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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a viabilidade da aplicacdo da
selecdo genomica ampla (GWS), no melhoramento do eucalipto. Para tanto,
foram empregados marcadores SNPs e DArTs na selecdo precoce de uma
populagdo representativa do programa de melhoramento da empresa Fibria S.A.
A populagdo foi composta de hibridos, derivados do cruzamento entre plantas
pré-selecionadas de E. grandis, E. urophylla, E. globulus e E. camaldulensis ¢
de alguns hibridos entre elas. As combinagdes hibridas foram feitas ao acaso,
gerando 68 combinagdes hibridas, envolvendo 45 genitores distintos e, ao final,
foram obtidos 611 individuos. Os dados fenotipicos foram coletados aos 24, 36 ¢
63 meses de idade, totalizando 20 caracteristicas relacionadas ao volume e
qualidade da madeira, sendo que algumas delas foram mensuradas em mais de
uma idade. Estes individuos também foram genotipados, utilizando-se
marcadores SNPs e DArTs, totalizando 36.812 e 15.742 marcadores
polimorficos, respectivamente. As analises da GWS foram feitas pela
metodologia do RR-BLUP. Acuricias preditivas acima de 0,7 foram encontradas
para a maioria das caracteristicas, para ambos marcadores. Acuracias de
validagdo da GWS foram 46% e 40% inferiores as da predi¢do, em média, para
SNPs e DArTs, respectivamente, sendo elas altamente influenciadas pela
herdabilidade da caracteristica e também da marca. SNPs e DArTs foram
equivalentes em termos de capacidade preditiva (acuracia).A GWS mostrou-se
eficiente para selegdo precoce principalmente para as caracteristicas
circunferéncia a altura do peito ¢ altura total das plantas, para ambos
marcadores.

Palavras-chave: Melhoramento de Plantas. Eucaliptus spp.. Genome Wide
Selection (GWS). SNP. DArT.



ABSTRACT

This project aimed to access the feasibility of Genome Wide Selection
(GWS) on eucalypt breeding. For that, SNP and DArT markers were used for
the early selection of a representative population from Fibria S.A. The
population was composed from hybrids, derived from the mating of pre-selected
E. grandis, E. urophylla, E. globules and E. camaldulensis plants, and also some
interspecies hybrids. Matings were carried out randomly between 45 distinct
genitors, which generaed 68 hybrid combinations and 611 individuals.
Phenotypic data were collected at 24, 36 and 63 months old, for 20 traits related
to volume and wood quality. Some traits were measured at two or more ages.
Plants were also genotyped using SNP and DArT markers, totalizing 36,812 and
15,752 polymorphic markers, respectively. GWS analysis were carried out using
RR-BLUP methodology. Predictive accuracies of 0.7 and higher were found for
most characteristics, for both markers. In average, GWS validation accuracies
were 46% and 40% inferiors than the predictive ones, for SNPs and DArTs,
respectively. Validation accuracies were highly influenced by trait heritability
and also marker heritability. SNPs and DArTs were very similar for predictive
capacity (accuracy). GWS showed to be efficient for early selection, mainly for
traits related to circumference at breast height and plant height, for both markers.

Key words: Plant breeding. Eucaliptus spp.. Genome Wide Selection (GWS).
SNP. DArT.
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1 INTRODUCAO

O melhoramento de plantas, associado as praticas adequadas de manejo,
sdo os grandes responsaveis pelos ganhos em produtividade na agricultura e no
setor florestal brasileiro. O Eucalipto ¢ um 6timo exemplo. Nos tltimos 30 anos,
a produtividade média de madeira de eucalipto teve um impressionante salto,
passou de 24 m’/ha/ano para 44 m’/ha/ano, isto sem mencionar os demais
atributos referentes a qualidade da madeira (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
CELULOSE E PAPEL- BRACELPA, 2014).

Este incremento em produtividade foi devido, em grande parte ao
melhoramento genético, e, com certeza, a vertente do melhoramento “classico”,
como ¢ chamado o melhoramento baseado exclusivamente em dados
fenotipicos, teve e continua tendo papel fundamental e insubstituivel nesse
processo. No entanto, com o advento da biotecnologia, uma enorme expectativa
foi criada no sentido de aumentar os ganhos por unidade de tempo, unindo dados
fenotipicos e genotipicos, para auxiliar o melhorista no momento da selegao.

A insercdo da biotecnologia no melhoramento de plantas — mais
precisamente a biologia molecular - foi baseada no desenvolvimento de
marcadores moleculares, ou seja, técnicas que permitem a localizacao especifica
de uma regido do genoma das plantas. Tais marcas seriam Uteis especialmente se
estivessem bem proximas a um QTL (Quantitative trait loci) que controla o
carater de interesse, de modo que a seleg@o para este QTL poderia ser baseada
no proprio gendtipo da marca. Deste modo, teriamos uma “seleg@o assistida por
marcadores”.

Apesar das promessas, todavia, até o inicio dos anos 2000, os
marcadores moleculares tiveram aplicagdo restrita no melhoramento de plantas,
principalmente no caso de caracteres quantitativos, controlados por muitos

genes. O alto custo da técnica era um fator limitante no nimero de marcas
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utilizadas e no nimero de individuos genotipados, de modo que, na maioria dos
casos, um pequeno numero de QTLs com grandes efeitos eram encontrados, mas
que explicava uma pequena proporg¢do da variagdo genética.

O desenvolvimento de técnicas de genotipagem em larga escala, a custo
reduzido, surgiu como uma promessa para atenuar as falhas proporcionadas
pelos marcadores moleculares até entdo utilizados. Por meio dos marcadores
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e DArT (DiversityArrays Technology),
seria possivel saturar o genoma com milhares de marcas, aumentando em muito
a probabilidade de que, pelo menos uma delas, estivesse bem proxima dos QTLs
que controlam o carater. Assim sendo, grande parte da variacdo genética seria
capturada, permitindo a aplicacdo da “Sele¢do Gendmica Ampla”, ou “Genome
Wide Selection — GWS”.

No caso de plantas perenes, como o Eucalipto, vislumbrou-se uma
ampla gama de aplicagdes para a GWS. A maior delas é a possibilidade de
selecionar individuos ainda em fase de viveiro, reduzindo, em muito, o tempo
para completar um ciclo de melhoramento. Como a GWS ¢ uma teoriamuito
recente (MEUWISSEN; GODDARD; HAYES, 2001), poucos estudos foram
conduzidos com dados reais no intuito de se avaliar a técnica (RESENDE et al.,
2012; RESENDE JUNIOR, 2010).Assim, vérias duvidas e questionamentos
persistem no processo, como qual seria a sua acurdciaem predizer fenotipos
baseada apenas no gendtipo, a idade ideal da planta para fenotipagem dos
caracteres, o melhor marcador a ser utilizado dentre os disponiveis. Desta
maneira, apesar de parecer extremamente promissora, estudos basicos devem ser
conduzidos para validar a implementa¢do da GWS, na cultura do Eucalipto.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a viabilidade da aplicacdo da
selecdo gendmica ampla (GWS) no melhoramento do eucalipto. Para tanto,
foram empregados marcadores SNPs e¢ DArTs na selecdo precoce de uma

populagdo representativa do programa de melhoramento da empresa Fibria S.A.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A Eucaliptocultura e a producio de celulose no Brasil

O Brasil ¢é responsavel por, aproximadamente, 20% da area plantada
com Eucalipto em todo o planeta, o que corresponde a, aproximadamente, 4
milhdes de hectares. Destes, aproximadamente 2 milhdes de hectares (ou 50%)
sdo plantados com florestas clonais. O uso de clones, técnicas adequadas de
manejo ¢ o melhoramento de plantas proporcionaram umsalto de produtividade
de 24 m’/ha/ano para 44 m’/ha/ano de madeira nos ultimos 30 anos, o que
corresponde a um aumento de 83% em produtividade. Quando se compara a
produtividade do Brasil, no periodo de rotagdo de 7 anos (o menor do mundo),
com outros pais, como, por exemplo, a Africa do Sul, que tem o segundo menor
periodo de rotagio (8 a 10 anos) e uma produtividade de 20 m*/ha/ano, esse
incremento ¢ ainda mais impressionante (BRACELPA, 2014).

No ano de 2011, o Brasil produziu 195 milhdes de m’ de madeira de
eucalipto. Dentre os diversos usos, 35,2% desse total foi utilizado para producao
de polpa de celulose e papel, 2,7% para produgdo de compensado, 16,4% para
serraria (moéveis, pisos, dentre outros), 7,1% para painéis de madeira
industrializada e 38,7% para carvdo, lenha e outros fins (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS - ABRAF,
2014).

O consumo médio de papel no mundo é de 57 kg per capita. O pais
maior consumidor ¢ a Finlandia, com 281 kg per capita. Apesar de o Brasil ser o
quarto maior produtor de celulose e 0 nono maior produtor de papel, é apenas o
13° maior consumidor de papel com 49 kg per capita, abaixo da média mundial

(BRACELPA, 2014).
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Neste cendrio, o setor de eucalipto para producdo de celulose tem papel
de destaque. Conforme comentado anteriormente, 35,2% do total de eucalipto
plantado tem como finalidade a produgdo de polpa de celulose, para confecgdo
de papel e seus derivados. Acompanhando a tendéncia da produtividade, entre
1980 e 2013 o crescimento médio anual da produgdo de celulose no Pais foi de
7,1%, passando de 3,1 para 15 milhdes de toneladas de celulose, neste periodo.
O saldo da balanga comercial de celulose, em 2013 foi de 4,8 bilhdes de reais, e
a indastria empregou mais de 768 mil pessoas, entre empregos diretos e

indiretos (BRACELPA, 2014).

2.2 Caracteristicas-Alvo do melhoramento do Eucalipto

Dentre as caracteristicas da planta, observadas no melhoramento do
Eucalipto, podemos citar algumas como a resisténcia a doengas, forma do tronco
e a capacidade de se propagar vegetativamente. No entanto, dentre as que
interferem no maior rendimento de celulose, com certeza aquelas relacionadas
ao volume de madeira, ou seja, acircunferéncia a altura do peito e a altura da
planta, receberam a maior aten¢do dos melhoristas, ao longo do tempo. Vale
ressaltar que o progresso alcangado foi enorme (ASSIS; MAFIA, 2007; SILVA;
BARRICHELLO, 2006), resultando como ja comentado, em um aumento de
83% em produtividade, entre 1980 e 2013 (BRACELPA, 2014). No entanto,
projecdes indicam que o potencial produtivo da cultura no Brasil ¢ de 70
m*/ha/ano, o que justifica os continuos esfor¢os dos melhoristas e, também, as
constantes melhorias nas técnicas de manejo, corresponsaveis pelo incremento
em produtividade, alcangado (BRACELPA, 2014).

Para uma medicado mais acurada do volume da madeira, ¢ comum
mensurar também a espessura da casca. Ndo faz sentido a sele¢do de progénies

com alto volume de madeira, porém com um percentual grande desse volume
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ocupado pela casca. A casca da arvore nao ¢ aproveitada pela industria para
extragdo de celulose, sendo inclusive removida e deixada no campo durante o
corte. Por conseguinte, os melhoristas almejam selecionar as plantas com menor
volume de casca.

Apesar do rendimento bruto (volume) de celulose ser o principal alvo
dos melhoristas, uma série de outras propriedades tecnoldgicas da madeira sdo
levadas em consideracdo no momento da seleg¢do. Talvez a principal delas seja a
densidade basica, que pode ser definida como a relag@o entre a massa de madeira
seca em estufa e o volume obtido acima do ponto de saturagdo das fibras. Assim
sendo, além do volume ela ¢ influenciada também pela composi¢do quimica da
madeira (SHIMOYAMA; BARRICHELO, 1989), afetando o custo de transporte
(em fun¢@o da maior ou menor massa transportada em um mesmo volume) e
também o processamento pela industria, uma vez que, com madeiras mais
densas, uma maior quantidade de fibra ¢ processada por unidade de tempo
(ASSIS, 1996; BORRALHO; ALMEIDA; POTTS, 2007).

Existe um método indireto de medigdo da densidade basica, através de
um instrumento chamado “Pilodyn”. Este aparelho mede a resisténcia a
penetragdo no tronco (sem casca) de um pino rigido sob pressao constante, cuja
profundidade de penetragdo €, em principio, inversamente proporcional a
densidade da madeira. Além de ser um método ndo destrutivo, apresenta ainda
as vantagens de rapidez, isen¢do de erros sistematicos por parte do operador, a
nao necessidade de extracdo de amostras de madeira com sondas e, ainda, custos
inferiores a outros métodos (GREAVES et al., 1996; MOURA; SANTIAGO,
1991). Todavia, como esta metodologia faz uma medida indiretada densidade da
madeira, ndo ¢ seguro que ele consiga traduzir com um minimo de rigor a
densidade real da madeira (MUNERI; RAYMOND, 2000). Além do método do

Pilodyn, ¢ comum a mensura¢do do nimero de fibras por grama, utilizado
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também como método indireto para a densidade basica, j4 que ambas estdo
bastante correlacionadas (FOELKEL, 1997).

Considerando-se que a celulose ¢ uma fibra da madeira, ¢ que a
finalidade do uso depende das propriedades desta fibra, existe uma série de
caracteristicas que sdo utilizadas para verificar tais qualidades. O numero de
fibras por grama, por exemplo, além de ser um método indireto para a
densidade, também ¢ uma medida importante para a producdo de papéis para
imprimir e escrever. Quanto maior for este nimero, melhor sera a formagéo ¢ a
estabilidade dimensional do papel. Ja o coarseness é a relagdo entre o peso das
fibras, por unidade de comprimento das mesmas. Fibras mais pesadas, de
paredes mais espessas, elevam o coarseness. No caso de papéis para imprimir e
escrever, celuloses com baixo coarseness sdo mais indicadas. O comprimento
ponderado, por sua vez, ¢ uma medida da relacdo entre a largura e o
comprimento da fibra, caracteristica que também influencia na qualidade do
papel. O rendimento depurado, como o proprio nome sugere,é o rendimento da
polpa, ou seja, porcentagem da massa seca que passou pelo depurador, em
funcdo da massa seca total que entrou no digestor. Por fim, o teor de pentosanas
(hemicelulose que compde a parede celular) é importante para facilitar o refino,
promover a ligacao entre fibras e melhorar a resisténcia da folha de papel. Assim
sendo, este teor deve ser alto para fabricagdo de papéis para imprimir e escrever,
e baixo para fabricagdo de papéis sanitarios (FOELKEL, 1997).

Apesar de a celulose ser o componente da madeira utilizado pela
industria para fabricagdo dos mais diversos produtos, outro componente que
também atrai a atengdo dos melhoristas de eucalipto ¢ a lignina. Ela compoe a
parede celular, juntamente com a celulose, tendo como fungdes, dentre varias, a
de conferir rigidez a madeira, impermeabilidade e resisténcia contra ataques
bioldgicos aos tecidos vegetais. Apesar de possuir estas nobres fungdes, ela ¢ um

empecilho no processo de extracdo da celulose, pois ambas estdo associadas e
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devem, portanto, ser separadas quimicamente. Assim sendo, é comum a
mensuracdo do teor de lignina da madeira, e o melhoramento busca a redugdo
deste teor para facilitar o processo de extracdo da celulose. Uma vez que a
lignina ¢ importante para evitar o tombamento das plantas, sendo assim inviavel
removeé-la totalmente, busca-se também o aumento do teor de um tipo de lignina
mais facilmente removivel da madeira, a Siringil, em detrimento do tipo
Guaiacil, mais dificil de ser removida. Assim sendo, uma maior relacdo de

lignina Siringil/Guaiacil também ¢é alvo do melhoramento.

2.3 Melhoramento de plantas com auxilio de marcadores moleculares

O objetivo de qualquer programa de melhoramento de plantas é obter
cultivares/hibridos/clones geneticamente superiores. Para este fim, sdo

necessarias trés etapas basicas:

a) geragdo de variabilidade;

b) avaliacdo da variabilidade gerada;

c) selecdo dos gendtipos superiores. Para a geragdo de variabilidade sao
realizados cruzamentos controlados entre genitores que possuam
caracteristicas florestais de interesse, ou seja, que possuam alelos

favoraveis para tais caracteristicas.

Para a segunda etapa, a avaliagdo da populagdo segregante gerada, sdo
planejados e instalados os experimentos, principalmente de campo, para entdo se
proceder a avaliagdo dos gendtipos. Devido a necessidade constante de se
gerarem gendtipos superiores, o planejamento dos experimentos ¢ as avaliagdes
devem ser conduzidos com grande precisdo, para entdo se aumentarem as

chances de selecionar gendtipos superiores, que ¢ a terceira parte deste ciclo.
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No caso do Eucalipto, as avaliagdes dos gendtipos sdo principalmente
fenotipicas, o que envolve grande quantidade de médo de obra, além de um longo
periodo de tempo, uma vez que o género Fucalyptus é perene. Esta etapa é,
portanto, a mais laboriosa, dispendiosa e que consome maior periodo de tempo,
em um programa de melhoramento (RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA,
2012). Além disso, para caracteres com baixa herdabilidade, ou seja, que sdo
altamente influenciados pelo ambiente, como ¢ o caso da maioria das
caracteristicas quantitativas, muitas vezes o efeito do genotipo fica confundido
com o efeito do ambiente, o que leva a uma baixa acuracia no momento da
selecdo (RAMALHO et al., 2012). Visando aumentar a eficiéncia deste
processo, portanto, vislumbrou-se a necessidade e a possibilidade de se
realizarem as avalia¢cdes dos individuos, com base ndo somente em seus
fenotipos observados, mas também em seus genotipos. Este momento, entdo,
marcou o inicio da seleg@o assistida por marcadores moleculares, ou MAS, da
expressdo em inglés “Marker Assisted Selection”.

O principio da MAS consiste em localizar no genoma da planta, marcas
(ou sequéncias de pares de bases), que estejam proximas ou mesmo dentro de
um alelo responsavel por um fenotipo de interesse. Quando isso acontece, € dito
que existe ligacdo génica entre marcador ¢ o loco de interesse. Obviamente, o
loco marcado deve apresentar polimorfismo entre os individuos da populagdo,
ou seja, deve existir variabilidade para o carater em estudo. Desta maneira, a
ideia é de que a marca e o gene estejam intimamente associados, de modo que a
presenca da marca molecular, em teoria, indica a presenca do alelo de interesse.

Na cultura do Eucalipto, marcadores moleculares tém sido utilizados
com alguns propositos, como verificagdo da identidade de arvores (GAIOTTO;
BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997; KEIL; GRIFFIN, 1994; KIRST et al.,
2005), distancia genética (BARIL et al., 1997, NESBITT et al., 1995), ¢
constru¢do de mapas genéticos (BRONDANI et al., 2006; MARQUES et al.,
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2002). No caso de caracteristicas qualitativas, controladas por um ou poucos
genes, o uso de marcadores para selecdo assistida tem sido eficaz, em alguns
casos, como na selecao de geno6tipos resistentes a doengas (FREEMAN; POTTS;
VAILLANCOURT, 2008; JUNGHANS et al., 2003) e florescimento precoce
(MISSIAGIA; PIACEZZI; GRATTAPAGLIA, 2005).

No caso de caracteristicas quantitativas, que sdo controladas por muitos
genes, a eficiéncia da MAS esta diretamente ligada a alguns pressupostos
(RESENDE et al., 2008). O primeiro pressuposto ¢ que deve haver desequilibrio
de ligacdo (Linkage Disequilibrium - LD), entre as marcas ¢ os QTLs. Este é o
pressuposto basico para a MAS, e para qualquer analise que envolva marcadores
moleculares.

O LD pode ser definido como a dependéncia entre alelos de dois ou
mais locos. Se a frequéncia observada de dois alelos de locos diferentes ¢ maior
do que a esperada (via produto das frequéncias de cada alelo separadamente),
estes alelos estdo em desequilibrio de ligacdo, e depreende-se, portanto, que os
mesmos estio localizados proximos, no cromossomo (FALCONER; MACKAY,
1996). Uma vez que exista LD e, por conseguinte, o marcador e o alelo de
interesse estiverem proximos, existira, portanto, uma correlagdo genética entre
eles. Quanto menor a distancia entre o marcador ¢ o loco, menor sera a
frequéncia de recombinagao entre eles, € mais informativo serd o marcador nesse
caso. No entanto, caso a frequéncia de recombinag¢do entre eles seja muito
grande, pode-seconsiderar que o marcador ¢ o loco sdo independentes e, em um
caso como este, o marcador ndo tem utilidade alguma.

Outro fator, que afeta significativamente a eficiéncia da MAS, ¢ o
percentual da variagdo genética explicada pelos marcadores. Como visto, para
que o marcador seja informativo, é preciso que ele esteja bem proximo ao alelo
de interesse. Para caracteres qualitativos, isto ¢ relativamente simples de ser

conseguido e tem sido bastante empregado, como visto anteriormente. Nestes
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casos, poucos QTLs de grande efeito explicamquase ou toda a variacdo genética,
fazendo com que a herdabilidade do carater seja um ou proxima da unidade,
situacdo almejada por todos os melhoristas. Assim, poucos marcadores bem
proximos aos QTLs sdo necessarios. No entanto, no caso de caracteres
quantitativos, a situagdo ¢ bem mais complexa. Isto porque caracteres como
altura da planta, volume de madeira, dentre outros, sdo controlados por inimeros
genes, de pequeno efeito cada. Fica facil perceber que conseguir marcadores
com forte LD, com cada um desses genes, ¢ uma tarefa extremamente dificil.

Um terceiro pressuposto para a MAS ¢é o tamanho da familia fenotipada
e genotipada. Segundo Resende et al. (2008), este deve ser superior a 500, para
que a maioria dos alelos que representam o carater estejam presentes na
populacdo.Se inferior, a selecao fenotipica deve ser preferida.

Desde os primeiros trabalhos que incentivaram o uso de marcadores
moleculares ¢ a MAS em plantas perenes (FERNANDO; GROSSMAN, 1989;
GODDARD, 1991, 1992; KENNEDY; QUINTON; ARENDONK, 1992;
LANDE; THOMPSON, 1990; MEUWISSEN; ARENDONK, 1992), uma
expectativa enorme foi criada em torno dos beneficios que os marcadores e a
MAS poderiam agregar ao melhoramento de plantas, chegando ao ponto de se
imaginar que a selecdo fenotipica logo seria substituida (MAZUR, 1995). Os
ganhos reais, no entanto, foram muito aquém dos esperados (BERNARDO,
2008; DEKKERS, 2004). Diversas criticas a metodologia da MAS surgiram
entdo como formade justificar os limitados ganhos obtidos, os quais serdo
discutidos a seguir.

Para caracteres quantitativos, que sdo a grande maioria, € 0s principais
alvos dos melhoristas, o nimero de genes que controla o carater pode ser muito
grande. Isto implica que primeiro € necessario que cada um desses genes seja
detectado ¢ sua localizagdo mapeada, para entdo se proceder a MAS

propriamente dita. Fica facil perceber, que essa tarefa se torna quase impossivel,
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a medida que o numero de genes envolvidos aumenta, juntamente com a
complexidade do carater (DUDLEY, 1993).

Um exemplo interessante, que representa bem este cenario, foi dado por
MacKay (2001), utilizando o género Drosophila. Ele verificou que o tamanho
médio do intervalo, contendo um QTL neste género ¢ de 8,9 cM, podendo variar
de 0,1 a 44,7 cM. Quando se considera 8,9 cM, isto equivale a uma regido do
DNA de 4.459 Kb. Ramalho e Lambert (2004), o analisarem os resultados de
MacKay (2001) inferiram que, como o genoma da Drosophila possui 120 Mb, ¢
provavel que ele tenha 13.600 genes, com tamanho médio de 8,8 Kb. Portanto,
em um QTL médio estariam incluidos 507 genes, podendo variar de 11 a 2.191
genes. Como se observa, a incerteza, mesmo em espécies modelo, é enorme.

Talvez essa mesma situacdo ocorra em plantas, na qual apenas um
pequeno numero de QTLs de grandes efeitos sdo detectados, sendo que um
numero grande de genes passa despercebido no momento da sele¢do, e junto
deles grande parte da variagdo genética do carater ndo ¢ capturada. Isto leva a
conclusdo que a MAS ndo ¢ util para caracteres de baixa herdabilidade
(DUDLEY, 1993).

O método mais comum usado para deteccdo de QTLs ¢é odos
cruzamentos biparentais. Apesar de estes serem importantes para a compreensao
da arquitetura genética da populagdo, na grande maioria das situagdes nao
refletem bem as populagdes de melhoramento, em que diversas situagdes mais
complexas podem acontecer. No caso de varios parentais envolvidos em uma
populagdo, por exemplo, a acuracia na deteccdo de QTLs e seus efeitos fica
comprometida (DEKKERS; HOSPITAL, 2002; SCHON et al., 2004). Além
disso, a diversidade alélica de uma populagdo de melhoramento ndo ¢é capturada
com um simples cruzamento biparental (HEFFNER; SORRELLS; JANNINK,
2009). Agregado a este fato, a MAS requer o estabelecimento de associagdes

marcadores-QTLs, para cada familia em avaliagdo. No caso de espécies
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aldgamas, como o Eucalipto, por exemplo, estas associacdes sdo Uteis apenas
para a familia avaliada. O mesmo procedimento deve ser repetido (ou validado),
portanto, nas demais familias do programa. Considerando que os marcadores
anteriores aos SNPs (RFLP, RAPD, AFLP, Microssatélites, etc) sdo
extremamente laboriosos, muitas vezes dispendiosos e demorados, fica claro que
a aplicabilidade destes ¢ limitada, tendo em vista o grande nimero de familias a
serem avaliadas em um programa de melhoramento de grande porte.

Apesar de um dos incentivos a MAS ter sido a substituicdo das
avaliagOes fenotipicas por moleculares apenas, na pratica isto nunca aconteceu
por completo. Pelo contrario, uma fenotipagem precisa ¢ fundamental para a
MAS. Desta maneira, no caso de caracteres de alta herdabilidade, que propiciam
ganhos com a selecdo apenas pelo fendtipo, a utilizagdo da MAS ¢
desnecessaria. No caso de caracteres de baixa herdabilidade, ainda assim a
avaliagdo fenotipica se faz necessaria. Neste caso, porém, a confiabilidade dos
dados fica comprometida pelo efeito do ambiente. Mais comprometida ainda
fica a eficiéncia da MAS, pelas razdes apresentadas anteriormente. Desta
maneira, o melhor uso da MAS se faz sob condigdes de alta herdabilidade,
quando a caracteristica de interesse € de dificil mensuragdo (DUDLEY, 1993).

Em resumo, a deteccdo ¢ aestimagdo do efeito dos varios QTLs de uma
caracteristica quantitativa ¢ uma tarefa bastante complicada com o uso de um
numero reduzido de marcadores, pois fatores como a baixa herdabilidade do
carater, tamanho populacional insuficiente, estruturas populacionais complexas e
estabelecimento de limiares de significancia arbitrarios, levam & deteccdo de

alguns poucos QTLs, com efeitos superestimados na maioria dos casos.
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2.4 Histérico dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas

A utilizagdo dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas
teve inicio em meados de 1980, quando marcadores isoenzimaticos (alozimas)
eram utilizados para agilizar a introgressdo de genes de parentais exoticos, na
cultura do tomate (TANKSLEY; RICK, 1980). Este método, no entanto, era
muito precario, pois o nimero de isoenzimas era muito pequeno, € estas ndo
eram capazes de detectar variacio no DNA (SCHLOTTERER, 2004). A partir
dai, com o aperfeicoamento de técnicas de manipulacdo de DNA, surgiu o
primeiro marcador molecular de DNA propriamente dito, o RFLP —Restriction
Fragment Lenght Polimorfism (BOTSTEIN et al., 1980). Apos a descoberta do
RFLP, uma série de outros marcadores foram propostos, como os Minissatélites
(JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985) e aqueles baseados em técnicas de PCR,
a exemplo dos Microsatélites ou SSR — Simple Sequence Repeat (TAUTZ,
1989), RAPD — Randomly Amplified Polymorphic DNAs (WILLIAMS et al.,
1990) e AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphisms (VOS et al., 1995).
Estes marcadores analisavam trés maneiras distintas de variagdo: variacdo a
nivel de proteinas (alozimas), variagdo na sequéncia de DNA (RFLP, RAPD e
AFLP) e variac@o no tamanho de sequéncias repetidas de DNA (Minissatélites e
Microssatélites). Estes marcadores, no entanto, apesar de muito promissores a
primeira vista, contribuiram basicamente no caso de caracteres qualitativos, mas
ndo foram de grande valia para a MAS de maneira geral (XU; CROUCH, 2008).
As razdes que levaram a isso ja foram discutidas anteriormente, mas podem ser
resumidas em trés: pequeno nimero de marcadores empregados, a laboriosidade
para execucdo das técnicas, e o tempo e custo despendidos para execugao.

Neste contexto, surgiu um novo tipo de marcador, os chamados SNPs —
Single Nucleotide Polymorphisms. Como o préprio nome sugere, os SNPs sdo os

polimorfismos de um unico nucleotideo, encontrados em todo o genoma. Desta
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maneira, o que diferencia os SNPs dos demais marcadores ndo ¢ a origem do
polimorfismo em si, pois todos os demais marcadores ja existentes, de certa
forma, sdo também baseados no polimorfismo de uma ou mais bases. A grande
diferenga dos SNPs para os demais marcadores € o alto rendimento do processo,
e o enorme numero de marcadores que pode ser obtido. Isto porque os SNPs sdo
a fonte mais abundante de variagdo no genoma (CHEE et al.,, 1996). A
identificacdo dos mesmos € possivel simplesmente comparando-se a sequéncia
de bases dos individuos de uma populagdo (VARSHNEY et al., 2009). Se ha
polimorfismo ha um SNP, mas para que uma variagdo possa ser considerada
SNP, ela deve ocorrer em, pelo menos, 1% da populacdo. Ele ¢ um marcador
codominante (ou bialélico), ou seja, consegue distinguir os homozigotos (AA ou
aa) dos heterozigotos (Aa) (BERNARDO, 2014; BROOKES, 1999).

Outro marcador que tem recebido atencdo, atualmente, ¢ o DArT —
Diversity Arrays Technology (JACCOUD et al., 2001; WENZL et al., 2004).
Como o proprio nome sugere, a base para os marcadores DArT sido
fundamentadas em técnicas de microarranjo. O resumo da técnica consiste nos
seguintes passos: a amostra de DNA de cada individuo ¢ digerida com enzimas
de restricdo, ¢ entdo sdo ligados adaptadores aos fragmentos digeridos.
Posteriormente, ¢ feita uma PCR onde sdo utilizados primers complementares a
sequéncia dos adaptadores, para reduzir a complexidade do genoma. Os
fragmentos amplificados sdo clonados e novamente amplificados, purificados e
arranjados em um suporte solido (microarranjo), resultando em um “discovery
array”. Representacdes gendmicas preparadas, a partir de genomas individuais
alvos de estudo sdo hibridizados a esse “discovery array” para identificacdo de
polimorfismos. Os clones polimoérficos (marcadores DArT) mostram intensidade
de sinais de hibridizagdo varidveis para diferentes individuos, conforme os
diferentes gendtipos (JACCOUD et al., 2001). De acordo com este autor, a

grande vantagem do DArT, em relagdo ao SNP, consiste no fato da tecnologia
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dos DArTs ndo necessitar do sequenciamento do genoma, enquanto que a
tecnologia dos SNPs depende de um sequenciamento gendmico intensivo e
laborioso que, juntamente com a dificuldade de analise dos dados, torna o
processo caro. Segundo Killian et al. (2005), a desvantagem dos marcadores
DAIrT € que eles siodominantes. Outra desvantagem ¢ que a quantidade de DNA
necessaria para a técnica ¢ quase o dobro da de SNPs (dados ndo publicados).

Recentemente, uma nova técnica de genotipagem para marcadores
DATrT foi proposta: DArT-seq. Este novo marcador foi desenvolvido a partir da
técnica de genotipagem por sequenciamento, ou GBS (Genotyping-by-
Sequencing) (ELSHIRE et al., 2011). A nova técnica permite um rendimento
operacional superior a0 DArT convencional, e utiliza as tecnologias de
sequenciamento da proxima geragdo (Next Generation Sequencing- NGS). De
acordo com Elshire et al. (2011), a técnica do DArT-seq ¢ simples, rapida,
extremamente especifica, altamente reproduzivel e pode alcancar regides
importantes do genoma que antes eram inacessiveis ao sequenciamento. A
técnica consiste de trés etapas basicas: a reducdo da complexidade por enzimas
de restri¢do, o preparo das amostras para o sequenciamento € a genotipagem via
sequenciamento (SANSALONI et al., 2011). O DArT-seq é capaz de detectar
polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs).

Na cultura do Eucalipto, alguns trabalhos mostram a utilizagdo de
marcadores DArT, auxiliando o melhoramento de plantas. Resende et al. (2012)
utilizaram mais de 3.000 marcadores DArT para caracteristicas de crescimento e
qualidade da madeira, visando avaliar a metodologia da GWS. Até o momento,
poucos foram os trabalhos que utilizaram dados reais de SNPs para GWS

(LIMA, 2014).
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2.5 Sele¢do Genémica Ampla

Os principios, a operacionalizacdo e as metodologias para analise serdo

discutidos a seguir.

2.5.1 Principios da selecdo gendomica ampla

O atrativo da genética molecular em beneficio do melhoramento de
plantas ¢ a utilizagdo direta das informacdes do DNA na sele¢do, permitindo
assim, alta eficiéncia seletiva, maior rapidez na obtencdo de ganhos genéticos e
baixo custo, isto comparado a selecdo fenotipica tradicional (RESENDE et al.,
2008). Infelizmente, no entanto, isto ndo foi plenamente alcancado via MAS,
pelas razdes citadas anteriormente. Visando esses objetivos, Meuwissen et al.
(2001) propuseram um novo método de selecdo via marcadores moleculares,
denominado “Selecdo Genomica” ou “Selecdo Gendmica Ampla — Genome
Wide Selection (GWS)”.

A Selegdo Gendmica Ampla (GWS) proposta por Meuwissen et al.
(2001) tem como diferencial o grande ntimero de marcadores utilizados (na
ordem de milhares), que cobrem de maneira densa o genoma. A medida que o
numero de marcadores utilizados aumenta, a distdncia fisica entre eles no
genoma diminui, e a chance de que todos os genes de um carater quantitativo
estejam em desequilibrio de ligagdo (LD) com, pelo menos, alguns marcadores
aumenta muito. Como somente marcadores em LD sdo uteis para explicar a
variagdo genética, ¢ esperado que grande parte ou quase a totalidade desta
variacdo genética seja explicada pelos marcadores. Este ¢ um dos pressupostos
que muitas vezes nao ¢ atendido pela MAS.

Os tipos de marcadores preferencialmente utilizados na GWS sdo os

SNPs e os DArTs. No inicio da divulgacdo da técnica, os SNPs eram
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considerados muito promissores para o melhoramento de plantas de maneira
geral, mas ndo foram vastamente empregados devido a complexidade de
identificacdio e seu alto custo inicial (GANAL; ALTMANN; RODER, 2009).
Isto fez com o que o trabalho de Meuwissen et al. (2001) permanecesse discreto
por alguns anos. No entanto, o aperfeicoamento de técnicas e custos
decrescentes de genotipagem, atualmente permitem seu uso em diversas culturas
(AKBARI et al.,, 2006; BERNARDO; YU, 2007; OLIVEIRA et al., 2012;
RESENDE et al., 2012;WENZL et al., 2004), de modo que a evolucdo da GWS
coincide com a evolucdo dos SNPs.

As técnicas atuais de genotipagem s3o de alto rendimento (“high-
throughput™), o que permitiu a redugdo dos custos por genotipo. Isto permitiu,
consequentemente, que um grande numero de genotipos pudesse ser genotipado
a um prego acessivel. Desta maneira, populagdes inteiras, oriundas de diferentes
familias, podem ser genotipadas simultaneamente, fazendo com que o impacto
de familias especificas, (com padrdes especificos de LD), na estimagdo dos
efeitos dos marcadores seja diluido (RESENDE, 2008).

O fato de um grande numero de individuos de diferentes familias, de
uma populacdo, serem genotipados, com um grande nimero de marcadores
(geralmente distanciados de 1cM ou menos), permite duas vantagens tedricas em
relagdo a MAS: primeiramente, como o efeito dos marcadores sdo estimados
com muitas repeti¢des, (cada individuo ¢ uma repeti¢do), a confiabilidade desta
estimativa é bem alta, e o efeito destes mesmos marcadores ndo precisaria (em
teoria) ser reestimado para familias aparentadas. A segunda vantagem consiste
no fato de que, com marcadores muito proximos ¢ fortemente ligados aos alelos
de interesse ou QTLs, a frequéncia de recombinagdo entre eles é bem baixa.
Assim sendo, mesmo apos uma geragdo de intercruzamento, marcador e alelo

continuariam préximos e o marcador continuaria informativo. Apesar destas
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vantagens tedricas, mais estudos praticos neste sentido sdo necessarios para
comprovagao.

De forma semelhante a MAS, na GWS também é realizada a associacdo
dos marcadores com o fendtipo. No entanto, a escolha dos marcadores ndo ¢
realizada previamente com base na significancia de suas associagcdes com o
fenotipo, ao contrario da MAS. Isto porque na MAS os QTLs de pequeno efeito
(ou ndo significativos) sdo desprezados, e, pela GWS, os pequenos efeitos dos
QTLs sdo levados em conta e somados aqueles de grande efeito, capturando
assim uma parte maior da varidncia genética. Neste caso, o que realmente
importa € o efeito dos marcadores, ndo sendo necessarias as suas localizagdes no
genoma. Apesar de a GWS levar em conta todas as marcas no momento da
analise, algumas metodologias discutem a opg¢do de se considerar apenas uma
parte delas, partindo do principio que, quando um nimero muito grande de
marcas ¢ utilizado, muito provavelmente uma grande porcentagem delas ndo tera
associagdo alguma com o carater em estudo e, portanto, deveriam ser eliminadas
(Bayes B) ou testadas quanto a sua significancia (teste de Wald). Estas
metodologias foram utilizadas em algumas oportunidades (RESENDE et al.,
2012; RESENDE JUNIOR, 2010).

2.5.2 Operacionalizacio da selecio gendmica ampla

Para implementar a GWS, primeiramente ¢ necessario estimar os efeitos
dos marcadores. O proximo passo ¢ validar estes efeitos, ou seja, verificar a
acuracia na estimagdo dos mesmos. Estes dois passos requerem dados
fenotipicos. Por fim, com efeitos de marcadores estimados e validados pode-se
proceder a Selecdo GenoOmica propriamente dita, que seria a selegdo de

individuos com base apenas em seus genotipos, ou em seus valores genéticos
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genomicos (VGQG). Para isto, trés populagdes sdo necessarias (GODDARD;
HAYES, 2007):

Populagcao de Descoberta. Nesta populacdo, um grande numero de
marcadores SNP ou DArT sao utilizados para cobrir de maneira densa o genoma
dos individuos, os quais também tém seus fenotipos avaliados para as
caracteristicas de interesse. O método de estimacdo dos efeitos dos marcadores é
variavel, e sera discutido posteriormente. E importante ressaltar que a precisdo
na medi¢do dos fendtipos é tdo ou mais importante que o nimero de marcadores
utilizados, uma vez que, o efeito destes marcadores sera estimado com base
nestes fenotipos. Resende et al. (2008) comentam que esta populagao deve ter
tamanho maior ou igual a 500 individuos.

Uma vez estimados os efeitos dos marcadores, calcula-se entdo o valor
genético gendmico (VGG) de cada individuo desta amostra, da seguinte
maneira: o efeito de cada marcador (estimado na populagdo de descoberta) ¢é
multiplicado pela codificagdo dada ao niimero de alelos favoraveis que o
individuo apresenta para este loco. No caso de SNPs, este nimero pode ser -1, 0
ou 1 (homozigoto recessivo, heterozigoto e homozigoto dominante), e no caso
de DATrTs pode ser 0 ou 1, uma vez que ¢ marcador dominante. Este processo ¢
repetido para todos os locos. Assim, 0 VGG do individuo k, pode ser computado
da seguinte maneira: VGGy = [(genotipo loco 1) x (efeito marca 1)] + [(genotipo
loco 2) x (efeito marca 2)] + ... + [(genotipo loco n) x (efeito marca n)]. Por
exemplo: VGG, =[0x (0,25)] +[1 x (-0,10)] + ... +[-1 x (0,11)], em que, o valor
entre paréntesis exemplifica o efeito do marcador estimado na populagdo de
descoberta. A acuracia da estimagdo, portanto, nada mais ¢ do que a correlagdo

de Pearson entre o VGG dos individuos e seus fenotipos.

Populacao de Validacdo. Uma vez estimados os efeitos dos

marcadores, ¢ necessario valida-los, ou seja, verificar a acuracia na estimagao
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dos mesmos. Para isso, repete-se o processo descrito na populagido de
descoberta, desta vez porém estimando o efeito das marcas apenas com uma
parte dos individuos. Os demais individuos que ndo fizeram parte desta
populagdo de descoberta sdo utilizados entdo para compor a populacdo de
validacdo, em um processo conhecido como “Validagao Cruzada”. Essa amostra
geralmente é menor que a populacdo de descoberta e contempla individuos
também fenotipados e genotipados, com os mesmos marcadores SNP ou DATrT,
utilizados na popula¢do de descoberta. Uma vez que este processo pode ser
repetido inimeras vezes, a acuracia da valida¢do nada mais é do que a média de
todas as acuracias obtidas pela correlagdo entre o VGG das plantas que
compuseram a popula¢do de validacdo e seus fenotipos.

Como a amostra de validacdo ndo foi envolvida na predicao dos efeitos
dos haplétipos marcadores, os erros dos valores genéticos gendmicos preditos e
dos valores fenotipicos sdo independentes e toda correlacdo entre esses valores €
de natureza genética e equivale a propria acuracia (RESENDE et al., 2008).

Os valores de acuracia para validacdo encontrados na literatura so
dependentes da espécie e do carater em estudo. Meuwissen et al. (2001)
encontraram acuracias de 85% e 71% para populacdes de descoberta de 2.200 e
500 individuos, respectivamente, para dados simulados. Ja Resende et al. (2012),
avaliando os caracteres circunferéncia a altura do peito, crescimento em altura,
peso especifico da madeira e produtividade de polpa de celulose encontraram
acuracias de 0,54, 0,51, 0,60 e 0,54, respectivamente, para hibridos entre E.
grandis e E. urophylla, pertencentes a empresa CENIBRA. As acurécias
também foram computadas para hibridos entre E. grandis, E. urophylla ¢ E.
globulus, pertencentes a empresa FIBRIA, e as estimativas para circunferéncia a
altura do peito, crescimento em altura, peso especifico da madeira e
produtividade de polpa de celulose foram de 0,55, 0,46, 0,42 e 0,38,

respectivamente.
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Populacgio de Selecdo. O grande diferencial da GWS no melhoramento
do Eucalipto ¢ a possibilidade de seleg@o, enquanto as plantas ainda sdo jovens,
0 que promoveria uma economia enorme de tempo, uma vez que ndo seria
necessario aguardar entre 3 a 7 anos para proceder a selecdo. Imaginemos uma
situacdo em que os passos descritos na populacdo de descoberta e de validagdo
foram realizados para uma populagdo, e que os melhores individuos
selecionados foram intercruzados. A GWS poderia ser aplicada nos filhos destes
cruzamentos ainda na fase de mudas, sem a necessidade de avaliacdo dos
fendtipos, uma vez que o efeito dos marcadores ja teria sido validado. Estes
individuos filhos, portanto, comporiam a popula¢do de selecdo, com a
possibilidade inclusive de serem avaliados diretamente em testes clonais, sem

passarem previamente pelo teste de progénies (GODDARD; HAYES, 2007).

2.5.3 Metodologias Estatisticas para Computacio da Selecio Genémica

Ampla

O desafio estatistico da GWS consiste em estimar o efeito de cada
parametro — ou cada marca — da maneira mais acurada possivel. Por conseguinte,
desde que foi proposta por Meuwissen et al. (2001), diversas metodologias
estatisticas frequentistas ¢ bayesianas foram sugeridas para computagdo de tais
efeitos, afim de verificar qual promoveria maior acuracia.

Dentre as metodologias frequentistas propostas, pode-se citara de
quadrados minimos, ¢ os modelos mistos G-BLUP (Genomic BLUP) ¢ RR-
BLUP (Ridge Regression BLUP). O grande problema da metodologia dos
quadrados minimos na GWS ¢ que, uma vez que o numero de marcas cujos
efeitos precisam ser estimados ¢ dezenas ou centenas de vezes maior que o

numero de observagdes fenotipicas, ndo existem graus de liberdade suficientes
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para ajustar todos estes efeitos simultaneamente, sendo necessario estimar um
efeito de cada vez e verificar sua significancia. Isto conduz a superestimativas
dos efeitos significativos, baixa acuracia na estimagdo, detecgdo apenas de QTLs
de grandes efeitos e uma baixa captura da variancia genética (RESENDE et al.,
2008). A inferioridade desta metodologia foi demonstrada por Meuwissen et al.
(2001), e desde entdo ela tem sido pouco empregada na GWS.

As metodologias de modelos mistos aplicadas a GWS permitem ajustar
todos os efeitos alélicos simultaneamente, mesmo quando existem mais efeitos a
serem preditos do que o niimero total de observagdes fenotipicas. Tanto o G-
BLUP, quanto o RR-BLUP s3o similares ao BLUP tradicional, porém, na
predigdo dos efeitos aleatdrios das marcas, ndo ha necessidade de uso da matriz
de parentesco (SCHAEFFER, 2006). A matriz de parentesco baseada em
pedigree, usada no BLUP tradicional, é substituida por uma matriz de
parentesco estimada pelos marcadores. Essa matriz de parentesco ¢ a propria
matriz Z’Z presente nas equacdes de modelo misto, em que Z ¢ a matriz de
incidéncia para os efeitos de marcadores. De acordo com Resende et al. (2008),
esse procedimento ¢ superior ao uso do pedigree, pois efetivamente captura a
matriz de parentesco realizada e ndo uma matriz de parentesco médio associada
ao pedigree. Essa estratégia foi adotada por Bernardo e Yu (2007), Kolbehdari,
Shaeffer e Robinson(2007), Meuwissen et al. (2001) e Muir (2007).

A maior critica ao G-BLUP ¢ RR-BLUP ¢ o fato de estas metodologias
assumirem o modelo infinitesimal de muitos locos com pequenos efeitos. Os
marcadores tém varidncia comum e, portanto, explicam a mesma propor¢ao da
variancia genética (MEUWISSEN et al., 2001). Assim sendo, tais metodologias
ndo teriam um embasamento genético, uma vez que ¢ conhecido que nem todas
as marcas, distribuidas pelo genoma, tém alguma relagdo com o carater e,

portanto, deveriam ter efeito nulo. Todavia, Bernardo ¢ Yu (2007) relatam que



33

essa suposicdo de iguais varidncias, por loco, ndo conduz a perdas significativas
na acuracia da GWS.

Além das metodologias de modelos mistos, diversas outras
metodologias bayesianas foram propostas para a GWS. Por meio de simulagdes,
Meuwissen et al. (2001) propuseram o uso do Bayes A ¢ Bayes B para a GWS.
Estas metodologias assumem que cada marca tem sua propria variancia, € assim,
contribuem diferentemente para a variancia genética total. O que as diferencia ¢
que o Bayes B assume a priori que muitos marcadores tém efeito zero, enquanto
que o Bayes A ndo faz nenhuma pressuposicdo a priori dos efeitos das marcas.

Em complemento ao Bayes A e¢ Bayes B, também foram propostas
diversas outras metodologias bayesianas, como o0 LASSO (DELOS CAMPOS et
al., 2009), Bayes Ct (HABIER et al., 2011), machine learning (LONG et al.,
2007) e o “Bayesian Shrinkage Analysis” (Shrinkage) (XU, 2003). Essas
abordagens diferem na suposi¢do sobre o modelo genético associado ao carater

quantitativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

O experimento foi instalado na cidade de Aracruz-ES (19°50°10” S e
40°12°43” W), em uma area representativa dos plantios realizados pela empresa

Fibria S.A.

3.2 Materiais

Para realizagdo deste trabalho foi utilizada uma populag¢do de hibridos,
da empresa Fibria S.A., derivados do cruzamento entre plantas pré-selecionadas
de E. grandis, E. urophylla, E. globulus e E. camaldulensis, ¢ de alguns hibridos
entre elas.As combinagdes hibridas foram feitas ao acaso, gerando 68
combinagdes hibridasenvolvendo 45 genitores distintos. O tamanho efetivo desta
populacao foi 27. Foram avaliados 12 individuos por combinagdo hibrida e
devido a perdas, foram obtidos no final 611 individuos.

Estas progénies foram plantadas, no ano de 2006, no delineamento de
blocos ao acaso, com parcelas de uma planta (single treeplot) e 12 repetigdes. O

espagamento foi de 2 metros entre plantas e 3 metros entre-linhas.

3.3 Fenotipagem

A fenotipagem das plantas ocorreu em trés épocas distintas. Aos 24
meses de idade (dois anos), aos 36 meses de idade (trés anos) ¢ aos 63 meses de
idade (cinco anos e trés meses). A descricdo das caracteristicas mensuradas em

cada idade da planta esta apresentada na Tabela 1.
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A circunferéncia das arvores foram medidas, a altura do peito, a 10 cm
da base e 400 cm da base, utilizando uma fita métrica, a qual abragou o tronco
sem a remoc¢do da casca. A altura total e altura comercial foram medidas,
utilizando-se um hipsémetro vertex. A espessura da casca foi medida por meio
de um paquimetro, em um segmento de casca removido a altura do peito. Uma
vez removida a casca a altura do peito, o Pilodyn foi aplicado diretamente ao
tronco, ¢ entdo verificado o deslocamento da agulha. As demais caracteristicas
referentes a qualidade da madeira, tais como densidade basica, rendimento
depurado, coarseness, comprimento ponderado da fibra, teor de lignina, nimero
de fibras por grama, teor de pentosanase siringil/guaiacil foram mensuradas,

utilizando-se o aparelho NIR (Near Infrared Spectroscopy).

Tabela 1 Relagdo das caracteristicas mensuradas em cada idade da planta

(f::s(lz) Caracteristica Mensurada Unidade

Circunferéncia a altura do peito (CAP 24) cm
Densidade basica(DB)* Kg/m3
Coarseness (COA)* mg/100m
Comprimento ponderado da fibra (CPF)* mm

24 Teor de lignina (LIG)* %
Numero de fibras por grama (NFG)* Milh&es/g
Teor de pentosanas (PEN)* %
Rendimento depurado (RD) * %
Siringil/Guaiacil (SG) * -
Circunferéncia a altura do peito (CAP 36) cm

36 Espessura da casca (EC 36) mm
Pilodyn (PIL 36) mm

Altura total (AT 36) m
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“Tabela 1, conclusao”

(f::siz) Caracteristica Mensurada Unidade
Circunferéncia a altura do peito (CAP 63) cm
Espessura da casca (EC 63) mm
Pilodyn (PIL 63) mm
63 Altura comercial (AC) * m
Altura total (AT 63) m
Circunferéncia a 10 cm da base (C10) cm
Circunferéncia a 400 cm da base (C400) cm

* Fenotipos mensurados com NIR; * Altura até o ponto em que o didmetro do tronco
mede 3 cm.

3.4 Genotipagem

Concomitantemente a tomada dos dados fenotipicos, aos dois anos de
idade foi extraido o DNA de todas as 611 plantas dessa populacdo, para
genotipagem via GBS, método proposto por Elshire et al. (2011).
Primeiramente, a genotipagem foi feita com 15.753 marcadores DArT-seq (os
quais serdo denominados como DArT neste trabalho), e posteriormente com
49.201 marcadores SNP. Apos um processamento minimo dos DArTs e SNPs,
observou-se que um subconjunto de 15.742 e 36.812 marcas, respectivamente,
apresentavam polimorfismo e também tinham MAF (minimum allele frequency)
superior a 1%. Assim sendo, as marcas naopolimoérficase com MAF menor que
1% foram removidas das andlises. Nenhum outro critério foi utilizado para
exclusdo de marcas. Considerando o tamanho médio do genoma do eucalipto,
estima-se uma saturacdo com, em média 13 e 30 marcas por cM,
respectivamente. As genotipagens de DArTs e SNPs foram realizadas pelas
empresas Diversity Arrays Technology PtyLt de Gene Seeklnc, localizadas na

Australia e Estados Unidos, respectivamente.
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3.5 Estimacio dos efeitos dos marcadores

A partir do volume de dados fenotipicos de cada carater (611
individuos) ¢ do namero de marcadores moleculares disponiveis (DArT =
15.742; SNP = 36.812), ¢ possivel concluir que o nimero de marcas, cujos
efeitos precisam ser estimados, ¢ muito superior ao numero de dados fenotipicos
para cada carater. Desta maneira, existe um numero insuficiente de graus de
liberdade para estimar todos os efeitos simultaneamente pelo método dos
quadrados minimos. Assim sendo, optou-se pelo uso de uma metodologia de
modelos mistos — RR-BLUP (MEUWISSEN et al.,, 2001), que permite a
estimacdo de todos os efeitos, simultaneamente.

Para estimagdo dos efeitos das marcas via metodologia RR-BLUP, o

seguinte modelo linear misto foi utilizado (RESENDE, 2008):

y=XB+Za+e,
em que:
y ¢ o vetor de observacdes fenotipicas,
B ¢ o vetor de efeitos fixos,
a ¢ o vetor dos efeitos aleatorios das marcas,
e ¢ o vetor de residuos aleatorios,

X e Z sdo as matrizes de incidéncia para Be a.

A estrutura de médias e variancias no modelo em questdo ¢ definida

comao:

a~N (0, G)
e~N(,R=1c’) E(y)=XB
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1

As equagdes de modelo misto gendmicas para a predigdo de a via o

método RR-BLUP equivalem a (RESENDE, 2008):

X'X XZ(72 5 [xy
27X ZZ+I1——| - |T| p
(o2 /n) Y

a
em que:
2 A " ,
0, ¢avariancia genetica total do carater
o}  ¢éavariancia residual.

n € 0 namero de marcas.

As analises do RR-BLUP foram feitas no software livie R (R CORE
TEAM, 2013), através do pacote rTBLUP (ENDELMAN, 2011).

Uma vez estimado o efeito de cada marca (a,;) para os diferentes
caracteres, foi possivel estimar o wvalor genético gendomico (VGG) dos

individuos, pela expressao:

VGG =>Z4a,,

em que:

Z; equivale a 0 ou 1 no caso de marcadores DArTs para os genotipos

homozigoto recessivo ou heterozigoto/homozigoto dominante, respectivamente,
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e -1, 0 ou 1 no caso de SNPs para os genotipos homozigoto recessivo,
heterozigoto ou homozigoto dominante, respectivamente.

De posse dos efeitos de cada marca DArT ou SNP, plotou-se também os
Manhattan Plots, utilizando o pacote “gap” (ZAO, 2007) do software R. As
herdabilidades de SNPs e DArTs foram estimadas conforme descrito em
Resende et al. (2012).

Ao final do processo de estimagdo das marcas ¢ dos VGG, € necessario
estimar a acuracia da estimacdo, ou seja, com qual precisdo o gendtipo do
individuo, representado pelas marcas ¢ seus efeitos estimados, é capaz de
predizer o fendtipo real observado. A acurdcia da estimacdo foi verificada por
meio da correlagdo de Pearson entre o fenotipo predito pela GWS (VGG) ¢ o

fenotipo observado nas plantas.

3.6 Populacio de validacio dos efeitos dos marcadores

Para validagdo dos efeitos dos marcadores, utilizando-se o0 RR-BLUP, a
populacdo total de 611 individuos foi particionada de forma aleatéria em uma
subpopulagido de descoberta, contendo 500 individuos, e outra subpopulagcao de
validagdo, contendo os 111 individuos restantes. Uma vez estimados os efeitos
das marcas na populagdo de descoberta, via RR-BLUP (vide item 3.3.3), estes
foram aplicados a populacao de validagdo para computo do VGG dos individuos
da mesma. Posteriormente, foi obtida a acuracia da validagdo, por meio da
correlagdo de Pearson entre os VGG estimados e os fendtipos desta populacao
de validagdo. Este processo foi repetido 500 vezes, de modo que a acuracia da
validagdo foi a média de todas as 500 acuracias realizadas neste processo. Este

método de validacao cruzada ¢ conhecido como Jacknife.
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3.7 Viabilidade da selecdo precoce

Além das analises ja descritas anteriormente, foi verificada a viabilidade
da selegdo precoce para os caracteres CAP, AT, EC e PIL. Foram utilizadas
apenas estas caracteristicas, pois elas foram as tnicas mensuradas, em mais de
uma idade da planta, sendo que AT, EC e PIL foram medidas aos 36 ¢ 63 meses

e 0 CAP, medida aos 24, 36 ¢ 63 meses de 1dade.

3.8 Viabilidade da selecao precoce via dados fenotipicos

Com a finalidade de se verificar a eficiéncia da sele¢do precoce,
primeiramente, foi realizada a analise fenotipica nas trés idades da planta. Para
isto, foi adotado o modelo misto de irmdos germanos que incorpora o efeito do
pai ¢ da mée, conforme Resende (2007b):

y=Xb+Zm+ Wf+Tc+e,

em que:

y ¢é o vetor das observagdes;

b ¢ o vetor dos efeitos de blocos (fixos);

m ¢ o vetor dos efeitos de genitores da populacdo de machos
(aleatorios);

f é o vetor dos efeitos de genitores da populagio de fémeas
(aleatorios);

c ¢ o vetor dos efeitos aleatorios da capacidade especifica de
combinagdo dos genitores da populagdo de machos com os
genitores da populacdo de fémeas;

X,Z, W e T sdo as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos;

& € o vetor dos erros aleatorios.
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As herdabilidades no sentido amplo (ﬁ;) foram estimadas de acordo

com Resende (2007a):

2 2
"Z_Ga-i-O'd

g = 2
O-y
2
2 2 2 2 2 2 2 2 2
0'a=2(0' +o ) , 40, o0,=0, +0,.+0.+0
gm g — S gm g s e
onde , Oy =—, ,
O-y
em que:

0_2

@ ¢ a variancia genética aditiva interpopulacional;
0_2

4 ¢ a variancia genética de dominancia interpopulacional;
0_2

» ¢ a variancia fenotipica interpopulacional;
0_2

gm ¢ a variancia genética da populagdo utilizada como machos;
0_2

& ¢ a variancia genética da popula¢io utilizada como fémeas;
O_Z

s ¢ a varidncia da capacidade especifica de combinagao

interpopulacional entre dois genitores;

2

o

e ¢ a variancia residual.

De posse dos dados dos valores genotipicos (via BLUP) em cada idade,
os individuos foram ranqueados pelo BLUP ideal (maior ou menor, em fungao
do carater) em cada uma delas, e foi estimada a correlagdo de Spearman entre as
idades.

Além disso, foi verificado o indice de coincidéncia (IC) entre os 30

melhores individuos em cada idade (intensidade de selegdo = 5%). A



42

coincidéncia foi estimada, utilizando-se a expressdo de Hamblin e Zimmermann

(1986): IC =ﬁ’ em que: 4 ¢ o nimero de plantas comuns as duas

selegdes; B é o nimero de plantas selecionadas em uma dada época (30); C é o
numero de plantas em comum nas duas selecdes, unicamente devido ao acaso

(C=ix B),em que i ¢ a proporcao selecionada, no caso 5%.
3.9 Viabilidade da selecdo precoce via dados moleculares

Conforme comentado anteriormente, os individuos da populagao foram
fenotipados em trés idades distintas, ¢ também genotipados, utilizando os
marcadores DArT e SNP. Ao longo das idades, ¢ esperado entdo que os
fenotipos das plantas para CAP, AT, EC e PIL sofram altera¢des. No entanto, se
desconsiderarmos a ocorréncia de mutagdes, o gendtipo das plantas ndo sofre
variagdo alguma neste periodo. Assim sendo, um questionamento que pode ser
levantado, ¢ de que maneira efeitos de marcas ou regides do genoma seriam
afetados pela alteracdo do fendtipo, ou se marcas com pequeno efeito em idades
precoces passam ou ndo a ter efeitos expressivos em idades mais avangadas,
considerando o ambiente em que foram avaliadas.

Neste sentido, de modo andlogo a analise descrita utilizando apenas
dados fenotipicos, ¢ importante verificar a eficacia da selecdo precoce também
via GWS. Para tanto, foi estimada a correlacdo entre os efeitos da marca de
ambos os marcadores, aos 24 ¢ 36 meses, com o efeito aos 63 meses para CAP,
e também entre 36 ¢ 63 meses para EC, PIL e AT. Vale ressaltar que, quanto
mais proximo da idade de corte, mais confiavel ¢ a fenotipagem para selegdo.
Além da estimativa da correlagdo, também foi verificado o indice de

coincidéncia entre os 30 (5%) melhores individuos selecionados, em cada idade,
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com base em seus valores genéticos genomicos (VGG), também utilizando a
expressdo de Hamblin e Zimmermann (1986).

Por fim, foi realizada uma variagdo da metodologia de validagdo ja
descrita, sendo a estimagdo do modelo feita utilizando fenotipos da idade
precoce, e a sua validagdo, utilizando-se os fendtipos da idade subsequente, mais

tardia. Este processo também foi repetido 500 vezes.
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4 RESULTADOS

A variagdo fenotipica encontrada para as 20 caracteristicas, pode ser
observada na Tabela 2. Como pode se observar, todas as caracteristicas
apresentaram uma ampla variagdo fenotipica, ou seja, um bom indicativo da
existéncia de variabilidade genética e possibilidade de ganho com a selegdo. O
coeficiente de variagdo (CV) foi baixo para a maioria das caracteristicas,

indicando boa precisdo experimental.

Tabela2 Média, valor minimo (MiN), miximo (MAX) e coeficiente de
variagdo (CV) das 20 caracteristicas fenotipadas para volume e
qualidade da madeira
DB COA CPF LIG NFG PEN RD SG PIL36 PIL63

MEDIA 4155 6,7 0,7 30,1 252 16,7 52,7 0,7 14,5 11,7

MIN 3249 3.9 0,6 22,5 12,8 13,1 47,8 0,3 5,0 6,5
MAX  582,1 9,9 0,8 33,2 39,5 19,5 60,3 1,1 28,0 21,0
Ccv 6,4 11,7 5,5 37 11,6 50 23 169 155 174

CAP24 CAP36 CAP63 AT36 AT63 AC EC36 EC63 Cl10 C400

MEDIA 30,3 37,9 47,0 17,7 21,9 190 54 63 559 413
MIN 202 21,2 230 98 11,7 82 19 23 268 19,1
MAX 444 60,5 84,6 24,1 293 273 95 109 101,0 71,8
cvV 133 188 23,1 13,0 178 22,1 175 214 23,1 243

As 20 caracteristicas relacionadas ao volume e qualidade da madeira, em
eucalipto, foram analisadas por meio do RR-BLUP para computo da GWS
(Figura 1). As menores e maiores acuracias preditivas foram coincidentes entre
SNPs e DArTs, e variaram de 0,44 ¢ 0,51 para COA, até 0,83 ¢ 0,89 para PEN,

respectivamente. Em todos os casos, os marcadores DArT apresentaram
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acuracias superiores aos SNPs, sendo em média 8% superiores. A maior
diferenca foi observada para CAP63, 14%.

A validagdo teve acuracias bastante reduzidas em relagdo a predigdo, em
média 46% e 40% menores para SNPs e DArTs, respectivamente (Figura 1).
Mais uma vez, o COA teve a menor acuracia, tanto para SNP, quanto DArT,
enquanto que PIL36 teve os melhores valores da validacdo, para os dois
marcadores. Na validacdo, no entanto, SNP e DArT tiveram performance

bastante semelhante, com algumas poucas excecoes.

Acuracias

1
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0,6
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0

'L“QQ’Q‘?Q“ \eﬁb%\iqg% r,,io.,,b,bbﬂgo
& % R SRR

M Preditiva SNP W Preditiva DART  m Validagdo SNP

Figura 1 Acurécias preditivas e da validag@o de 20 caracteristicas de eucalipto,
utilizando o RR-BLUP

As herdabilidades, no sentido amplo, dos caracteres via BLUP foram
altamente variaveis, porém € notavel que as menores foram obtidas para algumas
caracteristicas ligadas a qualidade da madeira, sendo elas: SG (0,07), COA
(0,11) e LIG (0,14) (Figura 2). Outras caracteristicas importantes ligadas a
qualidade da madeira tiveram herdabilidades mais satisfatdrias, como a DB, PIL
36 (que ¢ uma medida indireta da DB), PEN e NFG. Herdabilidades medianas

foram observadas para caracteristicas relacionadas ao volume da madeira (AC,
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EC e circunferéncias) em todas as idades, com destaque para C400 e AT63 cujas

herdabilidades foram 0,72 ¢ 0,76, respectivamente.

Acuréacias e Herdabilidade:

I \/alidagdo SNP I Validagdo DART

= = == Herdabilidades DART

Herdabilidades Fenotipicas®

Figura2 Acuracias da validagdo e herdabilidades de 20 caracteristicas de
eucalipto, utilizando o RR-BLUP (*Herdabilidades no sentido amplo)

As herdabilidades das marcas evidenciaram que os DArTs capturaram
uma variagdo genética superior aos SNPs. As maiores herdabilidades das marcas
foram encontradas para PEN, seguidas por AT63, PIL36, C10 e C400. Mais uma
vez, os valores mais baixos foram encontrados para COA e SG (Figura 2).

De maneira geral, € possivel notar claramente, por meio da Figura 2, que
as acuracias da validac@o sdo altamente influenciadas pelas herdabilidades, tanto
fenotipica quanto do marcador. Isto se torna ainda mais claro, quando
observamos as correlagcdes entre estes dois parametros (Tabela 3). Foram
encontradas correlacdes acima de 0,85 entre acuracias da validagdo e
herdabilidades em todos os casos, indicando claramente a interdependéncia entre

eles.
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Tabela 3 Correlagdes entre herdabilidades de SNPs, DArTs e fenotipicas
(BLUP), com acuracias da validagao

Acuracias Herdabilidades
Validagao SNP DART BLUP
SNP 0,89 - 0,85
DART _ 0,90 0,85

Como o proprio nome da metodologia sugere, o maior objetivo da GWS
¢ a selecdo de gendtipos superiores. Sem a utilizagdo de marcadores, no entanto,
grande parte dos melhoristasde eucalipto obtiveram ganhos expressivos por
meio de fendtipos bem mensurados e analisados pelo BLUP, e até entdo ndo
foram encontrados relatos, na literatura, de clones langados utilizando a GWS,
até mesmo por ser uma técnica bastante recente. Assim, uma boa maneira de
comparar as metodologias seria por meio do indice de coincidéncia entre as
melhores plantas selecionadas pelo BLUP e pela GWS (Tabela 4).

Pdde-se observar primeiramente que, de maneira geral, o indice de
coincidéncia entre 0 BLUP e a GWS, utilizando DArT foi ligeiramente superior
aquele utilizando SNPs. Favoravelmente a utiliza¢do da GWS, algumas
caracteristicas importantes no melhoramento, visando celulose, tiveram um
indice de coincidéncia elevado com o BLUP, como a DB, PIL36, PIL63,
CAP63, EC36 ¢ NFG. A maioria das caracteristicas ligadas a qualidade da
madeira tiveram menor coincidéncia entre as plantas selecionadas, como foi o
caso mais uma vez de COA, CPF, SG e¢ RD. De forma analoga, no entanto,
algumas medig¢des de altura tiveram indices menores que 30% (Tabela 4).

Ao longo da vida da planta, diversos alelos atuam com maior ou menor
expressdo na construgdo dos fendtipos. No entanto, ndo sabemos se os alelos
com maior efeito, para um determinado caradter em uma idade precoce,
continuam tendo efeito pronunciado em idades mais avancadas da planta. Uma

vez que a GWS necessita de fenotipos para seu codmputo, uma alta correlagdo
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entre efeitos de marcas - que representam os alelos - em idades distintas da
planta permitem que o fendtipo seja mensurado mais precocemente, ja para
computo da GWS. Consequentemente, isto viabilizaria a sele¢do precoce de

genotipos superiores via GWS.

Tabela 4 Indices de coincidéncia (%) entre as 30 melhores plantas selecionadas
pelo BLUP e pela GWS (SNPs e DArTs)

Carater SNP DART
DB 44 47
COA 26 16
CPF 05 09
LIG 37 37
NFG 54 61
PEN 40 23
RD 30 23
SG 23 19
PIL36 51 58
PIL63 51 54
CAP24 19 33
CAP36 12 19
CAP63 30 40
AT36 23 37
AT63 12 26
AC 09 19
EC36 61 61
EC63 33 30
C10 23 30

C400 23 33
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Como ¢ possivel observar na Tabela 5, a correlagdo de Spearman entre
os efeitos das marcas foi maior que 0,75 para os caracteres altura e
circunferéncia nas diferentes idades. Correlacdes abaixo de 0,5, no entanto,
foram encontradas para EC e PIL. Resultados muito semelhantes foram
encontrados para SNPs e DArTs. Por meio destes resultados infere-se que, em se
tratando de alturas e circunferéncias, marcas importantes em idades precoces, ou
seja, de grande efeito, se mantiveram em idades mais avangadas. As maiores
correlagdes de Spearman entre BLUPs de plantas foram coincidentes com as
maiores correlagdes entre efeitos de marcas. Destaque para correlagdo entre
BLUPs de CAP36 X CAP63 que foi de 0,96 (Tabela 5).

Altas correlagdes refletem normalmente boa coincidéncia na sele¢do de
plantas. No caso do carater circunferéncia, a coincidéncia entre as 30 melhores
plantas selecionadas pelo BLUP variou entre 51 e 72% (Tabela 5). Isto ndo foi
observado, no entanto, para as alturas e espessura da casca. Apesar da alta
correlacdo entre BLUPs (0,71), apenas 33% das plantas selecionadas foram
coincidentes para as alturas e 26% para EC, enquanto que 72% de coincidéncia
foi observada para o PIL, mesmo com correlagdo mediana entre BLUPs. Com
excecdo das alturas e EC, todos os IC das plantas selecionadas pelo BLUP foram
maiores que os das plantas selecionadas pela GWS, utilizando SNPs e DArTs.
Os IC dos marcadores, para as alturas e EC, foram bastante superiores ao do
BLUP. De maneira geral, a GWS utilizando SNPs teve maior IC entre idades do
que DArTs, com destaque positivo para IC-SNP das alturas (72%) e negativo
para IC-SNP do PIL (37%).



50

Tabela 5 Correlagdo de Spearman entre efeitos das marcas para SNPs e
DArTs, entre BLUPs das 611 plantas avaliadas, indice de
coincidéncia (IC - %) entre as 30 melhores plantas selecionadas pelos
SNPs, DArTs e BLUP em idades distintas e acuracia da validac¢do na
idade mais tardia

Correlacoes IC (%) Validacao*
Caracteres
SNP DART BLUP SNP DART BLUP SNP DART

CAP24 x
CAP36 0,86 0,86 0,77 51 47 65 0,30 0,30

CAP24 x
CAP63 0,75 0,76 0,69 47 44 51 0,33 0,31

CAP36 x
CAP63 0,91 0,91 0,96 61 54 72 0,39 041
AT36 x AT63 0,83 0,83 0,71 72 65 33 0,31 0,30
EC36 x EC63 0,51 0,47 0,58 44 54 26 0,29 0,29

PIL36 x
PIL63 0,47 0,44 0,52 37 40 72 0,36 0,35

* Estimagdo dos efeitos com fendtipos da idade precoce e validagdo com fenétipos da
idade tardia.

Além do IC entre as melhores plantas selecionadas pelo BLUP e pela
GWS, foi estimada também a acurdcia da GWS em predizer os fenotipos das
idades mais tardias, como maneira de verificar a aplicabilidade da GWS precoce
(Tabela 5). As acuracias encontradas variaram entre 0,29 para EC36 x EC63
(SNPs e DArTs), até 0,39 e 0,41 para CAP36 x CAP63, para SNPs ¢ DArTs,
respectivamente. Mais uma vez, houve grande coincidéncia entre os dois
marcadores.

Em adigdo a utilizacdo de marcadores que capturem maior parte da
variacdo, € importante observar se as marcas utilizadas estdo associadas com o
carater em estudo e, mais precisamente, a algum cromossomo em especifico.
Para ilustrar isto, foram construidos Manhattan Plots dos efeitos de SNPs e
DArTs (Figura 3).

Nota-se que o cromossomo 6 foi o que apresentou maior niamero de

marcas com efeito pronunciado, em relagdo aos demais, principalmente nos
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caracteres mais relacionados ao volume de madeira, como circunferéncias e
alturas. Isto foi mais notavel, no entanto, para SNPs. Um pico pronunciado no
cromossomo 6 também foi observado para PIL36 e PIL 63 (SNPs). Em se
tratando de qualidade da madeira, observa-se um pico nos cromossomos 2 ¢ 3,
os quais sdo semelhantes para LIG e RD, tanto utilizando SNPs quanto DArTs.

Também observou-se um pico nos cromossomos 3 e 10 para SG (SNPs).
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“Figura 3, continua”
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“Figura 3, continua”
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“Figura 3, conclusao”
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5 DISCUSSAO

Até o presente momento ndo foram encontrados relatos na literatura de
estudos que aplicassem a GWS em uma populagéo, visando a selegdo recorrente
entre varias espécies de Eucalipto (E. grandis, E. urophylla, E. globulus ¢ E.
camaldulensis) e de hibridos entre elas, e ndo apenas um cruzamento biparental
ou entre duas espécies apenas. Uma vez que a maioria das empresas de
melhoramento utilizam varias espécies em diversos cruzamentos no ambito de
obter o maior nimero possivel de caracteristicas favoraveis, acreditamos que
esta seja uma situagdo rotineira para melhoristas e que, portanto, fornece
parametros praticos e factiveis.

Dentre as diversas metodologias envolvendo marcadores moleculares no
melhoramento de arvores e especialmente o eucalipto, a GWS provavelmente
tem gerado a maior expectativa, em termos de possibilidade de selecdo para
caracteres quantitativos (RESENDE et al., 2008; RESENDE, M. D. et al., 2012;
RESENDE, M. F. et al., 2012), uma vez que utiliza uma grande quantidade de
marcas. Utilizando-se um maior nlimero de marcas em desequilibrio de ligagdo,
a probabilidade de capturar maior propor¢cdo da variagdo genética ¢ maior
(MEUWISSEN et al., 2001; RESENDE, M. D. et al., 2012; WIENTIJES et al.,
2013), facilitando a selecdo de genotipos superiores.

Em termos de acurécia preditiva, os resultados da Figura 1 sdo bastante
favoraveis a GWS, uma vez que altas acuracias preditivas (>0,7) foram
encontradas para a maioria das caracteristicas, tanto utilizando SNPs quanto
DArTs. Nao parece haver uma tendéncia de maiores ou menores acuracias
preditivas para caracteristicas ligadas a qualidade da madeira ou volume, ja que
0s menores ¢ maiores valores absolutos foram encontrados para duas

caracteristicas ligadas a qualidade da madeira, COA e PEN, respectivamente.
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Ao se analisarem os resultados da acuracia da valida¢do, no entanto, fica
claro que, mesmo a validagdo sendo feita em individuos ndo amostrados, porém
oriundos da mesma populacédo, as acuracias sdo bastante reduzidas em relagdo a
preditiva (Figura 1). Esta acuracia da validac¢do esta intimamente relacionada as
herdabilidades, tanto dos marcadores quanto fenotipica, conforme demonstrado
pela Figura 3 e Tabela 3. De fato, uma vez que, para estimacdo dos efeitos das
marcas, o efeito fenotipico faz parte do modelo, isto gera uma rea¢do em cadeia.
Quanto menor a herdabilidade do carater, menor a precisdo dos dados
fenotipicos e, portanto, menor a herdabilidade dos efeitos dos marcadores.
Consequentemente, menor serd a capacidade em predizer acertadamente
fenotipos de individuos ndo amostrados para computo do modelo. Isto foi
demonstrado por meio de simula¢des por Grattapaglia ¢ Resende (2011), os
quais verificaram que o aumento da herdabilidade do carater provoca o aumento
da acuracia da GWS.

Como se sabe, os marcadores SNP sio codominantes, enquanto os
marcadores DArT sdo dominantes. Assim sendo, a estimagao de efeitos aditivos
por meio de DArTs fica confundida. Era esperado, portanto, que SNPs fossem
mais informativos que DArTs, capturando maior parte da variagdo genética
aditiva. Levando-se em consideragdo as acuracias preditivas, no entanto, isto nao
foi observado para a populagdo do presente estudo, sendo DArTs 8% superiores
em média quanto ao poder de predicao de fenotipos (Figura 1). Ao analisarmos
as acuracias da validagdo, porém, esta superioridade desaparece, mas mesmo
assim DArTs e SNPs sdo praticamente equivalentes para todas as caracteristicas
(Figuras 1 e 2). Vale mencionar que, o nimero de SNPs polimorficos utilizados
neste trabalho foi maior que o dobro do nimero de DArTs, indicando que o
maior nimero de marcas, ocupando todo o genoma aumenta a probabilidade de

desequilibrio de ligagdo com os alelos que controlam o carater
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(GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011), mas ndo garantem que a maior parte
delas esteja intimamente associadas aos mesmos (RESENDE JUNIOR, 2010).

Mesmo SNPs sendo codominantes, eles ndo sdo multialélicos, a
exemplo dos microssatélites. Assim sendo, utilizando a tecnologia empregada
neste trabalho, SNPs conseguem distinguir gendtipos A'A' x A'a x aa, e também
A’A” x A’a x aa, mas por meio da genotipagem ndo é possivel verificar que os
alelos A' ¢ A” sdo diferentes. O mesmo raciocinio ¢ valido para DArTSs, porém
para estes ndo ¢ possivel diferenciar os homozigotos dominantes dos
heterozigotos. Considerando que a populac¢do de arvores em estudo é composta
por quatro espécies e também por hibridos entre elas, ¢ bastante plausivel a
hipotese de ocorréncia de alelismo multiplo para os genes que controlam as
caracteristicas, o que reduz a acuracia, tanto de DArTs, quanto de SNPs, ja que o
efeito de marcas fica confundido. Vale ressaltar, no entanto, que este tipo de
populacao envolvendo varias espécies € bastante comum em programas de
melhoramento de eucalipto e que, portanto, reflete a realidade.

Conforme comentado anteriormente, a GWS ¢ a unido da genotipagem
com grande numero de marcadores, com a fenotipagem das plantas
(MEUWISSEN et al.,, 2001). Assim sendo, ao contrario do que se possa
imaginar, a fenotipagem e todos os fatores que afetam a precis@o experimental,
como o delineamento, tém o mesmo peso da genotipagem na conducao da GWS
e, portanto, ¢ e sempre sera indispensavel no melhoramento de plantas. Além
disso, o modelo de predicdo somente ¢é eficiente, quando a selegdo dos
individuos para a formacdo da populacdo ¢ muito bem feita nos programas de
melhoramento.

Uma vez que eucalipto é uma planta perene, com ciclo médio de 7 anos,
no Brasil (BRACELPA, 2014), j4 no melhoramento classico vislumbrou-se a
possibilidade de fenotipar e selecionar plantas precocemente, aumentando assim

os ganhos com a sele¢do. Diversos trabalhos mostram que, para varias
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caracteristicas, isto ¢ plenamente possivel (BELTRAME et al., 2012; LIMA et
al., 2011; MASSARO et al,, 2010; PAVAN et al., 2014; PEREIRA et al., 1997,
REZENDE; BERTOLUCCI; RAMALHO, 1994; TOLFO, 2003). No entanto,
até o presente momento ndo foram encontrados relatos, na literatura, de
trabalhos com eucalipto que testassem o efeito da fenotipagem precoce no
computo da GWS, considerando sempre que a fenotipagem mais proxima a
idade de corte ¢ a ideal.

Analisando-se a Tabela 5, ¢ possivel notar que, dentre as caracteristicas
fenotipadas, em mais de uma idade, a sele¢do via melhoramento classico pelo
BLUP teria maior aplicabilidade para CAP, que teve as maiores correlacdes
entre o BLUP das plantas, ao longo das idades, e também os maiores IC das 5%
melhores plantas selecionadas, bem como para PIL, que apesar da baixa
correlagdo entre BLUPs, teve um alto IC das melhores plantas selecionadas
(72%). Considerando que o CAP tem grande peso no célculo de volume, e que o
PIL ¢ uma medida indireta da DB, que também ¢ um ponto de gargalo no
melhoramento do eucalipto, estes resultados sdo bastante favoraveis a selecdo
precoce fenotipica, por meio destas caracteristicas. Para ALT, apesar de o IC ter
sido inferior ao de CAP e PIL, 33%, esta porcentagem pode estar sendo
influenciada pelo indice de selegdo, de apenas 5%. Assim sendo, a selecdo um
pouco mais branda poderia ser uma alternativa. Os resultados de Massaro et al.
(2010) corroboram com estes aqui encontrados, pelos quais constataram que a
selecdo precoce pode ser efetuada aos 25 meses de idade para o carater DAP
(medida indireta de CAP). Lima et al. (2011) também comentam que a sele¢ao
para CAP, tanto de genitores quanto de arvores para clonagem, pode ser
realizada precocemente aos 30 meses de idade. Pavan et al. (2014) enfatizam
que a selecdo precoce para volume, aos 36 meses, ¢ viavel para selegdo, tanto

das melhores plantas, quanto das melhores familias.
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A eficacia na selecdo fenotipica precoce, por si s0, ndo garante que a
GWS também possa ser feita precocemente, uma vez que deve haver uma
coincidéncia entre as plantas selecionadas em idades precoces e idades tardias.
Neste sentido, o IC entre as melhores plantas selecionadas pelos marcadores
determinam os parametros que auxiliam nesta decisdo. Estes pardmetros foram
estimados e, além destes, foi estimada também a acuracia da GWS em predizer
os fendtipos das idades mais tardias, utilizando um processo parecido com a
validagdo ja descrita anteriormente (Tabela 5).

Correlacdes entre efeitos de marcas acima de 0,75 foram encontradas
para CAP entre as trés idades e para AT, tanto utilizando SNPs, quanto DArTs.
Estas altas correlagdes refletiram-se em um alto IC entre plantas selecionadas
pelos marcadores, sendo os maiores IC encontrados para AT36 x AT63 (72% ¢
65%) e para CAP36 x CAP63 (61% e 54%), utilizando SNPs e DArTs,
respectivamente. Estes sdo 6timos indicios que o computo da GWS para AT e
CAP pode ser feito precocemente aos 36 meses de idade. Somando a estes fatos,
a acuracia da validagdo na idade mais tardia foi satisfatdria principalmente entre
CAP36 x CAP63, para SNPs e DArTs, respectivamente, mas também para as
demais caracteristicas. Estes resultados reforgam a possibilidade de GWS
precoce, principalmente por se tratar de uma validagcdo cruzada com 500
repeticdes.

Analisando-se os Manhattan Plots de SNPs e DArTs, para estas
caracteristicas avaliadas em mais de uma idade, esta possibilidade faz-se ainda
mais factivel (Figura 3). Principalmente para SNPs, picos nos mesmos
cromossomos, especialmente no cromossomo 6, foram encontrados para as
circunferéncias, alturas e PIL ao longo das idades. Estes picos pronunciados nos
mesmos cromossomos, ao longo das idades, sugerem que as mesmas regioes do
genoma continuam atuando fortemente no controle do carater, fato este

necessario para selecao precoce. Para DArTs, de maneira geral, um nimero
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menor picos foi encontrado, apesar de as correlagdes entre efeitos de marcas, ao
longo das idades, também terem sido elevadas.

Para qualidade da madeira, chama a atengdo a semelhancga entre os picos
encontrados entre RD e LIG nos cromossomos 2 e 3, tanto utilizando DArTs
como SNPs. Seria precipitado, no entanto, inferir que as mesmas marcas teriam
maior influéncia para controle destes caracteres, ou que este seria um caso de
pleiotropia. Estudos mais aprofundados seriam necessarios para isto, como a
utilizacdo de populagdes em desequilibrio de ligagdo para o carater em quese
deseja avaliar a associagdo, ¢ também a utilizagdo de modelos estatisticos mais
robustos para o estudo da arquitetura genética do carater, entre outros. No
entanto, ¢ importante ressaltar que, em relagdo a caracteristica SG, apesar das
baixas acuracias e herdabilidades encontradas, o pico observado no cromossomo
10, utilizando SNPs foi coincidente com o encontrado por Lima (2014),
sugerindo assim uma provavel existéncia de marcas de maior efeito controlando
o0 carater nesta regido do genoma.

De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, pode-se
verificar que a GWS tem sim boa utilidade no melhoramento do eucalipto,
porém alguns aspectos precisam ser observados. Primeiramente, a precisdo
experimental na tomada de dados fenotipicos deve ser a mais rigorosa possivel.
Esta fenotipagem tera impacto direto em todas as etapas da GWS, desde a
calibracdo do modelo preditivo até na selecdo de plantas geneticamente
superiores. A herdabilidade fenotipica reduzida gera uma reacdo em cadeia, ja
que influencia diretamente a acuracia da validagdo e que, por sua vez, influencia
na estratégia do melhorista para selegdo de plantas. Acuracias medianas ndo
inviabilizam a utilizacdo da GWS, mas afetam a pressdo de selecdo exercida
pelo melhorista, no sentido de reduzi-la, fato este que também segue o mesmo
raciocinio do melhoramento classico. Quanto aos marcadores, SNPs e DArTs, a

tendéncia € que sejam cada vez mais numerosos € bem posicionados em regioes
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sabidamente importantes para o controle dos caracteres, o que, agregados a
metodologias de analises robustas, deverdo contribuir para maior aplicabilidade
da GWS (GRATTAPAGLIA;RESENDE, 2011).

De qualquer modo, a utilizagdo da GWS, ndo somente para selegdo
acurada das melhores progé€nies apenas, mas pelo menos para descarte das
piores, ja seria de grande utilidade e promoveria economia de tempo e de
recursos em programas de melhoramento de eucalipto, especialmente por se
tratar de uma planta perene, com ciclo médio entre seis ¢ sete anos no Brasil. A
GWS precoce, de acordo com os resultados deste trabalho, revelou-se uma
realidade a ser explorada, principalmente para aqueles caracteres em que ja se
pratica a sele¢do fenotipica precocemente. Isto torna a aplicabilidade da GWS
ainda maior, ja que a fenotipagem tardia reduziria o ganho por unidade de
tempo, ou seja, o ganho com a selegdo ja alcangado simplesmente pelo

melhoramento classico.
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6 CONCLUSOES

a) Acurécias de validagdo 46% e 40% inferiores que as da estimagao,
em média, foram encontradas para SNPs e DArTSs, respectivamente;

b) SNPs e DArTs sdo equivalentes em termos de capacidade preditiva
(acurécia);

¢) A GWS mostrou-se eficiente para selecdo precoce principalmente

para circunferéncia a altura do peito ¢ altura total das plantas.
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