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RESUMO

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze € uma conifera subtropical endémica no sul e
sudeste do Brasil e areas menores na Argentina e no Paraguai. Essa espécie icnica
destaca-se como uma das duas Unicas gimnospermas nativas brasileiras, atualmente
em risco de extincdo e ainda essencialmente inexplorada do ponto de vista do
melhoramento genético apesar de seu alto valor madeireiro. Neste trabalho
investigamos a variagdo geneética para caracteristicas de crescimento de Araucaria
angustifolia em um estudo envolvendo 122 familias de 15 procedéncias de duas
regioes brasileiras. Medidas coletadas nas idades de 7, 24, 32, 33 e 35 anos foram
usadas para ajustar curvas de crescimento continuo com base em modelos de efeito
misto nao-lineares para 2.158 arvores, fornecendo estimativas para idades nao
medidas no intervalo de 7-35. Os valores estimados coincidiram com os observados
e uma reducdo do coeficiente de variacdo residual foi observada nos dados
estimados, tornando as curvas estimadas mais confidveis para prever padrbes de
crescimento. Procedéncias com grande potencial de melhoramento e conservacéo
genética foram identificadas com adaptacdo variavel para apoiar as mudancas
climaticas e paisagisticas globais. Os dados de crescimento indicam claramente o
potencial de selecdo precoce de 7 a 10 anos, com 85% de precisédo na selecao aos
35 anos e a possibilidade de encurtar a idade de rotacdo para 15 a 20 anos,
selecionando os melhores individuos e familias. Um programa de melhoramento
moderno depende da disponibilidade de ferramentas de genotipagem de alto
rendimento, que se tornou um pré-requisito ndo apenas para analises mais
sofisticadas da diversidade e estrutura genética em populagbes naturais, mas
também para a pratica de melhoramento genético envolvendo reconstrucdo de
parentesco e implementacdo da selecdo gendmica. Até o momento, estudos
genéticos de populacdes naturais de araucaria foram realizados usando dezenas de
marcadores microssatélites limitando assim a capacidade de evoluir para
investigagBes mais sofisticadas, e ndo existe nenhum estudo associando analises a
marcadores moleculares e programas de melhoramento. Neste estudo,
desenvolvemos um catalogo de 44.318 SNPs anotados para Araucaria angustifolia,
os primeiros SNPs para o género, descobertos a partir dos dados de sequenciamento
de RNAseq e RAD. A partir do catalogo SNP, um array Axiom® SNP com ~3.000



SNPs validados foi desenvolvido e usado para fornecer uma visdo abrangente da
diversidade genética e estrutura de 15 populacbes em toda a faixa de ocorréncia
natural da espécie. Das 22.983 sequéncias utilizadas, 15.144 possuem homologia
com sequéncias ja publicadas, e destas, 5.301 possuem homologia com Picea
sitchensis, conifera de grande importancia industrial e ecolégica em paises
temperados. Ao comparar dados de microssatélites e SNP no mesmo conjunto de
individuos de A. angustifolia, mostramos que os SNPs refletem com maior precisao
os padrdes reais de diversidade e estrutura genética em todo o genoma, desafiando
avaliacbes anteriores baseadas em microssatélites. Além disso, os SNPs
corroboraram o principal gradiente genético norte-sul conhecido, e permitiram uma
atribuicdo mais precisa a diferenciacao regional versus entre populacdes, indicando
o potencial de selecionar marcadores informativos de ancestralidade. Também.
Combinando os SNPs desenvolvidos e as curvas de crescimento ajustadas, este
trabalho também teve como objetivo propor uma metodologia baseada na selecdo
gendmica (GS) para acelerar o melhoramento genético de A. angustifolia. Foi utilizado
um conjunto de 1.710 SNPs combinados com 26 SSRs, 857 plantas foram
genotipadas com ambas as plataformas de marcadores. Utilizando dados de
crescimento de 35 anos, foram observados componentes de variancia aditiva, de
dominancia e epistatica, sendo o primeiro 0 mais prevalente na expressao volumétrica
do crescimento das arvores. Nossas descobertas mostram que é possivel treinar
modelos a partir dos 12 anos de idade visando a selecédo indireta bem-sucedida de
individuos aos 35 anos. Dado o longo tempo necessério para alcangar o crescimento
maximo das arvores e a boa qualidade dos modelos, a SG foi muito competitiva com
a selecao fenotipica abrindo excelentes oportunidades para estabelecer um programa
de melhoramento economicamente viavel e eficiente dessa iconica conifera brasileira.
Esses resultados destacam o enorme potencial de expansao dos investimentos em
silvicultura de melhoramento e plantio de A. angustifolia, com um aprimoramento

concomitante dos esfor¢os de conservacéao.

Palavras-chave: Marcadores moleculares, SNP, SSR, Araucaria, Fst, genética de

populacdes, melhoramento florestal, Selecdo Genémica.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze is a subtropical coniferous tree endemic to
southern and southeastern Brazil and smaller areas in Argentina and Paraguay. This
iconic species stands out as one of the only two native Brazilian gymnosperms,
currently at risk of extinction and still essentially unexplored from the point of view of
genetic improvement despite its high logging value. In this study we investigated the
genetic variation for growth traits of Araucaria angustifolia in a trial involving 122
families from 15 provenances from two Brazilian regions. Measurements at ages 7,
24, 32, 33 and 35 were used to adjust continuous growth curves based on nonlinear
mixed-effect models for 2,158 trees, providing estimates for unmeasured ages in the
7-35 interval. Estimated values closely matched observed ones and a reduction of the
coefficient of residual variation was observed in the estimated data, making the
estimated curves more reliable to predict growth patterns. Provenances with great
potential for breeding and genetic conservation were identified with variable adaptation
to support global climate and landscape change. Growth data clearly indicates
potential for early selection at age 7-10 with 85% accuracy of selection at age 35, and
the possibility of shortening rotation age to 15-20 years by selecting the best
individuals and families. A modern breeding program relies on the availability of high
throughput genotyping tools, which became a prerequisite not only for more
sophisticated analyses of diversity and genetic structure in natural populations but also
for the practice of advanced breeding involving kinship reconstruction and
implementation of genomic selection. To date, genetic studies of natural Araucaria
populations have been performed using dozens of microsatellite markers limiting the
ability to evolve to more sophisticated investigations, and no study exists associating
analysis with molecular markers and breeding programs. In this study, we developed
a 44,318 annotated SNP catalog for Araucaria angustifolia, the first SNPs for the
genus, discovered from RNAseq and RAD-sequencing data. From the SNP catalog,
an Axiom® SNP array with 3,038 validated SNPs was developed and used to provide
a comprehensive look at the genetic diversity and structure of 15 populations across
the natural range of the species. Of the 22,983 sequences used, 15,144 have
homology with sequences already published, and of these, 5,301 have homology with

Picea sitchensis, conifer of great industrial and ecological importance in temperate



countries. By matching microsatellite and SNP data on the same set of A. angustifolia
individuals, we show that SNPs reflect more precisely the actual genome-wide
patterns of genetic diversity and structure, challenging previous microsatellite-based
assessments. Moreover, SNPs corroborated the known major north-south genetic
cline and allowed a more accurate attribution to regional versus among-population
differentiation, indicating the potential to select ancestry-informative markers.
Combining the SNPs developed and the adjusted growth curves, this work also aimed
to propose a methodology based on genomic selection (GS) to accelerate the genetic
improvement of A. angustifolia. A set of 1,710 SNPs combined with 26 SSRs was
used, 857 plants were genotyped with both marker platforms. Using 35 years of growth
data, components of additive, dominant and epistatic variance were observed, the first
being the most prevalent in volumetric expression throughout the growth of the trees.
Our findings show that one can train models as early as 12 years of age aiming at
successful indirect selection of individuals at age 35 years. Given the long time
necessary to reach maximal growth of the trees and the good quality of the models,
GS was very competitive with phenotypic selection, opening outstanding opportunities
to establish an economically viable and efficient breeding program of this iconic
Brazilian conifer. These results underscore the huge potential of expanding
investments in breeding and plantation forestry of A. angustifolia with a concomitant

enhancement of conservation efforts.

Keywords: molecular markers, SNP, SSR, Araucaria, Fst, population genetics,

forestry breeding, Genomic Selection.



INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma arvore conifera subtropical
endémica do sul e sudeste do Brasil e de areas menores na Argentina e no Paraguai,
ocorrendo em altitudes entre 500 e 1800 m. Esta espécie icOnica se destaca como a
Unica espécie de gimnosperma nativa no Brasil e, junto com A. araucana, as unicas
duas coniferas nativas da América do Sul. A. angustifolia € também a espécie lider na
Floresta Ombrofila mista (também conhecida como Floresta de Araucaria), composta
por uma mistura distinta de elementos floristicos temperados e tropicais (Klein, 1960).

Até o inicio do século passado, A. angustifolia ocupava uma area de
aproximadamente 200.000 km? em todo o sul do Brasil, que foi rapidamente reduzida
pela extrac@o extensiva de madeira e conversao de terras atraves das varias ondas
de colonizacdo e expansdo agricola. A espécie integra hoje a Lista Vermelha de
espécies ameacadas de extingdo da IUCN. A exploracédo desordenada principalmente
durante o século 20 reduziu sua area de ocorréncia natural a aproximadamente 3%
do total inicial (GUERRA; SILVEIRA; DOS SANTOS; ASTARITA et al., 2000). A alta
gualidade da madeira da Araucaria permitiu que fosse usada para diversos fins -
construcdo, movelaria e celulose (CARVALHO, 1994). Sua exploracao intensificou-se
no comeco do século 20 e teve seu auge entre as décadas de 1950 e 1970, quando
0 metro cubico da espécie era o produto madeireiro mais importante do Brasil
(SHIMIZU; OLIVEIRA, 1981). A coleta e comercializacdo de pinh&do constituem uma
importante fonte de renda para familias dessa regido até os dias de hoje. Em 2015
foram produzidas aproximadamente 8.393 toneladas de pinhdo gerando uma renda
de mais de 21 milhdes de reais, sendo 80% desse montante oriundos dos estados do
Parana e de Santa Catarina (IBGE, 2015).

Estudos de diversidade genética em populacdes naturais compreendem a
descricdo dos niveis e dinamica da variacao genética existente e a forma como essa
variacao é estruturada dentro e entre populacdes. Informacdes sobre a diversidade e
estrutura genética de populagcbes naturais ajudam a definir estratégias de
conservacdo bem como subsidiar acbes de domesticacdo e melhoramento genético
da espécie (PUTMAN; CARBONE, 2014). A caracterizacdo da diversidade genética
de Araucaria angustifolia foi por muito tempo realizada exclusivamente com base na

mensuracao de caracteristicas fenotipicas no ambito de programas iniciais de testes



de procedéncias e progénies, com destaque para crescmento volumétrico. O
desenvolvimento e uso de marcadores moleculares permitiu um importante avango
na caracterizacdo de recursos genéticos da espécie. Inicialmente trabalhos usando
marcadores isoenzimaticos foram utilizados na década de 80 revelando uma alta
diversidade genética dentro de populacdes e baixa entre populacdes naturais
(AULER; REIS; GUERRA; NODARI, 2002; MANTOVANI; MORELLATO; DOS REIS,
2006; SHIMIZU; JAEGER; SOPCHAKI, 2000). A partir do final da década de 90
trabalhos foram publicados caracterizando a diversidade genética em A. angustifolia
com base em marcadores moleculares RAPD (MAZZA, 1997; MEDRI; RUAS; HIGA,
MURAKAMI et al., 2003) e AFLP (SOUZA; SALGUEIRO; CARNAVALE-BOTTINO;
FELIX et al., 2009). Marcadores microssatélites foram em seguida desenvolvidos e
utilizados para andlises genéticas de Araucaria. SCOTT; SHEPHERD e HENRY
(2003) desenvolveram primers para 10 marcadores microssatélites em A.
cunninghamii. ROBERTSON; HOLLINGSWORTH; KETTLE; ENNOS et al. (2004)
desenvolveram primers para 5 marcadores microssatélites em A. columnari.
SALGUEIRO; CARON; DE SOUZA; KREMER et al. (2005) desenvolveram primers
para mais 6 microssatélites em A. angustifolia e A. araucana., SCHMIDT; CIAMPI,
GUERRA e NODARI (2007) desenvolveram primers para 29 microssatélites em A.
angustifolia e MARTIN; MATTIONI; LUSINI; DRAKE et al. (2012) para mais 10
marcadores microssatélites porém apenas 8 deles foram polimorficos em A.
angustifolia. Este ultimo trabalho foi o Unico feito utilizando dados de sequenciamento
de proxima geracdo (Next generation sequencing), enguanto que todos os anteriores
0s microssatélites foram desenvolvidos a partir de bibliotecas enriquecidas.
Marcadores microssatélites foram utilizados para estimar e comparar a
diversidade genética entre fragmentos florestais, florestas continuas e plantacdes,
investigar o sistema de acasalamento preferencial e determinar o parentesco e taxas
de fluxo génico entre populacfes (Bittencourt & Sebbenn, 2007, 2008, 2009; Medina-
Macedo et al. , 2015; CM Patreze & SM Tsai, 2010; Sant'Anna et al., 2013; VM
Stefenon et al.,, 2007a; VM Stefenon, Gailing, & Finkeldey, 2008). Devido ao seu
dioecismo, taxas de cruzamento proximos a unidade foram relatadas (Bittencourt &
Sebbenn, 2008; Ferreira et al., 2012) seja em povoamentos naturais, continuos ou
fragmentados, bem como em plantagcdes comerciais. Dispersdo de polen a distancias
variaveis tem sido relatadas com melhor oportunidade de fluxo génico para arvores

em bordas de fragmentos florestais e predominancia de meios irmaos em progénies



devido a polinizacdo edlica que favorece a mistura de pdlen de diferentes arvores,
geralmente nao relacionadas (Medina-Macedo et al. al., 2016). Embora um numero
relativamente pequeno de populacdes tenha sido estudado até agora, limitado a uma
faixa menor que a distribuicdo geogréfica das espécies, geralmente todas as
populacdes mostraram altos niveis de diversidade genética e com baixa diferenca
entre fragmentos isolados e florestas continuas, embora fragmentos com muito
poucas arvores mostram uma diversidade ligeiramente reduzida (de Souza et al.,
2009). Os dados até agora indicaram que a distancia a partir de florestas naturais
extensas e antigas tem maior impacto na diversidade genética de uma populagéo do
gue o seu tamanho relativo, de tal forma que mesmo pequenos fragmentos
perturbados mantém altos niveis de diversidade genética se conectados a populacdes
maiores (Medina-Macedo et al., 2016; Medina-Macedo et al., 2015). Apesar das
expectativas de uma reducdo geral drastica da diversidade genética devido a
exploracdo insustentavel, os dados genéticos coletados até agora parecem mostrar
gue A. angustifolia é eficiente em manter sua diversidade genética (Medina-Macedo
et al., 2016; VM Stefenon, Steiner, 1998). Guerra, & Nodari, 2009).

No melhoramento genético a disponibilidade de marcadores de DNA acessiveis
e informativos, juntamente com o desenvolvimento de métodos de reconstrucédo de
pedigrees tem permitido a conversao de testes de progénies de pedigree incompleto
em testes de pedigree completo, eliminando assim as limitacbes associadas a
premissas muitas vezes ndo cumpridas na estimativa de parametros genéticos
(Lambeth et al., 2001). A analise de dados quando nado se tem a informacgédo completa
de pedigree normalmente requer partir de pressupostos quanto a constituicao
genética das familias testadas e o numero de parentais envolvidos na sua formacéo,
bem como a contribuicdo de cada parental, ou ainda problemas mais simples como
por exemplo a identificagdo dos materiais coletados. Como esses pressupostos
podem ndo ser realistas na préatica, os parametros genéticos resultantes e suas
inferéncias sdo muitas vezes tendenciosas, levando em ultima analise a varios graus
de imprecisédo e ineficiéncia (Askew e El-Kassaby, 1994). A informacdo gendmica
derivada de marcadores moleculares por outro lado permite estimar com alta acuracia
0s parentescos realizados entre qualquer grupo de individuos independentemente da
sua genealogia e construir uma matriz de parentesco realizado (matriz G) que pode
substituir a matriz A nos algoritmos de estimacdo de componentes de variacao e

outros parametros genéticos (VANRADEN, 2008). Isso torna possivel o emprego de
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metodologias e desenhos experimentais independentes de pedigree (EL-KASSABY;
KLAPSTE; GUY, 2012; HAYES; VISSCHER; GODDARD, 2009; MUNOZ; RESENDE;
GEZAN; RESENDE et al.,, 2014; THOMAS; COLTMAN; PEMBERTON, 2002;
ZAPATA-VALENZUELA; WHETTEN; NEALE; MCKEAND et al., 2013).

O objetivo deste trabalho é realizar uma descoberta de SNPs a partir de dados
de sequenciamento e com base nesta informacédo desenvolver e utilizar um array
(microarranjo) de genotipagem de SNPs para Araucaria angustifolia. Este array sera
aplicado para geracdo de dados genotipicos para responder diferentes perguntas
relacionadas aos padrbes de distribuicdo e estruturacdo da variabilidade genética de
colecbes de populacdes naturais de diferentes locais na area de ocorréncia da
espécie. Além disso os dados serdo utilizados para estimar parametros genéticos a
partir de um teste de procedéncias e progénies e explorar o potencial da predicdo
gendmica de caracteristicas quantitativas de crescimento para, em Ultima analise,

acelerar o programa de melhoramento.
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REVISAO DE LITERATURA

A espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze, comumente chamada de pinheiro-do-
Parana, € uma conifera endémica, dibica, perenifélia e dominante com ocorréncia
localizada majoritariamente na regido Sul do Brasil mas também sendo encontrada no
estado de Sao Paulo e sul do estado de Minas Gerais (KLEIN, 1960). Em conjunto
com outras espécies arboreas compde a formagédo florestal que recebe o nome de
Floresta Ombrdfila Mista ou ainda Floresta de Araucéria devido a quantidade e ao
porte da espécie, que imprime a fisionomia imponente e caracteristica na regiao Sul
do pais. A. angustifolia € polinizada principalmente pelo vento e no sul do Brasil a
deiscéncia dos grdos de podlen ocorre de agosto a novembro, sendo o pico de
polinizacdo no més de setembro.

Apesar de ja ter ocupado uma area de aproximadamente 200.000 km? a
espécie hoje integra a Lista Vermelha de espécies ameacadas de extingdo da IUCN,
uma vez que a exploragédo desordenada principalmente durante o século 20 reduziu
sua area de ocorréncia natural a aproximadamente 3% do total inicial devido
(GUERRA; SILVEIRA; DOS SANTOS; ASTARITA et al., 2000).

A. angustifolia ainda é uma das arvores mais importantes em sua regiao de
ocorréncia devido a seu papel ecolégico, econbmico e social (AULER; REIS;
GUERRA; NODARI, 2002). Do ponto de vista ecologico € uma espécie secundaria e
dominante atuando como espécie bercario no avanco de outras espécies florestais
lenhosas sobre os campos adjacentes, pois cria um microambiente para espécies
tolerantes a sombra como bromélias, orquideas e outras espécies epifitas (DUARTE;
DOS-SANTOS; HARTZ; PILLAR, 2006). Ainda em relagdo ao aspecto ecoldgico, suas
sementes, popularmente chamadas de pinhdes, possuem alto valor nutricional,
contendo aproximadamente 31% de amido e 3% de proteinas além de ser uma fonte
de fibras, magnésio e cobre (CORDENUNSI; DE MENEZES WENZEL; GENOVESE;
COLLI et al.,, 2004). As sementes sédo produzidas em grandes quantidades e
dispersadas em uma época de relativa escassez — entre os meses de abril e agosto,
servindo de alimento principalmente para aves e pequenos mamiferos (I0OB; VIEIRA,
2008).
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A alta qualidade da madeira da Araucaria permitiu que fosse usada para
diversos fins - construcdo, movelaria e celulose (CARVALHO, 1994). Sua exploracéo
intensificou-se no comec¢o do século 20 e teve seu auge entre as décadas de 1950 e
1970, quando o metro cubico da espécie era o produto madeireiro mais importante do
Brasil (SHIMIZU; OLIVEIRA, 1981). A coleta e comercializacdo de pinhdo constituem
uma importante fonte de renda para familias dessa regido até os dias de hoje. Em
2015 foram produzidas aproximadamente 8.393 toneladas de pinhdo gerando uma
renda de mais de 21 milhdes de reais, sendo 80% desse montante oriundos dos
estados do Parana e de Santa Catarina (IBGE, 2015).

Marcadores moleculares e tecnologias de genotipagem

Por definicdo, marcadores moleculares séo locos genéticos que podem ser
detectados e qualificados em uma populacéo e podem ou ndo estar associados a um
gene ou caracteristica de interesse (HAYWARD; TOLLENAERE; DALTON-MORGAN;
BATLEY, 2015). Dessa forma surgiram o0s primeiros marcadores moleculares
baseados em variantes alélicas de enzimas — as chamadas isozimas ou isoenzimas
(TANKSLEY; ORTON, 1983). Capazes de detectar presenca ou auséncia de
determinado alelo, com custo baixo e metodologia relativamente simples, as
isoenzimas foram amplamente utilizadas nas décadas de 80 e 90 em estudos de
mapeamento genético, melhoramento e também genética de populacdes (ANDRES;
ORTIZ, 1995; COOKE, 1984; STENLID, 1985; STRAUSS; BOUSQUET; HIPKINS;
HONG, 1992; TANKSLEY; ORTON, 1983; TANKSLEY; RICK, 1980; WOJNICKA-
POLTORAK, 1997).

Entretanto, as limitagbes quanto ao numero de marcadores disponiveis e
expressao restrita normalmente a um estagio de desenvolvimento ou tecido especifico
levaram a utilizacdo cada vez maior de marcadores baseados na analise do DNA, a
medida que tecnologias foram desenvolvidas para isso, tais como enzimas de
restricdo e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Marcadores de DNA sao
detectaveis em qualquer tecido, independentemente do estagio de crescimento,
diferenciacdo ou estagio de desenvolvimento e ndo sdo afetados por efeitos de
ambiente ou interacbes entre marcadores (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH,
2008).
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O trabalho publicado por JEFFREYS e FLAVELL (1977) foi o primeiro a
descrever a técnica de RFLP (Restriction fragment length polymorphism), enquanto o
trabalho publicado por BOTSTEIN; WHITE; SKOLNICK e DAVIS (1980) foi o primeiro
a usar a ferramenta para construir um mapa genético. Esse tipo de polimorfismo é
detectado pela hibridizacdo de uma sonda de DNA marcada com um isGtopo e o
Southern Blot de DNA digerido por enzimas de restricdo, gerando entdo um perfil de
fragmentos com tamanhos distintos (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). Sao
marcadores com polimorfismo relativamente alto, co-dominantes e reprodutiveis.
Apesar de ter sido usado em inumeros trabalhos de mapeamento fisico e construcéo
de mapas genéticos em plantas, esse tipo de marcador molecular era caro, exigia
conhecimento de sequéncia para a constru¢cdo das sondas, laborioso, envolvia a
utilizacdo de reagentes radioativos e demandava uma grande quantidade de DNA.
Essas limitagfes fizeram com que esse tipo de marcador fosse substituido nos anos
90 por marcadores baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction), entre eles
marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA), marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e marcadores microssatélites ou SSR
(Simple sequence repeats).

A metodologia de deteccdo de polimorfismo dos marcadores RAPD baseava-
se no uso de um iniciador (primer) de sequéncia arbitraria, de em geral 10
nucleotideos com contetdo GC minimo de 40%, em uma reacdo de PCR. Apesar do
tamanho curto do iniciador fazendo com que ele pudesse se anelar em varios pontos
no genoma, polimorfismos de sequéncia no sitio de anelamento do iniciador reduzia
a complexidade do genoma efetivamente amplificado, de forma que era possivel
detectar marcadores discretos em géis de agarose. Marcadores RAPD séo
marcadores dominantes — ou seja, ndo € possivel diferenciar os heterozigotos dos
homozigotos para aquele loco, assim a genotipagem se dava por presenca ou
auséncia do segmento amplificado em questdo. Porém, apesar das vantagens desse
tipo de marcador, isto €, baixa quantidade de DNA, metodologia simples, néo
necessidade de conhecimento genémico prévio da espécie de interesse, 0 proprio
processo de amplificacdo com iniciadores de sequéncia arbitraria introduz dificuldade
em se reproduzir os resultados em diferentes laboratérios ou até mesmo diferentes
termocicladores.

A técnica de AFLP se baseia na amplificacdo de porcdes dos fragmentos de

restricdo usando PCR. O DNA é cortado com enzimas de restricdo (uma de corte
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frequente e outra de corte raro) e os fragmentos séo ligado a adaptadores para gerar
0 molde para a amplificacdo. Esses adaptadores servem como sitio de anelamento
dos iniciadores da PCR os quais possuem algumas bases seletivas no terminal 3’ de
forma que apenas parte dos fragmentos que foram cortados por ambas as enzimas
de restricdo sdo amplificados (VOS; HOGERS; BLEEKER; REIJANS et al., 1995).
Essa técnica pode ser aplicada a qualquer espécie e diferentemente dos marcadores
RAPD é altamente reprodutivel, uma vez que combina a especificidade da digestédo
com enzimas de restricdo com a capacidade de amplificacdo de DNA da PCR. Apesar
de poder ter a genotipagem semi-automatizada com o uso de sequenciadores,
necessita de uma maior quantidade de DNA e requer o emprego de mais técnicas e
de mais equipamentos do que o RAPD. Foi utilizada em plantas em diversos estudos
de diversidade e mapeamento porém uma vez que foi patenteada por uma empresa,
sua utilizagao ficou relativamente restrita (LI; DING; CHU; ZHOU et al., 2008; MBA,
TOHME, 2005; RONIKIER, 2002; TATIKONDA; WANI; KANNAN; BEERELLI et al.,
2009; VAN EE; JELINSKI; BERRY; HIPP, 2006).

Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo locos polimorficos
presentes no DNA que consistem de unidades de um a seis pares de base repetidas
em tandem. Sao encontrados em genomas de procariotos e eucariotos, dispersos ao
longo do genoma, podendo ser encontrados tanto em regides génicas quanto nao-
codantes. Microssatélites sao amplificados por meio de PCR usando iniciadores
complementares as sequencias que flanqueiam essas regides. Os produtos da PCR
sdo entdo separados em géis de poliacrilamida ou agarose de alta resolucéo ou por
eletroforese capilar em sequenciadores automaticos, sendo o polimorfismo detectado
baseado na diferenca do numero de repeticbes da sequéncia repetitiva. Os
polimorfismos no nimero de repeticdes do microssatélite é resultado da adi¢do ou
delecdo de bases causados pelo efeito do escorregamento da DNA polimerase
durante a replicacdo ou ainda causados por erros na recombinacao (KASHI; KING;
SOLLER, 1997). Por ser um marcador de DNA altamente polimérfico, multi-alélico, co-
dominante, experimentalmente reprodutivel, podendo ter a genotipagem
automatizada e em muitos casos transferivel entre espécies relacionadas, marcadores
SSR tem sido amplamente usados em estudos de genética de plantas. As mais
variadas areas da genética de plantas foram beneficiadas com o uso de marcadores
microssatelites incluindo: genética de populacbes (MCCOUCH; TEYTELMAN; XU;
LOBOS et al., 2002; MENGONI; GORI; BAZZICALUPO, 2000; PATREZE; TSAI, 2010;
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ROBERTSON; HOLLINGSWORTH; KETTLE; ENNOS et al.,, 2004; RYYNANEN;
TONTERI; VASEMAGI; PRIMMER, 2007; VAN INGHELANDT; MELCHINGER;
LEBRETON; STICH, 2010), estrutura populacional (BELAJ; MUNOZ-DIEZ; BALDONI;
PORCEDDU et al.,, 2007; DAYANANDAN; DOLE; BAWA; KESSELI, 1999; DU,
WANG; WEI; ZHANG et al., 2012; ECKERT; VAN HEERWAARDEN; WEGRZYN;
NELSON et al., 2010; ZHANG,; LI; LI; LIU et al., 2011), parentesco e analises de
paternidade (ALI; RAJEWSKI; BAENZIGER; GILL et al., 2008; ARANZANA; CARBO;
ARUS, 2003; BROWN-GUEDIRA; THOMPSON; NELSON; WARBURTON, 2000;
CIPRIANI; SPADOTTO; JURMAN; DI GASPERO et al.,, 2010; DREISIGACKER;
ZHANG; WARBURTON; VAN GINKEL et al, 2004; EVANS; PATOCCHI;
REZZONICO; MATHIS et al., 2011; SEFC; STEINKELLNER; GLOSSL; KAMPFER et
al., 1998), construcdo de mapas genéticos (ADAM-BLONDON; ROUX; CLAUX;
BUTTERLIN et al.,, 2004, CREGAN; JARVIK; BUSH; SHOEMAKER et al., 1999;
GUPTA; BALYAN; EDWARDS; ISAAC et al., 2002; HONG; CHEN; LIANG; LIU et al.,
2010; MCCOUCH; TEYTELMAN; XU; LOBOS et al., 2002; SHEN; GUO; ZHU; YUAN
et al.,, 2005; ZHOU; KOLB; BAI, DOMIER et al., 2003), selegdo assistida por
marcadores  moleculares  (BUERSTMAYR; BAN;  ANDERSON, 2009;
DIRLEWANGER; GRAZIANO; JOOBEUR; GARRIGA-CALDERE et al., 2004; GUO;
ZHANG; SHEN; YU et al., 2003; JENA; JEUNG; LEE; CHOI et al., 2006; STEELE;
PRICE; SHASHIDHAR; WITCOMBE, 2006; ZHANG; YUAN; YU; GUO et al., 2003).
O uso de marcadores microssatélites tem aumentado linearmente desde a sua
deteccao nos anos 1980 (TAUTZ; RENZ, 1984) e tem sido utilizados extensivamente
em diversas aplicacdes. Porém, o desafio de se gerar e interpretar corretamente 0s
resultados € normalmente subestimado, e a questao de saber se um nimero limitado
de marcadores de microssatélites reflete com precisdo a diversidade do genoma

continua a ser uma questao importante.

SNPs como marcadores moleculares

Os marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) s&o conhecidos desde
guando comecaram os esforcos de sequenciamento de DNA (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977) e em contraste aos microssatélites eram raramente utilizados em
estudos de genética de populacbes até recentemente por causa das limitacdes de
tecnologias que permitissem a descoberta e genotipagem em larga escala,
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principalmente em organismos ndo-modelo (HELYAR; HEMMER-HANSEN,;
BEKKEVOLD; TAYLOR et al., 2011). Porém, nos ultimos anos o0 seu uso tem crescido
exponencialmente (GUICHOUX; LAGACHE; WAGNER; CHAUMEIL et al., 2011),
gracas ao avanco técnico e redugdo de custos das novas tecnologias de
sequenciamento e genotipagem. Essas novas tecnologias facilitaram o acesso a
dados gendmicos e permitem a descoberta e identificacdo de milhdes de marcadores
SNPs bem como a estimacdo simultanea das frequéncias alélicas entre individuos,
populacbes e espécies (DAVEY; HOHENLOHE; ETTER; BOONE et al.,, 2011;
SCHLOTTERER; TOBLER; KOFLER; NOLTE, 2014).

Um marcador SNP (Single Nucleotide Polymorphism) pode ser definido como
um sitio do DNA onde é observada a substituicdo de uma unica base entre alelos a
um mesmo loco ou entre individuos de uma mesma populacdo (RISCH;
MERIKANGAS, 1996). Um SNP é entendido ainda como uma posi¢cdo no DNA onde
diferentes sequéncias alternativas (alelos) co-existem em individuos em uma
populacao, e o alelo menos frequente possui frequéncia maior que 1% (BROOKES,
1999). Ao considerar a frequéncia alélica na definicdo de um SNPs, distingue-se esta
classe de marcador de meras mutagdes ao acaso que ocorrem no genoma ou mesmo
de erros de sequenciamento que, pela baixa frequéncia, dificultariam o uso da
tecnologia em analise genética.

Em teoria, é possivel a existéncia de quatro alelos diferentes para cada
nucleotideo em um sitio SNP, uma vez que existem quatro bases nitrogenadas que
compdem o DNA (A, C, T, G). Porém, na pratica, o que se observa é a presenca em
maior frequéncia de apenas duas possiveis variacdes, fato que pode ser explicado
pela ocorréncia desigual de substituicées de base do tipo transigdo (A - G, T C) e
transversédo (A - C,A - T, G « C, G «— T). Assim, apesar do numero possivel de
transversoes ser duas vezes maior do que o de transicdes, 0 que se observa na pratica
€ que a ocorréncia de transi¢cdes é cerca de duas vezes maior do que de transversfées
(VIGNAL; MILAN; SANCRISTOBAL; EGGEN, 2002). Sendo assim, podemos
considerar que em geral marcadores SNP normalmente possuem uma natureza bi-
alélica. Além disso a maioria das metodologias de genotipagem baseadas em
deteccdo de fluorescéncias alternativas permitem somente uma analise bi-alélica
destes variantes.

Em principio, a analise de polimorfismo bi-alélico definido pela variagédo de um

sitio de DNA nao é novidade, visto que marcadores RAPD também se baseiam no
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mesmo tipo de polimorfismo bi-alélico embora nesse caso os fenétipos detectados
sejam presenca e auséncia de um segmento amplificado de DNA. Com isso a heranca
e segregacao de marcadores RAPD é equivalente a um marcador morfolégico que
apresenta dominancia, isto €, ndo é possivel distinguir os genoétipos heterozigotos
(presenca/auséncia de banda) dos homozigotos (presenca/presenca de bandas)
fazendo com que o conteudo informativo seja limitado ndo permitindo por exemplo,
estimativas corretas de endogamia, fluxo génico e integracdo de mapas genéticos
entre outras. SNPs por outro lado tém comportamento co-dominante, isto é, no
genotipo heterozigoto ambos os alelos séo identificados. Embora a natureza bi-alélica
dos SNPs seja menos informativa do que a hipervariabilidade dos marcadores
microssateélites, esta limitacédo e facilmente compensada pela abundancia de SNPs ao
longo do genoma e a facilidade de automacao da genotipagem (KRUGLYAK, 1997).
O SNP é o polimorfismo de DNA mais abundante no genoma e a sua ocorréncia e
distribuicAio em genomas de plantas tém sido amplamente estudadas. Em
Arabidopsis, por exemplo, observa-se 1 SNP a cada 3.3 kilobases (DRENKARD;
RICHTER; ROZEN; STUTIUS et al., 2000); em soja, 1 SNP a cada 200 pb (WANG;
GRAEF; PROCOPIUK; DIERS, 2004); em milho sao ainda mais frequentes, podendo
chegar a 1 SNP a cada 31pb em regifes nao codificadoras e 1 SNP a cada 124 pb
em regifes codificadoras (CHING; CALDWELL; JUNG; DOLAN et al., 2002). Em
coniferas esse numero também varia: 1 SNP a cada 166pb em Pinus contorta
(PARCHMAN; GEIST; GRAHNEN; BENKMAN et al., 2010), 1 SNP a cada 63pb em
Pinus taeda (BROWN; GILL; KUNTZ; LANGLEY et al., 2004) e 1 SNP a cada 69pb
em Picea abies (HEUERTZ; DE PAOLI; KALLMAN; LARSSON et al., 2006).

A estimativa do numero de SNPs observados em uma espécie depende,
naturalmente, das relagBes de vinculo genético entre as amostras de acessos
utilizadas na andlise. Se as amostras apresentam grande diversidade genética, a
tendéncia é se observar maior numero de SNPs a cada kpb analisado.

Tendo em vista a sua abundancia no genoma, baixa taxa de mutacao e pela
possibilidade automatizar o processo de genotipagem, os SNPs vém sendo cada vez
mais utilizados como marcadores moleculares (SALGOTRA; GUPTA; STEWART,
2014). Os marcadores SNPs, vem sendo utilizados em grande escala tanto em
estudos de genética e melhoramento de plantas incluindo mapeamento de QTLsS
(BUERSTMAYR; BAN; ANDERSON, 2009; GRIMMER; KRAFT; FRANCIS; ASHER,
2008), Selecao Assistida por Marcadores (Marker Assisted Selection - MAS) (HA,;
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HUSSEY; BOERMA, 2007; JENA; JEUNG; LEE; CHOI et al., 2006), Estudos de
Associacdo gendmica ampla (Genome Wide Association Studies - GWAS) (KORTE;
FARLOW, 2013; KORTE; VILHJALMSSON; SEGURA; PLATT et al., 2012; LI; YANG;
XIAOJING; JIANGWEI et al., 2015; MORRIS; RAMU; DESHPANDE; HASH et al.,
2013; ZHU; ZHANG; HU; BAKSHI et al., 2016) e Selecdo Genbmica (Genomic
Selection - GS) (GODDARD; HAYES; MEUWISSEN, 2011; HEFFNER; SORRELLS;
JANNINK, 2009; MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2013; RESENDE; RESENDE;
SANSALONI; PETROLI et al., 2012; ZHONG; DEKKERS; FERNANDO; JANNINK,
2009); como também vem sendo usados em andlises de genética de populacdes e
estudos para conservacao de populacfes naturais.

Gracas a uma maior disponibilidade e diminuicdo do preco das tecnologias de
sequenciamento de proxima geracdo, dezenas de milhares de SNPs tem sido
disponibilizado para as mais diversas espécies, embora em sua grande maioria
espécies anuais de grandes culturas tais como soja, arroz, milho, trigo, sorgo, cevada
ou especies frutiferas e florestais de grande importancia econémica. Para as principais
espécies de plantas cultivadas diversos trabalhos de deteccdo e genotipagem de
SNPs baseados em genotipagem de larga escala foram publicados nos ultimos anos
(GANAL; POLLEY; GRANER; PLIESKE et al., 2012).

Nos ultimos anos, os custos de tecnologias de genotipagem de SNPs em
arranjos de micro contas (BeadArrays) também tém se tornado mais accessiveis e 0s
chips de genotipagem foram desenvolvidos permitindo a genotipagem rapida de
milhares de SNPs previamente identificados via trabalhos de re-sequenciamento em
diversas espécies de plantas (CHAGNE; CROWHURST; TROGGIO; DAVEY et al.,
2012; CHEN; XIE; HE; YU et al., 2014; GANAL; DURSTEWITZ; POLLEY; BERARD
et al., 2011; SILVA-JUNIOR; GRATTAPAGLIA, 2015; SONG; HYTEN; JIA; QUIGLEY
et al., 2013).

Uma vez identificados os SNPs existe a possibilidade de se construir um chip
ou um array de genotipagem para aquela espécie de interesse. Esse conjunto de
marcadores podera ser usado por diferentes grupos e objetivos sem a necessidade
de se descobrir os marcadores novamente. Hoje em dia duas plataformas se
destacam quando a idéia € se genotipar com alta qualidade e reproducibilidade:
Infinium® (lllumina) e Axiom® (Affymetrix).

A plataforma Infinium da Illumina € um sistema de genotipagem de SNP de alta

performance que permite a genotipagem de até 2,5 milhdes de SNPs por amostra de
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DNA. Ao contrario do ensaio Golden Gate, também da Illumania mas agora
descontinuado, que usava primers universais para amplificar os fragmentos de DNA,
0 ensaio Infinium depende da hibridacdo direta de alvos gendmicos com sequéncias
presas fisicamente ao array. A extensdo de base Unica é seguida por coloragédo
fluorescente, amplificacdo de sinal, digitalizacdo e analise usando o software
proprietario chamado Genome Studio. Devido ao elevado nimero de SNPs que
podem ser analisados em um unico chip Infinium, a simplicidade de preparacédo de
amostras e relativa facilidade de andlise de dados, esta plataforma foi amplamente
utilizada nos mais diversos estudos tanto humano quanto animal ou ainda com
plantas.

A lllumina também oferece a opcéo de produzir chips personalizados Infinium,
ou também chamados de iSelect, que podem conter entre 3.000 e 200.000 SNPs a
serem genotipados por amostra. Isso d4 a opgéo ao usuario de ter anélises genéticas
personalizadas a um nivel ndo disponivel antes em outras plataformas.

A plataforma de genotipagem Axiom é um ensaio baseado em sondas de
oligonucledtidos 30-mer, sintetizadas in situ em um substrato soélido em esquema de
microarranjo, com processamento automatizado e paralelo de 96 ou 384 amostras. O
chip se caracteriza por quadrados features de 3 ym, num campo de 5 um de centro
para centro, com um total de ~ 1,38 milhdo de features disponiveis. Cada feature de
SNP contém uma sequéncia oligonucleotidica Unica complementar a sequéncia
gendmica que flanqueia 0 SNP na cadeia forward ou reverse. As sondas na solucao
gue suportam os locais de ligacéo para um dos dois corantes, dependendo da base
3 (Aou T, versus C ou G) hibridizam com o complexo alvo/sonda e sao entao ligadas.
Os features normalmente sao repetidos duas vezes na matriz, de modo que cada SNP
€ interrogado por pelo menos dois features. Um méximo de ~690,000 SNPs podem
ser acomodado neste formato. Este numero é reduzido se os SNPs A/T ou C/G
estiverem incluidos, ou se features adicionais forem usados para melhorar a resolucéo

de SNPs especificos.

20



Descoberta de SNPs

Atualmente existem diversas estratégias baseadas em NGS (Next Generation
Sequencing) para descoberta em larga escala de SNPs se comparando sequéncias
de DNA de diferentes individuos. Uma dessas estratégias compara o transcriptoma
de diversos individuos ap0s a transcriptase reversa de RNA mensageiro (BARBAZUK;
EMRICH; CHEN; LI et al., 2007; HASENEYER; SCHMUTZER; SEIDEL; ZHOU et al.,
2011; HIREMATH; FARMER; CANNON; WOODWARD et al., 2011; NOVAES;
DROST; FARMERIE; PAPPAS et al., 2008).

A vantagem desse método é a identificacdo de SNPs localizados basicamente
em genes, que podem ser genes de cdpia Unica no genoma 0 que € uma vantagem
ainda maior. Essa vantagem porém limita a amostragem do genoma onde serao
detectados os polimorfismos o0 que pode ndo ser o ideal se h4 necessidade de se
descobrir dezenas de milhares de polimorfismos.

Métodos que combinam NGS com reducéo de complexidade do genoma estao
em alta nos ultimos anos. Reducdes de complexidade genbémica se baseiam no
selecao da fracdo de DNA que sera sequenciada. Essa selecdo pode ser derivada de
digestdo com enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo (DESCHAMPS; LA ROTA,
RATASHAK; BIDDLE et al., 2010; GORE; CHIA; ELSHIRE; SUN et al., 2009; GORE;
WRIGHT; ERSOZ; BOUFFARD et al., 2009), pré-amplificacdo de combinacfes de
primers AFLP especificos (VAN ORSOUW; HOGERS; JANSSEN; YALCIN et al.,
2007) ou ainda com o uso de RAD (Restriction-site Associated DNA) (DAVEY;
HOHENLOHE; ETTER; BOONE et al., 2011). Em teoria, todos os trés métodos podem
ser utilizados com qualquer organismo alvo independentemente do tamanho do
genoma, resultando em milhares de marcadores distribuidos ao longo do genoma de
interesse e amostrando mais regides que nao apenas regides génicas.

Quando falamos de NGS podemos dividir as etapas de bioinformatica
basicamente em trés passos: alinhamento de sequéncias e deteccdo de SNPs
(MIELCZAREK; SZYDA, 2016). O primeiro passo consiste em se alinhar as
sequéncias curtas geradas pelo sequenciamento — reads - a um genoma de referéncia
existente ou se montar uma referéncia de novo a qual os reads possam ser alinhados.
Em geral, esse alinhamento comeca com uma indexacdo das sequéncias — podendo
ser tanto das sequéncias de referéncia e/ou dos reads. Alinhadores populares como
o Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) e SOAP3-dp (LIU; WONG; WU; LUO et

al., 2012) indexam as sequéncias de referéncia, o0 que € vantajoso
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computacionalmente uma vez que so6 se faz necessario fazer uma Unica vez enquanto
indexar os reads precisa ser feito para cada amostra separadamente. Ambos os
alinhadores citados utilizacdo um sistema de indexacdo indice-FM que combina o
algoritmo de transformacao de Burrows-Wheeler (BWT) com estruturas de dados
auxiliares.

Quanto a chamada dos SNPs ainda podemos dividir em dois passos: chamada
propriamente dita dos SNPs e a genotipagem em si. Quando se analisa uma Unica
amostra a chamada dos SNPs e a genotipagem sdo similares ja que locus em
heterozigose ou homozigose para o alelo alternativo indicam a presenca de um SNP,
porém quando se analisam diversas amostras simultaneamente o SNP é identificado
se pelo menos uma amostra € heterozigota ou homozigota para o alelo alternativo.
Sendo assim, a chamada de SNP pode ser definida como o processo de se identificar
sitios que diferem da sequéncia de referéncia enquanto a genotipagem se refere a
estimacdo dos gendtipos propriamente ditos de cada amostra (NIELSEN; PAUL,;
ALBRECHTSEN; SONG, 2011). Os softwares de chamada de SNP podem usar
métodos heuristicos (baseados em multiplas fontes de informacdo associadas a
estrutura e qualidade dos dados) ou ainda probabilisticos (fornecem medidas de
incerteza estatistica para os genotipos chamados, possibilitando monitorar a precisédo
de chamada de genatipos).

A chamada de gendétipos baseia-se em calculos de verossimilhanca de
gendtipos e utiliza o teorema de Bayes. Apds as etapas de pré-processamento
(realinhamento e a recalibracdo), o proximo passo calcula a verossimilhanca para
cada genotipo possivel em cada base (um homozigoto para o alelo de referéncia, um
homozigoto para o alelo alternativo ou um heterozigoto). Baseando-se nos dados de
gualidade e contagens de alelos para cada SNP. Na estrutura bayesiana, a
probabilidade calculada € combinada com uma probabilidade a priori do gendtipo, o
gue leva a uma probabilidade a posteriori de um genétipo. Como resultado, o genétipo
com maior probabilidade a posteriori € escolhido. A relacéo entre as probabilidades
mais alta e a segunda maior pode ser usada como medida de confianca. Alguns dos
softwares mais populares para chamada de SNP e genotipagem utilizam o método
Bayesiano, como por exemplo: SAMtools (LI; HANDSAKER; WYSOKER; FENNELL
et al., 2009), bcftools (LI; LI; FANG; YANG et al., 2009) e GATK (MCKENNA; HANNA,;
BANKS; SIVACHENKO et al., 2010).
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Marcadores moleculares para Araucaria angustifolia

A caracterizacao da diversidade genética de Araucaria angustifolia foi por muito
tempo realizada exclusivamente com base na mensuracgéo de caractéres morfologicos
e guantitativos, os quais sdo afetados pelo ambiente e pela prépria metodologia de
coleta de dados utilizada. No comeco da década de 80 diversos trabalhos avaliaram
a diversidade genética em A. angustifolia para caracteristicas como crescimento
volumétrico. Conforme esperado, estes trabalhos encontraram diferencas genéticas
importantes entre individuos dentro de procedéncias e entre diferentes procedéncias
(GURGEL-FILHO, 1980; KAGEYAMA; JACOB, 1980; SHIMIZU; HIGA, 1980).

O desenvolvimento e uso de marcadores moleculares isentos de efeito
ambiental na determinacdo da diversidade genética de populacdes permitiu um
importante avanco na caracteriza¢édo e conservacao de recursos genéticos da espécie.
Inicialmente trabalhos usando marcadores isoenzimaticos foram utilizados revelando
uma alta diversidade genética dentro de populagdes e baixa entre populac¢des naturais
(AULER; REIS; GUERRA; NODARI, 2002; MANTOVANI; MORELLATO; DOS REIS,
2006; SHIMIZU; JAEGER; SOPCHAKI, 2000). AULER; REIS; GUERRA e NODARI
(2002) relatou ainda uma variagéo nas taxas de endogamia nas diferentes populacdes
e a presenca de alelos raros apenas em algumas das populacdes analisadas no
trabalho.

Com os avangos técnicos crescentes nesta area nas ultimas décadas alguns
marcadores baseados na analise de DNA se tornaram disponiveis para caracterizar
populacdes naturais. A partir do final da década de 90 diversos trabalhos que visavam
caracterizar a diversidade genética em A. angustifolia usando marcadores
moleculares comecaram a ser publicados. MAZZA (1997) usando marcadores RAPD
encontrou similaridade genética, mesmo que baixa, entre populacdes distantes
geograficamente. Também usando marcadores RAPD, MEDRI; RUAS; HIGA;
MURAKAMI et al. (2003) comparou a diversidade genética de uma populacéo natural,
uma populacdo manejada e um teste de progénie, ndo encontrando diferenca
significativa na diversidade genética média de cada populacéo e também encontrando
um baixo indice de diferenciacédo genética entre as mesmas.

Marcadores microssatélites foram em seguida desenvolvidos e utilizados para
analises genéticas de Araucaria. SCOTT; SHEPHERD e HENRY (2003)
desenvolveram primers para 10 marcadores microssatélites em A. cunninghamii.
ROBERTSON; HOLLINGSWORTH; KETTLE; ENNOS et al. (2004) desenvolveram
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primers para 5 marcadores microssatélites em A. columnari. SALGUEIRO; CARON;
DE SOUZA; KREMER et al. (2005) desenvolveram primers para mais 6
microssatélites em A. angustifolia e A. araucana., SCHMIDT; CIAMPI; GUERRA e
NODARI (2007) desenvolveram primers para 29 microssatélites em A. angustifolia e
MARTIN; MATTIONI; LUSINI; DRAKE et al. (2012) para mais 10 marcadores
microssatélites porém apenas 8 deles foram polimérficos em A. angustifolia. Este
tltimo trabalho foi o Unico feito utilizando dados de sequenciamento de préxima
geracdo (Next generation sequencing), enquanto que todos o0s anteriores 0S

microssatélites foram desenvolvidos a partir de bibliotecas enriguecidas.

Estimativas de diferenciacdo genética entre populacdes

Um dos principais parametros de interesse ao se estudar a estrutura de
populacdes naturais € a divergéncia genética estimada pelo indice de fixacdo Fst ou
Gst. Este parametro € frequentemente utilizado para guiar proposicbes de
conservacao de populagcdes por meio de coleta de germoplasma ou estabelecimento
de reservas genéticas. Apresentado primeiramente por WRIGHT (1949) e MALECOT
(1948), o Fst foi originalmente desenvolvido como coeficiente de endogamia. Ele se
baseia nas diferencas nas frequéncias alélicas entre populacdes e na probabilidade
de identidade por descendéncia. Além da descricao original feita por Wright, o Fst
também foi definido por diversos outros autores (COCKERHAM, 1969; HUDSON,;
SLATKIN; MADDISON, 1992; NEI, 1973; SLATKIN, 1991) e multiplos estimadores de
Fst foram descritos na literatura (HOLSINGER, 1999; HUDSON; SLATKIN;
MADDISON, 1992; NEI, 1973; 1986; WEIR; HILL, 2002).

Em resumo, o Fst estima o quanto da diversidade genética entre populacdes
pode ser explicada pela estrutura. Seus valores variam de 0 a 1 onde um valor de Fst
= 0 indica panmixia completa e que as subpopulacdes se intercruzam livremente (sem
estrutura), e onde um valor de Fst = 1 indica que toda a diversidade genética se deve
a estrutura genética e que as subpopula¢des ndo compartilham diversidade genética.

O Gst é um estimador semelhante ao Fst porém derivado explicitamente para
lidar com alelos mdultiplos por loco (NEI, 1973) e exceto por alguns detalhes no
processo de estimacao, o Gst € equivalente ao Fst, sendo definido nos termos de Hs
(heterozigosidade dentro das subpopulacdes) e Ht (heterozigosidade total de todas as
populacdes), sendo Gst = (Ht-Hs)/Ht (WHITLOCK, 2011).
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Diversos trabalhos recentes apontaram a dificuldade de se comparar e
interpretar estimativas de Gst (HEDRICK, 2005; JOST, 2008; JOST, 2009;
MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Considerando duas popula¢des sendo avaliadas com
base em dois alelos, o Gst varia entre 0 e 1, assim como o esperado, porém ao se
usar mais de dois alelos o Gst ndo pode atingir o valor de 1 nem mesmo quando
nenhum alelo € compartilhado entre as duas subpopulagcdes uma vez se houver
mutacdo sempre havera heterozigosidade dentro das subpopulacdes (WHITLOCK,
2011). Isso dificulta a comparacdo entre estudos jA& que os marcadores utilizados
podem ser diferentes e sendo assim teriam diferentes valores de maximo obtivel para
0 Gst para cada marcador. Considerando que marcadores microssatélites em sua
maioria possuem alta taxa de mutacdo pode-se dizer que para alguns loci
microssatélites as estimativas de Gst serdo muito menores quando comparadas as
estimativas obtidas com outros tipos de marcadores, como por exemplo SNPs. Isso
em si ndo indica um problema com o estimador propriamente dito, mas € uma
indicacdo de cautela ao se interpretar Gst ou comparar as estimativas obtidas com
diferentes tipos de marcadores moleculares.

Em casos onde se tem marcadores microssatélites com alta heterozigosidade
o valor de Gst maximo obtido normalmente varia entre 0.1 e 0.2, o que pode levar a
conclusdes erradas se considerarmos as classes de valores sugerida por Wright onde
um valor entre 0 e 0.05 indica pouca diferenciacao genética, entre 0.05 e 0.15 indica
uma diferenciacdo moderada e 0.15 a 0.25 indica uma alta diferenciagéo. Para tentar
resolver esse problema HEDRICK (2005) prop6s um estimador padronizado G’st, que
pode ser calculado se dividindo o Gst para um dado marcador pelo valor maximo
tedrico do Gst baseado na heterozigosidade daquele marcador. Também tentando
resolver esse problema, JOST (2008) introduziu outro estimador de diferenciagéo, D,
gue mede a fracdo da variacdo alélica entre populacdes. Em ambos os estimadores,
G’st e D serdo iguais a 1 em situacdes de diferenciagcdo completa entre populacdes
(mesmo em populagdes com alta variabilidade dentro da populacéo) e igual a zero

guando nao houver diferenciacao.

Estudos de genética de populagcbes em Araucaria angustifolia
Na maioria dos organismos a diversidade genética pode ser observada tanto

em niveis morfologicos quanto moleculares. A diversidade genética é o principal fator
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gue impacta a manutencéao e evolucao de populacdes, espécies e em Ultima analise
de ecossistemas. A diversidade genética representa o potencial de determinada
espécie sobreviver em um ambiente em constante mudanca. Estudos de diversidade
genética em populagbes naturais compreendem a descricdo dos niveis de variagdo
genética existente dentro e entre populacées e a forma com que essa variacdo €
estruturada entre populacdes. Informacdes sobre a diversidade genética e o
conhecimento da estrutura genética das populacbes naturais ajudam a definir
estratégias de conservacdo e gerenciamento responsavel da espécie bem como
subsidiar acdes de domesticacdo e melhoramento genético (REIS; GRATTAPAGLIA,
2004).

Com a disponibilidade dos cerca de 60 marcadores microssatélites para
espécies de Araucaria diversos trabalhos foram publicados estudando o fluxo génico
entre populacbes bem como realizando andlises comparativas da diversidade
genética entre populacdes e efeitos de fragmentacdo (BITTENCOURT,; SEBBENN,
2007; BITTENCOURT; SEBBENN, 2008; BITTENCOURT; SEBBENN, 2009;
DANNER; RIBEIRO; ZANETTE; BITTENCOURT et al., 2013a; b; MEDINA-MACEDO;
SEBBENN; LACERDA; RIBEIRO et al., 2014; PATREZE; TSAI, 2010; SANT'ANNA;
SEBBENN; KLABUNDE; BITTENCOURT et al., 2013; STEFENON; BEHLING;
GAILING; FINKELDEY, 2008; STEFENON; GAILING; FINKELDEY, 2007,
STEFENON, VALDIR MARCOS; GAILING, OLIVER; FINKELDEY, REINER, 2008;
STEFENON, V. M.; GAILING, O.; FINKELDEY, R., 2008).

Usando marcadores AFLP e SSR, STEFENON (2007) analisou a distribuicao
da diversidade genética em popul¢cdes naturais de diferentes regides do Brasil. A
andlise revelou uma alta taxa de diversidade génica, uma diferenciacdo moderada
porém uma divergéncia pronunciada entre as populacfes mais a norte, isoladas
geograficamente. A distancia genética entre essas populacdes aumentava de acordo
com o aumento da distancia geogréfica. O autor ainda analisou a diversidade
genética, diversidade génica e riqueza alélica em florestas plantadas de A. angustifolia
guando comparadas a populagbes naturais — o0s resultados sugerem que a
diversidade génica e a riqueza alélica foram significativamente superiores em florestas
plantadas em relacdo a populacdes naturais, enquanto o grau de endogamia nao
diferiu entre as mesmas quando usados marcadores microssatélites. O autor mostrou
ainda que em geral a estrutura genética da populacédo original ndo foi fortemente

alterada nas florestas plantadas quando comparada as populagfes originais. O que
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pode ser explicado pelo fato que os efeitos da diminuicdo do niumero de individuos e
a fragmentacdo das populacbes na diversidade genética s6 sdo percebidos apos
véarias geracdes. Uma vez que a exploracdo desenfreada ocorreu a menos de cem
anos, e A. angustifolia € uma arvore com longo ciclo de vida, ainda ndo houve tempo
suficiente para se detectar essa diminuicao na diversidade genética.

Para analisar os efeitos da fragmentacéao florestal na diversidade e estrutura de
A. angustifolia em popula¢des no Sul do Brasil, BITTENCOURT e SEBBENN (2009)
compararam dados genotipicos de oito marcadores SSR em quatro populagdes
fragmentadas pequenas, quatro grupos de arvores encontradas em pastagens e em
trés parcelas em uma populacdo continua grande. O efeito mais claro da
fragmentacdo encontrado foi a perda de alelos raros (p<0.05) e de frequéncia
intermediaria (0.05<p<0.25) em populacdes fragmentadas e a perda de alelos raros
em grupos de arvores em pastagens quando comparado a populacdo continua. Os
autores também encontraram que populacdes fragmentadas possuem um indice de
fixacdo significativamente maior que populacdes continuas - Fis = 0.121 e 0.083
respectivamente, e também que a maior diferenciacdo genética foi detectada entre
grupos de arvores em pastagens (G’st = 0.258, P<0.01), seguido das populacdes
fragmentadas (G’st = 0.031, P<0.05) e por fim as populagdes continuas (G’st = 0.026,
P<0.05). A hipétese de que esses fragmentos florestais sdo resultados de um
bottleneck recente (reducédo no tamanho efetivo da populagéo) ao invés da hip6tese
de populagdes historicamente pequenas foi confirmada em dois dos quatro
fragmentos estudados. Esses resultados corroboram o0s resultados também
encontrados usando aloenzimas por AULER; REIS; GUERRA e NODARI (2002) —
perda de alelos, bottlenecks e aumento na taxa de inbreeding e diferenciacéo entre
fragmentos. Ambos os trabalhos também relatam que a maior parte da diversidade
genética em A. angustifolia pode ser encontrada dentro de populacées e ndo entre
populacdes e que populacdes mais conservadas apresentam maior diversidade de

alelos por loco, maior polimorfismo e heterozigosidade observada.

Conservacdo, domesticacdo e melhoramento genético de Araucaria

angustifolia

Com a exploracéo predatodria da espécie e a consequente introducéo desta na
lista das espécies ameacadas de extingcdo, categoria vulneravel, o Governo Federal
instituiu a proibi¢céo do corte de Araucéria nativa (Resolugédo N° 278 do CONAMA, em
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24 de maio de 2001). Com essa restricdo ao uso da espécie, regeneracdes tem sido
eliminadas pois sdo consideradas como um empecilho para uso futuro das
propriedades. Areas de Preservacio Permanente devem existir para assegurar o
potencial de evolucdo das espécies existentes, mas somente essas areas nao
garantirdo a conservacao de todo o recurso necessario para os programas futuros. De
acordo com SOUSA e AGUIAR (2012) a conservagao “on farm”, ou conservagao pela
comunidade é a melhor opcao para a conservagao no momento.

Atualmente, grande parte dos esforcos tanto de conservacao quanto de
melhoramento da espécie tem sido feito pela Embrapa Florestas que trabalha com
essa espécie desde a década de 1970. Visando a conservacao genética da espécie,
a Embrapa Florestas implantou varios bancos de conservacdo de germoplasma.
Inicialmente, esses bancos eram formados por uma mistura de sementes de varias
procedéncias, visando estimular o cruzamento entre si, para promover as
recombinacdes entre possiveis racas geograficas e preservar a variabilidade genética.
O programa de conservacdo da Embrapa também visa a manutencéo das variedades
separadamente, bem como, ecétipos de regides contrastantes; a manutencdo das
populacdes de conservacao na regiao de origem (que serdo material futuro para o
melhoramento), para preservar genes de adaptacdo local, importantes para uma
maior producdo e resisténcia; e também a coleta de novos materiais para o
enriquecimento da base genética e assegurar 0 avanco de programas de
melhoramento genético em longo prazo SOUSA e AGUIAR (2012).

Apesar da importancia econémica da espécie, ainda ndo se tem um programa
de melhoramento em estagio avancado considerando o longo prazo e visando maior
produtividade, qualidade da madeira e producdo de pinhdo. Embora algumas
empresas florestais e instituicdes de pesquisa tenham investido muito nos plantios
com essa espécie, nem sempre os mesmos foram baseados em programas de
melhoramento proprios. Sendo assim, ndo existe disponivel no mercado materiais
melhorados provenientes de programas de melhoramento — seja publico ou privado.

Visando identificar material geneticamente superior para plantio, instituicoes
como a Embrapa e o Instituto Florestal de S&o Paulo implantaram no inicio da década
de 1980 diversos testes de procedéncias/progénies isolados. Porém, estes nédo
compunham um programa maior ou uma rede experimental. Diversas pesquisas
mostraram diferencas significativas entre procedéncias para caracteres quantitativos
e entre esses trabalhos destacam-se os de (BALDANZI; RITTERSHOFER,;
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REISSMAN, 1973; GURGEL-FILHO, 1980; GURGEL; GURGEL FILHO, 1973;
KAGEYAMA; JACOB, 1980; SEBBENN, A.; PONTINHA, A.; GIANNOTTI, E.;
KAGEYAMA, P., 2003; SEBBENN; PONTINHA; FREITAS; FREITAS, 2004;
SEBBENN, A. M.; PONTINHA, A. D. A. S.; GIANNOTTI, E.; KAGEYAMA, P. Y., 2003;
SHIMIZU; HIGA, 1980).

Apesar de existirem esforcos nas areas de conservacdo e também de
melhoramento florestal, outras areas como silvicultura, manejo, clonagem, legislacéo
etc., dificultam o desenvolvimento de estudos com a araucéria, que no momento, ndo
consegue competir no que se refere a produtividade de madeira com géneros
introduzidos como por exemplo Eucalyptus e Pinus. Apesar disso tudo, mesmo sem
nenhum grau de melhoramento, de acordo com (CARVALHO, 1994), a partir do
terceiro ano de idade, em sitios adequados, a araucaria pode apresentar um
incremento médio anual em altura de 1 m e, a partir do quinto ano, de 1.5 ma 2.0 m,
sendo que o incremento em volume pode atingir 30 m2 ha! ano* o que evidencia o

potencial da espécie em plantios comerciais.

Estimativa de parametros genéticos com marcadores moleculares

O melhoramento de plantas, incluidas as espécies arboreas, normalmente
segue 0 esquema classico de selecdo recorrente, que é caracterizado por ciclos
repetitivos de cruzamento, teste e selecdo (ALLARD, 1999; NAMKOONG; KANG,;
BROUARD, 2012). Esses programas em sua maioria lidam com multiplas populacdes
e um grande numero de parentais e progénies, plantados em multiplos locais e em
diferentes anos. Para diminuir os esforcos associados a geragao de progénies com
informacdo completa de pedigree, melhoristas tem adotado protocolos mais
simplificados, variando entre alguns protocolos que ndo necessitam de informacéo de
pedigree (ex.: testes de procedéncia) a alguns que necessitam apenas da informacgéao
incompleta de pedigree (ex.: populacdes de polinizacdo aberta ou meios-irmaos).

Porém, a andlise de dados quando ndo se tem a informacdo completa de
pedigree normalmente requer aceitar pressupostos quanto a constituicao genética das
familias testadas e o nimero de parentais envolvidos na sua formacao, bem como a
contribuicdo de cada parental, ou ainda problemas mais simples como por exemplo a
identificacdo dos materiais coletados. Como esses pressupostos podem nao ser

realistas na prética, os parametros genéticos resultantes e suas inferéncias sdo muitas
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vezes tendenciosas, levando em Uultima andlise a varios graus de imprecisdo e
ineficiéncia (ASKEW; EL-KASSABY, 1994).

A disponibilidade de marcadores de DNA acessiveis e altamente informativos,
juntamente com o desenvolvimento de métodos sofisticados de reconstrucdo de
pedigree, aumentou a utilidade na conversao de ensaios de pedigree incompletos em
testes efetivamente completos, eliminando assim as armadilhas associadas a
utilizacdo de pressupostos ndo cumpridos (LAMBETH; LEE; O'MALLEY; WHEELER,
2001).

Estimativas de parametros genéticos de caracteristicas quantitativas, como por
exemplo herdabilidade, sdo importantes porque ddo uma indicacéo da habilidade da
espécie responder a selecdo e também do potencial da espécie evoluir (LANDE;
SHANNON, 1996). Entretanto, o método tradicional de se estimar parametros
genéticos requer conhecimento do relacionamento (ou parentesco) entre os individuos
avaliados (WRIGHT, 1922), o que na maioria dos estudos com populacbes de
melhoramento conduzidas sem controle paterno ndo € conhecido. Nesses casos,
ferramentas baseadas em marcadores moleculares podem ajudar na inferéncia
desses relacionamentos e na reconstrucdo do pedigree e na construcdo de uma
matriz de parentesco realizado (EL-KASSABY; CAPPA; LIEWLAKSANEEYANAWIN;
KLAPSTE et al., 2011; GAMAL EL-DIEN; RATCLIFFE; KLAPSTE; PORTH et al.,
2016; QUELLER; GOODNIGHT, 1989; THOMAS; HILL, 2000).

Os coeficientes de parentescos entre individuos baseados em pedigree (matriz
A) sdo comumente usados para se estimar componentes de variancia genética se
usando o método de Maxima Verossimilhanca Restrita — REML [Restricted Maximum
Likelihood] (GILMOUR; THOMPSON; CULLIS, 1995) e predizer o valor genético de
cada individuo através de algoritmos de Melhor Predicdo Desenviesada Linear, ou
BLUP [Best Linear Unbiased Prediction] (HENDERSON, 1976). Apesar de ser um
método eficiente, a matriz de parentesco baseada em pedigree ignora a variacao entre
membros das mesmas familias e assume o valor médio da familia para todos os
individuos da mesma — irmaos-completos diferem no grau parentesco (HILL; WEIR,
2011).

A informacdo genbmica permite estimar com alta acuracia os parentescos
realizados entre qualquer grupo de individuos independentemente da sua genealogia
e construir uma matriz de parentesco realizado (matriz G) que pode substituir a matriz

A nos algoritmos de estimacdo de componentes de variacdo e outros parametros
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genéticos (VANRADEN, 2008). Isso torna possivel o emprego de metodologias e
desenhos experimentais menos complicados e completamente independentes de
pedigree (EL-KASSABY; KLAPSTE; GUY, 2012; HAYES; VISSCHER; GODDARD,
2009; MUNOZ; RESENDE; GEZAN; RESENDE et al., 2014; THOMAS; COLTMAN;
PEMBERTON, 2002; ZAPATA-VALENZUELA; WHETTEN; NEALE; MCKEAND et al.,
2013)

As ferramentas baseadas em dados moleculares para se inferir o parentesco
podem ser agrupadas em duas categorias: estimadores que usam o método dos
momentos — usados para estimar relacionamento como uma medida continua com
base em alelos compartilhados (LYNCH, 1988; LYNCH; RITLAND, 1999; QUELLER;
GOODNIGHT, 1989), e técnicas de verossimilhanca — que determinam a
verossimilhanga de um par cair em uma determinada classe de relacionamento,
exemplo: full-sibs ou nonsibs, dado a informacao genotipica observada (MOUSSEAU,
RITLAND; HEATH, 1998; THOMPSON; BROTHERSTONE; WHITE, 2005). RITLAND
(1996) propbs uma abordagem de regresséao para a estimacéo de parametros, em que
as medidas de similaridade fenotipica sdo regredidas contra o parentesco par-a-par.
Porém, se existe informacao sobre a estrutura populacional, procedimentos baseados
em verossimilhanca devem ser usados, onde cada par é colocado em uma estrutura
populacional predeterminada de acordo com a probabilidade de observar os seus
gendtipos e fendtipos (MOUSSEAU; RITLAND; HEATH, 1998; THOMAS,;
PEMBERTON; HILL, 2000).

De acordo com THOMAS; PEMBERTON e HILL (2000), h4 perda de
informacé&o quando se usa técnicas que utilizam comparacdes par-a-par. Por exemplo,
se trés individuos sdo amostrados em uma Unica geracdo e tém os cada um tem o0s
seguintes gendtipos aiai, ajaj, akak (sendo ai, aj e ak alelos mutualmente exclusivos)
eles ndo podem ser irmaos-completos, mas pelo método par-a-par essa exclusdo néo

€ possivel.

Melhoramento Florestal em Coniferas
O melhoramento florestal é parte integrante da silvicultura moderna, usado

visando maximizar o rendimento econdémico através da producdo aprimorada de
madeira (WHITE; ADAMS; NEALE, 2007). O melhoramento florestal aborda

principalmente espécies de importancia econdmica e para as quais regeneragao
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artificial, por plantacdo ou por semeadura direta de variedades melhoradas, é usado
para florestacdo ou reflorestamento. Variedades melhoradas sdo usadas mais
fortemente em florestas industriais mas também em agro-silvicultura e, em alguns
casos, para enriquecimento de florestas locais (PAQUES, 2013). Uma produc&o
rapida (tempo de rotacdo curto) e de alto rendimento de madeira de boa qualidade é
frequentemente a prioridade em um programa de melhoramento florestal. O
melhoramento de arvores acelera a adaptacdo das arvores as mudancas de
ambientes (REHFELDT; JAQUISH; SAENZ-ROMERO; JOYCE et al., 2014)
modificando a composi¢cdo genética das populacdes de determinada espécie para
melhor atender as necessidades do homem.

Comparado ao melhoramento de espécies anuais, 0 melhoramento florestal
apresenta desafios mais complexos como: ciclos de reproducdo mais longos, floragcéo
tardia, correlagcdes juvenil-adulto fracas (GRATTAPAGLIA; SILVA-JUNIOR,;
RESENDE; CAPPA et al., 2018). Além do que espécies florestais geralmente
apresentam fenologia reprodutiva, criando problemas adicionais relacionados ao
planejamento de cruzamentos e producdo das progénies necessarias para os testes
a campo; e apresentam a expressao tardia das caracteristicas de interesse, uma vez
gue a maioria das caracteristicas econémicas, como a qualidade da madeira, sédo
avaliadas em idades avancadas. Apesar dos desafios, existem muitos casos de
sucesso de melhoramento para diferentes caracteristicas fenotipicas em diversas
espécies de coniferas — Pinus pinaster (BOUFFIER; CHARLOT; RAFFIN;
ROZENBERG et al., 2008; BUTCHER, 2007; BUTCHER; HOPKINS, 1993), Pinus
radiata (CHAUHAN; SHARMA; THOMAS; APIOLAZA et al., 2013; KUMAR; LEE,
2002; WU; POWELL; YANG; IVKOVIC et al., 2007), Pinus taeda (ADAMS; LAND JR;
BELLI; MATNEY, 2008; GWAZE, 2009; GWAZE; BRIDGWATER; WILLIAMS, 2002,
GWAZE; BYRAM; LOWE; BRIDGWATER, 2001; XIANG; LI; ISIK, 2003), Pinus
sylvestris (HAAPANEN; HYNYNEN; RUOTSALAINEN; SIIPILEHTO et al.,, 2016;
JANSSON; HANSEN; HAAPANEN; KVAALEN et al., 2017; RIEKSTS-RIEKSTINS;
ZELTINS; BALIUCKAS; BRUNA et al., 2020), Picea abies (ERIKSSON, 2010;
ROSVALL, 2011; SKR@PPA; STEFFENREM, 2016), Pseudotsuga menziesii
(COPES, 1999; ISAAC-RENTON; STOEHR; BEALLE STATLAND; WOODS, 2020;
STONECYPHER; PIESCH; HELLAND; CHAPMAN et al., 1996; YANCHUK, 1996; YE;
JAYAWICKRAMA, 2012).
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No melhoramento florestal o tempo € a maior restricdo e tem consequéncias
Obvias na avaliacdo fenotipica do material genético, portanto as estratégias de
melhoramento visam encurtar o ciclo reprodutivo e otimizar os ganhos genéticos por
unidade de tempo. O progresso na iniciagdo e estimulacdo de floragao por meios
mecanicos, como a cinta do caule e tratamentos quimicos, como a injecdo de
giberelinas ou mesmo paclobutrazol, aceleraram a fase de recombinacédo em varias
espécies naturalmente reprodutoras tardias (HASAN; REID, 1995). O
desenvolvimento de preditores indiretos precoces, a selecdo assistida por marcadores
(MAS - Molecular Assisted Selection) por exemplo, tinham uma perspectiva boa de
acelerar os programas de melhoramento florestal e diminuir o esforco de teste a
campo, porém dado que uma das pressuposicOes da selecdo assistida por
marcadores é a existéncia de desequilibrio de ligacdo entre o marcador e QTL de
interesse, e dado o nivel de heterozigosidade das populacdes de arvores florestais
em equilibrio de ligacéo, adicionado as interacfes entre QTL e background genético,
0 uso de MAS no melhoramento florestal se mostrou limitado (GRATTAPAGLIA,
2014). A medida que mais individuos por familia e mais familias sdo analisados, o
poder de detecgdo aumenta, mais QTLs sdo descobertos, o efeito estimado de cada
um diminui e a inconsisténcia desses efeitos se torna mais evidente, e com um ndmero
maior de QTLs controlando cada caracteristica, e cada QTL com um efeito pequeno
e imprevisivel variavel, a probabilidade de implementar o MAS para vérias
caracteristicas simultaneamente é praticamente excluida (GRATTAPAGLIA, 2014).
Nesse contexto, a selecdo genbmica surge com perspectivas promissoras no
melhoramento de arvores para aumentar o ganho genético por unidade de tempo,
através de uma melhor estimativa dos valores de melhoramento genético (selecéo

dos pais) e genotipicos (selecdo de clones) e reducédo do tempo de geracao.

Selecdo Gendmica (GS) no melhoramento florestal

Recentemente, a utilizacdo de metodologias envolvendo o desenvolvimento de
modelos de predicdo de fenotipos complexos com base na genotipagem ampla do
genoma tem surgido, revolucionando a perspectiva da aplicacdo de informacdes
gendmicas na pratica da selecdo. Esta metodologia dispensa a necessidade de
identificacdo prévia de QTLs/genes individuais, focando exclusivamente nos aspectos
de eficiéncia operacional e ganho genético. Este tipo de abordagem, denominado
selecdo gendmica (GS, Genomic Selection) ou sele¢cdo gendmica ampla (GWS,
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Genome-Wide Selection), foi proposto alguns anos atras (MEUWISSEN; HAYES,;
GODDARD, 2001) e vem ganhando interesse e aplicacédo crescente como uma nova
abordagem do melhoramento de plantas cultivadas anuais (ANNICCHIARICO;
NAZZICARI; LI; WEI et al., 2015; CROSSA; PEREZ; HICKEY; BURGUENO et al.,
2014; MASSMAN; JUNG; BERNARDO, 2013; MORRELL; BUCKLER; ROSS-
IBARRA, 2012; POLAND; ENDELMAN; DAWSON; RUTKOSKI et al., 2012; YABE;
YAMASAKI; EBANA; HAYASHI et al., 2016), perenes florestais (BEAULIEU;
DOERKSEN; CLEMENT; MACKAY et al., 2014; BEAULIEU; DOERKSEN; MACKAY;
RAINVILLE et al., 2014; GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011; IWATA; HAYASHI,
TSUMURA, 2011; RESENDE; RESENDE; SANSALONI; PETROLI et al., 2012;
RESENDE; MUNOZ; ACOSTA; PETER et al., 2012; ZAPATA-VALENZUELA,; LSIK;
MALTECCA; WEGRZYN et al., 2012; ZAPATA-VALENZUELA; WHETTEN; NEALE;
MCKEAND et al., 2013) e frutiferas (IWATA; MINAMIKAWA,; KAJIYA-KANEGAE;
ISHIMORI et al., 2016; KUMAR; BINK; VOLZ; BUS et al., 2012; KUMAR; CHAGNE;
BINK; VOLZ et al., 2012; KUMAR; MOLLOY; MUNOZ; DAETWYLER et al., 2015;
MURANTY; TROGGIO; SADOK; RIFAI et al., 2015). A GS pode ser definida como
sendo a selecdo simultdnea para centenas ou milhares de marcadores, a depender
do organismo e extensao do desequilibrio de ligacéo, cobrindo todo o genoma. Desta
forma, todos os alelos de interesse estardo em desequilibrio de ligacdo com pelo
menos um ou mais marcadores genotipados e, portanto, devidamente capturados nos
modelos preditivos (GRATTAPAGLIA, 2014).

A GS, assim como a GWAS, utiliza uma genotipagem com grande numero de
marcadores cobrindo todo o genoma, mas difere por ndo se basear na aplicacao de
testes de significancia. Logo, a GS estima simultaneamente o efeito de todos os
marcadores sobre o fen6tipo em uma populacdo representativa dos individuos, na
gual se pretende aplicar o processo de selecao. Logo, ao contrario da GWAS que foca
na deteccao de associa¢des individuais, a GS utiliza todos ou uma grande proporgao
dos marcadores para predizer o fendtipo atravées de modelos preditivos
(GRATTAPAGLIA, 2014). Por conseguinte, GS funciona segundo o principio de que
o DL fornecido por uma densa genotipagem € suficiente para capturar grande parte
dos QTLs relevantes para a caracteristica alvo. Ao evitar a selecdo de marcadores e
por estimar os efeitos de marcadores em uma populacdo de treinamento ampla e
representativa, a GS tende a capturar uma maior variancia genética para a

caracteristica avaliada. Logo, a GS mitiga o dilema de como capturar a herdabilidade
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faltante de caracteristicas complexas, explicada por um grande nimero de QTLs de
pequenos efeitos (MAKOWSKY; PAJEWSKI; KLIMENTIDIS; VAZQUEZ et al., 2011,
MANOLIO; COLLINS; COX; GOLDSTEIN et al., 2009). Pequenos efeitos estes que a
selecéo assistida com base nos poucos QTLs detectados via mapeamento de QTL e
GWAS nédo conseguem capturar (GRATTAPAGLIA, 2014; GRATTAPAGLIA;
PLOMION; KIRST; SEDEROFF, 2009).

A GS abre uma perspectiva concreta de acelerar significativamente o progresso
do melhoramento de espécies florestais, devido ao longo ciclo de vida e
caracteristicas que apresentam controle genético complexo e expressao tardia
(GRATTAPAGLIA, 2014). As metodologias preditivas da GS, dispensando a
necessidade de mapear e localizar QTLs/genes, mas focando exclusivamente no
aumento da eficiéncia com reducéo do ciclo de melhoramento e no aumento do ganho
genético, podem ter uma maior probabilidade de sucesso (GRATTAPAGLIA;
PLOMION; KIRST; SEDEROFF, 2009; GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011). Somente
nos ultimos 5 anos € que novas tecnologias de genotipagem em larga escala tem
permitido alcancar densidades e coberturas de marcadores a custos muito
accessiveis, 0 que rapidamente renovou o interesse por metodologias “caixa preta”
(black box) de predicdo de fendtipo com base em gendtipo (GODDARD, 2009;
HABIER; FERNANDO; GARRICK, 2013). Resultados recentes na literatura,
principalmente de genética e melhoramento animal sdo extremamente animadores
(CASELLAS; PIEDRAFITA, 2015; FORNERIS; STEIBEL; LEGARRA; VITEZICA et al.,
2016; GODDARD, 2009; GODDARD; HAYES; MEUWISSEN, 2010; HAYES;
GODDARD, 2010; HAYES; BOWMAN; CHAMBERLAIN; VERBYLA et al., 2009;
HAYES; BOWMAN; CHAMBERLAIN; GODDARD, 2009; HAYES; DAETWYLER,;
GODDARD, 2016; HAYES; LEWIN; GODDARD, 2013; MEUWISSEN; HAYES;
GODDARD, 2013; MEUWISSEN; HAYES; GODDARD, 2016; PORTO-NETO;
BARENDSE; HENSHALL; MCWILLIAM et al., 2015; THOMASEN; EGGER-DANNER;
WILLAM; GULDBRANDTSEN et al., 2014; VAN BINSBERGEN; CALUS; BINK; VAN
EEUWIIK et al., 2015), pois indicam que esta abordagem € particularmente
interessante para caracteristicas de baixa herdabilidade e para organismos de ciclo
de vida longo (HAYES; DAETWYLER; GODDARD, 2016; HAYES; DONOGHUE;
REICH; MASON et al., 2016; LEGARRA; ROBERT-GRANIE; MANFREDI; ELSEN,
2008; SCHAEFFER, 2006; THOMASEN; EGGER-DANNER;  WILLAM;
GULDBRANDTSEN et al., 2014).
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A GS atualmente j4 € uma realidade para o melhoramento animal, com diversos
trabalhos que mostram os ganhos genéticos alcancados pela selecdo precoce e
vantagens em relacdo ao melhoramento convencional (CASELLAS; PIEDRAFITA,
2015; HAYES; GODDARD, 2010; HAYES; BOWMAN; CHAMBERLAIN; GODDARD,
2009; HAYES; DONOGHUE; REICH; MASON et al., 2016; MEUWISSEN; HAYES;
GODDARD, 2016; PORTO-NETO; BARENDSE; HENSHALL; MCWILLIAM et al.,
2015; THOMASEN; EGGER-DANNER; WILLAM; GULDBRANDTSEN et al., 2014;
VAN BINSBERGEN; CALUS; BINK; VAN EEUWIJK et al., 2015). Experimentos
comprovaram a excelente perspectiva de aplicagdo da GS no melhoramento de
plantas anuais, como: milho (CROSSA; PEREZ; HICKEY; BURGUENO et al., 2014;
MASSMAN; GORDILLO; LORENZANA; BERNARDO, 2013; PACE; YU,
LUBBERSTEDT, 2015), trigo (CROSSA; PEREZ; HICKEY; BURGUENO et al., 2014;
THAVAMANIKUMAR; DOLFERUS; THUMMA, 2015), cevada (SCHMIDT; KOLLERS;
MAASBERG-PRELLE; GRORER et al., 2016), arroz (SPINDEL; BEGUM; AKDEMIR;
VIRK et al., 2015; SPINDEL; BEGUM; AKDEMIR; COLLARD et al.,, 2016) e soja
(CHANG; BROWN; LIPKA; DOMIER et al., 2016).

Na area florestal, a GS comecou a ser abordada através de alguns estudos
com simulacdo (GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011; IWATA; HAYASHI; TSUMURA,
2011) e logo depois em dois trabalhos pioneiros com dados empiricos de Pinus
(RESENDE; MUNOZ; RESENDE; GARRICK et al., 2012) e de Eucalyptus
(RESENDE; RESENDE; SANSALONI; PETROLI et al., 2012). Subsequentemente,
um estudo de simulacéo para testar a eficiéncia da GS, incluindo efeito de dominancia
no modelo, foi publicado em Eucalyptus (DENIS; BOUVET, 2013). Em seguida, foram
publicados diversos outros trabalhos em espécies florestais de diversos géneros de
coniferas, como: Pinus (ISIK; BARTHOLOME; FARJAT; CHANCEREL et al., 2016;
RESENDE; MUNOZ; RESENDE; GARRICK et al., 2012; ZAPATA-VALENZUELA;
LSIK; MALTECCA; WEGRZYN et al.,, 2012; ZAPATA-VALENZUELA; WHETTEN;
NEALE; MCKEAND et al., 2013), Larix (KLAPSTE; LSTIBUREK; EL-KASSABY, 2014)
e Picea (BEAULIEU; DOERKSEN; CLEMENT; MACKAY et al., 2014; BEAULIEU,;
DOERKSEN; MACKAY; RAINVILLE et al.,, 2014; GAMAL EL-DIEN; RATCLIFFE;
KLAPSTE; CHEN et al., 2015; GAMAL EL-DIEN; RATCLIFFE; KLAPSTE; PORTH et
al., 2016).

A GS podera representar uma mudanca radical de paradigma no melhoramento

florestal, por permitir a selecdo ultra-precoce de arvores elite ainda no estagio de
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mudas no viveiro para caracteristicas de expressao tardia, tais como: crescimento
volumétrico, qualidade da madeira e tolerancia a estresses abidticos e bioticos
(GRATTAPAGLIA, 2014). Individuos podem ser selecionados visando a instalagéo de
testes clonais ou a sua utilizagdo como genitores para a proxima geracdo de
melhoramento ou ambos, como vem sendo feito em algumas empresas atualmente.
Esta estratégia busca explorar a combinacéo de caracteristicas favoraveis e identificar
individuos excepcionais que consolidem diversas caracteristicas desejaveis.
Programas de melhoramento com esta configuracao sao plenamente adequados para

a implementacao da abordagem de GS.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € apresentar e aplicar um método eficiente para estimar
curvas de crescimento em A. angustifolia em idades ndo mensuradas e desenvolver
e utilizar um array de genotipagem de SNPs para Araucaria angustifolia. Os dados
genotipicos e fenotipicos obtidos serdo utilizados para investigar a diversidade e
estrutura genética de populacdes naturais, estimar parametros genéticos em um teste
de progénie e explorar modelos de predicdo gendmica para caracteristicas

guantitativas de crescimento.
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Objetivos Especificos

39

Apresentar e aplicar um método para estimar curvas de crescimento em A.
angustifolia em idades ndo medidas e examinar a distribuicdo da variacao genética
entre e dentro das regides, procedéncias e familias dentro das procedéncias.

Realizar a descoberta de SNPs a partir de dados de sequenciamento gendmico e

de RNA de Araucaria angustifolia.

Selecionar SNPs com propriedades adequadas para a genotipagem em array de
genotipagem baseado na tecnologia Axiom (Affymetrix) e avaliar a qualidade de
genotipagem dos SNPs desenvolvidos vai parametros de clusterizagéo de classes

genotipicas e repetibilidade de genotipos.

Estudar a diversidade e estrutura genética de populacdes naturais representadas
em um teste de procedéncias e progénies coletadas em 15 localidades que

contemplaram a regido de ocorréncia de Araucaria angustifolia no Brasil.

Comparar os cenarios inferidos sobre a organizacao, distribuicdo e estrutura da
diversidade genética dentro e entre populagdes de Araucaria angustifolia com base
em marcadores bialélicos SNPs e marcadores multialélicos hipervariaveis

microssatélites.

Estimar parametros genéticos de herdabilidade e correlagdes genéticas para
caracteristicas de crescimento volumétrico em diferentes idades de crescimento

utilizando matriz de realizado com base em marcadores SNP (matriz G).

Desenvolver e avaliar a capacidade preditiva de modelos de predicdo gendmica
para selecdo de individuos e familias para caracteristicas de crescimento em
diferentes idades e estimar o ganho genético potencial da selecdo genébmica em

relacdo ao melhoramento convencional via selecéo recorrente.
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Abstract

Understanding the growth patterns of long-lived conifer tree species is important to
devise early selection strategies, predict future biomass productivity and assess
adaptive tree fitness for long term conservation efforts. We investigated the genetic
variation for growth traits of Araucaria angustifolia, the grandiose renowned “Parana
pine” tree, in a trial involving 122 families across 15 provenances covering the entire
natural range of the species in Brazil. Measurements at ages 7, 24, 32, 33 and 35 were
used to adjust continuous growth curves based on nonlinear mixed-effect models for
all 2,158 trees, providing estimates for unmeasured ages in the 7-to-35-year interval.
Estimated values closely matched observed ones and a reduction of the coefficient of
residual variation was observed in the estimated data, possibly due to removal of
random error in the observed measurements, making the estimated curves more
reliable to predict growth patterns. Genetic variation for growth within provenances was
greater than between, with a trend of increasing heritabilities over time for most
provenances. Substantial genetic variation found both within and between families
could drive efficient early selection at both levels. All provenances included individual
trees and families with good potential to be selected for shorter rotations. Growth
curves show that trees invest first in height and later in diameter growth. Considerable
variation was observed across provenances for the optimal age and optimal tree
volume at which annual growth increment peaks, a tipping point that could be used as
a predictor of the optimal rotation age and expected tree volume. The data clearly
indicate potential for early selection for growth at age 7-10 with an 85% prediction
accuracy of growth at age 35. Additionally, growth data indicate potential of shortening
harvest age from 30-35 to 15-20 years by selecting the best individuals and families.
These results underscore the potential of expanding investments in breeding and
plantation forestry of A. angustifolia, which in parallel could contribute to enhancing

conservation efforts of this iconic subtropical conifer.
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1. Introduction

Parana pine [Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze.] is an iconic long-lived
subtropical conifer distributed exclusively in South America, with most of its
populations concentrated in southern and southeastern Brazil (Reis et al., 2014), and
some populations also found in Argentina and Paraguay. Other species in the genus
are found elsewhere, such as Araucaria araucana (Molina) K. Koch in Chile, Araucaria
bidwillii Hooker and Araucaria cunninghamii Aiton ex D.Don in eastern Australia and
New Guinea, and Araucaria hunsteinii Schumann in New Guinea. In Brazil, since the
last century the original extension of the A. angustifolia forest, estimated at
approximately 200,000 km2 has declined by more than 97% (Medina-Macedo et al.,
2014). The interest in its very high-quality timber and the expansion of agricultural
frontiers in high fertility lands in the southern regions are the main causes of this severe
reduction, Despite specific laws now in Brazil aiming at the conservation of the
species, listed as ‘Critically Endangered’ according to [IUCN Red List of Threatened
Species (Thomas, 2013), some farmers still insist on clandestine thinning of trees.

Species and ecosystem conservation in Brazil has advanced by the creation and
management of Conservation Units throughout the country (Montagna et al., 2012).
Additionally, ex situ conservation strategies have played a key role for the
maintenance of biological and genetic resources (Ferreira et al., 2012). In the case of
highly valuable forest trees such as A. angustifolia, forest plantations could serve as
supplementary important storehouses of genetic diversity, by ensuring genetic
composition mirroring natural populations (Stefenon et al., 2008). The investment in
breeding programs of the species could therefore have a positive effect both on the
conservation of genetic diversity in germplasm banks paired with the utilitarian purpose
of producing highly valuable wood. Genetic improvement strategies that also include
conservation efforts have been a reality for conifers in countries with temperate
climate. In addition, the slow tree growth compels the forest growers to adopt
sustainable exploitation plans (Farjon and Page, 1999). In Brazil, while exotic
Eucalyptus and Pinus species, have received great attention from the germplasm
conservation and breeding efforts given their silvicultural and economic importance
(Feffer et al., 2019), advances in conservation allied to breeding for native forest trees
is still timid. A. angustifolia, has been somewhat of an exception given its valuable

wood, with a some efforts throughout the years with the establishment and evaluation
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of provenance and progeny trials (Kageyama and Jacob, 1979; Shimizu et al., 2000;
Sebbenn et al., 2003; da Silva et al., 2018). Considerable variation has been reported
for growth rate and stem form between different populations of A. angustifolia, and also
between individual trees within populations (Sebbenn et al., 2003). Opportunities,
therefore, exist to improve the silvicultural value of the species by identifying the best
wild seed sources and selecting individuals within them to develop varieties that are
considerably better than the wild material. Understanding the geographical distribution
of ecologically relevant genetic variation and the environmental factors driving adaptive
divergence within species will help ensuring appropriate sourcing of material not only
for the structuring of tree breeding programs but also for ecological restoration and
conservation prioritization (Lu et al., 2016).

Provenance trials combined with progeny tests provide a rich foundation to inform
breeding and serve as valuable repositories to source material for conservation and
restoration (O'Brien et al., 2007; White et al., 2007). These kinds of studies have been
important drivers of breeding for a large number of economically important forest trees
including species of Pinus (Dieters et al., 1995; Haapanen, 2001; Hodge and Dvorak,
2001; Kroon et al.,, 2011), Cryptomeria (Hiraoka et al., 2019) and Eucalyptus
(Stackpole et al., 2010) no name a few. To date while much is known about patterns
of geographic variation for temperate and subtropical forest trees, fewer are studies
with tropical species. A noteworthy exception is the important effort of gene
conservation and breeding through provenance/progeny trials carried out by
CAMCORE for tropical pines (Hodge and Dvorak, 2001) and more recently with
tropical Eucalyptus (Hodge and Dvorak, 2015). Following provenance and progeny
trials, tree breeding involves sequential steps of mating, testing and selection to
increase the frequency of useful alleles for several traits concurrently in a target
population. Quantitative data are used for estimating genetic variances, types of
genetic action, heritabilities and genetic correlations for the key traits, and results used
to predict and estimate gain with successive selection cycles (Lynch and Walsh, 1998).
In practice, however, there is strong economic pressure to reduce the time needed to
complete a breeding cycle (White et al., 2007) and to shorten the rotation cycle of a
production forest (Haapanen et al., 2016). Especially in slow growing species, early
indirect selection is key and has been widely investigated for conifer species of Pinus
(Lambeth, 1980; Foster, 1986; Carter et al., 1990; Gwaze et al., 2002; Weng et al.,
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2007; Chauhan et al., 2013), Picea sp. (Newton, 2003) and Eucalyptus (Leksono et
al., 2006).

Besides quantitative genetic parameters, knowledge of the growth behavior of a
forest tree species is a key element, be it for early genetic selection, prediction of future
biomass production, or to understand patterns of adaptive fithess (Bowman et al.,
2013). Hess and Schneider (2009), evaluating three sites in southern Brazil, described
A. angustifolia height growth as a sigmoid form, with higher rates of increase between
15 and 20 years, and a trend of stagnation after 30 years. These same authors
demonstrated that the Araucaria diameter presents a sigmoid growth form in the three
environments evaluated, with higher rates of increase between 20 and 33 years,
depending on the region (Hess et al., 2009). Similarly, height growth of Scots Pine,
between ages four and 18 years, was described as approximately linear by Haapanen
(2001), but suggesting a moment of inflection after these earlier ages. In forestry, it is
common to use nonlinear functions such as Weibull, Chapman-Richards and Logistics,
to describe tree growth, and in particular, random-effect models are interesting for tree-
to-tree growth estimates (Subedi and Sharma, 2011), allowing for greater flexibility of
the model for growth projections taking into account the particular effects of the site on
individual development or even its genetic features.

In this study, we investigated the genetic variation for growth traits in a A.
angustifolia provenance and progeny trial involving 122 open pollinated families from
15 origins across four Brazilian states during a 35-year growth period. Our objectives
were: i) to present an efficient methodology to estimate growth in A. angustifolia for
unquantified ages; ii) to assess the variation in genetic parameters for growth traits
across provenances; iii) to evaluate the efficacy of early genetic selection within and
between progenies and provenances and iv) to present an efficient methodology to
estimate missing measurement data. The underlying goal of the study was to provide
an update on the long-term growth patterns of the most comprehensive genetic trial of
Araucaria angustifolia currently running in Brazil to potentially foster private initiatives

toward more intensive breeding and plantation of this iconic Brazilian conifer.

2. Material and Methods
2.1. Sampling and Experimental Design

The field experiment was originally described in Sebbenn et al. (2003). In brief,

seeds from open-pollinated families were collected from trees sampled in 15 natural
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A. angustifolia provenances in four Brazilian States - Minas Gerais (MG) Séo Paulo
(SP), Parana (PR) e Santa Catarina (SC) (Figure 1). A total of 122 families were
sampled, with the number of families per provenance varying from four to 14 (Table 1).
The experiment was set up in the Itapeva Experimental Station of the Sdo Paulo State
Forest Institute (24°17° S, 48°54° W and 930 m altitude). The trial was established in a
compact-family design, with 15 provenances (plots), with four to 14 progenies per
provenance (subplots), 10 individuals per subplot and three replicatesina3 mx2 m
spacing and borders consisting of two rows. Seeds were collected in May 1979 and
seedlings planted in March 1980. The trial was measured after four, seven, 24, 32 and
35 years for total height (HEI) and after seven, 24, 32, 33 and 35 years for diameter at
breast height (DBH) (1.3 m). All measurements were used to adjust the individual
growth curves for all 2,158 trees but for standardization and better quality of the
adjusted values only data from measurements conducted between ages seven and 35

were used in the genetic models analyzed.

2.2. Extrapolation models for HEI and DBH to the entire 7-35yr growth range

Modeling was applied to provide a full range of year-to-year estimates of growth
in DBH and HEI for individual trees using adequate growth functions (Burkhart and
Tomé, 2012). The main motivation for using non-linear random models was to predict
data outside the sampled range, especially for trees that have missing data for early
or late ages. Modeling presents also the opportunity to correct errors that occur during
data collection, such as non-sampling errors, or trees that oddly seem to have shrunk
over time. We used the methodology described by Calegario et al. (2005) and
Lindstrom and Bates (1990) to adjust the continuous growth of the trees based on
nonlinear mixed-effect models.

Random nonlinear models were applied using the function ‘nime’ in R (Pinheiro
etal., 2016). The variable considered x;; represents the i-th tree on j-th measurement
time, being i=1[1,2,..,2158] trees and j={4,7,24,32,35} for HEI and j=
{7,24,32,33,35} for DBH, in years. All ages contain approximately the same number
of trees, except for missing data. The non-linear function x;; = F(Hij, vij) + €;; could be
applied to represent the relationship between the response variable and the covariates

within the ith tree, where F is a general function of a group-specific parameter vector
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6;; and a covariate vector v;;, and ¢;; is a normally distributed within-group error term.
The parameter vector 6;; has the form:
0ij = LijBi + Kijmy [1]
1;i~N(0, 9),
where B is a vector of fixed effects; r; is a vector of random effects associated with the
ith tree; and L;; and K;; are incidence matrices of fixed and random effects,
respectively. In the basic assumptions, the within group errors are independently
distributed with mean zero and variance ¢? and independent of the random effects.
The Chapman-Richards (Eq. [2]), function was chosen to estimate plant height
over time following the instructions described earlier (Hess and Schneider, 2009). The
function chosen to estimate DBH over time was the Logistic function (Eq. [3]), which
has proved to be precise and flexible in this case based on the comparison to other

non-linear functions (results not shown).

Chapman-Richards model for estimating HEI:

0,.
HEIL; = 01,[1 — expCl2td] i 4 ¢, [2]

Logistic model for estimating DBH:

0.,
(02i—t;)/03; + &), [3]

1+exp

where, HEI;; and DAP;; are respectively plant height and diameter at breast height for
the i-th tree on the j-th age; t;; is the age (time) in j years of the tree i; ¢;; is the

random error.

0] A1 [
6; = |02;| = |B2| + |T2:| =B + 1, [4]
0, B3 I3

1;~N(0,¢); &;~N(0,0%)

Here, § is a vector of fixed effects and r; represents the vector of random effects. ¢;;

and r; are independents.
The individual volume estimate of the tree (VOL) was obtained according to

Sanquetta et al. (2016), using a Spurr Log model, as follows:
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InVOL = —9,6687 + 0,9650[In(DBH2HEI))], 5]

2.3. Genetic modeling

The mixed model of Eg. [6] was used for the phenotypic growth values (HEI, DBH
and VOL) using the function 'regress' (Clifford et al., 2014) in the R environment. To
speed up simultaneous adjustments for each of the ages, its configuration was inspired
by model #5 of the free software SELEGEN REML-BLUP (Resende, 2016): complete
blocks, several provenances, half-sib progenies tested in one location (Figure 1):
y=Xb+Za+Wp+Ts+e, [6]
where y is the data vector (HEI, DBH or VOL); b is the blocking effect vector
(presumed as fixed effects) summed to overall average; a is the vector of individual
additive genetic effects (presumed as random effects); p is the plot effect vector
(presumed as random effects); A is the Half-sib relationship matrix between all 2,158
individuals; s is the provenance effect vector (random) and e is the error or residuals
vector (random). The capital letters X, Z, W, and T represent the incidence matrices
for these effects. The variance structure of the model was as follows:

a|A, 62~N(0,Ad?);
ploﬁop“’N(O: Io'r%op);
Slagarc"'N(Or Io-garc);

e|o2~N(0,102);

Narrow-sense heritability was obtained by: h2 = 62/(02 + 62,p + 0Z4rc + 02); the
coefficient of population, i.e. provenance, determination was obtained by: cj,, =
020p/ (02 + 020p + Ofarc +02) . It should be noted that o2 + 62, + 02qrc + 02
correspond to the component of the phenotypic variance of the model. To adjust the

parameters for each provenance k, being k = [1, 2, ..., 15], the reduced form of the

model from Eq. [6] was adopted:
Vi :Xkbk+Zkak+TkSk+ek, [7]
where, y, the effects b, a, s, e, the incidence matrices X, Z and T and the variance

structures are corresponding to those of Eq. [6]. Heritability in the narrow sense for
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each k provenance was obtained by: hZ, = agk/(agk + aﬁarck + aezk). It is important

to note that the models of equations [6] and [7] were repeated individually for each of
the ages (7 to 35 years).
Genetic correlations (r;4) within progenies were estimated based on Pearson

correlations between predicted genetic values for each year (@, from Eq. [6]). This
strategy was adopted to generate inferences about early selection, since when
measuring data at a given time j, i.e., data at j + 1 is unkown. It was also for this same
reason that the models were adjusted individually for each year, so that the data
increment of other years did not provide an unrealistically better fit than expected.
The calculation of the genetic correlations between progenies was done in a
manner analogous to the genetic correlation between individuals (within progenies),
replacing the additive component of Eq. [6] with the family index vector making y =
Xb+ Qf + Wp + Ts + e, where f is the random effects of the 122 progenies and Q is
their respective incidence matrix. The other components are described in Eg. [6].
Genetic correlations between progenies were finally obtained through Pearson's
correlation between the random effects of progenies between each of the evaluated

years. Models of equations [6] and [7] are reciprocal given that o; = 4af2.

3. Results
3.1. Random regression estimates

Annual growth was estimated from age seven to 35 years for 2,158 A. angustifolia
trees (Figure 2). Parts ‘@’ and ‘b’ show the relationship between the observed and
model estimated values. Points scattered below the dashed line (45°) correspond to
trees that have “shrunk” over time. In other words, measurement or annotation errors
that occurred during data collection, causing the data to differ from the true values,
suggesting greater reliability in the estimated values than in the observed ones.
Scattered points above this line are likely recording errors super estimating the actual
measurements. Graphs in ‘c’ and ‘d’ show that the residues concentrate strongly
around zero, indicating some rare observed values with deviation between 10% and
20%. Parts ‘e’ and ‘f show the behavior of the adjusted growth data over time for a
randomly taken sample of 25 trees. It is noted that for HEI, growth stagnation generally
starts around age 30 years, while for DBH the growth is still in full swing at that same

age for most trees. The relationship between DBH and HEI for different time scales is
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shown in Supplementary Figure S1. Even at age 35 A. angustifolia does not show
biomass growth stagnation, but a deceleration of height increment can already be
noticed. The red curves corresponding to the relationship for the sequential ages show
that the trees invest slightly more in height growth early on and as time passes this
trend shifts to diameter growth. To validate the estimated data, the parameter
estimates were compared for both the observed data and the estimated data (Table
2). For comparison, only ages seven, 24, 32 and 35 were used when coincident

measurement for HEI and DBH were taken.

3.2. Genetic parameters from observed and modeled data

The modeling approach used to provide estimates of growth data for the entire
time span showed good agreement between the observed and estimated data at the
four ages for which coincidental measurements were taken for HEI and DBH. A
coefficient of determination R? above 0.9 was already observed for both traits at age
7, increasing above 0.98 at age 35 with a concurrent reduction of Root Mean Square
Error (RMSE) down to the 3-4% range (Table 2). This result is also illustrated by the
overall small differences between the estimates of genetic parameters (heritability and
variance components) obtained with observed and estimated data for essentially all
genetic parameters. The good agreement observed between the observed and
estimated data support the growth data modeling employed for the unsampled ages
(Figure 2). This agreement might be explained by an improved capture of the genetic
variance in the estimated data due to the absence of non-sampling errors. This is also
shown by a reduction of the coefficient of residual variation CVe in practically all the
ages for both traits. The coefficients of determination of provenances (cgop) were
constant across the four measured ages and greater than the heritability in the narrow
sense (h2) only at age seven years. By performing a naive Chi-square test of observed
against estimated data among the four variances of the models, p-values obtained
were 0.63 to 0.99 for HEI and 0.83 to 0.99 for DBH, indicating no significant difference
between the parameters for the two traits.

The additive genetic variance showed an exponential increase from age 7 to age
24 for both traits but while for HEI it practically leveled off at age 24, for DBH it had a
further increase from age 24 to 35 (Table 2). This increase in genetic variance is
mirrored by an equivalent increase in heritabilities from age 7 to 24 and the same

pattern of leveling off after that age (Table 2). Provenance specific estimates of
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individual narrow sense heritabilities (colored lines) were obtained across all ages
showing considerable variation across provenances, although generally increasing
with age, as also shown by the overall estimate (dashed black line) (Figure 3). Note
that the overall heritability within provenances (black dashed line) is greater than the
heritability between provenances (red dotted line) as expected (Vencovsky et al.
(2012), while most individual-provenance heritabilities (colored lines) are substantially
higher. Provenances 8, 2, 6, 10 (for HEI); 6, 10, 8, 13, 11, 9, 2 (for DBH); and 6, 10, 8,
2,11, 13 (for VOL) are the ones with greater genetic variability and probably those that
will allow greater gains from directional selection while provenances 1, 3, 12, and 15
conversely are the ones displaying the lowest genetic variance in the trial site.

Estimates of average growth traits for the 15 provenances show the same overall
ranking across ages, with Northern region provenances 1 to 5 showing considerably
higher growth rates for all traits when compared to the remaining provenances and
provenance 4 from the municipality of Lambari, state of Minas Gerais, showing the
most outstanding average performance (Figure 4). Southern provenances 12, 13 and
15 had the worst performances overall and provenances 8 and 9, located closest to
the experimental site showed an average performance.

Age-age genetic correlations between all ages and age 35 for the three traits are
shown in Figure 5a. Both correlations for individual trees within families and among
families followed the same trend although slightly higher values were seen for among
family’s correlations. Correlations were high and increased over time and approached
unity at age 35. Correlations ranged from 0.83 to 1.00 for HEI, 0.81 to 1.00 for DBH
and from 0.75 to 1.00 for VOL. The strongest age-age correlations at both levels were
seen for HEI. Expected genetic gains for growth at age 35 following early selection at
different ages were estimated based on breeding values (Figure 5-b). Consistent with
the age-age correlations graphs, expected gains from early selection increased when
approaching the target age without showing any plateauing, indicating that the maximal
gain will likely be made only at age 35. Three selection intensities were simulated on
the 2,158 trees evaluated, namely, high: 1% (22 individuals), intermediate: 5% (108
individuals) and low: 10% (216 individuals). Percent gains were 5 to 10X higher when
selecting for VOL when compared to HEI and DBH and, as expected, increased with
increasing selection intensity (lower percent selected). Despite the large performance
differences among the provenances, superior trees for growth were observed in all

fifteen provenances, especially when performing selection with intermediate (5%) and
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low intensity (10%) (Table 3), consistent with the large amount of within-provenance

genetic variation observed in the species.

4. Discussion
We have presented a comprehensive picture of time trends in genetic parameters

and growth curves of the most genetically inclusive provenance and progeny trial of A.
araucaria available to date. Using a modeling approach that allowed generating data
for unsampled ages, a set of high-quality year-to-year growth and genetic parameter
estimates were obtained for diameter at breast height (DBH), total tree height (HEI)
and individual volume (VOL) for 2,158 individuals, corresponding to about 59% of the
trees that survived the originally planted experiment. This unique long-term
provenance, progeny and individual level growth dataset encompassing a countrywide
representation of A. araucaria natural populations, represents a valuable asset,
together with the actual trial, for genetic improvement, germplasm conservation and
restoration efforts of this highly valuable and species, still largely unexploited from the

point of view of sustainable forest plantation.

4.1. Patterns of heritability change with age

Genetic variation for growth traits in A. angustifolia, namely DBH, HEI and VOL,
tends to increase over time as shown by an increase in narrow-sense heritability (h2)
(Figure 3). Such an increase is expected following the differentiation of biomass
accumulation of some individual trees compared to others over time. While in early
ages trees tend to have a smaller difference in biomass, over time this difference
becomes increasingly pronounced. The individual narrow sense heritability for HEI and
DBH in A. angustifolia reached values in the range of ~0.2 to 0.25 at age 35. These
values are lower than some of the estimates reported in earlier studies where values
between 0.03 and 0.6 were observed (Kageyama and Jacob, 1979; da Silva et al.,
2018). This difference could be explained by the significantly broader country-wide
sampling in this trial in comparison to previous ones, including provenances from a
much wider geographical range and correspondingly variable sampling of genetic
variation and heritability behavior (Figure 3).

The increase in genetic variation for growth with age resulting in higher narrow

sense heritability has been reported in a number of studies of different conifer species,
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particularly of genus Pinus (McKeand, 1988; Hodge and White, 1992; Balocchi et al.,
1993; Dieters et al., 1995; Costa and Durel, 1996; Li et al., 1996; Jansson et al., 2003;
Weng et al., 2007), although other reports have shown either non-linear (Gwaze et al.,
2002) or constant (Haapanen, 2001) heritabilities with age. When individual Araucaria
angustifolia provenances are considered, narrow-sense heritabilities for growth traits
showed quite variable patterns across the 15 provenances of A. angustifolia and along
the ages evaluated (Figure 3), in line with the fact that the expression of genetic and
residual variances may depend on the provenance and also on the age of the
individuals (Jansson et al., 2003). A decrease in heritability for DBH was observed in
provenances 9, 13 and 14 while in provenances 1, 14, 9 and 10 the decrease was in
heritability for HEI (Figure 3).

Our results highlight the fact that using an average estimate of heritability for all
provenances irrespectively of age, would lead to significant inaccuracies in the
selection of the best individuals within families. For example, for provenance 6, using
an average heritability would be problematic as low values of hZ were estimated at
advanced ages and high values at early ages, with the highest estimate of h2 observed
for VOL at age 36. On the other hand, for provenance 4 a more stable behavior is
observed across ages, while provenance 13 has a variable behavior and provenance
1 results are practically null throughout the evaluation period. There are some possible
explanations for this observed variability in heritability time-trend across provenances:
i) a fluctuating growth interaction between individuals over time; ii) variable interaction
of provenances and progenies with the environmental variation in the testing site with
time; iii) differential expression of inbreeding depression across provenances and
progenies within provenances as the magnitude of inbreeding depression can be
expressed at different life stages (Tambarussi et al., 2017); iv) patchy mortality rates
over time across provenances, which reduces genetic variance and / or increases

residual variance (Kroon et al., 2011).

4.2. Age-age genetic correlation and early selection gains

While heritabilities are measures of the degree to which trait variances are
governed by genetic rather than environmental factors, genetic correlations describe
the extent to which breeding values (i.e., measures of the additive ‘genetic worth’ of
individuals for a specific trait, age and environment) co-vary. Genetic correlations

between all ages and age 35 were high both for individual trees within families and
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among families. For DBH and HEI, regardless of the growth period, genetic
correlations were always greater than 0.85, and for volume, greater than 0.70.
Selecting for HEI and DBH individually is slightly better than on VOL, as there is a
tendency to achieve higher correlations with age 35 faster (Figure 5-a). When the
seventh year of growth is reached, genetic correlations with age 35 years are already
above 0.80, except for selection within progenies for variable VOL, which is
approximately 0.75. To reach genetic correlations higher than 0.90, selection needs to
be carried out beyond age 12 years for all three traits HEI, DBH and VOL. From age
30 onward the parametric estimates demonstrate a genetic correlation approximately
equal to 1.0 with age 35 years. Our age-age correlations estimates are equivalent or
higher than those reported for other conifers. While this could be an intrinsic biological
property of A. angustofolia, the modeling approach used to improve data quality might
have also contributed to this result. Reported results for other conifers vary. While age-
age genetic correlations of early height with 8-year volume increased significantly in
the first 3—4 years reaching values above 0.8 for loblolly pine (Xiang et al., 2003),
relatively modest genetic correlations of 0.468 for HEI and 0.531 for DBH between
ages 5 and 30 years were reported for Cryptomeria japonica (Hiraoka et al., 2019)
and 0.51 for HEI between ages 7 and 24 years for Pinus contorta (Xie and Ying, 1996).
The high genetic correlations observed in A. angustifolia represent an exciting
result, opening promising opportunities for carrying out efficient early selection. A
commonly cited limitation to increase investment in A. angustifolia plantation forestry
in Brazil is the slow growth and consequently the long investment timeframe necessary
to capture returns and the long breeding cycles needed to improve populations. This
becomes even more evident when comparisons with fast growing Pinus taeda or
Eucalyptus sp. are made, although such comparisons are not legitimate given the
significant differences in the final wood product and market price. A. angustifolia wood
is fine in texture, uniform in color, with fiber length around 5 mm, much higher than
Eucalyptus (1 mm), and pines (3 to 4 mm), superior mechanical strength and flexibility
when compared to other commercial conifers (Santini et al., 2000), basic density
between 400 to 500 kg/m?3 (Trevisan et al., 2016) and cellulose content up to 60%.
Currently there are no ongoing systematic efforts to attempt to reduce the
breeding cycles of A. angustifolia, mostly due to the still limited interest in extensive
plantation forestry of the species. Our study indicates that correlations between ages

7 and 35 would already allow efficient early selection (Figure 5a). Nevertheless
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recombination of selected A. angustifolia trees depends on emission of strobilus which
generally takes place only around age 10-15 years in isolated trees and from 20 years
of age onward in homogeneous plantations (Carvalho, 1994). Unless some early
flowering technigues commonly used in conifers are optimized for A. angustifolia, such
as induction of grafted scions with gibberellin (Greenwood, 1982) or top grafting on
reproductively older trees (Perez et al.,, 2007), a considerable time lag will be
necessary to complete a breeding cycle despite early selection. To date no attempts
have been made to induce early flowering in A. angustifolia, an area of research that
should merit attention as an important tool to accelerate breeding, reminding that the
species is dioecious therefore requiring flower induction in individuals of both sexes.

Our data show that the abundant genetic variation found both within and between
families could drive efficient early selection at both levels. In theory family selection is
expected to provide greater genetic gains at any selection intensity (Kageyama and
Jacob, 1979; Diao et al., 2016). However, our analyses indicate that early individual or
family selection would provide similar efficiencies (Figure 5a), suggesting that,
operationally, in an initial stage of improvement it may be more advantageous to select
the best individuals within the best families. Additionally, it might also be recommended
to consider selecting the best individuals within families in more geographically distinct
provenances. Although the northern provenances displayed a considerably higher
average growth performance at least in the trial site (Figure 4), fast growing trees can
also be found in southern provenances. Recently, genome-wide single nucleotide
polymorphism data have shown a considerably higher genetic divergence between
northern and southern populations of A. angustifolia challenging previous microsatellite
based estimates (Silva et al., 2020). Selecting top trees in genetically divergent
provenances might allow exploiting inter-provenance heterotic effects as
demonstrated in other conifers such as Picea and Pinus (Kaya and Lindgren, 1992;
Harfouche et al., 2000; de la Mata et al., 2014), a breeding strategy still generally
underappreciated in conifer breeding. Finally, although scalable sustainable conifer
cloning still represents a technical challenge, unless somatic embryogenesis is
developed (Park, 2002), vegetative propagation of elite Araucaria trees could be
considered by rooted cutting for the establishment of clonal plantations, clonal seed
orchards or for conservation purposes (Wendling et al., 2016).

Our results provide useful information to identify the growth patterns of individual

provenances, families or individuals to allow selection at these different levels to
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shorten the final rotation age. The few existing commercial A. angustifolia plantations
are grown in pure stands and harvested at a rotation age of approximately 30 years.
Wood products include pulp for paper and cardboard, timber for construction, and
veneer (Nutto et al., 2005). In this study, the Mean Annual Increment (MAI) was
estimated for each provenance, with the maximum volume observed around ages 26
to 28 years for all provenances (Figure 6), which indicates that this could be an ideal
rotation age as far as volume growth. However, observing the individual trees growth
curves, 239 trees were observed reaching the maximum growth increment before age
20 years, and 17 trees at age 15 years (Suppl. Figure S2). All provenances included
individual trees with good potential to be selected for shorter rotations. Considerable
variation was observed across provenances for the optimal age (Figure 6a) and
optimal tree volume (Figure 6b) at which annual growth increment peaks, a tipping
point that could be used as a predictor of the optimal rotation age and expected tree
volume. For example, provenance 4 from Lambari, showed a remarkably higher growth
rate when compared to all others, with a peak of average growth rate at 0.56 m3 per
tree. On the other hand, other provenances, such as provenance 13 from Cacador,
peaks its average growth rate at just 0.2 m3 per tree. It is important to mention that
increasing growth rates may reduce the longevity of conifers. Rapid and large growth
rates may mean reduced investment in defenses, lower wood density and mechanical
resistance, greater hydraulic resistance, as well as problems with negative growth
regulation during periods of stress (Bigler and Veblen, 2009). Data from individual
growth curves therefore represent valuable information to be integrated into selection
decision to potentially reduce the rotation cycle of A. angustifolia, although
considerations regarding optimal age for wood properties traits need to be taken into
account as well (Nutto et al., 2005).

4.3. Araucaria as a viable tropical commercial conifer option

A. angustifolia is currently considered an endangered species at the international
level and protected by a 20-year-old law in Brazil (BRASIL, 2001). Although the
management of naturally forested areas of this species is mostly forbidden, recent
initiatives have proposed that Mixed Ombrophilous Araucaria forests in Southern Brazil
can be managed as sustainable sources of environmental, social and economic
benefits (Longhi et al., 2018; Arnoni Costa et al., 2020). Clearly, however, much

research is still needed to develop solid scientific data to support truly sustainable

85



management strategies for such complex mixed stands subtropical forests, as models
for low species diversity, temperate conifer stands, do not necessarily apply (Hess et
al., 2018).

A. angustifolia plantation, however, is fully legal and increasingly seen as a viable
alternative that has recently attracted renewed interest, especially by small and
medium size farmers that have to restore forested areas in their properties to abide to
the new Brazilian forest code (E. Schaitza pers. comm.). The common question posed
by both small- and large-scale forest enterprises is the economic viability of A.
angustifolia versus exotic conifer species of Pinus. A recent economic analysis based
on formal economic metrics such as NVP (Net Present Value), IRR (Internal Rate of
Return) and ROI (Return on Investment), concluded that Araucaria plantations only
become competitive with pines on average quality sites that would support an MAI of
23 m3/halyear for a 1.111 tree pure species stand at age 15 (Eisfeld et al., 2018).
Although our experimental trial data does not provide direct measures of MAI,
estimates were calculated for the top 50 and 100 individual trees in the trial
(Supplementary Figure S2) . Data show that such MAI could be potentially reached by
a few individual trees and specific progenies in the top performing provenances.

Clearly, a systematic breeding effort based on the data and germplasm provided
in this study, together with further improvements in silvicultural practices specifically
tailored to the species, could represent an important move toward economic viability
of extensive A. angustifolia commercial forest plantation. Advanced genomic-based
breeding approaches exploiting the power of DNA marker data would be particularly
useful to accelerate A. angustifolia breeding in the same way as it is currently
happening with mainstream conifers and hardwoods (Grattapaglia et al., 2018). The
recently developed high-throughput genotyping chip for A. angustifolia with 3,000
SNPs (single nucleotide polymorphisms) markers (Silva et al., 2020) opens the
prospects of adopting genomic selection to accelerate breeding cycles, increase
selection intensity, improve the accuracy of breeding values and innovate in genetic
parameters’ estimation and breeding approaches. Due to its country-wide distribution,
studies involving multiple environmental variables could also be explored for site-
specific recommendation of the best genotypes using enviromics approaches
(Resende et al., 2020). Finally, given the iconic relevance of the species, breeding
programs should also value genetic diversity and the establishment of forests with high

environmental adaptive value (Marcatti et al., 2017).
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Concluding remarks
Although the species has a long and unfortunate history of over-exploitation, high

levels of genetic diversity are still found in the remnant natural populations in Brazil,
both at the DNA sequence level (Stefenon et al., 2007; Silva et al., 2020) and at the
phenotypic level for growth, as shown in our study. The growth data surveyed in this
work match the DNA sequence data described previously as far as pointing to a major
separation of the existing provenances into two groups: northern (1 - 7) and southern
provenances (8 - 15) (Figure 4). As expected, when evaluated in a common garden
trial, provenances coming from close geographical proximity showed similar growth
patterns, revealing that the genetic variation within provenances is greater than the
variation found between provenances. Our data also underscore the potential for early
selection for growth with high prediction accuracy of later ages, and the possibility of
shortening the harvest cycle by selecting the best individuals and families. Taken
together all the data presented provide significant opportunities for directional selection
toward systematic breeding of the species which could in turn foster greater interest
and investment in sampling, characterizing and ultimately conserving a wider

germplasm base of this valuable keystone Brazilian conifer.
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1
2

Table 1. Descriptive statistics of the Araucaria angustifolia provenance and progeny trial studied and evaluated trait

means at age 35 years adopted as a benchmark.

No. No. of
¢ v Surviving Progenies Average number  Trajt average (at age 35yr)
Provenance °© ving of individuals
rate (% count i i

Trees Trees (%) within family HEI DBH VOL
1 270 154 57.04 9 17.11 18.86 +0.31 21.92+0.57 0.49 +0.03
2 430 238 55.35 14 17.00 18.37 £+ 0.27 21.64+0.51 0.50+0.03
3 180 112 62.22 6 18.67 18.93+0.40 21.46+0.73 0.49+0.04
4 150 84 56.00 5 16.80 19.58 + 0.41 24.28 +0.97 0.64 +0.05
5 150 110 73.33 5 22.00 19.27 £0.32 20.65+0.65 0.45+0.03
6 210 113 53.81 7 16.14 17.70+£0.35 20.01+0.75 0.42+0.04
7 270 186 68.89 9 20.67 15.74+0.30 18.25+0.51 0.32+0.02
8 270 134 49.63 9 14.89 17.46 £+ 0.34 19.98 +0.62 0.40 +0.03
9 300 146 48.67 10 14.60 16.94 £+ 0.34 19.04+0.60 0.36+0.02
10 210 117 55.71 7 16.71 17.91+0.32 20.45+0.62 0.41 +0.03
11 300 189 63.00 10 18.90 17.28 +0.26 18.37+0.46 0.33+0.02
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12 270 180 66.67 9 20.00 1514+ 0.29 17.25+0.48 0.27 £0.02
13 120 67 55.83 4 16.75 14.18 +0.46 16.07+0.81 0.23 +0.03
14 270 159 58.89 9 17.67 17.31+£0.32 19.29+0.53 0.37 £0.02
15 270 169 62.59 9 18.78 16.54 +0.27 17.45+0.44 0.28 +0.02
All 3,670 2,158 59.18 122 17.78 17.37+£0.09 19.65+0.16 0.39+0.01
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4
5
6

Table 2. Summary of the quantitative genetics parameters for height (HEI) and

diameter at breast height (DBH) from observed data and estimated data with

the non-linear random regression adjustments.

HEI
Parameter
07 yr 24 yr 32yr 35 yr
R? 0.914 0.962 0.982 0.984
RMSE (%) 9.984 5.819 3.159 3.502
y 5.48/5.66 16.47/16.14 17.14/17.17 17.22/17.52
h2 0.004/0.009 0.157/0.153 0.190/0.176  0.177/0.181
cf,op 0.114/0.110 0.076/0.118 0.121/0.121 0.133/0.122
o2 0.011/0.021 2.774/2.070 2.973/2.701 2.727/ 2.860
a,z,op 0.317/0.243 1.343/1.601 1.894/1.863 2.049/1.922
O';Z;arc 0.339/0.304 1.362/1.022 1.133/1.118 1.921/1.148
o2 2.107/1.641 12.242 1/ 9.620/9.664  9.369/9.848
8.834
CVe (%) 13.597 / 10.330/ 8.821/8.746  8.993/8.759
11.975 8.841
DBH
07 yr 24 yr 32 yr 35yr
R2 0.967 0.971 0.991 0.985
RMSE (%) 8.206 5.785 3.676 4.738
y 8.13/8.31 17.28/17.25 19.04/19.21 20.03/20.08
h? 0.005/0.007 0.218/0.206 0.250/0.256  0.233/0.266
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10

11

12

c,z,op 0.087/0.087 0.052/0.068 0.060/0.062 0.062/0.061
a? 0.052/0.052 7.284/6.537 11.884/ 12.464 /
11.931 13.638
0'}2,01, 0.824/0.611 1.740/2.161 2.835/2.895 3.294/3.112
O';Z;arc 0.834/0.753 1.197/1.265 1.059/1.321 1.830/1.341
P 7.77315.633  23.220/ 31.697/ 35.970/
21.745 30.507 33.185
CVe (%) 15.926 / 11.991/ 11.785/ 12.474 1
13.705 11.404 11.851 12.033

OBS / EST: Estimation of parameters using the Observed data (on the left of the

‘I’ bar) and those Estimated by the random regression models (on the right of the

‘I'); h: heritability in the narrow sense (i.e. additive); cf,op: provenance coefficient

of determination; o2 : additive genetic variance; alz,op: variance between

populations (or provenances); a?,arc: variance between experimental plots; o2:

variance within experimental plots.
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13 Table 3. Number of individuals and families (in parentheses) selected for each
14  trait (columns) and provenance (rows) in the trial with 2,158 trees. Three

15  selection intensities were carried out (1%: 22 individuals; 5%: 108 individuals;
16 and 10%: 216 individuals). Selection was carried out at each age (7 - 35 years)

17  and only individual trees that were selected at all ages were kept.

HEI DBH VOL
Provenanc

e 1% 5% 10% 1% 5% 10% 1% 5% 10%
15 12 26 5 16 27
1 00) 33 (6 00 &) (@ 4 6 O
21 49 10 25 49 8 31 58
2 62 6 (9 2 6 © @k B 9
15 20 10 16 3 10 18
3 8(1) @ @ 11 @ O k) @ O
10 18 17 27 5 17 26
4 11 & O 52 ) @ k) @ @
13 17 1 12 16
5 00) 62 (3 00) 93 4 1 @ @
12 22 13 24 5 15 25
6 31 @ @ 72 4 5 2 6 )
13 16 1 14
7 00) 5(1) 4 11 70 () 1 74 @)
26 39 17 30 2 17 26
8 53 4 @ 73 Q) (6 2 6 (@)
15 29 27 2 14
9 33 B) (6 0() 8(4) (6 (2) 5(4) ()
11 18 20 19 25 3 14 23
10 @ @O @ 1 @ @ b @ @
15 26 12 25 0 11 23

11 2(2) 3 (® 11 @  ©) 80) G) @

12 1(1) 4@3) 9(4 00 2@ 84 () 5@ 8()
0

13 0(0) 5(1) 8(1) 0() 6(1) 7() (0 3@ 7(Q1)

18 29 14 26 5 16 25

14 51) & 31 ® @) ®) ()

17 10 1 12

15 1(1) 32 (7) 00 212 @ D). 30Q).. (M

niD 46 176 327 42 173 333 41 182 322
nFam 17 42 67 14 48 71 26 65 85
nProv 11 15 15 9 15 15 12 15 15

18  nlID: total number of individual trees selected (max=2,158); nFam: number of

19  families (max=122); nProv: number of provenances (max=15).
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Figure 1. Geographic distribution of the fifteen Araucaria angustifolia provenances

studied sampled across the entire natural range of the species in southeastern and

southern Brazil
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Figure 2. Year-to-year estimate of Tree Height (HEI) and Diameter at Breast Height
(DBH) of 2,158 Araucaria angustifolia trees in the trial. Panels “a” and “b™: observed
versus fitted values dispersion of traits values. Panels “c” and “d”: residuals

histogram in percentage. Panels “e and “f": growth curves of 25-tree samples across

ages 7 to 35-years.
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HEI DBH VOL

1.04

Figure 3. Narrow-sense heritabilities (h2) (Y axis) across ages for traits HEI (tree
height), DBH (diameter at breast height) and VOL (individual tree volume). The
charts present h2 estimates for a model with all 15 provenances (dashed black lines)
and for each individual provenance (colored lines). The red dotted lines are

coefficient of population, i.e. provenance, determination (czz,op) for the complete

model with all 15 provenances.
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Figure 4. Growth Means of HEI (tree height), DBH (diameter at breast height) and
VOL (individual tree volume) fr the 15 Araucaria angustifolia provenances. The

dashed line is the average accounting for all fifteen provenances.
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tree selection for different selection intensities (SI) (1% (22 individuals), 5% (108
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Abstract
High-throughput SNP genotyping has become a precondition to move to higher

precision and wider genome coverage genetic analysis of natural and breeding
populations of non-model species. We developed a 44,318 annotated SNP catalog for
Araucaria angustifolia, a grandiose subtropical conifer tree, one of the only two native
Brazilian gymnosperms, critically endangered due to its valuable wood and seeds.
Following transcriptome assembly and annotation, SNPs were discovered from RNA-
seq and pooled RAD-seq data. From the SNP catalog, an Axiom® SNP array with
3,038 validated SNPs was developed and used to provide a comprehensive look at
the genetic diversity and structure of 15 populations across the natural range of the
species. RNA-seq was a far superior source of SNPs when compared to RAD-seq in
terms of conversion rate to polymorphic markers on the array, likely due to the more
efficient complexity reduction of the huge conifer genome. By matching microsatellite
and SNP data on the same set of A. angustifolia individuals, we show that SNPs reflect
more precisely the actual genome-wide patterns of genetic diversity and structure,
challenging previous microsatellite-based assessments. Moreover, SNPs
corroborated the known major north-south genetic cline, but allowed a more accurate
attribution to regional versus among-population differentiation, indicating the potential
to select ancestry-informative markers. The availability of a public, user-friendly 3K
SNP array for A. angustifolia and a catalog of 44,318 SNPs predicted to provide
~29,000 informative SNPs across ~20,000 loci across the genome, will allow tackling
still unsettled questions on its evolutionary history, toward a more comprehensive
picture of the origin, past dynamics and future trend of the species’ genetic resources.
Additionally, but not less importantly, the SNP array described, unlocks the potential
to adopt genomic prediction methods to accelerate the still very timid efforts of

systematic tree breeding of A. angustifolia.
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Introduction
The development of high throughput genotyping tools based on large numbers

of SNP markers (single nucleotide polymorphisms) has become a prerequisite to move
to a higher level of precision and genome coverage for the genetic analysis of natural
and breeding populations of non-model organisms [1]. Genome-wide genotyping
technologies provide exceptional opportunities to advance the understanding of the
overall patterns of genetic diversity to drive conservation efforts [2] and inform genomic
assisted breeding [3]. Next-generation sequencing (NGS) technologies have
facilitated the task of SNP discovery in plant and animal genomes using different
approaches that allow genome complexity reduction and more recently methods
based on low to ultra-low sequencing of the whole genome. The most traditional and
affordable complexity reduction method has been by RNA sequencing (RNA-seq), in
which cDNA is made through reverse transcription from only a fraction of the
transcribed genome, followed by sequencing and variant calling. Other methods have
adopted different approaches of restriction enzyme digestion followed by high
throughput sequencing such as Restriction site associated DNA (RAD-seq) [4] the
various alternative protocols of genotyping by sequencing (GbS) [5], and targeted
enrichment by sequence capture [6]. These methods have allowed not only the
discovery of large numbers of SNPs, but also direct SNP genotyping at accessible
costs for under resourced plant and animal species [7].

While targeted enrichment by sequence capture do provide generally reliable
and portable SNP genotyping data in highly heterozygous species [8], several are the
challenges of restriction enzyme based methods for robust SNP genotyping due to
variable sequencing coverage, irregular sampling of loci and lack of a reference
genome, causing frequent allele dropout and variable genotype reproducibility [9]. The
final number of robust and portable SNPs across experiments is typically only a small
fraction of the initial set, defeating the alleged cost advantage and possibly biasing
genetic diversity measures [10,11]. For high reproducibility, high throughput
genotyping fixed content SNP arrays are currently the gold standard and the only
validated platform adopted in humans, major animal and crop species. With the
substantial price reductions of competing technologies [12] and the possibility of
designing multi-species SNP arrays [13], these platforms have become accessible at
a fraction of what the cost used to be, translating to equivalent or lower price per
informative data point when compared to GbS methods [11].
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Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze is an iconic long-lived subtropical conifer
tree endemic to Southern and Southeastern Brazil and to minor areas in Argentina
and Paraguay. It stands out as the keystone gymnosperm species native to Brazil and
the leading species in the mixed Ombrophylous Forest (a.k.a. Araucaria Forest)[14].
Currently, with a strong reduction of its original old-growth forest area, the Araucaria
Forest biome is one of the most threatened in Brazil, with A. angustifolia also called
Parana Pine included as critically endangered in the IUCN Red List of Threatened
Species [15]. Besides its ecologically keystone role, A. angustifolia had a historically
important social and economic role during the European colonization of Southern
Brazil [16] and as a outstanding looking tree it is frequently planted for its ornamental
appearance in gardens and homes for its aesthetic value. Isozymes allowed the first
estimates of genetic diversity, structure and mating system [17-21]. Next, studies were
carried out using dominant AFLP markers [22-24], or small sets of five to 15
microsatellites to compare the genetic diversity among natural and planted forest
stands or estimate spatial genetic structure, mating system and gene flow [22,25-31].
The ultimate goal of these studies has been to provide evidence-based information for
supporting conservation strategies. Generally, high levels of genetic diversity have
been found, suggesting that A. angustifolia is resilient to forest fragmentation,
maintaining adequate diversity for sustainable evolution [30,32]. Notwithstanding the
existing information on the population genetics of A. angustifolia, marker resources
and data gathered thereof are still restricted to very few microsatellite loci. Due to their
small number, ascertainment bias and mutational behavior, microsatellites are limited
as reliable predictors of genetic variation and historical demography of natural
populations [33-35]. Clearly, the current molecular toolbox for the analysis of sequence
variation in A. angustifolia is insufficient for answering important remaining questions,
or else, corroborating or challenging the current view on the levels, distribution and
dynamics of the current genetic diversity in this iconic subtropical conifer.

In conifers, due to relatively high past implementation costs of fixed content
SNP arrays, moderate to high density chips with hundreds or up to several thousand
markers have been developed exclusively for the mainstream commercially relevant
genera for which funding is abundant. These have included Picea spp. [36-39], Pinus
spp. [38,40-43], Cunninghamia spp.[44] and Cryptomeria japonica [45,46]. More
recently, however, with advances in technology and cost reductions, SNP arrays have
become very competitive with alternative sequence-based SNP genotyping methods.
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In this study, we describe the development of a large annotated SNP catalog for A.
angustifolia, together with an Axiom® SNP array with ~3,000 validated SNPs. The
array was subsequently used to provide a comprehensive look at the genetic diversity
and structure of population samples across the entire natural geographical range of
the species in Brazil and compare the estimates with microsatellite markers genotyped
on the same individuals. The Axiom SNP array described is fully public and accessible

to anyone interested.

Materials and Methods

Plant material and RAD-seq data

RAD-seq libraries were prepared from two genomic DNA samples. Taking
advantage of the haploid biology of conifers and the large A. angustifolia seeds, the
first DNA sample was extracted from a single haploid megagametophyte. The second
sample was an equimolar pool of DNA extracted from diploid needle tissue of twelve
unrelated trees to serve as a representative sample of diversity for SNP detection.
Genomic DNA was extracted with an optimized protocol for challenging samples [47].
The two genomic DNA samples were sent to Floragenex (Portland, OR, USA) for
RAD-seq [4], with the difference that the restriction enzyme Pstl was used for plant
genome complexity reduction. The sheared, sequencer-ready fragments were size
selected (~200-500 bp) and the RAD-seq libraries sequenced on a Genome Analyzer
Il (llumina, San Diego, CA), paired-end 2 x 100 bp mode. RAD tags were used for
SNP discovery and selection of SNPs. SNPs were evaluated by a population survey
involving a set of 185 35-year old trees sampled in a provenance-progeny trial
established in an experimental station in Itapeva, Sdo Paulo State (23°58'56"S
48°52'32"W) with seeds collected in 15 different natural populations covering the
geographical range of the species (Fig. 7 and S1 Table). Sample collection from
natural populations for this genetic study (authorization number 02001.007609/2012-
77) was issued by the Brazilian Institute of the Environment (IBAMA), the regulating
body of the Brazilian Ministry of Environment. Genomic DNA for downstream SNP and
microsatellite genotyping was extracted from needle or bark tissue with the same
protocol as for the RAD-seq samples.
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Figure 7 - Geographic distribution of the 15 Araucaria angustifolia populations
studied. Population code used and respective locations are: 1.BAR: Barbacena — MG;
2.IPI: Ipitna de Calda, MG; 3.CON: Congonhal, MG; 4. LAM: Lambari, MG; 5.VAR:
Vargem Grande do Sul, SP; 6.CAM: Camanducaia, MG; 7.CJO: Campos do Jordao,
SP; 8.ITA: Itapeva, SP; 9.ITR: Itararé, SP; 10.IRA: Irati, PR; 11. IRT: Irati (Tardio),
PR; 12.QBA: Quatro Barras, PR; 13.CAC: Cacador, SC; 14.CHA: Chapec6, SC;
15:TRB: Trés Barras, SC. Indicated also the experimental station where the
provenance/progeny field trial was established and actual samples collected for the

population survey.
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RNA sequence data

RNA-seq sequence data with insert size of approximately 200 bp was
generated by Elbl et al. [48] and obtained from the NCBI SRA (short read archive)
repository. The plant tissue material used for cDNA sequence data generation
consisted of three pools of seeds from three different megastrobiles and three somatic
embryogenic cultures of A. angustifolia as described. The raw dataset of 642 million
100 bp reads was downloaded, quality filtered down to 326 million reads, and used for
de novo transcript assembly and SNPs discovery. Due to the large size (1C= 22 Gb)
and highly repetitive nature of the A. angustifolia genome [49], a thorough analytical
procedure for SNP discovery and ascertainment was adopted to maximize the
likelihood of successful downstream SNPs genotyping.

Transcriptome assembly

As a first step we used the StringTie method to reconstruct cDNA fragments for
both end of the reads [50]. StringTie makes use of super-reads module from
MaSuRCA [51] to vastly reduce the original data set of reads contributing to a better
performance of the subsequent transcriptome assembly using a de novo approach. A
perl script (http://ccb.jhu.edu/software/stringtie/dl/superreads.pl) was used to inspect
the super-reads to identify all pairs of reads that belonged to a unique string and to
extract the sequence containing the pair plus the sequence between them. These
steps converted many of the original paired-end reads into single 200 bp super-reads
as though coming from a 200-bp fragment library. Afterwards, miraSearchESTSNPs
from MIRA 4 assembler [52] was used to generate a transcript assembly from the
super-reads. The assembly was inspe