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RESUMO GERAL

Parcela de uma Unica planta (single-tree plot - STP) é amplamente utilizada nos programas de
melhoramento do eucalipto. Ela tem a vantagem de possibilitar a utilizacdo de grande nimero
de repeticbes, o que contribui para a melhoria da precisdo experimental. A sua utilizacéo,
entretanto, tem sido questionada devido a uma possivel influéncia da perda de plantas das
parcelas, do efeito dos vizinhos e da viabilidade em se utilizar um ndmero menor de repeticdes.
Do exposto, foi realizado o presente trabalho com o objetivo de: verificar a influéncia de
vizinhos em experimentos em STP; verificar a influéncia de falhas ou plantas dominadas;
avaliar o numero minimo de repeticdes sem reduzir a acuracia seletiva; identificar possiveis
influéncias do numero de repeticdes nas inferéncias a serem obtidas na interacdo clones x
ambientes. Para responder essas indagacOes, foram realizados trés trabalhos de pesquisa. Os
experimentos foram conduzidos em quatro estados brasileiros pela empresa Suzano S.A. Foram
utilizados dados do incremento médio anual (IMA, m3hat.ano™?), aos trés anos de idade. O
delineamento foi sempre em blocos completos casualizados. No primeiro trabalho, foram
utilizados dados de STP para verificar a influéncia de vizinhos, falhas e arvores dominadas. O
efeito de falhas e arvores dominadas foi estudado por meio da correcdo entre o IMA de cada
clone e amédia do IMA dos oito clones vizinhos. Foram realizadas analises considerando dados
ndo ajustados, dados ajustados com as falhas e dados ajustados com falhas e arvores dominadas.
No segundo trabalho, o efeito do nimero de repeti¢c6es foi avaliado a partir de seis experimentos
com 30 repeti¢bes de STP. Foram simulados o efeito do numero de repeti¢des variando de dois
a 29. Para cada numero de repeticOes, foram realizadas 1.000 reamostragens, sem reposi¢&o.
Em cada reamostragem, foram estimados o efeito do nimero de repeticdes nas estimativas da
média fenotipica, da variancia genética e da acuracia. No terceiro trabalho foi verificado a
influéncia do ndmero de repeticdes nas inferéncias obtidas a partir da interacdo CxA nos
experimentos em STP. Avaliou-se o efeito do nimero de repeti¢cbes, nas estimativas de
parametros genéticos e fenotipicos, sobretudo envolvendo as anélises conjuntas de todos 0s
ambientes e dos possiveis pares de ambientes. Verificou-se que no STP, os desempenhos dos
clones nédo sdo influenciados pelo comportamento dos vizinhos. N&o se observou aumento da
acuracia experimental em nenhum tipo de ajuste. O ranqueamento dos clones ndo foi alterado,
ndo justificando realizar correcdo de falhas ou arvores dominadas. Constatou-se, no segundo
trabalho, que o efeito na média das estimativas da acuracia foi muito semelhante nos diferentes
nameros de repeticdes. Contudo, o desvio padrdo das estimativas reduziu com o aumento do
namero de repeticGes. No terceiro trabalho, constatou-se que, as inferéncias a respeito das
interacdes clones x ambientes foram bem semelhantes, independentemente do numero de
repeticGes. Os desvios associados as estimativas dos parametros estimados reduziram com o
namero de repeticdes, sem, contudo, provocar alteragdes expressivas nos resultados das
analises conjuntas.

Palavras-chave: Melhoramento do eucalipto. Biometria. Genética Quantitativa. Interacdo
gendtipos x ambientes. Acuracia.



ABSTRACT

Single-tree plot (STP) is widely used in eucalyptus breeding programs. It has the advantage of
allowing the use of a large number of repetitions, which contributes to improve the experimental
precision. Its use, however, has been questioned due to a possible influence of missing plants
in the plots, the effect of neighbors and its viability using the lowest number of repetitions.
From the above, the present study was carried out with the objective of: verifying the influence
of neighbors in experiments in STP; verifying the influence of missing or dominated plants; to
evaluate a minimum number of repetitions in these experiments, without reducing the selective
accuracy; to identify possible influences of the number of repetitions in the inferences to be
obtained in the interaction clones x environments. To answer these questions, three research
studies were carried out. The experiments were carried out in four Brazilian states by the
company Suzano S.A. Data on the average annual increment (MAI, m3.ha™.year?) at three years
of age were used. The design was always in randomized complete blocks. In the first study,
STP data were used to verify the influence of neighbors, missing and dominated trees. The
effect of missing and dominated trees was studied through the correction between the MAI of
each clone/plot and the average of a clonal MAI of the eight neighbors. Analyses were
performed considering non-adjusted data, data adjusted with missing and data adjusted with
missing and dominated trees. In the second study, the effect of the number of repetitions was
evaluated from six experiments with 30 repetitions of STP. The effect of the number of
repetitions varying from 2 to 29 was simulated. For each number of repetitions, 1000
resampling, without replacement. In each simulation, the effect of the number of repetitions in
the estimates of the general mean, the genetic variance and the accuracy was estimated. In the
third study, to verify the influence of the number of repetitions on the inferences obtained from
the CxA interaction in the STP experiments. The number of repetitions was simulated, in the
estimation of genetic and phenotypic parameters, mainly involving the joint analysis of all
environments and possible pairs of environments. It was verified that in STP, the performance
of the clones is not influenced by the behavior of the neighbors. No increase in experimental
accuracy was observed in any type of adjustment. The ranking of clones was not changed, not
justifying the correction of missing or dominated trees. In the second study, it was found that
the effect in the mean accuracy estimates were very similar in the different numbers of
repetitions. However, the standard deviation of the estimates reduced with the increase in the
number of repetitions. In the third study, it was found that the inferences about the interactions
clones x environments were very similar, regardless of the number of repetitions. Again, the
deviations associated with each estimated parameter reduced with the number of repetitions,
without, however, causing significant changes in the results of the joint analyses.

Keywords: Eucalyptus breeding. Biometry. Quantitative Genetics. Genotypes X environments
interaction. Accuracy.
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUCAO GERAL

O eucalipto € a espécie florestal mais plantada no Brasil. A area cultivada corresponde
a 77% da area total de florestas plantadas, totalizando 6,96 milhdes de hectares (IBA, 2020). A
produtividade florestal alcangada nos Gltimos 50 anos, para a espécie, consolidou o pais, como
um dos maiores produtores mundiais de celulose e outros derivados da madeira (RAMALHO;
MARQUES; LEMOS, 2021). Esse sucesso foi devido, principalmente, ao investimento em
pesquisa, predominantemente realizado pelas empresas privadas, em Vvérias areas do
conhecimento, com destaque para o melhoramento genético (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015;
RESENDE; ALVES, 2021). A continuidade desse sucesso ira exigir superar varios desafios,
entre eles; a produtividade por area, que ja é relativamente alta. Assim, continuar tendo o
mesmo sucesso sera ainda mais desafiador.

A demanda pelos produtos derivados da madeira é crescente e ira exigir o cultivo de
novas areas. Certamente, essas areas terdo maiores problemas do que as anteriormente
utilizadas. Além do mais, as alteragdes no ambiente sdo esperadas com o aquecimento global.
Entre as estratégias utilizadas para superar esse desafio, tem sido procurado alternativas para
aumentar a eficiéncia dos programas de selecdo e reduzir o tempo necessario para se obter
novos clones (WHITE et al., 2014).

Embora o emprego de experimentos utilizando uma planta por parcela (single-tree plot
- STP), em plantas perenes, seja conhecido ha longo tempo (FRANKLIN, 1971; LIBBY;
COCKERHAM, 1980; LOO-DINKINS; TAUER; LAMBETH, 1990), o seu uso tem-se
intensificado no melhoramento do eucalipto no Brasil (GALLO et al., 2018; REZENDE et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2020; SOUZA et al., 2020). Isto porque, possibilita reduzir os custos
dos experimentos ao mesmo tempo em que melhora a acurécia devido ao emprego de maior
ndmero de repeti¢des (GEZAN; WHITE; HUBER, 2006). Entretanto, alguns céticos no
emprego de STP criticam a sua utilizacdo, enfatizando que o desempenho de cada
tratamento/clone é muito influenciado pelas plantas vizinhas. Infelizmente, ndo foram
encontradas informac@es consistentes que procurem contestar as criticas com relagdo ao STP.
Também ndo existem muitas informacdes a respeito das possiveis consequéncias da presenca
de falhas e de plantas dominadas na acuracia dos STP’s (FERREIRA et al., 2020).
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Os testes de progénies vem sendo utilizados no melhoramento genético do eucalipto, no
Brasil, ha algumas décadas (KAGEYAMA; VENCOVSKY, 1983; LEORNARDECZ-NETO;
VENCOVSKY; SEBBEN, 2003; LIMA et al., 2011; HENRIQUES et al., 2017). Com a
expansdo do uso de clones, eles passaram a ter como foco também, a identificacéo de individuos
para serem utilizados nos testes clonais (XAVIER; SILVA, 2010; ASSIS, 2014; RESENDE;
ALVES, 2021). Entretanto, hé evidéncias que a associacao entre o desempenho dos individuos
nos testes de progénies e dos clones deles derivados é pequena (REIS et al., 2011; FURTINI et
al., 2012; SHALIZI et al., 2020) . Em funcéo desse fato, tém sido procurado alternativas para
melhorar a eficiéncia da avaliagcdo dos individuos nos testes de progénies. Nesse contexto, o
emprego dos testes de progénies clonais (TPC) é uma das op¢des (RESENDE, 2002;
RAMALHO; MARQUES; LEMOS, 2021). Inclusive, a utilizacdo de TPC possibilita também
acelerar o programa de obtencdo de novos clones, pois ndo é realizado o teste de progénies
tradicional.

A opcédo pelo TPC visando reduzir o tempo de obtencdo de novos clones tém uma
limitacdo. Ha necessidade de obter vérias “copias” de um mesmo individuo oriundo de semente.
Desse modo, em principio, é esperado que o tempo de obtencao de varias copias de um mesmo
clone seja mais demorado, limitando a vantagem da reducdo do tempo de obtencdo de novos
clones. Ademais, € esperado a utilizacdo de nimero crescente de progénies e de individuos de
uma mesma progénie. Ao utilizar o nimero de repeti¢des tradicionais no STP- 20 a 40 (BISON
etal., 2007; GALLO et al., 2018; NUNES et al., 2018; REZENDE et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2020; SANTOS et al., 2021), a demanda por mudas clonadas, como ja comentado, pode ser
limitante. Seria importante, verificar as consequéncias na acuracia experimental do emprego de
menor nimero de repeticdes no STP, j& que essa informacdo ndo foi encontrada na literatura.

Os melhoristas, especialmente da area florestal, estdo conscientes que o maior problema,
refere-se a interacdo dos clones com o ambiente. Principalmente, porque a obtencdo de um
clone demanda varios anos e ndo necessariamente, clones obtidos serdo cultivados em
condigdes idénticas a que eles foram obtidos (VAN EEUWIK; BUSTOS-KORTS;
MALQOSETTI, 2016). Assim, a preocupacdo em mitigar a interacdo clones x ambientes é
crescente. No contexto do TPC, o desafio é ainda maior, pelas razbes ja& comentadas. Pois ha
necessidade de avaliar no maior nimero de ambientes/locais possiveis e ha restrigdo no nimero
de “copias” do mesmo clone quando se deseja conduzir o TPC no menor tempo possivel. Assim,

é necessario identificar as consequéncias de se utilizar menor numero de repeticbes nos
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experimentos de STP, sem prejudicar as informacdes a serem obtidas da interagcdo. Novamente,
deve ser salientado, que nenhuma referéncia a esse respeito foi encontrada na literatura.

Do exposto, foram realizados trés estudos com os seguintes objetivos: i) verificar a
influéncia de vizinhos em experimentos em STP; ii) verificar influéncia de falhas ou plantas
dominadas; iii) avaliar o nimero minimo de repeticbes em STP sem reduzir a acuracia seletiva;
iv) identificar possiveis influéncias do numero de repeti¢cdes nas inferéncias a serem obtidas na

interacdo clones X ambientes.
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Abstract To verify if the response by Eucalyptus clones
in a single-tree plot is influenced by neighboring plants and
to determine the effect of missing and/or dominated plants,
seven eucalyptus trials in four Brazilian states were analyzed
in a randomized complete block design with one plant/plot
and 30 replications. Mean annual increment (MAI, m? ha™!
per year) was determined for three-year-old clones. The
influence of neighboring clones was estimated by a linear
regression coefficient between the MAI of each clone/plot
and the average of a clonal MAI and its eight neighbors.
To determine the effect of missing and/or dominated trees,
a correction between the MAI and the area available/plant
was applied. Subsequent analysis considered unadjusted and
adjusted data for missing and dominated trees. Estimate of
accuracy and index of coincidence were used to compare the
adjustments. In single-tree plots, clone performances were
not influenced by neighboring plants. Experimental accu-
racy was not increased by any of the adjustments employed

Project funding: This study was financed in part by the
Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
— Brasil (CAPES) — Finance Code 001, and by the National
Council for Scientific and Technological Development (CNPq).

The online version is available at www.springerlink.com.

Corresponding editor: Yanbo Hu.

P4 Heloisa Guimarées Santos
heloisagsantos @yahoo.com.br

Departamento de Biologia, Setor de Genética E
Melhoramento de Plantas, Universidade Federal de Lavras —
UFLA, Lavras, MG, Brasil

Suzano Papel E Celulose, Sao Paulo, SP, Brasil
3 Bracell SP Celulose Ltda, Lencéis Paulista, SP, Brasil

Published online: 31 March 2021

and the clone ranking was not altered, and therefore did not
justify their use.

Keywords Single-tree plot - Missing plant adjustment -
Eucalyptus breeding

Introduction

One of the greatest challenges in Eucalyptus breeding is to
continue to obtain gains in selected attributes. To achieve
this, it is essential to use phenotyping strategies to detect
genotypic differences that are progressively smaller. It is also
necessary to evaluate trials with a large number of progenies
or clones. In addition, in plots with perennial species with
wide spacing between individuals, the area is large, making
trials difficult to conduct and decreases their accuracy.

An alternative is to use single-tree plots (STPs) that allow
the use of a greater number of repetitions regardless of the
number of progenies/clones assessed. This design has been
carried out for several years and has been shown to be effec-
tive (Gezan et al. 2006; Stanger et al. 2012; Zhang et al.
2015). In Brazil, especially in Eucalyptus trials, STPs have
been widely used (Santos et al. 2016; Nunes et al. 2018;
Rezende et al. 2019).

Some critics of STPs argue that plants neighboring a
particular plant may positively or negatively influence their
performance. The main counter-argument is the high prob-
ability that each plant will have all other treatments in close
proximity due to the large number of repetitions. For exam-
ple, if 60 clones with 30 STP repeats were evaluated, each
clone would have 240 (8 X 30) possibilities of having any
of the other clones as neighbors and not just eight. It would
be important, nonetheless, to use other strategies to show if
the treatments are influenced or not by neighboring plants.
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Another common aspect in STP trials is the occurrence
of failed plants. If a particular treatment occurs near a miss-
ing plant, this treatment could, in theory, benefit from it,
accordingly changing the ranking. Studies on the occur-
rence of missing plants, and particularly how to mitigate
this, are common for annual crops. Some methodologies are
well explained, such as the method of Zuber (1942) cited by
Vencovsky and Cruz (1991), Cargnelutti Filho and Storck
(2004) and Silva et al. (2014), the use of covariance (Cargn-
elutti Filho and Storck 2004; Schmildt et al. 2006; Pavan
et al. 2012), the adjust by means of other plants in the plot
(Cargnelutti Filho and Storck 2004) or compensation (Ven-
covsky and Cruz 1991). With regards to forestry, there are
only a few studies that consider missing plants for adjust-
ment purposes (Andrade et al. 2006; Ferreira et al. 2020).

With Eucalyptus, Andrade et al. (2006) simulated the
effect of failed plants on plots containing more than one
plant and attempted to mitigate the damage by replanting.
They found that this was only successful if replanting was
carried out immediately, which is not always feasible in
practice. Ferreira et al. (2020) evaluated the effect of miss-
ing plants using various clone and progeny trials and found
that, in trials with less than 20% plant loss, no adjustment
for missing plants was warranted.

In addition to missing plants, another common situation
in Eucalyptus trials is the occurrence of dominated plants,
i.e., individuals with growth performance below average. In
this situation, the plant neighboring a dominated plant could
benefit and, especially in a STP, the effect of this advan-
tage could alter the ranking and consequently the selection
result. This aspect has also been poorly explored in analysis
of Eucalyptus culture.

the plant’s performance, in volume or any other trait—the
dependent variable (Y). However, the use of this adjustment
methodology, particularly in STPs, is still rare.

Given this context, the present study investigated the
occurrence of neighbor influence on the performance of
Eucalyptus clones and the effect of missing and/or domi-
nated plants, in single-tree plots.

Materials and methods

The data used are from the evaluation of Eucalyptus clones
by the company Suzano Incorporated. The trials were car-
ried out in four Brazilian states in 2015. Two sites were
located in Espirito Santo, two in Sdo Paulo, two in Mato
Grosso do Sul and one in Bahia. The environmental param-
eters of each site are shown in Table 1.

In this study, a different number of 3-year-old clones of
Eucalyptus urophylla S.T. Blake, E. grandis W. Hill and
their hybrids were evaluated. The clones had different ori-
gins of selection and most were present in all trials. The
spacing varied among the sites according to the company’s
operational farms (Table 2). A randomized complete block
design with one plant per plot (single-tree plot) and 30 rep-
etitions was used.

Table 2 Spacing, age and number of clones in each Eucalyptus
clonal test

Number
of clones

Experiment code Planting date Spacing

As previously noted, the effect of missing plants has ARA 30/0472015 30x2.0m 70
. . MUC 26/02/2015 3.0x3.0m 70
been addressed using different approaches and mostly for SMT 10/03/2015 30%2.5 70
annuals (Fernandes et al. 1989; Schmildt et al. 2001; Silva ccp 04/03/2015 3'0X2'5 m 6
et al. 2014; Souza et al. 2014). With perennials, an empiri- Ox2om
. . . . CBO 13/01/2015 3.0x2.0m 68
cal correction factor is often applied. Ferreira et al. (2020)
. . . TLA1 15/12/2014 3.6x23m 72
proposed a linear regression coefficient between the area
. . TLA2 13/03/2015 3.0x3.0m 72
explored by each plant—the independent variable (X), and
Table 1 Characterizatif)n O,f Sites Identification Altitude (m) Mean annual precipita- Soil type
Eucalyptus clonal test sites in tion (mm)
each region
Aracruz-ES ARA 37 1290 LAd
Mucuri-BA MUC 12 1320 PAd
Sado Mateus-ES SMT 31 1050 PAd
Cacapava-SP CCP 646 1510 PVAd
Capao Bonito-SP CBO 693 1292 Lvd
Trés Lagoas 1-MS TLAL1 350 1352 Lvd
Trés Lagoas 2-MS TLA2 380 1352 Lvd

LAd dystrophic Yellow Latosol, LVd dystrophic Red Latosol, PAd dystrophic Yellow Ultisol, PVAd dys-

trophic Red-Yellow Ultisol
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The stem cubic volume (V) was estimated from measure-
ments of diameter at breast height (DBH, cm) and height (h,
m) and a cylindrical form factor (f), determined by the com-
pany, corresponded to f=0.43.

_ zDBH
= 40000

hf ey

Mean annual increment (MAI, m® ha™! per year) was
determined by multiplying individual volume by the number
of trees/ hectare and dividing by the age.

The possible influence of neighboring plant on the per-
formance of a given clone was obtained by estimating the
linear regression coefficient (b) between the MAI of each
clone by plot, the dependent variable Y, and the mean of its
neighbors’ MAI of the 30 repetitions, independent variable
X. Thus, an estimate of b was obtained for each clone on
each site. The number of null hypotheses to be tested, i.e.,
the lack of influence of neighboring plants for each clone,
was very large, totaling 490 estimates. However, admitting
the non-zero b estimate test to the same probability level
increased the chance of type I error occurring, i.e., rejecting
a true null hypothesis. The Bonferroni (1936) correction has
been proposed to avoid this error, and consists in determin-
ing the value of the individual significance level (o) as a
function of the joint significance level (ay) and the number
of tests performed (M), given by:

aT=—expw+l )

The evaluation of clones consisted of 490 tests (total
number of clones including all seven trials), with a;=0.05,
and the individual significance level chosen to discuss the
results of clone effects was 1.01 x 107,

A methodology similar to Ferreira et al. (2020) was used
to verify the effect of missing plants in different trials. In this
case, the absence of a neighboring plant was corrected by
estimating a linear equation between the dependent variable
Y (MAI) and the independent variable X (available area for
the reference plant).

To calculate the area occupied by the plant, it was con-
sidered that the area of a missing plant was redistributed
to a number of surrounding neighbors. For example, in a
3.0 mx 2.0 m spacing, if there were eight individuals around
the missing plant, each individual would have 0.75 m? of
area increased; if there were only seven individuals, each
area would have increased by 0.86 m? and so on (Table 3).

The corrected MAI estimate was obtained by the
following:

Y.=Y-b(X-X,) 3)
where Y, is the adjusted MAI per plot; Y is the observed MAI
for each plot (clone); b is the angular coefficient of the linear

Table 3 Available area (m?) according to the number of missing
plants and spacing in Eucalyptus clonal tests

Spacing (m) Available Number of neighbors
area (mz)
8 7 6 5
3.0x2.0 6.00 6.75 6.86 7.00 7.20
3.0x2.5 7.50 8.44 8.57 8.75 9.00
3.6x2.3 8.28 9.31 9.46 9.66 9.94
3.0x3.0 9.00 10.12 10.29 10.50 10.80

regression in m® ha™! per year; X is the area occupied by the
plant; X, is the area that was supposed to be occupied by the
plant if there were no missing plants (Table 3).

In the same way, another adjustment was made for absent
and dominated trees. All plants with MAI 1.5 standard devi-
ations below the mean were considered.

Subsequently, three analyses utilizing a linear mixed
model for each trial were performed. The first analysis
was done with unadjusted data (UA), the second used data
adjusted only for the missing plants (MA), and the third used
data adjusted for both missing and dominated plants (MDA).
The model applied was:

y=0p+Zb+e 4)

where y is the data vector Nx1 of clones in N blocks; f is
the vector for the fixed effect from the clones; b is vector of
random effects from the blocks; e is the vector of random
effects from the errors; Q and Z are the incidence matrixes
that relate observations to the effect of clones and blocks,
respectively.

Estimates of the accuracy and index of coincidence were
used to compare the effects of the proposed adjustments.

a. Estimate of accuracy
Accuracy (r,,") was estimated using the analysis of vari-
ance results in each site with the estimator:

()

where F is the clone mean square divided by the mean
squared error.
b. Index of coincidence

The coincidence index of the clones that would be
selected under the different conditions by the method of
Hamblin and Zimmerman (1986), considering the selection
intensities 5%, 10% and 20%, was estimated:

A-C
IC% = 100
““B-c”~ ©)
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where A is the number of matching clones in the two adjust-
ments, B is the number of clones selected in one adjust-
ment, and C is the random number of clones selected in both
adjustments. It is assumed that, among the selected clones,
a proportion referring to the selection intensity coincides
randomly. Thus, from 100 clones if 10% was selected, then
one will coincide randomly.

Results

As expected, the linear regression estimate between the
mean performance of the eight neighboring plants, inde-
pendent variable (X), and the performance of the reference
plant, dependent variable (Y), varied among the clones. As
noted, b can assume negative and positive values. It was
negative when clone performance was negatively affected by
neighbors and positive otherwise. However, it was found that
the estimates were all small, ranging from — 2.6 for clone 19
in the MUC trial to 1.2 for clone 28 in the SMT trial, mean-
ing that when the clone was most affected by its neighbors,
its performance decrease was only —2.6 m> ha™! per year.
The largest benefit was 1.2 m® ha™! per year. Nevertheless,
it is important to note that in none of the 490 estimates of
b did the value differ from zero using the significance level
correction proposed by Bonferroni (1936) (Table 4).

The percentage of missing plants also varied among the
trials. It was smaller in ARA at only 3.1% and higher in
TLA2, with *32.1%. No association was found between the
site mean per trial and the percentage of missing plants. The
highest average was on the CBO site, 64.6 m> ha™! per year
and the percentage of lost plants was 4.7%. On the SMT site,

Table 4 Larger and smaller

. 5 Trial code Clone b Se
estimates of the linear

regression coefficient (b) ARA 60 ~11 05
between the dc?pendent variable 19 07 05
clone and the independent

variable mean MAI of MuUC 19 -2.6 0.6

neighbors and standard errors 29 05 03

(Se) in Eucalyptus clonal tests SMT 26 —04 04
28 12 04

CCP 19 -2.6 0.6

29 0.5 03

CBO 15 -2.1 0.6

39 09 04

TLA1 17 -14 04

11 0.6 0.5

TLA2 58 -19 0.7

14 04 0.5

Bonferroni
tion=0.000101767

correc-

@ Springer

where the mean was 25.0 m> ha™! per year, the percentage
of missing plants was the same 4.7% (Table 5).

The percentage of plants considered to be dominated,
i.e., with performances 1.5 standard deviations below the
average, ranged from 9.0% on the CBO site to 2.2% in the
TLAL. The average percentage of dominated plants was
5.8%. Again, no association was found between the percent-
age of dominated plants and the overall trial mean (Table 5).

MAI frequency distributions (m* ha™! per year) of each
trial are shown in Fig. 1. The estimates of the mean in
Table 5 and the maximum MAI limits 1.5 standard devia-
tions below the mean (MDA adjustment) are shown (Fig. 1).
The lowest mean estimate, as noted, occurred in SMT (25.0)
and the largest in CBO (64.6). The maximum MATI limits
with the MDA adjustment ranged from 17.1 for CBO and 2.5
for TLA1. This means that all plants in the CBO trial with a
MAI lower than 17.1 m? ha™! per year were not considered
in the analyses; in the case of TLAI this value was much
lower at 2.5 m* ha™! per year.

The estimates of b in the adjustments as a function of the
available area ranged from 0.5 to 4.7 m® ha™! per year and
differed from zero to 5% (< 0.05) for all clonal tests under
both MAI adjustments except for MDA in SMT and MA
in TLA1 (Table 6). The highest value was 4.7 in CBO for
the MA adjustment, which means that under this condition,
for each additional square meter available for the plant, it
increased MAI by 4.7 m> ha™! per year. Similarly, the esti-
mate of b=0.5 in the MDA trial conducted in SMT indicates
that the increase per square meter due to missing plants was
only 0.5 m® ha™! per year. It is noteworthy that b estimates
were always lower when considering missing and dominated
plants (MDA), except for TLA1 and TLA2.

All estimates of accuracy were of high magnitude, indi-
cating good experimental accuracy (Table 7). The values
were higher than 90% in the different MAI adjustments
except for the TLA2 clonal test which was accurate below
75%. TLA2 is the one with the highest numbers of missing
plants (Table 5). Initially, this factor was responsible for the
lower accuracy estimates. It was also found that when the

Table 5 Estimates of mean and percentages of missing plants, domi-
nated trees (plants with 1.5 standard deviations below the mean) and
total (missing plants+trees with 1.5 standard deviations below the
mean) in Eucalyptus clonal tests without any type of adjustment

Clonal tests Mean  Missing (%) Dominated (%)  Total (%)
ARA 31.0 3.1 6.3 9.4
MUC 54.0 10.6 5.6 16.2
SMT 25.0 4.7 39 8.6
CCp 60.9 15.6 9.0 24.6
CBO 64.6 4.7 8.8 13.5
TLA1 52.6 12.6 2.2 14.8
TLA2 40.8 32.1 4.9 37.0
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Table 6 Estimates of the linear regression coefficient (b) between the
dependent variable MAI and the independent variable available area
and standard errors (Se) in Eucalyptus clonal tests considering the
adjustments for missing plants (MA) and the adjustment for missing
and dominated trees (MDA)

Clonal tests Adjustment b Se Pr(>Itl)
ARA MA 32 0.87 2.79% 1074
MDA 1.7 0.45 1.78 x 10~
MUC MA 3.2 0.52 8.01x 10710
MDA 2.8 0.38 3.72%x 10713+
SMT MA 1.6 0.51 1.62x 1073
MDA 0.5 0.38 1.92%107!
CCP MA 33 0.60 5.49% 1078
MDA 3.1 0.36 2.00x 10716
CBO MA 47 1.41 9.58 % 10™**
MDA 45 0.74 8.95x 10710
TLA1 MA 1.1 0.59 7.31%x1072
MDA 1.4 0.52 5.48x 1073
TLA2 MA 1.1 0.18 3.42x107%%
MDA 1.2 0.14 4.30x10716%

*Significant at 5% probability

Table 7 Experimental accuracy obtained in Eucalyptus clonal tests
for the variable MAI without any adjustment (UA) and with missing
plant adjustment (MA) and adjustment for missing and dominated
trees (MDA)

Clonal test UA MA MDA
ARA 98.58 97.65 98.59
MUC 98.40 98.43 98.19
SMT 98.00 98.03 97.65
CBO 96.35 96.35 96.78
CCP 93.35 93.44 94.77
TLA1 97.44 97.45 97.40
TLA2 70.35 72.32 73.58

percentage of missing plant is below 30%, there are practi-
cally no significant differences in the estimates of accuracy
at different adjustment levels. It should be noted that changes
in estimate accuracy are usually not significant when adjust-
ments are implemented.

The indexes of coincidence, considering different per-
centages of plants that should be selected in the clonal tests,
were higher than 70 in all selection intensities, apart from
CBO with a selection intensity of 10% (Table 8). No changes
were observed in clone ranking when only the MA adjust-
ment was considered.

Discussion

A significant challenge for conducting clone evaluation tri-
als is to obtain the highest possible estimates of selective
accuracy (rg,"). Some factors nonetheless contribute to a
reduced estimate of rgg’. One of these, inherent to the clones,
is the genetic variation between treatments. Other factors are
related to the experimental design and to the execution of the
experiment (Ramalho et al. 2012).

One factor that most affects the estimate of accuracy
is the number of repetitions. In obtaining the phenotypic
variance estimates (V) between clonal means, which are
the denominators of the selective accuracy estimates, the
mean square of the source of clonal variation is divided
by the number of repetitions. Consequently, the higher the
number of repetitions, the lower the Vi and the higher the
experimental accuracy. However, increasing the number of
repetitions in perennial plant trials on multi-plant plots is
practically prohibitive due to the magnitude of the trials,
especially regarding the evaluation stage. As noted, the use
of a STP was recommended to solve this issue.

Plant breeders have adopted STPs in many breeding pro-
grams for perennial species due to the advantages (Zhang
et al. 2015; Nunes et al. 2018). Some studies have compared
the efficiencies of STPs against plots with several plants,
especially for classifying progenies and clones and overall,

Table 8 Percentage of coincidences between clones selected by the MAI ranking without any adjustments (UA), with missing plant adjustment
(MA) and adjustment for missing and trees with 1.5 standard deviations below the mean (MDA)

Clonal test 20% 10% 5%
UA-MA UA-MDA MA-MDA UA-MA UA-MDA MA-MDA UA-MA UA-MDA MA-MDA

ARA 100 100 100 100 100 100 100 73.68 73.68
MUC 100 82.14 82.14 100 100 100 100 100 100

SMT 100 100 100 100 100 100 100 100 100

CCP 100 73.21 73.21 100 84.13 84.13 100 73.68 73.68
CBO 100 91.07 91.07 100 68.25 68.25 100 73.68 73.68
TLA1 100 100 100 86.11 86.11 100 100 100 100
TLA2 100 73.21 73.21 100 84.13 84.13 100 73.68 73.68
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it was found that the classification of treatments is similar
(Scarpinati et al. 2009; Stanger et al. 2012).

As expected, estimates of b varied between clones and
between trials. Although no estimate was significantly dif-
ferent from zero, the performance of each clone did not vary
among the different possible neighbors. However, a literature
search did not find studies that used this procedure to justify
the use of STP. Considering that this present study analyzed
seven trials over a wide range of sites and assessed a signifi-
cant number of clones, the estimates obtained of b build a
strong argument in favor of the use of STP, always including
a large number of repetitions.

To further confirm this, the highest estimate of b was for
clone 19 in MUC, i.e., b= —2.6 m® ha™! per year as a func-
tion of its neighbors in different repetitions. Nevertheless,
in this location the overall MAI was 54.0 m® ha~! per year
(Tables 4, 5). This estimate was not higher than 5% of the
mean. Thus, given that there was no relationship between the
performance of a particular clone and its neighbors, the use
of single-tree plots should be encouraged, as they contribute
to better estimates of genetic values due to the large number
of repetitions, and consequently higher accuracy, as noted
by Resende and Duarte (2007).

The situation of missing plants is another major concern
when it comes to plant breeding trials and may lead to mis-
interpretation of results. This is particularly significant when
it comes to perennial species and when the missing plants
occur in early stages of the trials (Schmildt et al. 2001; Fer-
reira et al. 2020). In this study, the extent of missing plants
ranged from 3% for ARA to 32% for TLA2, which corre-
sponds to 67 and 693 individuals per experiment, respec-
tively (Table 5). Reports of trials of missing plants ranging
from 8 to 49% are common in the literature (Osorio et al.
2003; Torres-Dini et al. 2016; Silva et al. 2019).

Apparently, it may be impossible to carry out trials of
most cultivated species without failed plants. Thus, strate-
gies are needed to mitigate the effects of missing plants. This
is very common in annual species (Fernandes et al. 1989;
Schmildt et al. 2001; Silva et al. 2014; Souza et al. 2014). In
plots with perennial species, all plants are measured and it
is possible to obtain the effect of the missing plant for each
neighboring plant. The greatest challenge is to infer what
benefit a failed plant might provide to its neighbor. Some
results show that it is not viable to replant lost plants unless
this is done early in the establishment stage (Andrade et al.
2006).

One question that arises in trials with missing plants is
whether plant survival varies with the treatments, clones or
progenies being tested. In this case, the effect of missing
plants must not be diminished. Steel et al. (1997) suggested
performing a stand analysis before carrying out any proce-
dure to mitigate the effect of missing plants. However, when
dealing with STP, it is not possible to perform an analysis of

variance using the number of missing plants per plot since
it will be always zero or 100%. To verify whether it is fea-
sible to apply any method to adjust the treatment means for
missing plants, it was considered if there was any tendency
for missing plants to happen in specific clones. However, it
was impossible to infer if plant survivability was associated
to a specific clone since, although variation between clones
was detected, it was very small and varied from one environ-
ment to another. In this scenario, the adjustments for missing
plants are viable.

Andrade et al. (2006) simulated five missing plant lev-
els in Eucalyptus urophylla clones, ranging from 10 to 50%
at two sites. They randomly selected a number of three-
month- old plants and eliminated them from the plot. Then,
a covariance analysis for linear and quadratic effects were
performed. Since the stands X clones interaction was sig-
nificant, the stand effect within each clone was decomposed
and the linear regression coefficient for each was estimated
to adjust the data. They verified that the linear regression
stand correction using the number of missing plants as an
independent variable was efficient and that there was a dif-
ferent compensation capacity in relation to the locations and
clones.

As mentioned, studies analyzing both missing and domi-
nated plants for methodological adjustments are rare and
there is no consensus on which plants should be considered.
However, it is believed that dominated trees individuals have
a beneficial effect on growth and development of neighbor-
ing trees by allowing greater availability of light and nutri-
ents and less competition (Leornardecz-Neto et al. 2003).
Thus, the effect of a dominated plant may be similar to the
absence of a plant (Ferreira et al. 2020).

More recently, Ferreira et al. (2020) proposed an adjust-
ment based on the available area for each plant. Tree perfor-
mance was adjusted for the missing plant by a linear regres-
sion with available area and MAI of each tree. However,
most of the trials were for progeny evaluation and had more
than one plant per plot.

Considering that in STPs the adjustment for missing plants
is more decisive since the performance of each clone in a given
plot refers to a single plant, the possible benefit of not having
a neighboring plant may have greater repercussions in single-
tree plots than in trials with more plants per plot. Thus, we
sought to verify the effect of missing plants in the STP experi-
ment carried out under seven environmental conditions with
wide variation in various factors. Not only missing plants, but
plants with performances below average, particularly in single-
tree plots, are also likely to alter the performance of a neigh-
boring plant due to less competition. This study considered a
dominated plant as one with 1.5 standard deviations below the
overall mean of the experiment. It was found that this varied
among the plots (Fig. 1). However, as predicted, the mean of
trees considered dominated was 5.8%, which was close to the
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expected (6.7%), with 1.5 standard deviations below the mean
in a perfect normal distribution (Steel et al. 1997).

The alternative adopted to evaluate the effect of missing
or dominated plants was to estimate the linear regression
considering the available area for each plant, a method simi-
lar to the one by Ferreira et al. (2020). In the present study,
the estimates of b varied among the trials, although all val-
ues were positive as expected, ranging from 1 to 4.6. It was
also found, in most cases, that b estimates were higher when
considering only missing plants (Table 6). This is because
when dominated plants are eliminated, the variation in the
MALI of evaluated clones decreases. Consequently, this
contributes to the decreases in the estimates of the linear
regression coefficients. This was also found by Ferreira et al.
(2020) in trials with several plants per plot.

It appears that the advantage of a plant near a missing
plant was relatively small. Considering for example, the
highest estimate of B obtained, 4.7 m* ha™! per year, the
increase due to missing plants was only 7.2% of the over-
all environment mean. Unfortunately, this methodology has
not been adopted by other researchers apart from Ferreira
et al (2020), especially for trials with more than one plant
per plot. As these data refer to three-year-old clones, it may
be inferred that the spacing used by companies reduces
competition between trees and consequently the effect of
the absence of any plant reflects little on the behavior of its
neighbors. This information is obviously favorable for the
use of STP.

Although the estimate of b may be considered small, it
was checked to see if the adjustment could improve experi-
mental accuracy or affect the clone ranking. Virtually all
estimate accuracies can be considered high (Resende and
Duarte 2007), regardless of the adjustment applied (Table 7).
In both types of adjustments (MA or MDA), changes in the
magnitude of the accuracy were insignificant, and in some
cases the estimate of r,," was even lower. According to the
analysis carried out, the use of the adjustment for improv-
ing the accuracy in STP trials is not justified since it nor-
mally presents high r,," estimates due to the large number
of repetitions.

Another question is whether adjusting for stands or domi-
nated plants alters the coincidence of clones that would be
selected within different selection intensities. Although the
coincidence estimates varied, they were small in magnitude
to what would be obtained without the adjustment. Again, it
is possible to infer that the use of adjustments for missing or
dominated trees is not justified in single-tree plots.

Conclusions

Considering the more than 60 clones evaluated in this
single-tree plot experiment, no significant variation was

@ Springer

observed due to neighboring plants. Although there was an
increase in the MAI of a tree neighboring a missing plant,
the advantage was insignificant. The use of adjustments for
failures or dominated trees does not significantly change the
experimental accuracy or ranking of the clones.
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ARTIGO 2- Seria possivel reduzir o nimero de repeti¢cdes nas avalia¢des de clones em
single-tree plot?

Artigo redigido conforme as normas NBR 6022 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS, 2003).



27

SERIA POSSIVEL REDUZIR O NUMERO DE REPETICOES NAS AVALIACOES
DE CLONES EM SINGLE-TREE PLOT?

RESUMO

Com a implementacdo de avaliacdo das progénies utilizando varias copias de um mesmo
individuo, isto &, o teste de progénies clonal (TPC’s), € necessario o emprego de um menor
numero de repeticdes em experimentos com uma unica planta por parcela (single-tree plot -
STP) para viabilizar o seu emprego, sobretudo no contexto de redugdo do tempo de conducéo
do programa de selecdo. Com o objetivo de avaliar o nimero minimo de repeticbes em STP a
serem utilizadas nos testes de progénies clonais sem afetar expressivamente a estimativa da
acuracia seletiva, foram utilizados experimentos contendo 60 clones de eucaliptos implantados
pela empresa Suzano S.A., em seis ambientes, os quais envolveram quatro estados brasileiros.
Em cada ambiente foi instalado um experimento em blocos completos causalizados em parcela
de uma unica planta (STP). Aos trés anos de idade, foi avaliado o incremento médio anual
(IMA, m®.hat.ano™). Para estimar o nimero minimo de repeticdes foram amostrados nlimero
de repeticdes variando de dois a 29. As simulac@es, para cada nimero de repeti¢des, foram
reamostradas 1.000 vezes, sem reposicao. Em cada reamostragem foram estimados a média (),
a variancia genética (V) e a acuracia (r5,4). Constatou-se que em media, as estimativas de 7,
embora tivessem uma pequena reducdo na magnitude com a diminuicdo do numero de
repeticdes, foram muito semelhantes. Contudo, o desvio padrao das estimativas foram de maior
magnitude, principalmente, quando se utilizou nimero de repeticdes inferiores a dez.
Conjecturou-se, contudo, que em TPC, no qual os experimentos provavelmente serdo realizados
em mais locais, 0 emprego de cinco repeti¢cGes por local é factivel, sobretudo para dar mais
dinamismo na aplicacdo do TPC.

Palavras-chave: Teste de progénie clonal. Melhoramento do eucalipto. Melhoramento de
Plantas. Genética quantitativa. Biometria.

INTRODUCAO

A demanda por madeira visando a producdo de celulose, carvdo e outros produtos €
crescente no Brasil, em fungdo das necessidades do mercado interno e das exportagdes. O
eucalipto é o género que mais se destaca para a producéo de produtos madeireiros (IBA, 2020).

Nos ultimos cinguenta anos, o0 sucesso em termos de incremento no volume de madeira
produzida pela eucaliptocultura no Brasil foi enorme (SILVA; BARRICHELO, 2006;
RAMALHO; MARQUES; LEMOQOS, 2021). Grande parte desse sucesso deve ser creditado ao
melhoramento genético, especialmente por meio do emprego de clones de Eucalyptus grandis
e E. urohylla (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015). Esse sucesso também possibilitou o

crescimento das empresas que utilizam a madeira do eucalipto na sua cadeia produtiva,
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sobretudo as empresas de celulose e carvdo. Contudo, como ja salientado, as perspectivas de
demanda de madeira serdo crescentes e, assim, ha a necessidade de continuar desenvolvendo
tecnologias para o cultivo do eucalipto, com destaque para o melhoramento genetico. Nesse
contexto, sera necessario a utilizacdo de estratégias que ampliem a eficiéncia do melhoramento
genético das espécies envolvidas.

Inicialmente, visando a obtencdo de clones, foi realizado a selecdo massal de individuos
nos plantios comerciais (ODA; MENCK; VENCOVSKY, 1989). Como eram cultivadas
milhGes de plantas foi possivel associar a variabilidade existente a alta intensidade de selecéo,
0 que possibilitou enormes ganhos na selecdo dos clones. Posteriormente, quando comegou a
propagacdo clonal, as &reas com plantios por sementes reduziram e a opcéo foi realizar testes
de progénies, para selecionar os individuos a serem clonados (ASSIS; MAFIA, 2007).

Contudo, foi constatado que a correlacdo genética entre os individuos nos testes de
progénies e nos testes clonais é muito pequena (REIS et al., 2011; FURTINI et al., 2012;
SHALIZI et al., 2020). Assim, mais recentemente, preocupados com esses resultados e
sobretudo pela necessidade de acelerar a obtencdo de clones, ao invés de utilizar os testes de
progénies, optaram-se por realizar o que denominou-se de “teste de progénies clonal”. O que
se pretende ¢é utilizar a informacédo da performance da progénie na selecdo clonal, melhorando
a sua eficiéncia. No emprego do teste de progénies clonal, ao que tudo indica, uma restricdo é
a dificuldade de produzir grande nimero de cépias de um mesmo clone, advindo de um
“seedling” proveniente de um individuo de uma determinada progénie, no menor tempo
possivel. Dessa forma, depreende-se que o numero de cdpias de cada clone pode vir a ser uma
limitag&o no processo.

Sobretudo, na avaliacdo inicial dos clones nos programas de melhoramento de eucalipto,
tem sido utilizado parcelas de uma Unica planta, single-tree plot (STP) (STANGER;
GALLOWAY; RETIEF, 2012; SOUZA et al., 2020; QUEURI et al., 2021). O STP permite a
utilizacdo de maior nimero de repeticdes e em consequéncia, desde que ocorra variagao entre
clones, a acuracia € normalmente elevada. Nessa condi¢cdo o ganho com a selecdo é alto
(GEZAN; WHITE; HUBER, 2006; OLIVEIRA et al., 2020).

Considerando o que foi comentado anteriormente, para que o teste de progénies clonal
(TPC) possa atingir plenamente o que se almeja com o seu emprego, seria necessario reduzir o
namero de repeticbes no STP, sem afetar expressivamente a acuracia e a0 mesmo tempo

possibilitando a avaliagdo dos TPC’s no maior nimero de ambientes possiveis.
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Considerando que nenhuma informagao a respeito da reducéo do numero de repetices
nos experimentos utilizando uma planta por parcela foi encontrada, foi realizado o presente
trabalho, com o objetivo de avaliar o nimero minimo de repeticdes a serem empregadas nos

TPC’s sem reduzir expressivamente a acuracia obtida.

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados, foram gentilmente cedidos pela empresa Suzano S.A. Eles foram
obtidos em experimentos de avaliacdo de clones de eucaliptos em alocompeti¢do (composto
clonal). Nesses experimentos foram avaliados 60 clones oriundos de plantas das espécies de
Eucalyptus urophylla, Eucalyptus grandis e hibridos entre elas aos trés anos de idade. Neste
estudo, foram utilizados experimentos implantados no ano de 2015 em seis ambientes
envolvendo quatro estados brasileiros, sendo dois no Espirito Santo, dois em S&o Paulo, um no

Mato Grosso do Sul e um na Bahia (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos ambientes em que foram realizados os testes clonais de eucaliptos
dentro de cada regido.

Cadigo do Precipitacao

Ambiente ; Altitude (m) média anual Tipo de solo
experimento
(mm)
Aracruz-ES ARA 37 1290 LAd
Mucuri-BA MUC 12 1320 PAd
Sao Mateus-ES SMT 31 1050 PAd
Cacapava —SP CCP 646 1510 PVAd
Capéo Bonito —SP CBO 693 1292 Lvd
Trés Lagoas 1-MS TLAL 350 1352 LVvd

LAd: Latossolo Amarelo distrofico; LVd: Latossolo Vermelho distréfico; PAd: Argissolo Amarelo
distrofico; PVAd: Argissolo Vermelho Amarelo distréfico.

Fonte: Do autor (2022).

Em cada ambiente (Tabela 1) foi instalado um experimento em parcelas de uma Unica
planta, single-tree plot (STP) com 30 repeti¢cbes. Os espacamentos utilizados para o plantio
variaram entre os ambientes de acordo com os plantios operacionais da empresa (Tabela 2).
Mais informacdes a respeito desses experimentos pode ser obtidas no trabalho realizado por
Rezende et al. (2019). A porcentagem de falhas variou dentro de cada experimento e pode ser

visualizada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Dados de espacamento e porcentagem de falhas em cada teste clonal de eucalipto
implantado em single-tree plot.

Cadigo do experimento Espagamento Porcentagem de falhas
ARA 3,0x2,0m 3,56
MUC 30x30m 11,61
SMT 30x25m 5,06
CCP 3,0x25m 16,06
CBO 3,0x20m 4,78
TLA1 3,6 x2,3m 12,89

Fonte: Do autor (2022).

A partir das medidas de diametro a altura do peito (DAP), em centimetros e a altura das
arvores (h), em metros foi estimado o volume (V) em metros cubicos, utilizando o fator de
forma (f) adotado pela empresa, que corresponde a f = 0,43:

_ mDAP?
"~ 40000

XhXf

O incremento médio anual (IMA, m3.hat.ano™) foi estimado multiplicando o volume
individual (V) pelo nimero de arvores por hectare e dividindo pela idade em anos.

Visando estimar o efeito do nimero minimo de repeti¢6es nas estimativas de parametros
genéticos foram amostrados diferentes nimeros de repeti¢cbes. O nimero de repeti¢fes variou
de dois a 29 por experimento utilizando a reamostragem aleatdria sem reposicao. Para cada
caso, as reamostragens foram repetidas 1.000 vezes.

A partir das 1.000 reamostragens foram realizadas as analises utilizando o modelo

estatistico apresentado a seguir:
y=1p+ZcUc+ Zpup + €

em que: y V¥V ¢é o vetor de observacdes fenotipicas, sendo N o niimero de parcelas; 1 N*D é
um vetor contendo apenas uns; p € 0 intercepto; uc © Y é o vetor de efeitos genotipicos
aleatorios dos clones associados a matriz Zc ™ *, sendo ¢ o nimero de clones; up ®*% é o vetor
de efeitos aleatorios de blocos associados a matriz Zp, ™ *?), sendo b o nimero de blocos; e N~

1) & o vetor de residuos aleatérios.
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Assume-se que os vetores de efeitos aleatdrios uc, Uy € e sdo independentes e apresentam
distribuicdo normal multivariada, com média 0 e matrizes de (co)variancia var(uc) = G, var(un)
= Gp e var(e) = R. As matrizes de (co)varidncia assumiram as seguintes estruturas: G = o2l
Gb = 0%l e R =021, sendo o2, 6% e 62 e 0s componentes de variancia associados aos efeitos

aleatorios de clones, blocos e residuos e I, Iy e I, matrizes identidade.

Em cada simulacdo foi obtida as estimativas da média geral dos clones, a variancia
genética entre clones e a acuracia na média de clone. Essa Ultima foi obtida pelo seguinte

estimador:

em que:
V. € a variancia genética entre clones e PEV é a variancia do erro de predicéo.

Posteriormente, foram obtidas para cada estimativa o desvio padrdo considerando as
1.000 reamostragens. No caso da acurécia, inicialmente, foi estimada também uma equacéo de
regressdo linear entre a varidvel independente (X), numero de repeticbes e a variavel
dependente (Y), desvio padrdo da acuracia. Como a equacgdo de regressdo linear apresentou
coeficiente de determinacao de pequena magnitude, foi obtida também, a equacédo de regressédo
quadratica (STEEL; TORRIE; DICKEY, 1997).

Todas as analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2020), utilizando
os pacotes Ime4 (BATES et al., 2015) para as analises de dados e o ggplot2 (WICKHAM, 2016)

para a geracdo dos gréaficos.

RESULTADOS

Pesquisas envolvendo amostragens, como foi no presente trabalho, resultam em uma
enorme quantidade de informacdes. Dessa forma, parte consideravel dos resultados estdo
apresentados no apéndice, uma vez que a colocacdo de todas as informagfes no texto seria
praticamente impossivel. Adicionalmente, na amostragem, o nimero de repeticdes variou de
dois a 29, mas aqui sera discutido e apresentado com mais detalhes os resultados obtidos no
numero de repeticdes de 5, 10, 15, 20 e 25. Deve ser enfatizado também que foram envolvidos

seis locais, contudo, o foco da apresentacdo dos resultados sera direcionado aos dois locais
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extremos, em termos da acuracia obtida, ARA e CCP. No apéndice (Tabelas 1 a 3) é apresentado
a sintese das estimativas obtidas em cada um dos locais nas repeti¢Ges de dois a 30.

Considerando inicialmente a precisao experimental avaliada por meio da acuracia (r5),

constatou-se que, em ARA, a estimativa foi muito alta (Tabela 3). Quando se amostrou
diferentes nimeros de repeticdes nota-se que nesse ambiente, mesmo com apenas cinco
repeticdes, ou seja, cinco plantas de cada clone, a acurécia ja foi, na média das 1.000 amostras,
igual a 0,93. Isto €, a estimativa de r;, com cinco plantas foi apenas 6,1% inferior em relagéo
a obtida quando se utilizou 30 repeticGes. Deve-se destacar que o desvio padrdo das estimativas
decresceu a medida em que se aumentava o nimero de repeti¢des, contudo, mesmo com cinco
repeticdes ele foi de pequena magnitude. No ambiente com menor acuracia, o0 CCP, as mesmas
observacGes sédo validas, embora a reducdo na estimativa de 75, com a diminuicéo do ndmero
de repeti¢bes foi proporcionalmente maior. Entretanto, mesmo assim a acuracia média das
1.000 amostragens de tamanho cinco foi de 0,7 indicando alta precisdo dos experimentos nessa
condigéo (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativas medias (x), variancia genética entre clones (V;) e acuracia (r;,) obtidas
em 1.000 simulagcdes com numeros de plantas variando de 5 a 30 em experimentos
de composto clonal em dois ambientes diferentes (ARA e CCP).

Namero de repeticdes
5 10 15 20 25 30
X  2957+0,68*  2950+0,42 29,49+ 0,31 29,46+ 0,22 29,46+ 0,14 29,92
ARA V, 13221+17,17 134,33+10,16 134,41+7,16  13503+4,84  13527+3,15 13525
T3  0,93:0,01 0,96+ 0,00 0,97+ 0,00 0,98+ 0,00 0,98+ 0,00 0,99
X  61,61+203 61,43+ 1,31 61,45+ 0,96 61,42+ 0,66 61,44+0,43 6151
CCP V, 21867+73,95 21555+43,03 213,02+30,38 21351+20,81 213,11+12,90 212,50
T34  0,70£0,08 0,82+ 0,03 0,87+ 0,02 0,90+ 0,01 0,92+ 0,00 0,93
*Desvios padréo das estimativas.

Fonte: Do autor (2022).

Ainda com relacdo ao efeito do nimero de repeticdes nas estimativas da acurécia,
envolvendo a média dos seis experimentos (Figura 1) em STP, observa-se que, como foi
comentado, a acurdcia média reduziu relativamente pouco com a reducdo do numero de
repeticdes. Contudo, a amplitude de variacdo foi expressivamente mais elevada quando se
utilizou menor numero de repeticoes.

No contexto das estimativas da média geral dos experimentos e da estimativa da
variancia genética (V;;), observa-se que as médias das estimativas variaram muito pouco com a
reducdo do numero de repeticbes em referéncia ao emprego de 30 repeticdes (Tabela 3).

Entretanto, como aconteceu com a acuracia, 0 desvio padrdo das estimativas sdo maiores
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quando se considera um nimero pequeno de plantas - repeti¢Ges - e diminui & medida em que
se aumenta o numero de repeticdes, especialmente quando se trata de V.

Figura 1 - Boxplot das estimativas de acuracia obtida na média de 1.000 reamostragens para
seis locais em experimentos de Eucalyptus spp, considerando o incremento médio

anual em para experimentos em single-tree plot.
=]
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Fonte: Do autor (2022).

Como ja comentado, o desvio padrdo das estimativas da acurdcia aumentaram com a
reducdo do nimero de repeticdes. Para se visualizar melhor o que ocorre, foram obtidas as
equac0es de regressdo linear entre 0 nimero de repeticdes, variavel independente X, e o desvio
padrdo da 7,4, variavel dependente (Y). Como ja mencionado a equacgdo de regressdo linear
apresentou coeficiente de determinacdo de pequena magnitude (0,42). Para essa equagdo no
local ARA, a estimativa de b foi de 0,0009. Ou seja, a cada reducao de uma repeticéo, o desvio
padrdo das estimativas de acurédcia reduzem em 0,0009. Contudo, como o coeficiente de
determinacdo foi de pequena magnitude, estimou-se também a regressdo quadratica e neste
caso, a estimativa de R? passou para 0,70. Veja que a equacéo refletiu melhor o que ocorreu.
De 10 a 15 repeticOes, os desvios padroes das estimativas de 7;,variaram muito pouco.
Contudo, a partir desses nimeros o incremento no desvio padrao de 7, acentuou-se com a

reducdo do nimero de repeticdes do experimento (Figura 2).
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Figura 2 - Regressao quadratica entre nimero de repeti¢des e o desvio-padrdo das estimativas
de acurécia obtida na média de 1.000 simulagdes para experimentos de composto
clonal em single-tree plot para dois ambientes ARA e CCP.
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DISCUSSAO

Trial
~* ARA
- CCP

Para gue se tenha sucesso com a selecdo clonal, é necessario que as avaliaces sejam

conduzidas com a maior precisdo experimental possivel, condicdo essa fundamental também,

para que o presente trabalho pudesse ser realizado. Deve-se salientar que estimativas de

acuracia, semelhante as que foram obtidas, tem sido comum nos experimentos em que clones
sdo avaliados utilizando single-tree plot (STP) (SOUZA et al., 2017; NUNES et al., 2018;

AMANCIO et al., 2020).

Um aspecto importante quando se trata de experimentos que envolvem plantas perenes,

utilizando STP, é com relacdo a perdas de plantas/parcelas. Nesse contexto, nos seis

experimentos realizados, a quantidade de plantas perdidas em STP variou de 3,56% a 16,06%

(Tabela 2), e verificou-se que as menores estimativas de acuracia (rz4) ocorreram nos

experimentos com maior incidéncia de falhas, como foi o caso de CCP (Tabela 3). Contudo,
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constatou-se que o efeito de plantas perdidas, embora possa ter afetado a 7,4, foi muito pouco
pronunciado. Vale ressaltar também, que a questdo de plantas perdidas foi estudada em outro
trabalho com esse mesmo banco de dados e foi concluido que ndo haveria ganho expressivo na
estimativa de 75, se fosse utilizada alguma estratégia para mitigar a presenca de
plantas/parcelas perdidas (SANTOS et al., 2021).

Deve-se mencionar que os seis locais de condugdo dos experimentos representam bem
as areas de cultivo do eucalipto no Brasil e abrangem quatro estados. Esses locais diferem em
altitude, precipitacdo, temperatura e outros fatores que afetam a performance da cultura, fato
que pode ser comprovado pelas diferencas entre as médias obtidas nos diferentes ambientes
(Tabela 3). Deste modo, os resultados obtidos nesse trabalho podem ser generalizados para a
maioria dos ambientes em que s&o realizados experimentos de avaliacdo de clones no Brasil.

Um outro aspecto que poderia ser questionado é a idade das plantas no momento da
obtencdo dos dados, ou seja, aos trés anos. Dizendo de outro modo, poderia ser questionado o
fato de a planta ser ainda juvenil nessa idade. Entretanto, em eucalipto, para caracteres
relacionados ao volume da madeira, tem se evidenciado que as estimativas de correlacdes entre
as informac6es obtidas com dois a trés anos e a idade de corte (5-7 anos) € normalmente alta,
tanto é que a selecdo precoce é realizada, em plantios de eucalipto no Brasil, com essa idade
(MASSARO et al., 2010; LIMA et al., 2011; PINTO et al., 2014). Assim, depreende-se que
com relacdo a idade das plantas e os ambientes, as inferéncias a serem obtidas podem ser
extrapoladas para outras idades e condicdes.

Tendo em vista que as instabilidades climéticas sdo crescentes, a preocupagdo com oS
riscos de se recomendar um clone fundamentado em informacGes do passado para serem
cultivadas no futuro sdo cada vez mais importantes (REZENDE et al., 2019). Uma das
alternativas que tem sido proposta para mitigar esse problema é o emprego de compostos
clonais que é a mistura de alguns clones com performance superior ao invés de se utilizar um
unico clone. A expectativa nessa estratégia é que ocorrendo algum problema no cultivo de
algum dos clones, ou seja, se algum deles ndo for bem, os outros possam compensa-lo,
reduzindo desta forma, as possiveis perdas (REZENDE et al., 2019). Para avaliar a performance
dos clones em condicdes de alocompeticdo o delineamento de STP é o ideal, por razdes Obvias.

O STP ja existe ha algumas décadas (FRANKLIN, 1971; LIBBY; COCKERHAM,
1980; LOO-DINKINS; TAUER; LAMBETH, 1990), contudo, 0 seu emprego se acentuou nos
ultimos anos em eucalipto, no Brasil (SANTOS et al., 2016; GALLO et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2020). Uma das raz0es da adocdo dessa estratégia experimental foi devido tanto da
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necessidade de avaliar maior nimero de clones quanto a melhoria na precisdo experimental
(JANSSON; DANELL; STENER, 1998). Nessa condi¢cdo, o emprego de uma planta por
parcela, viabilizou a avaliagdo de um maior nimero de clones com mais repeticles e,
consequentemente, a precisdo experimental avaliada por meio da acuracia. Nao ha consenso no
uso de STP, pois os criticos do delineamento, normalmente ndo estatisticos, comentam que
alguns clones poderiam ser beneficiados pela menor competigcdo exercida por seus vizinhos.
Essa critica foi contestada por Santos et al. (2021) que demonstraram a partir de uma situacao
em varios experimentos que o desempenho dos clones em STP ndo era afetado pelos seus
vizinhos.

Para se obter informacBes sobre o numero de repeticdes em STP sem afetar
expressivamente a acuracia experimental, existem algumas opcdes: a primeira seria fazer
diversos experimentos com diferentes nimeros de repeticdes em condi¢cdes semelhantes.
Evidentemente que esse tipo de estratégia ou opcao € muito trabalhosa, tem um custo elevado
e ndo se encontrou informacBes com seu emprego. A outra opcao utilizada, é a partir de um
experimento com grande numero de repeticdes, em que é reamostrado diferentes numeros de
repeticdes, sem reposicdo. Essa técnica foi adotada no presente trabalho. Inicialmente, foi
necessario estabelecer o nimero adequado de reamostragens. Isso porque, por exemplo, para
uma amostra de tamanho dois em um conjunto de 30 repeticbes, tem-se 435
[(30x29)/2] possibilidades de combinagdes. Neste caso, utilizar todo o espago amostral é
possivel. Entretanto, quando se tem tamanhos maiores, por exemplo, o tamanho 15, tem-se mais
de 150 milhGes de possibilidades de combinagdes. Assim, utilizar todas as possibilidades com
0S recursos computacionais existentes, € limitante. Neste caso, 0 questionamento passa a ser
quantas reamostragens seriam suficientes para representar todo o espagco amostral para
diferentes nimeros de repeticdes. Preliminarmente, foi constatado que trabalhar com o nimero
de 1.000 reamostragens seria suficiente para obter uma boa representatividade, alta
confiabilidade e viavel de ser utilizado em tempo, com 0s recursos computacionais disponiveis.

Um dos pardmetros que foi observado foi a média do IMA, pois quando a estimativa da
média estabilizasse seria um indicativo que o nimero de repeti¢des era adequado. Verificou-se
que a média praticamente ndo sofreu alteracao significativa, independentemente do nimero de
repeticdes utilizadas. Por outro lado, deve ser salientado que o desvio padrdo da estimativa
cresceu acentuadamente com a reducdo do nimero de repeti¢Oes, principalmente a partir de

determinado valor (Tabela 3).
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Com relacdo a estimativa da varidncia genética entre clones, que é fundamental na
predicdo do ganho esperado com a selecdo entre os clones, 0 comportamento do nimero de
repeticdes foi semelhante ao da estimativa da média (Tabela 3). Como era esperado, o efeito do
menor numero de repeticdes no desvio padrao das estimativas foi bem superior ao das médias.
Isto porque os desvios genéticos sdo elevados ao quadrado para se obter as variancias genéticas
(RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA, 2012).

Como comentado anteriormente, ja era esperado que as estimativas de acuracia obtidas
fossem de elevada magnitude (NUNES et al., 2018; REZENDE et al., 2019). Observou-se
também que, 0 aumento no numero de repeticdes estd diretamente relacionado ao aumento das
estimativas medias de r;, a0 mesmo tempo em que o desvio padrdo da estimativa € reduzido
(Figura 2). Contudo, isso pode ser verificado até certo ponto, por exemplo, considerando o
namero minimo de repeticGes, que seria dois, verifica-se que a cada repeticdo que é aumentada

tem-se uma redugdo de 7,43% na estimativa do desvio padrdo de 74, nas 1.000 amostragens

para ARA e 9,53% para CCP. Entretanto a partir de 10 repeti¢cdes, o encolhimento no desvio
padréo de 75, tornou-se cada vez menor (Figura 2).

Levando em consideracdo que no STP utiliza-se uma planta por parcela e com isso 0s
experimentos podem ocupar menor area, a principio, a utilizacdo de 30 repeti¢des nao teria
restrices. Deste modo, a demanda para 0 emprego de um menor nimero de repeticdes, que €
o foco desse trabalho, como ja mencionado, € devido a dificuldade na obtencdo de grande
namero de mudas clonadas a partir de um unico individuo obtido por semente. Essas copias,
desses individuos, sdo obtidas por sementes, no programa de selecdo recorrente, utilizando
progénies de meio-irmaos (MI) ou irmdos-completos (IC). Nesse caso, h& algumas
considerac@es, a primeira delas é que a intencdo é avaliar o maior nimero possivel de progénies
e de individuos de uma mesma progénie para que possa ser aplicado uma maior intensidade de
selecdo e consequentemente maior ganho (BERNARDO, 2020). No teste de progénies clonada,
os diferentes individuos de uma mesma progénie deverdo ser clonados obtendo-se algumas
copias para serem avaliadas. Normalmente, o nimero de coOpias/mudas por individuos €
ilimitado. Entretanto, partindo de uma plantula obtida por semente, a limitacdo passa a ser o
tempo necessario para se obter grande nimero de mudas derivada de cada plantula. Adiciona-
se a esse fato, a quantidade de mudas necessarias. Por exemplo, se forem obtidas 190 progénies
de IC - resultados do intercruzamento aos pares de 20 clones - e de cada progénie planeja-se
avaliar pelo menos 40 individuos para se ter uma boa representatividade de cada, 0 nimero de

plantulas a serem clonadas seria de 7.600. Imagina-se que se deseja implantar os experimentos
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em cinco locais com 30 repeti¢cdes. Nessa situacdo, 0 nimero de mudas ja seria 7.600 x 150
(numero de mudas de cada clone) = 1,1 milh&o. NUmero esse proibitivo. Assim, a reducéo do
numero de repeticbes sem afetar a acuracia experimental é de enorme vantagem para
incrementar a eficiéncia dos testes de progénies clonadas.

Esse tipo de raciocinio também é valido para os testes de progénies comerciais -que
ainda continuam ocorrendo mesmo em espécies de eucalipto- factivel de serem clonadas e
também em espécies do género Corymbia, em que a propagacéo clonal ainda é dificil (ASSIS,
2014; ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015). Poderia se questionar que reduzindo o nimero de
repeticOes a selegdo dentro das progénies seria prejudicada. Contudo, o que se propde € utilizar
menor nimero de repeti¢des por experimento, mas que os experimentos fossem conduzidos em
varios ambientes, que podem ser locais ou sistema de manejo dentro de cada local. Nesse caso,
a selecdo dentro deveria ser associada a estimativa BLUP com algum procedimento de anélise
espacial que possibilitasse a realizacdo da selecdo entre, considerando simultaneamente todos
os ambientes. Certamente essa estratégia contribuira para maior eficiéncia do processo, ja que
a selecdo seria focada em varios ambientes com menor custo na condugdo dos experimentos e

possibilidade de se avaliar as progénies em varios ambientes.

CONCLUSAO

Conclui-se que em média, as estimativas da acurécia, embora tivessem uma pequena
reducdo na magnitude com a diminuicdo do nimero de repeticdes, foram muito semelhantes.
Contudo, o desvio padrdo das estimativas foram de maior magnitude principalmente quando se
utilizou ndmero de repeticdes inferiores a dez. Conjecturou-se, que em TPC, em que 0sS
experimentos provavelmente serdo realizados em mais locais, 0 emprego de cinco repetices

por local é factivel, sobretudo para dar mais dinamismo na aplicacéo do TPC.
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Tabela 1 - Estimativas médias e desvio padrdao da media em 1.000 reamostragens com nimeros
de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal em seis
ambientes diferentes. (Continua)

Repeticio  ARA CBO ccp MUC SMT TLA1
29,72 65,42 61,56 52,12 23,12 54,34

+1,15% +3,40 +3,50 +2,54 +2,20 +321

3 29,64 65,36 61,48 51,71 23,11 54,11
+0,90 + 2,67 +2,79 +2,14 +1,80 +2,53

A 29,60 65,42 61,45 51,78 23,03 53,90
+0,76 +2,22 +245 +1,77 +1,49 +2,18

29,57 65,20 61,61 51,76 23,04 53,76

> +0,68 +1,92 +2,03 +1,60 +1,24 +1,97
29,54 65,49 61,45 51,69 23,06 53,92

° +0,58 +1,78 +1,89 +1,42 +1,10 +1,65
, 29,49 65,40 61,50 51,62 23,05 53,72
+0,55 +1,64 +1,68 +1,24 +1,01 +1,53

29,51 65,37 61,43 51,68 23,05 53,67

8 +0,48 +1,50 +1,55 +1,18 +0,94 +1,43
29,53 65,40 61,48 51,53 22,96 53,62

? +0,46 +1,31 +141 +1,10 +0,89 +1,32
0 29,50 65,43 61,43 51,48 23,03 53,55
+0,42 +1,.25 +131 +1,04 +0,83 +1,.25

29,50 65,40 61,45 51,50 22,96 53,56

1 +0,40 +1,13 +1,28 +0,94 +0,75 +1,13
29,50 65,37 61,50 51,47 22,99 53,57

12 +0,37 +1,13 +1,19 +0,85 +0,71 +1,06
i 29,48 65,34 61,41 51,44 22,96 53,56
+0,34 +0,95 +1,11 +0,80 + 0,64 +1,00

" 29,48 65,41 61,43 51,47 23,00 53,58
+0,33 +0,91 +0,98 +0,79 +0,62 +0,90

29,49 65,41 61,45 51,47 22,99 53,58

B +0,31 +0,85 +0,96 +0,68 +0,57 +0,88
” 29,46 65,40 61,44 51,45 22,98 53,59
+0,28 +0,82 +0,87 +0,68 +0,53 +0,78

. 29,48 65,40 61,43 51,40 22,95 53,54
+0,27 +0,78 +0,83 +0,62 +0,50 +0,72

5 29,47 65,39 61,42 51,44 22,99 53,55
+0,24 +0,72 +0,76 +0,58 +0,47 +0,71

19 29,47 65,39 61,44 51,36 22,99 53,58
+0,24 +0,67 +0,74 +0,53 +0,45 +0,65

2 29,46 65,39 61,42 51,36 22,99 53,52
+0,22 +0,63 +0,66 +0,50 +0,41 +0,61

o1 29,46 65,40 61,47 51,38 22,97 53,56
+0,20 +0,57 +0,66 +0,46 +0,38 +0,57

*Desvios padrdo das estimativas.
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Tabela 1 - Estimativas médias e desvio padrao da media em 1.000 reamostragens com nimeros
de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal em seis
ambientes diferentes. (Conclusao)

Repeticao ARA CBO CCP MUC SMT TLAlL
29,46 65,38 61,43 51,38 22,96 53,51

22 +0,18* + 0,52 +0,59 +0,43 +0,35 +0,52
29,46 65,37 61,44 51,39 22,98 53,54

23 +0,17 +0,49 +0,51 +0,39 +0,32 + 0,47
24 29,45 65,38 61,45 51,38 22,98 53,54
+0,15 +0,45 +0,47 +0,36 +0,29 +0,43

29,46 65,40 61,44 51,35 22,97 53,53

2 +0,14 +0,38 +0,43 +0,31 +0,25 +0,40
29,46 65,38 61,44 51,36 22,98 53,52

2 +0,12 +0,35 +0,37 +0,28 +0,23 +0,34
29,45 65,38 61,41 51,36 22,98 53,52

21 +0,10 +0,31 +0,31 +0,25 +0,19 +0,29
29,46 65,39 61,43 51,34 22,98 53,52

28 +0,08 +0,23 +0,26 +0,19 +0,15 +0,23
29 29,46 65,39 61,42 51,34 22,98 53,53
+ 0,06 +0,17 +0,18 +0,13 +0,11 +0,16

30 29,92 65,42 61,51 52,21 23,28 54,55

*Desvios padrdo das estimativas.

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 2 - Estimativas médias e desvio padrdo da variancia genética em 1.000 reamostragens
com numeros de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal

em seis ambientes diferentes. (Continua)

Repeticao ARA CBO CCP MUC SMT TLAL
) 130,18 340,93 231,68 326,30 96,18 463,36
+ 31,45* + 142,23 + 158,46 +98,19 +3257 + 156,31

3 130,26 341,91 216,25 321,32 95,96 452,71
+24,17 +88,93 +110,78 + 75,60 + 25,65 +109,56

A 131,96 342,86 219,32 327,92 97,77 456,38
+19,75 +69,34 +91,26 + 63,96 + 20,42 + 85,97

. 132,21 339,36 218,67 328,89 97,85 459,71
+17,17 +59,32 +73,95 + 56,84 +17,55 +71,93

6 133,28 346,10 217,77 326,43 97,94 454,45
+14,80 +49,33 + 65,77 +51,87 + 16,04 +61,83

. 133,28 343,73 213,77 327,38 97,62 455,63
+13,19 +46,20 +57,85 + 46,67 +14,72 + 58,56

g 133,94 342,23 216,07 328,57 97,67 456,55
+12,30 +40,34 +52,00 + 43,60 +12,83 +51,48

9 134,19 341,56 214,66 328,30 96,92 455,29
+11,18 +34,57 + 47,83 +40,73 +1231 + 49,38

10 134,33 343,99 215,55 329,62 98,21 453,32
+10,16* + 32,65 +43,03 + 38,04 +11,08 + 42,82

*Desvios padrdo das estimativas.
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Tabela 2 - Estimativas médias e desvio padréo de variancia genética em 1.000 reamostragens
com numeros de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal

em seis ambientes diferentes. (Concluséo)

Repetigéo ARA CBO CCpP MUC SMT TLA1
11 134,36 344,22 214,01 328,36 97,62 456,96
+9,37 +29,12 + 39,47 + 35,82 +10,64 +40,34

12 134,34 343,86 216,47 330,27 98,01 456,11
+8,73 +27,40 + 37,85 + 33,36 + 9,69 + 37,09

13 134,47 342,57 212,26 328,93 97,94 456,35
+ 8,16 + 24,86 + 35,08 + 32,06 +9,11 +35,24

14 134,61 344,30 213,56 331,28 98,38 453,76
+7,40 +23,21 +31,43 + 29,81 * 8,64 +33,11

15 134,41 344,05 213,02 329,52 98,32 455,62
+7,16 +22,75 +30,38 + 28,15 +7,97 +31,77

16 134,62 344,35 214,11 330,80 98,29 454,45
+ 6,68 +20,81 + 27,07 +26,11 +7,29 + 27,46

17 134,77 344,21 212,34 330,10 97,93 453,87
*+6,15 +19,13 + 26,73 +2517 +6,95 + 26,30

18 134,83 344,87 213,11 329,51 98,63 454,28
+5,70 +17,82 +23,94 +2411 *6,53 + 24,06

19 134,91 344,07 212,42 329,85 98,39 454,47
+5,43 +16,90 +22,24 + 22,60 *6,05 + 22,46

20 135,03 343,82 213,51 330,13 98,55 453,81
+ 4,84 +15,35 +20,81 +21,16 +5,57 +20,94

21 134,81 345,28 213,16 330,04 97,94 454,00
* 4,67 +14,19 +19,00 +19,30 +5,15 +19,00

29 134,79 344,75 213,21 330,30 98,25 453,61
+4,25 +12,42 +17,50 +18,63 +4,60 +17,74

23 134,99 343,86 212,38 330,65 98,35 454,28
+3,85 +11,86 +15,72 +17,23 + 4,56 +16,41

24 134,95 344,25 213,30 330,74 98,58 453,57
+3,45 +11,05 + 14,95 15,54 +3,95 + 14,48

25 135,27 344,62 213,11 330,40 98,45 453,27
+3,15 +9,82 +12,90 +13,89 + 3,53 +12,99

2 135,06 344,42 212,73 330,90 98,46 453,32
+2,76 +8,73 +11,37 +1231 + 3,09 +11,64

27 135,08 344,43 212,23 330,59 98,22 453,48
+2,40 +7,25 +9,74 +10,39 +2,62 +9,69

28 135,15 344,51 212,22 330,14 98,47 453,94
+1,94 +5,72 +7,75 + 8,06 +2,18 7,74

29 135,26 344,48 212,53 330,44 98,53 453,81
131 +3,98 +5,49 +543 +1,53 +5,32

30 135,25 344,53 212,50 330,65 98,46 453,73

*Desvios padréo das estimativas.

Fonte: Do autor (2022).
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Tabela 3 - Estimativas médias e desvio padrdo de acuracia em 1.000 reamostragens com
nameros de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal em
seis ambientes diferentes. (Continua)

Repeticao ARA CBO CCP MUC SMT TLAlL

0,83 0,66 0,57 0,79 0,77 0,72
2 +0,05* +0,13 +0,15 +0,12 + 0,09 +0,10

3 0,88 0,74 0,61 0,85 0,83 0,78
+ 0,03 + 0,06 +0,13 + 0,06 + 0,05 + 0,06

4 0,91 0,79 0,66 0,88 0,87 0,83
+ 0,02 + 0,04 +0,11 + 0,04 + 0,03 + 0,04

0,93 0,82 0,70 0,90 0,89 0,86
> +0,01 +0,03 +0,08 +0,03 + 0,02 +0,03

6 0,94 0,85 0,74 0,92 0,91 0,88
+0,01 +0,02 + 0,06 +0,02 +0,02 +0,02

0,95 0,87 0,76 0,93 0,92 0,89

! +0,01 +0,02 + 0,05 +0,02 +0,02 +0,02

8 0,95 0,88 0,79 0,93 0,93 0,90
+0,01 +0,02 +0,04 +0,01 +0,01 +0,01

9 0,96 0,89 0,80 0,94 0,94 0,91
+0,00 +0,01 +0,04 +0,01 +0,01 +0,01

10 0,96 0,90 0,82 0,95 0,94 0,92
+0,00 +0,01 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01

1 0,97 0,91 0,83 0,95 0,95 0,93
+0,00 +0,01 +0,03 +0,01 +0,01 +0,01

19 0,97 0,92 0,85 0,95 0,95 0,93
+0,00 +0,01 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01

13 0,97 0,92 0,85 0,96 0,96 0,94
+0,00 +0,01 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01

14 +0,97 0,93 0,86 0,96 0,96 0,94
+0,00 +0,01 +0,02 +0,01 + 0,00 +0,01

0,97 0,93 0,87 0,96 0,96 0,95
1 +0,00 +0,01 +0,02 +0,01 + 0,00 +0,00

0,98 0,93 0,88 0,96 0,96 0,95
16 +0,00 + 0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

0,98 0,94 0,88 0,97 0,97 0,95
17 +0,00 + 0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

18 0,98 0,94 0,89 0,97 0,97 0,95
+0,00 + 0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

19 0,98 0,94 0,89 0,97 0,97 0,96
+0,00 +0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

20 0,98 0,95 0,90 0,97 0,97 0,96
+0,00 +0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

”n 0,98 0,95 0,90 0,97 0,97 0,96
+0,00 +0,00 +0,01 +0,00 +0,00 +0,00

*Desvios padrdo das estimativas.
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Tabela 3 - Estimativas médias e desvio padrdo de acuracia em 1.000 reamostragens com
nameros de plantas variando de dois a 30 em experimentos de composto clonal em
seis ambientes diferentes. (Conclusdo)

Repeticao ARA CBO CCP MUC SMT TLAlL
0,98 0,95 0,91 0,97 0,97 0,96

22 +0,00* + 0,00 +0,01 + 0,00 + 0,00 + 0,00
0,98 0,95 0,91 0,97 0,97 0,96

23 +0,00 + 0,00 +0,01 + 0,00 + 0,00 + 0,00
0,98 0,96 0,91 0,98 0,98 0,97

24 +0,00 + 0,00 +0,01 + 0,00 + 0,00 + 0,00
0,98 0,96 0,92 0,98 0,98 0,97

2 +0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00 + 0,00
0,98 0,96 0,92 0,98 0,98 0,97

2 +0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 + 0,00
0,99 0,96 0,92 0,98 0,98 0,97

21 +0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 + 0,00
0,99 0,96 0,92 0,98 0,98 0,97

28 +0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 + 0,00
29 0,99 0,96 0,93 0,98 0,98 0,97

+0,00 + 0,00 +0,00 +0,00 +0,00 + 0,00
30 0,99 0,96 0,93 0,98 0,98 0,97

*Desvios padrdo das estimativas.
Fonte: Do autor (2022).
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ARTIGO 3 - Implicacbes do numero de repeti¢es nas inferéncias obtidas na interacéo de
clones x ambientes

Artigo redigido conforme as normas NBR 6022 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 2003).
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IMPLICACOES DO NUMERO DE REPETICOES NAS INFERENCIAS OBTIDAS
NA INTERACAO DE CLONES X AMBIENTES

RESUMO

A seguranca nos programas de melhoramento florestal é dependente da avaliacdo dos clones,
em diferentes condi¢Oes ambientais, a que eles se destinam no futuro. Algumas empresas,
visando reduzir o tempo de conducdo de um programa de melhoramento, estdo iniciando o
emprego de teste de progénies clonadas. Nessa condicdo, a origem dos propagulos é uma
plantula recém germinada e, provavelmente, o nimero de individuos clonados, necessarios para
se conduzir os experimentos em varios ambientes, no menor tempo possivel, pode ser uma
restricdo no emprego dessa metodologia. A opcdo € utilizar menor nimero de repeti¢cdes nos
experimentos. O desafio, desse trabalho, € mostrar que € viavel a utilizacdo de menor nimero
de repeticbes em cada experimento, permitindo avaliar maior nimero de ambientes sem
prejudicar as inferéncias obtidas da interagdo dos clones x ambientes. Utilizou-se seis
experimentos com 30 repeti¢cbes em que foram avaliados 60 clones. Os experimentos foram em
single-tree plot e o carater avaliado foi o incremento médio anual (IMA, m3.ha™.ano™) obtidos
aos trés anos de idade. Avaliou-se 0 numero de repeticbes nas estimativas de parametros
genéticos e fenotipicos, envolvendo as analises conjuntas de todos os ambientes e dos possiveis
pares de ambientes. Obteve-se também, a coincidéncia dos melhores e piores clones nas
diferentes condicOes de avaliacdo. Adicionalmente, foi avaliada as implicagdes do nimero de
repeticdes na participacdo da parte simples e complexa da decomposicdo das variancias da
interacdo clones x ambientes. Constatou-se que, em média das 1.000 reamostragens, as
estimativas dos parametros genéticos e as inferéncias a respeito da interacdo clones x ambientes
foram bem semelhantes. Observou-se que os desvios padrdes obtidos nas estimativas foram
decrescentes com 0 aumento do numero de repeticdes. Entretanto, esses desvios, mesmo com
menor numero de repeticdes, em principio, ndo provocaram alteracbes expressivas nos
resultados das analises conjuntas. A coincidéncia entre os clones selecionados, nos diferentes
ambientes, reduz com o numero de repeticGes avaliadas. Entretanto, a utilizacdo de menor
namero de repeticdes, viabiliza conduzir os experimentos de teste de progénies clonais, em
maior nimero de ambientes, sem afetar expressivamente as inferéncias a serem obtidas para
mitigar a interacgdo clones x ambientes.

Palavras-chave: Melhoramento do eucalipto. Melhoramento de Plantas. Genética quantitativa.
Interacdo gendtipos x ambientes. Teste de progénies clonal.

INTRODUCAO

O sucesso do melhoramento do eucalipto no Brasil é inquestionavel. A produtividade
florestal alcancada nas Ultimas décadas consolidou o pais como um dos maiores produtores
mundiais de celulose e outros derivados da madeira (RAMALHO; MARQUES; LEMOS,
2021). A érea cultivada com eucalipto corresponde a 77% da area total de florestas plantadas,

totalizando 6,96 milhdes de hectares (IBA, 2020). Todavia, a demanda por produtos
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madeireiros é crescente. Adicionalmente, ressalta-se que a realizacdo de novos plantios sera
necessariamente realizada em condices menos favoraveis ao cultivo da espécie.
Adicionalmente, com o propalado aquecimento global, havera desafios ainda maiores para a
continuidade do sucesso do melhoramento genético.

Ao longo do tempo, tem sido constatado que ndo h4 uma boa correspondéncia entre o
desempenho do individuo nos testes de progénies e a sua performance nos testes clonais
(FURTINI et al., 2012; REIS et al., 2011). Depreende-se, desta forma, que os testes de
progénies demandam alguns anos e contribuem pouco para o sucesso dos testes clonais. Uma
opcéo para que, a0 mesmo tempo, continue utilizando o mérito da progénie na selecdo clonal e
reduza o nimero de anos para recomendacgdo de novos clones, é 0 que se denomina “teste de
progénie clonado” (RESENDE, 2002; RAMALHO; MARQUES; LEMOS, 2021).

A maior dificuldade, em principio, do teste de progénies clonado é que deseja-se avaliar
indmeras progénies com maior nimero de descendentes possiveis, sendo esses individuos
clonados. Adicionalmente, cada clone € obtido por meio do propagulo de uma plantula recém
germinada, o que pode demandar tempo maior para se obter todas as “copias” de cada clone,
de todos os individuos. Assim, o tempo demandado para se obter nUmero expressivo de
“copias” de um mesmo clone, pode ser um fator a ndo se efetivar a principal vantagem do TPC,
que é acelerar o programa de melhoramento.

Uma das alternativas para atenuar esse problema, é o emprego de parcelas de uma planta
(single tree-plot- STP). O STP vem sendo utilizado com eficiéncia ha longo tempo. Varias
criticas que foram apregoadas contra esse tipo de estratégia experimental tais como o efeito dos
vizinhos foi sendo desmistificado nos ultimos anos (SANTOS et al., 2021). A grande vantagem
do STP, sem duavida nenhuma, é a possibilidade de maior nimero de repeticdes do que o
tradicionalmente empregado com parcelas de varias plantas.

Com a dificuldade comentada anteriormente, do TPC, foi salientado a possiblidade do
emprego de um menor nimero de repeti¢des no STP, do que o preconizado anteriormente. No
contexto de experimentos conduzidos em um Unico local, utilizando simulacdes, foi constatado
que seria viavel utilizar namero de repeticdes bem inferior. Como por exemplo, a partir de cinco
repeticBes ( ver capitulo 2).

Entretanto, como comentou-se incialmente, deve-se realizar a avaliagcdo dos clones, no
maior nimero de ambientes, para se ter seguranca na recomendacéo para os plantios futuros.
Nessa condigdo, seria importante avaliar o efeito do numero de repeti¢bes nas inferéncias a

serem obtidas da interacdo dos clones x ambientes. Nesse contexto, ndo foi encontrado,
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infelizmente, nenhuma informagé&o a esse respeito. Do exposto, foi realizado o presente trabalho
com o objetivo de mostrar que é factivel o uso de menor nimero de repeti¢des, no STP, quando

se conduz avaliacdes de clones em varios ambientes.

MATERIAL E METODOS

Os dados foram gentilmente cedidos pela empresa Suzano S.A. Eles envolvem a
avaliacdo de 60 clones de eucalipto originados de espécies de Eucalyptus urophylla, Eucalyptus
grandis e hibridos entre elas. Os experimentos foram implantados em 2015 em seis ambientes,
envolvendo quatro estados Brasileiros, dois no Espirito Santo, dois em S&o Paulo, um no Mato
Grosso e um na Bahia. Outras informacdes a respeito dos experimentos séo encontradas na
Tabela 1.

Tabela 1 - Algumas caracteristicas dos ambientes, dos experimentos, em que foram realizados
0s testes clonais de eucaliptos.

s congp Auee TSP Tppge  EPETEIC
(mm)
Aracruz-ES ARA 37 1290 LAd 30x20m
S&o Mateus-ES SMT 31 1050 PAd 30x25m
Mucuri-BA MUC 12 1320 PAd 3,0x30m
Cagapava -SP CCP 646 1510 PVAd 30x25m
Capio Bonito-SP CBO 693 1292 LVvd 30x2,0m
Trés Lagoas 1-MS ~ TLAL 350 1352 LVd 3,6x2,3m

LAd: Latossolo Amarelo distrofico; LVd: Latossolo Vermelho distrofico; PAd: Argissolo Amarelo
distrofico; PVAd: Argissolo Vermelho Amarelo distréfico.

Fonte: Do autor (2022).

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com uma planta por parcela
(single-tree plot - STP) e 30 repeticdes. Aos trés anos de idade foram obtidas as medidas de
diametro a altura do peito (DAP), em centimetros e a altura das arvores (h), em metros.
Posteriormente foi estimado o volume (V) em metros cubicos, utilizando o fator de forma (f)

adotado pela empresa, que corresponde a f = 0,43:
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O incremento médio anual (IMA, m3.hat.ano™) foi estimado multiplicando o volume
individual (V) pelo numero de &rvores por hectare e dividindo pela idade em anos.
Inicialmente foram realizadas as analises individuais por ambiente, considerando as 30

repeticdes. O modelo utilizado para cada ambiente foi:
y=1p+ Zcuc + Zpup + €

em que: y N *D ¢ o vetor de observacdes fenotipicas, sendo N o nimero de parcelas; 1 N * b ¢
um vetor contendo apenas uns; p € 0 intercepto; uc ©* Y é o vetor de efeitos genotipicos
aleatorios dos clones associados a matriz Z. ™ *, sendo ¢ 0 ndmero de clones; up ®*Y ¢ o vetor
de efeitos aleatorios de blocos associados a matriz Z, ™ *?), sendo b o nimero de blocos; e N~

1) ¢ o vetor de residuos aleatérios.

Assume-se que os vetores de efeitos aleatorios uc, U € e sdo independentes e apresentam
distribuicdo normal multivariada, com média 0 e matrizes de (co)variancia var(uc) = Ge, var(ub)
= Gp e var(e) = R. As matrizes de (co)variancia assumiram as seguintes estruturas: G = o2l
Gb = 0%lp e R = 0%1n, sendo o2, 6% e 62 e 0s componentes de variancia associados aos efeitos

aleatdrios de clones, blocos e residuos e I¢, Iy, e In matrizes identidade.

A acurécia do experimento foi obtida pelo estimador:

Em que: V, é a variancia genética entre clones e PEV ¢ a variancia do erro de predicdo
do valor genotipico do clone.
Em seguida foram efetuadas analises conjuntas envolvendo simultaneamente os seis

ambientes, com 30 repeticdes, utilizando o modelo:
Yy =1p + Xata + ZeUc + Zcalca + ZbUp + Zpalba + €

em que: y N *D ¢ o vetor de observagdes fenotipicas, sendo N o nimero de parcelas; 1 N * b ¢
um vetor contendo apenas uns; p é o intercepto; Ta@* Y é o vetor de efeitos fixos dos ambientes
associados a matriz Xa™ *®, sendo a o nimero de ambientes; uc € * Y é o vetor de efeitos
genotipicos aleatorios dos clones associados a matriz Zc ™ *©, sendo ¢ 0 nimero de clones; Uca
é o vetor de efeitos aleatdrios da interacio clones x ambientes associados a matriz Zca©*?, up

b>1) g o vetor de efeitos aleatorios de blocos associados a matriz Zy N *?), sendo b 0 nimero de
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blocos; uba é 0 vetor de efeitos aleatorios da interagdo clones x ambientes associados a matriz

Zba ©*: e Nx1) & g vetor de residuos aleatérios.

Assume-se que 0s vetores de efeitos aleatdrios ta, Uc, Uca, Ub, Una € € S0 independentes e
apresentam distribuicdo normal multivariada, com média 0 e matrizes de (co)variancia var(ta)
= Ga, var(uc) = Ge, var(Uca) = Gea, Var(un) = Gp, var(uba) = Gna, € var(e) = R. As matrizes de
(co)variancia assumiram as seguintes estruturas: Ga = 62 la, Gc¢ = 62l¢, Gea = 624 lca, Gb = 621,
Gpa = 6%,lpa € R = 621p, sendo 62, 62, 0%,, 0% , 02, € G4 € 0s componentes de variancia
associados aos efeitos aleatorios de clones, blocos e residuos € la, lc, lca, v, lba, € In matrizes
identidade.

Posteriormente, foram realizadas as analises conjunta para se avaliar o efeito do nimero
de repeticdes, 5, 10, 15, 20 e 25 por meio de 1.000 reamostragens, sem reposicao. As analises
conjuntas foram realizadas considerando 0s seis ambientes simultaneamente e as 15
combinagbes duas a duas dos seis ambientes. Essas analises conjuntas foram realizadas
utilizando o mesmo modelo ja mencionado anteriormente.

Em todas as analises foram obtidas estimativas da variancia genética entre clones, e da
interagdo clones x ambientes e erro médio. Como foram realizadas 1.000 reamostragens além
da média das estimativas mencionadas anteriormente, foram obtidos os desvios padrdes de cada
estimativa.

Foram obtidas estimativas das correlacfes genéticas por meio estimador apresentado
por Falconer e Mackay (1996):

_ GO0V, Ve,
I VeiVejr \VeiVeys

T

em que:

cove,, é a covariancia genética entre os clones nos ambientes dois a dois. E igual a variancia
genética entre clones (VCJ.J.,) obtida na anélise conjunta;

Vcj e Vcj, €avariancia genética entre clones estimada nos ambientes j e j’.

O componente de variancia da interagdo clones x ambientes foi decomposto em parte
simples e complexa utilizando a média das 1000 reamostragens para cada nimero de repeticdes.

Utilizou-se a expressao proposta por Robertson (1959):

1
Vexl = E(\/V_Cj =/ Ver)z + (1 - 7"61.].,) VVeiVeji

em que:
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%(,/ch - ,/VC]-,)Z é a parte simples da interacio;

(1 — rij,) \/Vc;Vcji € aparte complexa da interagao.
Para 0s casos em que a correlagdo genética estava no intervalo de 0-0,12 ou 0,78-1,0,

utilizou-se o estimador apresentado por Cruz e Castoldi (1991):

1 2 3
VCXL ZE(‘,VC] —_ VCj/) +k VC]VC]I+\/(1_rG]]I) VCjVCj’

em que:
%(,/VC]- - /VC]-,)2 + k/V¢;V¢j, € a parte simples da interacéo;

3
\/ (1 - rG]_]_,) VciVeji € a parte complexa da interacao.

Sendo k:

3
kzl—mﬁ—-(l—mﬂ)

Ainda visando as implicacbes do nimero de repeticdes e suas consequéncias na
interacdo clones x ambientes foi estimada também, a coincidéncia entre os 10% melhores e
10% piores clones em cada uma das 1.000 reamostragens, para cada nimero de repeticoes,
tendo como referéncia, o nimero de 30 repeticdes de cada par de analise conjunta.

Todas as analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2020), utilizando o
pacote Ime4 (BATES et al., 2015) para as analises de dados.

RESULTADOS

As variancias dos erros obtidas nas andlises individuais, envolvendo as 30 repeticoes,
apresentaram a maior amplitude de variacdo para o par CCP e ARA, ou seja 8,11(Tabela 2).
Para verificar o possivel efeito dessa heterogeneidade, na varidncia do erro (1), foram
realizadas andalises conjuntas envolvendo o0s pares de ambientes, considerando e
desconsiderando a heterogeneidade dos erros. Constatou-se, que a diferenca entre os dois
procedimentos foi muito pequena (Resultados ndo apresentados). Provavelmente porque a
amplitude de variagdo entre os V,, como ja mencionado, foram de pequena magnitude. Por essa
razdo, todos os resultados da analise conjunta apresentados, envolvendo diferentes nimeros de

repeticdes, com 1.000 reamostragens, considerou os erros como sendo homogéneos.



53

Tabela 2 - Estimativas de variancia genética entre clones (V.), variancia do erro (1) e acuracia
(r54 ) considerando experimentos de eucaliptos com 30 repetiges. Analises
realizadas para cada ambiente.

Ambientes /A Ve Tag
ARA 135,25 102,12 0,99
CBO 344,53 743,06 0,96
CCP 212,50 828,10 0,93
MUC 330,65 311,51 0,98
SMT 98,46 108,41 0,98
TLA1 453,73 671,69 0,97

Fonte: Do autor (2022).

As estimativas dos parametros obtidas nas analises conjuntas, envolvendo os seis
ambientes, evidenciaram que o emprego de diferentes nimeros de repeticbes foi bem
semelhante, quando se considerou a média das 1.000 reamostragens (Tabela 3). Veja, por
exemplo, que o componente da variancia da interacdo clones x ambiente (Vy4), média das
1.000 reamostragens, variou de 139,82 (25 repeticdes) a 141, 23 (5 repeticdes). Todavia, 0
desvio padrdo das estimativas, como era esperado, reduziu com o aumento do ndmero de
repeticdes. Com cinco repeticdes, ele foi 3,83 vezes superior ao obtido com 25 repeti¢des. Deve
ser enfatizado, entretanto, que mesmo com cinco repeticdes, o desvio da interacdo foi inferior
a 15%, indicando que a maioria das 1.000 estimativas estdo proximas a media obtida. A mesma
observacao é valida para V. e V,. Concordando, com o que foi relatado, as magnitudes das
estimativas da acurécia foram bem semelhantes na média de 1.000 reamostragens, considerando
os diferentes nimeros de repeticdes.

Tabela 3 - Estimativas das médias das 1.000 reamostragens dos: componentes da variancia
genética entre clones (V.), da interacdo clones x ambientes (V.»,) e do erro (V)

considerando diferentes nimeros de repeticdes. Percentagem de coincidéncia dos
10% melhores (%+) e dos 10% piores (%-) clones. Analise envolvendo seis

ambientes.

Ve Vexa Ve %+ %-
5 121,02 +12,32* 141,23 +21,18 448,61 +18,43 76,37 80,35
10 121,80 +8,04 139,77 £12,21 450,56 +11,26 81,82 86,78
15 122,13 =554 140,15 +8,84 450,32 7,54 85,02 89,70
20 122,11 3,90 140,22 +6,15 450,71 +5,16 87,08 90,70
25 122,09 £4,51 139,82 £5,53 450,96 +3,32 91,33 91,53
30 122,20 - 139,72 - 450,94 - 100 100

*Desvio padréo das estimativas.

Fonte: Do autor (2022).
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As estimativas das correlacbes genéticas (rG]_]_, ), considerando 30 repeticdes, dos
ambientes dois a dois esta apresentada na tabela 4. Constatou-se que a magnitude de 76, variou

de 0,28 para CBO x MUC a 0,87 para ARA x SMT. O foco principal deste trabalho foi verificar
se 0 numero de repeticdes tem efeito pronunciado nas estimativas de parametros genéticos e
fenotipicos quando se avalia os ambientes dois a dois. Embora as estimativas fossem obtidas
para os seis ambientes dois a dois, grande parte dos resultados ird, ser focados nos pares de
ambientes com a maior correlacdo genética, ARA X SMT (Tabela 4) e a menor correlacdo CBO
X MUC (Tabela 5).

Considerando o par de ambientes de maior correlacdo genética (ARA X SMT),
observou-se que as estimativas de variancia genética entre clones, para as analises individuais
(V1 € Vip), foram bem semelhantes para os diferentes numeros de repeticdes (Tabela 4). Essas
pequenas diferencas, devem ser atribuidas ao efeito de amostragem. Observou-se também que
a V., em ARA, foi de magnitude de 37,2% maior que a obtida em SMT, considerando 25
repeticdes. Constatou-se, novamente, menor desvio padréo nas estimativas, com o aumento no
namero de repetigcdes utilizado. A variancia genética entre clones (V) considerando a media
dos dois ambientes teve a mesma tendéncia do que ocorreu nos dois ambientes separadamente.
Em média, a magnitude com cinco repeticdes foi semelhante a obtida com o numero total de
repeticdes, que foi de 30. Contudo, como era esperado, e ja comentado para outras estimativas,
0 desvio da estimativa de V. reduziu com o aumento do numero de repeticdes. A mesma
observacdo é valida para o componente da interacdo Vi ,.4.

Tabela 4 - Média das estimativas das variancias genéticas entre clones por ambiente (V¢ € V,);

na andlise conjunta dos dois ambientes (V) e da interacdo clones x ambientes (V,4).
Considerando diferentes numero de repeticées (5, 10, 15, 20 e 25).

ARA (V1) SMT (V¢) Ve Vexa
) 133,33 +16,34* 96,22 +18,14 99,29 +12,39 15,82 +6,45
10 133,64 +10,54 98,64 +10,72 100,14 +7,32 16,07 +3,40
15 134,56 +7,06 98,14 +£7,90 100,11 +5,22 16,24 +2,21
20 134,87 +5,00 98,05 +5,48 100,32 + 3,66 16,10 +1,53
25 135,15 +3,17 08,51 +3,44 100,56 + 2,30 16,23 +0,95
30 135,25 - 98,46 - 100,50 - 16,31 -

*Desvio padréo das estimativas.

Fonte: Do autor (2022).
Quando se considerou o par de menor estimativa da correlagdo genética (CBO x MUC),

a mesma tendéncia em termos da V. com diferentes numeros de repeti¢es, comentadas
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anteriormente, sdo véalidas aqui (Tabela 5). Contudo, neste caso, as magnitudes da variancia
genética entre clones, em cada ambiente separadamente, foram semelhantes (Tabela 2). Outro
aspecto que deve ser comentado, é que o desvio das estimativas, em funcdo dos diferentes
numeros de repeticdes, foi mais acentuado, provavelmente devido a magnitude dos dados. Em
termos percentuais, o desvio de V., considerando os dois ambientes, foram semelhantes. Deve-
se ressaltar que, a amplitude de variacdo quando se considerou cinco e 25 repeti¢cdes nas duas
situagcBes de menor e maior correlacdo genética foi semelhante (Tabela 4 e 5). A mesma
observacdo € valida para as demais estimativas obtidas, exceto como era esperado, a Vi, 4 neste
par de ambiente, foi muito superior & obtida no ambiente com maior estimativa da correlagdo
genética.

Tabela 5 - Média das estimativas das variancias geneticas entre clones por ambiente (V¢4 € V¢,);

na analise conjunta dos dois ambientes (V) e da interacdo clones x ambientes (Ve,.4)-
Considerando diferentes numero de repeticées (5, 10, 15, 20 e 25).

CBO (Vc1) MUC (Ve,) Ve Vexa
5 343,56 *56,89* 328,24 +56,51 95,46 +30,91 236,95 *+ 52,33
10 344,41 +33,14 328,75 + 36,53 95,12 +20,16 238,79 +31,40
15 343,55 +21,92 331,15 +27,99 96,09 +13,57 238,87 +21,67
20 343,12 £14,91 330,54 +21,25 94,82 +10,19 239,92 +15,75
25 344,78 +£9,52 330,69 *13,59 94,65 *6,26 241,21 +9,97
30 344,53 - 330,65 - 94,26 - 241,59 -

*Desvio padréo das estimativas.
Fonte: Do autor (2022).

As estimativas das correlaces genéticas nos diferentes pares de ambientes, como era
esperado, variaram muito (Tabela 6). O que mais interessa, contudo, é verificar o efeito do
namero de repeticdes nessas estimativas. Observou-se que, para 0 mesmo par de ambientes, as
U variaram muito pouco, considerando cinco, 10 ou 25 repeti¢des, na média das 1.000

reamostragens. Aqui também, como ocorreu no caso dos outros parametros, o desvio padréo

das estimativas reduziu com o aumento no nimero de repeticdes, 0 que ja era esperado.
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Tabela 6 - Média das estimativas das correlacbes genéticas envolvendo as combinacdes dos
ambientes dois a dois com diferentes nimeros de repeti¢des (5, 10, 25). Dados
meédios de 1.000 reamostragens.

Numero de repeticao

5 10 25 30
ARA x CBO 0,44 £0,11* 0,43 +0,06 0,43 +0,02 0,43
ARA x CCP 0,43 +0,15 0,42 +0,08 0,42 +0,06 0,43
ARA x MUC 0,80 +0,05 0,80 +0,03 0,81 +0,01 0,81
ARA x SMT 0,88 +0,05 0,87 +£0,03 0,87 +0,01 0,87
ARA X TLA1 0,45 +0,08 0,45 +0,05 0,45 +0,03 0,45
CBO x CCP 0,76 +0,17 0,74 £0,08 0,73 +0,02 0,73
CBO x MUC 0,29 £0,10 0,28 +0,06 0,28 +0,02 0,28
CBO x SMT 0,37 +0,10 0,36 +0,06 0,37 +0,02 0,37
CBO x TLA1 0,52 £0,12 0,51 +£0,07 0,51 +0,02 0,51
CCP x MUC 0,38 +0,20 0,36 +0,12 0,34 +0,03 0,33
CCP x SMT 0,37 +0,14 0,37 +0,08 0,38 +0,03 0,38
CCP x TLA1 0,65 £0,15 0,63 +£0,07 0,62 +0,02 0,62
MUC x SMT 0,73 +0,07 0,73 +0,04 0,74 +0,01 0,74
MUC x TLA1 0,43 £0,10 0,43 +0,06 0,42 +0,02 0,42
SMT x TLA1 0,46 +0,10 0,46 +0,06 0,47 +0,02 0,47

*Desvio padrédo das estimativas.
Fonte: Do autor (2022).

Na decomposicao da interacdo em parte simples e complexa (Tabela 7) os resultados
obtidos considerando as 1.000 reamostragens ndo variaram em funcdo dos numeros de
repeticBes utilizadas. Essa observacdo € valida para o par de ambientes em que a correlacdo
genética foi menor (CBO x MUC), quanto no experimento de maior correlacdo (ARA x SMT),
no contexto do numero de repeti¢cbes. Chama a atencdo, contudo, que a contribuicdo da parte
simples e complexa da interagéo diferiram de acordo com os estimadores utilizados - Robertson
e Cruz (1959) - A. Para ARA x SMT, a parte simples foi de apenas 9,75% para o estimador A,
mesmo considerando que a correlacdo foi alta (0,87). Entretanto quando se utilizou a proposta
de Cruz e Castoldi (1991) - B para situacdes em que a correlacdo é superior a 0,78, a parte
simples foi superior a 67%, refletindo muito melhor o que a correlacdo genética esta
referendando. Deve ser mencionado também que mesmo em caso de CBO x MUC em que a
correlacdo genética foi de pequena magnitude (0,28) ao que tudo indica, a parte simples da
interacdo foi subestimada, utilizando o estimador A. E necessério enfatizar, entretanto, que
independente desses comentarios a respeito dessas metodologias da estimativa da parte simples
e complexa, o numero de repeticbes ndo afetou as interpretacdes obtidas em cada um dos

métodos.
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Tabela 7 - Decomposic¢do da decomposicédo da interacdo clone x ambientes (V,4) em parte
simples e complexa, apresentadas por Robertson (1959) - A e Cruz e Castoldi
(1991) - B, envolvendo os pares de ambientes ARA x SMT e CBO x MUC, com
diferentes nimeros de repeti¢oes (5, 10, 25).

A B
Vexa Simples% Complexa%  Simples% Complexa%
5 99,29 9,75 90,25 68,29 31,71
10 100,14 8,29 91,71 67,22 32,78
ARAXSMT 15 100,11 8,83 91,17 67,28 32,72
20 100,32 9,08 90,92 67,53 32,47
25 100,56 8,88 91,12 67,34 32,66
5 95,46 0,04 99,96 15,43 84,57
10 95,12 0,04 99,96 15,34 84,66
CBOxMUC 15 96,09 0,02 99,98 15,45 84,55
20 94,82 0,02 99,98 15,26 84,74
25 94,65 0,03 99,97 15,19 84,81

Fonte: Do autor (2022).

O mais importante para os melhoristas quando se avalia a interacdo é observar as
implicacdes dessa estimativa na coincidéncia dos clones/progénies a serem selecionados nos
diferentes ambientes. Para verificar o efeito do numero de repeti¢des nessa coincidéncia, foi
verificado os seis melhores ou piores clones, nos ambientes dois a dois, considerando 0s
diferentes nimeros de repeticdes (Tabela 8). Como era esperado, a menor coincidéncia média
de 1.000 reamostragens, foi obtida no par de ambiente com menor estimativa da correlacédo
genética (CBO x MUC). Observou-se que, de modo geral, com maior nimero de repeticdes a
coincidéncia foi crescente. Entretanto, mesmo com cinco repeticbes a percentagem de
coincidéncia foi sempre superior a 57,6%. Depreende-se pelo menos, em principio,
considerando todos os pares de ambientes que a utilizacdo de cinco repeticbes teve um
comportamento equivalente ao emprego de mais repeticdes. (Tabela 8). Esse ultimo comentario
é coerente com o que ja foi comentado anteriormente das percentagens de coincidéncias obtidas,
para selecdo dos melhores ou dos piores clones envolvendo os seis ambientes em que, a

coincidéncia com cinco repeticoes foi superior a 76% (Tabela 3).
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Tabela 8 - Percentagem de coincidéncia dos 10% melhores (%+) e dos 10% piores clones (%-).
Dados obtidos com diferentes nimeros de repeticdes e pares de ambientes.
NUmero de repeticdo

5 10 15 20 25
ARA X CBO %+ 71,30 82,68 89,77 95,00 99,32

%- 71,32 81,97 86,85 91,42 96,92
araxcer LT U8 Tar meo  shes s
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Fonte: Do autor (2022).

DISCUSSAO

Para se ter maior seguranca em qualquer programa de melhoramento genético,
especialmente florestal, os clones antes de serem recomendados, devem ser avaliados nas
diferentes condi¢fes ambientais a que eles se destinam. Contudo, espera-se que 0s ambientes

onde estejam sendo realizados 0s experimentos sejam representativos do ambiente alvo no
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futuro (ROSADO et al., 2012; VAN EEUWIJK; BUSTOS-KORTS; MALOSETTI, 2016). Ou
seja, seleciona-se com informagdes obtidas no passado esperando que a selecéo realizada seja
eficiente no futuro, durante o cultivo, em grandes areas (REZENDE et al., 2019; RUBILAR et
al., 2020).

A procura para acelerar os programas de melhoramento de plantas tem sido frenética. O
denominado “speed breeding” é uma dessas tecnologias (WATSON et al., 2018; BHATTA et
al., 2021). Na area florestal, a aceleracao do processo de melhoramento vem sendo realizado ha
longo tempo com sucesso (CASTRO et al., 2016; RAMALHO; MARQUES; LEMOS, 2021).
Uma das tecnologias utilizadas para essa finalidade foi o processo de inducdo precoce do
florescimento para tornar factivel as hibridac6es artificiais, o mais rapido possivel (ASSIS;
WARBURTON; HARWOOD, 2005). Uma outra estratégia que ird possibilitar acelerar o
processo de obtencdo de clones surgiu da constatacao, que a correlacdo entre a performance dos
individuos nos testes de progénies e o desempenho dos clones deles derivados tem sido pequena
(REIS et al., 2011; FURTINI et al., 2012). Desta constatacdo, derivou-se a proposta de se
melhorar a precisdo e consequentemente o ganho com a selecdo das progénies, clonando 0s
individuos de cada progénie (RESENDE, 2002). Assim procedendo, é possivel avaliar as
progénies e os individuos/clones, ambos com maior acuracia, simultaneamente. Vislumbrou-se
entdo que poder-se-ia “pular” o teste de progénie convencional, porém, utilizando a informagéo
do mérito da progénie na identificacdo de clones superiores. Essa estratégia foi denominada de
teste de progénies clonal (RESENDE, 2002; RAMALHO; MARQUES; LEMOS, 2021).

Aspecto relevante, é que na aplicacdo do teste de progénies clonal (TPC), o mais rapido
possivel, o desafio maior, é obter o nimero suficiente de plantas clonadas de cada individuo,
no menor tempo possivel. Isto porque, a fonte inicial das mudas € uma plantula recém
germinada. A primeira estratégia que pode reduzir o nimero de clones necessarios é o emprego
de experimentos em STP. Ele vem sendo amplamente utilizado na area florestal, permitindo
avaliar maior nimero de clones, com boa precisdo experimental devido ao grande nimero de
repeticdes que pode ser empregado (JANSSON; DANELL; STENER, 1998; GEZAN; WHITE;
HUBER, 2006).

O namero de repeticdes em STP tém variado de 20 a 40 (BISON et al., 2007; GALLO
et al., 2018; NUNES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020; SANTOS et al., 2021). Do que foi
exposto, anteriormente, quando se utiliza o TPC, é necessario avaliar no niUmero maior de
ambientes para se ter seguranca na identificacdo dos melhores. Assim o nimero de copias de

cada clone é grande, sobretudo tendo o tempo limitado. A alternativa é verificar a viabilidade
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de se utilizar um menor nimero de repeticdes no STP. A inferéncia dessa viabilidade pode ser
melhor visualizada, por meio das estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos,
associados ao desempenho dos clones, quando se avalia 0s varios experimentos considerando
numeros diferentes de repeticoes.

Ao ser realizada a analise conjunta, de alguns experimentos, a primeira preocupacao é
a homeodasticidade das variancias dos erros nos diferentes experimentos. Existem testes para
se inferir se as variancias dos erros sdo homogéneas ou ndo (RESENDE, 2002). Pimentel
Gomes (1990) comenta que quando todos os tratamentos possuem 0 mesmo numero de
repeticdes, se a razdo entre a maior e a menor variancia for ate sete, pode-se realizar a anlise
conjunta sem se preocupar com a magnitude das diferencas nas variancias dos erros. No
presente caso, na maioria dos pares de ambientes, a diferenca da magnitude dos erros foi de
magnitude inferior a esta. Exceto, envolvendo os ambientes CCP e ARA (Tabela 2). Uma das
alternativas para mitigar a heterogeneidade dos erros é modelar a matriz de variancias e
covariancias (RESENDE, 2002; SMITH; CULLIS; THOMPSON, 2005; ANDRADE et al.,
2016). Como comentado por Pereira et al. (2022) modelar estruturas de variancia e covariancia
possui limitacBes computacionais devido a convergéncia em funcdo do alto numero de
parametros a serem estimados. No presente trabalho, como foram realizadas 1.000
reamostragens para diferentes nimeros de repeticGes em todos os pares de ambientes, utilizar
estruturas de variancias e covariancias nas simulagGes realizadas com 0S recursos
computacionais disponiveis, era praticamente invidvel. Mesmo assim, considerando 30
repeticdes utilizando o par de ambientes ARA x CCP, cuja magnitude da diferenca em
I, foi a maior (Tabela 2), foi realizada a analise conjunta considerando ou ndo a
heterogeneidade das variancias. Constatou-se que os resultados foram muito semelhantes nas
estimativas dos parametros utilizados para o estudo da interacdo clones x ambientes. N&o
alterando qualquer das inferéncias a serem feitas.

Constatou-se inicialmente, na analise conjunta envolvendo todos os ambientes, que em
média, as estimativas de varidncia genética entre clones, variancia da interacdo CxA e a
variancia dos erros, como era esperado, foram muito semelhantes, independentes do niumero de
repeticdes. Contudo, o desvio padréo das estimativas considerando as 1.000 reamostragens,
reduziu a medida que se aumentou o nimero de repeticdes (Tabela 3). Todavia, considerando
as propriedades da distribuicdo normal, com a V¢, por exemplo, 68,26% das estimativas obtidas,
com cinco repeticdes estariam entre 108,8 a 133,4. O que seria um desvio de pequena

magnitude. Isto porque, esse valor, corresponde a 1,12%, a direita ou a esquerda da média, do
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valor obtido com 30 repeticGes (V, = 122,02), como referéncia. A mesma observacao é valida
para as demais estimativas, inclusive a acuracia. Depreende-se, em principio, que praticamente
utilizar cinco repeticdes ou 30 repeticdes no STP possibilita obter estimativas de parametros
genéticos semelhantes considerando a analise conjunta de seis ambientes.

No estudo da interacdo é comum avaliar os ambientes dois a dois por algumas razdes:
uma delas é avaliar a divergéncia entre os ambientes que é amplamente utilizado na
estratificacdo ambiental (BERNARDO, 2020); também associado as estimativas das
correlacdes genéticas, € possivel avaliar a natureza da interacdo ou seja, se € predominante
simples ou complexa (VENCOVSKY; BARRIGA, 1992). Por essas raz@es, a implicacdo do
numero de repeticBes nas estimativas de parametros genéticos associados a interacdo dos
ambientes dois a dois foi o principal foco deste artigo. Em principio, discutir todas as
estimativas dos pardmetros nos 15 pares de ambientes é impraticavel. Assim, optou-se, por dar
énfase nos pares com maior ou menor estimativa da correlacdo genética entre o desempenho
dos clones nos dois ambientes - ARA x SMT e CBO x MUC. Entretanto, em algumas situacdes,
as estimativas serdo comentadas envolvendo todos os pares.

A maior estimativa da correlagéo foi para o par ARA x SMT (0,87), indicando que esses
dois ambientes devem ser bem semelhantes (BERNARDO, 2020). O que esta bem coerente,

uma vez que eles sdo situados proximos. Ja no par CBO x MUC a U foi a menor (0,28), o

que pressupde ser ambientes mais divergentes (Tabela 6). Constatou-se (Tabela 4 e 5) que
embora os pares de ambiente ARA x SMT e CBO x MUC diferiram nas estimativas da
correlacdo genética, em termos dos efeitos do numero de repeticdes, as estimativas de
parametros genéticos foram bem semelhantes. Veja que na média das 1.000 reamostragens, 0S
diferentes ndmeros de repeticdes praticamente ndo afetaram as estimativas das
Vi1, Veas Ve € Ve a. A mesma observacao, ja realizada anteriormente, deve ser feita, que o desvio
das estimativas foi tanto maior quanto menor o nimero de repeticdes utilizadas, como era
esperado. Novamente, vale 0 comentario que embora o desvio com menor nimero de repeticdes
seja maior, a sua magnitude nao deve afetar expressivamente os resultados em mais de 68,3%
das amostras.

Particularmente interessante € comparar as estimativas V., nesses dois pares de
ambiente, ARA x SMT (Tabela 4) em relacdo a CBO x MUC (Tabela 5), independentemente
do numero de repeticdes utilizadas. Observou-se que a Vi,4/V: em CBO x MUC foi de 2,56
vezes, ja no par ARA x SMT essa relacdo foi de 0,16. Depreende-se que a interacdo foi

proporcionalmente mais importante no par CBO x MUC do que no para ARA x SMT. O que
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estd coerente com a estimativa da correlacdo genética de cada um desses pares e com 0
comentario da similaridade ambiental entre os pares de ambientes. Deve ser salientado, que
esses comentarios ndo alteram expressivamente em funcdo do numero de repeticdes.
Depreende-se que utilizar-se o menor niumero de repeticdes nos STP’s é perfeitamente viavel
no que se refere as implicacOes das interagcbes, como também foi verificado por Osorio et al
(2003).

Uma estratégia comumente utilizada quando se avalia pares de ambientes, como ja foi
comentado, é inferir a respeito da natureza da interacéo. Ou seja, se ela é predominante simples,
devido principalmente a magnitude da diferenca nas variancias genéticas nos dois ambientes
ou complexa, funcdo da pequena magnitude da correlagdo genética dos ambientes dois a dois.
Para CBO x MUC, como esperado, a correlacdo obtida nesses ambientes foi baixa, a interacéo
complexa prevaleceu, explicando 99% da interacdo. Contudo, no par ARA x SMT que a
correlacdo genética foi 0,87, a parte complexa (91,08%) foi acima do esperado (Tabela 7). Cruz
e Castoldi (1991) comentam que quando a correlacdo varia de 0 — 0,12 ou 0,78-1,0, a expressao
proposta por Robertson (1959) ndo é a mais apropriada e propuseram uma nova equacao.
Quando se utilizou a equacdo de Cruz e Castoldi (1991) para o par de ambientes ARA X SMT,
a estimativa da parte complexa que era de 91,08% passou para 32,72%. O que € um valor muito
mais coerente com o esperado (Tabela 7).

Finalmente, o que se deseja comentar é como os diferentes nimeros de repeti¢fes afetam
a classificacdo dos melhores ou dos piores clones, nas analises conjuntas, que €, em ultima
instancia, o que realmente interessa para os melhoristas. A coincidéncia na classificacdo dos
clones foi maior nos pares de ambientes em que a correlacdo genética foi maior (Tabela 8).
Além do mais, como era esperado também, a coincidéncia aumentou em func¢éo do incremento
do nimero de repeticdes. Deve ser salientado, que utilizando menor ndmero de repeticdes é
possivel ter experimentos em mais ambientes. O que possibilita explorar melhor a estimativa
da interacdo dos clones x ambientes e as inferéncias para mitigar seus efeitos (VAN EEUWIK;
BUSTOS-KORTS; MALOSETTI, 2016; BERNARDO, 2020). Também permite estimar as
médias, dos clones, com maior nimero de repeti¢bes, a partir das analises conjuntas. Desse
modo, é possivel compensar a diferenca de coincidéncia nos clones selecionados em um maior

numero de ambientes, porém com menor numero de repeticdes (Tabela 3).
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CONCLUSAO

As inferéncias a serem obtidas a respeito da interacdo clones x ambientes, considerando
a média das 1000 reamostragens, praticamente ndo altera em funcdo do nimero de repeticdes.
O desvio padrdo das estimativas é decrescente com o aumento do nimero de repetigdes.
Todavia, eles foram, em média, para varios parametros, aproximadamente, de 10% do valor
obtido com 30 repeticoes.

A coincidéncia entre os clones selecionados nos ambientes dois a dois reduzem com o
namero de repeti¢des avaliadas. Entretanto, utilizando menor nimero de repeticdes, € viavel
conduzir, especialmente os experimentos de teste de progénies clonais, em mais ambientes.
Tornando-se factivel o emprego de menor nimero de repeticGes como estratégia para mitigar a

interacdo clones x ambientes.
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