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Introducao

Eucalyptus 1'Hér. (Myrtaceae) representa atualmente o género de espécies flores-
tais folhosas (hardwoods) mais amplamente plantado no mundo. As assim chamadas
big nine, ou seja, as nove principais espécies plantadas e seus hibridos, todas elas perten-
centes ao subgénero Symphyomyrtus (E. grandis, E. urophylla, E. globulus, E. camal-
dulensis, E. nitens, E. pellita, E. saligna, E. tereticornis, E. dunnii) constituem mais
de 95% das florestas plantadas de eucalipto do mundo (Harwood, 2011). Crescimento
rapido e adaptabilidade a uma ampla diversidade de regides tropicais e subtropicais,
combinados com propriedades versateis de madeira para energia, produtos solidos de
madeira, celulose e papel tém contribuido para a posi¢cdo de destaque do eucalipto na
atual silvicultura mundial. Eucalyptus grandis (Maiden) Hill, E. urophylla S.T. Blake,
E. camaldulensis Dehn. e seus hibridos sdo as principais espécies plantadas em regides
tropicais, enquanto E. globulus Labill e E. nitens H.Deane & Maiden sdo as espécies
mais importantes em regioes temperadas (Grattapaglia et al., 2012). A enorme diver-
sidade genética encontrada nas procedéncias dentro das espécies e as oportunidades
de explorar a complementaridade e heterose em hibridos, a partir de pools génicos
contrastantes que evoluiram separadamente no centro de origem do género, tem sido
uma grande vantagem para o desenvolvimento de estoques genéticos de alta qualidade
por selecdo direcional no melhoramento genético (Grattapaglia; Kirst, 2008).

E consenso hoje que o melhoramento genético tornou-se um elemento competitivo
chave das operagodes industriais de base florestal intensiva com espécies de eucalipto em
todo o mundo, fornecendo clones e sementes geneticamente superiores, que aumentam
consideravelmente o valor economico das florestas plantadas. Independentemente
da espécie alvo e objetivos industriais, os programas de melhoramento genético
enfrentam, entretanto, um desafio comum: a longa duragdo de um ciclo de melho-
ramento, que pode levar varios anos ou mesmo décadas. Espécies de eucalipto tém
ciclos de vida relativamente longos e as arvores tornam-se reprodutivamente ativas
somente ap6s alguns anos. O progresso e o sucesso dos programas de melhoramento
sdo, portanto, fortemente dependentes do tempo necessario para completar um ciclo de
melhoramento. Isso pode durar varios anos a décadas, dependendo da regido geogra-
fica, da biologia da espécie, da idade na qual os fenotipos podem ser medidos com
precisdo e da forma de implantagdo de material melhorado, seja sementes ou clones.
Além disso, as incertezas associadas a execugdo de um programa de melhoramento
ao longo de décadas podem ser altas. O intervalo de tempo prolongado entre o inves-
timento em melhoramento e a efetiva utilizagdo do material genético selecionado na
floresta e, em seguida, na fabrica, torna a pratica do melhoramento um empreendimen-
to suscetivel a mudangas nas demandas de mercado, nos objetivos de negdcios e nas
politicas de gestdo, além de alteragdes climaticas e de acesso a dreas para a expansao do
plantio florestal. O desafio posto pelos longos ciclos de um programa de melhoramento
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resultou, ao longo dos anos, em esforcos substanciais para entender as correlagdes
juvenil-adulto, para caracteristicas de expressao tardia (Borralho et al., 1992; Eldridge
et al., 1993), desenvolver maneiras de acelerar a recombinag@o por indug¢do artificial
de floragdo (Griffin et al., 1993; Hasan; Reid, 1995) e praticar a sele¢@o precoce de
caracteristicas juvenis (Blake; Bevilacqua, 1990; Bouvet et al., 2004).

Com a expansdo da biologia molecular de plantas a partir do final dos anos
80 e das tecnologias gendmicas a partir de meados dos anos 90, novas perspecti-
vas se abriram para atacar os desafios existentes em duas grandes areas das ciéncias
florestais: (i) acelerar e aumentar a efetividade do melhoramento genético florestal,
visando o aumento da produtividade, qualidade e prote¢do das florestas plantadas e
(i) o manejo de populacdes naturais de espécies florestais, pelo estudo detalhado da
distribui¢do e evolucao da diversidade neutra e adaptativa em um contexto ecologico
e evolutivo. A biologia molecular aplicada as espécies florestais tem langado mao
de um amplo arsenal de tecnologias moleculares, que podem ser agrupadas em dois
grupos principais: (i) o estudo, caracterizagdo e manipulagdo de genes individuais por
técnicas de biologia molecular, o que representaria a biotecnologia florestal no sentido
mais restrito do termo, e (ii) a descrigdo, caracterizacao e analise da estrutura, variagao
e expressdo de sequéncias de DNA e RNA com técnicas de alto desempenho o que
constituiria, de forma geral, a genomica.

Enquanto a biotecnologia florestal tem predominantemente o objetivo de realizar
intervencdo direta no genoma, via técnicas de transgenia e edi¢do génica, o foco
da gendmica florestal tem sido, por um lado, a estimativa dos niveis e distribui¢ao
de variabilidade genética global do genoma em individuos e populacdes utilizando
marcadores moleculares e, por outro, o entendimento dos mecanismos genéticos,
bioquimicos, moleculares e celulares envolvidos principalmente no crescimento,
formagdo da madeira e resposta de resisténcia ou tolerancia da arvore a estresses
bidticos e abiodticos. Nesta segunda vertente, as tecnologias gendmicas buscam, em
suas aplicacdes mais avangadas, a deteccdo e compreensdo das relacdes complexas
entre variabilidade genética, em nivel de sequéncia de DNA, e a variabilidade fenoti-
pica observada para caracteristicas complexas de interesse florestal. A gendmica
contrasta com a abordagem de biologia molecular tradicional baseada no estudo de um
ou poucos genes de cada vez, ao analisar, em paralelo, milhares de sequéncias, genes
ou mesmo genomas inteiros de um ou mais individuos ou espécies. Para um maior
aprofundamento no tema geral da genomica florestal, foco técnico principal deste
capitulo, aqui voltado para a gendmica do eucalipto, vale destacar algumas revisdes
que abordam o tépico de uma forma ampla contemplando todas as principais espécies
florestais plantadas (Grattapaglia et al., 2009; Neale; Kremer, 2011; Harfouche et al.,
2012; Plomion et al., 2016; Tuskan et al., 2018) e mais especificamente as espécies de
Eucalyptus (Poke et al., 2005; Grattapaglia et al., 2012).
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Considerando que espécies florestais como o eucalipto ndo se qualificam como
um sistema modelo para o estudo da biologia molecular de plantas, o grande impulso
na evolucdo da gendmica do eucalipto nos ultimos 25 anos foi motivado predomi-
nantemente pelo potencial de utilizacdo de marcadores moleculares, na otimizagao
de programas de melhoramento genético, e pela investigacdo da relagdo complexa
entre variagdo no genoma e variagdo nos fenotipos relacionados com a qualidade da
madeira, crescimento e resisténcia a doengas. Foi na perspectiva de facilitar a pratica
do melhoramento que as tecnologias de analise gendmica com marcadores moleculares
despertaram a ateng@o dos geneticistas de eucalipto no inicio da década de 1990. Além
dos marcadores moleculares permitirem a quantificagdo e o gerenciamento da variabi-
lidade genética de bancos de germoplasma e populacdes de melhoramento, identificar
individuos, determinar parentesco e reconstruir pedigrees, a possibilidade de praticar
selecdo assistida por marcadores em idade precoce das arvores foi proposta como
um meio de acelerar os ciclos de melhoramento, aumentar a intensidade de selegao,
reduzir o esforgo de testes de campo e melhorar a precisdo de selecdo, principalmen-
te para caracteristicas de baixa herdabilidade e expressdo tardia (Grattapaglia et al.,
1992; Williams; Neale, 1992). No entanto, o potencial da sele¢do assistida por marca-
dores para espécies florestais foi logo questionado com base no estado de equilibrio
de ligagdo de populagdes de melhoramento, considerando o tamanho efetivo elevado
e historico recente de domesticacdo, além da variabilidade da expressdo dos locos
controladores de caracteristicas quantitativas (Q7TLs — quantitative trait loci) entre
populagdes ¢ ambientes distintos (Strauss et al., 1992), criticas estas que ao longo
dos anos se provaram procedentes porém contorndveis ao se utilizar a abordagem de
selecao gendmica (Grattapaglia; Resende, 2011).

O papel da pesquisa publica e privada brasileira na geracdo de conhecimento e
desenvolvimento de produtos e processos nas areas de silvicultura, manejo, conser-
vagdo, melhoramento, protecdo e tecnologia da madeira do eucalipto ¢ amplamente
reconhecido internacionalmente. A Embrapa, em colaboragdo com diversas univer-
sidades e empresas privadas do Pais e exterior, no desenvolvimento da gendmica
florestal de espécies de Eucalyptus a partir de 1994 e vem mantendo uma posigdo de
destaque até hoje, seja na geracdo de recursos e conhecimento fundamentais para a
pesquisa genomica de Eucalyptus, bem como na implementago inovadora de tecnolo-
gias gendmicas na pratica operacional do melhoramento genético do eucalipto. Neste
histérico de contribui¢des, deve ser destacado o papel que teve o Projeto Genolyptus,
Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do Eucalipto, concebido, formatado e liderado
pela Embrapa entre 2001 e 2008. Como descrito a seguir, o0 Genolyptus foi o principal
“motor” que deu inicio a evolugdo da pesquisa e aplicagdo da gendmica no melhora-
mento e produgdo do eucalipto no pais.

Este capitulo apresenta um breve historico das contribuicdes da Embrapa na
area das ciéncias gendmicas aplicadas ao eucalipto, realizadas ao longo dos ultimos
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25 anos (Figura 1). Apds uma breve descri¢do do historico e impactos do Projeto
Genolyptus, a discussdo ¢ apresentada de forma organizada em trés grandes temas. O
primeiro envolve o desenvolvimento de recursos gendmicos desde as plataformas de
marcadores moleculares, passando pela geragdo de bancos de dados de sequéncias,
até o trabalho de sequenciamento do genoma de referéncia de Fucalyptus grandis. O
segundo apresenta aplicagdes de ferramentas de analise genomica que ndo incluem a
tentativa de correlacionar variagdo na sequéncia do DNA com caracteristicas fenoti-
picas, mas que tem por objetivo o estudo da variabilidade e estrutura genética de
populagoes, a identificagdo individual e determinacdo e quantificacdo de parentesco.
Essas aplicagdes, hoje rotina em programas de melhoramento e propagagao clonal de
eucalipto em diversas empresas no Brasil e no mundo, tém tido um impacto direto e
quantificavel na otimizag@o dos varios processos que dependem da correta certificagdo
de identidade e parentesco, reconstrucdo de pedigrees e gerenciamento de variabilida-
de genética em populagdes de melhoramento. O terceiro tema aborda aplicagdes tecni-
camente mais desafiadoras que vém buscando conectar a variagdo de sequéncia no
DNA com a variagdo de caracteristicas quantitativas complexas, por meio de mapea-
mento de QTLs, mapeamento de associacdo e, mais recentemente, predig¢do e selegdo
gendmica, com o intuito de auxiliar diretamente a sele¢do mais rapida e precisa de
arvores superiores em programas de melhoramento. Em vista do foco da obra da
qual este capitulo faz parte, o tratamento da biotecnologia e gendmica florestal nao
pretende ser exaustivo. Para aqueles que desejam um maior aprofundamento em cada
tema abordado, sdo indicadas referéncias Uteis ao longo da discussao.
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Figura 1. Linha do tempo das contribuicdes da Embrapa na area de gendmica aplicada a espécies
de Eucalyptus ao longo dos ultimos 25 anos, através do trabalho do Laboratoério de Genética Vegetal
e todos os seus colaboradores nacionais e internacionais. O icone representando uma fita de DNA
indica contribui¢des mais significativas (milestones) de geragdo de recursos gendmicos de impacto
internacional. O icone representando uma lampada indica os momentos nos quais projetos captados
externamente viabilizaram em grande parte a realizagao dos trabalhos descritos. Detalhes sobre cada
uma das contribuigdes sdo fornecidas ao longo do texto.
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O Projeto Genolyptus: a Embrapa lidera uma ampla
rede de pesquisa genomica publico-privada na area
florestal

Dois projetos de pesquisa de gendmica do eucalipto foram iniciados paralela-
mente no Brasil entre 2001 e 2002: o Projeto Forests em Sdo Paulo, e o Projeto
Nacional Genolyptus - Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do Eucalipto (Figura
2). O Projeto Forests, financiado pela Fapesp e por quatro empresas paulistas de base
florestal, teve como objetivo especifico a geragdo de um banco de sequéncias de genes
expressos de Eucalyptus grandis segundo a logica dos projetos genoma que a Fapesp
apoiava na época. Houve um avango relevante com os trabalhos de anotacéo in silico
dos dados de sequenciamento gerados, tema de um fasciculo especial da revista brasi-
leira Genetics and Molecular Biology (Carrer, 2005). Entretanto, do ponto de vista da
efetiva internalizacdo da gendmica no setor florestal, o Forests teve uma contribuicao
limitada, seja pelo fato dos dados de sequenciamento terem permanecido inaccessiveis
a comunidade cientifica até hoje, por questdes contratuais do projeto, bem como, ¢
principalmente, por ndo associar a gera¢do de dados gendémicos a experimentos de
campo que permitissem a busca de um impacto mais direto no melhoramento genético
do eucalipto.

Indo além de um tipico projeto de sequenciamento de porgdes do genoma, o
Projeto Genolyptus, por outro lado, se fundamentou em uma estratégia de inter-
conexdo entre as diferentes tecnologias gendmicas disponiveis na época com uma
intensa experimentag¢do de campo, otimiza¢do de métodos de avaliacdo de qualidade
da madeira e a solugdo de desafios na area de patologia florestal (Grattapaglia, 2004;
Grattapaglia et al., 2004a). Como primeiro passo do projeto, entre 2002 e 2003 foi
realizado um importante trabalho de interagdo entre as empresas participantes na
geracdo e instalacdo de uma ampla rede experimental de campo. Este trabalho, funda-
mental para o sucesso do projeto, demandou a mobilizagdo de dezenas de pessoas
e recursos materiais e logisticos nas varias empresas. A rede experimental instalada
cobriu cinco regides do Pais, desde o Rio Grande do Sul até o Pard, amostrando
uma ampla variabilidade ambiental onde o eucalipto é plantado. Com o ingresso
de uma empresa portuguesa no projeto, novas populagdes e material genético de F.
globulus foram agregados ao esfor¢o experimental, consolidando assim uma base
experimental florestal inédita em nivel mundial especificamente voltada para a inves-
tigacdo gendmica do eucalipto. Estes experimentos de campo ndo serviram apenas
como base fundamental para os estudos de mapeamento genético e expressao génica,
mas também forneceram produtos na forma de estoque genético elite para programas
de producdo e melhoramento florestal. Ao final do projeto, passados cerca de 6 a 7
anos de experimentagdo de campo, mais de 100 arvores foram selecionadas pelo seu
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Figura 2. Configuragdo do projeto de parceria publica-privada da Rede Brasileira de Pesquisa do
Genoma do Eucalipto — Projeto Genolyptus (2002-2008) liderada pela Embrapa, envolvendo 14
empresas de base florestal e sete universidades brasileiras localizadas no mapa. Varias das empresas
de base florestal na época hoje ou ndo existem mais pois foram compradas por outras empresas, ou
mudaram de nome no forte movimento de consolidagdo do setor que ocorreu nos ltimos dez anos.
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excelente crescimento, forma e propriedades da madeira nos diferentes ambientes.
Estas arvores, varias delas de constitui¢ao hibrida de interesse de varias empresas,
foram propagadas e distribuidas entre os participantes e instaladas em diversos testes
clonais ou utilizadas como genitores em programas de hibridagao interespecifica.

O Projeto Genolyptus se baseou em uma parceria entre o0 Governo Federal por
meio da Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) agéncia do Ministério da Ciéncia
e Tecnologia, o setor académico representado por sete universidades, dois centros da
Embrapa (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Embrapa Florestas) e o
setor privado com, na época, 14 empresas florestais, 13 brasileiras e uma portuguesa
(Figura 2). O projeto consumiu cerca de R$ 8 milhdes, correspondendo, na época, a
2 milhdes de dolares americanos, isso sem contar os custos de saldrios dos pesqui-
sadores envolvidos das varias instituigdes. A Finep participou com R$ 4,5 milhdes
do Fundo Setorial Verde Amarelo, o Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq) com cerca de R$ 500 mil em bolsas e as empresas
com R$ 2,5 milhdes em recursos financeiros diretos e outros R$ 500 mil em recursos
materiais e logisticos.

A formagdo desta rede representou um posicionamento estratégico importante
do Pais e das empresas brasileiras do setor na area de biotecnologia florestal em
uma efetiva parceria publico-privada. Dificilmente cada uma das empresas individu-
almente teria folego tecnoldgico para sustentar um esforco concentrado na area de
ciéncias gendmicas na época, que se caracterizava pela novidade constante, comple-
xidade técnica, necessidade de equipes especializadas e uma imprevisibilidade do
retorno efetivo no curto e médio prazo do investimento realizado. Concebido dentro
de um inovador espirito pré-competitivo, ao longo dos seus oito anos de duragdo,
o Projeto Genolyptus, envolveu mais de 40 pesquisadores das varias universida-
des, centros da Embrapa e empresas privadas, incluindo a importante participa¢ao
de dezenas de estudantes de graduacdo e pds-graduacdo como veiculo essencial de
formacdo de massa critica, disseminag@o e continuidade da area de desenvolvimento
e uso da gendmica aplicada ao eucalipto pelos anos subsequentes. De fato, diversos
profissionais que atuaram como estudantes no Projeto Genolyptus, foram, mais tarde
contratados pelas varias empresas e atuam até hoje na interface entre genomica e
melhoramento.

O foco central do Projeto Genolyptus foi a geracao de uma plataforma integrada de
recursos experimentais de campo e bases de dados gendmicos para descobrir, mapear
e buscar o entendimento da variagcdo nos genes e regides gendmicas subjacentes as
varias caracteristicas de importancia econémica em Eucalyptus, com énfase no cresci-
mento, formagdo da madeira e resisténcia a doengas. O Projeto Genolyptus gerou uma
colecdo de mais de 130 mil sequéncias expressas de quatro espécies de Eucalyptus
incluindo E. grandis, E. globulus, E. pellita e E. urophylla, buscando assim capitalizar
na variacao interespecifica do género. Esta colecdo cobriu os estimados 22 mil genes
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do eucalipto na época e permitiu a identificagdo de varios genes de lignificacdo e
sintese de celulose, entre outros, ¢ o estudo das diferengas entre as espécies. Esta base
de dados foi utilizada para a realizacdo de um experimento de andlise de expressio
génica em microarranjo com 390.000 sondas representando os 22 mil genes identifica-
dos. Os resultados deste experimento forneceram informagdes inéditas sobre o desem-
penho deste primeiro microarranjo de todo o transcriptoma de Fucalyptus em nivel
mundial, bem como uma primeira visao da varia¢do nos niveis de expressao génica
entre e dentro de espécies de Eucalyptus que possuem caracteristicas contrastantes
em termos de propriedades fisicas e quimicas da madeira. A partir da mineracao desta
base de dados foram também desenvolvidos e geneticamente mapeados 540 marcado-
res microssatélites, os quais permitiram a construgdo de multiplos mapas genéticos e a
execucdo de experimentos de mapeamento genético de QTLs.

Com base na avaliagdo dos experimentos de campo, avangos foram realizados na
construgdo de diversos mapas genéticos e localizagdo de QTLs controlando caracte-
risticas de crescimento volumétrico, densidade basica da madeira, teores de hemicelu-
loses e lignina, florescimento precoce e resisténcia a doengas fungicas e bacterianas.
A interagdo estreita entre os cientistas das instituigdes publicas e privadas permitiu
grandes avangos na area de tecnologia da madeira e de fitopatologia. Foram internali-
zadas novas metodologias de avaliag@o precisa e rapida das propriedades quimicas da
madeira usando espectrometria do infravermelho proximo. Arvores que apresentavam
resisténcia as quatro doengas bacterianas ou fingicas alvo do projeto foram identifica-
das e 0o mapeamento genético em progénies segregando para estas resisténcias permitiu
a localizagdo de QTLs de maior efeito controlando estas resisténcias. Os experimen-
tos de mapeamento genético de QTL desenvolvidos no d&mbito do Genolyptus foram
fundamentais para que se fizesse uma avaliacdo critica desta abordagem, até entdo
candnica, para a tentativa de selecdo assistida, abrindo espaco, mais tarde para a
mudanca de paradigma neste tema com a pesquisa e adogdo da sele¢do gendmica no
melhoramento do eucalipto (Grattapaglia; Resende, 2011; Resende et al., 2012).

Além do banco de sequéncias, mapas genéticos e marcadores moleculares, o
Genolyptus gerou um importante recurso gendmico na forma de duas bibliote-
cas de fragmentos longos de DNA do eucalipto, clonados em Bacterial Artificial
Chromosomes (BAC), sendo uma delas a partir do DNA da arvore cujo genoma foi,
em seguida, sequenciado integralmente. Estes fragmentos longos de DNA foram
sequenciados visando a clonagem de genes envolvidos na sintese de lignina e celulose
(Paiva et al., 2011), mas se tornaram efetivamente essenciais para a pesquisa inter-
nacional ao dar suporte ao sequenciamento ¢ montagem completa do genoma do
eucalipto. Durante um congresso internacional em 2005, a comunidade cientifica
trabalhando com genética e gendmica de Eucalyptus formatou o que viria a ser um
projeto de sequenciamento do genoma do eucalipto, submetido em 2007 ao centro
de sequenciamento (Joint Genome Institute) do Departamento de Energia dos EUA.
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Apds concorrer com mais de 120 projetos do mundo todo, a proposta foi aprovada em
Junho de 2007 e o projeto comegou em janeiro de 2008 com a entrega da amostra de
DNA da arvore brasileira BRASUZI1 de E. grandis, eleita como a mais adequada para
0 projeto para facilitar o trabalho de montagem do genoma (Myburg et al., 2011). Este
projeto internacional, de acesso totalmente publico, representou um salto quantitativo
e qualitativo gigantesco para a gendmica e genética do eucalipto, comparavel aquele
que ocorreu com o sequenciamento do genoma humano. A participagdo da Embrapa
e do Brasil como um todo, por meio dos seus pesquisadores organizados em grupo,
juntamente com 0 acesso aos recursos gendmicos, material vegetal e bases de dados
geradas no ambito do Projeto Genolyptus, foi decisiva para alavancar a aprovagao
e concretizagdo deste projeto internacional que, ao publicar em 2013 a sequéncia
completa e interpretada do genoma do eucalipto na prestigiosa revista Nature (Myburg
et al., 2014), colocou a espécie entre as poucas arvores cujo genoma foi sequenciado
até hoje.

Um aspecto interessante de destacar como uma contribui¢do da Embrapa por meio
do Projeto Genolyptus ¢ o fato da rede ter sido citada reiteradamente como modelo de
sucesso na area de inovagdo via redes de cooperagdo tecnologica, para a criacdo de
conhecimento em publicagdes da Fundacdo Getulio Vargas (FGV) (Figueiredo, 2014,
2016) e se tornou um case study na Fundagao Dom Cabral (FDC). O estudo detalhado
feito pela FDC se baseou em diversos documentos gerados ao longo do projeto e
entrevistas semiestruturadas com os principais participantes seja das universidades
bem como das empresas. Foram analisados varios aspectos, desde as particularidades
do setor florestal, o historico da formatagdo inicial do Projeto Genolyptus com seus
termos de compromisso, confidencialidade e regimento interno de funcionamento da
rede, até a rotina de troca de informagdes entre os participantes e a importancia do
capital relacional do seu lider para que o projeto se concretizasse. Entre as varias
conclusdes deste estudo, que resultou em uma tese de doutorado e algumas publica-
¢oes internacionais (Milagres; Silveira, 2008; Foss; Milagres, 2014), os autores desta-
caram que a rede Genolyptus teve sucesso pois, aproveitando o historico cooperativo
do setor florestal, conseguiu gerar forte identidade entre seus membros, realizou uma
reparti¢do clara do trabalho e responsabilidades entre os membros e teve um carter
democratico dos processos de decisdo criados. Dizem os autores:

O que a Rede Genolyptus pode ensinar a outras redes? Muito.
Sugere-se a observacdo da estrutura de coordenagao implemen-
tada e as relagdes de proximidade entre empresas, institutos de
pesquisa e universidades, que sdo os elementos diferenciadores
dessa rede. (Milagres, 2009, p. 35).
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A Embrapa protagoniza o desenvolvimento de
recursos genomicos para espécies de Eucalyptus

Marcadores moleculares vém sendo utilizados em espécies de Eucalyptus desde
os anos 80, quando marcadores isoenzimaticos permitiram realizar os primeiros
estudos de sistemas de cruzamento em pomares de sementes e analisar a diversidade
genética de populagdes naturais (Moran et al., 1983; Moran, 1992). Desde entdo, a
analise genética de espécies de Eucalyptus progrediu essencialmente em razao do
desenvolvimento de técnicas moleculares comegando com marcadores Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) no inicio dos anos 90 (Byrne et al., 1993)
e, principalmente, com as técnicas baseadas na reacdo de polimerase e cadeia (PCR)
dos marcadores Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Grattapaglia et al.,
1992) e Amplifid Fragment Length Polymorphisms (AFLP) (Gaiotto et al., 1997).
Marcadores RFLP logo foram abandonados como técnica viavel para analises na
escala desejada, em vista de sua baixa eficiéncia e alto custo. Marcadores RAPD e,
em menor escala, AFLP tiveram assim um papel fundamental ao facilitar o acesso
rapido e econdmico do eucalipto ao mundo da genética molecular, apesar da absoluta
caréncia de recursos moleculares, em comparagao a espécies anuais que ja contavam
com elevado financiamento e amplas redes de pesquisa na época. Ao permitir a analise
de vérias dezenas ou centenas de marcadores no genoma, marcadores RAPD permiti-
ram realizar analises de variabilidade, distancia e identidade genética entre individuos
de Eucalyptus (Grattapaglia et al., 1992). Ao reunir a flexibilidade de marcadores
RAPD com a abordagem simples, porém criativa e inédita até entdo de mapeamento
genético por pseudo-cruzamento teste, foram gerados os primeiros mapas genéticos
para espécies de Eucalyptus (Grattapaglia; Sederoff, 1994; Verhaegen, 1996) e, logo
em seguida, o mapeamento dos primeiros QTLs no género (Grattapaglia et al., 1995,
1996; Verhaegen et al., 1997), caminho seguido também com marcadores AFLP
(Marques et al., 1998, 1999; Myburg et al., 2003).

Apesar da importancia histérica de marcadores RAPD e AFLP ao inagurar a
entrada do eucalipto e, na verdade, de inimeras outras espécies de plantas e animais na
época, na era da gendmica, estas tecnologias, por suas caracteristicas metodologicas,
ndo se tornaram recursos gendmicos efetivos, ou seja recursos de ampla e duradoura
utilizacdo pela comunidade técnica e cientifica. Além da limitagdo da heranca
dominante e baixo conteudo informativo, marcadores RAPD e AFLP se baseavam na
amplificacdo simultanea de multiplos segmentos de DNA por meio de iniciadores de
PCR com sequéncia arbitraria, gerando marcadores sem enderego especifico conhecido
no genoma de um individuo e que apenas em parte aderiam aos principios basicos
de segregacdo mendeliana. Estas metodologias apresentavam, assim, limitagdes de
reprodutibilidade entre laboratérios ou mesmo entre analises distintas em um mesmo
laboratorio a depender dos reagentes utilizados e, principalmente do rigor e critérios
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do experimentador na coleta e analise de dados. Informagdes genéticas geradas com
marcadores RAPD e AFLP tinham, portanto, vida curta e os marcadores propriamen-
te ditos ndo eram facilmente portaveis entre estudos, o que impedia a comparagao e
reprodugdo de resultados.

Marcadores microssatélites: contribuicao pioneira da
Embrapa para a analise genomica de Eucalyptus

Na primeira metade dos anos 90 com a primeira onda de avango tecnologico e
redugdo de custos dos métodos e equipamentos de sequenciamento de DNA, a capaci-
dade de geracdao de sequéncias de DNA aumentou significativamente. Este avanco,
por sua vez, permitiu o desenvolvimento de outros tipos de marcadores moleculares
baseados na PCR, desta vez amplificados em um endereco preciso e inico no genoma,
com heran¢a mendeliana codominante. Além disso, estes marcadores se baseavam
em uma classe de sequéncias de DNA repetitivo, altamente varidvel entre individuos,
chamadas de sequéncias simples repetitivas (SSR simple sequence repeats), repeticdes
curtas em tandem (STR short tandem repeats) ou microssatélites. Amplas baterias de
microssatélites foram logo desenvolvidas para seres humanos, rapidamente revolu-
cionando a velocidade de mapeamento genético e identificacdo de genes envolvidos
no controle de doengas mendelianas (Weissenbach et al., 1992). O desenvolvimento
de marcadores microssatélites logo foi seguido para algumas das principais culturas
agricolas como soja (Akkaya et al., 1992) e milho (Senior et al., 1996). Marcadores
microssatélites se tornaram, assim, o padrdo ouro em termos de metodologia de
analise genética com marcadores moleculares em plantas, animais € microorganismos
eucariotos (Figura 3).

Em 1995 foi criado o Laboratério de Genética Vegetal (LGV) dentro da area
de recursos genéticos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa
Cenargen), com o mandato de apoiar projetos de caracterizagdo e conservagdo de
recursos genéticos e programas de melhoramento de plantas da empresa, com base no
desenvolvimento, otimizago e aplicagdo de marcadores moleculares e demais tecno-
logias gendmicas que estavam comecando a surgir. Em vista da revolu¢do que marca-
dores microssatélites representavam para o avango da aplicacao da genética molecular
nestas areas, o laboratdrio estabeleceu, mediante interacdes pessoais anteriores dos
lideres do LGV-Embrapa, uma colaborag@o informal com a empresa Dupont nos EUA,
cujo time ja estava muito avangado no desenvolvimento e uso de microssatélites para
o melhoramento de milho (Taramino; Tingey, 1996). Dois estudantes de doutorado
na época sendo treinados no LGV-Embrapa, passaram um periodo de treinamento
sanduiche na Dupont e retornaram com centenas de marcadores microssatélites desco-
bertos para Eucalyptus e arroz e, o mais importante, todo o conhecimento tecnolog-
ico para o desenvolvimento de microssatélites. Em paralelo a este treinamento, em
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1996 o LGV-Embrapa adquiriu o primeiro sequenciador automatico de DNA ABI-377
no Brasil e demais equipamentos necessarios para a implementagdo da tecnologia
de desenvolvimento e analise automatizada de microssatélites por meio de recursos
competitivos obtidos com um projeto do Programa de Apoio ao Desenvolvimento
Cientifico e Tenologico (PADCT) do CNPq. Com esta iniciativa, a Embrapa se tornou
em 1996 a instituicdo pioneira no pais no desenvolvimento de microssatélites para
espécies vegetais, logo estendendo o trabalho para fungos fitopatogénicos. Nos anos
seguintes o LGV-Embrapa se tornou uma verdadeira “fabrica” de descoberta e desen-
volvimento de microssatélites para mais de 30 espécies de plantas e fungos, divul-
gando a tecnologia (Kirst et al., 1997; Brondani et al., 2007), treinando profissionais
por meio de cursos, e viabilizando inimeros projetos de pesquisa da Embrapa em
colaboracdo com varias universidades e institui¢cdes de pesquisa do Brasil e algumas
do exterior.

Especificamente para espécies de Eucalyptus, a Embrapa apresentou os primeiros
resultados deste trabalho no congresso internacional da International Union of Forest
Research Organization (Iufro) de silivicultura de Eucalipto em Salvador, BA, em
1997 (Brondani et al., 1997) e, em seguida, publicou os primeiros microssatélites
para espécies de Fucalyptus com informac¢do de mapeamento (Brondani et al., 1998),
dando inicio a uma das principais contribui¢cdes para a comunidade cientifica interna-
cional na area de genética e melhoramento do eucalipto, além de iniciar a internali-
zacdo da genética molecular aplicada no setor industrial de base florestal do Brasil e
do mundo. Com os recursos de sequenciamento do genoma do eucalipto gerados no
Projeto Genolyptus (Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do Eucalipto), discutido
anteriormente, a Embrapa seguiu neste trabalho de uma forma mais intensa desen-
volvendo colegdes de varias centenas de microssatélites geneticamente mapeados
(Brondani et al., 2002, 2006; Marques et al., 2002; Faria et al., 2011b; Grattapaglia
et al., 2015) e sistemas otimizados de marcadores para “fingerprinting” de clones e
populagoes (Kirst et al., 2005; Faria et al., 2010, 2011a).

Estes marcadores com a denominacdo Embra, que remete a Embrapa, bem
como a um acrénimo para Eucalyptus Microsatellites from Brazil, sdo usados hoje
por dezenas de laboratorios plblicos e privados em todo o mundo. Apesar de terem
sido publicadas algumas dezenas de microssatélites por outros grupos na Australia, os
microssatélites Embra representam um dos mais importantes recursos para pesquisa
genética e genomica de espécies de Eucalyptus e, seguramente, o recurso mais ampla-
mente usado pelo facil acesso, grande nimero de marcadores, ampla aplicabilidade em
diversas areas de pesquisa e baixo custo de utilizagdo (Grattapaglia et al., 2012). Varios
trabalhos aplicando microssatélites na solugdo de problemas praticos do melhoramen-
to e descoberta de associagdes entre variagdo genOmica e fenotipica, discutidos na
secao de aplicacdes a seguir, foram realizados pelo time do LGV-Embrapa em colabo-
racdo com empresas florestais, universidades brasileiras e internacionais por meio da
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atuacdo de dezenas de estudantes, trabalhos estes relatados em revisdes bibliograficas
publicadas pela equipe do LGV-Embrapa ou em colaboragdo com outros grupos ao
longo dos anos (Grattapaglia, 2000, 2006; Myburg et al., 2007; Grattapaglia; Kirst,
2008; Grattapaglia et al., 2012).

Marcadores SFPs, SNPs e GbS: a Embrapa avalia novas
tecnologias de genotipagem de Eucalyptus

A partir de 2005, com o avango extraordinario das novas tecnologias de sequen-
ciamento de DNA (Next Generation Sequencing (NGS)), em paralelo ao desenvolvi-
mento de plataformas de genotipagem de alto desempenho, a area de analise genomica
passou por uma verdadeira revolucdo na possibilidade de descobrir e analisar
a variagdo existente diretamente na sequéncia de DNA, decorrente de insergdes e
delecdes de sequéncia, bem como dos chamados polimorfismos de base individual
(Single Nucleotide Polymorphisms (SNP)), a maior fonte de variagdo de sequéncia
em genomas (Figura 4). Ao longo do Projeto Genolyptus, atento a estes desenvol-
vimentos tecnologicos na area da gendmica, ¢ em vista da necessidade de tecnolo-
gias accessiveis, econdmicas e de maior cobertura gendmica para implementar agoes
gendmicas mais efetivas no melhoramento de Eucalyptus, a equipe do LGV-Embrapa,
a partir de 2007, enxergou oportunidades de evoluir de microssatélites para metodolo-
gias mais avancadas que permitissem genotipar polimorfismos de sequéncia em larga
escala. Embora microssatélites oferecessem vantagens analiticas do ponto de vista
de contetido informativo e transferibilidade, o nimero de marcadores e a velocidade
com a qual podiam ser genotipados limitavam seu uso para aplicagdes em escala
gendmica (genome-wide). Tecnologias de sequenciamento massal (Barbazuk et al.,
2007) e metodologias de genotipagem de SNPs, desenvolvidas principalmente para
seres humanos, sistemas modelo e algumas plantas cultivadas, j& permitiam, respecti-
vamente, a descoberta ¢ a andlise de milhares de polimorfismos de sequéncia de forma
muito mais rapida e a custos inferiores aos custos dos marcadores microssatélites,
quando avaliados na base do custo por genotipo e por individuo (data point) (Murray
et al., 2004; Gunderson et al., 2005; Ganal et al., 2009).

Entretanto, embora o custo por genotipo de SNPs ja tivesse alcangado naquele
momento valores da ordem de alguns centavos de dolar, os custos por amostra ainda
eram da ordem de 150 a 200 USS$ para a genotipagem de alguns milhares de SNPs por
meio da tecnologia “padrdo ouro” usada para seres humanos e baseada em microar-
ranjos fixos de SNPs. Na area florestal, somente para as coniferas Pinus taeda e Picea
abies, ambas com amplo financiamento de grandes projetos de genomica florestal no
Canada e EUA, respectivamente, microarranjos fixos com centenas a poucos milhares
de SNPs haviam sido desenvolvidos (Pavy et al., 2008; Eckert et al., 2009). No caso de
Eucalyptus, apesar da disponibilidade de bancos de sequéncias do Projeto Genolyptus
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e bancos maiores ainda de sequéncias gerados com as novas tecnologias NGS (Novaes
et al., 2008) e sequéncias disponiveis de forma crescente com o projeto do genoma
completo, ainda ndo existia esforco em nivel mundial até aquele momento para o
desenvolvimento de metodologias de genotipagem de SNPs para espécies do género
e 0s recursos eram escassos. Quatro projetos paralelos foram entdo desenvolvidos no
LGV-Embrapa entre 2007 ¢ 2010 visando avaliar diferentes abordagens paralelizadas
de genotipagem de centenas a milhares de polimorfismos de sequéncia de DNA que
fossem accessiveis a custos relativamente baixos.

O primeiro deles envolveu o desenvolvimento de um microarranjo de Single
Feature Polymorphisms (SFPs) em parceria com a University of Florida envolvendo
o treinamento de um mestrando do LGV-Embrapa, naquela instituicdo. SFPs sao,
traduzindo o termo, polimorfismos de elementos tnicos, ou seja, um tipo de marcador
baseado na presenga ou auséncia de hibridizagdo de DNA complementar a sondas
desenhadas a partir de sequéncias de RNA, detectando dessa forma qualquer tipo de
polimorfismo de sequéncia em regides transcritas do genoma que resultasse em hibri-
diza¢do ou ndo da sonda. Um microarranjo de triagem com 103 mil sondas desenhadas
a partir dos 20.276 genes unicos descritos na base de dados do Projeto Genolyptus foi
construido. Um microarranjo operacional com um total de 43.777 sondas selecionadas
representando 15.698 genes foi entdo utilizado para a constru¢do de um mapa genético
sobre o qual foram posicionados 1845 genes, 87% dos quais mapearam na localizagio
esperada na sequéncia do genoma de Eucalyptus grandis (Neves et al., 2011). Esta
metodologia embora interessante, ndo se mostrava suficientemente automatizavel e
econdmica para uso em larga escala para aplicagdes no melhoramento além de ter
heranga dominante, embora tentativas tenham sido feitas para analisar a intensidade
do sinal de hibridizagdo dos SFPs e com isso derivar marcadores codominantes.

O segundo projeto representou o primeiro trabalho em nivel internacional de
desenvolvimento de um chip de SNPs para espécies de Eucalyptus. Para o genoma
do eucalipto, a abundancia de SNPs como resultado da elevada heterozigosidade e
diversidade genética facilitavam a sua identificacdo. Por outro lado, por apresentar
uma alta diversidade de nucleotidica, um diagndstico mais refinado do contexto de
sequéncia de localizagdo do SNP era necessario para desenhar sondas que permitissem
a genotipagem acurada com a tecnologia disponivel na época para o chip (Golden
Gate Genotyping Technology, GGGT). Esta questdo se tornava ainda mais exacer-
bada para o plano do projeto que era permitir a transferibilidade de SNPs entre as
diferentes espécies de Eucalyptus, um tema que ainda era praticamente inexplorado,
uma vez que chips de SNPs somente eram desenvolvidos para uma mesma espécie de
planta ou animal. A equipe do LGV-Embrapa iniciou nesta época uma parceria mais
intensa ainda com o laboratério de bioinformatica da Embrapa Recursos Genéticos ¢
Biotecnologia que ja participava ativamente do Projeto Genolyptus e do projeto inter-
nacional de sequenciamento do genoma de Eucalyptus grandis. Neste momento, uma
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primeira versdo do genoma de Eucalyptus grandis com 4,5X de cobertura de sequen-
ciamento ja era accessivel para os participantes do projeto internacional juntamente
com uma ampla base de dados de sequéncias de genes expressos. O acesso a estes
recursos gendmicos possibilitou realiza¢do do primeiro trabalho sistematico de desco-
berta de SNPs em larga escala para espécies do género. Foi desenvolvido o primeiro
chip de baixa densidade com 768 SNPs para Eucalyptus a partir da analise de um
banco de dados com 1.164.695 de sequéncias de genes expressos de Eucalyptus envol-
vendo as cerca de 130 mil sequéncias geradas pela tecnologia Sanger no Projeto
Genolyptus e de trabalhos pioneiros de sequenciamento em larga escala com a tecno-
logia 454 realizado pela University of Florida.

O trabalho descrevendo este avango (Grattapaglia et al., 2011), além de resultar
no primeiro sistema de genotipagem de SNPs para Eucalyptus no mundo, fez uma
importante contribuicdo para a area no direcionamento da necessidade de avaliagdo
sistematica de SNPs, em genomas altamente heterozigotos, no processo de desenvol-
vimento de chips de SNPs. O trabalho quantificou o impacto da aplicag@o de restrigdes
de auséncia de SNPs adicionais nas sequéncias flanqueantes ao SNP, no desempenho
qualitativo da genotipagem. A partir de um total de 162.141 SNPs identificados na
base de sequéncias génicas, 768 SNPs foram selecionados para o chip, e destes, os 288
que haviam sido selecionados com mais restri¢des de contexto de sequéncia fornece-
ram genotipagem de mais alta qualidade. Obteve-se sucesso da genotipagem acima de
93% em um painel diversificado de individuos de nove espécies de Eucalyptus perten-
centes a trés se¢oes dentro do subgénero Symphomyrtus, e ainda satisfatorias para as
espécies de dois subgéneros adicionais, embora o polimorfismo fosse cada vez menor
a medida que a distancia filogenética aumentava em relagdo as espécies do subgénero
Symphomyrtus. Um avanco importante deste trabalho foi a demonstracdo que seria
viavel o desenvolvimento de um conjunto muito maior de SNPs informativos para
Eucalyptus com grande possibilidade de transferibilidade entre as principais espécies
plantadas. Para um desenvolvimento de um chip de mais alta densidade de SNPs,
entretanto, concluiu-se que seria vital partir de uma colegdo extensa de sequéncias
de DNA com ampla representatividade de espécies e individuos, para permitir uma
selegdo precisa de SNPs com as devidas restrigdes de contexto de sequéncia ao longo
de todo o genoma.

A terceira metodologia avaliada, denominada Diversity Array Technology (DArT),
foi fruto de uma parceria com a empresa australiana Diversity Array Technologies e o
grupo de pesquisa em eucalipto da University of Tasmania. A metodologia DArT foi
descrita ha quase 20 anos nos primordios do surgimento da tecnologia de microarranjos
de acidos nucleicos (Jaccoud, Peng et al., 2001), e apresentava varias das caracteristicas
desejadas em termos de paralelizagdo da analise de centenas a milhares de marcado-
res, a possibilidade de genotipar diferentes espécies do género, e o baixo custo, o que
atenderia com sucesso o que era buscado para Eucalyptus. O mesmo modelo adotado
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pelo LGV-Embrapa mais uma vez se mostrou vencedor: dois doutorandos que atuavam
no LGV-Embrapa trabalharam na empresa DArT na Australia por mais de um ano no
desenvolvimento e posteriormente utilizacdo de um microarranjo com 7.680 marca-
dores para Eucalyptus. Estes marcadores correspondem a uma colegdo representativa
de sequéncias gendmicas de copia tinica com 300 a 500 pares de bases produzidas via
reducdo de complexidade com enzimas de restricdo e arranjadas sobre um slide de
vidro. As amostras a serem analisadas sdo preparadas com o mesmo procedimento de
reducdo de complexidade gendmica, amplificadas via PCR e, em seguida, hibridiza-
das no microarranjo, fornecendo marcadores dominantes do tipo presenca ou auséncia
como resultado da captura do sinal de hibridiza¢do em um scanner.

O microarranjo DArT para Eucalyptus (Sansaloni et al., 2010) pelas suas caracte-
risticas técnicas, foi particularmente valioso por permitir genotipar milhares de marca-
dores para centenas ou milhares de amostras a baixo custo para as varias espécies
do género. Logo alcangou amplo uso por diversos grupos trabalhando com espécies
de Eucalyptus no mundo, constituindo mais uma importante contribuicdo da equipe
da Embrapa, em parceria com os colegas australianos, para a comunidade mundial
do eucalipto. Em um trabalho subsequente, os fragmentos de DNA que compdem o
arranjo foram sequenciados, caracterizados e geneticamente mapeados (Petroli et al.,
2011), fornecendo marcadores ancoras que foram fundamentais, mais tarde, junta-
mente com outros mapas genéticos (Hudson et al., 2012) para auxiliar o processo
de montagem e ordenamento dos pseudo-cromossomos do genoma de referéncia do
eucalipto. O microarranjo DArT para Eucalyptus foi também chave na investiga-
cdo de questdes filogenéticas até aquele momento pendentes no género, envolvendo
diferenciacdo de espécies, identificagdo de hibridos interespecificos e resolugdo de
disjuncdes biogeograficas entre espécies (Steane et al., 2011). Finalmente, na area da
gendmica aplicada ao melhoramento, o microarranjo DArT foi a ferramenta genémica
essencial para a genotipagem em larga escala de diversas populagdes, o que permitiu
ao grupo da Embrapa entrar pioneiramente na area experimental de selecdo gendmica
em espécies florestais, de maneira geral e para o género Eucalyptus em particular
(Resende et al., 2012), abrindo uma longa histéria de avangos neste tema, discutido
em detalhe mais a frente.

Com o avango das tecnologias e reducdo de custos de sequenciamento no
periodo de 2008 a 2009, metodologias de genotipagem de SNPs por sequenciamen-
to Genotyping by Sequencing (GbS) foram surgindo, explorando a possibilidade de
genotipar polimorfismos em sequéncias curtas geradas via sequenciamento massal
Next Generation Sequencing (NGS) de pools de individuos indexados com adaptado-
res especificos que permitem recuperar a identidade de cada individuo no pool (Davey
etal., 2011). A dificuldade de montar, acessar e manter plataformas de sequenciamen-
to NGS no Brasil e a dificuldade cronica do pais de importar reagentes, a equipe do
LGV-Embrapa passou a utilizar cada vez mais o conceito de contratacdo de servigos
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gendmicos no exterior. Nesta época, empresas de prestagdo de servicos de sequencia-
mento e genotipagem comegaram a se estabelecer nos EUA, China e outros paises,
criando uma saudéavel concorréncia internacional, o que causou, juntamente com o
avanco das tecnologias, uma redug@o rapida dos custos. Tornou-se assim muito mais
econdmico, rapido e com maior qualidade de dados, contratar servigos no exterior
do que tentar comprar ¢ manter equipamentos de rapida obsolescéncia, importar
reagentes e treinar pessoas para atividades de rotina. Atualmente, o modus operandi
estabelecido para trabalhos na area de analise gendmica envolvendo sequenciamento e
genotipagem é mediante a contratagdo de servigos gendmicos no exterior, permitindo
as equipes dedicar mais tempo ao planejamento experimental, analise, interpretagdo e
utilizacdo dos dados gerados.

Tré€s abordagens de genotipagem baseada em sequenciamento existiam e foram
avaliadas como uma terceira alternativa para a andlise genética de Eucalyptus,
em larga escala. A técnica de GbS (Elshire et al., 2011) foi avaliada tanto no no
LGV-Embrapa como por meio da contratagdo de servigo na Cornell University; a
técnica RAD-sequencing (Restriction Amplified DNA Sequencing) (Baird et al., 2008)
foi contratada com a empresa Floragenex também nos EUA e a versdo da metodologia
DArT baseada em sequenciamento, neste caso denominada DArT-seq (Sansaloni et
al.,2011), com a empresa DArT na Australia. As trés metodologias sdo essencialmente
equivalentes com apenas algumas variacdes na forma de preparo inicial do DNA da
amostra. As metodologias se baseiam, resumidamente, na reducdo de complexidade
gendmica da amostra de DNA total, utilizando corte com uma ou duas enzimas de
restricdo e, no caso de RAD-sequencing, realizando uma quebra aleatéria (shearing)
do DNA ap6s o corte com enzima. Apds a redugdo de complexidade e antes do sequen-
ciamento, cada amostra de DNA a ser genotipada recebe adaptadores com sequéncias
indexadoras (barcodes) que permitem mais tarde rastrear as sequéncias geradas para
cada amostra. Fragmentos obtidos dentro de uma faixa de tamanho adequado sdo,
entdo, selecionados e sequenciados gerando dezenas de milhdes de sequéncias curtas
(70 a 150 bases) em plataformas de sequenciamento NGS. Com a indexagdo de cada
amostra com um barcode especifico, dezenas de amostras podem ser sequenciadas
conjuntamente em cada canaleta de sequenciamento, otimizando significativamente os
custos de geracdo dos dados. Milhares ou dezenas de milhares de marcadores poten-
ciais, na forma de polimorfismos de presenga ou auséncia, derivados da variabilidade
na distribuicdo dos sitios de restrigdo, ¢ SNPs entre sequéncias em comum entre as
amostras sao detectados por meio do mapeamento das sequéncias geradas sobre um
genoma de referéncia. Os dados sdo filtrados intensamente para métricas de qualidade,
resultando em alguns até varios milhares de marcadores efetivamente tteis, dependo
da diversidade da espécie. Ao longo dos projetos, a equipe do LGV-Embrapa testou
o protocolo GbS (Elshire et al., 2011) em Eucalyptus obtendo cerca de 17.000 SNPs
segregando em uma populagdo de mapeamento, ¢ mais de 130.000 SNPs potenciais
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em uma amostra de 24 individuos geneticamente nao relacionados de E. grandis (Faria
etal., 2012). A técnica DArT-seq foi utilizada para a construgdo de mapas genéticos de
alta densidade (Sansaloni et al., 2011) e a técnica RAD-sequencing para descoberta de
SNPs (Grattapaglia et al., 2011), os quais, foram utilizados mais tarde para calibrar a
descoberta e selecdo de SNPs realizada visando a construgdo de um micro arranjo fixo
de SNPs para Eucalyptus, discutido a seguir.

Estes métodos de genotipagem baseados em sequenciamento eram atraentes na
época, pois supostamente forneceriam um grande nimero de SNPs de qualidade a um
custo menor por amostra, quando comparados a microarranjos de conteudo fixo de
SNP. Esta promessa se concretizou relativamente bem para espécies autogamas, para
as quais a homozigose de plantas ¢ elevada ou praticamente total em linhagens comer-
ciais, o que facilita a andlise de SNPs. Entretanto, os resultados obtidos com as trés
metodologias em plantas de Fucalyptus revelaram que os desafios eram expressivos
para se considerar a genotipagem direta de SNPs com alta acuracia em plantas albgamas
com elevada heterozigosidade. A baixa cobertura de sequenciamento utilizada para
manter os custos accessiveis resultava em uma grande quantidade de dados faltantes
derivados de uma amostragem altamente variavel dos locos, afetando seriamente a
reprodutibilidade entre os experimentos, seja em termos da capacidade de amostrar os
mesmos SNPs, bem como de reproduzir o mesmo gen6tipo ao SNP amostrado. Nos
experimentos de GbS realizados no LGV-Embrapa as estimativas de reprodutibilidade
somente alcangaram cerca de 65%, uma taxa claramente inaceitavel. Servigos de GbS
contratados junto ao centro de prestagdo de servigos gendmicos da Cornell University
forneceram resultados equivalentes. Entre as trés técnicas avaliadas, a DArT-seq foi
a que forneceu os melhores resultados, por utilizar uma maior cobertura de sequen-
ciamento e processar os dados com uma filtragem intensa, procedimentos estes que,
por outro lado, resultavam em maiores custos e em uma quantidade final de SNPs
abaixo do necessario. Diversos trabalhos publicados nos anos subsequentes destaca-
ram problemas com estas técnicas, mostrando que a divergéncia entre o genoma das
amostras genotipadas e o genoma de referéncia utilizado na analise também contribuia
para uma reprodutibilidade genotipica variavel que se mostrava mais exacerbada em
genomas heterozigotos (Myles, 2013), impactando as medidas de diversidade genética
e, por conseguinte, as conclusdes de estudos realizados com estas técnicas (Arnold et
al., 2013; Gautier et al., 2013; Lowry et al., 2016).

A avaliagdo das tecnologias de genotipagem de polimorfismos de sequéncias no
DNA permitiu a equipe do LGV-Embrapa chegar a algumas conclusdes importan-
tes que direcionaram os passos subsequentes. A tecnologia SFP ndo era eficiente em
termos de tempo, custo e limitagdes técnicas, pois envolvia a reducdo de complexida-
de gendmica com base em RNA. A tecnologia DArT de microarranjos de sondas tinha
uma limitacdo ao numero de marcadores que poderiam ser analisados, apenas 7.680,
além de ser fornecida por apenas uma empresa no mundo que detinha a protegdo da
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tecnologia, o que representava um risco de falta de fornecimento de servigo caso a
empresa saisse do mercado. Todas as metodologias de genotipagem por sequencia-
mento ndo haviam apresentado resultados satisfatorios de robustez analitica, mesmo
contratando servigos em centros especializados. A tinica metodologia com desempe-
nho adequado para as aplicagdes previstas no melhoramento foi o chip de 768 SNPs
que, além de fornecer dados robustos com elevada reprodutibilidade, também demons-
trou a possibilidade de genotipar os mesmos SNPs em diferentes espécies. A tecnolo-
gia GGGT utilizada para este chip de SNPs era o “padrdo ouro” até entdo, mas novas
nanotecnologias ja haviam surgido e vinham revolucionando a genotipagem em larga
escala em seres humanos, permitindo a analise de um nimero muito maior de SNPs.
Além disso, nesta altura dos acontecimentos, com a concorréncia crescente na area
de genotipagem em nivel mundial, micro arranjos fixos de SNPs estavam se tornando
significativamente mais accessiveis em termos de custo, desde que existisse a perspec-
tiva concreta de genotipar uma quantidade suficientemente grande de alguns milhares
de amostras. Viu-se, entdo, a oportunidade de propor um projeto de desenvolvimento
de um sistema de genotipagem de alto desempenho para espécies de Eucalyptus que
viesse a efetivamente revolucionar a capacidade de integragdo da gendmica no melho-
ramento do eucalipto.

EUCHIP60K de SNPs para Eucalyptus: a Embrapa inova a
genotipagem mundial em larga escala

Os projetos descritos anteriormente que visaram a avaliacdo de tecnologias
de genotipagem para avangar na area de selecdo gendmica foram financiados por
um projeto competitivo denominado Nucleo de Exceléncia de Genomica Florestal
Aplicada (Nextree), aprovado pela equipe do LGV-Embrapa em 2009 junto a
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF), em um edital conjunto
com o CNPq, voltado para a consolidacdo de nucleos de exceléncia (Pronex). Com
base neste projeto e com os trabalhos de simulagdo (Grattapaglia; Resende, 2011)
e resultados experimentais promissores sobre o potencial de selecdo gendmica para
Eucalyptus (Resende et al., 2012), em meados de 2012 a equipe do LGV-Embrapa
langou uma iniciativa de desenvolvimento de um chip de genotipagem em larga escala
para poder efetivamente tornar a selegcdo genomica uma realidade para o setor florestal
brasileiro. A experiéncia e reputacdo do LGV-Embrapa adquiridas ao longo do Projeto
Genolyptus em trabalhar com a empresas de base florestal no Pais foi fundamental
para viabilizar mais esta iniciativa.

Um convite informal foi feito a todas as empresas de base florestal no pais para
participarem desta iniciativa com base em algumas premissas. A primeira delas era o
fato que a operacionalizacdo da sele¢d@o gendmica na rotina de uma empresa florestal
demandava uma tecnologia de genotipagem avancada, rapida, robusta, de uso simples
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e flexivel, e a mais econdmica possivel. A segunda premissa era que a tecnologia
deveria permitir genotipar milhares de amostras para milhares ou dezenas de milhares
de marcadores, com custos reduzidos, com elevada reprodutibilidade, sem demandar
infraestrutura ou pessoal altamente especializado em bioinformatica ou gendmica.
A selecdo gendmica muito mais do que uma biotecnologia, deveria ser vista como
um novo método de melhoramento que se caracteriza por utilizar dados genéticos de
marcadores moleculares. A terceira premissa era que o custo inicial de descoberta e
selecdo dos SNPs para a construcdo de chip de alta densidade tinha baixado conside-
ravelmente e representava um investimento viavel. Por outro lado a efetiva construgio
inicial do chip tinha um custo inversamente proporcional a escala de produgdo de
chips para uso posterior. Ou seja, quanto maior o numero de chips encomendados ao
fabricante, menor se tornava o preco individual. Isso fez com que o desenvolvimento
de chips de SNPs para plantas cultivadas como o milho, soja e animais domésticos
como bovinos e suinos fosse realizado via projetos colaborativos entre diversas insti-
tuigdes publicas e privadas interessadas no melhoramento genético e gendmica da
espécie alvo.

O projeto de desenvolvimento do chip de SNPs para Eucalyptus, batizado de
EUChip60K foi idealizado e executado em um modelo inovador, semelhante ao sistema
de financiamento de interesse coletivo (crowdfunding) que consiste na obtencdo de
capital para iniciativas de interesse coletivo mediante agrega¢do de multiplas fontes
de financiamento. Neste tipo de iniciativa é geralmente estipulada uma meta de arreca-
dagdo que deve ser atingida para que o projeto seja viabilizado. Para fabricar o chip
e disponibilizd-lo a um custo accessivel, foi negociado com a empresa americana
Neogen (na época Geneseek), a maior e mais competitiva empresa de genotipagem na
area agropecuaria mundial, o compromisso de genotipar pelo menos 15 mil amostras
de DNA. Nem a Embrapa ou nenhuma empresa florestal individualmente poderia ou
estaria disposta a pagar por 15 mil amostras ao custo de 60 délares, o que somava
um compromisso de 900 mil ddlares. A Embrapa, também interessada em utilizar o
EUChip60K para seus programas de melhoramento e caracterizacdo de germoplas-
ma de Eucalyptus, entraria com alguns recursos do Projeto Nextree, para o trabalho
de descoberta e selecdo de SNPs e o trabalho da equipe técnica do seu LGV. Para
as empresas a proposta colocada foi que cada empresa participasse com o compro-
misso de genotipar pelo menos 1.000 amostras do seu proprio material genético.
Para estimular as empresas a participarem foi concedido a empresa participante um
desconto e a oportunidade de pagar apenas 51 ddlares nas amostras subsequentes. Foi
obtida uma ampla adesdo de mais de dez empresas que permitiu ndo apenas tornar o
EUChip60K uma realidade, mas também iniciou a integracdo do uso da informagao
genomica de SNPs, em larga escala nos programas de melhoramento genético de
varias empresas brasileiras e da Embrapa, tornando o Brasil, mais uma vez, pioneiro
em uma nova vertente de inovagao tecnoldgica na area florestal.
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Para o desenvolvimento do chip, o primeiro passo do projeto explorou as novas
tecnologias de sequenciamento NGS no sentido de gerar uma extensa base de dados
para a descoberta de SNPs, aprendizado obtido com projetos anteriores. Foi, entdo,
realizado um trabalho inédito de resequenciamento do genoma inteiro (whole genome
resequencing) de 240 arvores de 12 espécies de eucalipto, incluindo as chamadas big
nine mais plantadas no mundo - E. grandis, E. urophylla, E. globulus, E. pellita, E.
camaldulensis, E. tereticornis, E. saligna, E. nitens, E. dunnii - além de E. pilularis,
E. benthamii, E. cloeziana e Corymbia citriodora como espécies que vém sendo utili-
zadas de forma crescente em algumas regides. Com base nesta ampla base de dados
de sequéncias gendmicas, quase 47 milhdoes de SNPs foram identificados dentro e
entre espécies, em um trabalho inédito no Brasil de andlise de dados e descoberta de
variantes realizado pela equipe do laboratorio de bioinformatica da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. A partir dessa ampla base de dados, ap6s diversos passos
de selecdo com base em métricas de analise de sequéncias, foram selecionados 208 mil
SNPs com caracteristicas adequadas para genotipagem, com a tecnologia Infinium da
empresa Illumina. Destes 208 mil, 60.904 SNPs foram entdo utilizados para compor
o EUChip60K, fornecendo uma cobertura genémica de 96% do genoma com uma
distribui¢do regular de um SNP a cada 12 kb a 20 kb ao longo dos cromossomos, ¢
47 mil SNPs proximos a 30 mil dos 34 mil genes anotados no genoma do eucalipto
(Figura 5). O genoma de referéncia de E. grandis, a esta altura, ja havia sido finalizado
e disponibilizado por meio de um projeto internacional do qual o LGV-Embrapa parti-
cipava ativamente na execuc¢do e co lideranga.

O EUChip60K publicado em 2015 (Silva-Junior et al., 2015) foi o primeiro chip
desenvolvido deliberadamente para atender a multiplas espécies de um mesmo género
de plantas. Além dos aspectos operacionais do chip, os dados levantados de milhares
de SNPs compartilhados entre as diferentes espécies revelaram a existéncia de SNPs
ancestrais surgidos antes da separacdo das espécies de Eucalyptus, sugerindo uma
radiagdo recente do género. O EUChip60K representou uma contribuicdo significa-
tiva da Embrapa para a comunidade internacional, mais uma vez em parceria com
o setor florestal privado nacional. O EUChip60K foi o primeiro sistema de genoti-
pagem de alto desempenho para uma espécie florestal, colocando o eucalipto em
condigdes equivalentes as grandes culturas agricolas tais como milho e a soja, no
que se refere ao potencial de avangar no estudo da gendmica populacional, selecido
gendmica e estudos de associagdo. A possibilidade de genotipar espécies de eucalipto
plantadas nos varios paises de clima tropical e temperado em uma plataforma comum,
e o fato do EUChip60K ter sido desenvolvido no conceito open access, ou seja, nao
patenteado e disponivel para todos os interessados, tem promovido o intercimbio
de dados e ampliado o conhecimento cientifico. Varios estudos vém sendo publica-
dos por diversos grupos no mundo utilizando o EUChip60K, revisados recentemente
(Grattapaglia et al., 2018).
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Figura 5. Mapa de calor da distribui¢ao de densidade dos 51.204 SNPs polimorficos posicionados
ao longo dos 11 cromossomos do genoma de Eucalyptus em intervalos de uma megabase (10°
pares de bases), nas trés principais se¢des do subgénero Symphyomyrtus (LAT Latoangulatae; MAI
Maidenaria; EXT Exsertaria) e no consolidado de individuos das 14 espécies contempladas, com
a densidade correspondente de modelos génicos no genoma de referéncia de Eucalyptus grandis.

Figura reproduzida com permissio (Silva-Junior et al., 2015).

O genoma do eucalipto: a Embrapa colidera a iniciativa
mundial de sequenciamento

A iniciativa de produzir uma sequéncia do genoma completo do eucalipto foi
discutida tecnicamente pela primeira vez em um encontro na cidade de Hobart na
Australia em 2004 da qual o LGV-Embrapa participou. Na época os grupos de
pesquisa naquele pais convidaram representantes dos principais grupos no mundo
trabalhando com a genémica do eucalipto, para discutir os aspectos técnicos de como
empreender este projeto ambicioso, considerando que o eucalipto € uma planta iconica
e uma importante contribui¢ao da Australia para o mundo. Existia interesse de uma
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ala do governo da Australia em apoiar este projeto. Infelizmente o partido que havia
sinalizado o apoio acabou saindo do poder nas elei¢des parlamentares fazendo com
que o projeto nao acontecesse. A ideia foi retomada em 2005 durante a conferéncia
IUFRO Tree Biotechnology em Pretoria, Africa do Sul, do qual participaram ativa-
mente varios pesquisadores na época trabalhando no Projeto Genolyptus. Um plano
foi formatado para a formagdo da Rede Internacional Eucagen - Eucalyptus Genome
Network, visando a submissdo de uma proposta para competir na chamada publica
anual que o centro de sequenciamento Joint Genome Institute (JGI) do Departamento
de Energia do EUA langava, visando apoiar projetos de interesse cientifico mundial
que demandassem grande capacidade de sequenciamento de DNA. Apds debate
sobre qual deveria ser a espécie de eucalipto a ter seu genoma sequenciado, se E.
globulus, de interesse de paises como Austrdlia, Chile e Portugal ou E. grandis,
de interesse do Brasil, Africa do Sul e demais paises tropicais, foi decidido que a
arvore a ser sequenciada seria da espécie Eucalyptus grandis. Isto ocorreu ndo s6 em
funcdo da forte participacdo de pesquisadores daqueles dois paises na coordenacgdo
da proposta, mas principalmente em vista das varias contribuigdes técnicas que o
Projeto Genolyptus faria em termos de bases de dados de genes sequenciados, mapas
genéticos e bibliotecas de fragmentos longos de DNA para sequenciamento Bacterial
Artificial Chromosomes (BAC). Além destas importantes contribuigdes feitas através
do Genolyptus, a escolha de E. grandis foi, por fim, alavancada pela disponibilizagdo,
por parte da empresa brasileira Suzano Celulose, de uma arvore adulta, denominada
Brasuzl (Brasil Suzano S,), derivada de uma geragio de autofecundagdo (S)) que, pela
sua maior homozigose, facilitaria consideravelmente o trabalho de bioinformatica de
montagem do genoma.

O interesse do JGI em apoiar projetos de sequenciamento era movido pela impor-
tancia do organismo alvo para questdes de sustentabilidade energética mundial, e
principalmente pela dimensao, interesse e contribui¢des ao projeto que a comunidade
cientifica internacional, que viria a se beneficiar do acesso a sequéncia do genoma
completo do organismo, poderia fazer. Ao longo de 2006, o trabalho da rede Eucagen
foi no sentido de listar as contribuigdes efetivas que cada participante poderia fazer e
buscar apoio formal de varios paises, organizagdes publicas e privadas a esta iniciati-
va. O Brasil, e certamente a Embrapa, pela coordenag@o que ja existia com o Projeto
Genolyptus, teve papel central neste processo. Apds passar com sucesso por uma etapa
de pré-propostas em Janeiro de 2007, uma proposta final foi submetida em Margo
de 2007, liderada pelos pesquisadores Alexander Myburg da University of Pretoria,
Africa do Sul, Dario Grattapaglia da Embrapa e Jerry Tuskan do Oak Ridge National
Laboratory do Departamento de Energia dos EUA. Cartas formais de apoio e colabo-
racdo de mais de 100 membros da rede Eucagen de cerca de 20 paises foram anexadas
a proposta aprovada em primeiro lugar ao competir com mais de 120 outras propostas
submetidas ao JGI.
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Em Janeiro de 2008 foi oficialmente iniciado o projeto de sequenciamento com a
entrega das amostras de DNA e RNA realizada pessoalmente pela equipe da Embrapa
a coordenacgdo do projeto no JGI. Sendo o JGI uma instituicao financiada por recursos
publicos, por obrigacdo de mandato, todos os dados de sequenciamento sdo publicos e
foram, portanto, sendo depositados diariamente no banco de dados GenBank pelo JGI,
a medida que iam sendo produzidos. O sequenciamento do genoma do eucalipto foi
realizado exclusivamente com a tecnologia Sanger. Ao mesmo tempo que o sequen-
ciamento gendmico pela abordagem “shotgun” era conduzido nos laboratorios do JGI,
o sequenciamento das extremidades de cerca de 120 mil clones BAC da biblioteca
fornecida pelo Genolyptus foi realizado pelo centro de sequenciamento da Stanford
University, também associada ao JGI. Em 2011, uma primeira versdo da montagem
e anotacdo do genoma de Eucalyptus grandis, ainda com cobertura preliminar de 4,5
vezes, foi disponibilizada para o mundo pelo JGI na plataforma de dados gendmicos
Phytozome.com (Goodstein et al., 2012). Nesta plataforma todos os genomas de
plantas sequenciados pelo JGI ou com participacdo direta do JGI, sdo depositados para
acesso publico. Apos um intenso trabalho de analise realizado por diversos grupos
internacionais participantes da rede EUCAGEN, a montagem ¢ anotagdo final da
sequéncia de genoma de Eucalyptus grandis, disponivel para a comunidade inter-
nacional na plataforma Phytozome com tamanho total de 605,9 Mbp, foi finalmente
submetida para publicacdo em Setembro de 2013 e publicada na prestigiosa revista
Nature (Myburg et al., 2014) em um artigo envolvendo 55 autores de 18 paises. Este
foi o primeiro genoma de uma planta sequenciado com a participagdo do Brasil na
lideranga, formatagdo e execugdo do projeto.

A disponibilizagdo publica da sequéncia completa do genoma de Eucalyptus
grandis representou um importante avan¢o nao apenas para a comunidade cientifi-
ca internacional, mas também para os programas operacionais de melhoramento de
Eucalyptus. A partir de uma referéncia gendmica accessivel aos varios grupos de
pesquisadores no mundo, na qual o endere¢o gendmico especifico de marcadores SNPs
e genes anotados ¢ conhecido e facilmente compartilhado, tem sido possivel a geragio
de informagoes e conhecimento sobre a evolugdo ¢ gendmica comparativa, redes de
expressdo e regulagdo génica e posicionamento de associagdes entre marcadores e
fenotipos. Uma coletanea de 14 artigos cientificos contribuidos pelos diversos grupos
que participaram diretamente ou indiretamente da produg¢do do genoma, explorando
seus diversos aspectos foi publicada em 2015, na revista cientifica de impacto New
Phytologist. Duas foram as contribui¢des do LGV-Embrapa nesta colegdo. A primeira
foi o desenvolvimento da plataforma de genotipagem de SNPs EUChip60K descrita
anteriormente (Silva-Junior et al., 2015), que efetivamente revolucionou a capacidade
de analise genética no género, permitindo a implementagdo de estudos de associa-
cdo e selecdo gendmica por diversas universidades e empresas florestais em todo o
mundo. Em um segundo estudo, de cunho mais fundamental, foram examinados os
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padrdes genomicos de recombinagdo, desequilibrio de ligacdo e diversidade nucleoti-
dica, por meio da genotipagem de SNPs e resequenciamento do genoma de 30 arvores
de E. grandis. Foi construido o mapa de ligacdo mais denso até hoje, para espécies de
Eucalyptus com 4.396 marcadores SNPs e revelado, pela primeira vez, que o padrdo
real de desequilibrio de ligagdo, quando analisado no genoma todo, era bem mais
extenso do que se achava, fato este com importante impacto na capacidade de realizar
predicao gendmica a espécie. Além disso, verificou-se que a mutagdo, como processo
evolutivo, teve papel mais importante do que a recombinacdo na moldagem da varia-
bilidade genética do eucalipto. Graficos de recombinagdo ancestral cromossdmica
permitiram estimar o tamanho efetivo e, com isso, propor uma datagdo molecular para
o tempo até o ancestral comum mais recente de E. grandis estimado entre 1,7 a 4,8
milhdes de anos atras. Esta datacdo por sua vez forneceu uma importante contribuigdo
molecular em nivel de genoma completo para o esclarecimento da controvérsia que
persistia quanto a datagdo da origem dos eucaliptos baseada, até entdo, na analise de
apenas pequenos trechos de sequéncia de ITS e DNA de cloroplasto. A analise ampla
do genoma (genome-wide) deu suporte para a origem mais recente do género, de 5
a 10 milhdes de anos, consistente com registros fosseis que colocam a radiacao de
espécies do subgénero Symphomyrtus em 2 a 5 milhdes de anos atras, questionando a
origem mais antiga proposta por alguns grupos de 26 a 38 milhdes de anos. A capaci-
dade de compartilhamento de SNPs entre espécies de Eucalyptus e a colinearidade
gendmica observada entre espécies também contribuem com evidéncias adicionais em
suporte a hipotese de uma origem mais recente do género Eucalyptus (Silva-Junior;
Grattapaglia, 2015).

Aplicacoes operacionais da analise genomica: a
Embrapa implementa e transfere metodologias para
o setor florestal

Ao longo dos ultimos 25 anos a Embrapa fez importantes contribui¢des nao
apenas em nivel nacional, mas também internacional, demonstrando eficiéncia do uso
de marcadores moleculares na resolucdo de questdes de quantificagdo de variabilidade
de populagdes de melhoramento, determinacdo de identidade clonal e investigacao de
parentesco. Varios tipos de marcadores foram utilizados para isso, ao longo dos anos.
Embora marcadores RAPD e AFLP forneceram inicialmente um poder razoavel de
discriminagdo, o seu modo de heranca dominante ndo era adequado para a determi-
nacdo inequivoca de identidade entre individuos e para investigagcdes mais refinadas
de relacionamento genético em populagdes. Com o desenvolvimento pioneiro de
marcadores microssatélites codominantes, com maior conteudo informativo e elevada
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reprodutibilidade realizado pela Embrapa a partir de 1996, marcadores dominantes
foram logo abandonados. Conjuntos de dezenas de marcadores microssatélites sao
hoje utilizados em rotina para estas aplicagdes por serem accessiveis, em termos de
necessidade de equipamento, apresentarem baixo custo, ter elevada capacidade de
discriminagdo e fornecerem resultados em poucos dias.

A partir de 2013, com o desenvolvimento da plataforma de genotipagem de SNPs,
uma ferramenta adicional se tornou disponivel, fornecendo um nimero consideravel-
mente maior de marcadores para aplicagdes que demandam uma analise mais ampla
do genoma, como, por exemplo estudos de associagdo e selecdo gendomica. Embora
marcadores SNPs possam vir a substituir microssatélites, SNPs ainda demandam
equipamentos mais caros e sofisticados, a andlise demanda um minimo de amostras
analisadas de cada vez que, em geral, ¢ de um minimo de 24 a 384. Além disso,
como a geragdo de dados € realizada no exterior, a entrega de resultados leva algumas
semanas. A perspectiva, portanto, ¢ que ambos os tipos de marcadores, microssatélites
e SNPs continuem convivendo, ambos muito uteis, dependendo da aplicacdo desejada
e do prazo com o qual se pretende receber os resultados. A seguir sdo brevemente
detalhadas algumas das principais aplicagdes operacionais de marcadores molecula-
res em programas de andlise populacional e melhoramento de eucalipto, especifica-
mente destacando as contribui¢des do LGV-Embrapa e suas colaboragdes internacio-
nais. Para um maior aprofundamento neste tema algumas referéncias sdo sugeridas
(Grattapaglia, 2000; Grattapaglia; Kirst, 2008; Grattapaglia et al., 2012).

Identificacio de clones de eucalipto

A identificacdo correta de arvores, seja clones usados em plantios operacionais
ou genitores em pomares de sementes, ¢, no momento, a aplicacdo de marcadores
moleculares mais comum. Marcadores sdo rotineiramente utilizados por diversas
empresas em todo o mundo, como parte de seus programas de controle de qualidade
de processos de propagacao, principalmente quando estes sdo terceirizados. A certifi-
cacdo genética do material propagado é um aspecto crucial das grandes operagdes de
plantios clonais, principalmente em sistemas verticalmente integrados de producao,
nos quais ¢ feito um planejamento detalhado de utilizagdo de matéria-prima por
parte das fabricas, com base na disponibilizacdo de determinados clones ou familias
com determinadas propriedades quimicas e fisicas da madeira. Dada a escala destas
operagdes que, frequentemente, tém por desafio alimentar os programas anuais de
plantio com milhdes de mudas de diferentes clones, erros de identificagdo podem
afetar seriamente a produtividade prevista. A identidade clonal correta também tem
implicacdes importantes em programas de producdo de sementes em pomares ou
via polinizagdes controladas. Erros podem vir a impactar negativamente os ganhos
esperados em cada ciclo de melhoramento.
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Da mesma forma que na analise forense de seres humanos e animais domésticos,
hoje o método-padrao para a identificacdo de clones de Eucalyptus se baseia na utili-
zacdo de microssatélites em sistemas multiplex de coamplificacdo de 10 a 20 marca-
dores analisados em sequenciador automatico, que permite alta resolucdo e reprodu-
tibilidade dos dados genéticos (Faria et al., 2011a). A identidade de duas amostras
geneticamente indistinguiveis ¢ declarada com base em uma verossimilhanga na qual
a probabilidade de se observar os dados genéticos, condicional a hipotese das duas
amostras serem oriundas do mesmo clone, ¢ comparada a hipotese alternativa, ou
seja, de que as duas amostras sdo oriundas de clones diferentes. Além disso, a repro-
dutibilidade e precisao da declaracdo dos genotipos permite a comparagdo precisa de
resultados entre laboratoérios e épocas diferentes de analise. O elevado polimorfismo
de microssatélites em Eucalyptus foi logo demonstrado ao permitir a discriminagao de
192 individuos de uma populag¢do de melhoramento de E. grandis, utilizando apenas
trés marcadores. A probabilidade de dois individuos geneticamente distintos terem o
mesmo genotipo multiloco em seis microssatélites, devido simplesmente ao acaso, foi
menor que 1 em 2 bilhdes (Kirst et al., 2005). Estudos posteriores otimizaram sistemas
de andlise mais potentes com 10 a 20 microssatélites incluindo marcadores baseados
em tri e tetranucleotideos utilizados atualmente em rotina de andlise (Faria et al.,
2011a). Marcadores SNPs também podem ser utilizados com sucesso para a geragao
de perfis genéticos individuais visando andlises de identidade e parentesco com a
vantagem adicional de maior precisdo na declara¢do de gendtipos, uma vez que este
procedimento ¢ totalmente automatizado e menos sujeito a variagcdes de condigdes de
eletroforese que podem impactar a andlise com microssatélites (Telfer et al., 2015).
Entretanto, tendo em vista o bialelismo do SNP e consequente menor conteudo infor-
mativo, estudos mostraram que sdo necessarios cerca de sete vezes mais marcado-
res SNPs do que microssatélites, para alcangar o mesmo poder de discriminagdo em
Eucalyptus (Correia et al., 2011). Apesar do menor contetido de informagdo de cada
SNP individualmente, a utilizagao de painéis de algumas dezenas de SNPs seleciona-
dos para elevado polimorfismo tornar-se-4 uma alternativa cada vez mais atraente para
aplicac@o operacional em programas de melhoramento.

Protecao varietal de clones de eucalipto

Material genético na forma de clones elite representa hoje um ativo essencial
para a manuten¢do e o crescimento da competitividade de uma industria de base
florestal. Parece evidente, portanto, que a protegdo legal contra a potencial utiliza-
¢do e/ou comercializacdo indevida por terceiros ¢ um aspecto preventivo importante
que ndo pode ser ignorado por um setor que obteve e continuara a obter ganhos
extraordinarios com base na genética e no melhoramento. A identificagdo correta de
clones de eucalipto tem implicagdes importantes no intercdmbio e licenciamento de
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clones e execugdo de contratos de terceirizacao de producdo de mudas. No Brasil, a lei
de protecao de cultivares n® 9.456, sancionada em 1997, representou um importante
avanco no sentido de proteger e estimular o continuo desenvolvimento de materiais
genéticos superiores de culturas agricolas, frutiferas e florestais. A Embrapa liderou
ativamente a compilagdo e validacdo das instru¢des para a execugdo dos ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de cultivares de eucalipto, por
meio da instru¢do normativa publicada em fevereiro de 2002 pelo Servigo Nacional
de Protecdo de Cultivares (SNPC), 6rgdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Espécies do género Eucalyptus foram as primeiras espécies florestais
incluidas na lista daquelas cujos cultivares passaram a ser protegidos.

A protegdo de clones superiores de eucalipto envolve hoje a utilizacdo de um
conjunto selecionado e validado de 36 marcadores morfoldgicos, principalmente em
folhas, flores e casca. Esses descritores foram selecionados por atender aos requisitos
basicos de estabilidade e pouca influéncia ambiental. Entretanto, além das dificuldades
de caracterizacdo morfologica, as vezes encontradas em razdo da mudanca de fase
fisiologica entre o estado juvenil e o adulto, clones elite de eucalipto muitas vezes
apresentam coancestralidade. E comum, por exemplo, que clones elite sejam selecio-
nados dentro da mesma familia de irmdos completos ou meios-irmaos. A baixa varia-
bilidade observada em caracteristicas morfoldgicas dificulta, assim, a clara distingdo
entre os individuos, tornando-se necessaria a utilizagao de outros descritores de maior
poder de resolugao.

Em vista das potenciais limitagdes inerentes ao processo de descrigdo morfologi-
ca, ja na instrucdo normativa que regulamentou a protecdo de cultivares de eucalipto,
marcadores moleculares microssatélites foram incluidos como descritores complemen-
tares facultativos (Grattapaglia et al., 2003). Isso representou um avango importante
no panorama mundial da protegdo varietal de espécies florestais perenes. Interessante
observar que, apesar de serem apenas facultativos, perfis genéticos de 10 a 15 marcado-
res microssatélites t€ém sido rotineiramente incluidos nos pedidos de protecao e registro
de clones de eucalipto no Brasil por diversas empresas. Isso se deve, por um lado, a
percepcao que os melhoristas t€ém do valor de um clone-elite para o negocio florestal
e, por outro, a posicao inovadora que o Brasil ocupa internacionalmente na pesquisa
¢ desenvolvimento em genética, melhoramento e andlise molecular do eucalipto. A
perspectiva para os proximos anos devera ser, portanto, de um aumento significativo
na solicitagdo de protecdo de clones superiores por parte das varias empresas flores-
tais. Isso, sem duvida, podera contribuir para a melhor organizagdo e documentagdo
do material genético proprietario existente no pais e facilitar contratos de intercambio
de clones entre os programas de melhoramento ¢ produgdo das industrias. Embora
refinamentos adicionais nos procedimentos de selegdo e utilizacdo de marcadores
sejam feitos continuamente, o Brasil, por meio do trabalho da Embrapa ja est4 hoje na
vanguarda da utilizagdo desta tecnologia gendmica a protecao de variedades florestais.
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Caracterizacio de colecoes de germoplasma e populacoes de
melhoramento

Espécies de eucalipto, em geral, encontram-se em estagio de melhoramento em
comparacdo a maioria das culturas agricolas. Existe ainda ampla flexibilidade sobre
quais materiais genéticos incluir nas populagdes de melhoramento que, em regra geral,
sdo constituidas por dezenas ou centenas de arvores geneticamente nao-relacionadas,
selecionadas diretamente de popula¢des naturais, testes de procedéncia/progénie ou
mesmo clones elite utilizados comercialmente. Marcadores moleculares tém sido utili-
zados nessas etapas iniciais dos programas para caracterizar e quantificar os niveis e
a organizacdo da variabilidade genética existente como recentemente demonstrado
em estudos com E. urophylla e E. pilularis (Silva et al., 2015, 2018). Esses dados
podem ser utilizados para melhorar a estrutura das popula¢des de melhoramento, para
infundir material novo em populagdes e decidir sobre a sele¢do, o enriquecimento ou
a eliminagdo de individuos.

A redugdo de variabilidade genética em popula¢des de melhoramento ¢ essencial-
mente o resultado da sele¢do direcional, aliada ao incremento da endogamia, devido
a cruzamentos aparentados e deriva genética. A restri¢do da contribuicio genética de
uma mesma familia para a populagdo selecionada, i.e., nimero de individuos selecio-
nados por familia, promove a manuten¢do da variabilidade, mas, por outro lado,
tipicamente reduz o ganho genético potencial. A restricdo do niimero de familias pode
aumentar o ganho, porém reduz a variabilidade genética. Em sistemas de pedigree
incompleto, frequentemente usados na forma de familias de meios-irmaos para avangar
geracdes de melhoramento de espécies florestais, um sistema de monitoramento
genético baseado em marcadores para acompanhar os niveis de variabilidade genética
ao longo dos diferentes ciclos de um programa de melhoramento € particularmente
util, uma vez que permite flexibilidade maior durante o processo de selego e auxilia
no controle da taxa de incremento da endogamia. E importante lembrar, entretanto,
que a informagdo fornecida pela analise de um conjunto de marcadores moleculares
anonimos, independentemente do tipo utilizado, se restringe a caracterizacdo dos
aspectos de ancestralidade, heterozigosidade observada e divergéncia ou distancia
gendmica entre as arvores. Nao existe, a principio, qualquer correlagdo entre a infor-
macgdo fornecida e o potencial desempenho dos individuos ou seus descendentes
para caracteristicas de importancia silvicultural ou econdmica, como muitas vezes
equivocadamente se espera, a menos que um delineamento experimental especifico
em termos de estrutura populacional ¢ uma densidade de marcadores elevada sejam
utilizados conforme descrito mais a frente na secdo sobre selecdo gendmica. Isso
ocorre, pois, dados experimentais que vém sendo levantados tém mostrado que as
regides genomicas envolvidas no controle de caracteristicas quantitativas, além de
serem da ordem de centenas ou mesmo milhares, cada uma delas contribuindo com
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efeito muito pequeno, sdo distribuidas por todo o genoma e potencialmente com forte
interagdo com o ambiente.

Determinacio precisa de parentesco e estudos de fluxo génico

O conhecimento das taxas de fecundagdo cruzada versus autofecundacdo ¢é
essencial para a manuten¢ao de niveis adequados de variabilidade genética nas popula-
¢des para ganhos continuos, bem como para fundamentar corretamente as estimativas
de parametros genéticos em testes de progénie de polinizagdo aberta. Marcadores
isoenzimaticos foram originalmente utilizados para estimar o sistema preferencial
de cruzamento dentro de populagdes ou pomares de semente, logo substituidos por
marcadores de DNA dominantes na década de noventa (Gaiotto et al., 1997; Gaiotto;
Grattapaglia, 1997) e hoje por marcadores microssatélites que permitem andlises
mais refinadas e precisas de parentesco e fluxo génico. Microssatélites vém sendo
utilizados rotineiramente por diversas empresas florestais para controle de qualidade
do parentesco de descendentes em programas de polinizagdo controlada (Telfer et
al., 2015), confirmar eventos de autofecundacdo em projetos de desenvolvimento de
linhagens, estimar o fluxo génico de pdlen externo contaminante em um pomar, bem
como detectar eventos de fluxo génico a distancia. Marcadores microssatélites foram
utilizados com sucesso para estudar o fluxo de polen e sucesso reprodutivo em povoa-
mentos clonais fragmentados de eucalipto, mostrando que a polinizag¢ao ocorre predo-
minantemente até distancias de menos de 200 m., compativel com o voo de abelhas
polinizadoras, embora niveis baixos de sucesso de poliniza¢do sejam esperados em
distancias maiores (Silva et al., 2015). Em um estudo subsequente marcadores micros-
satélites permitiram verificar que a maior taxa de fluxo de pdlen a partir de arvores
geneticamente modificadas (GM) de eucalipto ocorre a distdncias curtas de até 15
metros, diminuindo rapidamente até a maior distancia avaliada de 650 m., semelhante
ao observado em estudos de fluxo de polen de eucalipto ndo-GM, fornecendo uma
informacao importante na definicdo de estratégias de biosseguranga para contenc¢ao de
fluxo transgénico mediado por pélen (Silva et al., 2017).

A determinagdo precisa de paternidade de arvores utilizando marcadores molecu-
lares pode também ser utilizada como uma estratégia de sele¢do retrospectiva de
genitores de maior capacidade geral ou especifica de combinag¢do, visando melhorar
o desempenho médio dos plantios derivados de um pomar de sementes. Marcadores
microssatélites permitem identificar exatamente quais foram os genitores de um
pomar que geraram maior nimero de descendentes geneticamente superiores e, com
base nisso eliminar genitores menos interessantes de um pomar, ou realizar cruza-
mentos controlados entre os genitores que apresentaram melhor capacidade especifica
de combinagdo. Esta estratégia de utilizar analise de parentesco no melhoramento
foi originalmente proposta e utilizada em Fucalyptus (Grattapaglia et al., 2004) ¢
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mais tarde ampliada para uma abordagem denominada breeding without breeding que
incluiu a estimativa de parametros genéticos com base no relacionamento genético
entre individuos determinado pelos marcadores moleculares (El-Kassaby; Lstiburek,
2009). O sucesso dessa abordagem depende, entretanto, do numero total de genitores
envolvidos na analise e do grau de relacionamento genético entre eles. Quanto maior o
numero de genitores, ¢ quanto maior o relacionamento entre eles, maior o nimero de
marcadores necessarios para se declarar categoricamente o parentesco correto. Com
o advento da possibilidade de genotipar milhares de marcadores SNPs em eucalipto,
hoje é possivel reconstruir parentesco com alta precisdo mesmo envolvendo um grande
nimero de genitores potenciais. Esta abordagem de reconstru¢do de parentesco por
meio da geragdo de uma matriz de relacionamento genomico Genomic Relationship
Matrix (GRM) com base em marcadores SNPs efetivamente estimando o parentesco
realizado entre individuos tem sido cada vez mais utilizada em programas avancados
de melhoramento de eucalipto por algumas empresas no Brasil (Resende et al., 2017,
Tan et al., 2018; Lima et al., 2019). O uso de GRM em substituicdo a matriz de relacio-
namento esperado também chamada de matriz do numerador do coeficiente de paren-
tesco, permite desemaranhar as variancias aditivas das ndo-aditivas com precisdo e
assim obter estimativas mais fidedignas de parametros genéticos tais como herdabili-
dade e contribuigdes relativas das duas classes de variancias genéticas (Grattapaglia
etal., 2018).

A Embrapa transita do mapeamento genético para a
Selecio Genomica de eucalipto

Neste topico sdo apresentadas as contribuigdes do LGV-Embrapa visando aplica-
¢des tecnicamente mais complexas, ao tentar conectar a variagdo de sequéncia no
DNA com a variagdo de caracteristicas quantitativas de interesse florestal, por meio
de mapeamento de Quantitative Trait Loci (QTLs), mapeamento de associagdo e, nos
ultimos dez anos, com a predi¢do e selecdo gendomica. O intuito deste esforco ¢ o de
auxiliar diretamente a sele¢ao mais rapida e precisa de arvores superiores em programas
de melhoramento. O melhoramento genético de eucalipto envolve ciclos recorrentes
de selecdo, cruzamento e testes para obter sementes geneticamente melhoradas ou
material clonal-elite, maximizando o ganho genético por unidade de tempo ao menor
custo possivel. Tendo em vista os ciclos relativamente longos de vida e florescimento
tardio do eucalipto, o progresso ¢ o sucesso de um programa de melhoramento sdo
fortemente dependentes do tempo necessario para completar uma gerag@o. No inicio
dos anos 90, quando as tecnologias de andlise gendmica se tornaram mais acessi-
veis, a Sele¢do Assistida por Marcadores (SAM) foi imediatamente vista como uma
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ferramenta potencialmente poderosa para superar alguns destes desafios (Grattapaglia
et al., 1992). No entanto, o potencial da SAM no melhoramento florestal foi questiona-
do com base no estado de equilibrio de ligag¢do, na qual se encontraria uma populagio
de melhoramento grande com historico recente de domesticagdo. Além disso, questdes
relativas a estabilidade da express@o dos locos controladores de caracteristicas quanti-
tativas (QTLs) ao longo do tempo, em diferentes locais e em diferentes backgrounds
genéticos, seria um forte impedimento (Strauss et al., 1992).

Mapeamento de QTLs e mapeamento de associacao

Apesar destes argumentos iniciais bem fundamentados, que mais tarde se
provaram corretos em grande parte, varios trabalhos de construgido de mapas genéticos
e mapeamento de QTL foram realizados em espécies de Eucalyptus, revisados em
(Grattapaglia et al., 2012). A premissa nesta fase inicial da pesquisa gendmica, também
adotada no Projeto Genolyptus, foi a que, pela abordagem de dissecagdo genética,
seria possivel mapear e estimar os efeitos de todos os genes ou QTLs relevantes para
caracteristicas como crescimento e qualidade da madeira durante a vida da arvore,
em todas as populagdes e ambientes (Grattapaglia, 2004; Grattapaglia; Kirst, 2008).
Diversos estudos descrevendo mapeamento de QTLs em espécies de Fucalyptus foram
relatados utilizando uma ou mais popula¢des biparentais envolvendo o cruzamen-
to entre genitores heterozigotos e analise na configuracdo pseudo-cruzamento teste
(Grattapaglia; Sederoff, 1994). No ambito do Projeto Genolyptus, QTLs para caracte-
risticas de crescimento, qualidade da madeira e tolerancia a doengas foram mapeados
em diferentes familias biparentais. Um importante foco deste trabalho foi desenvolvi-
do em forte colaboracdo com a equipe da Universidade Federal de Vigosa visando a
resisténcia a doengas que apresentavam uma heranga aparentemente menos complexa
e, portanto, mais propensas a identificagdo de locos de maior efeito, além da relevancia
crescente de doengas do ponto de vista silvicultural. O primeiro QTL de grande efeito
mapeado em Eucalyptus foi na espécies E. grandis para resisténcia a ferrugem do
eucalipto causada por Puccinia psidii (Junghans et al., 2003), mais tarde complemen-
tado por estudos de valida¢do do QTL em diferentes pedigrees (Mamani et al., 2010) e
identificacdo de interagdo entre QTLs (Alves et al., 2012). A estes trabalhos seguiram-
-se outros semelhantes localizando QTLs em Eucalyptus para resisténcia a desfolha
causada por Cylidrocladium pteridis (Zarpelon et al., 2011), mancha-de- Colonectria
causada por Calonectria pteridis (Zarpelon et al., 2015) e murcha de Ceratocystis
causada por Ceratocystis fimbriata (Rosado et al., 2016).

Diversos experimentos de mapeamento de QTLs para caracteristicas de
crescimento e qualidade da madeira também foram realizados ao longo do Projeto
Genolyptus, os quais somente foram publicadas no &mbito de teses de mestrado com
exce¢do de um estudo que localizou um loco envolvido em florescimento precoce
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(Missiaggia et al., 2005). Tentativas de transferéncia da informacao de posicionamen-
to de QTLs gerada em uma familia biparental para uma outra familia, para a pratica
da sele¢do assistida ndo mostraram, entretanto, o sucesso esperado.. Além disso,
verificou-se que a magnitude do efeito estimado de um QTL, além de superestimado,
variava de acordo com o desenho experimental, background genético e ambiente.
Estes resultados, em linha com resultados que vinham sendo publicados por outros
grupos no mundo, mostraram, portanto, que as abordagens de mapeamento de QTL
em familias biparentais ndo seriam capazes de capturar variagdo genética suficiente
que pudesse resultar na implementagdo efetiva da SAM no melhoramento genético
operacional do eucalipto (Grattapaglia et al., 2009).

Como alternativa ao mapeamento genético em familias, estudos posteriores
também foram desenvolvidos para avaliar a abordagem de genética de associagdo
em populagdes nao estruturadas como uma forma de superar as limitagdes intrinsecas
da SAM baseada em QTLs mapeados em familias biparentais. Estes estudos foram
inicialmente desenvolvidos com base na analise de SNPs localizados em genes candi-
datos, mostrando-se totalmente ineficientes do ponto de vista de utilizagdo posterior
da informagdo gerada, na medida que partiam de uma premissa que aqueles genes
selecionados para estudo seriam de fato genes com efeito relevante na caracteristica,
premissa esta que se mostrou falsa. Com o advento de marcadores DArT e em seguida
SNP que permitiram a analise em escala gendmica ampla, uma série de estudos de
GWAS (Genome-Wide Association Studies) foram realizados pelo LGV-Embrapa
em colaboragdes com empresas florestais. Diferentes abordagens analiticas e meta-
-analises amplas foram utilizadas no intuito de avaliar, em detalhe, a possibilidade
de detectar associagdes discretas entre marcadores SNPs e caracteristicas complexas
de crescimento e qualidade da madeira para posterior uso no melhoramento (Cappa
et al., 2013; Muller et al., 2017, 2019; Resende et al., 2017). Os resultados, entre-
tanto, mostraram que, além do niimero muito pequeno de associagdes significativas
detectadas, a magnitude do efeito de cada uma delas era muito pequena, raramente
excedendo 1% a 5% da variancia fenotipica de forma que pouco ou nenhum impacto
teria para a SAM. Estes resultados corroboraram a natureza complexa das caracteris-
ticas quantitativas de importancia econdmica em eucalipto, e deram suporte experi-
mental ao modelo infinitesimal de Ronald Fisher, como sendo a melhor aproxima-
¢do teorica para a arquitetura genética de caracteristicas quantitativas também no
eucalipto (Fisher, 1918). Com efeito, com excegdo de algumas poucas caracteristicas
qualitativas ou monogénicas simples em culturas anuais, raros exemplos de mutacdes
de grande efeito em espécies frutiferas e defeitos genéticos recessivos em animais
domésticos, esta tem sido a conclusdo geral ndo s6 para espécies florestais, mas
também para a maioria, se ndo a totalidade, de espécies de plantas e animais para as
quais se pretende utilizar a gendmica no melhoramento. A menos que seja possivel
capturar uma grande propor¢do da variagdo genética para as caracteristicas alvo, as
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abordagens convencionais da genética quantitativa provavelmente continuariam a ser
mais eficientes para o avango do melhoramento. Discussdoes mais detalhadas deste
tema sdo apresentadas em alguns artigos tais como os de Bernardo (2008), Goddard e
Hayes (2009), Grattapaglia e Resende (2011).

Esta constatacdo causou uma mudanga de paradigma na perspectiva de utiliza-
cdo da analise genomica no melhoramento de animais e plantas. Ao invés de tentar
descobrir, validar e somente entdo utilizar as associagdes marcador-caracteristica,
passou-se a lidar com o agregado do efeito do genoma inteiro, da mesma forma que
a genética quantitativa sempre fez, com a diferenga que o efeito do genoma inteiro
sobre a caracteristica alvo ¢ estimado com o uso de grande quantidade de marcadores
moleculares distribuidos em todo o genoma. Esta revolucdo sé foi possivel com o
avanco na capacidade de desenvolver e analisar simultaneamente, de forma automa-
tizada e econdmica, um grande nimero de marcadores SNPs. Esta abordagem foi
denominada Sele¢do Gendmica (GS) ou Selecdo Gendmica Ampla (SGA).

Selecio Gendmica: principios basicos

Inspirado no modelo infinitesimal de Fisher e na pratica convencional da genética
quantitativa, o conceito de se utilizar o efeito agregado de todo o genoma sobre a
caracteristica alvo para a pratica de selecdo direcional vinha sendo proposto ao final
dos anos 90, quando tecnologias de genotipagem de marcadores SNPs se tornavam
cada vez mais accessiveis técnica e financeiramente. Com base na genotipagem em
escala gendmica, viu-se que seria possivel praticar a “sele¢do gendmica total”, assegu-
rando que marcadores estariam em completa associa¢do (ou seja, em desequilibrio de
ligag¢do) com grande parte dos locos controladores da caracteristica e, portanto, captu-
rariam a maioria dos efeitos gendmicos subjacentes a caracteristica (Haley; Visscher,
1998). No entanto, foi o trabalho seminal de Meuwissen e colaboradores (Meuwissen
et al., 2001) que antecipou e demonstrou por simulagdo que a selegdo baseada em
valores genéticos preditos a partir de marcadores poderia aumentar consideravelmente
o ganho genético em programas de melhoramento.

Do ponto de vista conceitual, seja a SAM bem como a Sele¢do Gendmica (SG),
também chamada de Selegdo Gendmica Ampla (SGA) (do inglés GWS Genome-
wide Selection), comecam por estabelecer associagdes entre genotipos de marcadores
moleculares discretos e fenotipos continuos em populagdes relevantes. No entanto, as
duas abordagens sdo fundamentalmente diferentes apos essa etapa. A SAM normal-
mente tem como alvo a descoberta e caracterizagdo de QTLs individuais em uma ou
mais populagdes biparentais ou painéis de mapeamento de associagdo usando testes
rigorosos de significancia, com o objetivo posterior de usar tais associagdes para a
selecdo. A SG, diferentemente, usa um painel extenso de marcadores cujos efeitos no
fendtipo sdo estimados simultaneamente numa “populagdo de treinamento”, também
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chamada de “populacdo de estimag@o”, sem a aplicacdo de testes de significancia,
mas mantendo todos ou grande parte dos marcadores como preditores do fenotipo.
Modelos matematicos preditivos baseados no uso de todos os marcadores, capturando
assim todo o efeito do genoma, sdo entdo gerados para serem aplicados posterior-
mente nos candidatos a selecdo, para os quais apenas genotipos sdo coletados e os
fendtipos preditos pelo modelo (Figura 6). Assim, na SG, o efeito de um marcador nao
precisa exceder um limiar de significncia rigoroso para ser usado na fase subsequente
de selecdo. Além disso, os efeitos dos marcadores sdo estimados em uma populagio
muito maior e mais representativa do que apenas em uma ou algumas familias biparen-
tais, ou em um painel de individuos geneticamente distintos da populagdo de melho-
ramento.

A populagdo de treinamento de um modelo preditivo envolve pelo menos varias
centenas a milhares de individuos da populagdo alvo do melhoramento, os quais sdo
genotipados para o painel de marcadores e fenotipados para todas as caracteristicas de
interesse. Os modelos preditivos desenvolvidos para cada caracteristica sdo validados
em uma populacao de «validacdo», ou seja, um subconjunto de individuos amostrados
aleatoriamente da mesma populacdo alvo do melhoramento, mas que ndo participaram
da estimativa dos efeitos dos marcadores. Uma vez que um modelo preditivo fornece
uma capacidade preditiva satisfatdria, ou seja, uma boa correlagcdo entre os valores
genéticos observados e os valores preditos pelo modelo, ele pode ser utilizado na fase
de selegdo para estimar os valores genéticos genomicos dos candidatos a selecao.

A SG explora tanto o desequilibrio de ligagdo entre marcadores e QTLs, bem
como o relacionamento genético entre os individuos da populacdo de treinamento e
os candidatos a selecdo. Por evitar a sele¢do a priori de QTLs, ou seja, dos marca-
dores que estdo associados com a caracteristica, ¢ estimando os efeitos de todos os
marcadores em uma populacdo grande e representativa, a SG tende a capturar grande
parte da variancia genética resultante do efeito combinado do grande nimero de locos
em todo o genoma, consistente com a filosofia do modelo infinitesimal. A SG se
tornou, assim, o paradigma para a sele¢do assistida em plantas e animais e é hoje a
tecnologia padrio utilizada amplamente para o melhoramento avangado de bovinos
leiteiros e outras espécies animais, como suinos e frangos (Van Eenennaam et al.,
2014). Enquanto a SG vinha sendo rapidamente adotada no melhoramento animal
a partir de 2006, ela também se tornou um toépico de interesse no melhoramento de
culturas anuais (Bernardo; Yu, 2007; Heffner et al., 2009; Lin et al., 2014; Crossa et
al., 2017) e espécies florestais para as quais as contribui¢des tedricas e experimentais
da Embrapa foram reconhecidamente as pioneiras em nivel mundial (Resende et al.,
2008; Grattapaglia et al., 2009; Grattapaglia; Resende, 2011; Resende et al., 2012;
Grattapaglia, 2017).

O sucesso da SG depende de varios fatores, incluindo os aspectos tedricos funda-
mentais previstos pela genética de populacdes e genética quantitativa, e os aspectos
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Figura 6. Etapas envolvidas na implementacao da Selecdo Gendmica em um programa de melho-
ramento de Eucalyptus. O painel superior ilustra o desenvolvimento e validagdo do modelo de
predicdo gendmica a partir de uma populagdo de treinamento de ~2.000 individuos, genotipada e
fenotipada a partir de um teste de progénie com tamanho efetivo N_ entre 30 e 60. O painel inferior
ilustra o ciclo da efetiva aplica¢do da Sele¢do Gendmica comegando com a geragdo do candidatos
a selecdo a partir da recombinag@o da propria populacdo de treinamento ou de genitores seleciona-
dos dela. Os candidatos a seleg@o, no estdgio de muda jovem, correspondendo a descendentes de
familias de meios-irmaos ou irmdos completos, sdo genotipados aos SNPs utilizados no modelo e
tém seus valores genéticos gendmicos de melhoramento (VGGM) e valores genéticos gendmicos
totais (VGGT) estimados com base nos seus gendtipos usando os modelos preditivos desenvolvidos
na etapa anterior. Os individuos melhor classificados para VGGM sao submetidas a indugdo de
florescimento e cruzados para produzir a proxima gera¢do de melhoramento. Os individuos melhor
classificados para VGGT sao clonados e levados a testes clonais de verificacdo em campo, resultan-
do, mais a frente, em clones recomendados para plantio operacional. As setas brancas pontilhadas
indicam a agdo de atualizacdo do modelo preditivo, no qual um subgrupo de candidatos ¢ plantado
em delineamento experimental e fenotipado até a idade de rotagdo para fornecer dados adicionais
para atualizacdo continua do modelo preditivo de selecdo gendomica a medida que geragdes avancam.
Figura adaptada reproduzida com permissao (Grattapaglia, 2017).
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mais praticos e logisticos da alocagao de recursos e analise de custo-beneficio. Foge a
dimensao deste capitulo uma discussdo mais ampla sobre os principais fatores nestas
duas areas, lembrando que eles sdo interligados e interdependentes. A acuracia de um
modelo de predicdo gendmica, ou seja, a correlagdo entre o valor genomico predito e
o valor fenotipico ¢, sem duvida, o fator chave que tera o maior impacto no sucesso da
SG. Quatro sao os fatores fundamentais do ponto de vista de genética de populagdes e
quantitativa que afetam a acuracia da predicao gendmica (Hayes et al., 2009):

+ O tamanho efetivo da populacdo (N ), (isto €, o tamanho de uma populagio tedrica
que geraria a mesma quantidade de deriva genética observada na populacao real sob
consideracdo) e a densidade de genotipagem que, por sua vez, determina a extensao
do DL entre marcadores ¢ QTLs. Quanto menor o tamanho efetivo e maior a densi-
dade de marcadores, maior sera a extensao do DL e maior serd a acuracia preditiva.

+ O tamanho e a representatividade da populagdo de treinamento, isto €, o nimero de
individuos com fenotipos e gendtipos a partir dos quais os efeitos dos marcadores
sdo estimados e o relacionamento desta com os candidatos a selecdo. Quanto maior
e mais representativa for a populacdo de treinamento e quanto maior o relaciona-
mento desta com os candidatos a sele¢do, maior sera a acuracia.
A herdabilidade da caracteristica em questdo. Quanto maior a herdabilidade, maior
sera a acuracia. Cabe destacar aqui que, por outro lado, a SG se torna cada vez
mais interessante e Util quanto menor a herdabilidade da caracteristica, posto que
para caracteristicas de alta herdabilidade, a vantagem relativa do uso de marcadores
moleculares se torna menor, com excec¢do de caracteristicas que, mesmo altamente
herdaveis, possuem expressdo tardia ou mensuragao complexa ou cara.

*+ A arquitetura genética da caracteristica alvo, ou seja, a distribui¢do dos efeitos do
QTL (ntimero de locos envolvidos e o tamanho do seus efeitos). Quanto menos
poligénica for a caracteristica ou quanto maior for o nimero de locos envolvidos
com grande efeito, maior serd a acuracia.

Do ponto de vista dos aspectos praticos e da relagdo de custo/beneficio no melho-
ramento, alguns dos fatores mais relevantes que afetam as perspectivas da SG incluem:
(1) o tamanho, composi¢do e esforco de fenotipagem dedicado a populagdo de treina-
mento; (2) a plataforma de genotipagem empregada, incluindo a qualidade dos dados
resultantes, o custo envolvido e a velocidade com a qual os dados sdo gerados; (3) a
extensdo da interacdo gendtipo por ambiente (G*A); e (4) o desempenho no longo
prazo dos modelos de predi¢do gendmica, incluindo a necessidade de atualizacdo
do modelo e o efeito potencial da SG na reducdo da diversidade, com a aceleragdo
dos ciclos de selecdo. Um tratamento mais detalhado foge do escopo deste capitulo,
mas pode ser encontrado em revisdes recentes sobre a selecdo gendmica em espécies
florestais e de plantas em geral (Isik, 2014; Lin et al., 2014; Grattapaglia, 2017).
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Impacto da sele¢do gendomica no melhoramento de Eucalyptus

O objetivo do melhoramento genético ¢ maximizar a resposta a selecdo por
unidade de tempo. O fator tempo ¢ extremamente relevante para o melhoramen-
to florestal, em vista da durag@o longa de um ciclo de sele¢do e recombinag@o. Na
expressdo de ganho genético, também chamada de equacdo do melhorista (breeder s
equation) (AG = i.rs /L), a intensidade de sele¢do (i), a acuracia de selegdo (r) € o
desvio padrdo aditivo (s, ) impactam diretamente no ganho, enquanto o denominador
¢ dado pelo tempo necessario para completar um ciclo de melhoramento (L) com
impacto inverso. A SG pode, portanto, aumentar o ganho genético por unidade de
tempo em um programa de melhoramento de duas formas. A SG permite aumentar a
intensidade de selec¢do, pois um ntimero maior de plantas podem ser genotipadas e seus
fenotipos preditos pela SG do que o nlimero de plantas tipicamente plantadas em testes
de progénie. Isto é particularmente relevante para caracteristicas caras para serem
mensuradas (ex. contetido de lignina) ou caracteristicas expressas em idade adulta
(ex. densidade da madeira). No entanto, o maior impacto da SG resultara da reducio
radical do tempo necessario para completar um ciclo. Os fenotipos das plantas candi-
datas a sele¢do podem ser preditos em idades ultra precoces, por exemplo, quando as
mudas estdo com poucas semanas ainda no viveiro, em vez de esperar varios anos até
as arvores expressarem os fendtipos. A acuracia da sele¢do (r) evidentemente também
¢ um dos principais propulsores do ganho genético e se a SG fornecer uma acuracia
maior do que a selegdo fenotipica convencional, melhor. No melhoramento genético,
esta acuracia ¢ fornecida pela raiz quadrada da herdabilidade, isto €, a propor¢do da
variancia fenotipica explicada pelos componentes genéticos. Na SG, a acurécia de
selecdo ou capacidade preditiva, é estimada pela correlacdo entre o valor genético
gendmico predito e o valor genético observado. Quando o objetivo de melhoramento
¢ selecionar individuos a serem utilizados como clones, o valor genético predito vai
envolver ndo apenas os efeitos aditivos, mas também os componentes ndo-aditivos.

A implementacdo de um programa de SG no melhoramento florestal envolve
essencialmente duas etapas (Figura 6). A primeira refere-se a construgdo do modelo
preditivo. Nesta etapa ¢ definida uma «populagdo de treinamento» composta por
individuos que sdo genotipados com milhares de marcadores de DNA e mensurados
para todas as caracteristicas de interesse, visando assim desenvolver e validar modelos
preditivos para serem usados posteriormente, na segunda etapa, na qual a SG ¢ efeti-
vamente colocada em pratica. Uma populacao de treinamento ¢ geralmente amostrada
a partir de um teste de progénie existente, derivado do cruzamento de um grupo de
genitores elite que foram selecionados para compor a populagio alvo a ser submetida
a processos recorrentes de sele¢do e recombinagdo no programa de melhoramento.
Normalmente, esse grupo de genitores elite tem um tamanho efetivo populacional (V)
entre 30 e 100 e um niimero censitario que variara nesse mesmo intervalo levando
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em consideragdo eventuais parentescos existentes entre os individuos. A populagdo
de treinamento devera ter pelo menos 1.000 e preferencialmente 2.000 individuos ou
mais. Entretanto, vale lembrar que quanto mais individuos forem genotipados e fenoti-
pados para treinar os modelos, melhor estimados serdo os efeitos dos marcadores ¢
mais robusto se tornara o modelo preditivo.

Na segunda etapa, a SG ¢ efetivamente aplicada aos candidatos a selegdo. Estes
candidatos a selecdo tipicamente correspondem a um grande numero de individuos de
familias de meios-irmaos ou irmaos completos derivados do cruzamento dos genitores
elite originais ou do cruzamento de individuos selecionados na propria populagdo de
treinamento ou do teste de progénie utilizado para compor a populagdo de treinamen-
to. Esses candidatos a selecdo sdo genotipados e tém seus valores genéticos gendmicos
estimados, usando o modelo preditivo desenvolvido anteriormente. As plantas melhor
classificadas podem ser submetidas a indu¢do de florescimento e cruzadas para gerar
a proéxima geracdo e/ou propagadas por clonagem e levadas a testes clonais de verifi-
cacdo, para posterior selecdo para a recomendacdo operacional. Além disso, todos
ou apenas um subconjunto aleatorio de candidatos a selecdo ja genotipados pode ser
plantado em delineamento experimental e fenotipado até a idade de rotagdo, para
fornecer dados adicionais para a atualizacdo do modelo preditivo a ser utilizado nas
geracdes subsequentes de SG, mitigando assim a erosdo da associagdo (desequilibrio
de ligago) entre marcadores e QTL, e o decaimento do relacionamento genético entre
a populacdo de treinamento e os candidatos a sele¢do, procurando manter, portanto, a
acuracia preditiva da SG ao longo das geragdes.

Estudos experimentais e de simulagdo detalharam as perspectivas promissoras da
SG em aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento florestal. No eucalipto
e demais espécies plantadas na forma de clones, a SG ndo s6 poderia eliminar o
teste de progénie, mas também reduziria o tempo e os custos envolvidos na fase de
testes clonais, reduzindo o numero de arvores testadas (Figura 7). Em coniferas, a SG
combinada a embriogénese somatica poderia aumentar consideravelmente a eficiéncia
dos protocolos de propagacdo clonal atuais, permitindo a pré-selecdo de embrides
zigobticos com base na genotipagem e estimativa de seu valor genético gendmico ¢ a
expansdo imediata de linhagens embriogénicas elite para o estabelecimento de ensaios
clonais ou diretamente em planta¢des comerciais.

Além do ganho de tempo e intensidade de sele¢do, uma vantagem pouco citada da
SG tem a ver com a possibilidade de realizar com eficiéncia a selegdo simultanea para
varias caracteristicas, em um grande niimero de individuos. E praticamente impossivel
para qualquer programa de melhoramento concluir uma avaliagdo rigorosa de todas as
caracteristicas de interesse em todas as arvores de um teste de progénie. Dependendo
dos objetivos da produgao florestal, as caracteristicas alvo geralmente incluem cresci-
mento volumétrico, conicidade e retiddo do caule, propriedades fisicas e quimicas
da madeira, capacidade de enraizamento, tolerancia a pragas, doengas, seca ¢ geada.
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Figura 7. Comparagao dos fluxogramas temporais e das etapas de execugao de programas de selegdo
recorrente intra-populacional (caixinhas azuis e verdes) e selecdo e recomendacao de clones (caixi-
nhas vermelhas) utilizando a sele¢do gendmica (SG) ou a metodologia convencional de selegdo
fenotipica para o melhoramento de Eucalyptus. Ambos os métodos iniciam no ano zero com a
mesma populacdo base de melhoramento. No caso da selecdo gendmica assume-se que os modelos
preditivos ja foram previamente desenvolvidos. Caixinhas cinza correspondem as a¢des necessarias
para atualizag¢@o continua e progressiva dos modelos preditivos de sele¢ao gendmica. Figura adapta-
da reproduzida com permissao (Grattapaglia, 2017).

Em eucaliptos tropicais, por exemplo, mesmo em testes clonais, a avalia¢do de todas
as caracteristicas de interesse ¢ tipicamente realizada somente nos estagios finais dos
testes clonais ampliados para um niimero muito limitado de clones potenciais que
foram pré-selecionados apenas para crescimento e densidade de madeira (Rezende et
al., 2014). Devido a razdes praticas e de custos, uma abordagem sequencial em tandem
¢ normalmente usada, combinando niveis independentes de sele¢do para se chegar a
classificacdo (ranking) do valor final dos candidatos. Na SG, uma vez que os valores
genéticos sdo preditos para cada caracteristica separadamente, indices de selegdo
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podem ser usados combinando as predi¢des de todas as caracteristicas sob analise
em um Unico valor, para cada candidato. A validade desta abordagem de multiplos
passos repousa sobre uma propriedade que o Best Linear Unbiased Prediction (Blup)
de qualquer combinacdo linear de caracteristicas ¢ igual a combinag@o linear dos
valores preditos por Blup das caracteristicas individuais (White et al., 2007). Portanto,
o efeito liquido da SG seria um aumento notavel na intensidade de sele¢@o na fase de
viveiro para todas as caracteristicas, simultaneamente, melhorando consideravelmente
a eficiéncia geral do programa de melhoramento. Além disso, a SG para multiplas
caracteristicas poderia aumentar significativamente a acuracia da predi¢do para uma
caracteristica de baixa herdabilidade ou para caracteristicas com um nimero limitado
de registros fenotipicos, quando uma caracteristica correlacionada e de alta herdabili-
dade ¢ disponivel.

Selecao genomica: resultados experimentais em espécies de
Eucalyptus

Os experimentos de SG em espécies de Eucalyptus tém procurado espelhar
a estrutura das populagdes reais de melhoramento e adotar delineamentos que
respondem, com satisfacdo as expectativas teoricas de diversidade e relacionamento
entre os individuos utilizados no treinamento ¢ na validagdo. Os trabalhos desen-
volvidos pela Embrapa, em estreita colaboragdo com empresas florestais brasileiras,
tém buscado avaliar o impacto das diferentes variaveis, particularmente relevantes
para o melhoramento florestal, na acuracia da predi¢do, incluindo o nivel de relacio-
namento entre a populacdo de treinamento e de validacdo, o efeito da interagdo
genodtipo*ambiente, ¢ o desempenho de diferentes abordagens analiticas que se
baseiam em diferentes premissas a respeito da arquitetura genética das caracteristicas
quantitativas alvo da selecdo. De forma geral, as capacidades preditivas relatadas nos
diferentes estudos com Eucalyptus, bem como com outras espécies florestais, princi-
palmente de coniferas, t€m sido muito satisfatorias (Grattapaglia, 2017; Grattapaglia
et al., 2018), consistentes com as expectativas de trabalhos iniciais de simulagdo em
espécies florestais (Grattapaglia; Resende, 2011; Iwata et al., 2011).

Dois estudos experimentais de SG foram os pioneiros na area florestal com parti-
cipagdo destacada da Embrapa. Um em Eucalyptus envolvendo duas populacdes de
melhoramento ndo relacionadas, com tamanhos efetivos populacionais contrastantes,
avaliadas em ambientes diferentes (Resende et al., 2012), e um segundo envolvendo
um conjunto de familias de irmaos completos de Pinus taeda clonados e plantados
em quatro ambientes diferentes, ¢ mensurados em duas idades diferentes (Resende et
al., 2012). Em ambos os estudos, capacidades preditivas equivalentes aquelas obtidas
por selecdo fenotipica foram estimadas por validacdo cruzada para caracteristicas de
crescimento e qualidade da madeira. Os resultados sugeriram que ganhos potenciais
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de 50% a 200% na eficiéncia de selecdo poderiam ser alcangados. Entretanto, estes
estudos também mostraram que as capacidades preditivas dependem fortemen-
te da existéncia de relacionamento genético entre a populacdo de treinamento e de
validagdo, e sdo impactadas pelas interacdes G*A e juvenil-adulto, de modo que as
predigdes serdo efetivas quando realizadas no mesmo ambiente onde, ¢ na mesma
idade quando, os dados de treinamento foram coletados.

Nos ltimos anos diversos estudos experimentais de SG vém sendo publicados
em espécies de eucalipto pela equipe da Embrapa, sempre em colaboragdo com o setor
produtivo no intuito de fomentar a internalizagdo desta nova abordagem técnica nos
programas de melhoramento das empresas florestais brasileiras (Lima, 2014; Torres-
Dini et al., 2016; Muller et al., 2017; Resende et al., 2017; Tan et al., 2017, 2018;
Cappa et al., 2019). Todos estes estudos, sem excecdo, corroboraram as perspectivas
promissoras da SG para acelerar o melhoramento de eucalipto, ressaltando que todos
eles utilizaram a plataforma comum de genotipagem EUChip60K desenvolvida pela
Embrapa para espécies de Eucalyptus (Silva-Junior et al., 2015). O desenvolvimento
e disponibilizagdo deste sistema de genotipagem no dominio publico realizada pela
Embrapa ndo apenas acelerou significativamente o acesso & SG por empresas e grupos
de pesquisa interessadas em todo o mundo, mas também vem permitindo a execugao
de estudos comparativos e meta-analises de dados, uma vez que os mesmos SNPs
foram utilizados, seguindo a mesma filosofia adotada para plataformas de genotipa-
gem de seres humanos. Por fim, cabe destacar que em fungdo do tempo necessario
para obter dados experimentais de duas geragdes em espécies florestais, até hoje os
estudos ainda ndo puderam avaliar o desempenho da SG entre geracdes, ou seja,
usando dados de treinamento de uma geracdo ancestral para prever e validar fendtipos
de descendentes na geracdo seguinte. Validacdo cruzada e externa, bem como estima-
tivas de acuracia preditiva foram realizadas exclusivamente dentro da mesma geragéo,
embora um estudo recente tenha tentado observar, com sucesso, a predi¢do entre
geracdes ao consolidar dados de alguns poucos genitores e descendentes em mesmo
conjunto de treinamento (Bartholome et al., 2016). Um detalhamento dos principais
resultados e contribuigdes de todos esses estudos na avaliagdo das perspectivas da SG
para o melhoramento florestal foge ao objetivo deste capitulo, mas foram revisados
recentemente (Grattapaglia, 2017; Grattapaglia et al., 2018).

Aspectos operacionais e perspectivas para a implementacio
da selecio genomica

Conforme descrito anteriormente, a operacionalizacdo de um programa de SG
demanda inicialmente o desenvolvimento dos modelos preditivos, utilizando para isso
uma populagdo de treinamento devidamente genotipada com alta densidade de marca-
dores e fenotipada com alta qualidade para o maior nimero possivel de caracteristicas
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de interesse ao programa. Em seguida, ja na etapa de utilizago efetiva da SG, uma vez
realizada a genotipagem de SNPs e a predigdo gendmica de todas as caracteristicas-
-alvo para os candidatos a sele¢do (em geral mudas jovens ainda no viveiro) trés
possiveis rotas nao exclusivas podem ser seguidas com estas plantas:

*+ As plantas melhor classificadas para valor genético gendmico de melhoramento
(VGGM) (efeitos aditivos) (genomic breeding value) sdo encaminhadas imedia-
tamente para a indug¢do de florescimento com os varios métodos disponiveis tais
como a indugdo com fitoreguladores, ou enxertia de topo, e logo recombinadas
para rapidamente gerar uma nova populagdo melhorada, completando assim o ciclo
recorrente de selecdo.

* As plantas melhor classificadas para valor genético genomico total (VGGT) (efeitos
aditivos e ndo aditivos) sdo selecionadas com intensidade de selecdo desejada e
clonadas ainda no viveiro e testes clonais de verificacdo implantados, visando uma
selecdo final de clones operacionais para plantio comercial.

+ Uma vez que o investimento da genotipagem ja foi realizado, todas ou apenas um
subconjunto de algumas centenas de plantas pode ser instalado em ensaios de campo
para fornecer, no devido tempo, dados fenotipicos a serem agregados ao conjunto
de dados iniciais da populacdo de treinamento, permitindo assim uma atualizagdo
continua do modelo preditivo.

Com este esquema tentativo sugerido, espera-se que a SG possa eliminar a
etapa de testes de progénie, acelerando a conclusdo de um ciclo de melhoramento
e permitindo a sele¢do de clones elite mais rapidamente. Com a SG, um ciclo de
sele¢do recorrente de eucalipto tropical podera durar de 5 a 6 anos, dependendo
da capacidade de induzir florescimento, enquanto no melhoramento tradicional ele
dura entre 12 e 18 anos dependendo da estratégia e agilidade na conducdo. Duas
geragdes de clones elite podem ser recomendadas via SG em 14 a 15 anos, enquanto
a selecdo fenotipica padrao forneceria apenas uma recomendacdo no mesmo periodo
(Figura 7). E importante destacar que, mesmo com o uso da SG, embora predi¢des
precisas de propriedades de madeira possam ser obtidas nas plantas jovens, um teste
clonal de verificagdo de desempenho no campo, com duragado até a idade de rotacao
(6 anos) deve ser mantido da mesma forma que no melhoramento convencional,
para avaliar aspectos de adaptabilidade que a SG pode ter dificuldade em predizer.
Dependendo do desempenho da SG, entretanto, e & medida que o programa avanga
gerando mais dados sobre todo o processo pode ser possivel até mesmo eliminar ou
encurtar o teste clonal de verificacdo final, acelerando ainda mais a recomendacgao
de novos clones.

A aplicacdo efetiva da predi¢do gendmica em um programa de melhoramento
florestal, entretanto, variard de caso a caso, com base em uma analise detalhada da
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relacdo custo/beneficio. A SG pode ndo ser uma opcao para programas de melhora-
mento de eucalipto em pequena escala ou para espécies de menor expressao, mercado
limitado ou de nicho, pouca informacao genética anterior e orcamentos modestos. Por
outro lado, para programas de melhoramento agressivos como aqueles conduzidos por
empresas florestais que sustentam grandes operacdes industriais, parece claro que os
ganhos de tempo ¢ intensidade de selecdo, juntamente com a racionaliza¢do dos testes
clonais, representa um avango importante. A ado¢do da SG pode, portanto, tornar-se
uma vantagem competitiva ao acelerar a recomendacao de clones.

Ao finalizar a discussdo da SG para Eucalyptus, algumas conclusdes derivadas
dos relatos experimentais de predigdo gendmica podem ser, por fim, mencionadas.
Espera-se que essas conclusdes auxiliem a tomada de decisdo quanto aos investimen-
tos em projetos de pesquisa e implementacao operacional da SG nos programas de
melhoramento das organizagdes.

Para a implementacdo bem-sucedida da SG, todos os estudos experimentais
demonstraram que ¢ crucial que os candidatos a sele¢do sejam geneticamente relacio-
nados & populagdo de treinamento. Vdarios estudos ratificaram que a remocdo do
relacionamento genético entre os individuos utilizados no treinamento e na validagao
resultou na reducdo abrupta da capacidade preditiva. A avaliagdo do impacto do
relacionamento genético sobre a capacidade preditiva, a medida que as geracdes de
selecdo avancam, se afastando, assim, da populag@o original de treinamento ¢ uma
area de estudo importante. Neste sentido, estratégias de atualizacdo dos modelos
preditivos como as descritas por (Iwata et al., 2011) serdo muito importantes para
contrabalancar a deterioracdo esperada do relacionamento genético e do desequilibrio
de ligacdo resultante da recombinagdo genética, e com isso manter capacidades predi-
tivas elevadas ao longo do programa.

Praticamente todos os estudos em espécies florestais estimaram capacidades
preditivas satisfatorias, usando densidades de genotipagem da ordem de 5.000 a
10.000 marcadores SNPs, muito provavelmente devido ao papel central do relacio-
namento genético como fator propulsor da capacidade preditiva. Densidades mais
elevadas de marcadores, entretanto, sdo recomendadas para capturar desequilibrio de
ligagdo efetivo e, com isso, em teoria, sustentar a capacidade preditiva de modelos no
longo prazo. Uma plataforma de genotipagem eficiente ja ¢ disponivel para espécies
de Eucalyptus. Embora métodos de genotipagem por seqiienciamento possam vir a ser
uma alternativa de mais baixo custo, eles ainda precisam melhorar significativamen-
te a qualidade dos dados gerados. As tecnologias de genotipagem em microarranjos
de contetudo fixo de SNPs constituem, hoje, o padrdo ouro em termos de qualidade,
reprodutibilidade e velocidade de geragdo de dados e facilidade de uso por parte do
melhorista. Os custos de genotipagem cairam significativamente nos ultimos anos, ¢
jé alcangaram hoje custos essencialmente equivalentes aos custos da genotipagem por
sequenciamento. Com o uso crescente de microarranjos comuns por grande niimero
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de organizagdes, estes custos podem cair mais ainda. O custo de genotipagem, antes
considerado um fator limitante para a adog@o da SG, ndo parece ser mais um entrave
relevante.

Estudos de SG mostraram que as capacidades preditivas diminuiram quando
modelos treinados em um ambiente foram validados em um ambiente diferente,
embora a magnitude de tal reducdo variasse conforme a caracteristica considerada.
Basicamente, dados existentes de estudos convencionais da interacdo G*A ou juvenil-
-adulto sdo um indicativo preciso do que esperar da predi¢do genomica entre diferen-
tes ambientes e idades. Como regra geral, boas predi¢cdes gendomicas exigirdo modelos
de treinamento construidos com fenoétipos mensurados no mesmo ambiente ¢ idade
onde e quando se pretende utiliza-los nos candidatos a selecdo.

Apesar das estimativas encorajadoras de capacidade preditiva até agora, deve-se
ressaltar mais uma vez que todos os estudos até o momento avaliaram apenas o
potencial da SG dentro de uma mesma geragdo. Em outras palavras, os conjuntos de
treinamento e validagdo eram contemporaneos. Nenhum resultado de SG em eucalipto
em geracgdes verdadeiramente independentes de genitores e descendentes foi gerado e
muito menos o desempenho da SG em geragdes mais distantes da populagédo de treina-
mento. Além disso, o impacto da recombinagao e selecdo ao longo das geragdes sobre
a capacidade preditiva ainda ndo pdde ser avaliado, uma questdo que pode se tornar
mais relevante a medida que as geracdes de SG avangam. Existe um esfor¢o global de
varios grupos de pesquisa que trabalham na area para gerar dados experimentais sobre
capacidade preditiva efetivamente realizada pela SG entre geragdes nos proximos
anos. Vdrios experimentos estdo em andamento, principalmente com eucalipto e
pinus, visando a avaliacdo comparativa entre as classificagdes de individuos obtidas
com dados gendmicos, ¢ aquelas observadas na idade de rotag@o para caracteristicas
como crescimento ¢ qualidade da madeira.

O melhoramento genético florestal convencional ja enfrenta hoje um desafio
crescente para a recomendacdo de clones em vista das flutuagdes ambientais cada
vez mais frequentes e imprevisiveis. Em outras palavras, o ambiente que resultou
no desempenho de um individuo selecionado em testes de progénie ou teste clonal
pode ndo vir a ser exatamente o ambiente ao qual ele serd exposto quando ele vier
a ser plantado em florestas comerciais. No caso da SG este desafio pode ser mais
critico ainda. Modelos preditivos construidos para a predi¢do de fenotipos em animais
domésticos tendem a manter boa acuracia uma vez que o manejo (nutrigdo, tempe-
ratura, controle de pragas e doengas) pode ser controlado com bastante precisdo, o
que ajuda a explicar o grande sucesso da SG nesta area. No caso florestal, entretan-
to, com as flutuagdes ambientais, ¢ praticamente inviavel assegurar que o ambiente
alvo no qual os fenoétipos utilizados para treinar um modelo preditivo venha a ser o
mesmo para os individuos selecionados ao longo das geragdes. Isto torna o aspecto
do re-treinamento dos modelos preditivos uma questdo chave para o sucesso da SG



Capitulo 4 - Gendmica aplicada a genética e melhoramento de Eucalyptus na Embrapa: 25 anos ...

no melhoramento florestal. A implementacao eficiente da SG vai demandar a atuali-
zagao continua dos modelos pela inclusdo de novos dados fenotipicos ¢ genotipicos
coletados a cada gerag@o, de modo a capturar os efeitos das flutuagdes ambientais nos
modelos e com isso assegurar a sustentabilidade da capacidade preditiva dos mesmos.

Um método de predi¢do gendmica deve fornecer alta precisdo, limitar o sobre-
-ajuste (overfitting) do modelo sobre a populacdo de treinamento e capturar LD além
de parentesco, para maior estabilidade no longo prazo. Um bom método deve ser
facil de implementar, confidvel para uma ampla gama de caracteristicas e conjuntos
de dados e computacionalmente eficiente. Em intimeros trabalhos realizados com
espécies anuais, florestais ¢ de animais domésticos, o método Ridge Regression-
BLUP (RR-BLUP) e o seu equivalente G-BLUP foram eficazes em fornecer o melhor
compromisso entre o tempo computacional e a eficiéncia de predicdo. O RR-BLUP
assume que a caracteristica € controlada por muitos locos de pequeno efeito, sugerindo,
portanto, que as caracteristicas quantitativas aderem adequadamente a premissa do
modelo infinitesimal. Varios softwares de acesso aberto estdo disponiveis para imple-
mentar este método e cursos de treinamento sobre seu uso sdo oferecidos regularmente
por varias instituicdes em todo o mundo. Ainda assim, pesquisas sobre o assunto
vém sendo desenvolvidas para oferecer abordagens mais eficientes de aprendizado de
maquina (machine learning) e inteligéncia artificial, para incorporar componentes de
varia¢do ndo aditiva e otimizar métodos de classificacao individual de arvores, quando
a selecdo clonal € o objetivo.

O sucesso da implementacdo operacional da SG vai depender também, em boa
parte, de aspectos logisticos como infraestrutura de viveiro, coleta e rastreamento de
amostras, extragao e qualificacdo de DNA em larga escala, contratagdo de provedores
de servicos de genotipagem e analise de dados. Evidentemente a correta identifica-
cdo de amostras ao longo de todo o processo passa a ser uma questdo central para o
sucesso da SG. No entanto, varios desses componentes ja sdo usados rotineiramen-
te, embora em menor escala, em operagdes de viveiro de grandes empresas de base
florestal ou podem ser facilmente estabelecidos internamente ou acessados por meio
de prestadores de servigos especializados em sistemas de informatizados de gerencia-
mento utilizados em laboratorios de andlise clinica.

Uma analise detalhada da relacdo de custo e beneficio em adotar a GS utili-
zando metodologias de valor presente liquido é um passo absolutamente necessario
antes de considerar a sua implementa¢do. O avango inovador que a GS causou no
melhoramento de bovinos de leite ¢ frequentemente usado como um exemplo do
uso economicamente bem-sucedido dessa tecnologia. Entretanto, enquanto bovinos e
arvores compartilham o mesmo desafio dos longos tempos de geragdo, a logistica ¢ o
custo de testar um touro sdo substancialmente mais altos do que a avaliagdo de uma
arvore no campo, de modo que o custo da genotipagem em bovinos frente ao ganho
na intensidade de sele¢do ¢ facilmente justificado. Entretanto, a consolidagdo de um
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nimero grande de amostras, em programas de melhoramento de varias organizagdes
para genotipagem de SNP em contratos de longo prazo, ja fornece hoje a economia de
escala necessaria para viabilizar os custos. Trabalhos de bioinformatica e validagao de
SNPs em microarranjos estdo bem avangados no LGV-Embrapa visando o desenvol-
vimento de disponibilizagdo de uma plataforma de genotipagem de SNPs de segunda
geragdo em parceria com a empresa detentora da tecnologia de microarranjos. Este
novo microarranjo de genotipagem de SNPs com um maior nimero de SNPs, estimado
nao faixa de 70 a 75 mil, consideravelmente mais otimizado devera ser oferecido no
mercado em breve com custos extremamente competitivos, de ordem de 40% do custo
do EuCHIP60K, de forma a tornar a SG uma opgao cada vez mais accessivel a todo o
setor florestal baseado em florestas de eucalipto.

Conclusoes

O Brasil € reconhecido mundialmente como um dos lideres no desenvolvimento e
aplicacdo de inovagdes na area de genética, melhoramento e propagagdo de eucalipto.
Este sucesso ocorreu principalmente em fungdo do espirito empreendedor do setor
produtivo de base florestal sempre estimulado pela pressdo do mercado a desenvolver
solugdes locais e buscar inovagdes tecnologicas para manter € aumentar a competi-
tividade. Outro aspecto fundamental que tem contribuido de forma decisiva para o
sucesso do setor florestal produtivo brasileiro tem sido a forte predisposi¢ao, seja entre
as empresas bem como delas com a Embrapa, as diversas universidades e institui¢des
de pesquisa, em compartilhar conhecimentos e encarar desafios de pesquisa e desen-
volvimento de forma colaborativa, numa visdo publico-privada que, espera-se, possa
se tornar cada vez mais frequente em outros setores industriais do Pais. A evolucdo
que o Brasil teve na area de utilizagdo efetiva de ferramentas gendmicas no melhora-
mento florestal iniciada principalmente com o Projeto Genolyptus e continuada com o
Projeto Nextree e outras iniciativas que, de uma forma ou de outra, surgiram a partir do
Genolyptus ou do projeto internacional de sequenciamento do genoma do eucalipto, é
um dos exemplos nesta linha, que segue ativa até hoje com diversos projetos em varias
organizacdes. As contribui¢des da Embrapa, retratadas neste capitulo, notadamente
tiveram, e continuam tendo, papel importante para que o pais alcancasse este estagio
atual.

Para a consolidagdo das novas ferramentas genémicas como um instrumento
adicional efetivo do melhoramento genético, é fundamental, entretanto, que os inves-
timentos brasileiros em pesquisa sejam continuos, seja mediante de parcerias publico-
-privadas bem como com crescentes investimentos em projetos competitivos dentro
das empresas, profundamente interconectados com as estratégias e tecnologias da
genética biométrica e melhoramento florestal. A Selegdo Gendmica no melhoramento
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¢ hoje um toépico quente no melhoramento de plantas e animais em todo o mundo,
e representa talvez o melhor exemplo atual de convergéncia entre as tecnologias
gendmicas de alto desempenho e os conceitos fundamentais da genética quantitativa
(Grattapaglia et al., 2018). Embora os principios da genética quantitativa e melhora-
mento que fundamentam a SG devam permanecer essencialmente como sdo, aqueles
relacionados com a gerago e analise de dados certamente irdo evoluir & medida que
novas tecnologias de genotipagem e sequenciamento de DNA se materializarem e
abordagens mais potentes de ciéncia de dados e inteligéncia artificial forem desenvol-
vidas. A medida que a SG for sendo adotada nas diversas organizagdes e, com isso,
uma quantidade crescente de dados experimentais for sendo coletada e disponibili-
zada, a predicdo gendmica poderd se tornar uma plataforma experimental poderosa
para auxiliar na investigagdo da base molecular das caracteristicas quantitativas que,
por sua vez, vai auxiliar no direcionamento de estratégias efetivas de edi¢ao génica.
A elucidagdo completa das conexdes entre o genoma ¢ a expressdo final das caracte-
risticas multifatoriais no eucalipto, no entanto, continuard a ser um empreendimento
desafiador devido a dinamica de tempo e espago a qual arvores sdo sujeitas, € aos
processos estocasticos de dificil predi¢do que impactam as relagdes complexas entre
genotipos e fenodtipos.
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