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Resumo

Toona ciliata M. Roem ¢ uma das espécies mais importantes para a producao de madeira e tem
sido cada vez mais plantada em todo o mundo em regides tropicais e subtropicais. Apesar de
seu alto valor madeireiro e sua importancia ecologica, hd pouco conhecimento cientifico sobre
esta espécie, tais como sobre sua variabilidade genética, informagdes gendmicas amplas, estru-
tura de programas de melhoramento genético e aptidao edafoclimatica. O primeiro capitulo tem
como objetivos: (i) inferir sobre a estrutura da variabilidade de caracteres quantitativos em pro-
cedéncias nativas de Toona ciliata introduzidas da Australia; (ii) realizar o zoneamento clima-
tico para 7. ciliata no Brasil, visando dar subsidios quanto a alocacao de plantios no pais. Para
as avaliagOes genéticas, 74 progénies de 7. ciliata amostradas na Australia foram trazidas ao
Brasil e fenotipadas para altura total (m) e didmetro (cm) em um ensaio de procedéncias e pro-
génies. As avaliagdes foram realizadas em quatro idades ap6s plantio e os dados foram ajustados
com modelos lineares mistos para posterior estimagao de parametros genéticos. Para o zonea-
mento climatico, dados de ocorréncia natural de 7. ciliata na Australia foram utilizadas para
treinamento de um modelo logistico utilizando 20 variaveis geoclimaticas do WorldClim como
variaveis preditoras. A predi¢ao de 7. ciliata em territorio brasileiro foi realizada sob as normais
climaticas historicas (1970-2000) e preditas para trés periodos futuros: 2021-2040; 2041-2060
e 2061-2080, utilizando o modelo preditivo de alteragdes climaticas. Os resultados das avalia-
cOes genéticas para caracteres quantitativos mostraram média a alta estruturacdo da variancia
quantitativa de 7. ciliata entre procedéncias, com valores de Qg variando de 0,14 a 0,23 para
altura e diAmetro, respectivamente. As herdabilidade individuais no sentido restrito (h2) esti-
madas para os dois caracteres foram moderadas (0,31 e 0,25, respectivamente). Os maiores
ganhos de selecdo foram obtidos para didmetro enquanto os maiores valores de tamanho efetivo
populacional N, foram obtidos para altura. Quanto ao zoneamento climéatico, 65,1% do territo-
rio brasileiro foi classificado como é4reas de alta e boa aptidao de plantio de 7. ciliata, com
concentragdo de areas de alta aptiddo no norte e sul do Brasil, sendo que a precipitacdo (mm)
foi a condi¢do edafoclimdtica de maior influéncia na predicao de aptidao. O segundo capitulo
da tese teve o objetivo de identificar e caracterizar regides microssatélites no genoma de 7.
ciliata. Para isso, sequéncias disponiveis no banco SRA-NCBI foram montadas em um rascu-
nho do genoma da espécie. Essa montagem, apesar de altamente fragmentada, possibilitou a
identificacdo de locos microssatélites com o software MISA (Microssatélite Identification Tool).
Os locos foram, posteriormente, classificados quanto ao tipo, tamanho do motivo e nimero de
repeticdes. No genoma de 7. ciliata foram detectados 39.085 locos SSR, sendo 32,3% mono-
nucleotideos, 56,8% dinunucleotideos, 7,9 % foram classificados entre tri-, tetra-, penta- e he-
xanucleotideos. Dinucleotideos com 10 e 11 repeti¢des foram os locos com maior abundancia
e o tipo de motivo mais frequente foi o mononucleotudeo AT/AT, representando 42,8% do total
de microssatélites.

Palavras-chave: Identificacdo gendmica ampla. Melhoramento Florestal. Q. SSR.
Zoneamento climatico.



Abstract

Toona ciliata M. Roem is one of the most important species for timber production and has been
increasingly planted worldwide in tropical and subtropical regions. Despite its high timber
value and its ecological importance, the species lacks basic information such as genetic varia-
bility, genome-wide studies, structure of forest tree breeding programs and edaphoclimatic suit-
ability. For a sustainable exploration of a species, genomic tools can be used to access genomic
variability, useful information both for population management in breeding programs and for
the conservation of natural populations. In addition, knowledge of the edaphoclimatic condi-
tions required by it is fundamental for allocating plantations in environments with high yield
potential and assisting breeding programs to develop populations for wide edaphoclimatic con-
ditions. Thus, the present study aims to: (i) infer about the structure of quantitative character
variability in native subpopulations of 7. ciliata introduced from Australia; (i7) Fit the climate
zoning for 7. ciliata in Brazil, aiming to provide subsidies for the allocation of new planted
forests (if) identify and characterize microsatellite regions in the genome of 7. ciliata. For ge-
netic evaluations, 74 progenies of 7. ciliata, from 13 subpopulations sampled in Australia, were
phenotyped for total height (m) and diameter (cm) and data were fitted in mixed linear models
for subsequent estimation of genetic parameters. For climate zoning, data from the natural oc-
currence of 7. ciliata in Australia were used to train a logistic model using 20 bioclimatic as
predictor variables. The prediction of 7. ciliata in Brazilian territory was done using historical
climatic normals (1970-2000) and predicted for three future periods: 2021-2040; 2041-2060
and 2061-2080 using the predictive model of climate change. The MISA (MIcroSAtellite Iden-
tification Tool) pipeline was used to identify microsatellite loci (SSR) in the 7. ciliata genome
and subsequently classify them according to type, motif size and number of repeats. The results
of the genetic evaluations for quantitative traits showed medium to high structuring of the quan-
titative variance of 7. ciliata between subpopulations, with Qg values ranging from 0.14 and
0.23 for height and diameter, respectively. The individual narrow-sense heritability (hZ) esti-
mated for the two traits were moderate (0.31 and 0.25, respectively). The highest selection gains
were obtained for diameter while the highest values of effective population size (N, ) were ob-
tained for height. As for climate zoning, 65.1% of the Brazilian territory was classified as areas
of high and good suitability for 7. ciliata planting, with a concentration of areas of high suita-
bility in the north and south of Brazil, with precipitation (mm) being the edaphoclimatic condi-
tion with the greatest influence on fitness prediction. 39,085 SSR loci were identified in the
genome of T ciliata, where 32.3% were classified as mononucleotides, 56.8% were dinunucle-
otides, 7.9% were classified as tri-, tetra-, penta- and hexanucleotides, as well as 3% of total
loci were classified as complex SSRs. Dinucleotides with 10 and 11 repeats were the most
abundant loci and the most frequent type of motif was the AT/AT mononucleotide, representing
42.8% of the total number of motifs.

Keywords: Climatic zoning. Forest Tree Breeding. Genome-wide identification. Q.. SSR.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

As florestas naturais séo de suma importancia na regulacédo de ecossistemas, uma vez
que afetam o clima, o armazenamento de carbono, 0s processos ecoldgicos e 0s recursos gene-
ticos que sustentam importantes indudstrias de base florestal (WINGFIELD et al., 2015). No
entanto, em todo 0 mundo, a exploragao predatoria de florestas nativas ¢ o corte seletivo podem
causar forte erosdo genética nas espécies-alvo da exploragdo (SOARES, 2014). Dessa forma, o
cultivo de espécies nativas ex-situ pode ser uma alternativa a exploracao predatoéria.

As florestas plantadas do hemisfério sul sdo constituidas principalmente de espécies nao
nativas, a exemplo de Pinus spp., Eucalyptus spp., e Acacia spp. que apresentam boa adaptagao
para as condigdes edafoclimaricas brasileiras (STAPE et al., 2010; WINGFIELD et al., 2015).
Entretanto, no caso de madeira serrada para diversas finalidades, como movelaria, constru¢ao
civil e instrumentos musicais, a madeira das espécies exdticas mais plantadas (Eucalyptus spp.
e Pinus spp.) tem sido preteridas as madeiras nativas. Porém, a exploragdo de espécies florestais
nativas ¢, geralmente, realizada de forma predatoria. Com isso, € importante que haja alternati-
vas a sustentaveis para a oferta de madeira serrada.

Uma alternativa para formagao de florestas plantadas para extracdo de madeira para
serraria ¢ a espécie Toona ciliata M. Roem., conhecida no Brasil como “Cedro Australiano”.
Esta espécie tem ocorréncia natural em regides de clima subtropical na india, sudeste da Asia e
Australia (EDMONDS, 1993). Arvores dessa espécie apresentam rapido crescimento e madeira
de alto valor econdmico, sendo utilizada para a constru¢do de casas e navios, bem como para
outros bens de mercado especifico e de alto valor, como mdveis, instrumentos musicais, uten-
silios de decoracao e varios outros usos, como por exemplo, para extracao de cascas e folhas,
que sao utilizadas na medicina tradicional para a produgdo de remédios (CHOWDHURY;
HASAN; RASHID, 2003; GAUTAM et al., 2010; LEMMENS, 2008; SANTOS et al., 2021).

Apesar do valor da sua madeira e da sua importancia ecoldgica nos ecossistemas nativos,
nao se encontrou na literatura relatos precisos do nivel de diversidade e da estruturagdo genética
de populacdes naturais de 7. ciliata na Australia. No entanto, conhecimento sobre a diversidade
e estrutura genética das populagdes introduzidas sdo aspectos essenciais para a exploracdo ra-
cional da espécie a longo prazo. A variabilidade genética em caracteres com valor adaptativo ¢
primordial para garantir a resiliéncia da espécie face as alteragdes ambientais e a futuros estres-

ses bioticos a abidticos que tendam a aumentar na medida em que a espécie vai sendo plantada
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de modo cada vez mais extensivo (FALCONER; MACKAY, 1996; HAUSSMANN et al., 2012;
TEPLITSKY; ROBINSON; MERILA, 2014). Dessa maneira, caracteres quantitativos relacio-
nados a qualidade e produtividade da madeira sdo essenciais para direcionar o planejamento
estratégico tanto das acdes de conservacao como de melhoramento do germoplasma da espécie
de interesse. Se o nivel de estruturagdo da variabilidade genética e fenotipica for alto, mais
populagdes devem ser amostradas tanto para fins de conservagao como para fins de melhora-
mento.

A variabilidade genética de T. ciliata tem sido investigada principalmente em popula-
¢des da China, onde ocorre a variedade pubescens, variedade diferente daquela distribuida no
territorio australiano (var. australis) (LIU et al., 2012; LIU; CHEN; JIANG, 2019; LIU; JIANG,;
CHEN, 2014; YANG; DAN; XINZHI, 2020; ZHAN et al., 2016, 2019; ZHOU et al., 2020).
Esses estudos foram conduzidos com os Unicos 29 marcadores SSR desenvolvidos para o gé-
nero Toona até agora. Nosso objetivo inicial, nesse trabalho, era o de caracterizar a diversidade
genética das populacdes Australiadas de T. ciliata com esses 29 SSRs. Porém, nds detectamos
amplificacdo estavel e boa repetibilidade em somente sete desses locos, que ndo se mostraram
polimorficos utilizando primers marcados com fluorescéncia e eletroforese capilar. Portanto,
ha a necessidade do desenvolvimento de mais marcadores SSR para a espécie. Dada a relevan-
cia ecoldgica e o valor da madeira de T. ciliata, € muito importante conhecer sua diversidade e
a estrutura genética de suas populacdes remanescentes. A existéncia de sequéncias gendmicas
para o cedro australiano Cedar (WANG et al., 2022) facilita muito a descoberta de loci micros-
satélites e o desenvolvimento de marcadores SSR para acessar a variabilidade genética.

Ainda, para expansao do cultivo de uma nova espécie, também ¢ fundamental o conhe-
cimento das condi¢des edafoclimaticas requeridas por ela. Dessa forma, o zoneamento clima-
tico ¢ uma importante ferramenta para a escolha e alocagdo de espécies em uma regido, redu-
zindo riscos e promovendo o melhor uso dos recursos naturais disponiveis (ASSAD et al., 2004;
ELITH; LEATHWICK, 2009; FLORENCIO; MARTINS; FAGUNDES, 2022) . O zoneamento
climatico avalia a compatibilidade entre as espécies e os ambientes de cultivo, a fim de delimitar
regides com maior aptidao para implantacdo (OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

No primeiro capitulo deste estudo, dados de caracteres quantitativos de adaptabilidade
foram obtidos para avaliar o comportamento de progénies introduzidas no Brasil via sementes
de matrizes coletadas em 13 regibes (procedéncias) na costa leste da Australia. Assim, a fim de
investigar a estrutura da variabilidade destes caracteres quantitativos, foram estimados parame-
tros genéticos tais como o quociente de nivel de diferenciacdo genetica entre procedéncias

(Qg:), herdabilidades individuais (h2) e a nivel de progénies ( hZ,), além do tamanho efetivo
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populacional (N,), podendo-se assim fazer deducdes sobre estratégias de melhoramento e con-
servacdo do germoplasma introduzido. Além disso, um inédito zoneamento climatico foi pro-
duzido para T. ciliata em territorio brasileiro, considerando normais climaticas e futuras. Esse
zoneamento indica as areas de maior e menor aptiddo para plantio da espécie nas condicdes
climéticas atuais, além de fazer previsGes sobre possiveis alteracbes nas areas de aptidao devido
as mudancas climaticas globais.

No segundo capitulo foi explorada a identificacdo e classificacdo de regides microssa-
télites (SSR) no genoma de T. ciliata. As caracteristicas dos SSRs identificados foram compa-
rados com microssatélites de espécies proximas e distantes filogeneticamente. Além disso, no
futuro, esses locos poderao ser utilizados, para o desenvolvimento de marcadores moleculares
SSR confiaveis e replicaveis. A existéncia de um conjunto de marcadores moleculares polimér-
ficos e multialélicos, como o0s SSRs, é fundamental para estudos genéticos béasicos e aplicados

com T. ciliata.
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RESUMO

O melhoramento florestal, especialmente para fins de madeira serrada, ¢ uma atividade
importante para viabilizar os plantios de espécies arboreas, evitando, assim, a longa historia
humana de extrativismo predatério de madeira nos ecossistemas tropicais. A racionalizagdo das
atividades de melhoramento depende, dentre outros fatores, do conhecimento de como a
diversidade genética estd estruturada nas populagdes da espécie alvo. Para uma exploragdo
sustentavel de uma espécie, além do conhecimento sobre a variabilidade genetica, ¢ necessario
o conhecimento das condi¢des edafoclimaticas requeridas pela mesma. Com isso, € possivel
realizar um zoneamento de aptidao climdtica para defini¢do de areas com potencial de
implantacdo. Assim, o presente projeto tem os objetivos: (i) inferir sobre a estrutura da
variabilidade genética em amostras de procedéncias nativas de Cedro Australiano (7oona ciliata
M. Roem.) introduzidas no Brasil, racionalizando a sele¢do para melhoramento da espécie no
pais; (i) realizar o zoneamento climatico para 7. ciliata no Brasil, visando dar subsidios quanto
a aloca¢do de plantios no pais. Para as avaliagdes genéticas, 74 progénies de 7. ciliata,
pertencentes a 13 procedéncias amostradas na costa leste da Australia foram para fenotipadas
para altura total (m) e diametro (cm) aos 16, 31, 54 e 99 meses ap6s plantio. Os dados foram
ajustados com modelos lineares mistos para posterior estimacao de pardmetros genéticos. Para
zoneamento climatico, dados de ocorréncia natural de 7. ciliata na Australia foram utilizadas
para treinamento de um modelo logistico utilizando 20 normais climaticas como varidveis
preditoras. A predi¢do de 7. ciliata em territorio brasileiro foi realizada sob as normais
climaticas historicas do WorldClim (1970-2000) e preditas para trés periodos futuros: 2021-
2040; 2041-2060 e 2061-2080, utilizando o modelo preditivo de alteragdes climaticas "CNRM-
CM6-1 - SSP58.5". As andlises conjuntas, com todas as idades de avaliagdo, para caracteres
quantitativos, mostraram moderada e grande estruturacdo da variancia quantitativa de 7. ciliata
entre procedéncias, com valores de Qg variando de 0,14 e 0,23 para altura e didmetro,
respectivamente. As herdabilidade individuais no sentido restrito (h2) estimadas para os dois
caracteres foram moderadas (0,31 e 0,25, respectivamente). Os maiores ganhos de selegao
foram obtidos para didmetro enquanto os maiores valores de tamanho efetivo populacional N,
foram obtidos para altura. Quanto ao zoneamento climatico, 65,1% do territorio brasileiro foi
classificado como areas de alta e boa aptiddo de plantio de T ciliata, com concentracdo de areas
de alta aptiddo no norte e sul do Brasil, sendo que a precipitacio (mm) foi a condi¢do
edafocliméatica de maior influéncia na predig¢do de aptidao.

Palavras-chave: Melhoramento Florestal. Q4. Zoneamento climético.
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ABSTRACT

Forest tree breeding, especially for sawn timber purposes, is an important activity to enable the
planting of tree species, thus avoiding the long human history of predatory wood extraction in
tropical ecosystems. The streamlining of breeding activities depends, among other factors, on
the knowledge of how genetic diversity is structured in populations of the target species. For a
sustainable exploitation of a species, in addition to knowledge about genetic variability, it is
necessary to have information about the edaphoclimatic requirements. Thus, climatic suitability
zoning is essential to define areas with potential for planting extension. Thus, the present project
aims to (i) infer on the structure of genetic variability in a population of Australian Red Cedar
(Toona ciliata M. Roem.), rationalizing the selection for progress of breeding populations, and
(if) perform the climatic zoning for 7. ciliata in Brazil, aiming to provide subsidies for planting
allocation across different climatic conditions in Brazil. For genetic evaluations, seventy-four
progenies of T ciliata from thirteen provenances sampled on the east coast of Australia were
phenotyped for total height (m) and diameter (cm) at 16, 31, 54 and 99 months after planting
and the phenotypic data were fitted in models for genetic parameters estimations. To predict
climatic zoning, data of the natural occurrence of 7. ciliata in Australia were used to train a
logistic model using 20 bioclimatic variables as predictor variables. The prediction of 7. ciliata
in Brazilian territory was carried out under historical climatic bioclimatic (1970-2000) and pre-
dicted for three future periods: 2021-2040; 2041-2060 and 2061-2080, using the predictive cli-
mate change model "CNRM-CM6-1 - SSP58.5". The results of joint analyses for quantitative
traits showed medium to high structure of the quantitative variance of 7. ciliata among prove-
nances, with Qg values of 0.14 and 0.23 for height and diameter, respectively. Moderate narrow
sense individual heritability (h2) was estimated for both traits (0, 31 and 0.25, respectively),
and the highest selection gains were obtained for diameter while the highest values of effective
population size (N, ) were obtained for height. Regarding climatic zoning, 65.1% of the Brazil-
ian territory was classified as areas of high and good suitability for planting 7 ciliata, with the
most areas of high suitability in the north and south of Brazil, which precipitation (mm) having
greater influence in fitness prediction.

Keywords: Forest Tree Breeding. Q4. Climatic zoning.
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1 INTRODUCAO

As florestas naturais sdo de suma importancia na regulagao de ecossistemas, uma vez
que afetam o clima, o armazenamento de carbono, os processos ecoldgicos e 0s recursos gené-
ticos que sustentam importantes industrias de base florestal (WINGFIELD et al., 2015). No
entanto, em todo o mundo, a exploracao predatoria de florestas nativas e o corte seletivo podem
causar forte erosao genética nas espécies-alvo da exploracao (SOARES, 2014). Dessa forma, o
cultivo de espécies nativas ex-situ pode ser uma alternativa a exploragao predatoria.

No Brasil, existem diversas espécies nobres nativas que possuem potencial para serem
cultivadas (ALMEIDA et al., 2010; MIRANDA; VALENTIM, 2000). No entanto, a legalizacao
de cultivo, colheita e comercializagao tornam o plantio de espécies exdticas mais atrativo do
que de espécies nativas (IBA, 2018). Além disso, muitas espécies nativas, quando plantadas de
forma pura ou monoespecifica, sofrem com o ataque de pragas e doengas que co-evoluiram
como predadores nos ecossistemas nativos. Esse ¢ o caso do mogno-brasileiro, que tem os plan-
tios homogéneos inviabilizados pelo ataque das larvas da mariposa Hypsipyla grandella no pais
(THOMAZINI et al., 2011). Dado as dificuldades no cultivo e comercializagdo das espécies
nativas, as espécies exoéticas tém sido preferidas nos plantios florestais homogéneos pelo Brasil.

No Brasil, nas duas tltimas décadas tem havido um grande crescimento no cultivo de
espécies exoticas de madeira nobre, como o Mogno Africano (Khaya spp.) e o Cedro Australi-
ano (Toona ciliata), que se adaptaram bem as condi¢des edafoclimaticas do Brasil. Além disso,
devido as suas formas de fuste e desrama natural, essas espécies apresentam manejo mais sim-
ples do que o cultivo de espécies nativas, tém boa cotagdo no mercado e, consequentemente, a
expectativa de lucro ¢ maior, mesmo tendo em vista o longo prazo para a colheita (IBA, 2018;
NASSUR et al., 2013; PINHEIRO et al., 2011). Porém, ainda sdo incipientes os conhecimentos
sobre aspectos basicos da biologia e manejo dessas espécies, como silvicultura, tecnologia da
madeira, entomologia, patologia florestal etc. Estes conhecimentos sdo essenciais para o su-
cesso da introdugdo da espécie a pequeno e médio prazo.

A espécie Toona ciliata M. Roem., conhecida no brasil como “Cedro Australiano”, tem
ocorréncia natural em regides de clima subtropical na India, sudeste da Asia e Australia
(EDMONDS, 1993). Arvores dessa espécie apresentam rapido crescimento, madeira de alto
valor econdmico e sdo ecologicamente importantes nas regioes onde sao nativas (FERREIRA
et al., 2012; LIU; JIANG; CHEN, 2014; SILVA et al., 2016). Embora T. ciliata tenha origem
na Asia e Oceania, as principais dreas de monocultivo estdo fora desses continentes, com des-

taque para a Africa e América Central e do Sul (CABI, 2019), onde pode alcangar produtividade
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de até 22.7m>/ha"!/ano (Nunes, 2020, Calegario et al., 2017) . A introdugio de T. ciliata nesses
paises ocorreu principalmente pelas caracteristicas versateis do uso da madeira, conhecida pelo
seu tom avermelhado. Nesses paises, vem sendo utilizada para a constru¢ao de casas e navios,
e para outros bens de mercado especifico e de alto valor, como moveis, instrumentos musicais,
utensilios de decoragdo e varios outros usos (LEMMENS, 2008; SANTOS et al., 2021). Adici-
onalmente, partes da arvore, como cascas e folhas, sdo utilizadas na medicina tradicional para
a producdo de remédios (CHOWDHURY; HASAN; RASHID, 2003; GAUTAM et al., 2010;
LEMMENS, 2008).

Na Australia, T. ciliata ocorre em toda costa leste, do nivel do mar até 1100 m, em areas
com precipitagdo anual que variam de 1200 a 3800 mm, concentrada no verdo. A espécie prefere
solos profundos e bem drenados (BOLAND et al., 2006; ROSADO, 2015a) (Figura 1). As con-
di¢des edafoclimaticas de ocorréncia natural da 7. ciliata foi importante para a introdugdo bem-
sucedida da espécie na América do Sul e Central. O Brasil vem se destacando dentre os paises
que introduziram a espécie, em razao do seu excelente desenvolvimento no pais, 0 que vem
gerando cada vez mais plantios (NASSUR et al., 2013).

O conhecimento sobre a diversidade e estrutura genética das populacdes introduzidas
sdo aspectos essenciais para a explorag¢do racional da espécie a longo prazo. A variabilidade
genética em caracteres com valor adaptativo € primordial para garantir a resiliéncia da espécie
face as alteracdes ambientais e a futuros estresses bidticos a abidticos que tendam a aumentar
na medida em que a espécie vai sendo plantada de modo cada vez mais extensivo (FALCONER;
MACKAY, 1996; HAUSSMANN et al., 2012; TEPLITSKY; ROBINSON; MERILA, 2014).
Dessa maneira, caracteres quantitativos relacionados a qualidade e produtividade da madeira
sdo essenciais para direcionar o planejamento estratégico tanto das a¢des de conservagdo como
de melhoramento do germoplasma da espécie de interesse. Se o nivel de estruturagdo da varia-
bilidade genética e fenotipica for alto, mais populagdes devem ser amostradas tanto para fins
de conservacdo como para fins de melhoramento. Além disso, grupos heteroticos podem se
justificar para aproveitar a0 maximo a heterose funcional intercruzando individuos mais diver-
gentes. Em um sentido mais amplo, o conhecimento sobre os processos evolutivos atuantes
sobre a espécie possibilita tomada de decisdes de conservacao in-situ e direcionamento a con-
ducdo de coletas para prospec¢do de novos bancos de germoplasma ex-situ e populacdes de
melhoramento.

Para expansao do cultivo de uma nova espécie, também ¢ fundamental o conhecimento
das condicdes edafoclimaticas requeridas pela ela. Dessa forma, o zoneamento climatico € uma

importante ferramenta para a escolha e alocagdo de espécies em uma regido, reduzindo riscos e
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promovendo o melhor uso dos recursos naturais disponiveis (ASSAD et al., 2004; ELITH;
LEATHWICK, 2009; FLORENCIO; MARTINS; FAGUNDES, 2022) . O zoneamento clima-
tico avalia a compatibilidade entre as espécies e os ambientes de cultivo, a fim de delimitar
regides com maior aptidao para implantagdo (OLIVEIRA; FRANCA, 2020).

Embora o zoneamento climético forneca informacdes Uteis para o planejamento flores-
tal, manejo, tomada de decisao e desenho de areas adequadas para plantios sob condigdes cli-
maticas futuras, reduzindo possiveis perdas por plantio em areas improprias, sua aplicagdo tem
sido praticamente restrita a culturas agricolas (FLORENCIO; MARTINS; FAGUNDES, 2022).
Tanto quanto se sabe, ndo ha zoneamento para Toona ciliata no territorio brasileiro. Portanto,
0s objetivos do presente trabalho foram: i) inferir sobre a estrutura da variabilidade genética em
uma populacdo nativa de Cedro Australiano (Toona ciliata M. Roem.) introduzida no Brasil,
para definir como esse germoplasma pode ser utilizado para fins de melhoramento ex situ no
Brasil ii) realizar o zoneamento climatico para Toona ciliata no Brasil, visando indicar as regi-

des em que a espécies pode ser cultivada no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Analises genéticas em teste de procedéncias de Toona ciliata

Populagdo introduzida de Toona ciliata

Sementes de 76 matrizes coletadas em 16 diferentes procedéncias na costa leste da Aus-
tralia, nos estados de Queensland e New South Wales, foram enviadas ao Brasil para montagem
de um teste de procedéncias e progénies pela Empresa Bela Vista Florestal. Nesse trabalho
foram utilizadas informaces fenotipicas e genotipicas de procedéncias com trés ou mais pro-

génies, totalizando 74 progénies de 13 subpopulac6es (Tabela 1, Figura 1).
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Tabela 1 - Informagdes das procedéncias e acessos (progénies) das sementes de Toona ciliata
importadas da Australia.

Procedéncia Regiéo/ Estado Estado N° de Progénies
1 Pascoe River Queensland 6
2 Iron Range Queensland 6
3 Shipton Flat Queensland 5
4 Baldy Mountain Queensland 4
5 Atherton Queensland 10
6 Ubobo Queensland 4
7 Kenilworth S.F. Queensland 5
8 Teviot Brook Queensland 3
9 Dairy Flat Queensland 5
10 Allyn River New South Wales 7
11 Coledale Wollongong  New South Wales 4
12 Marshall Mount Woll ~ New South Wales 3
13 Kangaroo Valley New South Wales 8

Fonte: ROSADO (2015), com adaptagoes.

Figura 1 - Localizacdo das procedéncias de Toona ciliata importadas da Australia.
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Fonte: do Autor (2023).
O teste de procedéncias e progénies foi implantado em janeiro de 2008 na cidade de

Campo Belo, regido sudoeste do estado de Minas Gerais a 20°53°58” S de longitude e 45°17°33”

W de latitude. Essa regido apresenta clima subtropical imido com inverno seco e verao chuvoso.
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A temperatura do més mais quente ¢ maior que 22°C, a precipitagdo média ¢ de 1250 mm e a
altitude média de 945 m (ROSADO, 2015a; SANTOS, 2017).

O delineamento experimental utilizado no teste de procedéncias e progénies foi o de
blocos completos casualizados (DBC), com trés repeticGes e parcelas constituidas de 4 linhas x
4 plantas (16 plantas). Adotou-se uma bordadura dupla de Cedro Australiano em torno de todo

0 experimento. O espacamento utilizado foi de 3 x 2 metros, totalizando uma area de 4,55 ha.

Coleta e andalise dos dados de caracteres quantitativos

As avaliacOes fenotipicas de cada parcela do teste foram realizadas em quatro arvores
centrais nas idades de 16 meses (2010), 31 meses (2012), 54 meses (2014) e 99 meses (2016)

apos plantio. Para cada arvore foram mensurados os seguintes caracteres:

1. Diémetro a 30 cm do solo aos 16 meses de idade e a altura do peito (DAP) medido a
1,30m do solo aos 31, 54 e 99 meses. Para mensuracdo foi utilizada uma suta florestal;
2. Alturatotal (ALT) por meio de um clinémetro (Haglof ECII);

Os dados coletados aos 13, 31, 54 e 99 meses ap0s plantio foram avaliados utilizando o
modelo abaixo:

y= XU+ Zyj+ Zj:p+ Z3s+Zup/s + e - [1]

Em que y € o vetor de observagdes para cada caractere separadamente;

4 € amédia geral;

Jj € o efeito aleatdrio de blocos;

Jj:p ¢é o efeito aleatorio da interacdo entre blocos e progénies dentro de procedéncias;
s € o vetor dos efeitos aleatdrios de procedéncia;

p/s € o vetor dos efeitos aleatorios de progénies dentro de procedéncias;

e € o vetor dos efeitos aleatorios dos residuos.

X e Z representam as matrizes de incidéncia para os efeitos citados.

Os dados das avaliagdes nas quatro idades foram utilizados conjuntamente para ajuste

conforme modelo abaixo:



23

y=Xu + Xpi + Zyj+ Zyj:p+ Z3s+Zyp:s+ Zsp:a + Zgj:a+ e - [2]

Em que y ¢ o vetor de observagdes para cada caractere separadamente;

u ¢ amédia geral;

i e o efeito fixo de idades de avaliacao;

Jj ¢€ o efeito aleatdrio de blocos;

Jj:p € o efeito aleatorio da interagdo entre blocos e progénies dentro de procedéncias;

s € o vetor dos efeitos aleatérios de procedéncia;

pls € o vetor dos efeitos aleatorios de progénies dentro de procedéncia;

p-a ¢ o efeito aleatorio da interacdo entre progénies dentro de procedéncias e idades de
avaliacdo;

Jj:a: € o efeito aleatorio da interagdo entre blocos e idades de avaliacao;

e ¢ o vetor dos efeitos aleatdrios dos residuos.

X e Z representam as matrizes de incidéncia para os efeitos citados.

A presenca de outliers e analise de pressupostos para modelos lineares foram verificadas
por residuos vs valores observados, graficos quantis tedricos — quantis observados e escala de
localizag@o. O modelo foi ajustado usando Ime4 (BATES et al., 2022), que estima componentes
de variancia com base na maxima verossimilhanca residual (REML). A significancia dos efeitos
aleatorios foi verificada pelo teste de razdo de verossimilhanga (GILMOUR; THOMPSON;
CULLIS, 1995). Os graficos foram construidos com o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016) em
ambiente R (R CORE TEAM, 2019).

Com os ajustes dos modelos, foi possivel extrair os seguintes componentes fixos e ale-
atorios para cada caractere: Média geral (u); Variancia da interacdo entre progénies (ajzp); Vari-
ancia genética entre subpopulacdes (6); Varidncia genética entre progénies ag dentro de pro-
cedéncias; Variancia genética aditiva (c3) = 405 e Variancia residual (¢2).

Com as estimativas dos componentes de variancia, foi possivel estimar a herdabilidade
ampla na média de progénies para cada idade de avali¢io (h2,) e conjunta para todas idades de
avaliagdo (hZ,.), herdabilidade individual no sentido restrito para cada idade de avali¢io (h2)
e conjunta para todas idades de avalia¢do (h2.), bem como a estimativa da divergéncia genética
quantitativa entre as procedéncias (Q¢r) dentro de cada idade de avalicao e para analise con-

junta com todas idades de avaliacdo. Para estimagdo destes parametros foram utilizados os se-

guintes estimadores:
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Qst = L [7]

0 + 2(403)

Onde o7 é a variancia genética entre procedéncias, o, ¢ a variancia genetica entre pro-
génies dentro de procedéncias, 40, é a variancia genética aditiva dentro de procedéncias (entre
progénies), aﬁ, ¢ a varidncia da interagdo entre progénies dentro de procedéncias e blocos, g5,
é a variancia da interagio entre progénies dentro de procedéncias e idades de avaliacdo e o2 é

a variancia residual. b € o numero de blocos, i € o numero de idades de avaliacao e n € o nimero

de plantas dentro das parcelas.

Estratégias de selegcdo

Para avaliar o efeito da estrutura da populacao nas estratégias de selegdo, foi estudada a
eficiéncia de selecdo utilizando as melhores progénies e ou individuos. Para isso, foram extra-
idos valores individuais dos 30% melhores e 30% piores individuos de todo o teste de proce-
déncias e avaliados dois cenarios: i — ranqueando e selecionando as 30% melhores progénies
extraindo a percentagem média de individuos selecionados dentro dessas progénies (equagao
8). ii — extragcdo da percentagem do nimero absoluto de individuos dentro de cada progénie
dentre todos os 30% melhores individuos, independente da progénie de origem (equacao 9).

Assim, pdde-se comparar o desempenho, a percentagem media de individuos superiores dentro
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das melhores e piores progenies (i) com a percentagem total de individuos selecionados dentro

das melhores e piores progenies (ii).

n
(7 % 100)

T ..[8]

Ep =

Et = Z(%x 100) .. [9]

Onde Ep ¢ a percentagem média de individuos superiores dentro de cada progénie, Et
¢ a percentagem total de individuos superiores dentro de todas as progénies, i ¢ a progénie
selecionada entre as 30% melhores ou piores, n € numero de individuos selecionados; N é o
numero total de individuos dentro das progénies e 7" ¢ o numero total dos 30% melhores indi-
viduos do teste.

Para racionalizar a selecdo individual em fun¢do da variabilidade dentro e entre
progénies, calculou-se o ganho de selecdo em razdo do nimero de individuos selecionados.
Além disso, empregou-se a equacdo 10 para estimar o Tamanho efetivo populacional (N, ), sem

restricdo do nimero maximo de individuos selecionados por progénie (RESENDE, 2002b).

4 N.K
N,=—7LT ..[10]

2

Kf + 3+ ?
f
Em que é K o nimero médio de individuos selecionados por progénie; a,ff é a variancia

do nimero de individuos selecionados por progénie e N € 0 nimero de progénies seleciona-

das.

2.2 Zoneamento de Toona ciliata no Brasil

Variaveis ambientais e de elevacado

Os dados disponiveis no WorldClim compreendem normais climatoldgicas definidas por
observagoes entre anos de 1970 e 2000. Visando um balancgo entre detalhamento e desempenho
computacional, foi escolhida a resolucao espacial de 2,5 minutos (~ 5 km?). A obten¢ao dos
dados climaticos e de elevagdo (altitude) foi realizada para cada ponto, considerando o pixel

em que este esta situado. Para esse banco, todos as 407871 observacdes espaciais puderam ser
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caracterizados a partir da extracdo de covariaveis bioclimaticas utilizando o pacote geodata

(HIJMANS; GHOSH; MANDEL, 2022).

Tabela 2 — Covaridveis bioclimaticas e geograficas.

Variavel Descricao Unidade
BIOO1 Temperatura média annual °C
BIO02 Amplitude térmica diaria °C
BIOO03 Isotermalidade (BIO2/BIO7) x100 %
BIO04 Sazonalidade da temperatura (desvio Padrao x100) %
BIOO05 Temperatura méxima do més mais quente °C
BIO06 Temperatura minima do més mais frio °C
BIO07  Amplitude térmica anual (BIO5-BIO6) °C
BIOO0S8 Temperatura média do trimestre mais umido °C
BIO09  Temperatura média do trimestre mais seco °C
BIO10 Temperatura média do trimestre mais quente °C
BIO11 Temperatura média do trimestre mais frio °C
BIO12 Precipitacdo pluviométrica anual mm
BIO13 Precipitag¢do pluviométrica do més mais imido mm
BIO14  Precipitagdo pluviométrica do més mais seco mm
BIO15 Sazonalidade da precipitacdo pluviométrica (CV) %
BIO16  Precipitagdo pluviométrica do trimestre mais imido mm
BIO17 Precipitagdo pluviométrica do trimestre mais seco mm
BIO18  Precipitagdo pluviométrica do trimestre mais quente mm
BIO19 Precipitagdo pluviométrica do trimestre mais frio mm
GEOOl Elevagao m

Fonte: do Autor (2023).

Com objetivo de investigar alteragdes espaciais de aptidao de 7. ciliata em fungdo das
mudangas climaticas, foi acessado o banco de dados do CMIP Phase 6 (CMIP6), mantido pelo
World Climate Research Program, que fornece dados de projecdes de mudangas nas normais
climaticas (EYRING et al., 2016). Foram extraidos dados para trés periodos futuros: 2021 —
2040; 2041-2060 e 2061-2080. O modelo preditivo climatico "CNRM-CM6-1" associado ao
cendrio socioecondmico SSP58.5, que € um cenario pessimista quanto ao aumento de emissdes
de gases do efeito estufa, foi utilizado para proje¢des para as mesmas 19 varidveis climaticas

extraidas para as normais histoéricas (MEINSHAUSEN et al., 2020; VOLDOIRE et al., 2019).

Dados de distribuicdo natural de Toona ciliata

Dados de distribui¢do de Toona ciliata foram obtidos do banco de dados do “GBIF |
Global Biodiversity Information Facility” (ROBERTSON et al., 2014) com auxilio do pacote

Walace (KASS et al., 2018), desenvolvido para o ambiente R. Inicialmente foram baixados
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1000 pontos de ocorréncia natural de 7. ciliata no territorio Australiano. Estes dados foram
submetidos a filtragem, mantendo uma tnica observagao em um raio de 5 km. Apods essa filtra-
gem, 665 observacdes permaneceram. Para manter um niimero balanceado de observagdes de
auséncia de T ciliata, outros 600 pontos aleatdrios foram aleatoriamente amostrados na costa
leste da Australia. Assim, no total, foram obtidos 1265 pontos, 600 com dados de presenca e

665 com dados de auséncia de 7. ciliata (Figura 2).

Figura 2 - Coordenadas de pontos de amostras de presenga (verde) e auséncia (vermelho) de
Toona ciliata na Australia
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Fonte: do Autor (2023).

Modelagem de aptiddo climatica

Os dados de ocorréncia e auséncia de 7. ciliata na Australia foram modelados utilizando
as variaveis bioclimaticas e a altitude como variaveis preditoras. Os dados de ocorréncia e au-
séncia foram transformados em binarios e utilizados como varidveis resposta. As informacgdes
de ocorréncia de espécies para calibracdo do modelo foram divididas em um conjunto de trei-
namento e outro de teste, com 50% do total de registros de ocorréncia em cada grupo. Com o
objetivo de explicar a distribui¢do de 7. ciliata em fung¢ao das normais climaticas mais a altitude,

utilizou-se a regressao logistica (classificador de maxima entropia) com o seguinte modelo:
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p
1-p

logit(p) = 1n( ) = Bo+ BuXy + BoXy + BuXy + € 1]

Onde p e a probabilidade de ocorréncia de T ciliata e By + 1 + -+ + By sdo os coefi-
cientes estimados para cada uma das variaveis bioclimdticas e altitude: X; + X, + -+ X,.

Para encontrar o0 modelo com um bom ajuste e menos parametrizado, a modelagem dos
dados foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa foram utilizadas todas as 20 variaveis
(Tabela 2) e a influéncia de cada variavel pode ser avaliada verificando os valores finais dos
coeficientes de regressao via teste ¢ de student. Na segunda etapa, trés variaveis de maior im-
portancia foram utilizados no modelo preditivo final. O qualidade de ajuste dos modelos cons-
truidos, completo (20 variaveis) e reduzido (3 variaveis), foram avaliados pelo calculo da area
abaixo da curva do grafico ROC (receiver operating characteristic curve) (PEARCE;
FERRIER, 2000) e a acuracia de predicdao de presenga e auséncia das observacodes espaciais

(localizagdes geograficas) foi calculada via matriz de confusdo, dada pela razao entre o nimero
de classificagdes erradas e o nimero total de classificagdes (CRUZ; CARNEIRO, 2003) (Equa-
¢do 12):

l
1
Ac=1-— Nz m; . [12]
j=1

Onde Ac representa a acuracia medido pela proporcao de pontos corretamente classifi-
cados; m; € o numero de observagdes classificadas incorretamente quanto a presenga ou ausén-
cia,onde j=1, 2, ..., | localizacdo geogréfica.

Os valores preditos (y) dentro da distribuicao [0-1] foram agrupados em quatro classes de
adaptabilidade de plantio de T. ciliata: alto potencial (y > 0,6), bom potencial (0,4 <y > 0,6),
moderado potencial (0,2 <y > 0,4) e baixo potencial (y<0,2) (MAHMOUDI SHAMSABAD;
ASSADI; PARDUCCI, 2018; SAHA; RAHMAN; ALAM, 2021; YANG et al., 2013).

Os parametros do modelo ajustado (reduzido) foram utilizadas para predicao da probabi-
lidade de aptidao utilizando os 407871 pontos geograficos do territorio brasileiro. Com isso, foi
possivel construir um arquivo raster com as predigdes por pixel e assim a plotagem dos mapas

de acordo com as épocas atual e futuras, considerando o modelo de mudangas climéticas.
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3 RESULTADOS

3.1 Parametros genéticos e estrutura quantitativa da populacao

Usando o teste de razao de verossimilhangas, as variancias genéticas entre procedéncias
e entre progénies, obtidas para os dois caracteres, foram significativas (p <0.01) em todas as
idades de avaliag@o, com excecdo para variancia entre progé€nies no caractere diametro aos 99
meses de idade (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros estatistico-genéticos para altura e diametro em diferentes idades em teste
de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.

Parametros 16 meses 31 meses 54 meses 99 meses
p/ altura Valor LRT Valorr LRT  Valor LRT  Valor LRT

ol 0.11 60.70°  0.50 43.97° 055 2391 1.00 26.90"
o5 0.06 119.22° 025 84.76°  0.65 68.86" 0.60 37.30"
sz 0.12 53.56" 0.28 23317 0.86 21.82" 1.43  17.04"
o? 0.32 1.18 3.72 6.56
h2 0.46 0.60 0.50 0.28
hZ, 0.47 0.57 0.52 0.37
Tgg 0.68 0.75 0.72 0.60
Qsr 0.19 0.20 0.10 0.17
u 3.52 5.14 7.58 10.11

Parametros 16 meses 31 meses 54 meses 99 meses

p/ didmetro Valor LRT Valorr LRT  Valor LRT  Valor LRT
ol 0.60 56.22" 1.33  24.19° 3.76  21.80" 527 23237
0,3 0.19 78.41 0.67 40.58" 1.83 33.93" 1.36  4.56"™
sz 0.45 36.70° 0.46 5.28™ 1.02 3.16™ 0.90 0.39™
o? 1.64 4.76 13.61 31.73
h2 0.33 0.46 0.45 0.16
hZ, 0.39 0.55 0.55 0.32
Tgg 0.62 0.74 0.74 0.56
Qsr 0.29 0.20 0.20 0.33
u 6.31 7.02 10.92 14.68

02 = variancia genética entre procedéncias; o, = variincia genetica entre progénies dentro de proce-

déncias; szp
residual; h2 = herdabilidade individual no sentido restrito; h2, = herdabilidade ampla na média de pro-
génies; 1,4, = acuracia de selegdo de progénies; Qsr = estimativa da divergéncia genética quantitativa
entre as procedéncias.

*: significativo pelo teste ¥ de razdo de verossimilhangas correspondente ao nivel de probabilidade de
1% de erro. ns: ndo significativo pelo teste y*> de razdo de verossimilhangas correspondente ao nivel de

probabilidade de 1% de erro.

= variancia da interagdo entre progénies dentro de procedéncias e blocos; o5 = variancia

Fonte: do Autor (2023).

Os valores de variancia entre progénies obtidos tiveram baixa contribui¢do no valor total

da variancia fenotipica para as duas caracteristicas em todos os anos, com valores entre 6.3% -
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11.5% para altura (m) e 3.5% - 9.3% para didmetro (Figura 3). A variancia residual teve contri-
buicdo progressiva na variancia fenotipica total com aumento de idade de avali¢ao. Por exemplo,
comparando a primeira e a ultima idade de avaliacdo, houve um acréscimo de 14,6% e 23,8%
na variancia residual para a altura e o didmetro, respectivamente (Figura 3). Os valores de va-
ridncia entre procedéncias foram maiores que os valores entre progénies para os dois caracteres

em todas as idades, exceto para altura aos 54 meses de idade.

Figura 3 - Composi¢ao da variancia fenotipica total aos 13, 31, 54 ¢ 99 meses de idade para
altura (A) e diametro (B) em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-

MG. g = variancia de progénies; O']-Zp = variancia da interagdo entre blocos e progé-
nies; 6 = variancia entre as procedéncias; o2 = Variancia residual.
A Altura B Diametro
100 100
754 75 -
X 501 R 501
25+ 25
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Fonte: do Autor (2023).

Em geral, os valores estimados das herdabilidades individuais (h2) e na média de progé-
nies (h2,) foram maiores para altura do que para didmetro. Para altura, h2 variou entre 0,28 e
0,60 e h? entre 0,37 e 0,57, enquanto para didmetro, h2 variou entre 0,16 e 0,46 e para
hZ, entre 0,32 e 0,55. Os valores estimados da diferenciagio genética entre as procedéncias
(Qgr) obtidos para as duas variaveis variaram de acordo com a idade de avalia¢ao (Figura 4).
Para altura, foram estimados valores similares aos 16, 31 € 99 meses (0,19, 0,20 e 0,17, respec-
tivamente), enquanto aos 54 meses houve sensivel reducao (0,10). Para diametro, os valores
mais altos de Q¢ foram obtidos aos 13 meses (0,29) e 99 meses (0,33), enquanto os valores

aos 31 e 54 meses foram idénticos (0,20). Nao foram encontradas associacdes entre valores de
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herdabilidade individual e herdabilidade a nivel de progénies, sendo os menores valores de
herdabilidade, para as duas carateristicas, encontradas aos 99 meses de plantio.

Quando ajustadas aos dados de todas as idades de avaliacdes em um modelo conjunto,
as variancias de progénies dentro de procedéncias (05) e de procedéncias (62) foram signifi-

cativas para os dois caracteres avaliados (p <0.01) (Tabela 4). O efeito fixo (soma de quadrados)

para as idades de avaliagao também foi significativo para os dois caracteres (Pr (F) < 0.01).

Figura 4 - Herdabilidade individual no sentido restrito (h2), herdabilidade na média de progé-

nies (h%) e Qqr aos 16, 31, 54 ¢ 99 meses de idade para altura (A) e didmetro (B)
em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.
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Fonte: do Autor (2023).
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Tabela 4 - Parametros estatistico-genéticos de analise conjunta com quatro idades utilizando os
caracteres altura em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.

R Altura Diametro
Parametro
Valor LRT Valor LRT

o 0.66 49.16" 2.19 74.10°
op 0.56 505.91° 0.89 307.32°
Opa 0.44 36.63" 0.30 5.84"
a 0.26 261.11° 2.01 154.60"
o/ 0.07 28.23" 0.05 1.20"
o2 1.64 11.11
h2, 0.31 0.25
h2,. 0.50 0.49
Tyg 0.70 0.70
TgB 0.61 0.75
Qsr 0.14 0.23

m 6.40 9.50

oZ = variancia genética entre procedéncias; o = variancia genetica entre progénies dentro de proce-

déncias; ajzp = variancia da interagdo entre progénies dentro de procedéncias e blocos; Uga = variancia

da interacdo entre progénies dentro de procedéncias e idades de avaliacao; crjza = variancia da interagdo

entre blocos e idades de avaliagio; 02 = variancia residual; h2, = herdabilidade ampla na média de pro-
génies para cada idade de avali¢do; h2. = herdabilidade individual no sentido restrito conjunta para
todas as idades de avaliagdo; h2,. = herdabilidade ampla na média de progénies conjunta para todas as
idades de avaliagdo; 1, = acurdcia de selecdo de progénies; ryp = correlagdo genética individual entre
anos; Qsr = estimativa da divergéncia genética quantitativa entre procedéncias.

*: significativo pelo teste ¥ de razdo de verossimilhangas correspondente ao nivel de probabilidade de
1% de erro. ns: ndo significativo pelo teste y*> de razdo de verossimilhangas correspondente ao nivel de
probabilidade de 1% de erro.

Fonte: do Autor (2023).

As herdabilidades individuais no sentido restrito e na média de progénies foram maiores
do que os valores obtidos nas avaliagdes individuais, com maiores valores obtidos para a vari-
4vel altura (h2 = 0.31, h2,= 0.50), embora o maior valor de correlacdo entre idades foi obtido
para o caractere didmetro (ryp = 0.75), que obteve valor de interagdo de progénies dentro de
procedéncias e idades de avaliagdes nao significativo (p > 0.01), diferente do que encontrado
para altura, em que a correlagdo foi de 0.61 e interagdo de progénies dentro de procedéncias e
idades de avaliagdes significativa (P < (0.01) (Tabela 4).

Os valores de Q¢ estimados nas analises conjuntas foram similares aos obtidos nas ana-
lises individuais, onde foram encontrados os menores valores de Qs para o caractere altura
(0.10 — 0.20), obtendo o valor de 0.14 na andlise conjunta. Para didametro, os valores de Qqr

obtidos foram maiores (0.20 — 0.33), obtendo o valor de 0.23 na analise conjunta.
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3.1 Predicao de valores genéticos, ganho com selecaoe N,

Os valores médios genéticos preditos das progénies (BLUP + p) foram estimados e plo-
tados para os dois caracteres avaliados pelo modelo individual e conjunto. Assim, foi possivel
estimar as correlagdes genéticas entre valores preditos das progénies entre os dois caracteres,
para cada idade de avaliagdo. Os valores estimados foram de 0,82, 0,91, 0,88 ¢ 0,87 para 16,

31, 54 e 99 meses, respectivamente (Figura 5).

Figura 5 - Grafico de dispersdo dos valores preditos das progénies para altura (m) e diametro
(cm) em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.
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Fonte: do Autor (2023).

Os valores preditos para a média das quatro idades de avaliagdo para as 74 progénies
avaliadas mostraram que ha pouca estrutura genética entre procedéncias, e que os maiores com-
ponentes de variancias estao dentro de progénies. Isto pode ser observado nas figuras 6 € 7, que
mostra a grande variabilidade dentro de procedéncias, onde dentro de uma mesma procedéncia
¢ possivel encontrar progénies com adaptacdo superior e progénies mal adaptadas. Na proce-
déncia “Iron Range”, por exemplo, foi possivel verificar esta variabilidade. A progénie “90”
desta procedéncia, obteve o pior desempenho, em altura (m), dentre todas as progénies (valor
predito = 7.84m). Neste mesmo local também foi coletada a progénie “80”, que obteve o quarto

melhor desempenho dentre todas as progénies (valor predito = 10.42m).
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Figura 6 - Valores genéticos preditos para Altura (m) em teste de procedéncias de Toona ciliata
em Campo Belo-MG. A linhas acima das barras mostram o erro padrao da predi¢ao
(SEP).
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Fonte: do Autor (2023).
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Figura 7 - Valores genéticos preditos para Diametro (cm) em teste de procedéncias de Toona
ciliata em Campo Belo-MG. A linhas acima das barras mostram o erro padrao da
predicao (SEP).
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Fonte: do Autor (2023).

Para avaliagdo da estratégia de selecdo, para explorar o germoplasma, foram estimados
os 30% piores e melhores individuos de todo o teste de procedéncias. Para o caractere altura,
quando se seleciona por progénies, nota-se que foi obtida menor (7,1m) média em comparagao

ao desempenho dos 30% melhores individuos (7,7m), independente das progénies de origem
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(Figura 8). Quando se faz o mesmo para descarte das piores, observou-se maior média pela

selecdo de progénies (5,2m) do que pela seleg¢do direta dos 30% piores individuos (4,4m).

Figura 8 - Avaliacdo de estratégias e procedimentos de selecdo entre e dentro de progénies para
a variavel altura (m) em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.
A - Valores da média fenotipica das estratégias de selecdo dos 30% melhores indivi-
duos e 30% melhores progénies. B — Porcentagem dos 30% melhores individuos den-
tro das melhores ou piores progénies (Ep) e na soma de todas as melhores e piores

progénies (Et).
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Fonte: do Autor (2023).
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Os valores encontrados na de selegdo para altura mostram que, em média, 58.3% dos

melhores individuos dentro das melhores progénies (Et). Quando se calcula a percentagem total

de individuos dentro das 30% melhores progénies (Ep), tem-se um valor de 57,1%. Utilizando

o mesmo procedimento, mas agora com 30% das progénies com menor adaptabilidade média,

7,2% dos melhores individuos estdo dentro das melhores progénies, enquanto 7,4% estdo na

soma total de todas as progénies (Figura 8).

O mesmo comportamento foi observado para a variavel diametro (Figura 9). Na verifi-

cacdo dos cenarios de selecdo, foram obtidos valores de 59.7% e 60.9 para os procedimentos

Ep e Et, respectivamente, para as melhores progénies. Quando realizada a analise para as pro-

génies menos adaptadas, foram obtidos valores de 5,1% para ambos os cenarios (Ep e Et).
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Figura 9 - Avaliacdo de estratégias e procedimentos de selecao entre e dentro de progénies para
a variavel altura (m) em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.
A - Valores da média fenotipica das estratégias de selecao dos 30% melhores indivi-
duos e 30% melhores progénies. B — Porcentagem dos 30% melhores individuos den-
tro das melhores piores progénies (Ep) e na soma de todas as melhores e piores pro-

génies (Et).
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Fonte: do Autor (2023).

Nesta populagdo, o tamanho efetivo populacional total (N,) ¢ de 231,3 (Figura 10). Os
ganhos de selecdo para didmetro foram um pouco maiores do que para altura. No entanto, para
um mesmo numero de individuos selecionados, foram obtidos valores de N, menores para dia-
metro do que para altura. Por exemplo, quando aplicada uma intensidade de sele¢do de 30%, o
ganho para diametro serd de 28,7% para diametro e 25,62% para altura; sob a mesma intensi-
dade de sele¢do N, ¢ de 90,8 para didmetro enquanto 95,6 para altura. Com isso, quando N, e
ganho de selecdo se intercruzam, o nimero de individuos a serem selecionados para diametro
¢ de 110 para didmetro e 75 para altura (Figura 10). O padrao de crescimento do N, mostra
uma curva de aproximadamente 45° em relacdo ao nlimero de individuos (eixo x). Isso demons-
tra uma relagdo linear entre os nimeros de individuos amostrados e o tamanho efetivo popula-

cional.
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Figura 10 - Ganho genético com selecdao e tamanho efetivo populacional (N,) em fun¢ao do
nimero de individuos selecionados utilizando as variaveis altura (m). (A) e Diame-
tro (cm) (B). em teste de procedéncias de Toona ciliata em Campo Belo-MG.
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Fonte: do Autor (2023).

3.3 Aptidao de Toona ciliata no territorio brasileiro

As varidveis climaticas e geograficas mais importantes para a capacidade preditiva da
presenca/auséncia de 7. ciliata na Australia foram: Elev - elevagdo (m), BIO12 - Precipitacao
pluviométrica anual (mm) e BIO17 — Precipitacdo pluviométrica do trimestre mais seco (mm).
A calibragdo do modelo para distribuicdo de 7. ciliata com as variaveis selecionadas obteve
valor AUC de 0,95, valor muito proximo do obtido com o modelo completo (AUC = 0,98),
utilizando todas as 20 varidveis. O valor de acuracia de predicdo também foi alto (0,88) e
préoximo do obtido com o modelo completo (0,93), indicando alta acuracia na classificagdo das

observagoes espaciais quanto a aptidao de presenca de 7. ciliata (Figura 11).
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Figura 11 - M¢étricas de avaliagdo do ajuste da modelagem de predicdo espacial da
presenga/auséncia de Toona ciliata em territério Australiano. A — Matriz de
confusdo para modelo completo (com 20 variaveis preditoras), B — matriz de
confusdo para modelo reduzido com 3 varidveis preditoras selecionadas (BIO12
e BIO17 e Elevacao). C — Curvas ROC com aérea abaixo da curva para ajuste
modelos completo (vermelho) e reduzido (azul).
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Fonte: do Autor (2023).

A curva de resposta das espécies revelou que variaveis ligadas a temperatura tem pouco
influéncia sobre a aptiddo de 7. ciliata, enquanto a altitude e a precipitacdo sdo as variaveis
mais importantes. De acordo com nosso modelo, a espécie € adaptada a locais com bom regime
hidrico (> 1000 mm), com menor reducao de chuvas no periodo mais seco e em baixas altitudes
(< 500 m). Em geral, areas com precipitacdo anual inferior a 1000 mm e com trimestre mais

seco com precipitagdo abaixo de 100 mm apresentam baixa aptidao para alocacdo de T ciliata
(Figura 12).
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Figura 12 - Graficos de caixas com as distribuigdes das variaveis utilizadas na predi¢ao espacial
entre as classes de adaptabilidade para plantio de Toona ciliata em territorio

brasileiro.
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Fonte: do Autor (2023).

A predicao espacial de aptidao de 7. ciliata em cenario historico (1970 -2000) e cenarios
futuros (2021 —2040; 2041 — 2060 e 2061 — 2080), mostrou que com base nos dados historicos,
a maior concentragao de areas em que esta espécie apresenta alta aptidao sdo no norte do Brasil,
especificamente na area do bioma amazonico, bem como em toda faixa litoranea brasileira,
principalmente no litoral dos estados da Bahia e Espirito Santo, e o centro-sul do Mato Grosso
do Sul, Sul de Sao Paulo e toda a area dos trés estados da regido sul do Brasil (Figura 13). Ja
as regides com baixa aptiddo estdo concentradas na regido do semiarido brasileiro e nas areas
de transicao entre o semidrido e Cerrado. Estas regides apresentam baixas precipitagdes (< 1000
mm/ano) e longos periodos de estiagem. As zonas de moderada e boa adaptabilidade estao prin-
cipalmente nas regides entre o Cerrado e a transi¢do entre os biomas Amazonia e Cerrado.

Os cenarios futuros de alteragdes climaticas influenciaram pouco nas areas de adaptagado
de T ciliata (Figuras 13 e 14) no territdrio brasileiro. No cenario historico, por exemplo, 57,3%
do Brasil foi classificado com alta aptidao, enquanto no periodo 2061 — 2080 esta area ¢ de
53,9%. Areas com baixa aptidao somam 21,6% do territorio no cendrio histérico, enquanto 24,1%
em 2061 — 2080 (Figura 14). Foram observadas alteracdes nas categorias de aptiddo na faixa
litoranea, onde houve redugdo das areas com alta aptidao e aumento de dreas com moderada e

baixa aptidao (Figura 13). Outra regido em que também se observou alteragao nas classes de
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aptidao foi no estado de Mato Grosso, onde houve redugdo de area de alta aptidao no centro-

oeste do estado e aumento de areas com baixa aptidao no centro-leste (Figura 13).

Figura 13 - Predicao de classes de adaptabilidade para plantio de 7oona ciliata em territorio
brasileiro, simuladas para um cendrio histérico (1970 -2000), com dados de
normais climatologicas do WorldClim, e projetadas para cenarios climaticos
futuros (2021-2040, 2041-2060 e 2061 -2080), utilizando o modelo preditivo
climatico "CNRM-CM6-1" associado ao cendrio socioecondmico SSP58.5.
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Fonte: do Autor (2023).
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Figura 14 - Area potencial estimada (km?) de classes de adaptabilidade para plantio de Toona
ciliata em territdrio brasileiro, simuladas para o cendrio histérico (1970 -2000) e
projetadas para cenarios climaticos futuros (2021-2040, 2041-2060 e 2061 -2080),
utilizando o modelo preditivo climatico "CNRM-CM6-1" associado ao cenario
socioeconomico SSP58.5.
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4 DISCUSSAO

4.1 Estrutura de populagoes e estratégias de selecao de Toona ciliata

A instalagdo de ensaios de procedéncia e progénie (TPP) sdo passos essenciais para ava-
liar a capacidade de exploracdo comercial do germoplasma de uma espécie para fins de intro-
dugdo da mesma em uma nova area onde nao ¢ nativa. Além disso, os TPPs viabilizam estraté-
gias de selecdo e caracterizagao de padroes de heranga em caracteres de interesse para inicio de
um programa de melhoramento (CRUZ et al., 2022; GIRARD et al., 2022; YANG et al., 2009).
A TPP também ¢ importante para a tomada de decisdo sobre estratégias de selecdo e alocagao
do germoplasma avaliado, estas informacgdes podem ser utilizadas paralelamente para escolha
de estratégias de conservagdo, com o objetivo de manter a variabilidade genetica para os carac-
teres de interesse econdmicos atuais. Adicionalmente, esses TPPs também podem ser utilizados
para a conservagdo de recursos genéticos, resguardando uma amostra da variabilidade da espé-

cie para exploracao futura, especialmente em caracteres ainda nao avaliados no presente, como
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tolerancia a pragas e doencas e estresses abidticos (ERIKSSON; NAMKOONG; ROBERDS,
1995; SMITH et al., 2020; YONG et al., 2019).

Neste trabalho, foram avaliados caracteres quantitativos, que geralmente sdo altamente
influenciados por processos microevolutivos, com maior participacdo da selecdo natural
(LEINONEN et al., 2008; LYNCH et al., 1999). Estes caracteres geralmente apresentam baixa
herdabilidade por sofrerem alta influéncia de fatores ambientais e estocasticos durante sua ex-
pressdo, o que esta de acordo com as herdabilidades encontradas neste trabalho, seja para her-
dabilidade individual e herdabilidade no nivel na média de progénies, para as duas caracteristi-
cas (Tabela 3). Altos valores de variancia residual (¢2) foram estimados para os dois caracteres
nas analises individuais e conjuntas. Nas andlises individuos as variancias residuais variaram
entre 53,7% e 68,3% para altura e entre 57% e 80,8% para didmetro nas diferentes épocas de
avaliagdo. Huang et al. (2016) extrairam os componentes de variancia de testes de procedéncias
de castanheira branca (Quercus alba L.) e obtiveram valores de variancia residual que compu-
nham, em média, 70% da variancia fenotipica total para altura e didmetro, aos 10 e 23 anos de
idade, em trés ambientes no centro-oeste dos Estados Unidos. Os autores detectaram que a va-
ridncia entre progénies e de blocos dentro de procedéncias (0]%,) teve componente maior que a
varidncia de progénies dentro de procedéncias (o;7) e varidncia de procedéncias (62). O mesmo
padrao foi encontrado no presente trabalho, onde a variancia dentro de progénies e blocos foi
maior que as variancias genéticas entre progénies e procedéncias, tanto para as analises indivi-
duais quanto para a andlise conjunta em todas as idades de avaliacao.

De acordo com classificacao da literatura (RESENDE, 2002a), valores de herdabilidade
abaixo de 0,15 sdo classificadas como de baixa magnitude, valores entre 0,15 e 0,50 sdo classi-
ficadas como de magnitude intermediaria e acima de 0,50 sdo classificadas como de alta mag-
nitude. Seguindo esta classificacio, todas as herdabilidades individuais (h?) estimadas nas ana-
lises individuais para os dois caracteres estdao classificadas em mediana ou alta magnitude, de-
pendendo da idade. As herdabilidades na média de progénies estimadas (h2,) sdo classificadas
como altas. Nas andlises conjuntas com todas as idades de avaliagdo, as herdabilidades indivi-
duais foram de 0,31 e 0,25 para altura e diametro, respectivamente. Para herdabilidade na média
de progénies os valores estimados foram 0,50 e 0,49 para altura e diametro, respectivamente.
Valores similares a estes foram encontrados em trabalhos com diversas espécies, como Pinus
spp. (AGUIAR; SOUSA; SHIMIZU, 2010; HODGE; DVORAK, 2012; NIERI et al., 2022;
PEREK et al., 2022) Eucalyptus spp. (CASTRO et al., 2016, 2019; MIRANDA et al., 2013),
Swietenia spp. (ABARQUEZ et al., 2015; NAVARRO; HERNANDEZ, 2004; WIGHTMAN et
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al., 2008), Melaleuca spp. (BUTCHER; MATHESON; SLEE, 1996; SUSANTO et al., 2003),
Quercus spp. (HUANG et al., 2016) e Tectona spp. (CALLISTER, 2013; CALLISTER;
COLLINS, 2008; COSTA et al., 2015).

Quando uma espécie esta disseminada em uma faixa espacial grande e heterogénea,
como ¢ o caso de T ciliata em sua area de ocorréncia natural, na Australia, a variagao espacial
pode estar estruturada devido a dois processos. Primeiro, individuos se desenvolvem em ambi-
entes diferentes, o que, por sua vez, causara diferengas nas pressoes seletivas impostas pelos
ambientes. Em segundo lugar, a heterogeneidade entre ambientes pode ser tdo severa que os
habitats podem bloquear o fluxo génico entre subpopulacdes, fazendo com que essa espécie
seja subdividida no espaco (Whitlock, 2008). Havendo interrupg¢ao ao fluxo génico, as popula-
¢oes vao ficando cada vez mais divergentes devido a deriva genética que ¢ tdo mais intensa
quanto menores forem os tamanhos efetivos das populacdes. No caso de populagdes de espécies
alégamas, como ¢ caso de 7. ciliata, a variancia genética entre procedéncias costuma ser menor
do que a variancia genética dentro de subpopulagdes, uma vez que o sistema reprodutivo pos-
sibilita grande fluxo génico dentro e entre procedéncias. Além do eficiente fluxo génico, no
caso de plantas perenes como 7. ciliata, a longevidade também contribui para diminuir a perda
de diversidade dentro das procedéncias na medida em que os individuos podem se reproduzir
por varias geragdes (ZHOU et al., 2020).

Altos valores de Q¢ sdo provocados pelo alta variabilidade entre procedéncias em com-
paracdo com a variancia dentro de procedéncias, indicando um alto nivel de sele¢dao natural
local e, portanto, potencial adaptativo em caracteristicas relacionadas a adaptabilidade/produ-
¢do (VITASSE et al., 2009). Os valores de Q¢r encontrados neste trabalho indicam baixa mag-
nitude de estruturagdo das procedéncias de 7. ciliata nos locais amostrados, o que indicam
pouco evidéncia de adaptacdo local para os caracteres de produtividade avaliados (altura e dia-
metro). Estes resultados mostram maior contribuicao da variagdo genética dentro de procedén-
cias para a maioria das caracteristicas, como esperado para uma espécie predominantemente
alogama (BOAVENTURA-NOVAES et al., 2018; KLAPSTE et al., 2019). Navarro and
Hernéndez (2004), encontraram valores Q¢ entre 0,06 e 0,49 para didmetro e 0,01 e 0,55 para
altura em diferentes idades de avaliagdo em um teste de procedéncias de Swietenia macrophylla
originarias de paises da América Central e Mexico. Kl4psté et al. (2019), avaliando dois testes
de procedéncias de Pseudotsuga menziesii originarias dos estados da California e Oregon dos
Estados Unidos em dois locais na Nova Zelandia, obtiveram valores de Qs de 0,25 e 0,20 para

diametro a altura do peito aos 11 e 21 anos, respectivamente. No outro experimento, contem-
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poraneo, foram estimados valores de Qg de 0,27 € 0,26 para os mesmos 11 e 21 anos, respec-
tivamente. Estes valores sugerem que os valores de Q¢ sdo dependentes da idade de avaligao
e local do teste. Savolainen et al. (2007) ainda inferem que o Qgr € altamente dependente da
faixa geografica de amostragem e do nimero de populacdes. Estes resultados implicam que os
valores de Qsr encontrados aqui estdo proximos de valores encontrados na literatura para es-
pécies arboreas aldgamas. No entanto, para se ter certeza sobre quais processos microevolutivos
estao agindo sobre os caracteres seria necessario contrastar os valores de Q¢ com os valores
de estruturagdo ( Fgr) obtidos com marcadores moleculares neutros (BOAVENTURA-
NOVAES et al., 2018; COLAUTTI; LAU, 2015; LEINONEN et al., 2013; WHITLOCK;
GUILLAUME, 2009).

Os valores médios preditos para progénies dentro de procedéncias revelaram altas corre-
lagdes (0,82 — 0,81) entre altura e didmetro do tronco nas quatro idades de avaliagdo, indicando
que a selecdo indireta entre estes caracteres pode funcionar bem (Figura 5). Valores similares
foram observados (r = 0,88 — 0,92) por SANTOS et al. (2021) para este mesmo ensaio, contudo
utilizando outra metodologia de avaliacdo e menor nimero de procedéncias. Dentro de um

mesmo caractere, foram estimadas as correlagdes genotipicas entre as idades de avaliagdo (14p),

com valores de 0,61 para altura e 0,75 para didmetro (Tabela 4). Estes valores sao similares aos
encontrados por FERREIRA et al. (2012) para um teste de progénies de 7. ciliata em 10 idades
de avaliacdo, com 0,70 para altura e 0,75 para didmetro. Estes resultados demonstram que a
sele¢do pode ser otimizada, sendo realizada, por exemplo, em fases mais precoces de desenvol-
vimento.

Uma pergunta recorrente na introdugao de espécies ¢ como explorar a variabilidade quan-
titativa existente para maxima explorag¢ao da variabilidade em fun¢do de encontrar clones su-
periores a serem plantados. Aqui, além de investigar a estrutura da variancia dessa populagao
introduzida, simulou-se estratégias de selecao que trouxeram informagao de que a sele¢do in-
dividual maximiza os ganhos na selecdo dos melhores individuos o otimiza o descarte dos pio-
res individuos. Quando 30% das melhores progénies foram ranqueadas e selecionadas, nos dois
caracteres, verificou-se que em torno de 60% dos melhores individuos de todo o experimento
estdo dentro destas progénies. Ou seja, a selecdo das melhores progénies reduzird um ganho
potencial se a selegdo for feita apenas considerando os valores individuais. Os resultados tam-
bém mostraram que cerca de 6% dos melhores individuos de todo o experimento estio nas 30%
progénies com menor capacidade de combinagao (valor genético). Isso mostra que a tomada de

decisdo de como fazer a selecdo para produzir a proxima geracao deve ser parcimoniosa.
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Uma ferramenta importante para racionalizar a selecdo de modo a garantir a manutengao
da variabilidade nas proximas geragdes ¢ a estimacao do tamanho efetivo populacional (N,)
adequado. Baixos valores de N, indicam que poucos individuos participam efetivamente da
geracdo de intercruzamentos, levando a amplificagdo da deriva genetica e aumento da endoga-
mia nas geracgdes subsequentes (COELHO NOGUEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2018;
VENCOVSKY, 1987; VIEGAS et al., 2011). Segundo VENCOVSKY e CROSSA (2003), um
valor de N, igual ou maior que 150 garante a manutencao de aproximadamente 90% da popu-
lagdo dentro de varios ciclos de selecdo. No entanto, para caracteres complexos, com herdabi-
lidade entre 0,20 e 0,30, um valor de N, igual a 50 ¢ suficiente para manutengdo de ganhos
genéticos adequados (RESENDE; BARBOSA, 2005). Neste estudo, N, = 150 indica a selecao
dos 463 melhores individuos para didmetro e 458 para altura, com ganhos de 18,01% e 17,19%,
respectivamente. Estes valores mostram que ¢ possivel ter ganhos expressivos na selegdo e
manter alta variabilidade nesta populacao T ciliata, garantindo a sustentabilidade de exploracao
da variabilidade genética por varios ciclos de melhoramento.

No entanto, deve-se explorar a variabilidade genetica para varios ambientes de aptidao
de T. ciliata. Assim, € necessario testar esta populacdo em varios ambientes e tentar capturar a
adaptabilidade especifica, o que pode fazer com que uma progénie ou individuo que tenha ob-
tido desempenho inferior em um ambiente, possa ter desempenho superior em outras condi¢des
ambientais. Contudo, tem-se visto que mesmo sob intensa interagdo de genotipos x ambientes,
genotipos/progénies com performance superior sempre configuram entre os melhores em di-
versas condi¢des ambientais (COSTA E SILVA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2018, 2020;
SILVA et al., 2019; SANTOS et al., 2022).

Considerando estes aspectos, o programa de melhoramento deve ser planejado com a
utilizacdao de varias estratégias em paralelo para dar sustentabilidade a exploragdao do germo-
plasma, permitindo a sele¢@o de clones com alto desempenho. Neste sentido, deve-se fazer uma
selecdo com maior intensidade e selecionar os melhores individuos a serem resgatados e envi-
ados para testes clonais para agilizar o desenvolvimento de cultivares. Paralelamente, deve-se
racionar uma estratégia de melhoramento populacional, avangando geragdes mais adaptadas,
mantendo a variabilidade. Para isto, é necessario que se conduzam hibridizag¢des, para imple-
menta¢do de um programa de selecdo recorrente (SILVA et al., 2022).

No caso de implementagao de um programa de selecao recorrente para produtividade, €
necessario que os melhores individuos cubram o maior numero possivel de progénies e proce-

déncias e que os mesmos sejam intercruzados em esquema dialético para que seja possivel ava-
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liar as progénies destes individuos e obter, por exemplo, estimativas de parametros como capa-
cidade geral e especifica de combinagio (RESENDE; BOREM; LEITE, 2022). No entanto,
uma limitagdo deste método € o emprego de polinizagdes controladas, o que pode ser demasia-
damente oneroso, por conta das dificuldades logisticas para realizacdo dos cruzamentos em
espécies perenes que demoram para atingir a maturidade reprodutiva. As arvores no teste de
procedéncia sao muito altas sendo mais viavel resgata-las, via enxertia, para implantacao de um
pomar de hibridacdo via polinizagcdo controlada. Porém, nem sempre os enxertos florescem
mesmo quando estimulados com hormdnio vegetal.

Assim, uma alternativa ¢ a instalacdo de pomares de polinizacao aberta, onde os indivi-
duos selecionados possam ser plantados seguindo restricdes espaciais com a possibilidade de
que um mesmo individuo possa receber e doar polen dos outros clones plantados no pomar.
Uma desvantagem deste tipo de método € que ndo se conhece o parental masculino das progé-
nies geradas, o que pode ser resgatado com a reconstrugdo de pedigrees, via uso de marcadores
moleculares (KLAPSTE et al., 2018). Com a avaliagdo de progénies derivadas destes cruza-
mentos, serd possivel estimar se ha cruzamentos com combinagdes especificas que devem ser
mais ou menos explorados, além da informacao de genitores com boa capacidade geral de com-
binagdo que podem ser utilizados com maior intensidade (KERR; DIETERS; TIER, 2004).

Além das estratégias de melhoramento, a dindmica de conservagao ex-situ das procedén-
cias originais no Brasil pode ser fundamental para a sustentabilidade da exploracdo futura destas
espécies no Brasil. Alguns conservacionistas argumentam a favor da preservacao da estrutura
genética origindria das populagdes Australianas. A razdo primaria € que a estrutura original
serve de referéncia para futuras comparagdes (ERIKSSON; NAMKOONG; ROBERDS, 1995).
No entanto, tem ganhado espacgo dentre as estratégias de manutencao da variabilidade genética
a conservacgao dindmica, que significa manter a diversidade genética das arvores dentro de um
processo evolutivo que permite a rotatividade de geracdes na floresta. A ideia da conservagao
dindmica ¢ manter as populagdes de arvores de uma espécie com ntimero efetivo adequado ao
perpassar das geragdes, amostrando aleatoriamente sementes destas populacdes para plantio das
proximas geracdes (KOSKELA et al., 2013; LEFEVRE et al., 2013). A conservagao dinamica,
pela efetividade e pelo baixo custo logistica, revela-se como a mais adequada para manutencao

da variabilidade genética de T. ciliata.



48
4.2 Aptidao de Toona ciliata no Brasil

No Brasil, plantios de 7. ciliata vem sendo implantados principalmente no sul do estado
de Minas Gerais, estado do Espirito Santo e em estados do sul Brasil. O pioneirismo da Empresa
Bela Vista na produ¢ao de mudas clonais de 7. ciliata foi seguida por outras viveiros de produ-
¢do de mudas para plantios em varios locais no Brasil. Assim, novos plantios comerciais de 7.
ciliata vem sendo realizados sem devido conhecimento da aptiddo para alocacao desta espécie
com base nas normais climaticas destes locais/regionais em comparagdo com o clima das suas
regides nativas na Australia. A modelagem do zoneamento climatico ¢ uma excelente ferra-
menta para entender como os fatores climaticos afetam a distribui¢do potencial de uma deter-
minada espécie em diferentes escalas (ELLIS, 2011; PEARSON; DAWSON, 2003). Esta fer-
ramenta também tem grande importincia para planejamento futuro de alocacdo dos plantios,
uma vez que pode prever o potencial produtivo da espécie em funcdo das mudangas climaticas
(BOSSO et al., 2017; KAFASH et al., 2018). Essa modelagem futura ¢ especialmente impor-
tante para espécies perenes, como arvores, que passam por diversos estresses abioticos durante
seu longo ciclo produtivo.

Neste trabalho, para predicdo com dados climaticos historicos e futuros de alocagdo de
T. ciliata, as varidveis preditoras com maior importancia foram relacionadas a precipitagao,
indicando que a intensidade e distribuicdo das chuvas sdo fatores adaptativos condicionais para
a distribuicdo natural de T ciliata na Australia. Por consequéncia, varidveis ligadas a precipi-
tagdo tiveram maior influéncia na predicao da adaptabilidade em territdrio brasileiro. No terri-
torio australiano, 7. ciliata ocorre em grande faixa de latitude (12° - 36°), com grande amplitude
de temperaturas (12.3°C — 25.9°C), mas se restringe entre 145° e 155° de longitude, onde ocor-
rem as maiores precipitacdes (>1395 mm/ano) (Tabela 5). Por conta do alto gradiente de tem-
peraturas entre as regides de ocorréncia de 7. ciliata, variaveis derivadas da temperatura do ar
nao tiveram grande importancia na predi¢cdo da aptidao.

Prevé-se que as mudangas climaticas tenham enormes impactos sobre a vegetacdo da
terra. O aumento da temperatura aumenta a fotorrespiragdo, uma vez que a relacdo O2/CO; ¢
alterada (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019). Altas temperaturas associadas a redu¢do da umi-
dade da atmosfera pela redu¢dao da pluviosidade também causam aumento nos processos de
evapotranspira¢ao e evaporacao (TAIZ et al., 2014), alterando todo metabolismo da planta.
Essas alteracdes climaticas tém sido associadas a morte siibita em arvores de varias espécies
ao redor do mundo (MENEZES-SILVA et al., 2019). Neste trabalho, embora tenha sido utili-

zado o cenario mais pessimista de alteracdes climaticas, houve pouca alteracdo nas areas de
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aptidao da T ciliata ao longo do territorio brasileiro, nos trés periodos futuros testados. Isso
ocorre porque embora, em geral, haja aumento da temperatura e redug¢do de pluviosidade na
maioria do territorio brasileiro, estas alteragdes pluviométricas preditas ficardo dentro do gra-
diente suportado pela espécie.

Os cenarios preditos de alteracdes climaticas provocaram uma pequena redugao de area
de alta aptidao e aumento das outras classes de aptidao. As maiores alteracdes ocorreram na
regido central do pais, onde os efeitos da redugao de pluviosidade serdo mais acentuados. ELLI
et al. (2020) projetaram, sob varios cenarios de mudangas climaticas, uma redu¢do na produti-
vidade de Eucalyptus spp. no centro-norte do pais em funcdo do aumento da temperatura e
reducdo da pluviosidade. Essa redu¢do de aptidao de Eucalyptus spp. na regido central do Brasil
também foi observada por FLORENCIO et al. (2022), que estimaram redugdes entre 15% e 47%
em areas de aptidao. Essa diminui¢do na aptiddo se concentrou nas regides Norte, Norte do
Centro-Oeste e Noroeste do Nordeste, incluindo a nova fronteira agroflorestal brasileira (MA-
TOPIBA). Nestas areas, foram preditas reducdes em até 300 mm/ano no regime pluviométrico
anual até 2100.

Tanto quanto se sabe ndo ha zoneamento climatico para 7. ciliata em territorio nacional.
No entanto, PIROVANI et al. (2018) realizaram o zoneamento para oito espécies florestais no
estado do Espirito Santo, incluindo T ciliata. Foram preditos dois cenarios, o atual (1982 —
2011) e futuro (2050). No cenario atual, 88% da area do estado tem aptidao para plantio da
espécie, enquanto no cenario futuro esta area ¢ reduzida para 57%, com concentragdo de areas
aptas no norte do estado. KLIPPEL et al. (2013) também realizaram o zoneamento de adapta-
bilidade para T. ciliata no estado do Espirito Santo utilizando dados historicos (1977 — 2006)
de temperatura e pluviosidade e estimou que 27% da area do estado pode receber plantios.
Nestes trabalhos foram utilizados modelos de limiar, onde as areas foram classificadas entre
aptas e inaptas. PIROVANI et al. (2018), por exemplo, classificaram como aptas, dreas com
temperatura média anual entre 13°C e 19°C e balango hidrico anual maior que -50mm, enquanto
que KLIPPEL et al. (2013) utilizaram critérios de temperaturas entre 19°C e 23°C e balango
hidrico anual maior que -100 mm. Estes critérios mostram que ndo ha um consenso entre os
requisitos climaticos de aptidao de T ciliata e que os valores utilizados, principalmente para
temperatura, divergiram entre os dois estudos. Neste trabalho, a temperatura ndo foi utilizada
na predi¢do. Além disso, destaca-se que na faixa de distribui¢@o natural da espécie ha alta am-

plitude de temperatura média anual (12.3°C — 25.9°C) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores médios e amplitude para 20 varidveis climaticas utilizando dados de
ocorréncia natural de Toona ciliata em territério australiano.

Variavel Unidade Média Minimo Miaximo  CV' (%)
BIOO01 °C 17.5 12.3 259 10.8
BIO02 °C 9.7 6.7 13.8 11.1
BIOO03 % 48.7 43.0 61.5 4.7
BIO04 % 378.5 164.1 587.0 9.1
BIOO05 °C 26.8 22.6 32.6 6.7
BIO06 °C 7.0 04 18.9 27.1
BIOO07 °C 19.8 12.7 30.0 8.8
BIOO08 °C 21.6 12.7 27.7 8.0
BIOO09 °C 134 6.6 24.0 16.2
BIO10 °C 21.9 17.5 28.2 7.6
BIO11 °C 12.5 6.6 23.6 16.5
BIO12 mm 1395.5 452.0 4151.0 22.8
BIO13 mm 192.8 47.0 685.0 32.5
BIO14 mm 49.8 5.0 97.0 24.8
BIO15 % 38.9 13.5 111.4 343
BIO16 mm 527.0 129.0 1940.0 31.5
BIO17 mm 184.0 20.0 338.0 24.2
BIO18 mm 472.2 102.0 1253.0 29.9
BIO19 mm 2244 25.0 649.0 27.9
GEOO1 m 246.4 2.0 1166.0 88.5

*CV = coeficiente de variagdo;

BIO01 = Temperatura média anual; BIO02 = Amplitude térmica diaria; BIO03 = Isotermalidade
(BIO2/BI107) x100; BIO04 = Sazonalidade da temperatura (desvio Padrdo x100); BIO0S5 = Temperatura
maxima do més mais quente; BIO06 = Temperatura minima do més mais frio; BIO07 = Amplitude
térmica anual (BIO5-BIO6); BIO08 = Temperatura média do trimestre mais imido; BIO09 = Tempera-
tura média do trimestre mais seco; BIO10 = Temperatura média do trimestre mais quente; BIO11 =
Temperatura média do trimestre mais frio; BIO12 = Precipitagdo pluviométrica anual; BIO13 = Preci-
pitagdo pluviométrica do més mais umido; BIO14 = Precipitacdo pluviométrica do més mais seco;
BIO15 = Sazonalidade da precipitacdo pluviométrica (CV); Precipitagdo pluviométrica do trimestre
mais imido; BIO17 = Precipitacao pluviométrica do trimestre mais seco; BIO18 = Precipitacao pluvio-
métrica do trimestre mais quente; BIO19 = Precipitagdo pluviométrica do trimestre mais frio; GEOO1 =
Elevacao.

Fonte: do Autor (2023).

Segundo RICKEN et al. (2011), o melhor desempenho da espécie no Brasil ¢ observado
em areas com precipitacao anual superior a 1100 mm, mas, para maior produtividade, necessita

de boa disponibilidade de 4gua, apesar de ndo tolerar longos periodos de encharcamento, o que
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retarda seu desenvolvimento. Neste trabalho, dreas com altas e boa aptidao tem precipitacao
acima de 1500 mm, mas a varidvel que provoca um maior gradiente entre as classes de aptidao
¢ a precipitagcdo acumulada no trimestre mais seco (BIO17). Na regido central do pais e princi-
palmente no Nordeste, ha regides com bom regime pluviométrico acumulado, mas com esta-
coes secas bem severas. Esta variavel se correlaciona com o balango hidrico do solo, que ¢
geralmente utilizada em trabalhos de zoneamento (BREDA et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2014).

Embora espacialmente muito distantes € com normais de temperatura muito distintas, as
regides Norte e Sul do Brasil sdo onde ocorrem as maiores precipitagoes (Alvarez, 2013). Isso
faz com que a predi¢do de alta aptiddo de T. ciliata tenha se concentrado nestas duas regioes.
Contudo, ¢ preciso cautela ao recomendar plantios de 7. ciliata em algumas regides do sul do
Brasil devido a incidéncia de geadas intensas (NAVROSKI et al., 2017).

Empresas florestais e os silvicultores devem ser cautelosos ao usar informagdes projeta-
das para opcdes de adaptacdo em escala local, pois as incertezas no clima projetado (especial-
mente nas chuvas) e na produtividade sdo substancialmente grandes. Estas ponderagdes se so-
mam ao fato de que, na grande maioria, os trabalhos de zoneamento climatico desconsideram
dois fatores importantes no sucesso de qualquer floresta plantada: melhoramento genético e
manejo florestal. No melhoramento genético, o avango de geragdes ird permitir selecionar ma-
teriais mais adaptados e que poderao suplantar as restricdes consideradas neste zoneamento.
Por exemplo, com base nas normais climaticas, FLORES et al., (2018) mapearam abaixo do
centro-sul de Sdo Paulo como regides de baixa aptidao para plantio de Eucalyptus urophyla, no
entanto, SILVA et al., (2019) obtiveram melhores produtividades em 322 progénies de Eucalyp-
tus urophyla nessas regides previamente classificadas como baixa aptidao. Com relagdo ao ma-
nejo, aspectos ligados a nutri¢ao, espagamento, desbastes seletivos etc. também poderao fazer
com que regides classificadas como de baixa inaptidao possam ter producdo sustentavel de 7.

ciliata.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados das avaliagdes genéticas do teste de procedéncias de 7. ciliata,
ha pouca estruturagao da variancia genética quantitativa entre procedéncias e a adaptabilidade
no ambiente testado ¢ mais dependente das capacidades gerais de combinagdo das progénies do
que exatamente alguma vantagem adaptativa relacionada as subpopulacdes de origem destas
progénies. A selecdo dos melhores individuos pode ser uma estratégia adequada para imple-
mentacao de testes clonais em diferentes condi¢cdes edafoclimaticas e exploracao da adaptagao
local para selecionar novos clones a curto prazo. Paralelamente aos resgates dos melhores in-
dividuos, devem ser realizados para instalagdo de pomares de polinizagdo aberta e obtengdo e
avaliagdes de novas progénies para criagdo de um programa de selecdo recorrente, respeitando
as restricdes do tamanho efetivo populacional (N,). Ao mesmo tempo, recomenda-se a manu-
tencdo do teste de procedéncias visando a preservacao dindmica ex-situ do germoplasma avali-
ado, uma vez que estdo sendo reduzidos intercdmbios de germoplasma entre paises, principal-
mente na Australia, onde agdes governamentais tém restringido a exportacao de espécies nati-
vas. Além disso, a manuten¢do do germoplasma abre a possibilidade de achar no futuro alelos
de interesse responsaveis de tolerancia a estresses biodticos e abidticos que podem surgir durante
a expansao dos plantios de cedro-australiano em novas regides.

O conhecimento e explora¢do do germoplasma, juntamente com o conhecimento de ap-
tiddo da espécie em territorio brasileiro, pode ajudar produtores, instituigdes de pesquisa publi-
cas e privadas no direcionamento da exploragdo sustentavel de 7. ciliata no Brasil. Pesquisar
espécies florestais com madeira de alto valor se torna cada vez mais importante em face da
crescente demanda por madeira para serraria em todo o mundo e pressdes pela reducao da ex-

ploragdo irregular de madeiras de esséncias florestais nativas.
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ANEXO A

Figura S1 - Correlagdes de Pearson entre 20 varidveis geoclimaticas em locais de estudo da
ocorréncia de Toona ciliata em territorio Australiano.
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Figura S2 - Ajuste da distribui¢do logaritmica para 20 variaveis geoclimaticas em locais de
estudo da presenca (1) e auséncia (0) de Toona ciliata em territorio Australiano.
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Abstract

Toona ciliata M. Roem is one of most important species for timber production and has
been increasingly planted around world in tropical and subtropical regions. Despite its high
timber value and its ecological importance, the species lack genomics and genetics tools such
as molecular markers. The recent publication of the genome sequences of 7. ciliata opens new
opportunities for the characterization variable genomic regions and for the development of mo-
lecular tools. Thus, this work aims to identify and characterize microsatellite regions in the
genome of 7. ciliata. The MISA (Microsatellite identification tool) software was used to iden-
tify microsatellite loci in the 7 ciliata genome and then classify them according to type, motif
size and number of repetitions, in addition to determining whether they were in tandem.
Throughout 7. ciliata scaffolds, 39,085 microsatellite regions were detected, with 32,3% being
mononucleotides, 56,8% dinucleotides, 5% trinucleotides, 3% tetra-, penta- and hexanucleo-
tides and 3% complex, i.e. a mixture of different motifs on the same locus. Around 30% of the
total SSR sequences identified were from dinucleotides with 10 and 11 of tandem repeats and
the most frequent type of motif was the mononucleotide AT/AT, accounting 42,8% of total mo-
tifs. In the future, primers flaking the longest di- and trinucleotide microsatellites will be tested

in the lab for the development of new molecular markers for 7. ciliata.

Keywords: Genome-wide identification. Meliaceae. SSR.
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1. Introduction

The Toona (Endl.) M. Roem. genus, of the Meliaceae family, contains only six species
commonly known as “Red Cedar (Lin et al., 2018). The species Toona ciliata M. Roem., known
in Brazil as “Australian Cedar” has a natural occurrence in Australia (Edmonds, 1993). Trees
of this species have relatively fast development, wood of high economic value and are ecolog-
ically important in the regions where they are native (Ferreira et al., 2012; Liu et al., 2014).
Brazil has been standing out among the countries that introduced the species, due to its excellent
development and adaptation. As a result, 7. ciliate has been increasingly planted in the country
(Nassur et al., 2013).

The introduction of 7. ciliata in Brazil was mainly due to the versatile characteristics of
its wood, known for its reddish tone, and that has been used for the construction of houses and
ships, and for other specific markets of high value, such as furniture, musical instruments, dec-
oration utensils and several other uses (Lemmens, 2008; Santos et al., 2021). Additionally, parts
of the tree, such as bark and leaves, can be used in traditional medicine (Chowdhury et al., 2003;
Lemmens, 2008; Gautam et al., 2010).

To access the genetic variability, molecular markers can be used to assess genomic var-
1ation between and within species. Currently, cost reduction and increased yield in next-gener-
ation sequencing technologies (NGS) have promoted the development of several molecular
markers, in addition to sequencing-based genotyping methods. One of the most used molecular
markers today for population genetic analysis are microsatellite markers, also known as simple
repeated sequences (or SSRs).

The great utility of SSR markers is due to their abundance in the genome, high rates of
polymorphism, multiallelism, co-dominant inheritance, ease of use, moderate cost and modest
DNA quality requirements (Vieira et al., 2016; Babu et al., 2019). As they are composed of
repeated sequences in tandem, the occurrence of unequal base pairings is very common, which
can lead to errors during replication or recombination at these loci, causing their multiallelism
and high polymorphism rate. (Ellegren, 2004; Piquemal et al., 2005; Vieira et al., 2016). An-
other advantage of microsatellites, in relation to other types of molecular markers, is that they
can be transferable among laboratories and even to other phylogenetically close species. This
is due to the high conservation of the sequences that flank the tandem repeats at the species
level and even between species (Kuleung et al., 2004; Saha et al., 2004; Fan et al., 2013;
Medeiros et al., 2021; Shekhar et al., 2021; Geetha and Siril, 2022).
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Traditionally, the development of SSR markers required a small genomic library, that
was then hybridized with SSR oligonucleotides to sequence clones that were showed hybridi-
zation signal. This is quite time consuming, expensive, and labor intensive. Alternatively, SSRs
can be identified in sequence databases and used for SSR marker development. Currently, with
the rapid increase in the volume of sequences of various species in public databases, it is now
easier to identify large numbers of SSRs in silico (Yi et al., 2006).

The genetic variability of Toona ciliata Roem. var. pubescens has been investigated
mostly in populations from the China (Liu et al., 2012, 2014, 2019; Zhan et al., 2016, 2019;
Yang et al., 2020; Zhou et al., 2020). These studies were conducted with the only 29 SSR mark-
ers developed for the Toona genus so far. We have tested these loci Toona ciliata var. australis
but observed that only seven loci had stable PCR amplification and repeatability. These seven
SSR were tested with fluorescent primers in capillary electrophoresis, but no polymorphism
was detected preventing characterization of the genetic diversity and structure in Australian
populations of 7. ciliata. Therefore, there is a need for the development of more SSR markers
for the species. Given the ecological relevance and value of 7 ciliata wood, it is very important
to know its diversity and the genetic structure of its remaining populations. The existence of
genomic sequences for the Australian Cedar (Wang et al., 2022) greatly facilitates the discovery
of microsatellite loci and the development of SSR markers to access the genetic variability.
Even though the genome has been published, no characterization of SSR loci in the genome of
this species has been undertaken. Therefore, the objectives of this work were to identify and

characterize the microsatellite loci in the genome of 7. ciliata.

2. Material and Methods

To identify the microsatellite regions in the T. ciliata genome, sequencing data available
at the Sequence Read Archive (SRA) of the NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) and deposited by BGI Genomics (BioProject: PRINA438407 and SRA: SRS3260428)
were used. Sequences comprised of 306.4 million paired end reads of 2x100bp, totaling 60.9
Gb or 117 x the genome size of the species (Wang et al., 2022). Trimmomatic (Bolger et al.,
2014) was used to remove Illumina adaptors and to trim low quality sequences with SLID-
INGWINDOW:4:15. The sequencing data were assembled into contigs with Megahit (Li et al.,
2015). The contigs obtained from the assembly were submitted to the Pearl MicroSAtellite
(MISA) script (Beier et al., 2017) for the microsatellites identification.
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Microsatellites with a minimum of 15 repeats for mononucleotides, 10 repeats for di and
trinucleotides and seven repeats for tetra-, penta- and hexanucleotides were identified. Mi-
crosatellites within 100 base pairs from each other were classified by MISA as being a single
composite locus. The microsatellites identified were subsequently classified according to type,
motif size and number of repetitions. The classification of these features in the set of identified

microsatellites was determined using the R software (R Core Team, 2019).

3. Results and discussion

Our draft genome assembly of T. ciliata had a total length of 527 Mb, which is very
close to the 520 Mb observed in a recently published chromosome level assembly of the species
(Wang et al., 2022). However, our assembly was highly fragmented into 182,855 contigs
(with >500 bp) with N50 of 8,173 bp. Nevertheless, the sequences are useful for microsatellite
identification as 60.8% (320.8 Mb) and 45.1% (238.2 Mb) of the assembly are in contigs of at
least 5 and 10 Kb, respectively. These sequences should be long enough to not only allow iden-
tification of microsatellite but also to design PCR primers in most of their flanking sequences.

Using the MISA script, 39085 microsatellite regions were identified in the genome of
T. ciliata (Table 1). Of the scaffolds with microsatellites, 95.8% had only one positive locus.
Only 1192 (3%) of the of microsatellites were classified as complex (Table 2). Microsatellite
repeat units typically vary from one to six bases (Guichoux et al., 2011). In this study, SSR
dinucleotides were the most abundant, comprising 56.8% of the identified loci, followed by
mononucleotides (32.3%), trinucleotides (5.4%) and compounds (3%). Tetranucleotides, pen-

tanucleotides and hexanucleotides accounted for 3.1% of the total SSR found (Table 2).

Table 1. Information of SSR identification on the Toona ciliata genome.

Parameter Value
Genome size (pb) 527,537,615
Total number of contigs examined 182,855
Total number of identified SSRs: 39,085
Number of SSR containing sequences: 24,264
Number of sequences containing more than 1 SSR: 7,652

Number of SSRs present in complex formation 1,192




70

Shi et al. (2014) found 90% of SSR sequences among mono-, di-, tri- and tetranucleo-
tides in Brassica rapa, Brassica oleracea and Brassica napus, while Wang et al. (2018) ob-
tained mono-, di- and trinucleotide repeats accounting for >98% of SSR sequences in Nicoti-
ana ssp. In Eucalyptus species, in general, di- and trinucleotides are the most abundant, corre-
sponding to more than 60% of the SSR loci (Rabello et al., 2005; Sumathi and Yasodha, 2014).
In general, the prevalent type of SSR loci in plant genomes depend on the evolutionary history
of the species (Cai et al., 2019). For example, species with a large number of short repeat-type

SSR loci generally exhibit a higher genomic mutation rate (Xiao et al., 2015).

Table 2. Type and number information of SSR loci located on the Toona ciliata genome.

Type of SSR Number of SSRs Percent
Mononucleotides 13,001 32.3%
dinucleotides 22,896 56.8%
Trinonucleotides 2,007 5.0%
Tetranucleotides 953 2.4%
Pentanucleotides 111 0.3%
hexanucleotides 117 0.3%
Complex 1,192 3.0%
Total 40277 100%

In general, the greater the number of tandem repetitions, the lower the frequency for
all categories of SSRs (Temnykh et al., 2001). Here, a smaller range of variation was also noted
in the number of repeats in tandem in function to increase of the SSR motif size. (Figure 1). In
mononucleotides SSRs between 14 and 39 tandem repeats have been found. Dinucleotides
ranged from 10 to 28, trinucleotides between 10 and 26 and tetra-, penta- and exanucleotides
between 7 and 14 (Figure 1). Around 30% of the total SSR sequences identified were from
dinucleotides with 10 and 11 of tandem repeats (Figures 1 and 2). These results are expected
because longer SSRs are more difficult to evolve as they require more mutational steps and,
therefore, are less likely to occur. It should be noted that microsatellites with a higher number
of repetitions tend to be more polymorphic due the correlation between the number of repeats
in the progenitor allele and the mutation rate and therefore preferred as molecular markers

(Vigouroux et al., 2002; Ellegren, 2004; Petit et al., 2005).
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The most frequent type of motif of 7. ciliata was the dinucleotide AT/AT, corresponding
to 42.8%, followed by the mononucleotide A/T (32.4%), and the dinucleotides AG/CT (9.3%)
and AC/GT (6.4%), totaling 91% of all microsatellites found (Table 3). Generally, in dicots,
A/T mononucleotide motifs are the most abundant microsatellite (Li et al., 2019; Kalia et al.,
2020), such as for Eucalyptus ssp. (Rabello et al., 2005). The most common dinucleotides in
plant genetic studies are those composed of AG/CT (Lagercrantz et al., 1993; Sumathi and
Yasodha, 2014; Cai et al., 2019). However, in several species, for example in Prunus persica,
Fragaria xananassa, Prunus mume and Nicotiana spp., AT/AT dinucleotides are the most fre-
quent (Xiao et al., 2015; Wang et al., 2018), as observed in this study.

In this study, the trimer AAT/AAT motif was the most abundant among the trinucleotide
loci, with 4.2% of total microsatellites. The trimer AAT/AAT is also predominant trinucleotide
in Ziziphus jujuba, Vitis spp, and Morus spp.; CCG/GGC in Eucalyptus spp., Sorghum bicolor,
Oryza sativa and Zea mays; AAG/CTT in Fragaria xananassa; AAC/GTT and AAG/CTT in
Malus domestica; and AAT/ATT and AAG/CTT in Pyrus spp., Prunus persica, and Prunus
mume (Zhao and Kochert, 1993; Sonah et al., 2011; Shi et al., 2013, 2014, Sumathi and
Yasodha, 2014, Xiao et al., 2015). These differences occur due to variation in GC content and
distribution of microsatellite classes between organisms and regions of the genome (T6th et al.,
2000; Zhao et al., 2014) .

In monocotyledons, CCG/CGG is the primary trinucleotide repeat motif, but this motif
is very rare in dicots (Kantety et al., 2002; Sonah et al., 2011; Xiao et al., 2015). It is possible
that trinucleotide repeats have a high GC content in monocots (Schlotterer, 2000; Kantety et al.,
2002; Lee et al., 2006; Sonah et al., 2011). Among other lines of study, the most discussed is
that the monocots species had more chromosomal duplications and these duplications increased
the GC-rich regions. The duplicated regions are thought to have different selection pressures
than other regions, which may be a reason for motif preference and frequency in monocots and
dicots (Sonah et al., 2011).

In general, plant motifs are AT-rich, especially for tetra-, penta- and hexanucleotides
(Téth et al., 2000; Cardle et al., 2000). In this study, tetra-, penta- and hexamer motif show
tetranucleotides also shows high levels of AT nucleotides. In tetranucleotides loci ACAT/ATGT
represents 1,3% of total motifs, each one pentanucleotides motifs AAAAT/ATTTT and
AACCT/AGGTT correspond for 0.06% for total, while among hexanucleotide, the motif
ACATAT/ATATGT was the major representant, corresponding for 0.06% total found motifs.
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AAAT, AAAAT, AAAAT are the dominant tetra-, penta- and hexanucleotide, respectively, mo-
tifs in dicots and (Shi et al., 2013). That is, the predominant motifs in T. ciliata for these cate-
gories of SSR are different from most plant species.

Shi et al. (2013) examining microsatelite regions in 40 species, found two wide groups
that were largely represented by monocots and dicots, suggesting a complex and generally
dichotomous evolutionary pattern of microsatellite distribution in angiosperms. Nonetheless,
several microsatellite characteristics seemed to be constant in plant evolution, which can be
explained by general biological rules, as observed for 7. ciliata. On the other hand, there are
differences in the SSRs of 7. ciliata compared to several other angiosperms, such as the most

abundant motifs and number of tandem repetitions.

4. Conclusions

In addition to the importance of the identification and characterization of the microsat-
ellites regions in the genome, the development of microsatellites (SSR) markers is also very
important, especially given the limited number of SSR markers for T. ciliata. This study enables
great opportunities for the identification of microsatellites in the genome of T. ciliata and the
next steps should be to select di and trinucleotide motifs microsatellites with long repeats to
design primers for PCR amplification and genotyping of these loci. The existence of polymor-
phic and reliable SSR markers for T. ciliata is crucial for genetics studies of either natural and
breeding populations of this species.

A new Chromosome-Level Genome Assembly of T. ciliata (Citar) became available
when we had already performed this study. Nevertheless, given the higher quality of this pub-
lished genome assembly, it should improve the identification and characterization of microsat-
ellites in T. ciliata. In the future, we will redo the microsatellite identification in the chromo-
some-level genome assembly and compare it with our results, in addition to develop a new set

of SSR markers for the public community.



Table 3. Details of SSR repeat motifs in the genome of Toona ciliata. The table represents the number of SSRs identified for each category of

repeat motif.
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Motif Repeats Total
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 >25

AIT 2 - - - - - - - 3526 2748 1906 1262 900 638 427 293 226 151 128 473 12680
CIG - - - - - - - - 68 47 35 33 29 29 10 18 11 10 7 26 323
AC/GT 4 - - 700 508 339 224 181 125 80 73 52 40 37 28 22 14 15 15 70 2527
AG/CT 3 - - 798 556 358 317 262 205 219 142 136 104 96 83 66 55 32 41 166 3639
AT/IAT 1 - - 8603 4618 2106 796 329 140 72 33 19 7 3 3 2 1 - - 1 16734
CGICG - - - 2 1 - - - - - - - 1 - - - - - - - 4
AAC/GTT - - - 10 9 10 3 9 3 3 4 1 2 4 2 2 - - 1 2 65
AAGI/CTT - - - 70 44 16 17 17 4 3 4 3 3 3 5 2 1 2 1 195
AAT/ATT - - - 442 321 254 145 143 114 92 52 39 21 16 11 13 6 3 4 3 1679
ACC/IGGT - - - 2 2 1 - 1 - - - - - - - - - - - - 6
ACG/CGT - - - 2 1 - 1 - - - - - - - - - - - - - 4
ACT/AGT - - - 3 3 - 2 - 1 - - - - - - - - - - - 9
AGC/CTG - - - 6 2 2 - - 1 - - - - - - - - - - 11
AGG/CCT - - - 1 3 1 1 - - - - - - - - - - - - 6
ATC/IATG - - - 8 11 3 1 1 1 - - 2 - - 3 1 - 1 - - 32
Others 487 254 135 76 63 41 33 31 10 11 10 7 8 5 4 5 1 0 0 - 1180
Total 497 254 135 10723 6140 3131 1541 975 4197 3276 2259 1554 1112 831 574 427 316 213 198 742 39084




75

References

Babu, B.K., K.L.M. Rani, S. Sahu, R.K. Mathur, P. Naveen Kumar, et al. 2019. Development
and validation of whole genome-wide and genic microsatellite markers in oil palm
(Elaeis guineensis Jacq.): First microsatellite database (OpSatdb). Sci. Reports 2019 91
9(1): 1-9. doi: 10.1038/s41598-018-37737-7.

Beier, S., T. Thiel, T. Munch, U. Scholz, and M. Mascher. 2017. MISA-web: a web server for
microsatellite prediction. Bioinformatics 33(16): 2583-2585. doi:
10.1093/BIOINFORMATICS/BTX198.

Bolger, A.M., M. Lohse, and B. Usadel. 2014. Trimmomatic: a flexible trimmer for lllumina
sequence data. Bioinformatics 30(15): 2114. doi: 10.1093/BIOINFORMATICS/BTU170.

Cai, K., L. Zhu, K. Zhang, L. Li, Z. Zhao, et al. 2019. Development and characterization of
EST-SSR markers from RNA-Seq data in phyllostachys violascens. Front. Plant Sci. 10:
50. doi: 10.3389/FPLS.2019.00050/BIBTEX.

Cardle, L., L. Ramsay, D. Milbourne, M. Macaulay, D. Marshall, et al. 2000. Computational
and Experimental Characterization of Physically Clustered Simple Sequence Repeats in
Plants. Genetics 156(2): 847-854. doi: 10.1093/GENETICS/156.2.847.

Chowdhury, R., C.M. Hasan, and M.A. Rashid. 2003. Antimicrobial activity of Toona ciliata
and Amoora rohituka. Fitoterapia 74(1-2): 155-158. doi: 10.1016/S0367-
326X(02)00322-2.

Edmonds, J.M. 1993. The potential value of Toona species (Meliaceae) as multipurpose and
plantation trees in Southeast Asia. Commonw. For. Rev. 72(3): 181-186.
https://www.jstor.org/stable/pdf/42616713.pdf (accessed 21 January 2019).

Ellegren, H. 2004. Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nat. Rev.
Genet. 2004 56 5(6): 435-445. doi: 10.1038/nrg1348.

Fan, L., M.Y. Zhang, Q.Z. Liu, L.T. Li, Y. Song, et al. 2013. Transferability of Newly
Developed Pear SSR Markers to Other Rosaceae Species. Plant Mol. Biol. Report. 31(6):
1271-1282. doi: 10.1007/S11105-013-0586-Z/FIGURES/4.

Ferreira, R.T., A.P. Viana, D.G. Barroso, M.D.V. de Resende, and A.T. do Amaral Junior.
2012. Toona ciliata genotype selection with the use of individual BLUP with repeated
measures. Sci. Agric. 69(3): 210-216. doi: 10.1590/S0103-90162012000300006.

Gautam, A., D. Jhade, D. Ahirwar, M. Sujane, and G.N. Sharma. 2010. Pharmacognostic
evaluation of toona ciliata bark. J. Adv. Pharm. Technol. Res. 1(2): 216-20.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22247848 (accessed 30 January 2019).

Geetha, C.M., and E.A. Siril. 2022. Cross-species transferability of genomic SSR markers and
genetic diversity among Asparagus racemosus Willd. Accessions. Plant Gene 31:
100361. doi: 10.1016/J.PLGENE.2022.100361.

Guichoux, E., L. Lagache, S. Wagner, P. Chaumeil, P. Léger, et al. 2011. Current trends in
microsatellite genotyping. Mol. Ecol. Resour. 11(4): 591-611. doi: 10.1111/J.1755-
0998.2011.03014.X.

Kalia, R.K., S. Chhajer, and R. Pathak. 2020. Cross genera transferability of microsatellite
markers from other members of family Bignoniaceae to Tecomella undulata (Sm.) Seem.
Acta Physiol. Plant. 42(9): 1-14. doi: 10.1007/S11738-020-03138-5/TABLES/7.

Kantety, R. V., M. La Rota, D.E. Matthews, and M.E. Sorrells. 2002. Data mining for simple
sequence repeats in expressed sequence tags from barley, maize, rice, sorghum and
wheat. Plant Mol. Biol. 2002 485 48(5): 501-510. doi: 10.1023/A:1014875206165.



76

Kuleung, C., P.S. Baenziger, and |. Dweikat. 2004. Transferability of SSR markers among
wheat, rye, and triticale. Theor. Appl. Genet. 108(6): 1147-1150. doi: 10.1007/S00122-
003-1532-5/TABLES/1.

Lagercrantz, U., H. Ellegren, and L. Andersson. 1993. The abundance of various polymorphic
microsatellite motifs differs between plants and vertebrates. Nucleic Acids Res. 21(5):
1111-1115. doi: 10.1093/NAR/21.5.1111.

Lee, S.B., C. Kaittanis, R.K. Jansen, J.B. Hostetler, L.J. Tallon, et al. 2006. The complete
chloroplast genome sequence of Gossypium hirsutum: Organization and phylogenetic
relationships to other angiosperms. BMC Genomics 7(1): 1-12. doi: 10.1186/1471-2164-
7-61/FIGURES/3.

Lemmens, R.H.M.J. 2008. Toona ciliata M.Roem. PROTA - Plant Resour. Trop. Africa 7(1):
<http://www.protadu.org/search.asp>.

Li, D., C.M. Liu, R. Luo, K. Sadakane, and T.W. Lam. 2015. MEGAHIT: an ultra-fast single-
node solution for large and complex metagenomics assembly via succinct de Bruijn
graph. Bioinformatics 31(10): 1674-1676. doi: 10.1093/BIOINFORMATICS/BTV033.

Li, G. qi, L. xiao Song, C. ging Jin, M. Li, S. pei Gong, et al. 2019. Genome survey and SSR
analysis of Apocynum venetum. Biosci. Rep. 39(6). doi: 10.1042/BSR20190146/219225.

Lin, N., M.J. Moore, T. Deng, H. Sun, L. Yang, et al. 2018. Complete plastome sequencing
from Toona (Meliaceae) and phylogenomic analyses within Sapindales. Appl. Plant Sci.
6(4): e1040. doi: 10.1002/aps3.1040.

Liu, J., Y.T. Chen, and J.M. Jiang. 2019. Study on Population Genetic Structure in Toona
ciliata var.pubescens with SSR. For. Res. 22(1): 37-41. http://lykxyj.xml-
journal.net/en/article/id/20090107 (accessed 3 December 2022).

Liu, J., J. Jiang, and Y. Chen. 2014. Genetic diversity of central and peripheral populations of
Toona ciliata var. pubescens, an endangered tree species endemic to China. Genet. Mol.
Res. 13(2): 4579-4590. doi: 10.4238/2014.June.17.10.

Liu, J., Z.X. Sun, Y.T. Chen, and J.M. Jiang. 2012. Isolation and characterization of
microsatellite loci from an endangered tree species, Toona ciliata var. pubescens. Genet.
Mol. Res. 11(4): 4411-4417. doi: 10.4238/2012.SEPTEMBER.19.4.

Medeiros, F.L.B., C.A.F. Santos, and A.E.S. Costa. 2021. In silico microsatellite
transferability from Psidium guajava to Eucalyptus globulus validated by PCR. Genet.
Mol. Res. 20(4). doi: 10.4238/GMR18985.

Nassur, O.A.C., L.R. Rosado, S.C. da S. Rosado, and P.M. Carvalho. 2013. VARIACOES NA
QUALIDADE DE TORAS DEToona ciliataM. Roem. COM DEZOITO ANOS DE
IDADE. CERNE 19(1): 43-49. https://www.redalyc.org/html/744/74425783006/
(accessed 29 January 2019).

Petit, R.J., M.F. Deguilloux, J. Chat, D. Grivet, P. Garnier-Géré, et al. 2005. Standardizing for
microsatellite length in comparisons of genetic diversity. Mol. Ecol. 14(3): 885-890. doi:
10.1111/J.1365-294X.2005.02446.X.

Piquemal, J., E. Cinquin, F. Couton, C. Rondeau, E. Seignoret, et al. 2005. Construction of an
oilseed rape (Brassica napus L.) genetic map with SSR markers. Theor. Appl. Genet.
111(8): 1514-1523. doi: 10.1007/S00122-005-0080-6/FIGURES/4.

R Core Team, D. 2019. R: A Language and Environment for Statistical Computing.

Rabello, E., A.N. de Souza, D. Saito, and S.M. Tsai. 2005. In silico characterization of
microsatellites in Eucalyptus spp.: abundance, length variation and transposon
associations. Genet. Mol. Biol. 28(3 SUPPL.): 582-588. doi: 10.1590/S1415-
47572005000400013.

Saha, M.C., M.A.R. Mian, I. Eujayl, J.C. Zwonitzer, L. Wang, et al. 2004. Tall fescue EST-



77

SSR markers with transferability across several grass species. Theor. Appl. Genet.
109(4): 783-791. doi: 10.1007/S00122-004-1681-1/FIGURES/3.

Santos, H.G., L. Rodrigues Rosado, S. Carlos da Silva Rosado, L. Amaral de Melo, and F.
Maria Avelar Goncalves. 2021. Parametros genéticos para caracteres silviculturais em
cedro australiano Genetic parameters for silvicultural traits in cedro australiano. Sci. For.
49(130). doi: 10.18671/scifor.v49n130.05.

Schlotterer, C. 2000. Evolutionary dynamics of microsatellite DNA. Chromosoma 109(6):
365-371. doi: 10.1007/S004120000089.

Shekhar, C., A. Rawa, M. S. Bhandari, S. Barthwal, H. S. Ginwal, et al. 2021. Cross-
transferability-based identification and validation of simple sequence repeat (SSR)
markers in oaks of wes... . Silvae Genet. 70(1): 108-116. doi: 10.2478/sg-2021-0009.

Shi, J., S. Huang, D. Fu, J. Yu, X. Wang, et al. 2013. Evolutionary Dynamics of Microsatellite
Distribution in Plants: Insight from the Comparison of Sequenced Brassica, Arabidopsis
and Other Angiosperm Species. PLoS One 8(3): €59988. doi:
10.1371/JOURNAL.PONE.0059988.

Shi, J., S. Huang, J. Zhan, J. Yu, X. Wang, et al. 2014. Genome-Wide Microsatellite
Characterization and Marker Development in the Sequenced Brassica Crop Species.
DNA Res. 21(1): 53-68. doi: 10.1093/DNARES/DST040.

Sonah, H., R.K. Deshmukh, A. Sharma, V.P. Singh, D.K. Gupta, et al. 2011. Genome-Wide
Distribution and Organization of Microsatellites in Plants: An Insight into Marker
Development in Brachypodium. PLoS One 6(6): €21298. doi:
10.1371/JOURNAL.PONE.0021298.

Sumathi, M., and R. Yasodha. 2014. Microsatellite resources of eucalyptus: Current status and
future perspectives. Bot. Stud. 55(1): 1-16. doi: 10.1186/S40529-014-0073-
3/TABLES/6.

Temnykh, S., G. DeClerck, A. Lukashova, L. Lipovich, S. Cartinhour, et al. 2001.
Computational and Experimental Analysis of Microsatellites in Rice (Oryza sativa L.):
Frequency, Length Variation, Transposon Associations, and Genetic Marker Potential.
Genome Res. 11(8): 1441-1452. doi: 10.1101/GR.184001.

Toth, G., Z. Géaspari, and J. Jurka. 2000. Microsatellites in Different Eukaryotic Genomes:
Survey and Analysis. Genome Res. 10(7): 967-981. doi: 10.1101/GR.10.7.967.

Vieira, M.L.C., L. Santini, A.L. Diniz, C. de F. Munhoz, M.L.C. Vieira, et al. 2016.
Microsatellite markers: what they mean and why they are so useful. Genet. Mol. Biol.
39(3): 312-328. doi: 10.1590/1678-4685-GMB-2016-0027.

Vigouroux, Y., J.S. Jaqueth, Y. Matsuoka, O.S. Smith, W.D. Beavis, et al. 2002. Rate and
Pattern of Mutation at Microsatellite Loci in Maize. Mol. Biol. Evol. 19(8): 1251-1260.
doi: 10.1093/OXFORDJOURNALS.MOLBEV.A004186.

Wang, X., Y. Xiao, Z.H. He, L.L. Li, H.Y. Song, et al. 2022. A Chromosome-Level Genome
Assembly of Toona ciliata (Meliaceae). Genome Biol. Evol. 14(8). doi:
10.1093/GBE/EVAC121.

Wang, X., S. Yang, Y. Chen, S. Zhang, Q. Zhao, et al. 2018. Comparative genome-wide
characterization leading to simple sequence repeat marker development for Nicotiana.
BMC Genomics 19(1): 1-12. doi: 10.1186/S12864-018-4878-4/FIGURES/5.

Xiao, J., J. Zhao, M. Liu, P. Liu, L. Dal, et al. 2015. Genome-Wide Characterization of Simple
Sequence Repeat (SSR) Loci in Chinese Jujube and Jujube SSR Primer Transferability.
PLo0S One 10(5): e0127812. doi: 10.1371/JOURNAL.PONE.0127812.

Yang, W., Y. Dan, and L. Xinzhi. 2020. Genetic Diversity of Toona ciliata Populations Based
on SSR Markers. J. Resour. Ecol. 11(5): 466. doi: 10.5814/j.issn.1674-764x.2020.05.004.



78

Yi, G., J.M. Lee, S. Lee, D. Choi, and B.D. Kim. 2006. Exploitation of pepper EST-SSRs and
an SSR-based linkage map. Theor. Appl. Genet. 114(1): 113-130. doi: 10.1007/S00122-
006-0415-Y/TABLES/4.

Zhan, X., P. Li, W. Hui, Y. Deng, S. Gan, et al. 2019. Genetic diversity and population
structure of Toona ciliata revealed by simple sequence repeat markers.
http://mc.manuscriptcentral.com/tbeq 33(1): 214-222. doi:
10.1080/13102818.2018.1561210.

Zhan, X., H. Lu, S. Zhao, X. Chen, and X. Deng. 2016. Establishment and Primer Screening
of SSR-PCR Reaction System for Toona ciliata. For. Sci. Res. 29(4): 565-570.
http://lykxyj.xml-journal.net/en/article/id/20160414 (accessed 3 December 2022).

Zhao, Z., C. Guo, S. Sutharzan, P. Li, C.S. Echt, et al. 2014. Genome-Wide analysis of tandem
repeats in plants and green algae. G3 Genes, Genomes, Genet. 4(1): 67-78. doi:
10.1534/G3.113.008524/-/DC1.

Zhao, X., and G. Kochert. 1993. Phylogenetic distribution and genetic mapping of a (GGC)n
microsatellite from rice (Oryza sativa L.). Plant Mol. Biol. 1993 214 21(4): 607-614.
doi: 10.1007/BF00014544.

Zhou, W., X.X. Zhang, Y. Ren, P. Li, X.Y. Chen, et al. 2020. Mating system and population
structure in the natural distribution of Toona ciliata (Meliaceae) in South China. Sci.
Reports 2020 101 10(1): 1-10. doi: 10.1038/s41598-020-74123-8.



