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RESUMO

No melhoramento genético de eucalipto, existem ainda poucos instrumentos disponiveis para
acelerar a selecdo de genotipos superiores, € uma das principais estratégias sugeridas para se acelerar este
processo ¢ a identificacdo de marcadores moleculares ligados a caracteres de interesse. Foram avaliados 81
marcadores RAPD em uma progénie F, de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden segregante para o caractere
florescimento precoce utilizando-se a técnica de Bulked Segregant Analysis (BSA). Dentre esses
marcadores, um se mostrou relacionado ao caractere, sendo entdo convertido em Sequence Characterized
Amplified Region (SCAR), avaliado em cada individuo da progénie e validado em outras progénies que
apresentam o caractere. O SCAR mostrou-se informativo na progé€nie que apresenta um dos parentais como
doador do fragmento polimoérfico, com eficiéncia de 60%. Esses resultados descrevem o primeiro marcador
SCAR desenvolvido para eucalipto e confirmam a utilidade da técnica de BSA como ferramenta molecular
no melhoramento genético florestal e que poderia ser empregada para localizagdo de marcadores ligados a
diferentes caracteres silviculturais.

Palavras-chave: Bulked Segregant Analysis (BSA); Eucalyptus; florescimento precoce; Sequence
Characterized Amplified Region (SCAR).

ABSTRACT

There are few available tools in eucalyptus breeding to accelerate the selection of superior
genotypes, and one of the main tools to improve this process is the use of molecular markers linked to traits
of interest. Using “Bulked Segregant Analysis”, we evaluated 81 RAPD molecular markers in a Eucalyptus
grandis W. Hill ex Maiden progeny that segregates for early flowering, and one marker was identified as
related to this trait. This RAPD marker was converted into a Sequence-Characterized Amplified Region
(SCAR), which was then evaluated in a F, progeny, and validated in other progenies that presents this trait.
The SCAR marker was informative in the progeny in which one of the parental was the donor of the band,
with an efficiency of 60%. These results describe the first SCAR marker developed for eucalypt and confirm
this technique as a useful molecular tool for forestry breeding which could be employed to locate markers
linked to other silvicultural traits.

Keywords: Bulked Segregant Analysis (BSA); early flowering, Eucalyptus, Sequence Characterized
Amplified Region (SCAR).
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INTRODUCAO

O género florestal Eucalyptus é originario da Australia e teve algumas de suas espécies introduzidas
no Brasil entre o final do século XIX e inicio do século XX.

O eucalipto ¢ utilizado no Pais como fonte de madeira e matéria-prima para a produgao de celulose e
papel. O Brasil ocupa atualmente uma posi¢do de destaque na produgdo mundial desses materiais.

Quando comparado a outros paises, os programas das empresas brasileiras para o melhoramento
genético de eucalipto encontram-se em fase bastante adiantada. Técnicas moleculares ja sdo utilizadas para a
avaliacdo da variabilidade genética de populagdes (Leite et al., 2002; Mezzena, 2003), elaboracdo de mapas
genéticos (Verhagen et al, 1996; Brondani et al., 1998, 2002) ¢ mapeamento genético de caracteres
quantitativos de interesse na produgdo (Grattapaglia et al., 1994, 1995, 1996; Junghans ef al., 2003).

Existe um grande interesse por parte dos profissionais da area de silvicultura de se utilizar o
melhoramento assistido por marcadores (Marker Assisted Selection — MAS) para o caractere de tempo de
florescimento, ja que o longo periodo de florescimento dificulta os estudos genéticos dessa carateristica em
géneros como Fucalyptus (Southerton et al.,1998).

Os estudos realizados em espécies-modelo indicam que o florescimento esta ligado a expressdo de
genes de identidade do meristema floral, como 0 AGAMOUS (Yanofsky et al., 1990), APETALAI (Pena et
al., 2001), TFLI (Araki et al., 1999) e LEAFY (Weigel et al., 1992). Foi constatado que Eucalyptus globulus
Labill. possui um homologo ao gene APETALAI (Kyozuka et al., 1997) e LEAFY (Southerton ef al., 1998)
assim como dois homologos do gene AGAMOUS ja foram mapeados em uma progénie F, desta espécie
(Thamarus et al., 2002). Recentemente, também foi clonado em Eucalyptus grandis um homologo ao gene
LEAFY (Dornelas et al., 2002). Embora o florescimento seja um caractere dependente da agdo de varios
genes (Levy e Dean, 1998 a, b) e por isso, muitas vezes considerado um caractere quantitativo (QTL —
Quantitative Trait Loci), o presente trabalho partiu da hipdtese de que poderia ser identificado um marcador
molecular relacionado ao gene de efeito principal no florescimento precoce da progénie em estudo, como o
que € proposto por Or et al. (1999) e Missiaggia et al. (2002).

Embora a capacidade de florescimento precoce em eucalipto ja tenha sido relatada na literatura,
(Moncur et al., 1994 apud Junghans, 2000) e Missiaggia et al. (2002) tenham mapeado marcadores
microssatélites relacionados ao caractere florescimento precoce em hibridos de eucalipto (Eucalyptus
urophylla S. T. Blake X Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden), os programas de melhoramento genético até
0 momento sao pouco atuantes na sele¢ao desse caractere.

O florescimento precoce pode ser tutil na introducdo de alelos de interesse em uma populagdo de
melhoramento genético, reduzindo o longo tempo necessario para uma geracdo de melhoramento
(Grattapaglia et al., 1996; Missiaggia et al., 2002). Genotipos de florescimento precoce também sdao de
interesse na produgdo de mel de alta qualidade de florestas de eucalipto (Rocha et al., 2005). Contudo, este
caractere ¢ indesejavel nas plantagdes comerciais de eucalipto para produgdo de celulose, ja que arvores que
entram rapidamente em fase reprodutiva podem ndo alcangar seu desenvolvimento maximo na fase
vegetativa, resultando em uma menor produtividade. Portanto, marcadores moleculares que identifiquem
arvores que florescem precocemente ainda no estagio de muda seriam de grande valia para o melhoramento
florestal do género.

Uma estratégia utilizada para a identificagdo de marcadores moleculares relacionados a caracteres de
interesse ¢ a utilizagdo de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), combinada com a
estratégia de “Bulked Segregant Analysis” (BSA — Michelmore ef al., 1991). Com essas técnicas, foram
identificados diversos marcadores moleculares ligados a caracteres de interesse para diversas espécies
vegetais (Moretzsohn et al., 2000; Avila et al., 2003; Junghans et al., 2003). Em eucalipto, a BSA foi
empregada na identificacdo de marcadores relacionados ao teor de cera em folhas de Eucalyptus gunnii
Hook. F. (Wirthensohn et al., 1999) e a resisténcia a ferrugem em Eucalyptus grandis (Junghans et al.,
2003).

Em espécies alogamas, como as do género Fucalyptus sp., altos niveis de heterozigose sdo
encontrados na maioria dos locos, o que permite a utilizagdo da BSA sem a necessidade de retrocruzamentos
partindo da estratégia de “pseudo-testcross”, a qual infere uma segregacdo de 1:1 do marcador RAPD na
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geragdo Fy, resultado do cruzamento de um parental heterozigoto para aquele marcador com outro que nao
apresenta a marca (Grattapaglia et al., 1994, 1995).

Para facilitar a repetibilidade de resultados obtidos por RAPD e melhor avaliar a segregagdo de um
marcador relacionado ao caractere de interesse, uma opgdo ¢ o desenvolvimento de um marcador especifico
para a regido gendmica em estudo, o Sequence Characterized Amplified Region (SCAR). O desenvolvimento
de SCARs (Paran ¢ Michelmore, 1993) pode ser utilizado na sele¢do assistida para resisténcia a doengas,
mapeamento de genes de interesse e identificacdo de cultivares, entre outras finalidades (Nietsche et al.,
2000; Martins Filho et al., 2002; Rameau ef al., 1998; Tar’an et al., 2003).

O objetivo do presente trabalho foi obter um marcador de DNA relacionado ao florescimento
precoce em uma progénie segregante de eucalipto, utilizando a técnica de BSA e marcadores RAPD. O
marcador encontrado foi convertido em SCAR, avaliado nessa progénie e validado em outras progénies que
possuem o caractere.

MATERIAL E METODO
Material vegetal

Para a identificacdo de marcadores relacionados ao florescimento precoce, foi utilizada uma progénie
F, de Eucalyptus grandis de 115 individuos, plantados no municipio de Itapetininga-SP, resultantes do
cruzamento controlado entre um parental que apresentava florescimento precoce (antes de dois anos — P1) e
outro de florescimento normal (florescimento depois dos dois anos — P2). Essas arvores-elite sao utilizadas
para producao de progénies utilizadas em diversos plantios comerciais da Suzano Bahia Sul Papel e Celulose
SA.

Avaliacao do caractere e da heranca mendeliana

Apds dois anos de crescimento da progénie, observou-se que a relagdo entre o niimero de
arvores que ja haviam florescido, que apresentavam florescimento precoce, e arvores que ainda ndo haviam
florescido aproximava-se de 1:1, sugerindo uma segregacdo mendeliana do caractere. Dessa forma, foi
levantada a hipdtese de “pseudo-testcross” (Grattapaglia et al., 1994, 1995), considerando que o parental de
florescimento precoce seria heterozigoto para o gene responsavel pelo caractere e o parental de florescimento
normal seria homozigoto recessivo. Assim, um teste de qui-quadrado foi utilizado para testar a hipotese de
segregacdo 1:1 na progénie estudada. O teste de qui-quadrado foi realizado na ferramenta online
desenvolvida por Preacher (2001) e disponivel na pagina da internet
http://www.unc.edu/~preacher/chisq/chisq.htm, do endereco eletronico http://www.quantpsy.org/.

Extracao de DNA

Folhas jovens de todos os individuos foram coletadas ¢ armazenadas a -20°C até a extracdo de DNA.
O DNA gendmico foi extraido de acordo com o protocolo sugerido por Ferreira e Grattapaglia (1998) e
quantificado por comparagdo a um padrdo de peso conhecido, partindo de eletroforese em gel de agarose
0,8% com tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, corados com brometo de etidio. Para padroniza¢do das
reacgdes de amplificacdo, o DNA extraido de cada amostra foi diluido para uma concentragdo de Sng/uL.

Bulked Segregant Analysis e Analise RAPD

Para a andlise por BSA, foram selecionados aleatoriamente dez individuos que floresceram
precocemente (F) e dez que floresceram em periodo normal (N). Quantidades equimolares de DNA desses
individuos foram utilizadas para a preparacao de dois “bulks” — BF ¢ BN. Foram avaliados 81 primers
RAPD, dos kits AD, G, H, J, P, W, X e Y da Operon Tecnologies, Inc. O marcador polimérfico entre os
“bulks” foi testado em todos os individuos da progénie, ¢ depois de confirmado o polimorfismo, esse
marcador foi convertido em SCAR.

A reagdo de amplificagdo RAPD tinha volume final de 13 pL, com uma quantidade de 15ng de
DNA, 1,30 puL de PCR Buffer 10X, 1mM de MgCl,, 1,04 pL de BSA a 10mg/mL (Bovine Serine Albumin —
Invitrogen), 0,25mM de cada dNTP, 0,3uM de “primer” e 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen Brasil).
As reacOes eram cobertas com 6leo mineral para evitar evaporagdo e levadas a um termociclador PTC-100
(M1J Research). O programa de amplificacdo consistia de uma desnaturagdo inicial de 3 min a 94°C, e 41
ciclos de 1 min a 92°C; 1 min a 35°C ¢ 2 min a 72°C. As amostras foram submetidas a uma extenséo final de
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5 min a 72°C e mantidas a 4°C até sua retirada do termociclador.

Os fragmentos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, usando
como tampdo TBE 1X, corado com brometo de etidio. A visualizacdo do gel foi realizada sobre um
transiluminador de luz U.V., no sistema de fotodocumentagao digital Eagle Eye II (Stratagene).

Desenvolvimento do marcador SCAR

A banda RAPD considerada relacionada ao florescimento precoce foi recortada do gel e purificada
com o kit Concert ™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL — Life Tecnologies). O produto purificado
foi reamplificado com o mesmo “primer” RAPD nas mesmas condigdes mencionadas anteriormente, com
excecdo da extensdo final, que foi de 30 min a 72°C. O fragmento reamplificado foi submetido & nova
corrida de eletroforese gel de agarose 1,5%, extracao do gel e purificacdo.

O fragmento foi clonado no vetor pGEM-T Easy Vector System I (Promega) e inserido em células
competentes UltraMax ™ DH5a-FT™ (Life Tecnologies, GibcoBRL), seguindo as orienta¢des do protocolo
dos fornecedores. O DNA das colonias brancas foi seqiienciado parcialmente (na posi¢do “forward” e
“reverse”) utilizando nucleotideos marcados com fluorescéncia e primers universais M13 em um
seqilienciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As seqiiéncias-consenso correspondentes as
extremidades do fragmento foram utilizadas para o desenho de dois “primers” (denominados SEEF — SCAR
for Eucalyptus Early Flowering) de 24 bases cada, das quais dez correspondem a seqiiéncia original do
“primer” RAPD, seguido de 14 bases internas das extremidades do fragmento de interesse.

Amplificaciio e analise do marcador SCAR

A reacdo SCAR foi composta de 10ng de DNA, 1,30 pL. PCR Buffer 10X, ImM de MgCl,, 1,04 pL.
de BSA a 10mg/ml, 0,25mM de cada dNTP, 1U de Taq DNA Polimerase e 0,2puM dos “primers” SEEF 1 e 2.
O programa de amplificagdo consistiu de desnaturagao inicial de 3 min a 96°C e 35 ciclos de 1 min a 94°C; 1
min a 65°C e 2 min a 72°C. As amostras foram submetidas a uma extensao final de 5 min a 72°C e mantidas
a 4°C até sua retirada do termociclador. Os produtos da reagdo foram amplificados em gel de agarose 1%,
feitos com tampao TBE 1X e corado com brometo de etidio.

Os “primers” foram testados nos parentais da progénie para confirmacdo da amplificacdo do
fragmento de interesse e posteriormente avaliados nos individuos da progénie F;.

Valida¢ao do marcador SCAR

Para validagdo do marcador, os “primers” SEEF 1 e 2 foram avaliados em vinte individuos de
florescimento precoce (antes dos 2 anos), provenientes de outros cruzamentos da Companhia Suzano de
Papel e Celulose. Dez individuos eram do cruzamento entre P1 e um clone geneticamente nao-relacionado
com a progénie F, e dez individuos eram resultantes do cruzamento entre o clone P2 e outro nao-relacionado
geneticamente com os individuos da progénie inicial.

Eficiéncia dos “primers” SEEF no diagnéstico do caractere

A eficiéncia do marcador foi determinada pela porcentagem de individuos da progénie F; que
possuiam fenotipo correspondente a amplificacdo do SCAR. Os individuos da progénie foram considerados
recombinantes quando possuiam florescimento precoce e ndo amplificaram o marcador SCAR, ou vice-versa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacio da segregacio mendeliana do caractere

A hipétese de segregacdo mendeliana 1:1 do caractere florescimento precoce com base na avaliacdo
de individuos que floresceram até 2 anos de idade, em um cruzamento do tipo “pseudo-testcross” foi
confirmada pela analise de qui-quadrado, com valor de p de 0,40132661 (Tabela 1), evidenciando que a
progénie ¢ adequada para a triagem de marcadores moleculares relacionados ao florescimento precoce.
Junghans et al. (2003), analisando marcadores moleculares RAPD relacionados a resisténcia a ferrugem em
Eucalyptus sp., utilizaram estratégia semelhante para avaliagdo da segregacdo mendeliana na progénie
utilizada em seu trabalho.
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TABELA 1: Segregacdo do caractere florescimento precoce na progénie estudada. Foram considerados
individuos de florescimento precoce aqueles que floresceram antes dos dois anos de idade e de
florescimento normal os que nao haviam ainda florescido.

TABLE 1: Early flowering segregation in the studied progeny. It was considered individuals of early

flowering the ones that flowered before 2 years old, and normal flowering the ones that had not
flowered yet.

Fendtipo Numero de individuos Segregacdo esperada x> Valor de p
Florescimento precoce 62 1:1 0,704 0,40132661
Florescimento normal 53 - - -

Analise de BSA e identificacdo de marcador RAPD

Entre os 81 “primers” avaliados, apenas o primer OPG-16 (seqiiéncia AGCGTCCTCC) apresentou
uma banda polimorfica entre os dois “bulks” de DNA, na regido de 1.400 pares de base (pb) (Figura 1). Nos
parentais, o fragmento polimorfico esta presente naquele que floresce em tempo normal (P2).

Ladder P1 P2 BN BF | - ider
100bp 100bp

=
— —

FIGURA 1: Amplificacdo do "primer" OPG-16 nos parentais (P1 ¢ P2) ¢ nos "bulks" (BF ¢ BN). A seta
indica a banda polimérfica. Na primeira e na tltima coluna, encontra-se um padrdo conhecido
de DNA (Ladder 100bp).

FIGURE 1: OPG-16 primer amplification in the parents (P1 and P2) and bulks (BF and BN). The arrow
shows the polymorphic band. A DNA size marker is located in the first and in last columns
(100-bp Ladder).

Na avaliacdo individual do “primer” OPG-16 nos “bulks” (Figura 2), foi verificado que o fragmento
G161490 segrega em conjunto com o caractere florescimento precoce em 18 dos vinte individuos, o que
indicou que esse marcador poderia estar proximo ao loco que controla esse caractere na progénie, por isso, 0
marcador foi convertido em SCAR.
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FIGURA 2: Amplificagdo do primer OPG-16 em cada individuo dos "bulks". A seta indica a banda
polimérfica relacionada ao florescimento precoce. Na primeira e na ultima coluna, encontra-se
um padrao conhecido de DNA (Ladder 1Kb).

FIGURE 2: OPG-16 primer amplification in each tree of the bulks. The arrow shows the polymorphic band
related to early flowering. A DNA size marker is located in the first and in last columns (1kb
Ladder).

Desenvolvimento e avaliacao do marcador SCAR

O fragmento G16;49 foi clonado e parcialmente seqiienciado. Partindo do seqiienciamento, foram
desenhados os dois “primers” SCAR: SEEF 1 (seqiiéncia: AGCGTCCTCCCTCCCGACTGAAAC) e SEEF
2 (seqiiencia: AGCGTCCTCCTAGGGCTTACGATG), os quais foram testados nos parentais da progénie F;.
Verificou-se que o fragmento amplificado ¢ do mesmo tamanho que o encontrado na analise RAPD e esta
presente no parental de florescimento normal (Figura 3).

La::lderF.... B Ladder
100bp 100bp

FIGURA 3: Fragmento RAPD G164y convertido em marcador SCAR. Na primeira e na ultima coluna,
encontra-se um padrao conhecido de DNA (Ladder 100bp).
FIGURE 3: G16400 RAPD fragment converted into SCAR marker. A DNA size marker is located in the first
and in last columns (100-bp Ladder).
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O fato do fragmento relacionado ao florescimento precoce aparecer no parental que ndo possui esse
caractere, pode significar que esse marcador flanqueia o alelo recessivo presente nesse individuo (ja que ele
seria heterozigoto). Isso também explicaria o aparecimento de individuos recombinantes, uma vez que o
marcador amplifica uma regido gendmica que flanqueia o loco ligado ao caractere, como esquematizado na
Figura 4.

Genitores Populacéo F,

Individuo de florescimento normmal
sem banda do marcador SCAR.

F1. nommal

X

Individuo de florescimento precoce
com banda do marcador 3CAR.

Individuo de florescimento normal
com banda do marcador SC AR

Fl. precoce

Individuo de florescimento precoce
sem banda do marcador SCAR.

FIGURA 4: Perfil de gendtipos, fenotipos e distribuicdo do marcador SCAR na progénie estudada. Legenda:
1) evento de recombinagdo na regido gendmica entre o principal loco relacionado ao
florescimento precoce e a regido amplificada pelo marcador SCAR; 2) regido gendmica
amplificada pelos "primers" SEEF (caixa cinza indicada na progénie F1).

FIGURE 4: Profile for genotypes, phenotypes, and distribution of the SCAR marker in the studied progeny.
Legend: 1) recombination event in the genomic region between the major locus related to early
flowering and the region amplified by the SCAR marker; 2) genomic region amplified by the
SEEF primers (grey box indicated in the F1 progeny).

O conjunto de “primers” SEEF foi avaliado nos 115 individuos da progénie F, Sessenta e nove
individuos da progénie tiveram a segregacdo da banda correspondente com seu fendtipo e 46 individuos
foram “recombinantes”, ou seja, tinham florescimento normal e amplificaram o marcador SCAR, ou vice-
versa (Tabela 2). Portanto, os “primers” SEEF 1 e 2 diagnosticaram o florescimento precoce na progénie
com 60% de eficiéncia.

TABELA 2: Lista de individuos avaliados e correlagdo entre seus fenotipos e o fragmento amplificado pelos
"primers" SEEF.
TABLE 2: List of evaluated trees and correlation between their phenotype and the marker amplified by

SEEF primers.
Fendtipo |N. individuos avaliados|Fenétipo correspondente com a banda| Recombinantes
Florescimento precoce 62 41 21
Florescimento normal 53 28 25
Total 115 69 46

Uma vez que este ¢ um marcador baseado em DNA, apresenta a vantagem que variancias ambientais
ndo atuam em seu indice de eficiéncia. Por isso, a recombinagdo observada na progénie estudada e que influi
na eficiéncia do marcador esta ligada a distancia fisica entre a regido amplificada pelos “primers” SEEF e o
loco controlador do florescimento precoce, que distorce a co-segregacgdo entre o marcador identificado e o
caractere em estudo.
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Valida¢ao do marcador identificado para selecao assistida

Para validac@o, o marcador identificado foi avaliado em vinte individuos meio-irmaos da progénie F,
em estudo que apresentavam florescimento precoce. Dentre os dez individuos provenientes do cruzamento
entre P2 e um clone geneticamente nao-relacionado com a progénie F,, seis amplificaram o fragmento de
1400pb relacionado ao florescimento precoce. Nos dez individuos resultantes do cruzamento entre o clone
P1 e outro ndo-relacionado geneticamente com os individuos da progénie inicial, nenhum amplificou o
fragmento em questdo.

Esses dados com indice de recombinagdo semelhante ao obtido na progénie F; confirmam a
possibilidade de transferéncia do marcador para outras populagdes em que um dos parentais seja o clone P2.

Apesar do marcador SCAR desenvolvido ser transferivel para outros cruzamentos, ele apresenta um
indice de recombinagdo na progénie F; que dificulta sua utiliza¢do direta em programas de melhoramento.
No entanto, deve-se ressaltar que existem outras possibilidades que podem ser utilizadas em conjunto para se
identificar marcas mais proéximas ao loco que controla o florescimento precoce na progé€nie estudada. Uma
delas, ja em desenvolvimento pelo grupo de pesquisa (Farro, 2001; Bortoloto, 2003), consiste na elaboragao
de um mapa genético saturado para a progé€nie em estudo, que poderia ser o ponto de partida para a clonagem
de genes relacionados ao florescimento (“map-based cloning”™). Outra estratégia, muito utilizada na avaliagao
de QTLs (Gratapaglia et al., 1996; Nietsche et al., 2000; Junghans et al., 2003) seria a elaboracao de “bulks”
mais direcionados, utilizando os fenotipos extremos da progénie para analise de BSA. Nesse caso, poderiam
ser elaborados “pools” de DNA de arvores que floresceram em menor tempo ¢ dos individuos que mais
demoraram a apresentar flores, com o objetivo de se encontrar outros marcadores mais eficientes para o
melhoramento assistido.

“Bulked Segregant Analysis” (BSA) no melhoramento florestal

Em algumas espécies vegetais, a BSA requer uma grande quantidade de “primers” RAPD, e de
progénies F2 ou F3 para a avaliacdo de seus resultados. Yang et al. (2004) utilizaram 820 marcadores e
progénies F1 e F2 para o mapeamento de um gene de resisténcia em milho; em cevada, foram necessarios
186 “primers” e a andlise de 140 linhagens para a identificacdo de genes de resisténcia por BSA (Kutcher et
al., 1996). No entanto, o presente trabalho demonstra que a BSA tem grande utilidade em programas de
melhoramento genético de espécies florestais, e em especial do eucalipto, pois, com um grupo inicial de 20
individuos (os “bulks”) e algumas dezenas de “primers” RAPD, ja puderam ser localizados marcadores
relacionados ao florescimento precoce.

CONCLUSOES
Os dados obtidos no presente trabalho permitem chegar as seguintes conclusdes:

— A técnica de “Bulked Segregant Analysis” (BSA) ¢ eficiente na identificagdo de marcadores de
DNA de interesse para o melhoramento genético em eucalipto.

— Com essa técnica, foi possivel identificar um marcador RAPD relacionado ao florescimento
precoce em uma progénie de Eucalyptus grandis e desenvolver o primeiro marcador SCAR para a espécie.
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