletadas e digitalizadas. Em seguida, foi realizada a mensuragédo da é&rea total

de cada folha com o auxilio do programa computacional ImageJ. O numero de
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pUstulas por cm? para cada dia de avaliagéo foi calculado dividindo-se o niimero
de pustulas pela area foliar total de cada folha marcada.

Area Abaixo da Curva de Progresso do Nimero de Pustulas (AACPNP): Com os
valores diarios do nimero de pustulas por cm? foi calculado a AACPNP

baseando-se na equacao proposta por Shaner e Finney (1977).

n-—1

Yi + Vi,
z [( +2 1)] (tiv1 — t;)
i—1

7z

Onde, n é 0 numero de avaliacdes, ti+l — ti € o intervalo entre duas

AACPNP=

avaliacoes e Yi e Yi+1 sao duas avaliacbes consecutivas realizadas nos tempos ti+1

e ti.

Frequéncia de infeccdo: A frequéncia de infec¢cao foi estimada dividindo-se o
nimero médio de urediniésporos depositados por cm? pelo nimero de pustulas
formadas por cm? de é&rea foliar. Para determinar o nimero médio de
urediniésporos depositados nas folhas, no momento da inoculagéo, laminas de
microscoépio foram borrifadas com a suspensdo de esporos da mesma forma
descrita para a inoculacdo das plantas. Em seguida, foi contado o total de
esporos depositados/cm? em cada lamina, com auxilio de um microscépio 6tico.
Para o céalculo da frequéncia de infeccdo foi considerado o nimero de pustulas
formadas por cm? de &rea foliar do dltimo dia de avaliacdo para cada folha
marcada.

Numero de urediniésporos por pustula: A contagem do numero de esporos
produzidos por pustula foi realizado aos 20DAI para a F1 e aos 32DAIl para a F2.
Para essas contagens foram retirados trés seguimentos de 1 cm? das areas mais
afetadas de cada folha marcada. Em seguida, o0s seguimentos foram
acondicionados em microtubulos de 1,5 mL, nos quais se adicionou 1 mL de
solucdo de agua destilada + 0,075% Tween 80. Posteriormente, os microtubulos
foram agitados em um agitador orbital vortex por 30 min, para que O0S
urediniésporos fossem liberados na solugdo. Em seguida, os seguimentos foram
retirados e colocados em placas de petri para a contagem do nuamero de

pustulas. Essa contagem foi realizada utilizando-se um microscopio
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estereoscopio. A quantificacdo do numero de urediniosporos foi realizada com o
auxilio da camera de Neubauer. Esses dados foram utilizados para a

quantificacdo do numero de urediniésporos produzidos por pustulas.

Analise dos dados

Os dados das caracteristicas de resisténcia foram submetidos a analise de
variancia e testado a significancia pelo teste F, utilizando-se o programa Genes
(Cruz, 2013).

Foi realizada uma analise multivariada das caracteristicas de resisténcia,
aplicando-se as técnicas de agrupamento e de varidveis candnicas. Na técnica de
agrupamento, foi utilizada a distancia generalizada de Mahalanobis (Mahalanobis,
1936) como medida de dissimilaridade, e na delimitacdo dos grupos, a construcao
de um dendrograma utilizando o método de agrupamento da ligacdo média entre
grupos (UPGMA) sendo que o ajuste entre a matriz de distancias e o dendrograma
foi estimado pelo Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC) (Sokal e Rohlf, 1962).

Na andlise de varidveis canbnicas, a variabilidade genética foi evidenciada
por meio da projecdo 3D com as trés primeiras variaveis. Também foi adicionado a
contribuicdo relativa dos caracteres por meio das distancias generalizadas de
Mahalanobis, utilizando o critério proposto por Singh (1981) e a andlise da
correlagdo linear de Pearson. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no

programa computacional Genes (Cruz, 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os componentes de resisténcia analisados, apresentaram grande variacao
quantitativa entre os genotipos, além disso os coeficientes de correlacdo linear de
Pearson observados entre os componentes foram significativos, para as variaveis
Frequéncia de Infeccdo x AACPNP, Frequéncia de Infeccdo x Pustula por cm? e
AACPNP x Pustula por cm? sendo que todas as correlagdes significativos
mostraram ser positivas, 0 que demonstra a associacdo entre as variaveis (Tabela
2).

Tabela 2. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre 0os componentes de

resisténcia.
o Esporos por Periodo Frequéncia
Variaveis ) AACPNP
Pastula Latente de Infeccéo
Periodo
0.0191 ns - - -
Latente
Frequéncia de
. 0.1017 ns 0.0535 ns - -
Infeccao
AACPNP 0.0706 ns 0.0092 ns 0.9845** -
Puastula por
) .0527 ns 0.1046 ns 0.9417** 0.955**
cm

"Nao-significativo; **Significativo a 1% de probabilidade.

Com base na magnitude relativa de valores da distancia de Mahalanobis
obtida através das caracteristicas de resisténcia ao fungo Olivea neotectonae
analisadas, foi verificado, por meio do método de agrupamento UPGMA, a existéncia
de variabilidade genética entre os gendétipos, obtendo a formacédo de quatro grupos
distintos (Tabela 3). Resultado semelhante ao encontrado por Xavier 2007, que
trabalhando com a resisténcia de outras espécies florestais, como o Eucalyptus
globulus e Eucalyptus nitens a ferrugem (Puccinia psidii) constatou-se variabilidade
nas espécies avaliadas.

O primeiro grupo foi formado por dois gendtipos (03 e 10) sendo esses 0s
genadtipos que apresentaram maior resisténcia ao fungo Olivea neotectonae, para as

caracteristicas avaliadas.
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Tabela 03: Variaveis epidemiolégicas apresentadas pelos gendétipos de teca

infectados por O. neotectonae™

Periodo Frequéncia Esporos
Pustulas
Genétipos  Latente de AACPNP por Grupos®?
por cm2
(dias) Infeccao Pastula
3 0 0.0001 0.0012 0.0009 0 I
10 0 0 0 0 0 I
13 16 0.1382 0.9538 1.3306 1154.1214 I
18 16 0.0850 0.6310 0.8187 1206.0846 I
1 19 0.0097 0.0687 0.0929 447.8114 1
2 17 0.0078 0.0544 0.0753 1129.6296 1
4 15 0.0282 0.2224 0.2717 877.0341 1
5 15 0.0149 0.1014 0.1432 489.4026 1
6 13 0.0026 0.0207 0.0247 550.5051 1
9 14 0.0088 0.0490 0.0844 440.4762 1
11 16 0.0132 0.0992 0.1274 1153.1085 1
14 16 0.0350 0.2399 0.3369 867.8838 1
15 16 0.0187 0.1267 0.1804 1602.2377 1
16 15 0.0256 0.1635 0.2462 1310.8466 1
17 17 0.0290 0.2193 0.2795 1777.9982 1
19 11 0.0127 0.0923 0.1220 814.8148 1
20 10 0.0545 0.3973 0.5250 467.5926 1
21 19 0.0113 0.0716 0.1084 612.7900 1
Continua...
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Continuacao Tabela 03...

22 15 0.0164 0.1374 0.1578 1012.0321 I
23 17 0.0159 0.1313 0.1530 1167.2263 I
24 18 0.0214 0.1376 0.2060 885.5219 I
25 18 0.0410 0.2779 0.3944 787.1840 I
26 13 0.0273 0.1467 0.2631 642.8571 1]
27 17 0.0186 0.1401 0.1786 734.0700 1]
28 10 0.0238 0.1963 0.2294 669.4866 1]
29 16 0.0224 0.1760 0.2152 1296.3028 1]
30 16 0.0158 0.1059 0.1525 1453.3815 1]
7 15 0.0599 0.3889 0.5763  2040.4889 A%
8 14 0.0837 0.5283 0.8055 968.7447 v
12 14 0.0780 0.4568 0.7510 931.9924 A%

' Médias dos tratamentos; ¥ Agrupamento dos genétipos pelo uso da distancia generalizada D2 de
Mahalanobis e pelo método UPGMA.

Os gendtipos representantes do grupo |, merecem destaque por
apresentarem caracteristicas de resisténcia superiores aos demais genotipos, nesse
grupo com apenas os vintes dias de avalia¢cdes nédo foi possivel determinar o periodo
latente, sendo assim o fungo precisa de maior periodo de tempo para se estabilizar
nesses genotipos, nesse grupo os componentes frequéncia de infeccdo, AACPNP e
pUstulas por cm? mostraram resultados perto de 0, além de que o componente
esporos por pustula foi 0 mais baixo (0).

Em seguida formou-se um grupo com 0s genotipos 13 e 18, nesse grupo o
periodo latente foi de 16 dias, a frequéncia de infeccédo foi baixa (entre 0.0850 a
0.1382), mas esses genotipos apresentaram alta quantidade de esporos por pustula,
gue variaram de 1206.0846 a 1154.1214.

O grupo de numero trés apresentou a maior quantidade de gendtipos (23
genaotipos), nesse grupo o periodo latente variou de 10 a 19 dias, dentro de grupo
destaca-se 0 gendtipo 06, que apesar de apresentar o periodo latente com 13 dias,

foi 0 genodtipo que apresentou menores resultados de frequéncia de infeccao,
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AACPNP e pustula por cm?, entretanto para a variavel esporo por pustula o genétipo
com maior destaque foi o 09. E por ultimo o grupo que apresentou maior
susceptibilidade a Ferrugem da Teca foi formado pelos gendétipos 8, 12 e 7, nele os
gendtipos apresentaram periodo latente de 14 a 15 dias, a frequéncia de infecgéo
variou de 0.0599 a 0.0837 e o gendtipo com maior destaque foi do gendtipo 07 que
apresentou 2040.4889 esporos por pustula. Resultado parecido ao encontrado por
Barceli et al. (2011), que avaliando a severidade do fungo Olivea neotectonae por
meio da area abaixo da curva de progresso da doenca, em dez clones comercias, no
periodo entre maio de 2009 e julho de 2010, constataram que os clones C9, C8 e
C10 foram os mais susceptiveis, os clones C4, C1, C3, C2, C6 e C7 apresentaram
resisténcia intermediéria, enquanto que o clone C5 apresentou ser o mais resistente
a ferrugem da teca.

O coeficiente de correlacdo cofenética obtido entre a matriz de distancia
generalizada de Mahalanobis e a matriz de distancia cofenética (r=0,86) revelou um
bom ajuste entre a representacdo gréafica das distdncias e a sua matriz original
(Rohlf, 2000), possibilitando a realizagdo de inferéncias por meio da avaliagéo visual
da Tabela 3. Neste tipo de representacdo grafica, a eficiéncia com que a matriz
original dos dados de distancia é representada na figura implica diretamente na
possibilidade de sua utilizagéo.

O método de variaveis canbnicas tem como propésito a confeccdo de um
grafico de dispersdo bi ou tridimensional que possa identificar gendtipos similares,
possibilitando simplificar a interpretacdo dos resultados (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa dos Auto-Valores associados a dispersdo para variaveis
avaliadas em Gendétipos de Teca

Raiz Raiz % % Acumulada
1.0899961 46.0557273 46.0557273
0.70652 29.8526695 75.9083968
0.3303636 13.9588881 89.8672849
0.2398083 10.1326458 99.9999308
0.0000016 0.0000692 100.0
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A viabilidade de sua interpretacdo esta restrita as variaveis que excedam
80% (Cruz et al., 2004). Nesse estudo, verificou-se que as trés primeiras variaveis
explicam 89,86% da variacao total.

Portanto, justifica-se a utilizacdo do gréfico de disperséao tridimensional pela
analise de variaveis canonicas, por proporcionarem uma simplificacdo estrutural dos
dados (Figura 1).

vC2 25

VC3

-1 VC1 6

Figura 1. Disperséo grafica dos 30 gendtipos de Tectona grandis, em relacao as trés

primeiras variaveis canbnicas (VCy, VC; e VCs).

A dispersao grafica dos gendtipos por meio das varidveis canénicas (Figura
2) apresentou comportamento semelhante ao agrupamento pelo método UPGMA.
Entretanto o gendtipo 7 que pelo método UPGMA foi alocado no grupo 04, sendo um
dos mais susceptiveis para o fungo Olivea neotectonae, nesse caso foi agrupado ao
grupo dois com os gendtipos 13 e 18.

Em relac&o a contribuicdo relativa de cada caracteristica de resisténcia ao

fungo Olivea neotectonae (Tabela 3), com base no critério proposto por Singh
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(1981), verificou-se que, para os 30 gendtipos de teca avaliados tém-se, em ordem
decrescente de contribuicdo, as caracteristicas Periodo Latente, Numero de
Pustulas por cm?, Esporos por Pustula, AACPNP e Frequéncia de Infeccéo. Sendo
que as caracteristicas Periodo Latente, Nimero de Pustulas por cm? e Esporos por

Puastula contribuem com 82,48 % da distribuicéo total.

Tabela 3. Estimativa da contribuicdo relativa das caracteristicas de resisténcia ao
fungo Olivea neotectonae (S.j) para a divergéncia genética entre 30 gendtipos de
teca, com base na distancia generalizada de Mahalanobis

Variaveis Contribuicao relativa

S.j. %
Periodo Latente 686.500395 33.6125
Pustulas por cm? 551.408022 26.9981
Esporos por Puastula 446.859692 21.8792
AACPNP 323.493254 15.8389
Frequéncia de Infecgéo 34.132863 1.6712

Em alguns plantios comerciais de teca severamente atacados pelo fungo
Olivea neotectonea, no Panama e na Costa Rica, foram detectadas arvores que néo
apresentavam sintomas da doenca (ARGUEDAS, 2004). Esse fato também foi
evidenciado em plantio de teca no estado de Mato Grosso e nos municipios de
Xinguara no Pard e no estado de Sado Paulo no municipio de Mococa
(GASPAROTTO et al., 2014), assim como registrado por Ferreira & Silva (1982) em
experimento envolvendo cerca de onze espécies de Eucalyptus spp, na regido do
Espirito Santo, onde foi constatado que o Eucalyptus torelliana e o Eucalyptus
brassiana, ndo apresentaram sintomas da doenca, esses resultados diferem ao
encontrado nesse trabalho, pois ndo foi evidenciado gendtipo de teca imune ao
fungo Olivea neotectonae.

Entretanto a variabilidade existente no periodo latente, na frequéncia de
infeccdo, na AACPNP, no nimero de pustulas por cm? e no nimero de esporos por
pustula, entre os genadtipos de teca avaliados, mostrou grande variacdo quantitativa
nesses caracteres, evidéncia da ocorréncia de resisténcia parcial nos genotipos

testados, pois segundo Parlevliet (1985), a resisténcia quantitativa ou parcial atua
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por meio da reducdo da taxa de infeccdo, diminuicdo da producdo de esporos,

reducdo do tamanho das pustulas e aumento do periodo latente.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que existe variabilidade genética entre os 30 gendtipos de
Tectona grandis, proveniente da empresa PROTECA em relacdo a resisténcia ao
fungo Olivea neotectonae;

Tanto para o método de Ligacdo Media entre Grupos (UPGMA) e o método
de Variaveis candnicas os gendtipos que apresentaram maiores resisténcia para o
fungo Olivea neotectonea, foram os genétipos 03 e 10;

Para susceptibilidade houve discordancia entre os métodos UPGMA e
variaveis candnicas com relacdo aos resultados encontrados onde o método
UPGMA classificou ou gendtipos 07, 08 e 12 como sendo 0s mais susceptiveis,
entretanto quando analisamos o gréfico de dispersdo tridimensional das variaveis
canbnicas o gendtipo 07 foi considerado pouco susceptivel, sendo alocado no grupo
02.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os 30 genotipos de teca selecionados provenientes da empresa PROTECA
Biotecnologia Florestal, mostraram alta variabilidade genética a partir das analises
morfologicas, moleculares e analise conjunta dos dados.

A partir das analise de agrupamento UPGMA e o método de otimizacdo de
Tocher, foi observado que o0s genétipos mais divergentes pelas caracteristicas
morfolégicas foram os gendtipos 12, 03, 10 e 22, que em ambas as analises
agruparam em grupos sozinhos.

O estudo da variabilidade genética pelos marcadores moleculares ISSR,
mostraram ser eficientes, sendo que para os 15 primers ISSR selecionados foi
possivel uma amplificacdo total de 111 fragmentos, sendo 99 bandas polimérficas
(89.19%), com uma média de bandas amplificadas por primers de 7.4, com destaque
para os primers UBC 811, UBC 817, UBC 826, UBC 835 e UBC 857, que
apresentaram 100% de polimorfismo.

O método de agrupamento UPGMA e o método de otimizacdo de Tocher,
obtiveram a formacdo de quatro e dois grupos respectivamente, sendo que o
gendtipo 22 mostrou ser o mais divergente, alocando-se em ambas as analises em
grupo sozinho.

A andlise conjunta dos dados, mostrou que entre 0os 30 gendtipos de teca
avaliados, o genétipo 22 € o mais divergente, pois com excecdo do agrupamento
dos gendtipos pelo método UPGMA baseado na distancia de Gower obtida pelo
procedimento Ward-MLM que formou um grupo com os genoétipos 9 e 30, no
restante das analises encontrou-se em grupo sozinho.

Para susceptibilidade houve discordancia entre os métodos, onde o método
UPGMA classificou ou gendtipos 07, 08 e 12 como sendo 0s mais susceptiveis,
entretanto quando analisamos o grafico de disperséo tridimensional das variaveis
candnicas o genatipo 07 foi considerado pouco susceptivel, sendo alocado no grupo
02.

Para a analise de resisténcia genética ao fungo Olivea neotectonae, foi
observado alta variabilidade genética, com destaque para os gendétipos 03 e 10, que
tanto para o método de Ligacdo Media entre Grupos (UPGMA) e o método de
Variaveis candnicas apresentaram ser oS mais resistentes.
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