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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esse é o primeiro trabalho que se tem relato da implantacdo de teste de
progénies clonadas em campo no melhoramento de Eucalyptus spp. Essa
experimentacdo mais robusta tem potencial de acelerar o programa de
melhoramento, reduzindo etapas de experimentacao, e tornar a selecdo mais
assertiva por potencialmente aumentar as estimativas de acuracias e
herdabilidades, com isso impactando positivamente o0 programa de
melhoramento florestal que demanda muitos anos e investimentos para o avango
das geracdes. Outro elemento importante e que vem sendo discutido na literatura
€ a utilizacdo de informacdo de marcadores moleculares para corrigir 0s
pedigrees dos materiais genéticos envolvidos nas recombinacgfes, trazendo
assim uma maior assertividade na elaboragéo da estrutura da populagao alvo de
melhoramento, consequentemente gerando melhores estimativas de parametros
genéticos, contribuindo também para a maior eficiéncia do melhoramento

florestal.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This is the first reported study on the implementation of cloned progeny testing in
field trials for Eucalyptus spp. breeding. This more robust experimentation has
the potential to accelerate the breeding program reducing experimental steps and
enhancing selection accuracy through potentially increasing estimates of
accuracies and heritabilities. Consequently, this could positively impact the
forestry breeding program, which traditionally requires many years and
investments to advance generations. Another important element discussed in the
literature is the use of molecular marker information to correct pedigrees of
genetic materials involved in recombination. This approach aims to increase
accuracy in structuring the target population for breeding, thereby improving
estimates of genetic parameters and contributing to greater efficiency in forestry

breeding.
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RESUMO

O desenvolvimento e uso de novas ferramentas buscando aumentar a eficiéncia
dos programas de melhoramento sdo extremamente relevantes, dada a
importancia estratégica para os negécios florestais. O teste de progénies
clonadas (TPC) reduz o tempo para a selecdo e pode gerar estimativas dos
parametros genéticos mais assertivas potencializando os ganhos com a selecéo
e, associado a matrizes de parentescos mais informativas, podem se tornar uma
ferramenta robusta no melhoramento florestal. O objetivo do presente estudo foi
demonstrar o impacto da utilizacdo do TPC e de diferentes matrizes de
parentesco no melhoramento de Eucalyptus. Foram utilizados dois TPCs com
3142 clones, provenientes de 58 familias, das quais 47 sdo de polinizacéo aberta
(meios-irméos) e 11 de polinizagdo controlada (irmdos completos). Os
experimentos foram instalados em alpha-lattice, com cinco repeticées e parcelas
de uma planta (“single tree plot”). Seis clones operacionais foram utilizados como
testemunhas. Foram avaliadas trés diferentes matrizes de parentesco
construidas via pedigree e marcadores moleculares e, consequentemente, a
contribuicdo do TPC associado as matrizes de parentesco no programa de
melhoramento da Suzano. As estimativas de herdabilidade e acuracias
aumentaram em funcdo do numero de repeticdes utilizado na analise. Quando
utiizada uma planta, as matrizes de parentesco baseadas em pedigree
demonstraram uma superestimativa dos parametros genéticos, quando
comparadas a matriz construida com os marcadores moleculares. Os ganhos na
selecdo seguiram o mesmo padrdo, e os maiores valores foram alcancados
quando foi utilizado TPC e a matriz de parentesco com informacgdo gendmica.
Conclui-se que o uso de teste de progénies clonadas no melhoramento de
Eucalyptus apresenta um grande potencial, diminuindo o ciclo entre geracdes e
o tempo para a selecao de clones para testes clonais ampliados, melhorando as
estimativas de parametros genéticos e, consequentemente, os ganhos com a
selecdo. Além disso o TPC demonstra ser uma experimentacao robusta para a
fenotipagem das populacdes, com isso se complementa muito bem com a
utilizacao de ferramentas como a selecao gendémica.

Palavras-chave: teste de progénies clonadas;, matrizes de parentesco;
melhoramento florestal; Eucalyptus spp; selecédo gendmica.



ABSTRACT

The development and use of new tools aiming to increase the efficiency of
breeding programs are extremely relevant, given their strategic importance for
forestry businesses. Clonal progeny trial (CPT) reduces the time required for
selection and can yield more accurate estimates of genetic parameters,
enhancing the gains from selection. When combined with more informative
kinship matrices, CPT can become a robust tool in forest improvement. The
objective of this study was to demonstrate the impact of using CPT and different
kinship matrices in the improvement of Eucalyptus. Two CPTs involving 3142
clones from 58 families were utilized, of which 47 were from open pollination (half-
siblings) and 11 from controlled pollination (full siblings). The experiments were
designed in an alpha-lattice design, with five replications and single tree plots.
Six operational clones served as controls. Three different kinship matrices were
constructed using pedigree information and molecular markers, allowing us to
assess the contribution of CPT associated with kinship matrices in the Suzano
breeding program. Estimates of heritability and accuracies increased with the
number of replications used in the analysis. When using single trees, the
pedigree-based kinship matrices showed an overestimation of genetic
parameters compared to the matrix constructed with molecular markers. The
selection gains followed the same pattern, with the highest values achieved when
using CPT alongside the kinship matrix that incorporated genomic information. It
can be concluded that the use of clonal progeny testing in the improvement of
Eucalyptus presents significant potential, reducing the generation cycle and the
time required for selecting clones for expanded clonal tests, thereby improving
the estimates of genetic parameters and, consequently, the gains from selection.
Additionally, CPT proves to be a robust methodology for phenotyping
populations, complementing well the use of tools such as genomic selection.

Keywords: clonal progeny trial; relationship matrices; forest breeding;
Eucalyptus spp; genomic selection.
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1 INTRODUCAO

E cada vez mais evidente que n&o é possivel haver uma economia saudavel
com a deterioracdo do nosso planeta. As alteracbes climaticas, perdas de
biodiversidade, aparecimento de novas doencas sédo sintomas do declinio ambiental
que estamos vivendo. Nesse cenario, o setor florestal pode e vem contribuindo para
a construgao de novas alternativas, desempenhando um papel crucial na resposta a
estas crises e no desenvolvimento de um modelo econdmico de menor emissao de
carbono e utilizacdo mais consciente dos recursos do ambiente (FAO, 2022). Destaca-
se a utilizacao sustentavel das florestas e construcao de cadeias de valor verde que
irdo atender a demanda crescente de materiais renovaveis, causados pelo aumento
populacional, reduzindo os impactos ambientais (FAO, 2022). Estima-se que a area
total de florestas no mundo seja de 4,06 bilhdes de hectares e a que a area com
florestas plantadas seja de 294 milhdes de hectares, o que representa 7,2% da area
total das florestas do mundo (FAO, 2020; Seng Hua et al., 2024).

No Brasil, onde o setor florestal € referéncia de desenvolvimento e atuacao, a
sua importancia € evidenciada pela geracdo de empregos, divisas, desenvolvimento
regional, investimentos sejam nas fabricas e opera¢des, mas também em pesquisa e
desenvolvimento, conservacdo das florestas nativas que circundam o0s
empreendimentos florestais e disponibilizacdo de diversos produtos que contribuem
para a mitigacdo dos efeitos das mudancas climaticas (IBA, 2023).

O pais vem seguindo uma tendéncia de expansdo das areas de florestas
plantadas para a atender a industria, principalmente de celulose, com isso alguns
estados tém recebido grandes investimentos (IBA, 2023). Em algumas situacdes
essas fronteiras estdo sendo expandidas para regides que apresentam diversos
desafios biodticos e abidticos (Reis et al., 2021), com isso 0 melhoramento genético
florestal se mostra um fator estratégico para a manutencdo e evolucdo da
produtividade, qualidade de madeira, aumentando o valor econémicos das florestas
plantadas (Grattapaglia, 2021).

Os programas de melhoramento genético vém contribuindo de forma
inquestionavel para a evolugcao da produtividade das florestas de eucalipto no Brasil
(Rezende et al., 2019). No entanto, é importante ressaltar que o melhoramento

florestal demanda tempo para a obtencdo de gendtipos superiores especificos para
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essas novas condicbes ambientais enfrentadas, assim se faz necessaria o
desenvolvimento de ferramentas que tornem os programas de melhoramento mais
assertivos, eficientes e que reduzam o tempo de desenvolvimento das populagdes de
melhoramento e dos gendtipos a serem plantados operacionalmente (Santantonio et
al., 2020; Grattapaglia, 2021; Borthakur et al., 2022).

Novas ferramentas vém sendo propostas para aceleracdo dos programas de
melhoramento, como o0 uso de marcadores moleculares, que com tecnologias
recentes disponibiliza informacdes mais fidedignas dos individuos das populagfes de
melhoramento, para a reconstrucédo do pedigree e das relacdes de parentesco entre
os individuos, contribuindo para melhor estimativa dos parametros genéticos e
consequentemente dos ganhos obtidos na selecado (Bush et al., 2011; Bush et al.,
2015; Matrtins et al., 2024). Em passos mais avanc¢ados essas informagdes podem ser
utilizadas para a predicdo do desempenho dos individuos, reduzindo os ciclos de
melhoramento (Grattapaglia et al., 2018).

A experimentagdo, também, € um elemento de extrema relevancia, com isso é
necessario utilizar experimentos cada vez mais robustos dentro dos programas de
melhoramento, proporcionando estimativas de herdabilidade e de valores genéticos
preditos mais assertivos, consequentemente, melhorando a predicdo do ganho
genético com a selecdo (Gezan et al., 2006).

Com isso, uma alternativa que vem sendo discutida € o uso de teste de
progénies clonadas (TPC), que segundo Resende (2002) nada mais € do que um teste
de progénies com os individuos sendo repetidos por meio da clonagem. Essa
abordagem experimental vem demonstrando potencial de utilizacdo em espécies
florestais, contribuindo para uma melhor avaliacdo dos individuos presentes no teste
de progénies, devido a clonagem e repeticéo de cada individuo dentro do experimento
(Ramalho et al., 2023), sendo uma excelente alternativa para a implementacédo de
estratégias mais complexas, como a selecdo genbmica, e por unir duas etapas do
melhoramento florestal acaba contribuindo para a reducéo dos ciclos de selecéo, com
isso impactando a assertividade e eficiéncia dos programas de melhoramento
(Grattapaglia, 2022).

Assim, o objetivo do presente estudo foi demonstrar qual o impacto da
utilizacdo do teste de progénies clonadas (TPC) e de diferentes matrizes de

parentesco no melhoramento de Eucalyptus, buscando tornar o programa de
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melhoramento mais assertivo e eficiente, melhorando as estimativas dos parametros
genéticos e acuracias, reduzindo o tempo para obtencao dos clones e dos genitores
para a recombinagcdo e consequentemente aumentando os ganhos obtidos com a

selecéo por unidade de tempo.



15

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Setor florestal no mundo e no Brasil

O mundo necessita de solu¢cdes em grande escala e que sejam equitativas para
enfrentar diversos problemas, como os efeitos ainda causados por uma pandemia que
impactaram a saude e a economia de diversos locais, inseguranca alimentar, pobreza,
alteracdes climaticas, degradacdo da terra e da 4gua e a perda de biodiversidade
(FAO, 2022). Nesse contexto, o setor florestal mundial ter4 cada vez mais importancia
para mitigar esses problemas, diminuindo o desmatamento e a pressao sobre as
florestas nativas, restaurando e utilizando &areas degradadas, consequentemente
gerando valor as essas areas e contribuindo para o desenvolvimento sustentavel local,
disponibilizando matéria prima de origem renovavel e ajudando a reduzir os impactos
ambientais do aumento da populacdo mundial (Carle et al., 2020; FAO, 2022; Ruseva,
2023).

Ha uma expectativa de aumento na demanda de madeira, impulsionada
principalmente, pelos setores de construcdo e embalagens, além de uma transi¢ao
para um uso mais eficiente e circular de biomateriais de maior valor agregado,
garantindo economias cada vez mais inclusivas e sustentaveis. Nesse cenario as
empresas de base florestal terdo um papel essencial na construgéo da bioeconomia,
disponibilizando uma nova gama de produtos, aumentando a eficiéncia de seus
processos e mitigando os efeitos do carbono da atmosfera (FAO, 2022; Ruseva,
2023). Estima-se que mais da metade do produto interno bruto mundial dependa dos
servicos ecossistémicos provenientes das florestas e o setor florestal contribui
diretamente com mais de 1,52 bilhdo de ddlares para o PIB mundial e 33 milh&es de
pessoas empregadas (FAO, 2022).

No Brasil, o setor vive um momento de expanséo, investimento e contribuicao
para economia. A area ocupada por florestas plantadas chegou a 9,94 milhdes de
hectares, ocupando principalmente areas que antes eram paisagens degradadas. Até
0 ano de 2028 estdo em andamento R$62 bilhGes de aportes em florestas, pesquisa
e desenvolvimento e novas fabricas. Além de contribuir com diversos beneficios para
a sociedade, gerando mais de 2,6 milhdes de empregos diretos e indiretos,

desenvolvendo regides que em sua maioria sdo distantes de grandes centros,
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impactando positivamente o IDH dessas localidades, arrecadando cerca de R$25,3
bilhdes de impostos estaduais e federais e trazendo importantes divisas na ordem de
US$14,3 bilhdes (IBA, 2023).

Toda essa contribuicdo para o desenvolvimento ainda vem associada a
diversos beneficios ambientais. As empresas do setor preservam cerca de 6,7 milhdes
de hectares de areas nativas que sao extremamente importantes para a conservacao
de diversas espécies da fauna e flora. E cerca de 88% da energia utilizada em suas
indastrias € proveniente de fontes renovaveis, mostrando que o setor € um case de
sucesso em relacdo ao desenvolvimento sustentavel. Além dessas contribuicdes, o
setor florestal vem disponibilizando matéria prima para diversas inddstrias, o que
reflete em uma gama de produtos que vem substituindo fontes nao renovaveis (Seng
Hua et al., 2022; IBA 2023; Valente et al., 2024).

2.2  Eucalyptus spp

No ano de 2023, o Brasil alcancou os 10,23 milhdes de hectares de florestas
plantadas, ultrapassando pela primeira vez os dois digitos de milhdes em total de area
plantada, o que corresponde a um crescimento de 3% em relacdo ao ano anterior
(IBA, 2024). Desse total, 76% correspondem a plantios de eucalipto, totalizado 7,8
milhdes de hectares plantados, o que representa um crescimento de 41% nos ultimos
10 anos, demonstrando a grande importancia da espécie para o setor florestal e
economia brasileira (IBA, 2024).

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, sendo reconhecidas cerca
de 800 espécies (Booker, 2002; Flores et al., 2016) e é a principal base para o
abastecimento de diversas indastrias, como as que produzem papel e celulose,
siderurgia por meio do carvéo vegetal, painéis de madeira, além de outras finalidades
como madeira serrada, postes, bioenergia, cercas, etc., sendo que vivemos um
cenario de aumento de demanda e producéo nos ultimos anos (Assis; Resende, 2011,
Lima et al., 2019; Jurcic et al., 2021; Reis, et al., 2021; FAO, 2022). Esse género teve
grande destaque no Brasil por apresentar grande adaptacdo a diversas condi¢cdes
edafoclimaticas, rapido crescimento, elevada produtividade e aptiddo de uso para

diversas finalidades (Tambarussi et al., 2017; Binkley et al., 2017).
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As produtividades alcancadas atualmente no Brasil pelas espécies de
Eucalyptus se devem a diversos fatores, como os grandes avancos tecnoldgicos
alcancados na é&rea de manejo florestal, mas também em grande parte ao
melhoramento genético para as diferentes condicdes ambientais brasileiras, obtendo
assim florestas de alto desempenho produtivo, adaptadas as diversas regides, que
suprem as diversas industriais que utilizam madeira como matéria prima (Martins et
al., 2005; Freitas et al., 2009). No entanto, nos ultimos anos houve uma estagnacao
dos ganhos em produtividade das florestas plantadas brasileiras, provavelmente
devido a expanséo do setor florestal para novas regides de menor tradicao florestal,
manejo inadequado, impacto de estresses bidticos como novas pragas e doencas,
mas também por uma falta de conhecimento na alocacdo de gendtipos e também
pouca quantidade de clones adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas encontradas
nessas novas fronteiras florestais (Araujo et al., 2019; Cunha et al., 2021).

Outro fator que gera preocupacado sdo as mudancas climaticas, diversos sao
0s cenarios elaborados em funcao das expectativas dessas mudancas no Brasil, de
maneira geral ha uma indicacdo de aumento na temperatura e variacdo na
precipitacdo em relacéo ao histérico, sendo que algumas regides tendem a ficar mais
secas e outras tendem a ter chuvas irregulares (Brasil, 2016; Assad et al., 2021). A
produtividade das florestas € influenciada por diversos fatores como clima, manejo e
material genético (Stape et al., 2010; Binkley et al., 2017; Elli et al., 2019), no entanto
o clima é o unico fato que os silvicultores tém pouca ou nenhuma influéncia, com isso
a conducao de programas de melhoramento buscando a selecdo e recomendacao
correta dos genotipos adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas € um dos principais
fatores de sucesso da silvicultura.

As referéncias indicam que os programas de melhoramento com espécies de
Eucalyptus no Brasil foram iniciados na década de 40 e foram intensificados
principalmente a partir de 1967, principalmente devido a Lei de Incentivos Fiscais ao
plantio de florestas, que contribuiu para o0 aumento das areas de florestas plantadas
(Le&o, 2000; Pereira et al., 2015; Castro et al., 2016; Nogueira et al., 2019).

2.3 Melhoramento Genético
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Grande parte do sucesso na evolucao da produtividade das culturas se deve
ao melhoramento genético de plantas, que € um processo continuo de selecdo e

recombinacdo de genotipos superiores (Zobel; Talbert, 1984; Walker et al., 2022).
irog

Assim, pode-se observar que na “equacado do melhorista” R = — - 0s fatores que

influenciam a resposta na selecéo (R) séo: intensidade de selecéo (i) acuracia seletiva
(r), e a variancia genética aditiva, que pode ser mensurada em desvio padrdo genético
aditivo (o,), durante um intervalo (L) de geracdes (Lush, 1936; Isik et al., 2017; Walsh
and Lynch, 2018; Santantonio et al., 2020). Com esse conhecimento os melhoristas
devem delinear as estratégias do programa de melhoramento visando atuar sobre
esses fatores, buscando sempre entregar gendtipos superiores para 0 uso comercial
(Cobb et al., 2019).

Tendo bem definidos os objetivos, os critérios de sele¢do, o germoplasma a ser
utilizado e os ambientes que posteriormente serdo plantados os experimentos e 0s
genatipos gerados, o sucesso do programa de melhoramento dependera da alocacéo
dos recursos disponiveis para maximizar os ganhos na selecao (Rutkoski, 2019). Com
isso se torna importante desenvolver e utilizar novas tecnologias para acelerar as
etapas do melhoramento genético florestal, consequentemente impactando a
resposta a selecdo (Santantonio et al., 2020; Borthakur et al., 2022).

O melhoramento genético florestal € um elemento competitivo de extrema
relevancia para as operacoes industriais em todo o mundo, fornecendo clones e
sementes geneticamente superiores que irdo produzir florestas plantadas de alto valor
econdbmico agregado. No entanto, independentemente de qual espécie alvo e os
objetivos industriais, os programas de melhoramento enfrentam um grande desafio
que € a duragdo de um ciclo de melhoramento, podendo levar varios anos ou até
mesmo décadas para o desenvolvimento dos genoétipos que serdo plantados
comercialmente, contrastando com um dos principais objetivos do melhoramento que
€ maximizar a resposta a sele¢éo por unidade de tempo (Grattapaglia, 2021).

No melhoramento genético florestal, os demorados testes de procedéncias e
progénies e os testes clonais, sdo 0s principais gargalos para a obtencao de clones
superiores (Grattapaglia, 2022). Temos diversos desafios para acelerar o progresso
no melhoramento florestal, dentre eles as razfes bioldgicas, pois algumas espécies
florescem de maneira tardia, e o ciclo florestal, pois 0s experimentos sao avaliados e

0S materiais genéticos sao selecionados em uma determinada idade (Borthakur et al.,
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2022). Outro fator que demanda atencéo é a baixa correlacdo entre o desempenho
das arvores em teste de progénies (TP) e o desempenho em teste clonal (Reis et al.,
2011), que impacta diretamente o sucesso da selecao individuos para a clonagem,
mas que ainda nao existem evidencias que explicam esse problema. A coincidéncia
entre o desempenho dos individuos em um TP e seu respectivos clones em TC muitas
vezes € baixa, com isso a estratégia de avaliacdo e selecdo em teste de progénies
pode ser revista, visando estabelecer uma estratégia que minimize o tempo de teste
do material proveniente de sementes (Van den Berg et al., 2015), instalando areas de
selecdo sem delineamento experimental complexo, com o objetivo de reduzir o tempo
para avaliacdo e selecdo das melhores arvores provenientes das familias de
sementes de polinizacdo aberta ou controlada.

Desde o seu inicio na década de 1950, os programas mundiais de
melhoramento florestal seguem o esquema de selecédo recorrente, envolvendo ciclos
repetidos de selecdo, recombinacdo e testes, e permanecem nesse formato tendo
sido feita poucas alteracdes buscando acelerar o processo (Allard 1960; White et al.
2007; El-Kassaby et al., 2024). Esse formato proporcionou ganhos substanciais em
todo o mundo, no entanto, € um processo de longo prazo, o que pode vir a ser um
problema pensando na necessidade de adaptacdo as mudancas climaticas (Wheeler
et al. 2015; Matallana-Ramirez et al. 2021; El-Kassaby et al., 2024).

Esses desafios demandam métodos de avaliacdo genética mais rapidos e
eficientes que aproveitem novas tecnologias, como as ferramentas genodmicas,
integradas aos programas tradicionais de melhoramento (Grattapaglia et al. 2018).
Para mitigar esses problemas e possibilitar a selecdo de gendtipos de maneira mais
acurada e em menos tempo possivel, faz-se necessario o desenvolvimento e
utilizacao de novos procedimentos no melhoramento florestal, para tornar o programa
mais eficiente, como diferentes tipos de experimentacdo, que € o caso do TPC, e
novas tecnologias, como a sele¢do genémica, que podem proporcionar ganhos em

competividade.

2.4 Teste de Progénies Clonadas (TPC)

7

Uma das ferramentas que pode ser melhorada & a experimentagdo. Em
Ramalho et al. (2023) é apresentado um historico sobre o teste de progénies clonadas
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(TPC), que é um tipo de experimentacdo mais robusta onde as mudas originadas de
sementes obtidas das recombinacdes entre os melhores genitores nos programas de
melhoramento sdo clonadas apds a germinacdo e os diversos clones obtidos das
progénies sdo avaliados com repeticdes (Resende, 2002; Ramalho et al., 2021).

Resende (2002) e Ramalho et al. (2023) ainda citam Burdon e Shelbourne
(1974) como os autores que sugeriram essa abordagem com o objetivo de melhorar
as estimativas de parametros genéticos em dados simulados. Quando se tem dois ou
mais propagulos do mesmo individuo € esperado que haja uma estimativa mais
eficiente e precisa das variancias fenotipicas, genética e das covariancias, quando
comparadas com mudas provenientes de sementes (Burdon; Shelbourne, 1974).

Os mesmos autores descrevem também a vantagem de possibilitar um melhor
conhecimento da interacdo gendtipos x ambientes devido a possibilidade de repetir os
clones em diversos locais citando que o ambiente pode exercer uma grande influéncia
na estimativa dos valores genéticos. Apos alguns anos dessa proposta, Foster e Shaw
(1988) demonstraram o0 uso de maneira pratica em Populus deltoides, onde foi
utilizado um delineamento com estrutura de familias e a repeticdo dos individuos por
meio da clonagem com o objetivo de estimar de maneira mais eficiente os efeitos
genéticos aditivos e nao aditivos.

Shelbourne (1992) simulou a estimativa do ganho com a selecédo em progénies
de polinizacdo aberta, polinizagdo controlada em um TP convencional e o uso de
progénies de polinizacdo aberta, mas com os individuos sendo avaliados entre quatro
e 10 repeticbes clonadas por individuo e 10 clones dentro de cada familia. Os
resultados demonstraram que os ganhos com a selecdo foram maiores quando se
utilizou a clonagem, o que hoje chamamos de TPC, em relacdo ao TP convencional
com o mesmo numero de individuos dentro da familia.

Dessa forma, o uso de teste de progénies clonadas € uma alternativa para o
melhoramento de espécies florestais, pois apresentam uma vantagem em relagéo ao
sistema convencional, unificando os testes de progénies (TP) e teste clonal (TC) em
apenas um experimento (Walker et al., 2022). Na transicdo do TP para o TC muitos
individuos podem ser perdidos devido ao baixo enraizamento ou outros problemas
fisiologicos, com isso 0 TPC se encaixa na estratégia de propagacao vegetativa em
larga escala e recombinacdo de individuos dentro de populacdes sintéticas, ja

realizando uma selecao indireta para os clones de melhor enraizamento, que nada
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mais é que selecionar clones de excelente performance para recombinar e dar origem
a nova populacao que sera alvo da selecédo (Ramalho et al., 2023).

Dessa forma, espera-se que as estimativas dos valores genéticos dos
individuos e de seus genitores sejam mais acuradas quando comparadas ao teste de
progénies convencional, podendo reduzir uma das etapas do programa de
melhoramento (Ramalho et al., 2021). Com isso, ha uma reduc&o no tempo para obter
gendtipos para a avaliagdo em testes clonais ampliados e o problema da baixa
correlacdo entre o desempenho das duas etapas de experimentacao é mitigado.

2.5 Matrizes de parentesco

A chave para o entendimento das relacdes entre os individuos de uma
populacao esta no estabelecimento acurado da sua matriz de parentesco, que envolve
estes individuos, sendo proposta por Henderson (1976) e modificada por Lynch e
Walsh (1998) citados por Resende (2015), em que séo apresentados exemplos de
construcdo e de aplicacbes de matriz de parentesco no melhoramento, envolvendo
efeitos aditivos, de dominancia e epistaticos.

As informacdes obtidas por meio dos marcadores moleculares, principalmente
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) e informacdes de pedigree podem ser
utilizadas no programa de melhoramento, otimizando ainda mais a obtencéo do ganho
com a sele¢cdo, como tem sido mostrado em varios estudos com espécies florestais
como em Pinus taeda (Zapata-Valenzuela et al., 2013; Mufioz et al. 2014) Picea spp.
(Beaulieu et al., 2014; Gamal El-Dien et al. 2015, 2018) e Eucalyptus spp. (Resende
et al.,, 2012; Cappa et al., 2017; Resende et al., 2017; Tan et al., 2018; Pupin et al.,
2019; Lima et al., 2019; Simiqueli et al., 2023).

A predicdo dos valores genéticos dos individuos € realizada a partir de uma
relacdo de parentesco esperada entre eles, dando origem ao ABLUP ou pedigree-
BLUP (Crossa et al., 2010). Este método consiste em utilizar o pedigree para calcular
uma matriz de parentesco esperado (Matriz-A) para prever os valores genéticos com
base no modelo aditivo infinitesimal (Fisher, 1918; Paludeto et al., 2021). Contudo,
quando utilizamos progénies de polinizacéo aberta em espécies com o sistema misto
de reproducéo, algumas incertezas relacionadas ao numero efetivo de genitores que

contribuem com pdlen na populagcdo sdo incorporadas, e nao desvendam o
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parentesco ja existente dentro da populacdo, o que € chamado de relacionamento
criptico. Negligenciar esse conhecimento pode inflacionar a variancia genética aditiva
e afetar a acuracia dos parametros genéticos estimados, como valores genéticos e
herdabilidades (Squillace, 1974; Namkoong et al., 1988; Tambarussi et al., 2018;
Klapsté et al., 2018).

Com o maior acesso a tecnologias de genotipagem, surge a selecdo gendmica
como uma alternativa de acelerar os programas de melhoramento, potencializando os
ganhos genéticos obtidos e suas aplicacdes no melhoramento (Meuwissen et al.,
2001; Resende, 2008; Peixoto et al., 2022). Utilizando marcadores SNPs, é possivel
reconstruir o parentesco com alta precisdo, mesmo envolvendo muitos genitores
potenciais (Grattapaglia, 2021). Assim, € possivel estimar de maneira mais precisa o
parentesco entre os individuos, nascendo o método GBLUP (Grattapaglia et al., 2018).
Com essa abordagem, é construida uma matriz de parentesco gendmico, onde é
efetivamente estimando o parentesco realizado entre individuos, substituindo a matriz
de relacionamento esperado, também chamada de matriz do numerador do
coeficiente de parentesco, com isSso espera-se estimar com maior acuracia as
variancias aditivas das nado-aditivas e, assim, obter os parametros genéticos com
herdabilidade e contribuicdes relativas das duas classes de variancias genéticas de
maneira mais fidedigna (VanRaden, 2008; Grattapaglia et al., 2018).

Uma abordagem alternativa utilizando as informa¢Bes de individuos né&o
genotipados foi proposta Misztal et al. (2009), Aguilar et al. (2010), Christensen e Lund
(2010) e que foi chamada de Single Step Genomic Best Linear Unbiased Prediction
ou ssGBLUP. Esse método usa todos os dados de pedigree e fenotipicos para prever
o valor genético de arvores ndo genotipadas, e ndo apenas dados fenotipicos de
individuos genotipados (Cappa et al., 2019) e vem demonstrando bom potencial de
utilizacdo nos programas de melhoramento (Ratcliffe et al., 2017; Cappa et al., 2019;
Paludeto et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagdo de Melhoramento e Teste de Progénies Clonadas.

A populacdo de melhoramento foi obtida de genitores provenientes do
programa de melhoramento da Suzano S.A. no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.
Os clones utilizados sé@o das espécies Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophylla e
hibridos das duas espécies, selecionados pela elevada produtividade em Incremento
Médio Anual em volume (IMA m3ha~tano™1!). Esses genitores foram plantados em um
pomar de recombinagcdo em campo, no qual foram obtidas 47 familias de polinizacédo
aberta (estrutura de meios-irméaos).

Algumas dessas progénies também foram recombinadas via polinizacdo
controlada, obtendo mais 11 familias (estrutura de irmaos completos), totalizando 58
familias nos experimentos, apds a reconstru¢cdo de pedigree foi observada a
contribuicdo de 67 genitores nas 58 familias utilizadas nos experimentos (Apéndice
A). Apo6s a germinacdo das sementes foram separadas 60 mudas de cada familia,
sendo escolhidas as mudas de melhor qualidade, sem a presenca de problemas
fitossanitarios, as quais foram plantadas em jardim clonal para obtencédo dos clones
via mini estaquia. Apos o processo de clonagem foram obtidos 3.142 clones
provenientes das 58 progénies, dando origem aos testes de progénies clonadas (TPC)
(Apéndice B).

3.2 Locais e delineamento experimental

Dois testes de progénies clonadas (TPC) foram instalados em dois locais
distintos (Figura 1). No local 1 (Site Matéo), o experimento foi subdividido em 11 testes
e no local 2 (Site Palmito) o teste foi subdividido em 12 testes, sendo que cada teste
continha 250 clones, variando entre cinco e seis clones de cada progénie, e seis
tratamentos controles (clones comerciais). O namero total de plantas foi de 14.080
(Matéo) e 15.360 (Palmito).

Os testes foram instalados em delineamento de blocos incompletos alpha-
lattice em parcelas de plantas unicas em modelo de Single Tree Plot (STP), com cinco

repeticdes de cada clone (Apéndice C), no espagamento de 3,60 x 2,50 metros. Os
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experimentos foram instalados de agosto a setembro de 2018 na regido de Trés

Lagoas, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Figura 1. Localizacdo dos Teste de Progénies Clonadas de Eucalyptus no municipio
de Trés Lagoas, estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Fonte: Producao do préprio autor.

O clima da regido é caracterizado como Tropical com inverno seco (Aw), com
precipitacdo historica, variando de 1.250 até 1.350 mm anuais, segundo a
classificagao climatica de Koéppen (Alvares et al., 2013) (Tabela 1). O manejo das
areas foi o mesmo utilizado pela empresa Suzano S.A., no qual foram aplicados 1.800
kg de corretivo, adubacao base de 400 kg de NPK 12-20-16, adubacao de cobertura
de 280 kg de NPK 10-00-27 e os testes foram conduzidos na auséncia de

matocompeticao.

TABELA 1. CARACTERISTICAS DOS LOCAIS DOS EXPERIMENTOS, NA REGIAO DE TRES

LAGOAS, MS.
Local Altitude Clima* Tipo de Solo? Textura Longitude  Latitude
m W S
1. Mato 382 AW Latossolo Vermelho- i «yio 517800 20,4734
Amarelo
2. Palmito 345 AW Neossolo Arenoso  -51,7904  -20,9223

Quartizarénico

Fonte: Producao do préprio autor.
Notas: !Classificacdo de Kdppen; 2Santos et al. (2018).

3.3 Mensuragdes e estimativas

Os testes foram avaliados aos 12, 24 e 36 meses apoés o plantio. Os caracteres

avaliados foram: Circunferéncia a altura do peito (CAP, cm), altura total (ALT, m) e
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volume (VOL, m3arv~1). Para a mensuracédo do CAP foi utilizada fita métrica marca
Vonder, e a Altura foi medida com o clindmetro eletrénico marca Haglof. A partir destas
informacgdes estimou-se 0 volume com casca, por meio do modelo desenvolvido para

os plantios florestais no Mato Grosso do Sul (Eqg. 1):

cAP?
40000.7

VOL =

.ALT.FF (1)

em que: VOL é o volume individual com casca; CAP: circunferéncia a altura do peito;
m: valor de pi, ALT: altura total; FF: Fator de forma (0,45).

No total foram realizadas 249.621 mensuragdes fenotipicas de CAP, ALT e
VOL de 3.148 clones nos dois locais durante os trés anos de avaliacdo. Foram
removidas do conjunto de dados as observacBes de arvores com as seguintes
condicbes: bifurcadas, com anomalias (torta, quebrada, dominada, tombada, morta
etc.) e com possivel erro de identificacdo, devido a diferenca entre o gendtipo do
individuo e seus parentes. Para obter homogeneidade dos efeitos ambientais, foram
compostos grupos (combinacédo de local, teste, repeticédo e bloco), sendo que apenas
0S grupos que tinham cinco ou mais observacdes foram mantidos. ApOs 0 processo
de filtragem, restaram 196.515 mensuracfes de 3.015 gendtipos, sendo 65.505

observacbes por carater.

3.4 Genoétipos

Dos 3.148 clones distribuidos entre familias, genitores e testemunhas do
experimento, foram genotipados 2.495 (79.4%). Destes, 1.964 foram genotipados
utilizando o painel Axiom Euc72K da Thermo Fisher Scientific (Santa Clara, CA, USA)
gue contém sondas para 68.055 marcadores moleculares, e os 531 gendtipos
restantes, foram genotipados com painel EUCHIP60K (Silva Junior et al., 2015) da
GENESEEK Inc. (Lincoln, NE, EUA) para 64.639 SNPs (do inglés Single Nucleotide
Polimorphism).

Foi realizada a filtragem dos gendétipos e amostras de baixa qualidade, a fim de
evitar a inclusdo de viés nas analises subsequentes. A parte de viés de predicado
também é abordada por Resende et al. (2014). Dessa forma, o controle de qualidade
dos gendtipos foi conduzido com 0s seguintes critérios de exclusao de marcadores

moleculares: ndo autossémicos, com posi¢do duplicada, call rate < 90% (taxa de
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determinacdo de gendtipos) e MAF < 1% (do inglés, minor allele frequency), e
amostras com call rate < 80%.

O controle de qualidade foi realizado no Plink v.1.9 (Chang et al., 2015) de
forma individualizada para cada painel e ao final do processo, os conjuntos de dados
foram agrupados, sendo mantidos apenas os SNPs em comum. Apdés o

processamento, obteve-se um dataset com 2.495 amostras e 15.490 SNPs.

3.5 Pedigree corrigido

A expectativa da proporcédo do genoma que € idéntica por descendéncia (IBD)
entre pais e filhos é de 50%. Assim, para os individuos genotipados foram estimados
os valores de IBD entre progénies e genitores com o software Plink v.1.9 (Chang et
al., 2015). As relacdes de parentesco foram avaliadas com a funcéo “ghap.relfind” do
pacote GHap v3.0.0 (Utsunomiya et al., 2016) no software R (R Core Team, 2022).

Tendo em vista que os métodos de genotipagem massiva sao inevitavelmente
susceptiveis a erros na determinacdo do gendétipo devido a fatores instrumentais,
condicbes do material bioldgico e/ou processamento da amostra (Saunders et al.,
2007), o erro de genotipagem foi considerado. Dessa forma, foi aceito uma taxa de
erro mendeliano (ME) de até 1%. O ME é caracterizado pela observacao de variantes
nas progénies que estao ausentes nos genitores, de modo que biologicamente nao
deveriam ter segregado e, portanto, podem indicar artefatos do processo de
genotipagem.

A correcédo do pedigree foi realizada a partir da combinacao dos resultados do
“‘ghap.relfind” e filtragem para ME. Sendo que o processo foi executado em dois
passos: 1) Exclusdo de paternidade e 2) Atribuicdo de possivel genitor. Ao final foi
gerado um novo arquivo pedigree e este serviu como base para construcdo da matriz

de pedigree corrigida (Ac).
3.6 Analise Estatistica
A titulo de comparacado as analises estatisticas foram realizadas utilizando de

uma até cinco plantas por clone. A ordem utilizada foi de acordo com a disposi¢ao no

campo, ou seja, a analise da primeira repeticéo foi utilizada para obter os resultados
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de uma planta, as repeticbes um e dois foram utilizadas para obter os resultados de
duas plantas e assim respectivamente.

Trés métodos foram comparados em termos de acuricia de predicdo, sendo
eles: ABLUP convencional, ABLUP corrigido e o ssGBLUP (Melhor Previsdo Linear
Imparcial Gendmica de etapa unica). O ABLUP convencional foi conduzido utilizando
a matriz de pedigree (A) informada no pomar de recombinacdo e na polinizacao
controlada; o ABLUP corrigido usou a matriz Ac; e o ssGBLUP utilizou a matriz de
parentesco hibrida (H), no qual 80% da populacdo tem parentesco definido via
marcadores moleculares e nos outros 20% foram utilizadas as informacdes do
pedigree.

O software BLUPF90 (Misztal et al., 2014; Lourenco et al., 2020) foi utilizado
para estimar os valores genéticos (EBV) e erros-padréo (o). Os valores de acuracia
de predicao foram obtidos com base em Misztal et al. (2014) (Eq. 2):

PEV
(1+Fj)o?

r= [1-—

(2)

em que: r € a acuracia de predicdo; PEV: (do inglés, prediction error variance)
variancia do erro de predicdo; Fj: coeficiente de endogamia para o individuo j

(assumido como zero para fins de estimativa); ¢2: variancia genética aditiva.

3.6.1 ABLUP

Os métodos ABLUP convencional e corrigido empregaram o seguinte modelo
misto (Eq. 3) para estimacédo dos valores genéticos baseados no pedigree para cada
arvore e carater avaliado:

y=Xf+Za+e 3)
em que: y: dados fenotipicos de arvores para os caracteres de crescimento; §: vetor
de efeitos fixos (local, teste, repeticdo e bloco); a: vetor de efeitos genéticos aditivos
aleatdrios de arvores individuais (valores genéticos); e: vetor de residuos aleatoérios;
X e Z: matrizes de incidéncia relacionando as observacgdes (y) e aos efeitos do modelo

B e a, respectivamente.

3.6.2 ssGBLUP
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O modelo para o0 método ssGBLUP pode ser descrito pela seguinte equacao

de modelos mistos (EqQ. 4):

y=XB+Zu+te 4)

em que: y é o vetor da caracteristica observada, (8 € o vetor de efeitos fixos, u é o vetor
de efeitos aleatdrios com distribuicdo u ~ N (0, ¢2), X e Z sdo matrizes de incidéncias
que ligam os efeitos fixos e aleatdrios a variavel resposta e e é o vetor residual. Para
a variancia residual assumiu-se independéncia dos residuos e homogeneidade de
variancia, sendo e ~ N (0, l62), sendo que: | € uma matriz identidade multiplicada pela
constante da variancia do residuo oZ.

Para esse modelo € assumido que ndo existe covariancia entre os efeitos
genéticos (u) e os desvios residuais (e). Dessa forma, o sistema de equacdes do
modelo misto (EMM) proposto por Henderson (1985), que possibilita a obtencao
simultanea do preditor para os efeitos aleatérios (0) e a estimativa dos efeitos fixos
(B), pode ser matricialmente expresso da seguinte maneira (Eq. 5):

X'RXx  Xx'R1z 1[B]_[XR'y

Z'RX X'R'Z+K1! [ﬁ]'[Z'R—ly ©)
em que: K representa a inversa da matriz de parentesco utilizada no modelo (A ou
H) e R1 a inversa da matriz de covariancia do efeito residual, em que foi assumido
loZ2.

O modelo adotado para o ssGBLUP foi o mesmo utilizado no ABLUP, com
excecdo da matriz A que foi substituida pela matriz H, que combina o pedigree (matriz
A) e o relacionamento gendmico, que se fundamenta nos marcadores SNPs (matriz
G). A matriz G foi estimada seguindo o método proposto por VanRaden (2008) (Eg.
6):

zz'
6= Tnam ©

em que: Z € uma matriz de dimensdo m por n (sendo m o nimero de marcadores e n
o numero de individuos), derivada da centralizacdo da matriz genotipica aditiva
codificada como 0, 1 e 2 para os genotipos dos SNPs; pi € a frequéncia alélica atual
(ou observada) dos individuos genotipados para o marcador i.

Em virtude da estrutura do conjunto de dados, em que o nimero de individuos
€ superior ao numero de SNPs, ou devido a similaridade entre individuos (por
exemplo, clones), a matriz G se torna singular e ndo é inversivel (Lourenco et al.,

2020). Para contornar este problema, € comum a matriz G ser combinada com a



29

porcdo da matriz de pedigree correspondente aos individuos genotipados (A22) (Eq.
7):
G* = aG + BA,, (7)

em que: a e B sdo parametros de mistura das matrizes G; e Az, respectivamente.
Foram adotados os valores de a = 0,95 e 8 = 0,05. Assim, a matriz G ajustada (G*)
corresponde a combinacdo de 95% da G com 5% da Ax».

Uma vez obtida a matriz G, a etapa seguinte foi agrupa-la com a matriz A em
uma Unica matriz de parentesco (matriz H), que contempla individuos genotipados e
ndo genotipados, tendo assim, dimensdo n por n (sendo n o nimero de individuos).
Dada a complexidade da matriz H, o mais simples e comumente realizado é a

construcao direta da sua matriz inversa (H1) (Aguilar et al., 2010) (Eq. 8):

A=A 4] o EAE% ®)

em que: Al e G1 sdo matrizes inversas de parentesco por pedigree e genémico,
respectivamente; A5} : submatriz da A1 com a porgéo correspondente aos individuos
genotipados, de modo que a A, € subtraida para evitar a dupla contabilizacdo das

informacdes advindas do pedigree e dos gendtipos (Lourenco et al., 2020).
3.7 Heatmap

A funcao “heatmap.2” do pacote gplot V2.17.0 (Warnes et al., 2015) foi utilizada
para gerar graficos do tipo heatmap (mapa de calor) para cada uma das matrizes de
parentesco (A, Ac e H). A proposta deste tipo de gréafico é avaliar a esparsidade, e

comparar a densidade e complexidade das matrizes.
3.8 Estimativa da herdabilidade

As herdabilidades no sentido restrito foram estimadas no conforme Isik et al.
(2017) (Eq. 9):

- 9)

62+062

em que: hZ é a estimativa da herdabilidade no sentido restrito; 2: variancia genética

aditiva associada a matriz de parentesco; 62: variancia residual.
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3.9 Selecéao

3.9.1 Comparacdo entre o ranqueamento utilizando as diferentes matrizes de

parentesco

Apos as estimativas do BLUPSs, utilizando as trés matrizes de parentesco, foi
simulada a selecdo dos 100 melhores clones para a comparacédo dos efeitos das
diferentes matrizes de parentesco (Matriz-A, Matriz-Ac e Matriz-H) no ranqueamento
dos clones selecionados com o intuito de verificar se pode haver diferencas entre os

clones selecionados, o que pode impactar a assertividade da selecéo.

3.9.2 Ganhos com a selecgéo

irog

Utilizando os elementos da equacdo do melhorista R = , obtidos nas

andlises estatisticas, foi simulada a diferenca em ganho genético entre o0 método
convencional utilizando TP+TC e o TPC para avaliar e selecionar os 100 melhores
clones para a caracteristica volume. Para isso, foram utilizados os valores de
intensidade de selecao (i), fixo para as duas abordagens, acuracia (r) dos clones
selecionados, desvio padrdo genético aditivo (o,) obtidos nas andlises estatisticas
realizadas utilizando a matriz-A e uma das repeti¢cdoes do experimento (TP+TC), similar
ao que seria um TP convencional, e as matrizes A, Ac e H com cinco repeticdes
clonais, o que seria considerada a abordagem utilizando o TPC. J& o intervalo entre
as geracoes (L) foi utilizado o valor do ciclo convencional (13 anos) e ciclo utilizando
o TPC (nove anos), essa reducdo foi devida a unido das etapas de TP e TC em apenas
um experimento que € o TPC.
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4 RESULTADOS

4.1 Matrizes de Parentesco

Devido ao parentesco parcialmente desconhecido de muitas plantas (2.491), a
matriz-A (Figura 2) foi considerada dispersa, pois as progénies eram de polinizacao
aberta, e apenas as maes eram conhecidas. Na matriz-Ac (Figura 2), foi possivel
identificar e validar o parentesco materno e paterno utilizando os marcadores
moleculares SNPs para reconstruir o pedigree. Se comparada a matriz-A, houve o
aumento da densidade e uma esparsidade moderada, semelhante ao que acontece
com progénies de polinizacdo controlada. Porém, em nenhum dos casos foi possivel
identificar o parentesco que existia entre os individuos. A matriz-H, que representa a
unido da matriz de parentesco obtida da genotipagem dos clones e o pedigree
informado para os clones que nado foram genotipados, apresentou alta densidade,
sendo possivel capturar as relagdes presentes na matriz-Ac, resgatar a amostragem
mendeliana e o parentesco criptico, ou seja, aquele que ndo era evidente no pedigree

informado, entre cada um dos individuos genotipados (Figura 2).
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Figura 2: Heatmap das relacBes em progénies de polinizacdo aberta de Eucalyptus entre o parentesco
esperado e o genotipico, considerando: Matriz-A (pedigree informado); Matriz-Ac (pedigree corrigido)
e Matriz-H (relacdo gendmica estimada com o uso de marcadores SNPs).
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Fonte: Producao do préprio autor.
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4.2 Estimativas de herdabilidade no sentido restrito

Os coeficientes de herdabilidade, no sentido restrito (h2), foram estimados nas
trés diferentes idades (um, dois e trés anos), para os trés caracteres de crescimento
(Circunferéncia a altura do peito, Altura e Volume) e utilizando as trés diferentes
matrizes de parentesco (matriz-A, matriz-Ac e matriz-H) (Tabela 2).

Quando foi utilizada apenas uma das repeticoes clonais para a estimativa,
assim como acontece em um teste de progénies convencional, a matriz-Ac apresentou
os maiores valores de hZ, variando de 0,511 para o CAP a um ano de idade, até 0,627
para a ALT aos trés anos de idade. Seguidos pela matriz-A, onde os valores de
h2 variaram de 0,474 para o CAP a um ano de idade, até 0,596 para a ALT aos trés
anos de idade. Os menores valores de hZ foram obtidos utilizando a matriz-H,
variando de 0,391 para o CAP a um ano de idade, até 0,487 para a ALT aos dois anos
de idade.

Com o aumento no numero de repeticdes clonais utilizado para a estimativa de
hZ, a matriz-H apresentou sempre os maiores valores estimados, chegando ao valor
maximo de 0,876 para a ALT aos trés anos de idade. Independentemente da matriz
utilizada e o carater analisado, todas as estimativas seguiram a tendéncia e foram
superiores, conforme o aumento do nimero de repeti¢cdes clonais.

Com relacdo aos caracteres, as maiores estimativas de h2 foram obtidos para
ALT, seguido por CAP e VOL. Com o0 avanco da idade, houve uma tendéncia de
aumento dos valores estimados de h2 para os trés caracteres, matrizes e nimero de
repeticbes clonais utilizados, sendo que os maiores valores foram obtidos aos trés
anos de idade, utilizando a matriz-H e cinco repeti¢cdes clonais do Teste de Progénies
Clonadas. Observando as estimativas em relacdo ao numero de repeticdes clonais,
as maiores evolucdes nos valores estimados de h2, foram obtidas entre um e trés
repeticdes clonais, sendo que houve tendéncia de estabilizacédo dos valores entre trés

e cinco repeticdes, para todos os caracteres e matrizes utilizadas.
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Tabela 2: Estimativas de herdabilidade no sentido restrito (h2) e desvio padrédo (%)
para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT) e Volume (VOL), em
funcéo da matriz de parentesco (A, Ac e H), em trés idades no teste de progénies

clonadas em Eucalyptus spp. na regido de Trés Lagoas, MS.
Idade Carater REP Ac H

[EnY

0.474 (o.oo7)

0.511 (0.008)

0.391(0.016)

2 0.504 (0.006) 0.542 (0.006) 0.546(0.009)

CAP 3 0.527 (0.005) 0.564 (0.005) 0.637(0.007)
4 0.535 (0.005) 0.571 (0.005) 0.677(0.006)

5 0.537 (0.005) 0.574 (0.005) 0.691(0.006)

1 0.525 (0.006) 0.557 (0.006) 0.425(0.015)

2 0.570 (0.005) 0.604 (0.005) 0.628(0.007)

1ano ALT 3 0.591 (0.005) 0.625 (0.005) 0.717(0.005)
4 0.602 (0.005) 0.636 (0.005) 0.753(0.005)

5 0.603 (0.005) 0.637 (0.005) 0.762(0.004)

1 0.483 (0.007) 0.513 (0.008) 0.406(0.015)

2 0.509 (0.005) 0.544 (0.006) 0.565(0.009)

VoL 3 0.529 (0.005) 0.564 (0.005) 0.647(0.007)
4 0.535 (0.005) 0.570 (0.005) 0.680(0.006)

5 0.536 (0.005) 0.570 (0.005) 0.690(0.006)

1 0.563 (0.005) 0.601 (0.005) 0.467(0.014)

2 0.616 (0.004) 0.653 (0.004) 0.701(0.006)

CAP 3 0.629 (0.004) 0.663 (0.004) 0.765(0.004)
4 0.631 (0.004) 0.664 (0.004) 0.781(0.004)

5 0,628 (0.005) 0.660 (0.004) 0.785(0.004)

1 0.572 (0.004) 0.613 (0.004) 0.487(0.013)

2 0.636 (0.004) 0.675 (0.004) 0.734(0.005)

2 anos ALT 3 0.662 (0.004) 0.697 (0.004) 0.806(0.004)
4 0.672 (0.004) 0.705 (0.004) 0.826(0.003)

5 0.672 (0.004) 0.705 (0.004) 0.831(0.003)

1 0.551 (0.005) 0.587 (0.005) 0.468(0.014)

2 0.599 (0.004) 0.638 (0.004) 0.684(0.006)

VOL 3 0.613 (0.004) 0.649 (0.004) 0.749(0.005)
4 0.615 (0.005) 0.649 (0.004) 0.765(0.004)

5 0.612 (0.005) 0.646 (0.005) 0.770(0.004)

1 0.573 (0.004) 0.607 (0.005) 0.439(0.015)

2 0.632 (0.004) 0.669 (0.004) 0.724(0.005)

CAP 3 0.647 (0.004) 0.682 (0.004) 0.793(0.004)
4 0.651 (0.004) 0.685 (0.004) 0.813(0.003)

5 0.650 (0.004) 0.684 (0.004) 0.818(0.003)

1 0.596 (0.004) 0.627 (0.004) 0.429(0.016)

2 0.679 (0.003) 0.715 (0.003) 0.781(0.004)

3 anos ALT 3 0.701 (0.004) 0.737 (0.003) 0.854(0.003)
4 0.712 (0.004) 0.746 (0.003) 0.874(0.002)

5 0.709 (0.004) 0.744 (0.004) 0.876(0.002)

1 0.565 (0.004) 0.598 (0.005) 0.460(0.014)

2 0.604 (0.004) 0.642 (0.004) 0.689(0.006)

VoL 3 0.620 (0.004) 0.657 (0.004) 0.763(0.004)
4 0.623 (0.004) 0.659 (0.004) 0.784(0.004)

5 0.622 (0.005) 0.658 (0.004) 0.791(0.004)

Fonte: Producao do préprio autor.
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4.3 Efeito do numero de repeticdes e da matriz de parentesco na acuracia

Independentemente da matriz de parentesco, houve o aumento da acuracia e
reducdo da variacdo entre os valores minimos e maximos com o aumento do nimero
de repeticdes clonais (Tabela 3; Figura 3). O ganho mais expressivo foi observado
entre uma e duas repeticdes clonais, a partir da terceira até a quinta repeticées clonais
os valores de acurédcia tiveram uma tendéncia de estabilizar (Figura 3).

Os maiores valores de acuracia foram observados na matriz-H, seguido pela
matriz-Ac e matriz-A para todas os caracteres, idade e repeti¢cdes clonais avaliados
(Figura 4). Os menores valores de acuracia foram observados quando utilizado
apenas uma repeticdo clonal para estimativa, situagcdo semelhante ao teste de
progénie convencional. Assim como observado para os valores de h2 os maiores
valores de acuracia foram observados para o carater ALT, para todas as idades,

repeticdes clonais e matrizes de parentesco (Tabela 3).
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Tabela 3: Estimativas de acuracia e de desvio padrdo (valores entre parénteses) obtidas em funcdo da matriz de parentesco (A, Ac
e H), para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT) e Volume (VOL), em trés idades no teste de progénies clonadas
em Eucalyptus spp. na regido de Trés Lagoas, MS.

1 Ano 2 Anos 3 Anos
Carater REP
A Ac H A Ac H A Ac H
1 0.7663(0.0635) 0.8131 (0.0613)  0.8331(0.0641) | 0.8026 (0.0667) 0.8411 (0.0635)  0.8518(0.0622) | 0.8072 (0.0644)  0.8436 (0.0615)  0.8447 (0.0628)
2 0.8657 (0.0477) 0.8885(0.0488) 0.9174 (0.0372) | 0.8997 (0.0456)  0.9165 (0.0455)  0.9420 (0.0342) | 0.9052 (0.0425)  0.9210 (0.0438)  0.9460 (0.0329)
CAP 3 0.9064 (0.0375)  0.9215 (0.0395)  0.9485 (0.0279) | 0.9300 (0.0338)  0.9409 (0.0373)  0.9634 (0.0247) | 0.9346 (0.0298)  0.9451 (0.0338)  0.9669 (0.0238)
4 0.9239 (0.0343)  0.9358 (0.0373)  0.9605 (0.0246) | 0.9427 (0.0289)  0.9511 (0.0343)  0.9701 (0.0235) | 0.9468 (0.0255)  0.9549 (0.0321)  0.9735 (0.0230)
5 0.9303 (0.0347)  0.9410 (0.0376)  0.9644 (0.0242) | 0.9465 (0.0294)  0.9542 (0.0346)  0.9723 (0.0235) | 0.9510(0.0259)  0.9583 (0.0323)  0.9755 (0.0229)
1 0.7885 (0.0643)  0.8290 (0.0609)  0.8428 (0.0617) | 0.8062 (0.0669)  0.8452 (0.0635)  0.8569 (0.0611) | 0.8167 (0.0647)  0.8502 (0.0615)  0.8418 (0.0634)
2 0.8876 (0.0456)  0.9054 (0.0474)  0.9320 (0.0329) | 0.9055 (0.0449)  0.9219 (0.0449)  0.9472 (0.0332) | 0.9186 (0.0409)  0.9324 (0.0427)  0.9551 (0.0313)
ALT 3 0.9228 (0.0340)  0.9346 (0.0373)  0.9589 (0.0253) | 0.9373(0.0319) 0.9473 (0.0360)  0.9685 (0.0236) | 0.9461 (0.0266)  0.9552 (0.0318)  0.9743 (0.0225)
4 0.9383 (0.0298)  0.9475(0.0346)  0.9686 (0.0225) | 0.9501 (0.0260)  0.9577 (0.0325)  0.9747 (0.0226) | 0.9574 (0.0214)  0.9643 (0.0299)  0.9797 (0.0220)
5 0.9432 (0.0301) 0.9517 (0.0348)  0.9715(0.0223) | 0.9541 (0.0261)  0.9609 (0.0326)  0.9767 (0.0226) | 0.9605 (0.0217)  0.9668 (0.0301)  0.9809 (0.0220)
1 0.7701 (0.0636)  0.8138 (0.0612)  0.8373 (0.0631) | 0.7973 (0.0665) 0.8365(0.0634)  0.8520 (0.0622) | 0.8038 (0.0643)  0.8406 (0.0615)  0.8505 (0.0615)
2 0.8673 (0.0476)  0.8892 (0.0487)  0.9209 (0.0361) | 0.8948 (0.0462)  0.9127 (0.0459)  0.9393 (0.0347) | 0.8970(0.0435)  0.9143 (0.0445)  0.9404 (0.0341)
VOL 3 0.9069 (0.0374)  0.9215(0.0395)  0.9498 (0.0276) | 0.9263 (0.0347)  0.9380 (0.0379)  0.9614 (0.0252) | 0.9285(0.0313)  0.9402 (0.0348)  0.9632 (0.0245)
4 0.9241 (0.0342)  0.9355 (0.0374)  0.9607 (0.0245) | 0.9394 (0.0301)  0.9486 (0.0349)  0.9685 (0.0239) | 0.9415(0.0274)  0.9506 (0.0331)  0.9704 (0.0235)
5 0.9299 (0.0348)  0.9403 (0.0377)  0.9642 (0.0243) | 0.9437 (0.0306)  0.9520 (0.0352)  0.9709 (0.0238) | 0.9462 (0.0278)  0.9544 (0.0334)  0.9729 (0.0235)

Fonte: Producgéo do préprio autor.
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Figura. 3: Evolucéo da Acuracia em funcéo do aumento do nimero de repeticées
clonais dentro de cada uma das matrizes de parentesco: A (Matriz-A), Ac (Matriz-
Ac) e H (Matriz-H), para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT)
e Volume (VOL), em trés idades no teste de progénies clonadas em Eucalyptus
spp. na regiao de Trés Lagoas, MS.
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Figura 4. Evolucdo da acuracia em funcdo das matrizes de parentesco e
repeticdes clonais, para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT)
e Volume (VOL), em trés idades no teste de progénies clonadas em Eucalyptus
Spp. na regiao de Trés Lagoas, MS. A) uma repeticdo; B) duas repeti¢des; C)
trés repeticdes; D) quatro repeticdes; E) cinco repeticdes.

A caP1 Hiotal 1 Vodums 1 B caP1 Htotal 1 Volumes 1

C C4P1 Hiotal 1 odums 1 D cap1 Htotsl 1 Undums 1

C4P3 Hiotal 3 Voiums 3 CAP3 Hiotsl 3 voiums 3

E CaP1 Htotal 1 Volums 1

Fonte: Producao do préprio autor.
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4.4  Selecao

Dos clones presentes nos experimentos, foram selecionados os 100
melhores clones segundo o ranqueamento obtidos por meio dos BLUPSs, para o
carater volume individual, representando uma intensidade de selecéo de 3,2%.
N&o foi levado em consideracdo a estrutura de familias, ou seja, algumas
familias podem ter sido representadas em maior quantidade de individuos
selecionados. Apos identificados os clones selecionados foram realizadas as
seguintes comparacdes a partir do uso dos trés tipos de matriz de parentesco:
Matriz-A x Matriz-H e Matriz-Ac x Matriz-H. Como a maior parte da populacao
(79,26%) foi genotipada, espera-se que a Matriz-H represente o mais préximo
possivel do parentesco realizado entre os clones.

4.4.1 Ranqueamento comparando as diferentes matrizes de parentesco

Os clones foram ranqueados em graficos, considerando as matrizes de
parentesco: A (eixo X) e H (eixo Y), utilizando de um a cinco repeticdes clonais
do TPC, sendo que a faixa verde dos graficos representa os 100 clones
selecionados (Figura 5). Em destaque no canto superior esquerdo e inferior
direito tem-se 0 numero de clones que nao estédo presentes no Top-100 da outra
matriz que estd sendo comparada (Figura 5). Por exemplo, para o CAP1 na
analise utilizando uma repeticao clonal, 64 clones seriam ranqueados entre 0s
Top-100 utilizando a matriz-A, mas quando se utiliza a matriz-H eles néo teriam
mérito para serem selecionados e estariam fora do Top-100, ou seja, hd uma
superestimativa dos valores genéticos desses clones. O inverso também
acontece, se for utilizada a matriz-A, 63 clones deixariam de ser selecionados
por uma subestimativa dos seus valores genéticos. Esse mesmo padrao ocorre
para todos os caracteres e 0 efeito das repeticdes reduziu a divergéncia entre o
ranqueamento das duas matrizes, chegando ao menor valor quando se utiliza as
cinco repeticdes na andlise. O mesmo padrdo apresentado, pode ser observado
no ranqueamento dos clones quando se utiliza as matrizes de parentesco Ac e
H nos eixos X e Y, respectivamente (Figura 6). Os graficos A, B, C, D e E,
representam a analise utilizando uma, duas, trés, quatro e cinco repeticbes

clonais do TPC (Figura 6), respectivamente. No entanto, 0os possiveis erros de
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ranqueamento destacados anteriormente foram reduzidos, apresentando menos
individuos com divergéncia de ranqueamento entre matrizes Ac e H (Figura 6).

Figura 5: Comparacdo entre o ranqueamento utilizando a Matriz-H (eixo y) e
Matriz-A (eixo x), para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT) e
Volume (VOL), em trés idades no teste de progénies clonadas em Eucalyptus
spp. na regido de Trés Lagoas, MS. A) uma repeticdo; B) duas repeticbes; C)
trés repeticdes; D) quatro repeticdes; E) cinco repeticoes.
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Figura 6: Comparacao entre o ranqueamento utilizando a Matriz-H (eixo y), e
Matriz-Ac (eixo x), para circunferéncia a altura do peito (CAP), altura total (ALT)
e Volume (VOL), em trés idades no teste de progénies clonadas em Eucalyptus
spp. na regiao de Trés Lagoas, MS. A) uma repeticdo; B) duas repeticdes; C)
trés repeticdes; D) quatro repeticdes; E) cinco repeticdes.
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4.4.2 Ganhos com a selecéo

Os ganhos com a selecdo dos TOP100 clones para o carater volume

irog
b

individual estimados utilizando a equagdo do melhorista R =

proporcionaram a comparacao entre os ganhos com a selegéo obtidos por meio
do método tradicional utilizando Teste de Progénie + Teste Clonal e Teste de
Progénies Clonadas com a utilizacdo das matrizes de parentesco: A, Ac e H
(Figura 7). A utilizacdo do TPC propiciou melhores estimativas da acuracia,
variacdo genética e a reducédo do intervalo entre as gerac¢des, com isso houve
um grande impacto na simulagdo do ganho quando foi comparado ao método
tradicional. Utilizando TP+TC os ganhos esperados por ano foram de 0,50%.
Quando se utilizou o TPC, os ganhos esperados por ano variaram de 0,83% até
1,29%, demonstrando que uma melhor estimativa dos parametros genéticos
obtida por meio do TPC pode trazer muito mais eficiéncia ao programa de
melhoramento de Eucalyptus spp.

Figura 7: Potencial ganho anual com a sele¢éo para o carater volume individual
utiizando a equacdo do melhorista e parametros obtidos pelas analises
estatisticas aos trés anos de idade em Eucalyptus spp. na regido de Trés
Lagoas, MS.
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Fonte: Producao do préprio autor.
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5 DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro relato de um teste de progénie clonada para o
género Eucalyptus spp. utilizando dados reais de campo. O estudo avaliou o
potencial de utilizacdo do uso do TPC associados a matrizes de parentesco em
programas de melhoramento envolvendo as espécies Eucalyptus grandis,

Eucalyptus urophylla e hibridos.

5.1 Efeito do uso de teste de progénies clonadas e matrizes de
parentesco

Das progénies utilizadas nesse estudo, 19% s&o provenientes de
polinizacdo controlada em pomar de cruzamentos em vasos (11 familias) e 81%
sdo provenientes de polinizacdo aberta em pomar de recombinacdo dos
melhores clones da Suzano (47 familias). A recombinacéo nesse tipo de pomar
€ uma etapa de grande importancia para o melhoramento florestal (Martins,
2023). Na formacao dos pomares podem ocorrer erros de identificacdo (Slavov
et al., 2005; Kaya; Isik 2010; Przybylski et al. 2019). Com isso o0 uso de
marcadores moleculares pode ser uma ferramenta interessante para o controle
de qualidade da identidade genética dos genotipos utilizados na formacao do
pomar (White et al.,, 2007; Martins 2023). Outra vantagem do uso dos
marcadores moleculares foi a reconstrugdo do pedigree, determinando uma
relacdo mais precisa do parentesco entre os clones avaliados no experimento, o
gue resulta em melhores estimativas dos parametros genéticos (Martins et al.,
2024), que sera discutida ao longo desse estudo.

Os valores estimados de h2 para os trés caracteres de crescimento
avaliados, foram classificados de acordo com Ziegler e Tambarussi (2022).
Todos os valores foram considerados de alta a muito alta magnitude, no entanto
houve diferengas entre as matrizes de parentesco utilizadas nas estimativas das
hZ. Assim, para o carater CAP, a matriz-A proporcionou valores considerados de
alta magnitude a um ano de idade e uma e duas repeti¢des clonais utilizadas na
estimativa, todos os outros valores foram considerados de muito alta magnitude.
A matriz-Ac proporcionou valor considerado de alta magnitude a um ano de idade
e uma repeticao clonal utilizada na estimativa e todos os outros valores foram

considerados de alta magnitude. A matriz-H proporcionou padréo diferente,
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sendo que em todas as situacfes os valores obtidos utilizando apenas uma
repeticdo clonal do experimento foram considerados de alta magnitude e o0s
demais valores foram considerados de muito alta magnitude.

Para o carater ALT, as matrizes A e Ac apresentaram valores
considerados de muito alta magnitude, independentemente da idade e nimero
de repeticdes clonais utilizados na estimativa. Com a matriz-H, obteve-se o
mesmo padréo observado para o CAP e todos os valores obtidos utilizando
apenas uma repeticdo clonal do experimento foram considerados de alta
magnitude e os demais valores foram considerados muito alta magnitude.

Para o carater VOL, houve pequenas diferencas em relacdo aos demais
caracteres, sendo que com a matriz-A a um ano de idade e utilizando entre uma
e trés repetigcdes clonais na estimativa os valores obtidos foram considerados de
alta magnitude e todos os demais valores foram considerados de muito alta
magnitude. Para as matrizes Ac e H, apenas as estimativas obtidas com um ano
de idade e utilizando uma repeticdo clonal foram considerados de alta
magnitude, todos os demais valores foram considerados de magnitude muito
alta. Esses valores aumentaram a medida que o numero de repeticées clonais
também aumentou, desta forma, a hZ foi maior quando atribuido cinco repeticGes
clonais na analise do experimento. Nesse sentido, o TPC demonstrou elevada
eficiéncia, pois a clonagem dos individuos dentro das progénies tende a reduzir
o efeito do ambiente sobre a média do clone (Walker et al., 2022; Ramalho et al.,
2023; Santos et al.,, 2024), impactando numa melhor estimativa das
herdabilidades, o que potencialmente aumenta os ganhos obtidos com a selecéo
independentemente da fase do programa de melhoramento.

Quando utilizada apenas uma das repeticdes clonais do experimento para
a estimativa, o0 que seria a situacdo equivalente ao teste de progénie
convencional utilizado no melhoramento florestal, as informacdes de pedigree
(matriz A) e de pedigree corrigido (matriz Ac) proporcionaram herdabilidades
superiores a matriz de parentesco que utiliza as informac¢des genémicas (matriz
H). Este mesmo padrdo foi observado por outros autores em estudos com
diversas espécies florestais, como Eucalyptus spp. (Muller et al., 2017; Lima et
al., 2019; Paludeto et al., 2021), Pinus spp. (Calleja-Rodriguez et al., 2020;
Walker et al., 2022), Picea spp. (Beaulieu et al., 2014; Lenz et al., 2017; 2019;
2020) e hibridos de Populus spp. (Pégard et al., 2020). No entanto, esses valores
de herdabilidade podem estar superestimados (Beaulieu et al., 2022), pois para
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uma estimativa mais precisa é necessario levar em consideracao o parentesco
que existe entre os individuos das progénies, uma vez que em progénies de
polinizacdo aberta assume-se que nao haja parentesco entre os pais (Lima et
al., 2019) e nem erros advindos do pedigree informado, isso pode produzir
estimativas inflacionadas de ganhos de selecéo (Bush et al., 2011; Tambarussi
et al., 2018; Beaulieu et al., 2022). Porém, ao utilizar a matriz-H construida por
meio dos marcadores moleculares SNPs, foi possivel acessar o parentesco entre
os individuos por meio de uma matriz de parentesco gendmico (Hayes et al.,
2009), implicando em uma estimativa ndo viesada dos parametros genéticos e
ganhos com a selecao (Grattapaglia, 2022).

Vérios estudos tém relatado pequenas variagdes nas estimativas de h2
ao usar relacdes gendmicas; as vezes maiores, considerando o DAP e a altura
de Eucalyptus pellita (Thavamanikumar et al., 2020) e Pinus taeda (Walker et al.,
2022), e as vezes menores para o grau de desfolhamento e fracdo de folhagem
adulta no dossel de E. globulus (Quezada et al., 2022). Nesse contexto 0 método
ssGBLUP (matriz-H), demonstra ser mais eficiente quando comparado ao
ABLUP (matriz-A) para diametro a altura do peito (DAP) e retilinearidade do
caule em Eucalyptus dunni (Jurcic et al., 2021) e para DAP, altura, volume e
outros cinco caracteres de hibridos de Eucalyptus (Cappa et al., 2019). Portanto,
esse método tem sido cada vez mais utilizado e se mostrou promissor para
avaliar as herdabilidades das espécies florestais. No entanto, varios estudos
observaram mudancas na magnitude da variancia genética aditiva quando as
informacdes gendmicas foram incluidas, o que pode ser explicada pela estrutura
da populacao. Por exemplo, em populacdes de polinizacdo aberta a suposicao
de que as familias sejam de meios-irmaos nao é apropriada, pois as estimativas
da variancia genética aditiva pode mudar com a inclusdo de informactes
gendmicas (Gamal El-Dien et al., 2018; Klapsté et al., 2018; Walker et al., 2022).
Para o sucesso da sele¢do, é necessario que as estimativas dos parametros
genéticos e do valor genético dos individuos sejam realizadas com a maior
acuracia possivel (Santos et al., 2024). Ficou evidente que a utilizacdo do TPC
impactou de maneira positiva as estimativas de acuracia, pois com o0 aumento
do namero de repeticbes, houve também um aumento das estimativas obtidas.
Santos et al. (2024) observaram o mesmo padrdo de comportamento nas
estimativas da acuracia quando se aumenta o numero de repeticbes para

avaliacdo dos clones em teste clonal. Stejskal et al. (2022) utilizando dados
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simulados, demonstraram que o aumento da repeticdo clonal em testes de
progénies, contribui significativamente para o aumento da acuracia, tendo efeito
na precisao da selecéo. Walker et al. (2022) demonstraram que as estimativas
de acuracia obtidas por meio de ssGBLUP foram maiores do que aquelas obtidas
com o ABLUP e no mesmo estudo também foi possivel observar que com o
aumento do namero de repeticbes/ramets por clone, houve um incremento na
estimativa de acuracia. Esses estudos corroboram com os resultados obtidos e
apresentados.

Como ja observado, a correlacao de performance entre os individuos nos
testes de progénies e posterior desempenho em testes clonais € muito baixa
(Reis et al., 2011; Furtini et al., 2012; Shalizi et al., 2020). Observando os
resultados obtidos nos ranqueamento dos 100 melhores clones dentro do TPC,
cria-se a hipotese que um dos motivos possa ser possiveis erros no pedrigree
e/ou calculos do valor genético dos individuos, conforme ja foi citado
anteriormente. No entanto, assim como as estimativas de herdabilidade e
acuracias foram superiores quando se utiliza mais repeti¢cdes clonais para obté-
las, observa-se que o ranqueamento também apresentou maior semelhanca
entre as matrizes baseadas em pedigree (A e Ac) e a matriz que utiliza
informacao de genémica (H). A partir desses resultados, € possivel inferir que a
utilizacdo do TPC se torna uma ferramenta poderosa na sele¢cdo, mesmo quando

nao se tem informacgdes genémicas disponiveis.

5.2 ImplicacBes para o programa de melhoramento de espécies
florestais

Considerando o uso do TPC, varios elementos da "equacdo do
melhorista” podem ser influenciados positivamente, impactando os ganhos
obtidos com a selecdo. Um dos maiores problemas observados pelos
melhoristas florestais, é sem duvida, o longo tempo de espera entre o0s testes de
melhoramento em campo. Ha muito tempo vem se pensando formas de reduzir
esse tempo. O uso do TPC pode ser uma ferramenta utilizada com esse intuito,
pois ja propicia uma aceleragdo do programa de melhoramento, reduzindo uma
das etapas do pipeline que consiste na avaliagdo de individuos em teste de
progénies, pois o TPC relune o teste de progénie e o teste clonal em um Unico

experimento, reduzindo assim, o tempo para obtencdo dos ganhos genéticos.
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Segundo Resende et al. (2012), um programa de melhoramento convencional
de Eucalyptus spp. demanda cerca de 18 anos para obter um clone para plantio
em escala comercial. Se o programa de melhoramento utilizar sele¢ao precoce,
aos trés anos de idade, o tempo para obtencdo de um clone comercial podera
ser reduzido para 13 anos (Figura 8 — A). Assim, os resultados do presente
estudo mostraram um potencial reducdo de mais quatro anos no ciclo para
obtencdo dos clones operacionais (Figura 8 - B). Outra informacéo
extremamente relevante, € que o uso do TPC também propiciou a redu¢édo dos
possiveis erros no ranqueamento dos individuos que impactam diretamente no

sucesso do melhoramento florestal.

Figura 8: Esquema comparando o tempo (y = anos) necessario para desenvolver
um clone operacional por meio do melhoramento convencional (A), e
melhoramento utilizando o TPC (B) em Eucalyptus spp.
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B Pomar Teste de Progénies Teste Clonal - 3 anos N
Recombinagao Clonadas Ampliado 1

A Pomar Teste de
Recombinagao Progénies
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PC — Propagagdo Clonal

Fonte: Producao do préprio autor.

Além do tempo, outros elementos como a acurécia séo influenciados pelo
uso do TPC, pois 0 aumento da acuracia ird propiciar uma selecdo muito mais
assertiva e confiavel, permitindo a utilizacdo de maiores intensidade de selecéo.
As estimativas de variancia também sdo mais precisas com o a utilizacdo do
TPC, resultando em estimativas de herdabilidades de maior magnitude, devido
a menor influéncia do ambiente nos experimentos. Assim como a acuracia, com
estimativas de herdabilidades maiores, o melhorista pode utilizar maiores
intensidades de selecédo para obter ganhos de selecdo ainda maiores. Nesse
estudo foi observado que o uso do TPC propiciou ganhos de maiores magnitudes
com a selecdo quando comparados ao que seria um teste de progénies
convencional, saindo de 0,5% e alcancando 0,92%, 1,00% e 1,44% ao ano para

o TPC associado a matriz-A, matriz-Ac e matriz-H, respectivamente. Visto que o
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melhoramento genético € uma das etapas mais estratégicas para um negocio
florestal (Rezende et al., 2019), os ganhos obtidos por meio do uso do TPC
podem significar um aumento no retorno econdmico da empresa que utilizar essa
ferramenta para incrementar a produtividade florestal. Essa tendéncia de
aumento nos ganhos com a selecdo também foi observada em modelos de
simulacdo por Stejskal et al. (2022) e Ramalho et al. (2023) e em Pinus taeda
por Walker et al. (2022) em experimentos semelhantes ao TPC.

Do ponto de vista pratico, o uso do TPC pode mitigar o problema de baixa
correlacdo entre o desempenho dos individuos em teste de progénies (TP) e
teste clonal (TC), que é verificado por diversos autores (Reis et al., 2011; Furtini
et al., 2012; Shalizi et al., 2020). Por causa deste problema, muitas vezes o
melhorista ndo pode aplicar grandes intensidades de sele¢cédo na primeira etapa
do programa de melhoramento, pois pode descartar bons gendétipos, e isso pode
acarretar uma diminuicdo no ganho genético e sucesso na obtencdo de novos
clones. Dessa forma, a baixa correlacdo de desempenho entre os individuos no
TP e no TC com a baixa quantidade de individuos por progénies, sejam 0s
grandes problemas a serem sanados nos experimentos.

Pensando no contexto do melhoramento florestal, a selecdo gendmica
tem grande potencial de aumentar a taxa de ganho anual, pois é possivel
selecionar os melhores genitores em plantas jovens, sem esperar a expressao
do seu fendtipo que dependendo da espécie podem levar diversos anos
(McKeand; Bridgwater 1998, Isik; McKeand 2019). A estratégia classica para
iniciar os trabalhos de selecdo genbmica, seria genotipar uma populacdo em
teste de progénies que ja foi fenotipada para o treinamento do modelo e aplicar
esse modelo a uma nova populacdo criada por meio da recombinacdo dos
individuos selecionados na populacédo de treinamento (Isik, 2014; Resende et
al., 2017). No entanto é possivel usufruir de uma oportunidade que algumas
vezes € negligenciada nessa estratégia: o conhecimento das relagbes
gendmicas proporcionam o aumento imediato no ganho genético, pois melhora
a precisao da selecédo na populagéo de treinamento. Esta descoberta sugere que
o esforco de genotipagem nas fases iniciais de uma estratégia de selecéo
gendmica deve ocorrer antes da selecdo da descendéncia da populacdo de
formacao para obter um retorno imediato do investimento na selecdo genémica
(Walker et al., 2022).
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A unido de TPC e selecdo genbmica tem potencial para tornar-se uma
poderosa ferramenta para obtencdo de ganhos de alta magnitude no
melhoramento, pois esse tipo de experimento pode impactar positivamente
diversos elementos que sao importantes para o sucesso da selecdo gendémica.
No treinamento dos modelos de selecdo é preciso um empenho efetivo na
fenotipagem dos caracteres que serdo alvo de predicdo nos individuos
candidatos a sele¢cao que néo serao fenotipados (Grattapaglia, 2022). Portanto,
sempre que possivel, o ideal é que a populacao de treinamento seja propagada
via clonagem, e assim forneca uma precisdo adicional nas obtencbes dos
BLUPSs, pois assim, é possivel propagar uma grande quantidade de plantas e
distribui-las em diferentes ambientes alvos do melhoramento, gerando assim,
modelos que contemplem a interacdo genétipos x ambientes e/ou modelos
especificos para cada condicdo (Duran et al., 2017; Grattapaglia, 2022; Beaulieu
et al., 2022).

O TPC pode mitigar o problema da necessidade de recalibrar os modelos
de selecéo gendmica, que ocorre com 0 avanco das geracdes de recombinacao
nos programas de melhoramento, o qual causa a reducédo da eficiéncia da
capacidade de predicéo (Grattapaglia, 2022). Os genotipos selecionados para o
pipeline por meio da selecdo gendmica, podem ser levados para um novo TPC,
o qual serd uma fonte de dados para a recalibracdo do modelo. Os beneficios
advindos do uso do TPC associado a selecdo genbmica, pode otimizar ainda
mais a integracdo de novas tecnologias, como ambiente e fenotipagem de alto
rendimento. Essas novas rotinas inseridas ao pipeline, irdo reduzir o tempo dos
programas de melhoramento e disponibilizar novos cultivares com o6timo
desempenho em campo. Em meio aos desafios causados pelas mudancas
climaticas, e 0 aumento da ocorréncia de estresses biodticos e abibticos (Crossa
et al., 2010), o uso do TPC associado a selecdo gendmica pode gerar uma
ferramenta robusta e assertiva frente a esses desafios.

Esses resultados demonstram a eficiéncia e viabilidade do uso do TPC
nos programas de melhoramento de espécies florestais que podem ser
clonadas, aumentando assim, sua eficiéncia no momento da avaliacéo e selecao
dos melhores individuos. O TPC também apresenta a vantagem de realizar duas
etapas importantes e demoradas em apenas um teste. Isso ira impactar
significativamente nos programas de melhoramento reduzindo tempo na selegéo

dos melhores gendtipos que serdo clonados, e dos genitores que seréo
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recombinados para a obtencéo da proxima populacdo que sera alvo da selecéo
(Walker et al., 2022; Ramalho et al., 2024).

Ambas as técnicas (Selecdo Genbmica Ampla + TPC) se aplicadas
conjuntamente podem acelerar a taxa anual do ganho genético em espécies
florestais pois, ajudam na reducéao do ciclo reprodutivo (Walker et al., 2022). Com
a utilizacdo do TPC e de marcadores moleculares para obtencédo de valores
genéticos gendbmicos, € possivel selecionar individuos jovens para serem
usados como pais na proxima geracao, bem como obter os resultados dos testes
clonais, sem ter que esperar pela manifestacdo do seu fenétipo. Dessa forma, a
utilizacdo do TPC e da matriz de parentesco mais informativa (matriz-H), nesta
pesquisa em Eucalyptus spp., evidenciaram maior acuracia na estimativa dos
parametros genéticos e uma maior precisao dos ganhos na selecao.

Independentemente da espécie, erros de pedigree estdo presentes em
programas de melhoramento florestal (Beaulieu et al., 2022), plantacdes (Yabe
et al.,, 2018) e em gado (Nwogwugwu et al., 2020). Assim essa abordagem
utilizando as matrizes de parentesco para reconstrucédo de pedigree podem ser
utilizadas também para mitigar esses possiveis erros (Martins et al., 2024). A
aplicacao de cinco repetices clonais aumentou significativamente a acuracia de
todos os caracteres avaliados. Essa alta magnitudes podem justificar o trabalho
extra com a clonagem das mudas e com a genotipagem das arvores, uma vez
gue o objetivo é selecionar individuos com alto desempenho que irdo compor 0s
plantios operacionais. O que ainda pode e deve ser avaliado com maior cuidado
€ 0 custo para a propagacdo dos genétipos, no entanto, esta ferramenta sera
utilizada nas populagées de melhoramento mais importantes das empresas,
sendo assim € valido um maior investimento para que se obtenha ganhos mais
expressivos. Com isso € possivel explorar também outros métodos de
propagacéo que possam ser mais eficientes na obtencéo de maior quantidade
de mudas para a instalagcdo dos TPC, como € o0 caso da micropropagacao.

Ainda se faz necessario estudos mais aprofundados em relacdo aos
efeitos de dominancia e epistasia que podem ser estimados com as matrizes de
parentesco mais informativas obtidas por meio dos marcadores SNPs. No
entanto, esse foi um primeiro trabalho com dados obtidos dos experimentos
implantados nas areas da Suzano SA, que demonstram o grande potencial de

obtencao de ganhos que podem impulsionar a produtividade no setor florestal.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo do teste de progénies clonadas (TPC) associada a matrizes
de parentesco, obtidas a partir de marcadores moleculares, em programas de
melhoramento de Eucalyptus spp. apresenta viabilidade e vantagens por: i)
reduzir o tempo do ciclo de melhoramento em até trés anos, por unir duas etapas
da experimentacdo em apenas uma, mais robusta e que apresenta resultados
mais satisfatorios, contribuindo para uma selecdo mais assertiva dos clones e
genitores dentro do programa de melhoramento florestal; ii) diminuir o efeito
ambiental sobre os individuos avaliados nos testes de progénies, melhorando e
aumentando as estimativas dos valores de herdabilidade, acuracia e os ganhos
obtidos na selecao; iii) a utilizacdo da matriz-H demonstrou ser mais eficiente
devido a melhores estimativas das herdabilidades, das acuracias e por corrigir
possiveis erros pedigree que podem acontecer no programa de melhoramento;
iv) no entanto o uso do TPC reduz a diferencga entre as matrizes obtidas por meio
do pedigree (Matriz-A e Ac) e dos marcadores moleculares (Matriz-H); v) por ser
uma experimentacdo mais robusta, 0 que permite a sua utilizacdo com novas
tecnologias, que vem sendo empregadas no melhoramento florestal como a
selecdo genbmica ampla; vi) ainda sdo necessarios estudos mais elaborados
para entender os efeitos n&do aditivos, que podem ser melhor estimados por meio

do uso dos marcadores moleculares.
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APENDICE A: GENITORES QUE CONTRIBUIRAM PARA A FORMACAO
DAS PROGENIES UTILIZADAS NOS TESTE DE PROGENIES CLONADAS.

Genitor |~ Espécies 2 Procedéncia = Origem =
1 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Aracruz, ES Desconhecido
2 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Aracruz, ES Desconhecido
3 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Aracruz, ES Desconhecido
4 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla S&o Mateus, ES Desconhecido
5 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Australia
6 Eucalyptus spp. Guatapara, SP Desconhecido
7 Eucalyptus grandis Guatapara, SP Desconhecido
8 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Desconhecida Desconhecido
9 Desconhecida Desconhecida Desconhecido
10 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Desconhecida Desconhecido
11 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Desconhecida Desconhecido
12 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Aracruz, ES Desconhecido
13 Eucalyptus urophylla Séo Simao, SP Desconhecido
14 Eucalyptus grandis Séo Simao, SP Desconhecido
15 Eucalyptus urophylla S&o Siméo, SP Desconhecido
16 Eucalyptus grandis Caravelas, BA Desconhecido
17 Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS Coffs Harbour, NSW, Austrélia
18 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Australia
19 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Australia
20 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Australia
21 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecido
22 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Australia
23 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Mogi Guagu, SP Desconhecido
24 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Mogi Guagu, SP Desconhecido
25 Eucalyptus urophylla Turmalina, MG llha de Timor, Indonésia
26 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Coffs Harbour, NSW, Austrélia x Ilha de Timor, Indonésia
27 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Austrdlia
28 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS Ilha de Timor, Indonésia
29 Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS Coffs Harbour, NSW, Austrélia
30 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
31 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Austrélia
32 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS Ilha de Timor, Indonésia x Atherton, QLD, Australia
33 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Timor, Indonésia x Atherton, QLD, Australia
34 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Santa Branca, SP Desconhecido
35 Eucalyptus spp. Ibaté, SP Desconhecido
36 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
37 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
38 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
39 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
40 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
41 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
42 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
43 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
44 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
45 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
46 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Timor, Indonésia
a7 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Timor, Indonésia
48 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Timor, Indonésia
49 Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecida
50 Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecida
51 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Itirapina, SP Desconhecido
52 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecido
53 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecido
54 Eucalyptus saligna Rio Claro, SP Desconhecido
55 Eucalyptus urophylla Teixeira de Freitas, BA llha de Flores, Indonésia
56 Eucalyptus urophylla Turmalina, MG llha de Timor, Indonésia
57 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Coffs Harbour, NSW, Austrélia x Iha de Timor, Indonésia
58 Eucalyptus grandis Altinépolis, SP Desconhecido
59 Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecido
60 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Coffs Harbour, NSW, Australia x Ilha de Timor, Indonésia
61 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia x Coffs Harbour, NSW, Austrdlia
62 Eucalyptus grandis Altinépolis, SP Coffs Harbour, NSW, Austrélia
63 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis Desconhecida Desconhecido
64 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
65 Eucalyptus urophylla Trés Lagoas, MS llha de Flores, Indonésia
66 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecido
67 Eucalyptus urophylla Desconhecida Desconhecida

Observacgédo: Genitores de 1 — 47 representam os genitores pré-informados por meio do pedigree
no pomar de recombinacdo. Genitores de 48 — 67 representam os genitores confirmados por
meio do uso de marcadores moleculares.
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APENDICE B: ESQUEMA PARA A OBTENCAO DOS CLONES
PROVENIENTES DAS 58 FAMILIAS AVALIADAS NO TESTE DE
PROGENIES CLONADAS.

47 familias
polinizacdo
aberta

11 familias
polinizacdo

controlada 60 mudas/clone

Jardim clonal Producao de mudas

Pomar de recombinacéo
47 Genitores

58 familias 3142
Clones
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APENDICE C: ILUSTRACAO DO DESIGN EXPERIMENTAL EM BLOCOS
INCOMPLETOS DO TESTE DE PROGENIES CLONADAS.

-

1 2 3 4
Repetigéo 1

6 7 8 -] 10

1 2 3 4 5
Repetigao 2

6 7 8 9 10

1 2 3 4 Gl
Repetigao 3

6 7 8 9 10

1 2 3 4 5
Repetigao 4

6 7 8 g 10

1 2 3 4 &
Repetigao 5

6 7 8 9

N —/

Ex: Blocos incompletos do Teste 1

Adaptado de Costa et al., 2024 (artigo em analise para publicacéo).
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APENDICE D: ESTIMATIVAS DE VARIANCIAS GENETICAS (02) E
RESIDUAIS (62) OBTIDAS PELA MATRIZ-A (A), MATRIZ-AC (AC) E
MATRIZ HIBRIDA (H) EM TRES IDADES NO TESTE DE PROGENIES

CLONADAS EM EUCALYPTUS SPP., NA REGIAO DE TRES LAGOAS, MS.

Idade Carater REP 2 2 2 A 2 = =

1 5.863 6.498 6.821 6.537 5.074 7.891

2 6.728 6.624 7.847 6.629 8.851 7.357

CAP 3 7.227 6.494 8.420 6.503 12.167 6.930
4 7.314 6.369 8.497 6.377 13.944 6.643

5 7.361 6.335 8.546 6.342 14.662 6.560

1 0.581 0.527 0.670 0.532 0.496 0.672

2 0.684 0.515 0.789 0.517 0.980 0.582

1 ALT 3 0.729 0.505 0.842 0.506 1.362 0.538
4 0.738 0.488 0.853 0.489 1.546 0.508

5 0.735 0.484 0.851 0.485 1.607 0.501

1 0.074 0.080 0.085 0.081 0.066 0.096

2 0.083 0.080 0.096 0.080 0.113 0.087

VOL 3 0.088 0.079 0.102 0.079 0.152 0.083
4 0.089 0.078 0.103 0.078 0.170 0.080

5 0.090 0.078 0.103 0.078 0.177 0.080

1 22.425  17.373 26.252  17.420 19.677  22.437

2 26.186 16.351 30.663 16.301 42.388 18.082

CAP 3 27.334 16.117 31.722 16.095 54.977 16.867
4 27.479 16.045 31.651 16.033 59.008 16.524

5 27.319 16.175 31.422 16.168 60.554 16.567

1 1.926 1.441 2.288 1.442 1.788 1.886

2 2.288 1.312 2.713 1.309 4.038 1.467

2 ALT 3 2.440 1.246 2.860 1.244 5.446 1.307
4 2.485 1.214 2.894 1.213 5.938 1.252

5 2.485 1.211 2.889 1.211 6.122 1.242

1 2.899 2.365 3.376 2.372 2.620 2.979

2 3.367 2.249 3.954 2.244 5.360 2.474

VOL 3 3.551 2.241 4,133 2.238 6.976 2.341
4 3.565 2.234 4,125 2.232 7.486 2.297

5 3.550 2.247 4,102 2.246 7.709 2.299

1 32509 24211 37.686 24.408 25.852  33.043

2 38.659 22,513 45.364 22.489 66.060 25.171

CAP 3 40.665 22.192 47.643 22.184 89.324  23.350
4 41125 22.076  47.940 22.078 99.020 22.786

5 41.084 22161 47.903 22.169 102.340 22.728

1 3.275 2.219 3.796 2.261 2.415 3.220

2 4121 1.944 4.898 1.949 7.940 2.220

3 ALT 3 4.395 1.870 5.241 1.872 11.484 1.971
4 4,526 1.833 5.395 1.835 13.132 1.891

5 4522 1.857 5.400 1.859 13.450 1.904

1 5.895 4.538 6.810 4.579 5.081 5.962

2 6.688 4.381 7.847 4.379 10.770 4.854

VOL 3 7.058 4.329 8.293 4.329 14.624 4546
4 7.087 4,297 8.289 4.298 16.037 4.431

5 7.079 4,299 8.275 4,301 16.630 4.405






