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RESUMO

O eucalipto (Eucalyptus spp.) é o género florestal mais cultivado no Brasil, com 7,5 milhGes
de hectares de plantio, e é a principal fonte de produtos derivados de florestas plantadas. O
melhoramento genético e a técnica de clonagem contribuiram para o aumento da
produtividade e para a competitividade da eucaliptocultura no pais. No entanto, a baixa
diversidade genética dos plantios monoclonais de eucalipto implica em riscos frente ao
surgimento de novos desafios bioticos e abidticos. A estratégia de familias clonais é uma
alternativa para mitigar esses riscos, devido a maior diversidade genética dos plantios e,
consequentemente, maior seguranca. Além disso, as familias clonais proporcionam
incrementos em produtividade e aceleracdo do ciclo de melhoramento. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a viabilidade da estratégia de familias clonais para o melhoramento e
recomendacdo de materiais genéticos para a unidade Bahia da Suzano S.A. A familia clonal
utilizada neste estudo foi formada por 249 clones meios-irméaos, selecionados em uma mesma
progénie de polinizacdo aberta de E. grandis. Nos anos de 2014 e 2015, a familia clonal foi
plantada em diversos talhGes operacionais, presentes nos diferentes ambientes de atuacdo da
empresa na Bahia. Para este estudo, foram selecionados quatro locais, e em cada um deles
foram demarcadas trés parcelas de cem plantas e realizada a mensuragdo do diametro a altura
do peito (DAP, cm) das arvores. Com o dado de DAP, as 30 melhores &rvores de cada parcela
foram selecionadas, e em seguida inventariadas para DAP, altura (ALT, m) e incremento
médio anual (IMA, m®ha'lano?). A identidade genética das é&rvores selecionadas foi
determinada por meio de 92 polimorfismos de nucleotideo unico (SNP). As familias clonais
iniciais apresentaram produtividade competitiva em relacdo as testemunhas operacionais
monoclonais, e a selecdo das 30% melhores arvores no plantio ofertou ganhos significativos
em IMA, conquanto assegurando diversidade genética. A genotipagem de SNP permitiu
identificar a presenca de 42 a 56 clones dentre as arvores selecionadas em cada um dos quatro
locais. A coincidéncia entre os clones selecionados em cada sitio foi baixa, e ndo houve
correlacdo significativa entre as suas performances em IMA nos respectivos locais, indicando
a existéncia de interacdo genotipos por ambientes entre as areas. A sele¢do dos 15 melhores
clones em cada local proporciona a formacdo de familias clonais melhoradas para
recomendacéo de plantio em escala operacional, com ganhos em produtividade e diversidade
genética. Os resultados corroboram que a estratégia de familias clonais é promissora, pois
oferece reducdo de tempo na pipeline de melhoramento genético, ganhos em produtividade e
maior seguranca, devido & maior diversidade genética dos plantios.

Palavras-chave: Eucalyptus grandis. Melhoramento genético. Plantio monoclonal. Plantio
multiclonal.



ABSTRACT

Eucalypts (Eucalyptus spp.) is the most cultivated forest genus in Brazil, with 7.5 million
acres, and is the main source of products derived from planted forest. Genetic improvement
and the cloning technique contributed to the increase in productivity and to the
competitiveness of eucalyptus culture in Brazil. However, the low genetic diversity of
monoclonal eucalyptus plantations implies risks in the face of new biotic and abiotic
challenges. The strategy of clonal families is an alternative to mitigate these risks, due to the
greater genetic diversity of the plantations and, consequently, greater safety. In addition to
that, clonal families provide increases in productivity and can accelerate the breeding cycle.
The objective of this work was to evaluate the feasibility of the clonal family strategy for the
improvement and recommendation of genetic materials for Suzano S.A. at Bahia. The clonal
family employed in this study consisted of 249 half-sib clones, selected from the same open-
pollinated progeny of E. grandis. In 2014 and 2015, the clonal family was planted in several
operational planting areas, present in different environments of the company in Bahia. For this
study, four sites were selected, and in each of them three plots of one hundred plants were
established and the diameter at breast height (DBH, cm) of the trees was measured. With the
DBH data, the 30 best trees in each plot were selected, and then inventoried for DBH, height
(H, m) and mean annual increment (MAI, m®.ha™.year"). The genetic identity of the selected
trees was determined using 92 single nucleotide polymorphisms (SNP). The initial clonal
families presented competitive productivity compared to the monoclonal operational controls,
and the selection of the 30% best trees in the plantation offered significant gains in MAI,
while ensuring genetic diversity. SNP genotyping allowed the identification of 42 to 56 clones
among the trees selected at each of the four sites. The coincidence between the clones selected
at each site was low, and there was no significant correlation between their performances in
MAI at the respective locations, indicating the existence of genotype-by-environment
interaction between the areas. The selection of the 15 best clones in each location provides the
formation of improved clonal families for recommendation on an operational scale, with gains
in productivity and genetic diversity. The results corroborate that the strategy of clonal
families is promising, as it offers a reduction of time on the genetic improvement pipeline,
gains in productivity and greater safety, due to the greater genetic diversity of the plantations.

Keywords:  Eucalyptus grandis.  Genetic improvement.  Monoclonal plantations.
Multiclonal plantations.
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1 INTRODUCAO

As florestas plantadas de eucalipto (Eucalyptus spp.) ocupam aproximadamente 7,5
milhdes de hectares do territdrio brasileiro, e sdo a base para o fornecimento de diversos
produtos essenciais. A eucaliptocultura contribui significativamente para a geracdo de
emprego e renda no pais, representando cerca de 1% do Produto Interno Bruto nacional e uma
receita bruta anual de 116,6 bilhdes de reais. O Brasil tem notavel superioridade no setor,
sendo o maior produtor e exportador mundial de celulose de eucalipto, e o detentor das
florestas mais produtivas, com incremento médio anual de 36,8 m3.ha™.ano™ (IBA, 2021).

O melhoramento genético € um dos principais responsaveis pelos avancos da
eucaliptocultura. Por meio da selecdo de procedéncias, espécies e genotipos mais adaptados e
produtivos, bem como o uso de metodologias como a hibridagdo e a clonagem, o
melhoramento tem propiciado o continuo desenvolvimento de materiais genéticos superiores.
Um dos grandes marcos no setor foi a transi¢cdo dos plantios seminais para o cultivo clonal, a
partir da década de 80. A operacionalizacdo da clonagem proporcionou ganhos de até 25% na
produtividade do eucalipto (REIS, 2019; REZENDE; DE RESENDE; ASSIS, 2014). Desde
entdo, os cultivos monoclonais sdo o principal modelo de plantio operacional.

No entanto, nos Gltimos anos, a produtividade dos cultivos monoclonais de eucalipto
tem se mantido relativamente estavel, a despeito dos continuos investimentos em pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico. Alguns dos motivos para essa estabilizacdo na média de
produtividade sdo as irregularidades climaticas, a expansdo da eucaliptocultura para novas
areas, com condicdes edafoclimaticas menos favoraveis, e os desafios bidticos e abioticos
(IBA, 2021). Além disso, por apresentarem menor diversidade genética, os plantios
monoclonais implicam em maiores riscos frente a novos problemas, como o0 aparecimento de
pragas e doencas e mudancas climaticas inesperadas. Com isso, é importante considerar novas
estratégias de selecdo e de plantio de cultivares com maior diversidade (GRIFFIN, 2014;
KENENI, BEKELE, IMTIAZ, 2012; LOUWAARS, 2018).

Nesse ambito, uma alternativa promissora é a adogéo da estratégia de familias clonais,
que consiste no plantio de um conjunto de clones aparentados, selecionados dentro de uma
mesma progénie superior, que apresentam semelhanca no ritmo de crescimento, adaptagéo e
produtividade. Segundo Griffin (2014), esta estratégia permite a manutencdo da variabilidade
genética nos plantios, e a0 mesmo tempo assegura uniformidade e produtividade. Em um

ambiente incerto, esse tipo de cultivo aumenta as chances de produtividade estavel ao longo
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dos anos. Souza (2016) relatou plantios de familias clonais com ganhos de até 20,7% em IMA
em relacéo aos plantios seminais.

Além da garantia de produtividade e da minimizacao de riscos, as familias clonais
também podem aumentar os ganhos por unidade de tempo, ja que a sua recomendacéo pode
ser feita mais rapidamente que a recomendacdo de monoclones. Os individuos que comp&em
a familia clonal sdo selecionados na fase de testes de progénie (primeira fase do programa de
melhoramento), e podem ser recomendados para plantio semioperacional sem passar pelas
fases de testes clonais e testes clonais ampliados. Este avancgo de fases dentro do programa de
melhoramento € suportado pela maior variabilidade genética da familia clonal (o0 que garante
maior estabilidade na produtividade e minimizacao dos riscos) e pela sua formacdo a partir de
materiais testados e melhorados. Além disso, € possivel posteriormente realizar o
melhoramento (“purifica¢do”) da familia clonal inicial e também, se desejado, selecionar 0s
melhores clones de forma individualizada para avango na pipeline de melhoramento e
subsequente recomendacdo monoclonal.

Desta forma, o uso de familias clonais € uma estratégia promissora, embora ainda
pouco explorada, para o0 melhoramento e recomendacdo de materiais genéticos, com maior
diversidade genética, garantia de produtividade e maior seguranca frente a adversidades
bidticas e abitticas. Diante disso, 0 presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de
uma familia clonal de E. grandis para o melhoramento e recomendagéo de clones na unidade
Bahia. Espera-se identificar os ganhos em produtividade e a variabilidade genética que podem
ser obtidos por meio da selecdo aplicada na familia clonal, em diferentes intensidades de

selecdo e sob diferentes condigdes ambientais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Importancia da eucaliptocultura no Brasil

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtacea e € composto por mais de 900
espécies, majoritariamente arbdreas florestais, nativas da Australia e de suas ilhas adjacentes.
A diversidade, adaptabilidade a diferentes ambientes (especialmente em regides tropicais e
subtropicais), rapido crescimento e propriedades superiores da madeira impulsionaram a
rapida adocdo do género Eucalyptus e contribuiram para a ampla distribuicdo geogréafica do
seu cultivo. Atualmente, o eucalipto é plantado em mais de 100 paises, em area superior a 20
milhdes de hectares (BRANCALION et al., 2019), e € uma das principais fontes de produtos
derivados de florestas plantadas. Os plantios de eucalipto sdo utilizados para a producéo de
celulose e papel, geracdo de produtos de madeira sélida para construcdo civil e inddstria
moveleira, obtencdo de lenha e carvdo vegetal para a geracao de energia térmica e elétrica, e
producdo de dleos essenciais (MORA; GARCIA, 2000). Além disso, diversas companhias do
setor de eucaliptocultura tém investido na obtencdo de bioprodutos derivados do eucalipto
(como lignina, nanofibras, nanocelulose e nanocristais) para as cadeias alimenticia,
farmacéutica e de vestuario (IBA, 2021).

Dessa forma, a eucaliptocultura contribui expressivamente para o fornecimento de
produtos essenciais e para a geracdo de emprego e renda. Além disso, por ser uma fonte
renovavel, o eucalipto ajuda na remocdo e estoque de carbono e na mitigacdo das pressdes
humanas sobre as florestas nativas (MYBURG et al., 2014). Dessa forma, € notavel a
importancia do género Eucalyptus para a economia, inovacao, sociedade e sustentabilidade,
no Brasil e em outros paises.

O cultivo de Eucalyptus no Brasil teve inicio no século XIX, com a introducéo de
espécies para fins paisagisticos. Décadas depois, em 1904, Edmundo Navarro de Andrade -
considerado o pai da eucaliptocultura no Brasil — iniciou estudos na busca de espécies e
procedéncias com maior potencial madeireiro para o fornecimento de carvdo, postes e
dormentes de ferrovias. Suas investigacdes demonstraram o potencial de desenvolvimento do
género Eucalyptus e suas mdultiplas aplicagdes, pavimentando o crescimento da
eucaliptocultura no Brasil. Nas décadas seguintes, o setor foi impulsionado pelo uso do
eucalipto como biomassa combustivel (lenha e carvédo) e pela fabricacdo de celulose e papel
(FOELKEL, 2005).
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Atualmente, o Brasil possui 7,47 milhdes de hectares plantados com Eucalyptus,
distribuidos em 18 estados, o que corresponde a 78% do total de area florestal cultivada no
pais. Dentre os diversos destinos desses plantios, o segmento de papel e celulose é o principal,
com 61,4% da area florestal plantada no Brasil. O pais € o maior exportador mundial de
celulose (6 bilhdes de ddlares exportados em 2020) e o maior produtor mundial de celulose de
fibra curta, com aproximadamente 18,2 milhdes de toneladas anuais. Além disso, os plantios
nacionais de eucalipto s@o os mais produtivos do mundo, com incremento médio anual (IMA)
de aproximadamente 36,8 m3.ha™.ano™ (IBA, 2021).

O sucesso e a competitividade da silvicultura brasileira devem-se principalmente ao
aperfeicoamento das técnicas de manejo (preparo de solo, adubacdo, controle de pragas e
doencas), as técnicas de clonagem e propagacdo vegetativa e ao melhoramento genético. Esse
ultimo é responsavel pela sele¢cdo de procedéncias, espécies e clones mais adaptados e
produtivos e pelo continuo desenvolvimento de genétipos superiores.

No entanto, apesar da preeminéncia da eucaliptocultura brasileira, ainda existem
obstaculos a serem transpostos e melhorias a serem atingidas. Nesse sentido, destaque pode
ser dado as seguintes necessidades: aumentar a produtividade e a qualidade da madeira para
os variados produtos; obter gendtipos adaptados aos mais diversos ambientes de plantio e
tolerantes aos diferentes estresses bidticos e abidticos; e frear o aumento nos custos de
producdo de madeira (CAPO, 2015).

Estes desafios, somados a expressiva demanda pelos produtos derivados das florestas
de eucalipto, tornam imprescindivel o desenvolvimento de novas variedades, superiores as

atualmente existentes, e a busca por novas estratégias de selecéo.

2.2  Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden

A espécie Eucalyptus grandis ocorre naturalmente na Australia, ao norte (préximo a
latitudes de 25° e 33°S) e nas regides centrais (latitude 21°S) do estado de Nova Gales do Sul
(NSW), e ao norte de Queensland (QLD) (16° a 19° S) (FIGURA 1). A altitude de suas
regibes de ocorréncia varia desde o nivel do mar até 600m de altitude na maioria das
populacbes, e de 500 a 1.000m nas é&reas do norte. O clima de sua adaptacdo ¢é
predominantemente quente e Umido. Para as populacdes do Norte, no més mais quente, a
temperatura maxima oscila entre 29 e 32°C, e, no mesmo mais frio, as minimas variam entre
10 e 17°C. Para as demais populagdes, as temperaturas variam de 24 a 30°C, e de 3 a 8°C,
respectivamente. A precipitacdo varia amplamente nas areas costeiras, de 1.000 a 3.500mm, e

nas areas centrais de 1.000 a 1.750mm, ocorrendo predominantemente no periodo do verdo. A
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espécie € encontrada em varios tipos de solo, mas apresenta mais aptiddo em solos profundos
e bem drenados, com moderada fertilidade, ndo tolerando ambientes alagados (FONSECA et
al., 2010).

Em média, E. grandis apresenta densidade basica de 490 kg/m®, teor médio de lignina
de 29%, rendimento médio de celulose de 51% e elevada taxa de crescimento, tendo boa
adaptacéo a climas subtropicais (FONSECA et al., 2010).

Figura 1 - Area de ocorréncia de E. grandis na Australia, com a procedéncia de Atherton
destacada em vermelho.
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Fonte: GARCIA et al., 2014.

No Brasil, o E. grandis foi introduzido por Edmundo Navarro de Andrade ha pelo
menos 100 anos, na estacdo experimental de Rio Claro, SP. A partir de 1970, a utilizagdo e o
melhoramento da espécie foram intensificados por diversas instituicdes, por meio da selecao
de procedéncias e selecédo recorrente reciproca (SILVA et al., 2019). Devido ao seu potencial
adaptativo e produtivo, E. grandis € uma das espécies mais exploradas no melhoramento
genético no Brasil, incluindo na Suzano S.A., sendo amplamente utilizado tanto como clone
guanto como genitor, como espécie pura ou em hibridos (principalmente com E. urophylla).

A introducdo de E. grandis de varias procedéncias nos estados do Espirito Santo e da
Bahia, realizada pelas empresas Aracruz Celulose e Bahia Sul, revelou que materiais
genéticos oriundos de Atherton (QLD — AUS) (FIGURA 1, destaque em vermelho) de menor
altitude tiveram maior adaptacdo e produtividade na regido. Esses materiais tambeém

apresentaram maior tolerancia a doencas importantes como gomose, cancro e seca de
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ponteiros do eucalipto do Vale do Rio Doce (SPEVRD), quando comparados aos materiais de
origem NSW.

2.3  Melhoramento Genético do eucalipto

O melhoramento de plantas é considerado uma das atividades mais antigas realizadas
pelo homem, que hé pelo menos dez mil anos seleciona e propaga as plantas mais Uteis e mais
produtivas para o seu beneficio (HALLAUER, 2011). O melhoramento genético pode ser
definido como a ciéncia, a arte e 0 gerenciamento de recursos para melhorar as plantas em
beneficio humano (BERNARDO, 2002), ou ainda como a aplicacéo de técnicas para explorar
o potencial das plantas e melhorar o padrdo genético das mesmas em relacdo aos seus Us0S
econémicos (HALLAUER, 2011), aumentando a frequéncia de alelos favoraveis para as
caracteristicas de interesse (PIRES et al., 2011).

No caso do melhoramento genético florestal, as principais caracteristicas desejadas sao
0 aumento da produtividade de madeira (IMA, em m3.ha*.ano™) e/ou de celulose (IMACel,
em tsa.ha’.ano™), no caso da industria de celulose, a melhoria da qualidade da madeira para
diferentes usos, a adaptacdo a condi¢des edafoclimaticas variadas e a resisténcia as principais
pragas e doencas incidentes nas regides de plantio (PIRES et al, 2011). Para atingir esses
objetivos, a(s) estratégia(s) de melhoramento utilizada(s) deve(m) ser bem definida(s) e
planejada(s) em curto e longo prazo (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015; FONSECA et al.,
2010). Essa(s) estratégia(s) deve(m) prever a definicdo das espécies e procedéncias mais
adaptadas aos locais de plantio, a selecdo das arvores que possuam combinacdes das
caracteristicas desejadas, e a manutencdo de uma populacdo base com variabilidade genetica
adequada para garantir os ganhos nas geragdes futuras (ZOBEL, TABERT, 1984).

Pode-se considerar que o melhoramento do eucalipto no Brasil teve seu inicio com
Edmundo Navarro de Andrade, em 1904, com a introducdo e identificacdo de espécies
promissoras para diferentes ambientes e finalidades (ASSIS, 2014). A partir dai, 0s primeiros
programas de melhoramento foram fundamentados na selecdo de individuos superiores, na
conducdo de areas para producdo de sementes e na hibridag&o interespecifica (FERREIRA,;
SANTOS, 1997). Os objetivos principais dessas acOes eram aumentar a uniformidade das
plantagcdes seminais de eucalipto, reduzir a mortalidade e melhorar a producédo e a forma do
fuste das arvores (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015; FERREIRA, 1993). A partir da década de
1960, o melhoramento genético do eucalipto foi impulsionado pelos incentivos fiscais ao
reflorestamento no pais (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015; PIRES et al., 2011). No periodo de

1960 a 1980, foram realizados testes de espécies e procedéncias e, subsequentemente,
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intensificaram-se 0s testes de progénie e os programas de selecéo recorrente intrapopulacional
(SRI).

Um marco muito importante na evolucdo do melhoramento do eucalipto no Brasil foi
a transicdo dos plantios seminais para os plantios clonais, com o advento da técnica de
clonagem na década de 1970 e intensificacdo do seu uso a partir de 1980 (CAMPINHOS;
IKEMORI, 1983). A clonagem trouxe ganhos excepcionais para 0s programas, permitindo a
fixacdo de suas caracteristicas através da multiplicacdo vegetativa das arvores superiores,
resistentes a doencas, e dos hibridos interespecificos com vigor hibrido (heterose) (ASSIS,
1996; 2000). Assim, a hibridacdo associada a clonagem passou a ser o método utilizado na
maioria dos programas de melhoramento no Brasil, e os plantios monoclonais passaram a ser
utilizados em escala operacional.

Ademais, a partir dos anos 2000, iniciaram-se 0s programas de selecdo recorrente
reciproca (SRR) entre populacGes de espécies divergentes, principalmente E. grandis x E.
urophylla (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015; FONSECA et al., 2010).

Atualmente, as estratégias de melhoramento florestal baseiam-se na selecdo de
genitores e na combinacdo dos mesmos via cruzamentos controlados direcionados dentro dos
programas de selecdo, podendo ser SRR e, também, SRI em populacdo hibrida sintética,
oriunda do cruzamento entre clones elites, com incorporacdo de novos clones elite a cada
geracdo (ASSIS; ABAD; AGUIAR, 2015; RESENDE; BARBOSA, 2005; FONSECA et al.,
2010;).

As progénies obtidas a partir dos cruzamentos sao avaliadas em testes de progénies e
testes clonais, que constituem as etapas béasicas do programa de melhoramento. Apds a
avaliagéo e selecdo na primeira etapa de testes clonais, € comum a instalagdo de novos testes
clonais com os clones selecionados, utilizando-se parcelas maiores, para simular a auto
competicdo dos plantios monoclonais, e em maior nimero de locais (ensaios comumente
denominados “testes clonais ampliados™). A partir dai, € possivel selecionar e recombinar
gendtipos para dar continuidade aos ciclos de selecdo, e recomendar clones para plantio em
escala operacional (PIRES et al., 2011).

As sucessivas etapas de avaliagdo e selecdo s&o importantes para confirmar a
superioridade e adaptabilidade dos materiais genéticos, em diversas situagdes ambientais que
possibilitem a selecdo para resisténcia as pragas e doencas (ALFENAS et al., 2004). Dado
essas diversas etapas, a obtencdo de clones para plantio operacional pode dispender cerca de
15 anos.

Além disso, as estratégias de melhoramento florestal devem considerar os efeitos da

interacdo genotipos por ambientes (GxA), que implica na resposta diferencial dos clones
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frente as variagBes ambientais. E essencial entender a estratificacdo dos ambientes e
selecionar clones com alta produtividade e com adaptacdo aos locais de recomendacgéo
(CHAVES, 2021).

Por fim, uma tendéncia crescente € a incorporacdo de ferramentas gendmicas aos
programas de melhoramento classico (FONSECA et al., 2010; GRATTAPAGLIA;
RESENDE, 2010). Um exemplo, j& corriqueiro, € o uso de marcadores moleculares (em baixa
ou média densidade) para andlises de identidade genética e de parentesco. Também, 0s
marcadores genéticos podem ser utilizados para estimar diversidade e distancias genéticas,
visando caracterizar e aprofundar o conhecimento sobre os materiais genéticos de interesse,
tanto no nivel individual como populacional. Por fim, ha ainda o emprego da selecdo
genémica ampla (SGA) e dos estudos de associacdo genémica ampla (GWAS, genome wide
association studies), que podem direcionar e acelerar a obtencdo de materiais genéticos de

interesse através da selecdo assistida por essas ferramentas moleculares.

2.4  Aplicacdo de marcadores moleculares no melhoramento genético do eucalipto

Marcadores moleculares sdo quaisquer sequéncias de DNA que apresentam
polimorfismo, que podem ser detectadas utilizando técnicas moleculares e que séo capazes de
fornecer informag@es a respeito do genétipo (BOREM; MIRANDA, 2009; SARASWATHY;
TAMALINGAN, 2011). Tais marcadores surgem de diferentes tipos de mutacGes no DNA,
como substituicdes, insercdes, delecbes e repeticbes em tandem. Os marcadores moleculares
vem sendo amplamente empregados em detrimento de outros tipos de marcadores (como 0s
morfoldgicos e bioquimicos) pois séo praticamente ilimitados em numero e ndo séo afetados
por fatores ambientais ou pelo estagio de desenvolvimento da planta.

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares existentes, destacam-se
historicamente: o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
principalmente SSR (Simple Sequence Repeat, também conhecidos como ‘microssatélites’) e
SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Os marcadores SSR sdo sequéncias de DNA
repetitivo, de dois a seis nucleotideos, com extensdo de até 100 pares de base. Os SSR
possuem heranca codominante (permitem diferenciar individuos homozigotos e
heterozigotos) e sdo altamente polimérficos (possuem vasto nimero de alelos por loco). Além
disso, sdo abundantes no genoma e possuem relativo baixo custo e facilidade de aplicagéo.

Sendo assim, sdo um dos marcadores mais empregados até hoje, especialmente em aplicacbes
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que exigem uma baixa amostragem da variabilidade genética, como andlises de diversidade
genética, identidade e parentesco (INGHELANDT et al., 2010).

Mais recentemente, os marcadores SNP tem se destacado frente aos microssateélites,
especialmente em aplicaces que exigem ampla cobertura genémica como a SGA e o0 GWAS.
SNP sédo posi¢des de um Unico par de bases no genoma nas quais existem diferentes alelos
nos individuos de uma dada populacdo, sendo o alelo menos abundante presente em uma
frequéncia de pelo menos 1% (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006). As principais vantagens dos
marcadores SNP frente aos SSR sdo sua maior abundancia no genoma, possibilidade de
automatizacao das genotipagens (dispensa a utilizacdo de géis e de eletroforese), rapidez das
andlises, custo competitivo e maior reprodutibilidade dos resultados. No entanto, os SNP sdo
marcadores bialélicos e, portanto, menos informativos, de modo que um ndmero
consideravelmente maior de SNP € necessario para ter um poder discriminatorio equivalente
a0 dos SSR (INGHELANDT et al., 2010).

Para o género Eucalyptus, milhares de marcadores SNP estdo disponiveis por meio da
ferramenta EuChip60K, um microarranjo (também chamado de chip) de genotipagem de alta
qualidade, que permite a analise de aproximadamente sessenta mil marcadores distribuidos ao
longo de todo o genoma (SILVA-JUNIOR; FARIA; GRATTAPAGLIA, 2015). O chip ¢
aplicavel para nove diferentes espécies de Eucalyptus, incluindo as mais empregadas no
melhoramento genético, como E. grandis, E. urophylla e seus hibridos (SILVA-JUNIOR;
FARIA; GRATTAPAGLIA, 2015). A tecnologia estd disponivel para uso através das
plataformas Illlumina Infinium® e Affymetrix Axiom®, e ja vem sendo empregada para
estudos de GWAS e SGA (BALLESTA et al., 2019; LIMA et al., 2019; VALENZUELA et
al.,, 2021, MHOSWA et al., 2022). Além disso, ja foram desenvolvidas tecnologias de
genotipagem em média e baixa densidade (dezenas ou centenas de marcadores SNP)
(IMumina-BeadExpress, ABI/BioTrove-OpenArrary, LGC— KASPGenotyping), a partir dos
marcadores presentes no EuChip60K, o que permite a genotipagem a um menor custo para
aplicacdes como teste de identidade e paternidade.

Em eucalipto, estudos recentes demonstraram o emprego de marcadores moleculares,
especialmente do tipo SNP, para diversas aplica¢fes associadas ao melhoramento genético.
Por meio de estudos de GWAS, foram identificados marcadores SNP associados a resisténcia
a vespa-da-galha (MHOSWA et al., 2022), ao crescimento e qualidade da madeira
(BALLESTA etal., 2019; LIMA et al., 2019; VALENZUELA et al., 2021) e ao florescimento
(BALLESTA et al., 2020). Os marcadores ja foram empregados também para avaliacdo da
estrutura populacional, diversidade genética (BUSH; THUMMA, 2013; DILLON et al., 2014;
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YANG et al., 2020), niveis de endogamia e reconstrucdo de parentesco (TELFER et al.,
2015).

25 Plantios monoclonais versus multiclonais

Apo6s o0 advento da técnica de clonagem na decada de 80, os plantios monoclonais de
eucalipto passaram a ser amplamente adotados, e atualmente s&o o principal modelo de
producdo florestal em escala comercial, tanto no Brasil quanto em paises como China, Africa
do Sul, Portugal, Espanha, Chile, Argentina e Uruguai (REZENDE et al., 2019). A clonagem
trouxe ganhos excepcionais para 0s programas de melhoramento, pois viabilizou a
multiplicacdo de hibridos interespecificos com maior heterose e de arvores superiores e
resistentes a doencas (ASSIS, 1996; 2000). Estima-se que os plantios clonais forneceram 25%
de ganho em volume de madeira por hectare, em comparacdo com 0s plantios seminais nas
mesmas condigdes de cultivo (ASSIS, 2014).

No entanto, ap6s o grande sucesso inicial dos primeiros materiais genéticos
selecionados e propagados vegetativamente, o ganho anual em produtividade tem diminuido
com o passar do tempo (WU, 2019). Além disso, a auséncia de variabilidade genética dentro
do plantio comercial com um unico clone implica em grande risco frente ao surgimento de
novos problemas, como pragas e doencas emergentes e mudancgas climaticas imprevistas
(GRIFFIN, 2014; KENENI; IMTIAZ, 2012; LOUWAARS, 2018). Além disso, como o ciclo
de melhoramento do eucalipto é longo (cerca de 15 anos até a recomendacdo de um novo
clone operacional), os clones avaliados durante o programa por vezes sdo testados e
selecionados em condicdes diferentes daquelas em que serdo plantados, 0 que aumenta a
incerteza quanto a sua performance.

Um exemplo da vulnerabilidade dos plantios monoclonais de eucalipto foram os
impactos causados pelo distarbio fisiolégico, doenca abidtica registrada pela primeira vez em
2007 no sul da Bahia e no Espirito Santo. A hipOtese mais aceita para o aparecimento do
distarbio fisiologico foram as alteragdes climaticas ocorridas no periodo (alta precipitacdo
seguida de seca prolongada). Os prejuizos foram enormes ja que a grande maioria dos clones
cultivados em escala comercial na época ndo eram tolerantes a essa doenca. O disturbio
ocasiona sintomas como a perda de dominancia apical, seca de ponteiro, necrose do tronco,
encarquilnamento das folhas e superbrotacbes, 0 que provocou perdas de até 40% em
produtividade e levou a mortalidade de grande parte dos plantios comerciais (comunicagdo
pessoal). Desse modo, torna-se importante explorar estratégias de cultivo comercial

alternativas aos plantios monoclonais.
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O plantio de multilinhas, empregado em culturas como a soja, o trigo, 0 arroz e o
feijdo, € um exemplo de estratégia que oferta maior seguranga, conquanto assegura um bom
nivel de produtividade (REZENDE et al., 2019). Nesse modelo de cultivo, sdo plantadas
séries de linhagens geneticamente semelhantes, mas que diferem quanto a um caractere de
interesse (e.g. resisténcia a doenca). Diversos estudos demonstraram as vantagens das
multilinhas frente a cultivares puras, no que diz respeito ao rendimento de gréos e a incidéncia
de patogenos. Botelho et al. (2010) demonstraram que as multilinhas de feijdo apresentaram
rendimento de grdos semelhante ao das linhagens individuais mais produtivas, mesmo quando
28% de linhagens susceptiveis estavam presentes na mistura. Helland e Holland (2001)
mostraram que multilinhas de aveia apresentaram rendimento superior e producéo estavel em
comparacdo com monocultura de linhagens puras. Resultados igualmente favoraveis foram
descritos para as culturas do trigo (FINCKH; MUNDT, 1992) e do arroz (ZHU et al., 2000).

Em eucalipto, um exemplo de sucesso é a estratégia de Compostos Clonais (CCs),
adotada de forma pioneira no Brasil pela empresa Fibria Celulose (atual Suzano S.A.) em
2014. Os CCs foram testados em resposta aos danos causados pelo aparecimento do distarbio
fisiolégico e a necessidade de uma alternativa para mitigacdo de riscos. Essa estratégia
consiste no plantio de uma mistura de clones superiores, distintos geneticamente, mas
semelhantes quanto ao padrdo de crescimento e produtividade. Rezende et al (2019)
demonstraram que plantios de CCs apresentam, em média, produtividades superiores aos
plantios monoclonais (tanto em escalas experimentais quanto operacionais), boa
uniformidade, menor vulnerabilidade genética e menor taxa de replantio por perdas causadas
por estresses bioticos e abidticos. No sul da Bahia e no Espirito Santo, onde as condigdes
ambientais sdo mais adversas em decorréncia do disturbio fisiolégico, a média de
produtividade (em IMA, m3.ha’.ano™) dos plantios de CC foi 7,7% superior & média dos
plantios monoclonais. Ademais, ha evidéncias de que os CCs sdo mais eficientes do que 0s
monoclones na mitigacdo da interagdo GxA (OLIVEIRA, 2020). Outra importante vantagem
dessa estratégia € o dinamismo: se um ou mais clones ndo apresentarem um bom desempenho
em um determinado momento, por qualquer motivo, estes podem ser identificados via
genotipagem e removidos do composto.

Além disso, diversos estudos corroboram que a maioria dos clones de eucalipto
performa melhor no modelo de alocompeticdo (e.g., CCs) do que em autocompeticdo
(plantios monoclonais) (REZENDE et al., 2019). Forrester e Smith (2012) evidenciaram que
plantios com mistura de duas espécies de eucalipto tiveram ganhos de produtividade de até
30% em comparacdo aos plantios de espécie Unica, e que a competicdo interespecifica foi

menos intensa do que a competicdo intraespecifica. Boyden, Binkley e Stape (2008)
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demonstraram que a variacdo genética reduz as interagBes competitivas entre as arvores
vizinhas e favorecem a produtividade. Assim, além da menor vulnerabilidade associada a
maior diversidade genética, os plantios multiclonais de eucalipto permitem ganhos de
produtividade devido a capacidade dos clones “alo-competidores” de promover

complementaridade, estabilidade fenotipica e melhor utilizacdo dos recursos ambientais.

2.6 Familias Clonais de Eucalyptus

Outra alternativa potencial — e ainda pouco explorada - de plantio multiclonal em
eucalipto sdo as familias clonais. Esta estratégia consiste no plantio de um conjunto de clones
aparentados, selecionados dentro de uma mesma progénie superior, e que apresentam
semelhanca no ritmo de crescimento, adaptagéo e produtividade.

A formacdo de uma familia clonal se da pela identificagdo de uma progénie potencial e
pela selecdo das arvores superiores desta progénie, considerando caracteristicas de interesse
como forma, incremento volumeétrico e resisténcia a pragas e doencas. A progénie que da
origem a familia clonal pode advir da polinizacdo controlada entre genitores testados no
programa de melhoramento ou de polinizacdo aberta (sementes coletadas em arvores
superiores em pomares). Dessa forma, os clones que compdem a familia clonal podem ser
irmAos completos ou meios irmaos, respectivamente. E importante que a progénie em questio
tenha produtividade média elevada e equivalente a produtividade de clones operacionais.
Ainda, a selecdo dentro de uma mesma progénie, em detrimento de selecdo massal em
plantios seminais sem estrutura de familias, é importante para estimar o valor genético da
familia controlando os efeitos ambientais.

As arvores selecionadas na progénie sdo abatidas, e as brotacBes sdo coletadas e
inseridas no minijardim clonal (MJC) no viveiro. A partir do MJC s&o produzidas mudas para
plantio em escala semioperacional, isto &, plantio de talhfes operacionais em area
correspondente a até 3% da area anual de cultivo de cada ambiente. Ou seja, nessa estratégia
as matrizes selecionadas podem ser recomendadas para plantio multiclonal em escala
semioperacional sem passar pelas fases de testes clonais e testes clonais ampliados, o que
permite um ganho expressivo de tempo na pipeline de melhoramento genético (TABELA 1,
FIGURA 2). O avanco de fases dentro do programa de melhoramento é suportado pela maior
variabilidade genética da familia clonal (a qual garante maior estabilidade na produtividade e

minimizacao dos riscos) e pela sua formacdo a partir de genitores previamente testados.
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Posteriormente, pode-se realizar a purificagio da populagdo nos plantios
semioperacionais, para obtengdo e recomendacéo de uma familia clonal melhorada em escala
operacional.

Ainda, se desejado, pode-se realizar a selecdo de clones (de forma individualizada)
dentro dos plantios multiclonais, para avanco na pipeline de Melhoramento visando

recomendagéo em escala monoclonal.
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Tabela 1 - Comparacéo entre a pipeline convencional para obtencéo e recomendacéo de materiais genéticos e a pipeline utilizando a metodologia de

familias clonais.

Ano
Metodologia 1 2 3 6 7 8 11 12
Selecéo dos
« < melhores clones nos
- Selecdo das  Producao de ~
Plpell_ne matrizes, mudas e Selecéo dos Producédo de mudas e TCA para Produgdo de
convencional . N . < recomendacéo de mudas e
ara resgate e instalacdo de TCLem melhores clones nos instalacdo de Testes TCAem lantio monoclonal  instalacio
b ~ Introducdo no Testes andamento TCL, resgate e Clonais Ampliados andamento P ¢
recomendacao iniiardi Clonai ntroduch MIC TCA em escala dos plantios
de clones minuarcim onais Introdugao no ( ) operacional, resgate operacionais
clonal (MJC) (TCL) . »
e introducdo no
MJC
Selecgdo das Producao de
Selegdo das Producéo de melhores arvores mudas e
Pipeline para matrizes, Producdo de mudas e dentro da populacéo < instalacdo de
x . ~ o Producdo de mudas .
recomendacao resgate e mudas para  instalacdo dos clonal inicial, L plantios
- . ~ S . . para ampliacdo do S
de familias  introducdo no  ampliacéo plantios em genotipagem, operacionais
. L3 : « MJC s
clonais minijardim do MJC escala resgate e introducao com a Familia
clonal (MJC) semioperacional dos clones no MJC Clonal
(purificacéo) melhorada

Fonte: Adaptado de Souza, 2016.
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Figura 2 - Comparacdo entre a pipeline convencional para obtencdo e recomendacdo de
materiais genéticos e a pipeline utilizando a metodologia de familias clonais.
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Fonte: Adaptado de Souza, 2016.

Souza (2016) apresentou os resultados de produtividade e diversidade de uma familia
clonal de E. grandis formada a partir de 57 clones selecionados em uma progénie de
polinizagéo controlada, proveniente do cruzamento entre dois clones elite da Suzano S.A. Os
materiais genéticos foram selecionados no plantio seminal para os critérios de forma,
produtividade e densidade basica, e misturados para a instalacdo de talhdes operacionais em
diferentes ambientes. O ganho meédio destes plantios, em comparacdo com a populacédo
seminal inicial, foi de 20,7%. Posteriormente, foi realizado ainda a selecéo, ou purificacéo, da
familia clonal inicial. Dentro dos talhdes operacionais, foram demarcadas trés parcelas de 100
plantas, mensuradas e identificadas as melhores arvores, utilizando intensidades de selegéo de
40, 30, 20 e 10%. As arvores selecionadas foram genotipadas para a determinagdo de suas
identidades genéticas, e os ganhos com a selecdo em diferentes intensidades foram calculados,
visando estimar e correlacionar a diversidade genética e a produtividade. Os resultados
mostraram que as selec¢des de 30% e 40% sdo as mais indicadas, pois permitem conservar um
bom ndmero de clones e proporcionar ganhos expressivos em produtividade. Em média,
utilizando as intensidades de 30 e 40% de selecdo dentro das familias clonais, os ganhos em
IMA foram de 22% e 18% em relagéo a familia clonal inicial.

Desse modo, considerando que a metodologia assegura ganhos elevados com a
sele¢do, garante a manutencéo da diversidade genética, diminui o tempo da recomendagdo de
cultivares para plantios operacionais e oferta maior seguranca frente a pragas, doengas e
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mudangas climéticas, concluiu-se que a estratégia de familias clonais € uma excelente
alternativa a selegdo tradicional de clones. Por se tratar de uma metodologia ainda pouco
explorada, sdo validos novos estudos para aferir seu potencial para novas regides de cultivo,

em termos de produtividade e variabilidade genética.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Materiais genéticos

Os clones presentes na familia clonal utilizada neste trabalho foram selecionados em
uma progénie de polinizacdo aberta, da espécie E. grandis, de origem Atherton (QLD- AUS)
e procedéncia Putiri (Aracruz, ES). A selecdo foi realizada em um Teste de Progénies
instalado no municipio de Caravelas, BA, em 2005.

O historico da obtencdo destes materiais iniciou-se em 1970, quando a empresa
Aracruz Celulose adquiriu sementes de E. grandis oriundas de Atherton e instalou Testes de
Progénies (TPR) na regido de Putiri, no litoral de Aracruz, ES. Posteriormente, os TPR foram
desbastados e transformados em Pomar de Sementes por Muda (PSM, 12 gera¢cdo). Em 1991,
a empresa Bahia Sul Celulose (atual Suzano S.A.) comprou da Aracruz Celulose sementes
coletadas em matrizes deste PSM e efetuou o plantio de talhdes operacionais em dois locais
distintos, no municipio de Caravelas, BA. Os talhdes foram desbastados, formando Areas de
Producdo de Sementes (APS) de 22 geracdo. Uma das APS foi destinada para fins de
conservacao - estando ainda ativa na empresa - e a outra utilizada para a coleta de sementes,
visando avanco da populacdo no programa de melhoramento genético e adaptacdo a regido
(formacéo de raca local), seguindo estratégia de selecdo recorrente intrapopulacional.

Em 2005, 30 progénies coletadas na APS foram avaliadas em um TPR com parcelas
aumentadas, composto por aproximadamente 151 mil plantas, no municipio de Caravelas,
BA. Em 2010, foi realizada a selecdo no TPR, considerando critérios de produtividade,
sanidade e forma de fuste, visando avanco de fase para Testes Clonais (TCL). Na melhor
progénie do experimento, cuja média de IMA se equiparava a média dos clones operacionais
plantados no mesmo local, foram selecionados cerca de 500 individuos (intensidade de
selecdo de aproximadamente 10%). Estes individuos foram entdo elencados para formar a
familia clonal utilizada neste estudo.

Cabe destacar que os materiais foram selecionados em local de alta incidéncia do
disturbio fisiologico do eucalipto e ferrugem - doencas altamente relevantes para as regionais
Bahia e Espirito Santo - e apresentaram fendtipo resistente, reforcando o seu potencial para a
regido.

Os clones selecionados foram abatidos e a brotagdo foi coletada para introducdo no

minijardim clonal. Apds perdas em funcdo da capacidade de brotacdo e enraizamento, 249
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clones foram introduzidos com sucesso no minijardim, e posteriormente propagados para

plantio da familia clonal em escala semioperacional nos anos subsequentes.

3.2  Localizacao das areas de plantio da familia clonal

Nos anos de 2014 e 2015, a familia clonal foi plantada em escala semioperacional em
diversos talhdes operacionais na unidade Bahia. Para este estudo, foram selecionados quatro
talhGes, instalados em condi¢cdes ambientais distintas e representativas da regido.

Na tabela 2 sdo apresentadas as informacGes geograficas de cada um dos locais, e na
figura 3 as localizagBes. Os talhdes possuem éarea de 4,7 a 16,8 hectares, e estdo localizados
em regides com altitudes de 76 a 144 metros, nos municipios de Caravelas e Mucuri. Em

todos os locais o solo é do tipo argissolo com textura média.

Tabela 2 - Informacdes geogréficas, data de plantio e espacamento entre arvores dos talhdes
operacionais utilizados no estudo.

Local Municipio g?;ﬁt(ijc? tﬁi:gz; ((j}?a) Latitude Longitude AIEir;l;de Espa%r?]Tento
A MO 0032005 121 182217 39,8051 76 32,5
B GRS 1404005 47 175031 -39502 82 3X2,5
C Carg‘f'as' 31/10/2014 113 17,6917 -397929 110 33
D Carg‘f'as' 28/07/2015 16,8 175723 -39.9132 144 2,5

Fonte: da autora (2022).

Figura 3 — Mapa com a localizacgdo dos talhdes operacionais utilizados no estudo.

Prado

Nanuque

Q

Fonte: da autora (2022).



30

A tabela 3 apresenta a descri¢do climatica de cada local. Os dados foram obtidos para
o0 periodo de avalia¢do (2014 ou 2015 a 2021), por meio de interpolacdo de dados de estacBes
meteorologicas localizadas proximas as areas de plantio. A precipitacdo anual média variou
de 824 a 1151 mm, e a temperatura anual media variou 23,7 °C a 24,4 °C. O indice de aridez
(que representa a razdo entre a precipitagdo e a evapotranspiragdo) variou de 0,65 a 0,87
(UNESCO, 1979). Quanto menor o indice de aridez, mais seco é o ambiente.

Tabela 3 - Informacg6es climaticas dos talhdes operacionais utilizados no estudo.

Temperatura Temperatura S o
. Temperatura L Precipitacdo Evapotranspiracao : .
minima - maxima g . Indice de
Local . média 0 media anual  potencial anual .
média C) média (mm) (mm) aridez
(°C) (°C)
A 20,4 24,2 29,5 974 1356 0,72
B 20,7 24,4 29,1 1151 1328 0,87
C 20,1 23,8 29,0 967 1263 0,77
D 20,2 23,7 28,8 824 1259 0,65

Fonte: da autora (2022).

3.3 Coleta de dados

Em cada talhdo da familia clonal, foram demarcadas trés parcelas quadradas de 100
plantas, alocadas sistematicamente dentro do plantio, totalizando 300 arvores por local. A
circunferéncia a altura do peito (CAP, cm) das arvores foi mensurada com auxilio de uma fita
diamétrica, e o diametro a altura do peito (DAP, cm) foi estimado através da formula: DAP =
CAP/z. As medicGes foram feitas nos plantios aos 6 anos de idade, aproximadamente.

Com o dado de DAP, as arvores de cada parcela foram ordenadas de forma decrescente, e
as 30 melhores arvores de cada parcela foram selecionadas, totalizando assim 90 arvores por
local. Essas arvores foram genotipadas com 92 marcadores SNPs (ver secdo 3.4) para
identificagdo clonal, com o objetivo de realizar uma purificagdo na familia clonal inicial. O
nivel de selecdo de 30% foi adotado pois permite a obtencdo de ganhos em produtividade
concomitantemente a manutencdo da variabilidade genética, conforme evidenciado por Souza
(2016).

Para as 30% melhores arvores selecionadas, uma nova medicdo foi realizada aos 7 anos,
para tomada dos dados de DAP e de altura (ALT, m), com auxilio de fita diamétrica e
hipsdmetro, respectivamente. A partir do DAP e da ALT foi calculado o volume individual
(VOL, m?), utilizando a equago do inventario da empresa, ajustada para a unidade da Bahia.

Com o namero de arvores por hectare (N), calculado em funcdo do espacamento dos plantios,
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foi possivel estimar o incremento médio anual com casca (IMA, m®ha™.ano™) através da
formula: IMA = X% x N.

idade

Além do desempenho em IMA (principal variavel de selecdo), as arvores também foram
avaliadas quanto a forma do fuste, sobrevivéncia e sanidade.

Para fins de comparacéo, em cada local foi selecionado um talhdo com plantio de clone
operacional (testemunha) adjacente ao talhdo da familia clonal. Nesses talhGes monoclonais,
foram demarcadas duas parcelas circulares de 20 plantas (parcelas no formato de inventario
operacional) e mensurado o CAP das arvores, a partir do qual o DAP foi estimado. Vale
destacar que os talhGes com plantio de clone operacional e com plantio da familia clonal
tiveram os mesmos tratos silviculturais.

Para apresentar a performance em DAP da familia clonal e das testemunhas em cada local,
foram plotados graficos boxplot, confeccionados no software R (R CORE TEAM, 2020), por
meio do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016).

3.4 Identificagdo clonal das arvores selecionadas nos quatro locais

Para as 30% melhores arvores selecionadas em cada local, foi realizada coleta de
amostra vegetal, para posterior extracdo de DNA e genotipagem. As amostras foram coletadas
por meio de raspagem do tecido cambial com bisturi, ap6s abertura de um painel na casca,
conforme ilustrado na figura 4. O material coletado foi acondicionado em tampéo CTAB 2%
e 0 DNA foi extraido seguindo protocolo desenvolvido pela Suzano S.A., adaptado de Doyle
e Doyle (1987).

Figura 4 - Amostragem de tecido do cambio para extracdo de DNA.

i

Fonte: FuturaGene, Suzano S.A (2019).

A genotipagem foi realizada na empresa LGC Genomics (LGC, Teddington, UK),
utilizando um painel com 92 marcadores moleculares do tipo SNP, por meio da metodologia

KASP (Kompetitive allele specific PCR). A anélise da qualidade dos dados de genotipagem e
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do perfil genético das arvores selecionadas foi realizada pela empresa AgroPartners
(Agropartners Consulting, Aragatuba, SP). Os perfis genéticos das arvores foram comparados
entre si, e também comparados com o banco de genotipagens da empresa.

Os 92 SNPs utilizados no trabalho correspondem a um subset de marcadores SNPs
disponivel na plataforma EuChip60k, e foram previamente selecionados pela Suzano S.A para
a construcdo de um painel de genotipagem de baixa densidade. Os SNPs deste subconjunto
atendem aos critérios de qualidade (GenTrain Score > 0,9; Call Rate > 0,99; Minor Allele
Frequency (MAF) > 0,02; P-value HWE > 0,05 e R2 < 0,15) e estdo distribuidos em todos 0s
11 cromossomos do genoma do eucalipto. O painel ja havia sido anteriormente validado em
diversos clones do germoplasma da empresa e sua alta capacidade discriminatéria clonal foi
comprovada.

Com base no perfil genético das arvores selecionadas, foram identificados os clones
presentes na familia clonal em cada local, na intensidade de selecdo de 30%. Por meio dessa
analise também foi possivel anotar o nimero de vezes que um determinado clone aparece

entre as 30% melhores arvores selecionadas em cada um dos quatro locais.

3.5  Coincidéncia e correlagdo entre os clones selecionados em cada local

Visando verificar o nimero de clones diferentes genotipados em cada local, bem como
0 numero de clones coincidentes entre as 30% melhores arvores de cada local, foi construido
um Diagrama de Venn, utilizando a plataforma Venny 2.1 (OLIVEROS, 2015).

A fim de avaliar a correlacdo linear entre o ordenamento no desempenho silvicultural
dos clones coincidentes entre os locais, foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman.

A correlacdo de Spearman pode ser descrita pela seguinte equacéo (DIAS; BARROS, 2009):

6 Y d?
rp=1— ——O
(n3 —n)

Onde d; = R(x;) — R(y;) é a diferenca entre os rankings de cada observacéo, e n € 0 nimero
de observacdes (pares de x e y).

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi obtido por meio do software R, utilizando
a funcdo cor.test do pacote stats (R CORE TEAM, 2020).
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3.6  Analise da diversidade genética dos clones da familia clonal

Para avaliar a diversidade genética dos clones presentes nas 30% melhores arvores em
cada local, foram estimadas as médias de MAF (minor allele frequency), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e indice de fixacdo de Wright (F) para os
marcadores SNP utilizados nas genotipagens. Para cada locus com alelos A; e A, as métricas

foram calculadas por meio das equac@es descritas abaixo:

MAF = min(p, q)

nH
o=
He=1-p?—q*
F= (He_Ho)
H,

Em que:

p é a frequéncia do alelo Ay;

q € a frequéncia do alelo A,

nH é o nimero de genotipos heterozigotos (4,4, ou A,A;) em um determinado locus;

N é o nimero total de individuos.

As analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2020), utilizando o
pacote snpReady (GRANATO; FRITSCHE-NETO, 2018). Foram analisados apenas 0s

marcadores que apresentaram MAF maior que 0,05 e Call Rate maior que 0,7.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desempenho da familia clonal inicial e comparagdo com a testemunha

operacional monoclonal

A tabela 4 apresenta o resultado do desempenho silvicultural da familia clonal (FC) e
da testemunha operacional (TE) em cada local. Sdo apresentadas as médias de porcentagem
de sobrevivéncia (SOB, %) e diametro a altura do peito (DAP, cm), a nivel geral e de
parcelas. Também foram estimados o intervalo de confianca (IC, cm) e coeficiente de
variacao (CV, %) para os dados de DAP.

Na figura 5 é apresentado um grafico boxplot comparando a performance em DAP

para a familia clonal e para a testemunha em cada local.

Tabela 4 - Dados médios da performance da familia clonal inicial (FC) e da testemunha
operacional (TE) nos quatro locais, a nivel de parcela e geral: didmetro a altura do
peito (DAP), intervalo de confianca (IC), coeficiente de variacdo (CV%) e
sobrevivéncia. (continua)

Idade de Material

Local o e Parcela DAP IC CV% SOB
medicéo genético

FC 1 15,8 [15,0-16,7] 25 85

FC 2 159 [15,2-16,6] 23 95

FC 3 16,4 [15,6 - 17,2] 24 94

A 59 FC Total 16,0 [15,6-16,5] 24 91
TE 1 14,6 [13,4-15,8] 18 100

TE 2 14,3 [13,4-151] 14 100

TE Total 14,4 [13,7-15,2] 16 100

FC 1 15,7 [14,9-16,4] 24 94

FC 2 15,8 [15,1-16,6] 22 89

FC 3 17,0 [16,2-17,8] 24 97

B 5,9 FC Total 16,2 [15,7 - 16,6] 23 93
TE 1 16,1 [15,0-17,2] 16 100

TE 2 15,8 [15,1-16,6] 11 100

TE Total 16,0 [15,3-16,6] 14 100

FC 1 151 [14,6 - 15,7] 17 86

FC 2 15,2  [14,7 - 15,8] 18 88

FC 3 154 [14,9 - 16,0] 16 83

C 6,3 FC Total 15,3 [14,9 - 15,6] 17 86
TE 1 16,0 [15,4-16,5] 8 100

TE 2 15,8 [15,3-16,3] 7 100

TE Total 159 [15,5-16,2] 7 100
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(concluséo)

Idade de Material

Local - - Parcela DAP IC CV% SOB
medicdo genético
FC 1 140 [13,5-14,4] 13 78
FC 2 139 [13,3-14,4] 17 71
FC 3 136 [13,1-141] 17 73
D 5,6 FC Total 13,8 [13,5-14,1] 16 74
TE 1 13,8 [13,0 - 14,5] 12 100
TE 2 14,3  [13,1-15,5] 20 100
TE Total 14,0  [13,3-14,8] 17 100

DAP: diametro a altura do peito (cm); IC: intervalo de confianca a 95% de significancia (cm); CV:
coeficiente de variacéo (%); SOB: sobrevivéncia (%)
Fonte: da autora (2022).

Figura 5 - Distribuicdo de DAP (cm) para a familia clonal inicial (FC), em comparagdo com a
testemunha operacional (TE) em cada local.

DAP (cm)

‘ ordem
B3
- * FC

B c D
Local

Fonte: da autora (2022).

Pode-se observar que a performance da familia clonal foi melhor no local B, tanto em
relacdo a média de DAP (16,2cm) quanto a sobrevivéncia (93%), enquanto o pior
desempenho ocorreu no local D (média de DAP 13,8cm e sobrevivéncia 74%). Para as
testemunhas operacionais, a maior e menor média de DAP também foram observadas para 0s
locais B e D, respectivamente. Esse resultado estd em linha com a performance observada
para os plantios operacionais da empresa nesses locais. O local B possui a maior média anual
de precipitacdo e o maior indice de aridez, sendo, portanto, um ambiente mais Umido e mais
favoravel. Ja o local D possui 0 menor indice de aridez, além de histérico de ocorréncia de

déficit hidrico.
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Vale destacar que os sites A e B estdo localizados nas regides com maior incidéncia de
disturbio fisiolégico (maior proximidade ao litoral e menores altitudes). O bom desempenho
da familia clonal nesses locais corrobora o fenotipo resistente dos clones que compdem o
plantio, o que ja havia sido observado na selecdo feita no plantio seminal para composicéo da
familia clonal.

Nos locais A, B e C, a variacdo dos dados de DAP para os clones testemunha foi
menor do que para a familia clonal, conforme evidenciado pelos valores de CV e pela
dispersdo dos dados de DAP no boxplot. Esse resultado esta dentro do esperado, pois no
plantio monoclonal ndo h& variacdo genética entre as arvores, isto é, toda a variacdo
observada deve-se ao ambiente. J& no plantio da familia clonal, além da variagdo ambiental,
ha a variacdo genética entre os diversos clones presentes no plantio. No local D, no entanto, a
variacdo dos dados de DAP foi similar para a testemunha operacional e para a familia clonal.
Por ser um ambiente mais desafiador, o local D pode ser menos efetivo em diferenciar os
clones com maior potencial. Ou seja, neste local a performance dos clones tende em dire¢do a
média.

Nos locais A e B, a média de DAP da familia clonal foi superior a da testemunha
(16,0cm versus 14,4cm no local A e 16,2cm versus 16,0cm no local B). J& nos locais C e D, a
produtividade da testemunha monoclonal foi superior. O nimero de clones que compdem a
familia clonal inicial (249 clones) é muito elevado, e por conseguinte a heterogeneidade dos
plantios também é alta, o que afeta a produtividade. No futuro, para a formacdo de novas
familias clonais a partir da selecdo em plantios seminais, podem ser aplicadas intensidades de
selecdo maiores, visando a obtencdo de um conjunto menor de clones, com maiores ganhos.
Contudo, o conjunto de clones selecionado deve ser suficientemente grande para permitir
novas selecdes e purificagfes no futuro, visto que cada clone selecionado no plantio seminal
esta representado por uma Unica repeticdo, em um Unico local. Assim, sua performance pode
ndo se manter nos plantios futuros em novos locais e ambientes. Além disso, uma maior
diversidade de clones pode minimizar os efeitos da interacdo GxA.

Em suma, observa-se que a familia clonal apresenta valores competitivos de DAP em
relacdo as testemunhas nos quatro locais, além de possuir elevada variacdo de DAP entre as
arvores, especialmente nos locais A e B. Esses resultados subsidiam a aplicacdo de selecéo
dos melhores clones dentro da familia clonal para obtencdo de uma familia clonal melhorada,

com ganhos em produtividade.
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4.2  Ganhos em produtividade com a sele¢cdo dentro da familia clonal inicial

Com o objetivo de realizar uma purificacdo para aumentar a produtividade da familia
clonal, nos quatro locais foram selecionadas as 30 arvores com o maior DAP em cada uma
das trés parcelas, totalizando assim 90 &rvores por local. O nivel de selecdo de 30% foi
adotado pois permite a obtencdo de ganhos em produtividade concomitantemente a
manutencdo da variabilidade genética, conforme evidenciado por Souza (2016).

Conforme apresentado na tabela 5, a selecdo das 30% melhores arvores de cada
parcela proporcionou incremento expressivo na média de DAP da familia clonal em cada
local, variando de 15,8 cm (local D) a 20,5 cm (local B), o que representou ganhos de 14% a
27% em relacao a familia clonal inicial.

Em comparacdo com a testemunha operacional de cada local, os ganhos em DAP com
a selecdo aplicada a familia clonal variaram de 13% a 41%. E importante ressaltar que esses
ganhos provavelmente estdo superestimados, pois parte da superioridade das melhores arvores
possui natureza ambiental e, portanto, ndo sera transmitida para futuros plantios com essas
arvores selecionadas. A real produtividade e os ganhos poderao ser aferidos apenas quando as
arvores selecionadas forem testadas em alo-competicdo umas com as outras em novos
plantios (plantios da familia clonal melhorada). Ainda assim, os resultados indicam que ha
muita margem para ganhos em produtividade com a utilizacdo de uma familia clonal

melhorada, além dos ganhos esperados em uniformidade.

Tabela 5 - Média e ganhos em DAP com a selecdo das 30% melhores arvores de cada parcela
da familia clonal, em comparacdo com a familia clonal inicial e com a testemunha
operacional, nos quatro locais.

Meédia de DAP Média de Média de Ganho em Ganho em
das 30% DAP da DAP da relacéo a relacdo a
Local , ol o

melhores arvores familia clonal testemunha familia clonal testemunha

da familia clonal inicial operacional inicial operacional
A 20,3 16,0 14,4 27% 41%
B 20,5 16,2 16,0 27% 28%
C 17,9 15,3 15,9 17% 13%
D 15,8 13,8 14,0 14% 13%

Fonte: da autora (2022).

A selegcdo também implicou em uma diminuig&o significativa da variacdo dos dados de
DAP, em comparagdo com a dispersdo observada anteriormente na familia clonal inicial, o

que ja era esperado em funcéo da reducéo da variabilidade genética (FIGURA 6).
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Figura 6 — Distribuicdo dos dados de DAP (cm) para as 30% melhores arvores em cada
parcela da familia clonal (FC_30), em comparagdo com a familia clonal inicial (FC)
e a testemunha operacional (TE), por local.
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O simbolo em branco em cada boxplot representa a média de DAP.
Fonte: da autora (2022).

Ademais, conforme apresentado na figura 2 do referencial tedrico, a obtencdo e a
recomendacdo de familias clonais melhoradas podem ocorrer mais rapidamente do que a de
monoclones, proporcionando um ganho de até quatro anos na pipeline de melhoramento
genético. Diante do exposto, € possivel constatar o potencial e a viabilidade da estratégia de
familias clonais para a obtencdo e recomendacdo de cultivares, assegurando ganhos em
produtividade e tempo.

Antes de prosseguir com o abate das arvores selecionadas na familia clonal inicial, e
com a instalagdo no minijardim e propagacdo vegetativa para realizar os plantios
operacionais, é importante determinar a identidade genética das arvores, por meio do uso de
marcadores moleculares. Essa analise permite determinar o ndmero de clones diferentes
presentes na selecdo, elucidar a variabilidade genética das arvores selecionadas e comparar a
identidade dos clones selecionados nos diferentes locais. A partir disso, sera possivel deliberar
entre a formagdo de uma unica familia clonal melhorada para todos os locais (caso haja
coincidéncia significativa entre os clones), ou a formacéo de familias clonais especificas para
cada local. Além disso, serd possivel simular o impacto na variabilidade genética e nos
ganhos em produtividade quando maiores intensidades de sele¢do forem aplicadas na familia

clonal.
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4.3  Caracterizacdo do perfil genético dos clones presentes nas arvores selecionadas

Por meio da genotipagem das 90 arvores selecionadas em cada local (intensidade de
30%), com o conjunto de 92 marcadores SNPs, o0 numero de clones distintos presente em cada
local foi identificado (TABELA 6).

Tabela 6 - Namero de clones presentes nas 30% melhores arvores da familia clonal em cada
local, no total e por parcela.

Local Parcelal Parcela?2 Parcela3 Total

A 17 20 16 43
B 24 18 17 45
C 24 25 26 57
D 18 20 25 53
- - - - 123*

*QO numero total de clones ndo corresponde a soma do nimero de clones em cada local, pois
hé clones coincidentes entre os locais.
Fonte: da autora (2022).

Das 360 arvores genotipadas no total, duas ndo foram aprovadas no controle de
qualidade (Call Rate < 70%) (uma arvore da parcela dois do local A e uma arvore da parcela
dois do local D). Consequentemente, essas amostras ndo tiveram sua identidade genética
determinada. Para as 358 amostras restantes, foram identificados 123 clones diferentes. Dois
destes clones, representados por trés arvores, tiveram identidade genética correspondente a de
testemunhas operacionais, provavelmente devido a atividade de replantio para eliminar as
falhas no inicio da implantacdo florestal. Esses sdo os clones C016, presente em duas arvores
no local C, e C019, representado por uma arvore no local A. Assim, foram identificados 121
clones da familia clonal dentre as arvores selecionadas. Em cada local, dentro das 90 arvores
selecionadas, o nimero de clones variou de 43 (local A) a 57 (local C).

O maior namero de clones identificado nos locais C e D pode estar associado com a
menor variagdo de DAP observada nesses locais, conforme evidenciado nas figuras 5 e 6
(menor dispersédo dos dados de DAP da familia clonal inicial em relagdo a mediana). Por
serem ambientes mais desafiadores, estes s&o menos efetivos em diferenciar os clones com
maior potencial. Ou seja, de modo geral a performance dos clones tende em direcdo a média,
e consequentemente menos clones sdo eliminados com a aplicagdo de selecdo, e o nimero
final de clones selecionados é maior. De modo contrario, os ambientes A e B possuem a
maior média e a maior dispersdo em direcdo a média, sendo assim mais favoraveis para a

discriminacdo e selecdo dos clones com maior potencial.
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Na tabela 7 é apresentada a lista dos clones e as suas respectivas frequéncias em cada
um dos quatro locais.

Tabela 7 - Frequéncia de participacdo dos clones nos locais A, B, C e D. (continua)

Local A Local B Local C Local D

Clone N°de N° de N° de N° de N° de N° de N° de N° de
arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%)

cool 1 2

C002
C003
cot 1
CO005
C006
C007
C008
C009
C010
C011
C012
C013
colt 1
C015 1
Co16
C017
C018 2
C019
C020
C021
C022
Cc023
C024
C025
C026
Cc027
C028
C029
C030
C031
C032
C033 3
C034

C035

C036

C037 1
C038 1
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C039 1
C040 2
Co041 1
(continua)
Local A Local B Local C Local D

Clone No°de N° de N° de N° de N° de N° de N° de N° de
arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%)

C042 1
1

C043
C044
6 7% 4 4% 3

C045
C046
co47
C048
C049
C050
C051 1
C052

C053 1
C054
CO055
C056
C057
C058
C059
C060
Co61
C062 1
C063

C064 2
C065

C066

Cc067

C068

C069

C070 3
C071
Co72 1
C073
cors 1
C075
C076
co77
C078

NP

9 10% 1

1 1% 1
1% . 1%

1%

N Ol

e

8 9% 2

w o - b~

w

[EEN
o o o o %
> > > > >

N

R R WN

B Wk N

N

[EEN

R RPN




42

C079 1
C080 1

cosyt 1 1%

cos2 1 1% 1
C083 1 1 1%

(concluséo)

Local A Local B Local C Local D

Clone No°de N° de N° de N° de N° de N° de N° de N° de
arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%) arvores arvores (%)

C084 1 1% 2
C085 1 1%
C086 1 1%
Cc087 1 1%
C088

C089 2
C090

C091

C092

C093

C094

C095

C096

C097 2
C098
C099
C100
C101
C102 2
C103 2
cloe 3 [
C105
C106
C107 2
clo8 1
C109 1 1%
C110 1
C111
C112
C113
Cl14 1
C115
C116
C117
C118
C119
C120

1%
1%
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Ci1z1 1

c1zs .

Fonte: da autora (2022).

Considerando os quatro locais, a participacdo dos clones variou de 1% (apenas uma
arvore) até 10% (9 arvores) (clone C049, local B). A maioria dos clones estava presente nos
locais com somente uma Unica arvore: 53%, 62%, 63% e 58% dos clones nos locais A, B, C e
D, respectivamente.

A presenca de apenas uma arvore selecionada para um dado clone pode dificultar a
conclusdo a respeito do seu mérito genético. Existe a possibilidade desta arvore ter sido
beneficiada por fatores ambientais (como falhas ou plantas vizinhas inferiores), enquanto
outras arvores do mesmo clone ndo tiveram a mesma vantagem e consequentemente nao
apresentaram desempenho superior. Nessas condicfes, a performance do clone em plantios
futuros pode ndo se repetir. Outrossim, ha mais seguranca na selecdo de clones que sdo
representados por varias arvores superiores no plantio, pois a estimativa de produtividade é
mais precisa utilizando-se a média de varias arvores.

Além disso, é possivel que alguns clones tenham sido sub-representados nos talhdes,
em decorréncia de diferencas no nimero de mudas obtidas por clone para o plantio. Apesar de
terem sido plantados com a mesma representatividade de cepas no minijardim clonal e
coletados em aproximadamente igual quantidade de estacas para a producdo de mudas, 0s
clones podem ter apresentado diferengas de enraizamento, e consequentemente diferengas no
namero final de mudas produzidas. Outra possibilidade para a baixa frequéncia de alguns
clones esta relacionada com a amostragem realizada nos talhdes operacionais (trés parcelas de
100 plantas), que pode n&o ter sido suficiente para abarcar todos os clones presentes na
familia clonal (N = 249) de forma representativa.

Para verificar a possibilidade de influéncia ambiental na produtividade dos clones
representados por uma unica arvore, foi feita uma comparacdo da média do numero de falhas
laterais e diagonais para 0s clones com apenas uma arvore selecionada e para os clones
presentes em maior frequéncia. Essa analise mostrou que ndo houve diferenca significativa no
numero médio de falhas desses dois conjuntos de clones (dados ndo mostrados). Além disso,
Santos et al (2021) apontam que o incremento de produtividade em uma &rvore beneficiada
pela presenca de falhas ou plantas dominadas na vizinhanga néo é significativo, e ndo impacta
na acuracia ou no ordenamento das arvores selecionadas.

Sendo assim, a hipotese mais provavel para explicar a grande quantidade de clones

com uma Unica arvore é aquela associada a variagdes aleatdrias na multiplicacdo dos clones
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para producdo das mudas, e ao tamanho das parcelas amostradas para avaliagdo das arvores.
Dessa forma, para fins de selecdo e formagdo da familia clonal melhorada, é prudente ndo
desprezar os clones pouco representativos, e sim avaliar sua performance em plantios futuros.
Além disso, em selecbes futuras utilizando a estratégia de familias clonais, podem ser
adotadas parcelas maiores para a avaliagdo da familia clonal inicial em talhdes operacionais,
especialmente em situages onde esta tenha sido formada com um ndmero elevado de clones,
como na familia aqui estudada (N = 249). Uma sugestdo seria ajustar o nimero de plantas
totais a serem amostradas visando abranger pelo menos 5 repeticGes de cada clone presente na
familia clonal inicial. Assim, para uma familia clonal com x clones, o nimero total de plantas

amostradas nas parcelas deve ser N = x X 5.
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4.4  Coincidéncia e correlagdo entre os clones selecionados em cada local

A fim de comparar os clones selecionados nas 30% melhores arvores de cada local e
determinar a coincidéncia entre eles, foi construido o diagrama de Venn (FIGURA 7). Para
estas andlises, foram desconsiderados os dois clones testemunha identificados nos locais A e

C, e mantidos apenas 0s 121 clones que pertencem a familia clonal.

Figura 7 - Diagrama de Venn com o numero de clones coincidentes entre as 30% melhores
arvores identificadas na familia clonal plantada em cada local.

Local B (N = 45) Local C (N = 56)

Local A (N = 42) . : Local D (N = 53)

Fonte: da autora (2022).

No geral, a coincidéncia de clones entre os locais foi baixa. Apenas dois clones (C025
e C046) foram identificados em comum nos quatro locais. Vinte e dois clones foram
identificados em pelo menos trés locais, 51 em pelo menos dois locais, enquanto a maioria
(70 ou 58%) foram identificados em um unico local. Entre os locais AXBXC, seis clones sao
comuns, entre AXBxD e AXCxD, sete clones s&o comuns, e entre BxCxD, a coincidéncia é de
oito clones. O ambiente com maior nimero de clones especificos (Unicos) foi o local C, com
25 clones. Analisando os locais par-a-par, a maior coincidéncia de clones ocorre entre 0s
sitios BXxD e CxD, que compartilham 20 clones, e a menor corresponde aos locais AxB e
AXC, que compartilham 14 clones.

Visto que a familia clonal instalada nos quatro locais foi a mesma, isto €, foi formada
pelo mesmo conjunto de 249 clones, uma das hipoteses para explicar a baixa coincidéncia dos

melhores clones entre os locais é o desbalanceamento no nimero de repeti¢es dos clones e a
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presenca de apenas uma repeticdo para a maioria dos clones (conforme evidenciado no item
4.3). Isso pode ocasionar uma super ou sobre estimativa dos dados de produtividade dos
clones e consequente alteracao no ranking em cada local.

Ainda, outra hipdtese é a existéncia de interacdo genotipos por ambientes (interacdo
GxA) entre as areas de plantio. A fim de entender a magnitude da interacdo GxA, foi
realizada a andlise da correlacdo entre o desempenho silvicultural em IMA dos clones nos
diferentes locais, utilizando o método de Spearman. A correlacdo de Spearman é um método
ndo paramétrico, isto é, ndo exige normalidade dos dados, e leva em consideracdo o
ordenamento dos gendtipos nos locais, e ndo os valores absolutos observados. Dessa forma,
considerando o desbalanceamento dos dados e a diferenca na magnitude dos valores de IMA
entre os locais, esse método mostra-se adequado para a andlise de correlagdo (SANTOS,
2014). Os valores de correlacdo de Spearman sdo afetados pela intensidade da interacdo entre
os locais: valores maiores indicam maior coincidéncia no ordenamento dos clones nos
diferentes ambientes, 0 que por sua vez denota uma menor magnitude da interacdo GxA entre
os locais. De modo contréario, estimativas baixas desse parametro evidenciam baixa
coincidéncia no ranking dos clones entre os locais, indicando que a interacdo GxA ¢é
significativa (RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA, 2012).

Conforme apresentado na tabela 8, as estimativas da correlacdo de Spearman entre a
performance em IMA dos clones nos locais par-a-par apresentaram valores baixos, variando
de 0,01 (locais BxC) até 0,48 (locais AxD). Em nenhum dos casos a correlacdo foi
estatisticamente significativa ao nivel de significancia de 95%. Esses resultados corroboram a

existéncia de interacdo GxA entre os locais de estudo.

Tabela 8 - Coeficiente de correlacdo linear de Spearman para o desempenho silvicultural em
IMA dos clones entre os locais.

A B C D

A 008™ 030™ 048™
B 001™ 043™
C 0,08 "™
D

ns = ndo significativo a 95%.
Fonte: da autora (2022).

Visando ilustrar a diferenga na performance dos clones entre os locais par-a-par e
reforcar os resultados obtidos pela analise de correlacdo de Spearman, na figura 8 sao
apresentados gréaficos de linhas da performance dos clones coincidentes para os locais par a

par.
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Figura 8 - Graficos da performance média em IMA (m3.ha™.ano™) dos clones para os locais
par-a-par (AxB, AxC, AxD, BxC, BxD e CxD), evidenciando as trocas de
ordenamento dos clones nos diferentes locais.
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Fonte: da autora (2022).

Para os locais AxB, dentre os 14 clones coincidentes, destaca-se a alteracdo da
performance do clone C007 (2° colocado no local A; 13° colocado no local B) e C008 (7°
colocado no local A; 1° colocado no local B). Nenhum dos clones apresenta 0 mesmo
ranqueamento entre os locais. No entanto, os clones C046 e C0O55 apresentaram performance
superior nos dois locais (estdo entre os 5 melhores em cada sitio), enquanto os clones C025 e
C062 apresentam performance inferior em ambos.

Na comparagdo entre os locais A e C, os clones C014 e C029 apresentaram alteracéo
mais significativa no ranking, saindo da 42 posicdo no local A para a 132 posi¢édo no local C, e
da 142 no local A para 42 no local C, respectivamente. Os clones C004, C046 e C089
destacam-se por performar bem nos dois locais, sendo que o C004 apresenta a mesma posi¢éo
(2° do ranking) em ambos os sites.

Para AxD, tambem foi possivel observar alteracdes significativas no desempenho dos
clones, destacando-se os materiais C004, C008, C025 e C049. Novamente o clone C046
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performou bem em ambos os locais, assim como os clones C082 e C055. Ja o clone C057
teve o pior desempenho considerando os dois locais.

Entre os locais B e C, os clones C046 e C089 destacam-se pela boa performance,
enquanto o clone C051 apresenta o pior desempenho. As inversdes mais significativas de
ranking sdo observadas para os clones C094, que cai da primeira para a penultima posi¢éo de
B para C, e para o clone C107, que possui 0 3° maior IMA no local C, e 0 menor IMA no
local B.

Ja entre os locais B e D, os materiais C036 e CO75 possuem o pior desempenho
considerando os dois sites, enquanto os clones C061 e C008 apresentaram comportamento
superior e estdvel entre os locais. Novamente ocorrem inversdes significativas na
performance, com énfase para os clones C090 e C110, que possuem resultados opostos entre
0s sites.

Por fim, na comparagdo entre os sites C e D, as maiores discrepancias na média de
IMA ocorreram para os clones C014 e CO036, que performam bem nos locais C e D,
respectivamente, e cuja variacdo em relacdo ao outro local é de 17 e 15 posi¢des no ranking.
O unico clone que apresentou desempenho superior nos dois locais foi 0 C046.

Com base nestes resultados, foi possivel observar que o clone C046 se sobressaiu em
relacdo aos demais, pois foi o Unico material que apresentou boa performance em todos os
locais, demonstrando assim potencial em relacdo a adaptacao, estabilidade e produtividade. O
clone C025, que também estd presente em todos os locais, apresentou resultados
intermediarios a inferiores entre os sites. Determinados clones apresentaram boa performance
em mais de um local, como C004, C008, C025, C049, C055, C061, C069, C082 e C089. No
entanto, a ocorréncia de grandes trocas de ordenamento na performance de alguns clones
entre todas as comparacdes de locais par-a-par indica que a interacdo GXA é do tipo complexa
(COSTA NETO, 2017).

Dessa forma, considerando-se i) a baixa coincidéncia dos clones selecionados entre 0s
locais, ii) a baixa correlagdo entre a performance média dos clones e iii) a existéncia de
interacdo GxA do tipo complexa entre as areas, os resultados indicam a necessidade de formar
familias clonais melhoradas especificas para cada ambiente, selecionando os clones de forma

a garantir maior adaptabilidade e produtividade para cada site.

4.5  Determinacdo do numero de clones para formacdo da familia clonal melhorada
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Antes de recomendar as familias clonais melhoradas para plantio operacional, uma
ponderagdo importante é determinar o nimero de clones que devem as compor. O intuito é
identificar o conjunto de clones que forneca os maiores ganhos em produtividade, conquanto
assegurando a manutencao da diversidade genética.

Oliveira (2020) discutiu a respeito do nimero adequado de clones para a formacao de
plantios de compostos clonais, considerando variagdo de cinco a 20 clones, e ponderou que a
quantia de 10 clones ¢é ideal, pois nessas condi¢des a produtividade ¢ alta e, caso algum clone
futuramente apresente performance inferior nos novos locais de plantio, seu impacto na média
do composto clonal ndo sera tdo significativo. Com menos clones (por exemplo, cinco), a
média do composto é maior, porém a diversidade genética € menor e o risco de impactos na
performance futura é maior. Wu (2019) aponta que o nimero ideal para plantios multiclonais
esta entre 5 a 30 clones, que seriam suficientes para garantir a mesma “seguranca’ que seria
obtida com uma populacdo infinitamente grande. A inclusdo de mais clones ndo contribui
significativamente para a reducdo de risco, e pode ocasionar maior heterogeneidade do
plantio. Souza (2016) indicou a formacdo de uma familia clonal melhorada composta por 17
clones.

Neste estudo, a intensidade de selecdo de 30% aplicada as arvores da familia clonal inicial
resultou na identificacdo de 42 a 56 clones por local, e os ganhos em relacdo a familia inicial e
a testemunha operacional foram muito expressivos (itens 4.2 e 4.3). Assim, este nivel de
selecdo pode ser considerado adequado como ponto de partida, permitindo posteriormente a
escolha dos melhores clones para cada local. Simulando o emprego de intensidades de selecédo
(IS) maiores, de 20, 10 e 5%, o nimero de clones cai para 8 a 15 clones na IS de 5%, e 0s
ganhos em relagéo a selecéo inicial seriam incrementados significativamente (TABELA 9).
Embora a IS de 5% também tenha se mostrado adequado nesse estudo, a intensidade inicial de
30% é mais pertinente pensando na utilizagdo futura dessa estratégia de selecdo em novas
populacdes de familias clonais, cujo nimero de clones presentes pode variar. Se necessario,
apos a identificacdo dos clones presentes nas 30% melhores arvores selecionadas e
determinacdo das suas médias de produtividade, um conjunto menor de clones pode ser
selecionado, sempre avaliando o equilibrio entre a maximizacéo dos ganhos e a minimizacao
dos riscos. Ou seja, ha bastante flexibilidade e versatilidade para a selegéo do melhor conjunto

de clones utilizando essa estratégia.
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Tabela 9 - Numero de clones, estimativa média de IMA (m3ha*.ano™) e ganho com
diferentes niveis de selecdo na familia clonal inicial, nos quatro locais.

Intensidade de N°de  Médiade IMA  Ganhoem relagdo a IS

Local selecdo (IS)  clones  (m3.ha™.ano™) de 30%

30% 42 116,5 -

A 20% 33 130,2 12%
10% 18 145,8 25%
5% 8 162,6 40%
30% 45 102,6 -

B 20% 31 115,3 12%
10% 15 133,1 30%
5% 11 144,3 41%
30% 56 54,1 -

C 20% 42 57,1 6%
10% 26 62,6 16%
5% 15 64,6 19%
30% 53 44,0 -

D 20% 40 47,3 8%
10% 23 51,3 17%
5% 12 55,0 25%

Fonte: da autora (2022).

Frente ao exposto, pensando na obtengdo de ganhos em produtividade
concomitantemente a manutencdo da variabilidade genética, optou-se pela selecdo dos 15
melhores clones identificados em cada local para a formacdo de novas familias clonais
melhoradas. Essas familias deverdo ser recomendadas para plantio em locais com condi¢fes
ambientais semelhantes aos locais de estudo a partir das quais foram selecionadas.

O numero de 15 clones permite a realizacdo de purificagdes no futuro, caso seja
necessario eliminar algum(ns) clone(s) que ndo mantenha(m) sua boa performance nos
plantios subsequentes. Vale ressaltar também que os clones ainda precisardo ser avaliados
para outras caracteristicas importantes para o programa de melhoramento, como qualidade da
madeira (densidade basica (kg/m®) e rendimento de celulose (%)), para posterior estimativa do
seu incremento médio anual de celulose (IMACel, tsa.ha™.ano™) e ganhos em IMACel em
comparagdo com as testemunhas operacionais monoclonais. Os clones também serdo
fenotipados para pragas e doencas importantes para a regido, como o fungo Ceratocystis
fimbriata e a vespa-da-galha Leptocybe invasa. Caso algum dos materiais genéticos nédo
apresente resultados satisfatorios para essas caracteristicas, podera ser retirado da familia

clonal melhorada. Se porventura o nimero final de clones reduzir expressivamente apos a
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selecdo para esses critérios adicionais, outros clones superiores podem ser inseridos para
substitui-los (e.g., 16° a 20° melhores clones em cada local).

A média estimada de IMA para os 15 melhores clones de cada local variou de 50,8 m3.ha”
! ano™ (local D) a 134,9 m3.ha'.ano™ (local A), e foram estimados ganhos de 15 a 24% em
IMA frente a selecéo prévia das 30% melhores arvores da familia clonal inicial (TABELA
10).

Cabe reforcar que a média de produtividade e a média de ganho calculados para as
familias clonais melhoradas sdo apenas estimativas, e que 0s valores reais para esses
parametros s6 poderdo ser determinados quando as arvores selecionadas forem plantadas em
alo-competicdo umas com as outras, sem a presenca das arvores inferiores que compunham o0s

plantios iniciais.

Tabela 10 - Estimativa média de IMA (m3.ha™.ano™) e de ganho para as familias clonais
melhoradas a partir da selecdo dos 15 melhores clones em cada local.

N° de clones Ganho em Ganho em Ganho em
- L - DAP em DAP em
na familia Meédia de IMA em . s .y
Local x relacdo a relacdo a
clonal IMA relagdo a IS de -
familia clonal testemunha
melhorada 30% L X
inicial operacional
A 15 1349 16% 33% 48%
B 15 1272 24% 38% 40%
C 15 64,0 18% 23% 19%
D 15 50,8 15% 21% 19%

Fonte: da autora (2022).

Em concordancia com os resultados apresentados até entdo, a coincidéncia dos 15
melhores clones selecionados entre os locais é baixa (FIGURA 9). O unico clone comum
entre as quatro familias clonais finais € o C046, cujo potencial em termos de produtividade e
adaptabilidade j& havia sido previamente identificado.
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Figura 9 - Diagrama de Venn com as coincidéncias dos 15 clones selecionados para formar as
familias clonais melhoradas em cada local.

Local B Local C

Fonte: da autora (2022).

Por fim, se desejado, além da selecdo para compor as familias clonais melhoradas, o0s
melhores clones podem também avancar de forma individual no programa de melhoramento,
com o objetivo de futuramente serem recomendados para plantios operacionais monoclonais.
Para tal, os clones devem seguir para a fase de experimentacdo em testes clonais ampliados
(Gltima fase da pipeline de melhoramento). E importante salientar que mesmo o melhor de
cada local e os clones mais produtivos e estaveis entre os locais, como o C046, devem passar
por essa etapa de experimentacao, pois precisam ser avaliados no modelo de autocompeticao.
Dessa forma, podemos considerar que os plantios da familia clonal inicial funcionam como a
etapa de experimentacdo em teste clonal, e que em seguida os monoclones devem seguir o

método de selecdo clonal tradicional.

4.6  Diversidade genética dentre os clones presentes na familia clonal

Uma das importantes vantagens da estratégia de familias clonais é a maior diversidade
genética dos plantios, o que oferta maior seguranca frente a problemas bidticos e abidticos.
Visando validar esse preceito, foi realizado o estudo da diversidade genética dos clones da
familia clonal, por meio das estimativas de  MAF (minor allele frequency), heterozigosisade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixacdo de Wright (F) para os 92
marcadores SNPs empregados na genotipagem dos clones da familia clonal. Na tabela 11 sdo
apresentados os valores médio, minimo e maximo de cada uma das estimativas para 0s

marcadores.
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Tabela 11 - MAF (minor allele frequency), heterozigosisade esperada (He), heterozigosidade
observada (Ho), e indice de fixacdo de Wright (F) para os marcadores SNPs
empregados na genotipagem dos clones da familia clonal.

Métrica Valor médio Valor minimo Valor méximo

MAF 0,32 0,07 0,50
He 0,41 0,12 0,50
Ho 0,48 0,37 0,61
F -0,18 -0,5 0,11

Fonte: da autora (2022).

A heterozigosidade observada (Ho) corresponde a fracdo de individuos na populacéo
que sdo heterozigotos para um dado locus, e é um parametro bastante empregado em
melhoramento por estar associada a presenca de variabilidade genética. J& a heterozigosidade
esperadae (He) € a fracdo de heterozigotos esperada em uma populacdo que se encontra em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para os 121 clones presentes na familia clonal, a métrica de
heterozigosidade observada foi superior a heterozigosidade esperada em média (0,48 > 0,41).
O indice de fixacdo de Wright (F), que representa uma medida do grau de diferenca entre as
heterozigosidades esperada e observada foi negativo (média de -0,18), corroborando que a
heterozigosidade observada foi superior a esperada.

A MAF representa a frequéncia do alelo menos comum de cada SNP em uma
determinada populacdo. Para o conjunto de clones da familia clonal, quatro dos 92
marcadores apresentaram MAF inferior a 0,05. Para os demais 88 marcadores, a MAF variou
de 0,07 a 0,5, sendo em média 0,32, confirmando que os marcadores sdo polimorficos.

Dessa forma, com base no conjunto de marcadores utilizados, ha indicativo da
existéncia de heterozigosidade e diversidade genética dentro da familia clonal em estudo,
apesar da existéncia de relacionamento entre os clones (meios irmaos, provenientes do mesmo
genitor feminino).

H& na literatura outros trabalhos reportando a utilizacdo de painéis de marcadores
SNPs de baixa densidade, com 59 e 75 SNPs, para o estudo da diversidade em populacdes de
eucalipto (BUSH; THUMMA, 2013; DILLON et al., 2014). Mas ¢é importante ressaltar que
para a obtencdo de métricas mais precisas para esses parametros, bem como para a
determinacéo do grau de relacionamento e construgdo da matriz de parentesco entre os clones,
€ necessaria a utilizacdo de um maior nimero de marcadores SNPs, com vasta cobertura do

genoma.
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5 CONCLUSOES

Para os quatro locais empregados no estudo, as familias clonais iniciais apresentaram
valores de DAP (cm) competitivos em comparacdo com os clones operacionais, além de
elevada variacdo de DAP entre as arvores. Esses resultados corroboram o potencial da
estratégia de familias clonais para acelerar a recomendacdo de materiais genéticos para
plantio em escala semioperacional, com ganhos em produtividade e variabilidade genética.

A demarcacdo de parcelas para avaliacdo dos plantios iniciais, sequida da identificagéo
e selecdo das 30% melhores arvores resultou em ganhos em DAP de até 27% em relacdo a
familia clonal inicial e 41% em relacdo a testemunha monoclonal, validando a possibilidade
de formacdo de novas familias clonais melhoradas a partir das familias iniciais (purificacdo da
familia clonal inicial). O nimero de plantas amostradas para avaliacdo nos plantios da familia
clonal inicial deve ser suficiente para abranger todos os clones que comp8em a familia em
questao.

O numero de clones identificados nas 30% melhores arvores em cada local variou de
42 a 56. A coincidéncia dos clones entre os locais foi baixa, e ndo houve correlacdo
significativa entre as suas performances em IMA (m3.ha™.ano™). Com isso, recomendou-se a
formacédo de familias clonais melhoradas especificas para cada ambiente.

A intensidade de selecdo de 30% foi suficiente para abranger um grande nimero de
clones e, concomitantemente, assegurar ganhos significativos de produtividade, mostrando-se
assim adequada como ponto de partida para selecdes futuras em novas familias clonais.
Posteriormente, novas sele¢es podem ser realizadas, diminuindo um pouco mais 0 namero
de clones visando um equilibrio entre manutencdo da variabilidade e maximizacdo dos
ganhos. A selecdo dos 15 melhores clones em cada local proporcionou ganhos de até 24%
adicionais aos ganhos obtidos com a selecdo no nivel de 30%.

Cabe ressaltar que as familias clonais iniciais devem ser formadas a partir da selecdo
em progénies superiores, cuja média de produtividade seja maior que a de plantios
monoclonais operacionais. Além disso, a intensidade de selecdo nas progénies deve assegurar
ganhos e manter um numero suficiente de clones para subsidiar sele¢des futuras.

Em suma, a estratégia mostrou-se promissora para proporcionar celeridade na
recomendacdo de materiais genéticos, com ganhos em produtividade, maior diversidade

genética e seguranca.
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PRODUTO TECNICO ATRELADO

ELABORACAO DA RECOMENDACAO CLONAL PARA PLANTIO
OPERACIONAL NAS UNIDADES SUZANO BAHIA E ESPIRITO SANTO

Isadora Bianchin

Evandro Novaes

Introducéo

A éarea de Genética e Melhoramento Florestal da Suzano S.A. tem como principal
objetivo desenvolver e recomendar cultivares superiores de eucalipto para plantio operacional,
visando proporcionar ganhos continuos em produtividade florestal e qualidade da madeira
para producdo de celulose. Os cultivares recomendados devem apresentar elevada
produtividade em IMA (incremento médio anual, m®.ha.ano™) e IMACel (incremento médio
anual de celulose, tsa.ha™.ano™), adaptabilidade aos diferentes ambientes de plantio da
empresa, tolerancia as principais pragas e doencas da regido de cultivo, e qualidade da
madeira para atender as necessidades fabris.

A elaboracdo da recomendacéo de cultivares da Suzano é realizada durante um evento
anual, promovido em parceria entre as areas de Melhoramento Genético, Manejo Florestal e
Operacdes Florestais (Silvicultura). O evento, realizado em todas as unidades de negocio
florestal (UNF) da empresa, tem como principal objetivo revisar a performance dos clones e
compostos clonais operacionais, semioperacionais e de pesquisa, nos diferentes ambientes, e
elaborar a proposta de recomendacdo clonal para os plantios do ano seguinte. Essa proposta
consiste na definicdo de quais clones devem ser plantados em cada ambiente da UNF, e qual o
percentual maximo de area permitido para o plantio de cada clone. Busca-se, com isso,

maximizar a produtividade, em IMA e IMACel, e garantir a seguranca das florestas.

Neste relatorio, estdo descritos os resultados da visita de campo e das reunides técnicas
para definicdo da recomendacéo de cultivares nos diferentes ambientes da Suzano, nas UNF
Bahia e Espirito Santo.
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Desenvolvimento

Em 2021, o evento para definicdo da recomendacdo clonal das UNF BA e ES foi
realizado entre os meses de maio a setembro. Devido a pandemia da COVID-19, a maior parte
dos encontros ocorreu de forma virtual, por meio da plataforma Microsoft Teams. Ao final,
uma visita técnica presencial também foi realizada. Diversos representantes das areas de
Melhoramento, Silvicultura, Negdcios Florestais, Manejo e Planejamento Florestal

participaram dos encontros.

Para as reunides virtuais, foi realizado um pré-trabalho de analise e consolidacdo de
todas as informacgdes dos cultivares operacionais (monoclones e compostos clonais) e dos
novos cultivares candidatos a recomendacdo. Esse trabalho compreendeu a revisdo dos dados
de produtividade (provenientes das bases de inventario florestal continuo da empresa e dos
experimentos de melhoramento), qualidade da madeira (provenientes das analises
laboratoriais) e fendtipo para as pragas e doencas mais relevantes da unidade (advindos de
fenotipagens em condicGes controladas e de campo), além do levantamento da area plantada
atual de cada cultivar. Essas informacOes foram apresentadas e discutidas durante os

encontros, e, a partir disso, a recomendacéo de plantio para o ano seguinte foi definida.

A partir da recomendacdo clonal estabelecida, a alocacdo dos clones nas areas de
plantio foi simulada por meio da ferramenta Tetrys. O Tetrys € um sistema desenvolvido pela
Suzano, por meio da parceria entre as areas de Melhoramento e Digital, e tem como objetivo
alocar (distribuir) os clones que melhor se adequem as condigdes edafoclimaticas de cada
unidade de plantio (UP). Valendo-se de ferramentas de analytics, big data e inteligéncia
artificial, o Tetrys utiliza como input a recomendacdo clonal, as informacdes fenotipicas de
cada material genético, o plano de plantio e as informacGes edafoclimaticas das é&reas, e
fornece como output a melhor solucéo de alocacdo clone-UP para o ano seguinte. Por meio
dessa ferramenta, € possivel automatizar o processo de alocagéo, e simular as produtividades
que serdo obtidas. Em 2021, a simulacéo da alocacgéo de plantio das UNF BA e ES para 2022
resultou em um ganho esperado de 1,4% em IMACel e 1% em IMA, em comparagdo com a
alocacdo clonal vigente.

Posteriormente, nos dias 21 e 22 de setembro, foi realizado o evento de campo na
unidade BA. Foram visitados dois plantios operacionais e seis experimentos de
Melhoramento, sendo trés testes clonais e trés testes clonais ampliados. Nos plantios
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operacionais, 0 objetivo foi validar a performance dos principais clones, no ambiente mais
representativos de plantio para o ano seguinte. J& nos experimentos de melhoramento, foram
apresentados 0s novos clones que ingressardo na recomendacdo de plantio, além de outros
clones potenciais para recomendacdo no futuro. Novamente, participaram da visita

representantes de varias areas da empresa, desde a pesquisa até operacdes florestais.

Para acompanhar e guiar a visita, foi elaborado um livro de campo. O material
continha informacdes detalhadas sobre as condicdes edafocliméticas dos locais visitados, e
dados relevantes dos clones que estavam sendo apresentados e discutidos (produtividade,
fendtipo para pragas e doengas, qualidade da madeira e &rea plantada). Para os experimentos,
também foram apresentados os resultados das analises genético-estatisticas, 0 ranqueamento

dos clones, e informagdes gerais, como delineamento e croqui experimental.

u”u””u”,,,., Y
v

Figura 1. Fotos da visita de campo realizada nos dias 21 e 22 de setembro de 2021, na UNF-
BA.

Consideracoes finais

O evento permitiu uma troca muito rica de informacdes e de conhecimento entre
diversas &reas da empresa, e fomentou discussdes essenciais para consolidar a recomendacao
de plantio do ano seguinte. Os encontros permitiram considerar diversos aspectos relevantes,
desde a produtividade dos clones, até os riscos atrelados a cada um e as qualidades
silvicultural e fabril. Foi possivel definir o cenario mais assertivo de alocacdo clonal para
2022, com ganhos em produtividade em IMA e IMACel em comparagdo com a recomendacao

vigente. Ademais, a realizacdo do evento de forma antecipada fornece aos viveiros
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operacionais 0 tempo necessario para ajustar a producdo de mudas para 0 ano seguinte,
visando garantir a execugdo do planejamento de plantio estabelecido.



