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RESUMO
SOUSA, Tiago Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de3t@draidade

genética, ganhos com selecdo e selecdo gendmica ampla na espécie Coffea arabica.
Orientadora: Eveline Teixeira Caixetaoorientadores: Marcos Deon Vilela de Resende e
Antonio Carlos Baido de Oliveira.

A espécie Coffea arabica é a mais importante, economicamente, do género Coffea. Essa
espécie € autbgama e apresenta base genética estreita. Assim, o sucesso dos geograma
melhoramento para essa cultura é desafiador. Nesse sentido, métodos seletivos robustos e
precisos s8o necessarios para maximizar os ganhos com selecdo, mantendo a variabilidade
genética presente nas populacgdes. O uso de marcadores moleculares, por permitir o acesso a
informacédo do DNA dos individuos, e da selecao baseada em dados fenotipicos por meio de
procedimentos de modelos mistos (REML/BLUP), por permitirem a estimacdo de
pardmetros genéticos de forma acurada mesmo em situacdo de experimentos
desbalanceados, tém se mostrado vantajosos. Finalmente, os métodos de sele¢cdo gendmica
ampla (GWS), que buscam conhecer as associacfes entre os dados genotipicos e 0s
fenotipicos, tem se mostrado acurado e promissor para diversas espécies vegetais, inclusive
para espécies perenes. O objetivo do trabalho foi identificar marcadores SNP e valida-los
em estudos de diversidade genética; estimar os pardmetros genéticos e os ganhos com a
selecéo utilizando a metodologia de modelos mistos (REML/BLaj#irar o principio da

GWS e avaliar sua eficiéncia em populacdo de C. arabica. A populacdo em estudo,
inicialmente, foi composta por 72 gendtipos nos quais 0os marcadores SNP foram
identificados e validados. A selecao fenotipica, por meio do procedimento REML/BLUP,

foi realizada em 228 genotipos de cafeeiros. A GWS foi realizada em popula¢cdo composta
por 195 gendtipos, genotipados com 21.211 e fenotipados para 18 caracteristicas
agrondmicas. Um total de 40.000 sondas especificas foram construidas, sendo identificados
91.517 marcadores SNP em 72 individuos de C. arabica. Apos analises de qualidade, 11.187

SNP foram selecionados e validados em analises de diversidade e estrutura genética de
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populacdes. Os marcadores foram eficientes na avaliacdo da diversidade e estrutura genética
de C. arabica. Com base nos dados fenotipicos por meio de analises de modelos mistos foi

possivel estimar os parametros genéticos da populacéo avaliada e obter ganhos expressivos
com selecédo. Os resultados da GWS demonstram o potencial dessa metodologia seletiva para
o melhoramento de C. arabica, por predizer com acurécia os valores genéticos gendémicos

dos individuos e possibilitar a redu¢cdo no tempo necessario para completar o ciclo de

selecéo, proporcionando ganhos significativos em eficiéncia seletiva.



XVi

ABSTRACT
SOUSA, Tiago Vieira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, Zednetic
diversity, selection gains and genome wide selection in the Coffea arabica species.
Advisor: Eveline Teixeira CaixetaCo-advisors: Marcos Deon Vilela de Resende and
Antonio Carlos Baido de Oliveira.
The Coffea arabica species is the most important, economically, of the Coffea genus. This
species is autogamous and has a narrow genetic base. Thus, the success of breeding programs
for this crop is challenging. In this sense, robust and accurate selective methods arg/necessa
to maximize the gains with selection, keeping the genetic variability present in the
populations. The use of molecular markers, by allowing access to the DNA information of
the individuals, and selection based on phenotypic data through mixed model procedures
(REML/BLUP), because they allow the estimation of genetic parameters accurately even in
situations of unbalanced experiments, have proved to be advantageous. Finally, genome
wide selection (GWS), which seek to know the associations between genotypic and
phenotypic data, have been shown to be accurate and promising for several plant species,
including for perennial species. The objective of this study was to identify SNP markers and
to validate them in studies of genetic diversity; to estimate genetic parameters and selection
gains using the mixed model methodology (REML/BLUP); apply the GWS principle and
evaluate its efficiency in C. arabica population. The population was initially consisted of 72
genotypes in which the SNP markers were identified and validated. Phenotypic selection,
using the REML/BLUP procedure, was performed on 228 coffee genotypes. Finally, GWS
was performed in a population consisted of 195 genotypes, genotyped with 21,211 and
phenotyped for 18 agronomic traits. A total of 40,000 specific probes were constructed, with
91,517 SNP markers identified in 72 C. arabica individuals. After quality analyzes, 11,187
SNPs were selected and validated in analyzes of population structure and genetic diversity

of coffee progenies derived from Catuai and Hibrido de Timor. The markers were efficient
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in evaluating the diversity and structure genetic of C. arabica. Based on the phenotypic data
through analyzes of mixed models, it was possible to estimate the genetic parameters of the
evaluated population and obtain expressive gains with selection. Finally, GWS results
demonstrate the potential of this selective methodology for the improvement of C. arabica
by accurately predicting the genomic genetic values of the individuals and enabling the
reduction in the time required to complete the selection cycle, providing significant gains in

selective efficiency.



Introducéo geral

O melhoramento genético possibilita a obtencdo de ganhos econdémicos, sociais e
ambientais e, em vegetais, permitiu o desenvolvimento de diversas cultivares mais
produtivas e adaptadas. Para a espécie Coffea arabica, as cultivares mais produtivas e,
consequentemente, mais plantadas sdo pertencentes ao grupo de cultivares Catuai
(Fernandes et al. 2012), destacando-se também pelo alto vigor vegetativo e porte baixo das
plantas (Pereira et al. 2010a). Contudo, essas cultivares sao suscetiveis as principais doencas
dessa cultura, o que evidencia a necessidade de se lancar novas cultivares que retinam as
caracteristicas agrondémicas de interesse das cultivares Catuai e que sejam superiores em
relacdo aos estresses bibticos e abiodticos. No entanto, por apresentar base genética estreita
(Lashermes et al. 1999; Cubry et al. 2008; Lashermes et al. 2011, Setotaw et al. 2013; Sousa
et al. 2017), a obtencéo de tais cultivares de C. arabica é tarefa desafiadora.

Para contornar essas limitacdes, nos ultimos anos os derivados de Hibrido de Timor
(HdT), hibrido naturabo cruzamento engrC. arabicae C. canephora (Lashermes et al.
1999), tem sido utilizado nos blocos de cruzamentos para obtengdo de progénies por
facilitarem a introgressdo de alelos de interesse de C. canephora em C. arabica. Este
germoplasma é portador de genes que conferem resisténcia duravel a Hemileia vastatrix
(Diola et al. 2011; Romero et al. 2014; Alkimim et al. 2017), Colletotrichum kahawae
(Gichimu et al. 2013; Gichimu et al. 2014; Alkimim et al. 20&leloidogyne exigua
(Bertrand et al. 2001). Além disso, cultivares derivadas de HAT demonstraram superioridade
na qualidade de bebida em relacdo as cultivares tradicionais de café arabica (Pereira et al.
2010b; Sobreira et al. 2015) e tem possibilitado o0 aumento da base genética de C. arabica
(Setotaw et al. 2013).

Em busca de cultivares que relnam o maximo de vantagens agrondmicas, 0S

programas de melhoramento de C. arabica realizam hibridagbes entre genitores Catuai e



HdT, obtendo progénies que séo avaliadas e, as melhores, selecionadas. Esta selecéo deve
ser acurada pois, pode definir se o programa de melhoramento ter4 sucesso, e em espécies
perenes, por apresentar longo periodo juvenil, isso € intensificado. Nessas espécies, 0s
caracteres fenotipicos podem ser expressar espacados por longos periodos de dias, meses ou
anos. Nesse sentido, é evidente a importancia de utilizar métodos seletivos acurados nos
programas de melhoramento para o desenvolvimento das cultivares.

Basicamente, os métodos seletivos utilizados nos programas de melhoramento
genético tém sido realizados pela avaliacdo fenotipica dos individuos em um local e ano.
Assim, apresentam limitacdes, pois as caracteristicas fenotipicas podem ser altamente
influenciadas pelo ambiente (Hoffmann et al. 2005; Andrew et al. 2010), sobretudo, quando
estas sdo governadas por muitos genes e/ou apresenta baixa herdabilidade. Além disso, em
plantas perenes como o café ardbica que apresentam longo periodo juvenil e bienalidade
produtiva, a interacdo gendtipo ambiente (colheitas) torna-se fator limitante para esse tipo
de selecao fenotipica (Andrew et al. 2010). Dessa forma, métodos seletivos que se baseiam
na selecdo de progénies avaliadas em mais de um ano e/ou local tém sido mais precisos e
tém proporcionado maiores valores de acuracia (Pereira et al. 2013).

Nesse trabalho, objetivou-se identificar marcadores SNP e valida-los em estudos de
diversidade genética; estimar os parametros genéticos e os ganhos com a selecéo utilizando
a metodologia de modelos mistos (REML/BLY&licar o principio da GWS e avaliar sua

eficiéncia em populacéo de C. arabica.
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CAPITULO 1
Population structure and genetic diversity of coffee progenies derived from Catuai

and Hibrido de Timor revealed by genome-wide SNP marker
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ABSTRACT
The use of Single Nucleotide Polymorphism (SNP) molecular markers has provided
advances in selection methodologies used in breeding programs of different crops, reducing
cost and time of cultivar release. Despite the great economic and social importance of Coffea
arabica, studies with SNP markers are scarce and a small number of SNP are available for
this species, when compared with other crops of agronomic importance. Thus, the objective
of this study was to identify and validate SNP molecular markers for the species Coffea
arabica and to introduce these markers to genetic breeding by means of an accysie anal
of the diversity and genetic structure of breeding populations of this species. After quality
analyes 11,187 SNP markers were selected from the coffee population obtained from
crosses between the genotypes Catuai and Hibrido de Rirgarat number of markers was
distributed in the 11 chromosomes and transcribed, and were used to estimate the genetic
dissimilarity among the individuals of the breeding population. Dendrogram analysis and
the Bayesian approach demonstrated the formation of two groups and the accurate
discrimination of all genotypes evaluated. The expressive number of SNP molecular markers
distributed throughou€. arabica genome was efficient to discriminate all the accessions
evaluated in the experiment, clustering them according to their genealogies. This work
identified mixtures within the progenies. It also analyzed in detail the current parents used
in studies and identified new parents to be introduced to the breeding program. The study
discussed population structure and its consequence in obtaining improved varieties of C.

arabica.

Keywords: Coffea arabica; IntrogressipNext generation sequence; Genetic relationships

Molecular breedinglnStruct.



Introduction

Rapid population growth associated with several climate changes and with restricted
expansion of agricultural frontiers are challenges for modern agriculture in the continuous
food supply. To overcome these limitations, genetic breeding programs must have precise
and accurate selective methods to maximize selection gains and maintain the genetic
variability of the population (Hallauer 2011).

However, the progress of breeding programs has culminated in the reduction of
genetic variability of improved populations (Rodgers et al. 1983; Ortiz et al. 2003; Smith et
al. 2004). This problem may be worse in species with narrow genetic base, such as Coffea
arabica, which belongs to the genus Coffea. This genus comprises 104 species (Davis et al.
2006; Davis 2010; Davis 2011), and C. arabica and C. canephora are the most important
agronomic species, corresponding to 63% and 37% of the world’s coffegproduction in 2016,
respectively (ICO 2017).

C. arabica is allotetraploid, originated from the natural cross between the species C.
eugenioides and C. canephora (Lashermes et al. 1999), and is autogamous with about 10%
cross fertilization (Carvalho and Krug 1949). Allied to autogamy, the low number of plants
initially distributed throughout the world explains the genetic base of this species (Setotaw
et al. 2013). Thus, the selection of superior genotypes by traditional methods is difficult, for
they are based exclusively on phenotypic traits. This occurs because genetically distinct
individuals may be phenotypically similar, which reduces selective efficiency. To overcome
this problem, molecular markers have been used as an auxiliary tool to accurately
discriminate genotypes (Ferréao et al. 2015; Sousa et al. 2017) in order to accelerate and make
breeding programs feasible (Ceccarelli 2015).

The use of markers is particularly desirable for coffee, a perennial species with a

narrow genetic base, due to the time and resources required to release a new cultivar (Ferréo



et al. 2015). The molecular information in studies on genetic structure and diversity of
populations allows the knowledge of the genetic structure and similarity between the
individuals, and consequently provides precise and accurate selection of superior genotypes,
maximizing selection gains (Sousa et al. 2017). By means of molecular markers, several
studies have demonstrated the lower genetic diversity of arabica coffee in relation to
canephora coffee (Lashermes et al. 1999; Cubry et al. 2008; Lashermes et al. 2011, Ferrao
et al. 2015). Thus, the breeding program of EPAMIG, in partnership with UFV and
EMBRAPA Café, has aimed at the introgression of genes of interest, present in C.
canephora, into C. arabica. This introgression is facilitated by the use of Hibrido de Timor
(HdT), a natural hybrid between the species C. arabica and C. canephora (Lashermes et al.
1999), in crosses with C. arabicHdT’s germplasm carries genes that confer durable
resistance to Hemileia vastatrix (Diola et al. 2011; Romero et al. 2014; Alkimim et al. 2017),
Colletotrichum kahawae (Gichimu et al. 2013; Gichimu et al. 2014; Alkimim et al. 2017)
and Meloidogyne exigua (Bertrand et al. 2001; Pereira et al. 2016). All cultivars released by
this breeding program are derived from HdT and have demonstrated superior cup quality
when compared with traditional arabica coffee cultivars (Pereira et al. 2010b; Sobreira et al.
2015).

Different molecular markers have been identified and made available for coffee
(Rovelli et al. 2000; Combes et al. 2000; Moncada and McCouch 2004; Cubry et al. 2008;
Missio et al. 2009a; Vieira et al. 2010; Ferrédo et al. 2015). These species-specific markers
together with the random markers have been used for different genetic studies in C. arabica,
such as analyses of genetic diversity and molecular characterization of germplasm (Maluf et
al. 2005; Oliveira et al. 2007; Missio et al. 2009b; Missio et al. 2011; Aerts et al. 2013),
linkage maps (Pearl et al. 2004, Diola et al. 2011; Pestana et al. 2015; Moncada et al. 2016),

marker assisted selection (Alkimim et al. 2017), and cultivars fingerprinting (Sousa et al.
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2017). Despite being advantageous, molecular discrimination has some limitations, such as
the difficult identification of polymorphic molecular markers distributed throughout the
genome of the species. Low percentage of polymorphic markers (10%) is observed for the
molecular markers currently available for C. arabica, making the selection process difficult
and costly (Sousa et al. 2017).

With the advent of modern and robust sequencing platforms, the identification and
use of a new type of molecular marker, Single Nucleotide Polymorphism (SNP), has been
economically made available. Recently, SNP markers have been identified for sevéral plan
and animal species. SNP can be made available on chips, which may present hundreds of
thousands of markers distributed throughout the genome of the species. These markers can
be associated with the genes that control the main traits of agronomic interest (Heffner et al.
2009). In addition, SNP markers have low cost per data point (Elsik et al. 2009; Matukumalli
et al. 2009). These facts have increased the accuracy of the selection methods used in
breeding programs for several plant species (Crossa et al. 2010).

To introduce new molecular markers and increase the efficiency of their use in coffee
genetic breeding, the present work identified and validated SNP markers distributed
throughout the whole C. arabica genome. With the lacgke genotyping of the SNP
markers obtained in this work, coffee populations were analyzed aiming at the study of

genetic diversity and genetic structure of breeding populations.

Material and methods

Genetic material

A population of coffee plants of th€. arabica breeding program of
EPAMIG/UFV/EMBRAPA was selected for the identification of the SNP markers. The
genotypes have been maintained in the experimental area of the Department of Plant

Pathology of the Universidade Federal de Vicosa.
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The population consisted of 72 coffee genotypes from different generations of
crosses between contrasting parents in relation to resistance to coffee rust, and was
schematized in the heredogram (Figure 1). The colors dark green, dark blue, dark yellow,
light green, light blue and light yellow correspond, respectively, to rust-susceptible parents,
rust-resistant parents, [generation, genotypes obtained from the backcross between F
hybrid with the recurrent susceptible parent (BCs), genotypes obtained from the backcross
between Ehybrid with recurrent rust-resistant parent (BCr), and thgeReration.

Crosses were carried out between three rust-resistant Hibridos de Timor (HdT)
accessions with three rust-susceptible Catuai varieties (Table 1). Five coffee rust-resistant
F1 hybrids (Table 2) were selected, which were selfed and backcrossed, resulting in 13
arabica coffee progenies (Table 3). In each progeny, four to five individuals were selected.
In addition to these genotypes, four accessions of arabica coffee belonging to the germplasm
bank of these institutions were selected to compose the study population, in order to increase
the genetic variability of the population under analysis (Table 4). Thus, the population was

composed of 72 genotypes of coffee plants of different generations.

Genomic DNA extraction

Young and fully expanded leaves from 72 genotypes were collected, and the genomic
DNA was extracted using the methodology described by Diniz et al. (2005). DNA
concentration was measured using the NanoDrop 200@IdAdquality was evaluated in
a 1% agarose gel.

DNA concentration of the samples was standardized and sent to Rapid Genomics,
Florida/USA, for the construction of probes, sequencing and identification of SNP molecular

markers.
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Probes design and SNP identification
The probes used in this work were developed for the species C. arabica and C. canephora
(Resende et al. 2016). These authors constructed specific probes from reference sequences
derived from information contained in the ESTs databases (Vieira et al. 2006) and from the
reference genome of C. canephora (Denoeud et al. 2014). Probes were constructed in a way
that the whole genome was covered, in order to obtain specific probes in transcribed and
non-transcribed regions.

The ESTs database is originated from the Brazilian Coffee Genome Project, which
contains more than 200 thousand ESTs (Expressed Sequence Tag), and corresponds to about
33 thousand transcripts, known as UNIGENE (Vieira et al. 2006). The C. canephora
reference genome has an estimated size of 710 Mb, and 25,574 genes have been recorded in
this species (Denoeud et al. 2014).

Polymorphic probes (Resende et al. 2016) were obtained as follows: from the
sequences deposited in the ESTs database. 10,183 probes of C. canephora, 42,732 probes of
C. arabica and 56,026 probes common to both species were obtained, totaling 108,941
probes. Of this total, 38,266 aligned with C. canephora genome. However, 21,176 probes
were removed for being monomorphic (zero SNP), resulting in 17,090 probes. Of these, one
probe per gene (from the C. canephora genome) was selected, which resulted in the selection
of 7,347 probes, corresponding to 7,437 genes, where 889 probes presented four SNPs per
probe.

The 889 probes for being highly polymorphic, in addition to being aligned with the
C. canephora genome, probes sequences were extracted from UNIGENE contigs.

1,879 probes were obtained exclusively from ESTs of C. arabica that did not align
in the reference genome of C. canephora. This suggests that these probes are obtained from

genes exclusive to C. arabica.
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From the C. canephora genome, 706,227 probes were designed. Of these, 11,879
probes were selected in 11,879 genes. Thus, summed to the 7,437 probes, 19,316 specific
probes were selected, corresponding to 19,316 genes. In C. canephora, 25,574 genes were
estimated (Denoeud et al. 2014).

In additionto probes for gene regions, probes for non-gene regions were selected.
18,006 probes were selected, and the interval between two probes was of 10 kb at most.
Probes were distributed in the non-gene regions of the C. canephora genome, totaling 40,000
probes.

After capturing 40,000 target regions in the coffee genome, C. canephora and C.
arabica genotypes were sequenced using the lllumina platform. SNPs were identified using
bioinformatics tools. This sequencing resulted in the identification of 162,026 SNPs (SNPs
specific to C. arabica, specific to C. canephora, and common to both species) in 27,651
polymorphic probes, with a mean of five SNPs per probe.

The SNP markers identified for C. arabica (Resende et al. 2016) were used in the

present work.

Quality analysis of SNP molecular markers

Low quality SNP were removed from the data set using minimum criteria for each
marker in three quality analyses (filter one, filter two, and filter three). Quality analyses were
performed in the VCFtools software (Danecek et al. 2011) and Rbio (Bhering 2017). The
quality parameters used in the first filter were MinDP3, DPrange15-750, Miss0.4, MAF0.01,
and MinQ10. For the second filter, the quality parameters were MinDP5, DPrange20-350,
Miss0,2, MAF0,03 and MinQ20. And finally, the quality parameters used in the third filter
were MAFO0,1 and CRO0,95. In addition, SNP sets that presented identical genotyping results

in all individuals evaluated were identified in filter 3. Each set of markers was represented
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by an SNP, and the other SNPs were removed from the data set to avoid redundancy and
multicollinearity problems.

MinDP is defined as the minimum coverage per SNP and per individual. Values
below the critical level determined by this parameter were defined as missing data; DPrange
is the mean coverage range of the population for which an SNP is maintained. SNP markers
with mean coverage in the population outside the range determined in each filter were
removed. Miss refers to data missed after filtering by the MinDP parameter. SNP markers
with Miss values above that set in the parameter were removed. MAF is the Minor allele
frequency that refers to the frequency at which the alternative allele occurs in a given
population. MinQ is the minimum quality accepted for SNP. This parameter is based on the
quantity and quality of alignment of the reads, and SNP with quality values lower than those
established by this criterion were removed. CR is the minimum proportion of genotypes per

marker with non-missing data.

Genetic-statistical analyses

For the genetic-statistical analyses of population data, since the marker was bi-allelic
and codominant, the genotypesA& A!A? or A’A? were coded as 11, 12 and, 22
respectively.

Allele and genotype frequencies of the selected SNP markers were estimated. In
addition, polymorphism information content (PIC) (Botstein et al. 1980) of each SNP

obtained from the following equation was calculated as follows:

a

a a
PIC = 1—210?— Z Zp?p?
i=1

ij=11i%j

Where pis the frequency of the i-th allele of the studied locus.
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Population structure was also studied. This analysis was performed by the Bayesian
clustering algorithm of thinStruct software (Gao et al. 2007). K values ranged from 1 to 6,
with 5 replications. Each run was implemented with a period of 50,000 burn-in, followed by
200,000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo).

The genetic dissimilarity matrix was obtained by the arithmetic complement of the
weighted index implemented in the GENES software (Cruz 2013). Genetic distance was

obtained from the equation:

L
1
Dyr=1- (EZ p;<;)
j=1
where:

Dii '= genetic distance between the pairs of accessions i and I’
p; = %: weigh associated with locus j, determined by:

g: total number of alleles of locus j;

A: total number of alleles studied:;

L
ZPJCJ =1
j=1

cj: number of common alleles between the pairs of accessions i and i’

The dendrogram was constructed using the UPGMA methodology (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic averages) implemented in the MEGA 7.0 software (Kumar
et al. 2016).

The principal coordinate analysis (PCoA) was performed by the Genes software
(Cruz 2013) using the vegan package implemented inRtheoftware. PCOA is the
multivariate statistical analysis where eigenvalues were extracted from the genetic
dissimilarity matrix. This analysis is advantageous since it can be applied when the relations

between the variables are not linear (Inacio et al. 2002).
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Results

Identification and analysis of SNP markers
A total of 91,517 SNP markers were identified with the probes distributed throughout

the coffee genome. After analyzing the quality of the SNP markers using the first, the second,
and the third filter, 34,892, 7,058, and 38,380 SNP were eliminated, respectively. Filter one,
filter two, and filter three reduced the original set of SNP markers in 38.13%, 45.84% and
87.78%, respectively. Therefore, after quality analyses, 11,187 SNP markers were selected
(Figure 2).

By the analysis of the four datasets (data without a filter, data after filter one, data
after filter two, and data after filter three) in the C. canephora reference genome and in the
database of ESTs of C. arabica (UNIGENE), markers were confirmed to be distributed
throughout the genome. The greatest number of SNP markers was identified on
chromosomes 0 and 1 of C. canephora. The "0" chromosome is not a true chromosome; in
fact, it is just a set of unsorted sequence scaffolds. The lowest number of SNP markers was

observed in the UNIGENE (Figure 2).

Genetic-statistical analyses
Allelic frequency, genotypic frequency, and PIC

All remaining SNP markers were listed per chromosome and UNIGENE probes, and
had the means of allele and genotype frequencies per chromosome estimated (Table 5). The
mean allelic frequency was 0.5725 and 0.4275 for alletemd &, respectively. The mean
genotypic frequency was 0.1852, 0.7745, and 0.0402 for genotypésMA? and KA?2,
respectively. The mean PIC per chromosome was also estimated (Table 5). The SNP of
chromosomes 1 and 9 had the highest mean PIC values, 0.3526 and 0.3546, respectively.

The mean PIC value was 0.3503.
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Study of population structure

To analyze the population structure of the genotypes of interest for breeding in
studies, 11,187 SNP markers were used. Two groups (K = 2) would be the optimal number
(Figure 3).

In the first group, individuals were represented by bars, and the blue color was
predominant. In the second group, individuals were represented by bars, and the red color
was predominant. Parents of the Catuai group, the progenies obtained by susceptible
backcrosses, and most of the plants of therégenies were clustered in the first group. The
second group clustered the HAT parents (except the parent UFV 530 [F]), all individuals
obtained from resistant backcrosses (except one individual of progeny 3 & plants
of progenies 10, 11 and 12;JFThe genotype UFV 530 (F) was genetically intermediate
between the commercial cultivars of the Catuai group and HdT UFV 445,46 (B) and UFV
440-10 (D), accounting for approximately 54% of the blue color bar. Results of this analysis
showed the greater similarity of the genotypes obtained by susceptible and resistant
backcrosses with the parents of the Catuai group and HdT, respectively. In addition, all F
hybrids (except for H513-5 (K)) hadhslarity of about 50% with the two groups. Hybrid
H513-5 (K) presented intermediate similarity between its parents, UFV 2148-57 (E) and
UFV 530 (F). All individuals of progeny 9, obtained from the backcrossing between hybrid
H513-5 (K) and UFV 2148-57 (E) also showed similarity between their parents,

demonstrating the high discriminatory ability of the SNP markers selected in this study.

Genetic distance between pairs of genotypes
A genetic distance matrix between the pairs of coffee genotypes was constructed

using the 11,187 SNP markers. The greatest genetic distance (0.2542) was observed between
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genotypes CIFC 134/4 and UFV 440-10 (D). The smallest genetic distance (0.0673) was
observed between genotypes H419-10 (H) and H514-7 (1) (Table 6).

Genetic distances between the pairs of parents used to obtain the study population
were evaluated (Table 7). The greatest genetic distance (0.2336) was observed between the
parents UFV 2148-57 (E) and UFV 440-10 (D). The smallest genetic distance (0.0836) was
observed between the parents UFV 2143-236 (A) and UFV 2154-344 (C). The mean genetic
distances between pairs of parents Catuai and the Hibrido de Timor were 0.0910 and 0.1442,
respectively.

The coffee plants population was divided into four groups, based on their generation:
1) R hybrids; 2) E generation; 3) BCr; and 4) BCs. The greatest genetic distances were
observed between genotypes belonging to thprégenies. The smallest genetic distance

was observed between thelybrids (Table 8).

Clustering Analysis

A dendrogram was constructed using the UPGMA clustering technique from the
values of the distance matrix generated by the arithmetic complement of the weighted index
(Figure 4). All genotypes were accurately discriminated. Results of the clustering analysis
using the UPGMA methodology were in accordance with those obtained by the Bayesian
analysis, forming two large clusters.

The first group clustered the rust-susceptible parents and the rust-resistant parent
UFV 530 (K), all individuals from the backcross with the recurrent susceptible parent, all
hybrid F, and most individuals of progeny in §eneration.

Two large subgroups (1.a and 1.b) were formed in this group. Subgroup 1.a clustered
all the rust-susceptible parents, the parent HdT UFV 530 (F), the hybH&E-5 (K),

plants of progenies 2, 6, 8 and 9 in BCs, progeny 13 gekeration, and three of the four
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clones of differential coffee plant hosts for Hemileia vastatrix Berk. €iBC 128/2, CIFC
635/3, and CIFC 33/1. Subgroup 1.b clustered four of the five/brids, individuals of
progenies 10, 11 and 12 i Generation, individuals of progenies 2, 4 and 8 in BCs
generation, and two plants of progeny 3 in BCr generation.

The second group clustered two resistant parents, UFV 445-46 (B) and UFV 440-10
(D), four plants in Egeneration (progenies 10, 11, and 12), and all progenies resistant
backcross, except for two plants of progeny 3 (3-2 and 3-3).

One plant of progen¥ (1-5) and the accessions of the germplasm that correspond to
clones of differential coffee plant hosts for Hemileia vastatrix Berk. et Br CIFC 134/4 were
not clustered in any of the major groups.

Principal Coordinate Analysis (PCoA)

Figure 5 shows the graphical dispersion of the scores obtained from the Principal
Coordinate Analysis (PCoA) from the genetic dissimilarity matrix of coffee plants. As in the
Bayesian analysis, PCoA showed the genetic distance between the parents of the Catua
group and the HAT parents. In addition, this analysis demonstrated the genetic dissimilarity
between the parent HdT UFV 530 (F) and the other HAT evaluated, and also the genetic
dissimilarity between this parent and thehlybrids evaluated in this study. Progenies 9 and
13 and hybrid H513-5 (K) were clustered in the graphic region comprised between their
parents, UFV 2148-57 (E) and UFV 530 (F). The same occurred with the ethgbrels
and progenies obtained from the other crosses. As demonstrated in the InStruct software, the
graphic dispersion showed the highest similarity of the progenies obtained by susceptible
and resistant backcrosses with their respective parents, Catuai and HdT. Moreover, the

greatest graphic dispersion was observed amemnudividuals.
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Results of PCoA were in agreement with those of population structure. The region
where the four of the fiveifhybrids were clustered divides the population into two groups,

and similar result was observed in the other analyses.

DISCUSSION

Identification and quality analysis of SNP markers
The data set composed of the SNP markers was subjected to quality analysis, which

eliminated 80,330 SNP. To ensure that only informative SNP markers were applied to C.

arabica, the 11,187 SNP markers obtained with more stringent parameters (filter 3) were
used in the other analyses. With this strategy, more accurate and safer markers were
developed with the potential to generate a lower missing percentage in the populations to be
analyzed and greater probability of success in determining the nitrogen bases of the SNP
markers (Laurie et al. 2010; Yang et al. 2011).

The SNP markers obtained in this species are distributed on the 11 chromosomes and
on chromosome "0", which is a pool of non-ordered sequence scaffolds of C. canephora.
The identification of SNP in these chromosomes is the result of the construction of probes
from the reference genome of C. canephora (Denoeud et al. 2014), since the genome of C.
arabica is not available. The expressive number and distribution of SNP markers throughout
the genome of C. canephora evidenced the efficiency and precision of the technique used in
the construction of polymorphic probes (Resende et al. 2016). The greatest number of SNP
markers was identified on chromosomes 0 and 1. This fact may be related to their length,
since, for this species, a variation of 2.06 to uBDwas observed (Clarindo and Carvalho
2008).

Because C. arabica originates from the cross between C. canephora and C.
eugenioides (Lashermes et al. 1999), some arabica chromosomes that are exclusively

originated from C. eugenioides might not be sampled with the probes constructed from the
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reference genome of C. canephora. To solve this problem, polymorphic probes were
constructed from the ESTs sequences (Expressed Sequence Tag), originated from the
Brazilian Coffee Genome Project. This database has more than 200,000 ESTs, of which
130,792 are originated from C. arabica, which identified approximately 33,000 transcripts
(UNIGENE) of the Coffee Genome Project (Vieira et al. 2006). The SNP markers identified
from the UNIGENE probes are crucial for C. arabica breeding programs for the EST
sequences are functional gene sequences, which increases the probability of finding markers
associated with genes of interest.

With this large number of informative SNP markers distributed throughout the
genome of the species, it is evident the possibility of application of accurate studies on
diversity and population structure, as well as selection and broad genomic association in C.
arabica. In vegetables, this type of analysis has provided selection gains in polygenic traits,
with low heritability, which has stimulated the adoption of such procedures (Crossa et al.
2010; Garcia et al. 2011; Heslot et al. 2012; Resende et al. 2012a; Resende et al. 2012b;

Azevedo Peixoto et al. 2017).

Genetic-statistical analygs
Allele frequency, genotype frequency and PIC

Polymorphism Information Content (PlGyenotype and allele frequencies for the
distinct loci were estimated. The mean PIC value of the 11,187 SNP markers in this
population was of 0.3503. The low PIC value evidences the narrow genetic base of C.
arabica. Similar results were observed in other studies in which PIC values were obtained
from SSR and RFLP molecular markers, being multi-allelic and very informative
(Lashermes et al. 1999; Poncet et al. 2006; Hendre et al. 2008; Ferréo et al. 2015). Thus, it

can be inferred that despite being bi-allelic, the SNP were very informative.
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The mean frequency of heterozygote genotype&PAwas higher than the mean
frequencies of homozygote genotypesAAand AA?). Despite being autogamous, this
result was expected for C. arabica, since most of the individuals that compose the population

evaluated in this study were derived from contrasting crosses.

Study of population structure

Similar to the dendrogram analysis, population structure formed two groups. The first
group clustered all the accessions of the germplasm bank, which evidenced the greater
dissimilarity of these accessions with the HdT parents in relation to the Catuai parents. All
BCs progenies were clustered in the first group. These results can be explained by the fact
that BCs progenies present greater genetic similarity with the parents of the Catuai group.
Of the three HAT parents and of the fivehlybrids evaluated, only the parent UFV 530 (F)
and the k- hybrid H513-5 (K) were clustered in the first group. This information is of great
relevance to breeding programs, since the parent HdT UFV 530 carriesie@ S47,
S8, $19, and §? genes, which confer durable resistance to rust (Bettencourt and Rodrigues-
Junior 1988), and is genetically closer to parents of the Catuai group than the other HdT
parents. Accordingly, in a study on genetic variability and kinships of Coffea species using
molecular markers, high similarity was observed between CIFC 832/1 (derived from the
same plant as HAT UFV 530 [F]) and C. arabica, suggesting that, after initial interspecific
hybridization, several spontaneous backcrosses occurred with C. arabica to generate Hibrido
de Timor (Lashermes et al. 1993). H513-5 (K) was the onlyybrid clustered in group |,
and this was expected, since this genotype comes from the cross between the parents UFV
2148-57 (E) and UFV 530 (F). All individuals of progeny 9 were also clustered in the first
group, and wergenetically clustered between the parent UFV 2148-57 (E) and the hybrid

H513-5 (K). This can be explained by the genealogy of this progeny, obtained from
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backcross between the hybrid H513-5 (K) and the parent of the Catuai group UFV 2148-57
(E).

The other HAT parents, the other Itybrids, all BCr plants, except BCr 3-2, and
about 44% of the plants in. §eneration were clustered in group Il. These results can be
explained by the introgression of C. canephar@. arabica and prove the genetic diversity
between these two germplasm, Catuai and HdT. For being genetically divergent, these
results confirm the capacity of the HdT germplasm to amplify the genetic base of C. arabica
(Setotaw et al. 2010; Setotaw et al. 2013

As observed in this work, a significant genetic divergence between the parents HdT
UFV 530 (F) and UFV 445-46 (B) was reported in a study with RAPD, SSR and AFLP
molecular markers (Setotaw et al. 2010). These authors also verified greater genetic
similarity between HAT UFV 445-46 (B) and UFV 440-22 in relation to HAT UFV 530 (F).
These results corroborate those observed in the present study, since HdT UFV 440-22 and
UFV 440-10 (D) are derived from HdT ERU 209-6.

This result evidences the capacity of the molecular markers and of this type of
genetic-statistical analysis to identify genotypes with greater recovery of the recurrent
parent’s genome in backcross programs. In addition, molecular markers provide more
accurate and less subjective genetic information than that generated from phenotypic data,

which is useful in breeding programs.

Genetic distance between pairs of genotypes

Genetic diversity analysis showed that genotype CIFC 134/4 is present in the greatest
genetic distances detected in this study. This genotype is an accession that belongs to a
germplasm bank that has not yet been genetically improved, but is important genotype for

the breeding program, since it carries genes of interest that can be introgressed iniedmmerc
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cultivars. The genotype 1-5, belonging to the generation of resistant backcross (progeny 1),
was involved in four of the 10 greatest genetic distances in relation to the evaluated
genotypes. By the analysis of all genotypes of this progeny, the other individuals presented
small genetic distance between them, whereas the mean genetic distance betweea genotyp
1-5 and the other genotypes was high. This indicates possible mixture of pollen, during the
crosses, or mixture of seedlings, during planting. By the analyses of the phenotypic
characteristics of the individuals of this progeny, all the individuals presented red fruits,
except for the genotype 1-5, which presented yellow fruits.

The smallest genetic distances between the pairs of genotypes under study were
observed between; Rybrids H419-1 (G), H419-10 (H), H514-7 (l), and H514-8-1 (d). F
hybrids H419-1 (G) and H419-10 (H) were originated from the cross between UFV 2143-
236 (A) and UFV 445-46 (B), and the hybrids H514-7 (I) and H514-8-1 (J) were originated
from the cross between the parents UFV 2154-344 (C) and UFV 440-10 (D). Genetic
similarity between hybrids H419-1 (G) and H419-10 (H), and between hybrids H514-7 (1)
and H514-8 (J) was expected for they are full-sibs. However, similarity was observed
between the four hybrids, including non-siblings. This result suggests that the parents of the
crosses analyzed in this study, both the parents Catuai (A and C) and theHiaretdsde
Timor (B and D), are genetically close. HdT UFV 445-46 (B) and UFV 440-10 (D)
correspond to accessions introduced by seeds from genotypes ERU 209/15 and ERU 209/6
respectively, which originated from genotype CIFC 2570 (Pereira et al. 2008). These data
demonstrate the narrow genetic base of the breeding populations.

By the analysis of the genetic distances between the parents of all the studied
populations, parents of the Catuai group presented smaller distances in relation to HAT
parents. In addition, among the Hibrido de Timor genotypes, UFV 530 (F) is the most

divergent. These results demonstrate the importance of using HAT parents, especially the
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most divergent, in the development of new cultivars, in order to increase the genetic distance
between them. In addition, accessions of HAT coffee plants carry genes of resistance to
different diseases and pests, being the main source of resistance used in breeding programs
around the world. HdTs have been used in the development of rust-resistant varieties, such
as Catimor and Sarchimor, which present small size, high yield, and good cup quality.
Despite being genetically similar, parents of the Catuai group stand out for the high mean
yield for they have great vegetative vigor and small size (Pereira et al. 2010a). Varieties of
this coffee group are flexible in relation to climatic variations, and are well-adapted to
several producing regions.

The parent UFV 530 (F) was the most genetically divergent among the HdT parents;
however, it was the most genetically similar to the parents of the Catuai group. These results
demonstrate the importance of using this genotype in crosses in the development of new
arabica cultivars, since it carries resistance genessambre related to the genetically
improved cultivars.

By the analysis of the genetic diversity among the individuals of the same generation
(F1, /2, BCr and BCs), the greatest genetic distances among genotypes were observed in the
F> generation. The smallest genetic distances were observed between genotypes in F
generation. However, the values of the mean genetic distances between the four generations
(F1, B, BCr and BCs) are very close and much higher than the mean genetic distance of the
parents of the Catuai group.

An increase in the genetic distance between the individuals originated from the
crosses was observed when using parents that carry resistance genes. These results confirm
the importance of the introduction of HAT genotypes (which carry resistance genes) to the
crosses for the development of new cultivars. Setotaw et al. (2013) also observed an increase

in genetic diversity after the introduction of HAT @ arabica breeding. The authors
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demonstrated that rust-resistant coffee cultivars, which are basically derived from HdT, are
more genetically distant than rust-susceptible coffee cultivars, and contributed to increase

the genetic base of the improved Brazilian varieties.

Clustering Analysis

The high efficiency of SNP markers in studies on genetic diversity was obssrved
the analysis of the dendrogram. In spite of being highly endogamic, all the genotypes of the
study population were discriminated. This indicates that these markers are powerful tools to
discriminate accessions in germplasm banks, avoiding redundancy in the collections; and to
discriminate cultivars, supporting the morphological descriptors (Sousa et al. 2017).

Two main groups were formed in the dendrogram. In general, rust-susceptible
parents were clustered in the first group, and rust-resistant parents were clustered in the
second group. The susceptible backcross progenies were also clustered in the first group.
The formation of these two large groups can be explained by the fact that the rust-susceptible
parents was Catuai Amarelo, which is the most commercially planted cultivar in Brazil, and
corresponds to related genotypes. The resistant parents are acceddibridad de Timor;
therefore, they contain introgression of C. canephora genome (Lashermes et al. 2000;
Bertrand et al. 2003Hibrido de Timor is a natural hybrid between C. arabica and C.
canephora, in which probably an unreduced gamete of C. canephora was combined with
another normal gamete of C. arabica (Bettencourt 1973). HAT presents a phenotype similar
to that of C. arabica, it is autogamous and tetraploid with 2n = 44 chromosomes, being easily
crossed with C. arabica plants. The use of HdTs in the crosses results in increased genetic
diversity (Setotaw et al. 2013) for they carry several genes of C. canephora.

The R hybrids were closely clustered in group l.b, except for the hybrid B513-

(K).The H513-5 and its progenies, 9 (BCs) and L3 (fere separated into a subgroup (l.a).
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This greater diversity of H513-5 in relation to other hybrids obtained from crosses between
arabica coffee and HAT was also observed by Fontes et al. (2002). The authors analyzed 29
hybrids of arabica coffee originated from crosses with different accessions of HdT, and
observed that the hybrid H513-5 (K) did not cluster with any of the other evaluated
genotypes. In addition, the hybrid H513-5 was resistant to rust and presented high yield
capacity (Fontes et al. 2002). Thighfybrid is the result of the cross between Catuai Amarelo
IAC 64 (UFV 2148-57 [E]) and HAT UFV 530 (F). The dendrogram, in agreement with the
Bayesian analysis, demonstrated that parent UFV 530 (F) is the genetically closest HdT to
the parent of the Catuai group. UFV 530 (F) has been introduced from the Coffee Rust
Research Center, Portugal, to the UFV/Epamig germplasm bank by cloning the plant CIFC
832/2. This genotype is considerasione of the main sources of resistance to rust, since it
contains at least six resistance genes (Eskes 1989), and its resistance has not been supplanted
yet. The other HAT parents of the studied progenies were introduced to the germplasm bank
by using seeds of the same plant, CIFC 2570, justifying the genetic proximity of these HdTs
and their k hybrids in the dendrogram.

Three accessions belonging to the germplasm bank, CIFC 128/2, CIFC 635/3, and
CIFC 33/1, were also clustered in group l.a. The accessions CIFC 128/2 and CIFC 635/3
correspond to coffee plants introduced from Ethiopia and do not contain introgression of C.
canephora into the genome, which explains why they were clustered in the same group of
rust-susceptible parents. The last accession, CIFC 33/1, carries a resistance gene from
another coffee species, C. liberica (Bettencourt and Rodrigues-Junior 1988). The
introgression of the genome of another species justifies the distance between these genotypes
and the others. The greater genetic divergence and the presence of rust resistance gene
different from the other coffee plants demonstrate the importance of including CIF@ 33/1 i

future crosses in breeding programs. The other accession of the germplasm bank, CIFC
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134/4, vasnot clustered. Tis accessiofis not related to the parents used in this work; thus,

greater genetic divergence between CIFC 134/4 and the population evaluated is expected.

Principal Coordinate Analysis (PCoA)

By the graphic dispersion of the scores obtained by PCoA, it was possible to observe
the structuring of progenies based on the genetic distance between them. Similar to the
cluster analysis, PCoA demonstrated the genetic distinction between the parent HAT UFV
530 and the fhybrids evaluated in this study. The parents of the Catuai group were clustered
on the opposite side to that where HAT parents were clusterdt/bFRds were plotted
between their respective parents; the progenies BCs and BCr were clustered close to their
respective recurrent parents. These results are in agreement with other studies and can be
explained by the kinship degree between the evaluated progenies.

In conclusion, the methodology of detection of the SNP molecular markers by
constructing polymorphic probes was efficient to identity expressive number of SNP
distributed throughout the C. arabica genome. The use of these SNP markers allowed the
accurate discrimination of all the genotypes analyzed in the study, and even detected genetic
mixtures among full-sib individuals, which are highly inbred, and therefore recommended
for backcross. Analyses of the diversity and genetic structure of the population allowed
evaluating the contribution of the HdT parents in the amplification of the genetic base of
coffee plants. The analyses were precise in the division of the individuals into
subpopulations according to the degree of introgression of C. canephora and its consequence
in the obtainment of improved varieties was discussed. In addition, they enabled the
identification of genetically different coffee plants to be introduced to breeding programs,
as well as the molecular analysis of the parents that are already used.

For being numerous, polymorphic and widely distributed throughout the genome of

the species, this set of markers has proved to be a useful auxiliary tool for breeding, and it
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can also be used for fingerprinting of accessions of germplasm banks and cultivars, for and

genomic selection and association.
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Table 1.Rust resistant and susceptible Coffea arabica parents

30

Code Genotype Description Reaction to rust
A UFV 2143-236 Catuai amarelo IAC 30 Susceptible
B UFV 445-46 Hibrido de Timor CIFC 4193C Resistant
C UFV 2154-344 Catuai amarelo IAC 86 Susceptible
D UFV 440-10 Hibrido de Timor CIFC 4192B Resistant
E UFV 2148-57  Catuai amarelo IAC 64 Susceptible
F UFV 530 Hibrido de Timor CIFC 832/2 Resistant
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Table 2. Coffea arabica hybrid genotypes and their genealogy

- : Genealogy Reaction to rust
Code Hybrid Generation Parent 1 Parent 2
G H419-1 F1 UFV 2143-235 UFV 445-46 Resistant
H H419-10 F1 UFV 2143-235  UFV 445-46 Resistant
| H514-7 F1 UFV 2154-344  UFV 440-10 Resistant
J H514-8 F1 UFV 2154-344 UFV 440-10 Resistant
K H513-5 F1 UFV 2148-57 UFV 530 Resistant

F1 = Hybrid obtained by the cross between rust-resistant and rust-susceptible genotypes.
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Table 3. Genotypes selected from the 13 Coffea arabica progenies and their genealogy

: - Genealogy
Progenies Individuals Parent 1 Parent 2

BCr1 1,2,3,4and 5 H 419-1 c-17 UFV 445-46
BCs 2 1,2,3,4and 5 H419-1 c-17 UFV 2143-235
BCr 3 1,2,3and4 H 514-8 c-387 UFV 440-10
BCs 4 1,2,3and4 H 514-8 c-387 UFV 2154-344
BCr5 1,2,3and4 H514-7 c-364 UFV 440-10
BCs 6 1,2,3and4 H514-7 c-364 UFV 2154-344
BCr7 1,2,3and4 H419-10c-214 UFV 445-46
BCs 8 1,2,3and4 H419-10c-214 UFV 2143-235
BCs 9 1,2,3,4and 5 UFV 2148-57 H513-5 c-14
F2 10 1,2,3and4 H 514-8 c-387 H 514-8 c-387
F 11 1,2,3and4 H514-7 c-364 H 514-7 c-364
F 12 1,2,3,4and 5 H419-10 c-214 H 419-10 c-214
F2 13 1,2,3,4and 5 H513-5c-14 H513-5 c-14

BCr = Backcross of Fhybrid with recurrent resistant parent; BCs = Backcross b¥brid

with recurrent susceptible parent;#Fgeneration obtained by the selfing eftfybrids
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Table 4.Coffea arabica accessions belonging to the germplasm bank of UFV/EPAMIG

Genotypes Description Resistance genes Reaction to rusf
CIFC 33/1 $288-23 SH3 e S5 Resistant
CIFC 128/2 Dilla & Alghe Skl Susceptible
CIFC 134/4 S 12 Kaffa SHle S4 Susceptible
CIFC 635/3 S 12 Kaffa SHl, Sd e S5 Susceptible

ICoffee differential clones of Hemileia vastatrix racé#Reacdo de resisténcia a ferrugem do cafeeiro em
relacdo as racas de Hemileia vastatrix predominantes nas areas agricolas comerciais (2adfjolim



34

Table 5. Number of SNP molecular markers by chromosome after filter 3, genotypic and
allelic mean frequencies, and mean PIC of the SNP on each chromosome
Genotypic Frequency Allelic Frequency

Chromosome N. SNP AAL  AIAZ  AZAZ AL(p)  AZ(q) Mean PIC

UNIGENES 238  0.2214 0.7529 0.0257  0.5978 0.4022 0.3458
o 2078  0.1809 0.7781 0.0410  0.5700 0.4300 0.3515
1 1566  0.1797 0.7791 0.0412  0.5692 0.4308 0.3526
2 1135 0.1794 0.7984 0.0222  0.5786 0.4214 0.3511
3 546 0.1795 0.8035 0.0170  0.5812 0.4188 0.3522
4 528  0.1803 0.7947 0.0251  0.5776 0.4224 0.3494
5 515  0.1664 0.8006 0.0331  0.5666 0.4334 0.3522
6 1037  0.1983 0.7347 0.0670  0.5656 0.4344 0.3447
7 1057 0.1847 0.7340 0.0812  0.5518 0.4482 0.3484
8 515  0.1730 0.7978 0.0292  0.5719 0.4281 0.3513
9 638  0.1812 0.7526 0.0663  0.5574 0.4426 0.3546
10 478  0.1771 0.8037 0.0192 0.5789 0.4211 0.3520
11 856  0.2064 0.7389 0.0547  0.5759 0.4241 0.3476

Overall mean 860.538t 0.1852 0.7745 0.0402  0.5725 0.4275 0.3503

1Chromosome "0" is just a pool of non-ordered sequence scaffolds (Denoeud et al. 2014).
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Table 6. The 10 greatest and the 10 smallest genetic distances between the pairs of Arabica
coffee genotypes obtained with the SNP analysis

Genotype Genotype Greatest Genotype Genotype Smallest
[ i’ distances i1’ [ i’ distances i1’
CIFC 134/4 UFV 440-10 (D)  0.2542 H514-7 (1) H419-10 (H) 0.0673
CIFC 134/4 BCr 1-5 0.2529 H419-1 (G)  H419-10 (H) 0.0742
CIFC 33/1 BCr1-5 0.2477 H514-7 (1) H419-1 (G) 0.0796
CIFC 134/4 BCr 7-2 0.2469 H514-7 (1) BCs 2-5 0.0813
CIFC 134/4 BCr 7-3 0.2424 BCs 9-4 BCs 9-1 0.0817
CIFC 134/4 UFV 445-46 (B)  (0.2382 H419-10 (H) BCs2-5 0.0818
CIFC 134/4 BCr1-1 0.2369 Fo12-2 BCs 4-3 0.0834
UFV 2148-57 (E) BCr1-5 0.2369 H419-10 (H) BCs 2-4 0.0834
CIFC 134/4 BCr5-2 0.2358 H514-8 (J)  H514-7 () 0.0835
UFV 2154-344 (C) BCr 1-5 0.2344 BCr 1-3 BCr 3-1 0.0835

The first number, from 1 to 12, corresponds to the progeny, and the second number, from 1
to 5, corresponds to the plant number within the progeny, as listed in Table 3.
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Table 7.Genetic distances between pairs of parents Catuai (A, C and E) and Hibrido de

Timor (B, D and F)
. .. UFV 2154344 UFV 214857 UFV 44546 UFV 440410 UFV 530
Distancebetween ii’
© (E) (B) (D) (F)

UFV 2143-236 (A) 0.0836 0.0940 0.2062 0.2234 0.1545

UFV 2154-344 (C) 0.0955 0.2112 0.2223 0.1616
UFV 2148-57 (E) 0.2161 0.2336 0.1648
UFV 445-46 (B) 0.1001 0.1592

UFV 440-10 (D) 0.1732
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Table 8. The greatest and the smallest genetic distances between pairs of individuals
within each group

Genetic distances betweeh ii

Group Greatest Smallest
Fix kR 0.1345 0.0673
Fox R 0.1886 0.0896
BCr x BCr 0.1878 0.0835
BCs x BCs 0.1809 0.0817

F1 = generation resulting from crosses between contrasting genotypes for resistance to coffee
rust; B = generation obtained by the selfing aftfybrids; BCr = Backcross with recurrent
resistant parent; BCs = Backcross with recurrent susceptible parent.
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- SUS CIFC 134/4
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Fig. 3 Bar graphs of thénStruct software used to determine the population structure of the
72 Coffea arabica genotypes, showing the formation of two groups (k = 2); Tables 1 and 2
list the genotypes corresponding to each letter; SUS = Coffee rust susceptible genotype;
RES = Coffee rust resistant genotype; BCr = Backcross oylbrid with resistant

recurrent parent; BCs = Backcross efhybrid with recurrent susceptible parent=+
generation obtained by the selfing aftfybrids
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Fig. 4 Dendrogram obtained by the UPGMA technique based on the dissimilarity matrix of
the arithmetic complement of the weighted index from 72 Coffea arabica genotypes; The
list of the genotypes corresponding to each letter, from A to K, are presented in Tables 1
and 2; SUS = coffee rust susceptible genotype ; RES = coffee rust resistant genotype; BCr
= Backcross of Fhybrid with recurrent resistant parent; BCs = Backcross bf/brid

with recurrent susceptible parent;,Fgeneration obtained by the selfing afffybrids.
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Fig. 5 Principal Coordinates Analysis (PCoA) of the 72 Coffea arabica genotypes; a)
Groups formed according to type of generation; b) Groups formed according to analysis in
InStruct software; ¢) Groups formed according to dendrogram analysis; P-SUS = Parents
of the Catuai group; P-RES = Parents of Hibrido de Timos; Iybrid obtained by the

cross between rust-resistant and rust-susceptible genotypegeReration obtained by

the selfing of k- hybrids BCr = Backcross of Fhybrid with recurrent resistant parent; BCs

= Backcross of Fhybrid with recurrent susceptible parent; DCresRant Coffee

differential clones of Hemileia vastatrix races; DCs = Susceptible Coffee differential
clones of Hemileia vastatrix racéhe list of the genotypes corresponding to each letter,
from A to K, are presented in Tables 1 and 2.
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RESUMO
As principais cultivares comerciais de Coffea arabica séo pertencentes ao grupo Catuai, as
quais sdo suscetiveis as principais pragas e doengas dessa cultura. Para contornar essa
deficiéncia, a partir de progénies oriundas de cruzamentos utilizando Hibridos de Timor,
novas cultivares tém sido obtidas e genes de interesse, presentes em C. canephora, sdo
introgredidos em C. arabica. A selecdo das progénies superiores deve ser criteriosa e
acurada, exigindo, dessa forma, métodos seletivos eficientes. O procedimento REML/BLUP
possibilita estimativas acuradas de parametros genéticos e, por meio destes, a selecédo dos
melhores individuos nos programas de melhoramento. Assim, o objetivo foi selecionar
progénies superiores e estimar os componentes de variancia, herdabilidades, correlagdes
genéticas, indice de selecdo e a diversidade genética de um conjunto de progénies oriundas
de cruzamentos entre Catuai e Hibrido de Timor para as principais caracteristicas de
interesse agrondmico dessa cultura. Foram avaliadas 14 caracteristicas agrondmicas em 228
gendtipos de cafeeiros arabica, sendo estes pertencentes a 13 progénies promissoras e a duas
cultivares comerciais, Catuai Vermelho IAC é40eiras MG 6851, utilizadas como
progénies testemunhas. A estimacdo dos parametros genéticos, correlacbes genéticas e o
indice de selecao foram realizados pelo programa Selegen-REML/BLUP. Observou-se baixa
variabilidade genética entre as progénies avaliadas. Utilizou-se o software GEMNES pa
realizar as andlises de agrupamento e de coordenadas principais. O dendrograma evidenciou
a formacdo de quatro grupos principais. Pela analise de coordenadas principais foi possivel
observar a disperséo gréafica das progénies. Pela analise do indice de selecao, selecionando
as cinco progénies com os melhores ranks-médio, o ganho de selecéo foi superior a 32% em
relacéo a populacéo original. Progénies de cafeeiros foram selecionadas por se mostrarem

superiores as cultivares comerciais utilizadas como progénies testemunhas.
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Introducao

O melhoramento genético possibilita a obtencdo de ganhos econdmicos, sociais e
ambientais e, em vegetais, permitiu o desenvolvimento de diversas cultivares mais
produtivas e adaptadas. Para a espécie Coffea arabica, as cultivares mais produtivas e,
consequentemente, mais plantadas sdo pertencentes ao grupo de cultivares Catuai
(Fernandes et al. 2012), destacando-se também pelo alto vigor vegetativo e porte baixo das
plantas (Pereira et al. 2010a). Contudo, essas cultivares sao suscetiveis as principais doencas
dessa cultura, o que evidencia a necessidade de se lancar novas cultivares que reinam as
caracteristicas agrondémicas de interesse das cultivares Catuai e que sejam superiores em
relacdo aos estresses bibticos e abiodticos. No entanto, por apresentar base genética estreita
(Lashermes et al. 1999; Cubry et al. 2008; Lashermes et al. 2011; Setotaw et al. 2013; Sousa
et al. 2017), a obtencéo de tais cultivares de C. arabica é tarefa desafiadora.

Para contornar essas limitacdes, nos ultimos anos os derivados de Hibrido de Timor
(HdT), hibrido naturabo cruzamento entre C. arabieaC. canephora (Lashermes et al.
1999), tem sido utilizado nos blocos de cruzamentos para obtengdo de progénies por
facilitarem a introgressdo de alelos de interesse de C. canephora em C. arabica. Este
germoplasma é portador de genes que conferem resisténcia duravel a Hemileia vastatrix
(Diola et al. 2011; Romero et al. 2014; Alkimim et al. 2017), Colletotrichum kahawae
(Gichimu et al. 2013; Gichimu et al. 2014; Alkimim et al. 20&Wleloidogyne exigua
(Bertrand et al. 2001). Além disso, cultivares derivadas de HAT demonstraram superioridade
na qualidade de bebida em relacdo as cultivares tradicionais de café arabica (Pereira et al.
2010b; Sobreira et al. 2015) e tem possibilitado o0 aumento da base genética de C. arabica

(Setotaw et al. 2013).
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Em busca de cultivares que relinam o méximo de vantagens agrondmicas, 0S
programas de melhoramento de C. arabica realizam hibridacdes entre genitores Catuai e
HdT, obtendo progénies que séo avaliadas e, as melhores, selecionadas. Esta selecdo deve
ser acurada, pois pode definir se o programa de melhoramento ter4 sucesso, e em espécies
perenes, por apresentar longo periodo juvenil, isso € intensificado. Nessas espécies, 0s
caracteres fenotipicos podem se expressar espacados por longos periodos de dias, meses ou
anos. Nesse sentido, é evidente a importancia de utilizar métodos seletivos acurados nos
programas de melhoramento para o desenvolvimento das cultivares.

Basicamente, os métodos seletivos utilizados nos programas de melhoramento
genético tém sido realizados pela avaliacdo fenotipica dos individuos em um local e ano.
Assim, apresentam limitacdes, pois as caracteristicas fenotipicas podem ser altamente
influenciadas pelo ambiente (Hoffmann et al. 2005; Andrew et al. 2010), sobretudo, quando
estas sao governadas por muitos genes e/ou apresentam herdaliibdede Além disso,
em plantas perenes como o café arabica que apresentam longo periodo juvenil e bienalidade
produtiva, a interacdo gendtipo ambiente (colheitas) torna-se fator limitante para esse tipo
de selecao fenotipica (Andrew et al. 2010). Dessa forma, métodos seletivos que se baseiam
na selecdo de progénies avaliadas em mais de um ano e/ou local tém sido mais precisos e
tém proporcionado maiores valores de acuracia (Pereira et al. 2013).

Em geral, os dados experimentais sdo avaliados por meio de analises de variancia
(ANOVA) e, em seguida, por testes de médias e/ou regressdo. A ANOVA apresenta
pressuposicdes basicas que devem ser atendidas, tais como a independéncia dos erros e a
independéncia entre os efeitos de tratamentos. Essas pressuposicdes nem sempre Sao
possiveis de serem atendidas (Resende 2007) sendo, portanto, limitacdo para esses
procedimentos estatisticos. Por permitir relaxar estas suposi¢fes, 0 método REML (Residual

or Restricted Maximum Likelihogdpossibilita modelagens mais flexiveis e analise de
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tratamentos correlacionados, como ocorre em progénies geneticamente aparentadas
(Resende 2007).

A metodologia de modelos mistos, REML/BLUP - Residual or Restricted Maximum
Likelihood/Best Linear Unbiased Prediction (Patterson and Thompson 1971; Henderson
1975) tem se mostrado vantajosa por permitir, a partir de informacdes fenotipicas, a predicédo
acurada e ndo viesada dos valores genéticos de individuos. Isso permite, simultaneamente,
estimar os componentes da variacdo genética e os valores genéticos individuais com maior
precisdo (Piepho et al. 2008). Esse método preditivo € recomendado, inclusive, em
experimentos com dados desbalanceados e foi aplicado com sucesso em muitas espécies
vegetais (Resende and Thompson 2004; Viana et al. 2011; Ferreira et al. 2012; Barbosa et
al. 2012; Pereira et al. 2013; Spinelli et al. 2015; Corréa et al. 2015).

Nesse trabalho, objetivou-se estimar, via metodologia dos modelos mistos,
REML/BLUP, os componentes de variancia, herdabilidades e as correlagdes de
caracteristicas agronémicas em progénies de C. arabica oriundas do cruzamento entre
genitores do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de Timor; selecionar as melhores progénies
com base no indice de selecdo; quantificar o ganho genético obtido pela selecéo; e estudar a

diversidade genética das progénies de cafeeiros arabica.

Material e métodos

Conducéo experimental

As avaliagbes do experimento foram realizadas em campo experimental do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG
(20°44'25" S; 42°50'52" W), nos anos de 2014, 2015 e 2016. Foi realizado a calagem do solo
e adubacao de plantio conforme exigéncia da cultura. Os gendtipos foram plantados no dia

11 de fevereiro de 2011. As plantas foram dispostas em espacamento de 3,0 m entre fileiras
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e 0,7 m entre plantas. Apés o plantio, ndo foram aplicados nenhum método de controle

fitossanitario para controle de ferrugem, antracnose e bicho mineiro.

Material genético

A partir de cruzamentos entre genitores Catuai e HdT, contrastantes em relagéo a
ferrugem do cafeeiro, 13 progénies foram obtidas no programa de melhoramento genético
de C. arabica da Epamig/UFV/Embrapa (Figura 1). Estas progénies sédo geragcbOes de
retrocruzamento resistente (RCr), retrocruzamento suscetivel (RCs). doFam
selecionados 15 gendtipos em cada progénie. Além disso, foram avaliados, como progénies
testemunhas, 16 e 17 gendtipos das cultivares Catuai IAC 44 e Oeiras MG 6851,
respectivamente, para estimar os efeitos de ambiente. Assim, foram avaliados 228 genétipos

individuais (Tabela 1).

Avaliacdes Fenotipicas

Foram realizadas avaliagdes fenotipicas de 14 caracteristicas agronémicas (Tabela
2), sete categoricas e sete continuas, nos 228 gendtipos de C. arabica relacionados na Tabela
1.

As caracteristicas continuas foram avaliadas pela mensuracao fenotipica conforme
descrito na tabela 2. Ja as caracteristicas categoricas, conforme detalhado a seguir, foram
avaliadas por notas. O tamanho dos frutos maduros foi avaliado com notas de 1, 2 e 3 para
frutos pequenos, médios e graudos, respectivamente. A uniformidade de maturacéo foi
avaliada por notas de 1 a 4, sendo as notas 1, 2, 3 e 4 para uniforme, semiuniforme,
semidesuniforme e desuniforme, respectivamente. O ciclo de maturacdo dos frutos foi
avaliado com notas de 1 a 5, sendo notas 1, 2, 3, 4 e 5 para precoce, semiprecoce, médio,
semitardio e tardio, respectivamente. As incidéncias a ferrugem do cafeeiro, a cercosporiose

e ao bicho mineiro foram avaliadas com notas de 1 a 5, onde as notas 1 e Srfbradasa
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para genotipos sem nenhum sintoma das enfermidadpara genoétipos altamente
suscetiveis as mesmas, respectivamente. A caracteristica vigor vegetativo foi avaliada por
notas de 1 a 10, onde a nota 1 foi atribuida a plantas totalmente depauperada e a nota 10 para

plantas consideradas de vigor vegetativo maximo.

Analises Estatisticas
As andlises estatisticas e biométricas foram realizadas considerando os modelos

lineares mistos (procedimento REML/BLUP), por meio do software Selegen-REML/BLUP
(Resende 2016), cujos componentes de variancia sdo estimados pelo método da méaxima
verossimilhanca restrita (REML) e os valores genotipicos preditos pela melhor predicdo
linear ndo viesada (BLUP).

A estimacédo dos parametros genéticos foi realizada pela analise individual dos 14

caracteres utilizando o seguinte modelo estatistico:

y=Xu+Zg+Wp+Vr+Tb+Ri+e

Em que,

y € 0 vetor de dados;

u é o vetor referente a média geral em cada ano de avaliacao;
g € o vetor de efeitos de progénies (efeito aleatorio);

p € variancia permanente entre plantas (efeito aleatério);

r € variancia entre tipos de populacdes (efeito aleatério);

b é variancia entre parcela (efeito aleatério);

i é variancia da interacdo progénies X anos (efeito aleatorio);
e € o0 vetor de residuos (efeito aleatorio).

As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.
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As estruturas de médias e variancias associadas ao modelo s&o:
ylwV~N(Xu,V);  g|G,02~N(0,Go2);  plog~N(0,I62);  rla?~N(0,1c2);
bloZ~N(0,10}); i|lc?~N(0,10?); eloZ2~N(0,162).

As covariancias dos efeitos sdo iguais a zero. Em que:

V = Variancia fenotipica e equivale a:

ZZ'0? + WW'aj +VV'0? + TT'of + RR'6f + 107,

G = Matriz de correlacéo genotipica entre as progénies em avaliacao;

| = Matriz Identidade;
oZ,05,0%, 05,07 e oZ sdo as varidncias genotipica entre progénies, de ambiente
permanente, entre tipos de progénies, de parcela, da interagdo progénies x anos, e residual,

respectivamente.

As equacdes de modelos mistos para o BLUP (Best Linear Unbiased Predictor) dos

efeitos aleatérios equivalem a:

a1 [X'X X'z xX'w X'V X'T XR 71Xy
g Z'X Z'Z+Gq Z'w A% Z'T Z'R Z'y
pl (WX w'z W'W + 12, w'v w'T W'R W'y
Pl vx V'z V'w V'V + 12, V'T V'R V'y
b T'X T'Z T'W T'V T'T + 14, T'R T'y
Ll LrR'X R'Z R'W R'V R'T RR+1s]l LRy

Em que:

1-h2-p2-r2-p?-
11—0'3/0'92 phzr l;

A3 =0 /of = ;
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1—h2—p2—7'2—b2—i2_

— 2 2 _
/14 = Oe /ab - b2 !
. 2 2 1—h2—p2—7'2—b2—i2_
/15 = 0O¢ /Gi - i2 !
2 o - .
h : herdabilidade no sentido amplo;

=2 2. 2, 2. 2. 2
0%+0p+0f+0f+07 +07

o3 .. . o . .
p? = ——— ———: coeficiente de determinacdo do efeito de ambiente
ogtop+or+o;+oi+o;
permanente;
2
r?=—— fr ——. coeficiente de determinag&o entre tipos de progénies;
ogtoptor+oytoi+og
2
b? = ——b____: correlagdo devida ao ambiente comum da parcela;
ogtoptortop+oi+og
2 af

= —— 5. Ccoeficiente de determinacdo do efeito da interacdo
ogtoptortop+oi+og

progénies X anos.

Os componentes de variancia foram estimados por REML, Restricted Maximum
Likelihood (Patterson and Thompson 1971), a partir de iteracdes nas equacdes de modelos
mistos (Resende and Duarte 2007; Resende 2007), cujos estimadores sao:

o5 =[9'G¢7'g + of tr (GT'C*H)]/q;

of = [p'p + o tr (C3¥)]/N;

opr = [F'T 4+ oZ tr (C**)]/m;

of = [b'b + o2 tr (C%)]/d;
o? = [{'t+ o tr (C*9)]/L;

o2=yy—-a'Xy—gZ'y—pW'y —#V'y —bT'y — iR'y]/[N — r(X)].

Em que:

G: Matriz de correlacao genotipica entre as progénies em avaliacao;
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C: Matriz inversa generalizada da matriz dos coeficientes das equac¢des de modelos
mistos;

tr: operador traco matricial;

r(X): posto da matriz X (niumero de colunas linearmente independentes);

N-r(X): namero de graus de liberdade do erro;

N, g, m, d e l: nimero total de dados, de progénies, de tipos de progénies, de parcelas

e de combinac¢Bes gendtipo x ano, respectivamente.

O coeficiente de variagdo genéticd( %) foi calculado por meio da formula:

It

CVg(%)zTgxloo e, 0 coeficiente de variagdo residual pdi,(%) =

indice de selecdo, correlacbes genéticas e diversidade genética

Todas as caracteristicas significativas pela analise de deviance foram consideradas
no calculo do indice de selecédo, correlagdes genéticas e estudo de diversidade Asnética
analises foram realizadas no software Selegen-REML/BLUP (Resende 2016).

Para o calculo do indice de selecao, foi utilizado a metodologia do indice de rank
(Mulamba and Mock 1978), com adaptacbes. Com base nesse indice, as progénies sao
classificadas de acordo com a média dos ranks (Resende 2007) obtidos de cada caracteristica
avaliada. O ganho de sele¢éo também foi estimado com base no resultado desse indice.

As correlacdes genéticas entre as caracteristicas foram estimadas por meio da
6!]

—ZX=, em qued,,, € o estimador da covariancia genética entre

A2 A

seguinte expresség; =
G5x0Gy
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as variaveix e y; e 65, e 62, séo os estimadores da variancia genética das variéesis
respectivamente.

A diversidade genética foi avaliada pela distancia genética euclidiana média entre os
pares de progénie€ada progénie foi composta por 15 plantas, exceto as progénies
testemunhas Catuai Vermelho IACe&l®@eiras MG 6851, que foram compostas por 16 e 17
plantas, respectivamente, conforme apresentado na tabela 1. As andlises de agrupamento e
de coordenadas principais foram executadas software GENES (Cruz 2013). O dendrograma
foi construido utilizando a metodologia UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages) e os autovalores das coordenadas principais foram extraidos a partir da

matriz de distancia genética entre os pares de progénies.

Resultados e discussao

Andlise de deviance

Foi realizada andlise de deviance (ANADEV) para as 14 caracteristicas fenotipicas
remanescentes (Tabela 3). A ANADEV foi realizada considerando todos os efeitos
simultaneamente (modelo completo) e de outras quatro maneiras distintas, nas quais, em
cada andlise, foi utilizado modelo reduzido para testar diferentes efeitos: 1) entre progénies
2) permanente entre plantas; 3) entre parcelas; 4) da interacao progénies x anos. Foi estimada
a razao de verossimilhanca a qual € obtida pela diferenca entre as estimativas datevalores
deviance no modelo reduzido (sem o efeito testado) e o modelo completo. A significancia
de cada efeito foi verificada pelo teste da razdo de maxima verossimilhanca (LRT) por meio
do teste de qui-quadrado, aos niveis de 1% e 5% de probabilidade, com 1 grau de liberdade.

Ao avaliar o efeito genético existente entre progénies pelo teste da raz8o maxima
verossimilhanca (LRT) foi verificado efeito significativo para as caracteristicas producéo,
resisténcia a ferrugem, vigor, ciclo de maturacdo dos frutos e o comprimento do ramo

plagiotropico. Esses resultados demonstram a existéncia de variabilidade genética entre as
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progénies avaliadas o que permite ganho de selecdo para tais caracteristicas. O efeito
permanente entre plantas foi significativo para as caracteristicas producao, resisténcia a
ferrugem, vigor, ciclo de maturagéo dos frutos, tamanho dos frutos, comprimento de folha,
comprimento do ramo plagiotrépico e para o diametro do caule. Esse efeito repmesenta
influéncia do ambiente e dos efeitos genéticos ndo aditivos para determinado genétipo
(Mrode 2014; Resende 2015). O efeito da variancia entre parcelas foi significativo para as
caracteristicas resisténcia ao bicho mineiro, vigor, comprimento do ramo plagiotrépico e
para o diametro do caule. Esse resultado demonstra que para essas caracteristicas existiram
variacbes ambientais entre parcelas o qual deveria ter sido controlado pelo delineamento
estatistico. Em experimentos cujo delineamento em blocos casualizados (DBC) é utilizado,
espera-se que dentro de cada bloco nao exista variagdo ambiental significativa a qual é
controlada pelo DBC. A interacdo genoétipo x ambiente (GXE), sobretudo, em plantas
perenes, pode alterar a classificacdo dos genoétipos onde individuos apresentam
comportamento adaptativo diferente em resposta a alteracdo ambiental (Resende et al.
2014b). O efeito da interacdo das progénies x anos foi significativo para as carasteristica
resisténcia a ferrugem, vigor, ciclo de maturagéo dos frutos, uniformidade de maturacao dos
frutos e para o diametro do caule. Essa variagdo pode ocorrer por mudancas causadas por
diferentes condicfes edafoclimaticas que ocorrem em diferentes anos o que pode promover

alteracdes na expressao génica dos individuos.

Componentes de varidncia e parametros genéticos

As estimativas dos parametros genéticos das progénies avaliadas estdo apresentadas
na Tabela 4. Essa analise permitiu a decomposi¢cdo da variacao total (variancia fenotipica)
em fracbes conhecidas (variancia genética entre progénies, variancia permanente entre
plantas, variancia entre parcelas e variancia da interacdo progénies x anos) ® fracoe

desconhecidas (variancia residual). A maioria das caracteristicas apresentaram estimativas
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de variancias genética entre progénies (Vg) de baixa magnitude, conforme revelado pelos
coeficientes de variagdo genética (CVg%) que, em sua maioria, foram menores que 10%.
Esses resultados, no geral, demonstraram baixa variabilidade genética entre as progénies de
cafeeiros avaliadas. Isto pode ser justificado pelo grau de parentesco existente entre 0s
genitores dos cruzamentos que originaram as progénies e também pelo fato da maioria dessas
progénies terem sido obtidas de retrocruzamentos. Além disso, essa espécie apresenta base
genética estreita (Setotaw et al. 2013; Sousa et al. 2017). Utilizando o procedimento
REML/BLUP na estimagcdo dos parametros genéticos de 12 cultivares de C. arabica foi
verificada baixa variabilidade genética (Resende et al. 2001).

As herdabilidades das caracteristicas foram estimadas as quais apresentaram baixos
valores para as caracteristicas das populacdes em analise (Tabela 4). A maior (0,14) e a
menor (0,01) estimativa de herdabilidade foram observadas nas caracteristicas ciclo de
maturacao dos frutos e uniformidade de maturacao dos frutos, respectivamente. O valor da
herdabilidade de uma caracteristica pode variar de 0 a 1. Baixos valores de herdabilidades
sdo observados em caracteristicas poligénicas, as quais sdo altamente influenciadas pelo
ambiente. A herdabilidade € um coeficiente genético que expressa a relacdo entre a variancia
genotipica (Vg) e a variancia fenotipica (Vf). O papel preditivo desse parametro o torna de
grande importancia em estudos genéticos.

As estimativas dos coeficientes de determinacdo permanente de plantas (c?plan),
parcelas (c?parc) e da interacdo entre as progénies e 0s anos (c2int) foram baixas (Tabela 4).
Os baixos valores estimados para esses parametros podem ser explicados pelos baixos
valores estimados para as variancias referentes a cada parametro e, também, por esses serem
muito inferiores aos valores estimados para variancia fenotipica das caracteristicas avaliadas.
As estimativas de c?plan foram superiores as demais para a maioria das caracteristicas

avaliadas. Esses resultados demonstram a maior variagdo permanente existente entre as
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plantas (cova de plantio). As baixas magnitudes de c?parc ers avdaracteristicas
avaliadas revela homogeneidade ambiental entre as parcelas.

Os valores estimados para repetibilidade (r) vanaentre 2% a 39% (Tabela 4). As
maiores estimativas de repetibilidade foram observadas para as caracteristicas Vigor,
comprimento do ramo plagiotrépico, producéo, ferrugem, didmetro do caule e tamanho dos
frutos, os quais foram superiores a 25%. A repetibilidade € a correlacao fenotipica intraclasse
e, portanto, refere-se as correlagbes fenotipicas entre medi¢cdes repetidas no mesmo
individuo (Resende 2002). Esta pode ser classifiemddta (r > 0,60), média (0,30 <r <
0,60) ebaixa (r <0,30) (Resende 2002 aracteristicas que apresentam altas estimativas de
repetibilidade podem ter o ndmero de medidas no individuo reduzido, otimizando e
desonerando o programa de melhoramento (Cruz et al. 2004).

Os coeficientes de variacao genético (CVg), residual (CVe) e relativos (CVr) foram
estimados (Tabela 4). As estimativas de CVe foram inferiores a 30% para 12, das 14
caracteristicas avaliadas demonstrando boa precisdo experimental. As estimativas de CVg
foram menores que as estimativas de CVe paras todas as caracteristicas. Dessa forma, as
estimativas de CVr, razdo entre o coeficiente de variacdo genotipica e o coeficiente de
variacdo ambiental, foram menores que a unidade e variaram de 0,11 a 0,47. CVr superior a
unidade indica maior probabilidade de sucesso na identificacdo de genadtipos superiores pelo
fato da variagdo genética superar a variagdo ambiental para a caracteristicdisem ana
(Vencovsky 1987). Por outro lado, o CVr, por ndo considerar o numero de repeticdes
experimenais, ndo informa sobre a acuracia seletiva (Resende and Duarte 2007).

As estimativas de acuracia seletiva (rgg) variaram de 0,40 a 0,85 (Tabela 4). A
acurcia seletiva € a correlacdo entre os valores genéticos verdadeiros e os prediss. Valor
maiores de acurdcia seletiva resulta em maior confianca na avaliagdo fenotipica dos

individuos. Valores de acuracias seletivas superiores a 0,70 sdo recomendados para as
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diferentes fases dos programas de melhoramento (Resende 2007). Com numero de
repeticdes experimentais superior a cinco, valores de CVr inferiores a unidade também
podem propiciar elevadas acuracia e precisdo (Resende and Duarte 2007), como observado

neste estudo.

Correlagdo genética
As estimativas das correlacdes genéticas entre as 14 caracteristicas fenotipicas estéo

apresentadas na tabela 5. Estatisticamente, a correlacdo pode ser definida como a
dependéncia entre as fungBes de distribuicdo de duas ou mais variaveis aleatérias.
Geneticamente, as correlagbes sédo causadas, principalmente, pela pleiotropia (propriedade
de um gene determinar mais de uma caracteristica fenotipica) e por ligacdes génicas, estas
causam correlacdo transitoria, especialmente em popula¢ges originadas de cruzamentos
entre linhagens divergestgResende 2015). As correlagbes fenotipicas podem ser
desmembradas em correla¢des genéticas e correlacdes ambientais (Falconer 1987). O valor
de correlacdo entre duas caracteristicas pode variar de -1 a 1 onde valores &ciiha de
podem ser considerados altos.

Os maiores valores, em modulo, de correlacbes genéticas foram observados entre as
caracteristicas largura e comprimento de folhas (0,83), vigor vegetativo e ciclo de maturacao
(0,80) e producéo e vigor vegetativo (0,76). A alta e positiva correlacdo genética observada
entre a largura e o comprimento de folhas nos permite obter ganhos simultaneos para essas
duas caracteristicas e, dessa forma, aumentar a area foliar. A area foliar é pidraada
investigar adaptacao ecologica, competicdo entre plantas ou espécies e efeitos do manejo.
Além disso, pode ser usada para determinar o indice de area foliar refletindo no potencial
fotossintético da planta (Monteiro et al. 2005). A caracteristica vigor vegetativo, por ter sido
positiva e altamente correlacionada geneticamente com as caracteristicas ciclo de maturacéo

e producéo, pode ser utilizada para selecdo de progénies mais produtivas e tardias. A
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caracteristica vigor vegetativo apresentou maior estimativa de herdabilidade que a
caracteristica producdo, apresenta maior facilidade de ser avaliada e pode ser avaliado
precocemente, desde o inicio do desenvolvimento das mudas. Assim, por esses resultados, a
selecdo de plantas vigoras vegetativamente permitird a obtencdo de progénies mais
produtivas. Assim como observado nesse trabalho, Silvarolla et al. (1997) relataram altas
estimativa de correlacdo de vigor vegetativo com producao e ciclo de maturagdo entre
progénies derivadas de Hibrido de Timor. Correlacdo positiva entre o vigor vegetativo da
planta e a producdo também foi observada em outros estudos com populagcbes de cafeeiro
arabica (Carvalho et al. 1984; Bonomo et al. 2004; Teixeira et al. 2012). Os menores valores,
em modulo, de correlacdes genéticas foram observados entre as caracteristicas numero de
nés reprodutivos e ferrugem (0,00), comprimento de folha e comprimento do ramo
plagiotropico (0,01) e uniformidade de maturacéo e largura da folha (-0,03). Caracteristicas
que apresentam correlacdes genéticas com baixas magnitudes podem ser melhoradas
simultaneamente com a utilizacdo de indice se selegcao (Resende et al. 2014a), contudo, a
selecdo de uma caracteristica ndo implica, simultaneamente, em ganhos com sele¢édo na
outra.

Para os programas de melhoramento, considera-se trés possiveis consequéncias da
correlacéo genética entre caracteristicas: 1) caracteristicas que apresentagiic@itee
positiva: o0 melhorista pode praticar selecdo na populagcdo de melhoramento considerando
apenas a caracteristica de maior herdabilidade e facilidade e, ou, menor custo de mgnsuracao
e a populacdo selecionada manifestara ganhos genéticos em ambas, reduzindo, desse modo,
0 humero de caracteristicas a serem selecionadas; 2) caracteristicas ndo correlagionadas:
selecdo de uma ndo afetard4 a outra; 3) caracteristicas negativamente correla@onadas:
selecdo para a melhoria de uma podera néo ser vantajosa, em virtude da reducéo na segunda

(Pereira 2008), a ndo ser que o interesse nas caracteristicas seja, simultaneamente, aumentar
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em uma e reduzir na outra. As correlagbes genéticas entre caracteres sao de grande
Importancia para os programas de melhoramento, principalmente se a sele¢cdo em um deles
apresenta dificuldades de medicédo e identificacdo e, ou, se uma determinada caracteristica

apresenta baixa herdabilidade (Cruz et al. 2004).

Diversidade genética
A matriz de distancias genéticas euclidiana média entre as progénies foi estimada e,

a partir dessas informacdes foi construido um dendrograma e realizada a andlise de
componentes principais. Pela analise do dendrograma (Figura 2), considerando o corte
subjetivo de 65% da maior distancia genética estimada entre as progénies, foi olaservada
formacgdao de quatro grupos principais. No primeiro grupo ficaram alocados as duas progénies
utilizadas como testemunhas e oito progénies. Essas oito progénies que foram alocadas com
as progénies Catuai e Oeiras, podem ser progénies promissoras uma vez que Catuai e Oeiras
sao cultivares com bom desempenho agronémico comprovado. Este primeiro grupo pode ser
dividido em trés subgrupos. No primeiro subgrupo, l.a, foram alocadas as duas progénies
testemunhas e as progénies 7 e 13. No segundo subgrupo, I.b, foram alocadas as progénies
3 e 5. Essas progénies foram obtidas de dois gendétipos hibriglos §80 irmaos completos

e a partir de retrocruzamentos resistentes utilizando o mesmo genitor doador, Hibrido de
Timor UFV 440-10. No terceiro subgrupo, I.c, foram alocadas as progénies 4, 10, 11 e 12.
As progénies 4 e 10 sédo progénies de meios-irmaos. As progénies 10, 11 e 12 s&do progénies
Fo. As progénies 10 e 11 sao progénies de irmaos-completos.

O segundo grupo foi composto pela progénie 2. No terceiro e quarto grupos foram
alocadas duas progénies, progénies 8 e 9 e progénies 1 e 6, respectivamente. As progénies 8
e 9 foram obtidas de retrocruzamentos suscetiveis.

A dispersao gréafica dos escores da analise de coordenadas principais (PCoA) esta

apresentada na figura Bsta andlise baseia-se na estatistica multivariada que extrai os
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autovalores a partir da matriz de similaridade ou dissimilaridade genética apresentando a
vantagem de poder ser aplicada quando as relacdes entre as variaveis ndo sginéosares

et al. 2002). Pela analise de PCoA, a correlagéo entre as distancias genéticarcassdist
graficas foi de 0,56 e a distor¢do por distancia foi de 19,03%. Foi possivel observar que a
maioria das progénies;Fe de retrocruzamentos resistentes ficaram agrupadas com as
progénies testemunhas, Catuai Vermelho IAGe43eiras MG 6851. Por outro lado, as
progénies de retrocruzamentos suscetivel ficaram mais dispersas. As analises de diversidade
genética sdo uteis para os programas de melhoramento por evidenciar as distancias genéticas
entre os pares de individuos e, dessa forma, facilitam a selecdo das progénies promissoras
com bom desempenho agrondmico associado e distantes geneticamente. Essa andlise
permite a eliminacao precoce de gendtipos redundantes ou altamente similar o que permite
ao melhorista concentrar seus esforcos em genétipos geneticamente distintos permitindo,
dessa forma, economia de tempo e recursos.

indice de selecéo
O indice de selec¢éo, rank-médio e ganho com a sele¢do estdo apresentados na tabela

6. Este indice resulta da combinacdo das caracteristicas preconizadas pelo melhorista, nas
quais se deseja exercer a selecdo simultdnea. Nessas andlises, foram utilizadas as
caracteristicas com efeito genético significativo pelo teste da razdo de verossimilhanca na
ANADEYV (Tabela 3). Conforme os indices de cada caracteristica, foi calculado o rank médio
pelo qual as progénies foram classificadas. Ao selecionar as cinco progénies (intensidade de
selecéo de 30%) por meio dos melhores ranks-médio, o ganho de selecao foi superior a 32%.
Esse resultado demonstra a importancia da metodologia estatistica utilizada (BLUP) a qual
corrige os dados para os efeitos ambientais e prediz de maneira precisa e nao viciada os
valores genotipicos, conduzindo a maximizacado do ganho genético com a selecao (Resende
et al. 2001). Aléem disso, os resultados demonstraram que, assim como as progénies

testemunhas, as cinco melhores progénies pelo indice de selecéo (3, 5, 10, 11 e 12) foram
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alocadas no grupo | do dendrograma (Figura 2). Deve-se ressaltar que, pelo indice de
selecdo, essas progénies foram superiores as progénies testemunhas, sendo, portanto,
materiais promissores e que devem ser explorados nos programas de melhoramento genético
dessa espécie. Em concordancia com esses resultados, a superioridade de progénies obtidas
de cruzamentos entre genitores Catuai e HAT em relagdo a progénies Catuai tem sido

demonstrada (Bonomo et al. 2004).

Concluséo

A populagéo avaliada apresentou baixa variabilidade genética, demonstrando o alto
grau de parentesco entre as progénies. Porém, ainda foi possivel selecionar as progénies 3,
5,10, 11 e 12 que proporcionaram ganhos com sele¢éo acima de 32% e foram superiores as

testemunhas utilizadas.
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Figura 1. Heredograma das 13 progénies de Coffea arabica oriundas de cruzamentos entre
genitores do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de TimoiC{= G = gendtipos Catuai
amarelo IAC 30, IAC 86 e IAC 64, respectivamente; HdHdT> e Hd Tz = gendtipos

Hibrido de Timor UFV 445-46, UFV 440-10 e UFV 530, respectivamentddfiHs, Hs e

Hs = hibridos oriundos de cruzamentos entre genitores Catuai amarelos e Hibrido de

Timor; 1, 3, 5 e 7 = progénies de geracdo de retrocruzamento resistente; 2, 4, 6,8 e 9 =
progénies de geracdo de retrocruzamento suscetivel; 10, 11,12 e 13 = progénies em
geracao k
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Tabela 1.Progénies de Coffea arabica avaliadas em Vicosa (MG)

Progénies N° de plantas Genitor 1 Genitor 2
Catuai Vermelho IAC 44 16 IAC 476-11 IAC 374-19
Oeiras MG 6851 17 CIFC 19/1 CIFC 832/1
RCr1 15 H 419-1 c-17 UFV 445-46
RCs2 15 H 419-1 c-17 UFV 2143-235
RCr3 15 H 514-8 c-387 UFV 440-10
RCs4 15 H 514-8 c-387 UFV 2154-344
RCr5 15 H 514-7 c-364 UFV 440-10
RCs6 15 H 514-7 c-364 UFV 2154-344
RCr7 15 H 419-10 c-214 UFV 445-46
RCs8 15 H 419-10 c-214 UFV 2143-235
RCs9 15 UFV 2148-57 H 513-5c-14
F 10 15 H 514-8 c-387 -
F 11 15 H 514-7 c-364 -
F 12 15 H 419-10 c-214 -
F 13 15 H 513-5 c-14 -

RCr = Retrocruzamento resistente; RCs = Retrocruzamento suscetiveJeFacao obtida

pela autofecundacgéo dos hibridas F
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Tabela 2.Caracteristicas fenotipicas avaliadas anos de 2014, 2015 e 2016 em Vigosa
(MG)

Caracteristica Forma de avaliacdo

Producao Litros de café recém colhido por planta
Comprimento de uma folha (cm pMedidos em folha do 3° ou 4° par de um r
Largura de uma folha (cm) plagiotropicos do terco médio da planta

Comprimento de um ramo (cm)
Medidos no ramo plagiotropico localizado no te

Numero de nés reprodutivos -
meédio da planta

Numero de nés vegetativos

Diametro do caule (cm) Medido na regido do coleto da planta (cerca de 5¢
superficie do solo)

Tamanho dos frutos maduros Avaliado por notasde 1 a 3

Uniformidade de maturacdo d Avaliada por notade 1a 4
frutos

Ciclo de maturacéao dos frutos
Incidéncia de Ferrugem ,

. ) Avaliada por notas de 1 a 5
Incidéncia de Cercosporiose

Infestagdo de Bicho-Mineiro

Vigor vegetativo Avaliado por notas de 1 a 10
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Tabela 3.Andlise de deviance (ANADEV) e significancias do teste de razdo da verossimilhanca (LRT) referentes a andalise cbhjunta de
caracteristicas morfoldégicas medidas nos anos de 2014, 2015 e 2016, no experimento de progénies de Coffea arabica em Vicosa, MG.

DEVIANCE LRT (X?)
o Efeito Efeito Efeito da
Variaveis Modelo Efeito entre permanent¢ Efeito entre Efeito da interacéd: Efeito entre permanente Efeito entre interacao
completo progénies entre parcela  progénies x ano  progénies entre parcela .
plantas plantas progenies xan
Prod 1976,04 1984,45 2018,34 1978,88 1976,39 8,41" 42,3 2,84'S 0,35'S
Fer 76,95 81,59 122,26 76,97 83,47 4,64 45,31 0,02'S 6,52
Cer 193,81 196,16 193,97 193,81 195,29 2,35%S 0,16'S oNS 1,48%S
BM -54,91 -53,69 -54,29 -49,81 -54,87 1,225 0,62\ 51 0,04'S
Vig 718,76 726,46 768,34 724,25 735,28 7,7 49,58 5,49 16,52
CMat 386,29 398,55 409,7 386,3 392,42 12,26 23,41 0,01NS 6,13
UMat 229,58 229,87 229,95 229,58 234,26 0,29%S 0,37MS oNS 4,68
TFr -291,1  -289,51  -264,78  -290,64 -288,76 1,595 26,37 0,48 2,345
CF 1424,08 1425,61  1430,88 1424,16 1429,13 1,53% 6,8" 0,08'S 5,05
LF 500,75 501,64 502,04 503,9 502,17 0,89'S 1,29% 3,18 1,42%5
CRP 4100,98 4115,16 4136,99 4106,92 4102,7 14,18 36,01 5,94 1,72%
NNR  2175,79 2179,09 21758  2176,03 2178,34 3,3% 0,01 0,24 2,58%
NNV 1999,75 2003,26  1999,79  2000,02 2000,29 3,51 0,04'S 0,27NS 0,54'S
DCa 532,94 533,98 542 538,49 550,02 1,04%S 9,06" 5,55 17,08

™ e” significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivameriteam-significativo pelo teste qui-quadrado com 1 grau de liberdade. Prod =
Producao de frutos de café; Fer = Incidéncia a ferrugem; Cer = Incidéncia a Cercospbtigskfestacdo de Bicho-Mineiro; Vig = Vigor
vegetativo; CMat = Ciclo de maturacéo dos frutos; UMat = Uniformidade de maturacdo dos frute$antnho dos frutos maduros; CF =
Comprimento de uma folha; LF = Largura de uma foBRP= Comprimento de um ramo plagiotrépi¢dNR = Numero de nos reprodutivos
NNV = Numero de nés vegetativyd3Ca = Diametro do caule.
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Tabela 4.Estimativa dos parametros genéticos referentes a analise conjunta de 14 caracteristicas morfolégicas medidas nos anos de 2014,
2015 e 2016, no experimento de progénies de Coffea arabica em Vicosa, MG.
Parametros Prod Fer Cer BM Vig CMat UMat TFr CF LF CRP NNR NNV DCa

Vg 064 003 002 001 0,16 0,0 001 001 0,10 0,02 2549 044 028 0,11
Vplan 197 0212 001 001 031 013 001 005 031 0,03 4068 0,07 006 0,20
Vparc 030 000 o000 001 0,07 000 000 000 001 002 11,01 0,07 0,04 0,12
Vint 006 002 o001 000 009 003 003 001 014 002 346 032 0,11 0,18
Ve 521 030 045 1031 0,74 050 047 0,18 253 068 117,24 8,67 653 0,88
Vf 8,18 047 048 033 137 0O,4/6 051 025 309 0,77 19787 958 7,02 1,49
hg 0,08 007 003 002 0,12 014 001 004 003 002 013 0,05 0,04 0,08
c?plan 024 02 001 003 023 0,217 001 0,20 0,10 0,04 0,212 001 0,01 0,14
c?parc 004 000 o000 003 00 000 000 o001 000 003 006 001 0,006 0,08
cZint 001 004 003 000 006 004 005 003 005 002 002 0,03 002 0,12
repet 036 032 004 007 039 031 002 025 014 009 039 006 0,05 0,29
Média 457 3,27t 260 207 6,75 259 269 238 11,71 5,07 60,71 8,02 883 4,86
CVg % 17,47 5,66 4,77 3,49 593 1246 282 405 267 245 832 830 596 692
CVe % 49,94 16,71 25,73 26,87 12,77 27,19 2552 18,00 13,57 16,29 17,84 36,71 28,94 19,27
CVrel 03% 034 019 013 046 046 0,211 0,22 020 0,15 047 023 0,21 0,36
rgg 067 066 060 048 07/8 08 040 056 055 048 0,72 062 0,63 0,54

Vg = variancia entre progénies; Vplan = variancia permanente entre plantas=\@ai@ncia entre parcelas; Vint = variancia da interacao
progénies X anos; Ve = variancia ambiental; Vf = variancia fenotipiga; herdabilidade entre progénie%lan = coeficiente de determinag&o
permanente entre plantagparc = coeficiente de determinacdo entre parcetas = coeficiente de determinacdo da interagéo progénies X
anos repet = RepetibilidageMédia = Média geral; CVg % = Coeficiente de variacdo genotipico; CVe % = Coeficientaad@iwaesidual;

CVrel = Coeficiente de variacao relativo; rgg total = Acuracia total. Prod = Producaastatede café; Fer = Incidéncia a ferrugem; Cer =
Incidéncia a Cercosporiose; BM = Infestacdo de Bicho-Mineiro; Vig = Vigor vegetativo; CMatficcdeé maturacédo dos frutos; UMat =
Uniformidade de maturacéo dos frutos; FHramanho dos frutos maduros; CF = Comprimento de uma folha; LF = Largura de uma folha; CRP
= Comprimento de um ramo plagiotropi¢dhNR = Numero de nds reprodutivos; NNV = Numero de nés vegetativos; DCa = Diametro do caule.
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Tabela 5.Estimava das correlagdes genéticas entre caracteristicas referentes a analise conjunta tiei¢ticearawrfolégicas medidas nos
anos de 2014, 2015 e 2016, no experimento de progénies de Coffea arabica em Vicosa, MG.

VARIAVEIS | Prod Fer Cer BM Vig CMat UMat  TFr CF LF CRP__NNR NNV DCa
Prod 1,00 017 006 013 076 065 030 0,08 -0,14 -050 0,29 061 058 042
Fer 100 0,74 024 -0,15 -023 -016 031 -0,28 -0,17 -0,58 0,00 051 -0,32
Cer 100 044 -0,22 -024 -022 0,22 -042 -028 -0,73 -0,08 0,45 -0,41
BM 100 005 -0,08 -0,15 041 -0,22 -0,09 -024 0,19 0,12 0,43
Vig 100 08 054 -018 029 -005 0,37 057 046 047
CMat 100 075 -0,30 -0,08 -0,23 055 069 005 0,18
UMat 1,00 -058 009 -0,03 031 0,27 -0,08 -0,10
TFr 1,00 -0,07 005 -0,13 0,18 0,14 0,31
CF 100 083 001 -0,33 0,04 0,6
LF 1,00 -0,17 -0,46 -0,23 -0,08
CRP 1,00 050 -0,38 0,56
NNR 1,00 0,18 0444
NNV 1,00 0,13
DCa 1,00

Prod = Producao de frutos de café; Fer = Incidéncia a ferrugem; Cer = Inc@&wmrieosporiose; BM = Infestacdo de Bicho-Mineiro; Vig =
Vigor vegetativo; CMat = Ciclo de maturagéo dos frutos; UMat = Uniformidade de maturacéo dos fruto$amtanho dos frutos maduros
CF = Comprimento de uma folha; LF = Largura de uma foBREP = Comprimento de um ramo plagiotropiddNR = NUmero de nés
reprodutivos; NNV = NUumero de nos vegetativos; DCa = Diametro do caule.
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Figura 2. Dendrograma obtido pela técnica UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) com base na matriz de
distancia genética euclidiana média a partir de 228 gendtipos constituintes das progénies de Coffevaiadacaonforme apresentado na

tabela 1. CATUAI = Catuai Vermelho IAC 44; OEIRAS = Oeiras MG 6851; 1, 3, 5 e 7 = progénies de geracio de retrocruzamento resistente;
2,4, 6, 8 e9=progénies de geracdo de retrocruzamento suscetivel; 10, 11,12 e 13 = progénies em geracao F
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Figura 3. Disperséo grafica das coordenadas principais obtida com os dados da matriz de distancia genética euclidiana me=l228 partir d
genotipos constituintes das progénies de Coffea arabica avaliada, conforme apresentado na tabela 1. C&uiaiAfermelho IAC 44
OEIRAS = Oeiras MG 6851.
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Tabela 6.indice de selecao, rank, rank-médio e ganho de sele¢ido em porcentagem das progénies de cafeeiros obtidos a partir das

caracteristicas com efeito entre progénies significativo pela analise ANADEV, conforme a Tabela 3.

Ordem Progénie Prod Fer Vig CMat CRP RankMeédio Ganho %
1 PROG 10 2 4 2 9 3 4,00 100,00
2 PROG 3 7 5 4 14 1 6,20 56,86
3 PROG 11 8 3 7 10 5 6,60 42,86
4 PROG 12 12 1 3 13 4 6,60 36,75
5 PROG 5 4 6 10 12 2 6,80 32,45
6 PROG 2 1 13 1 11 11 7,40 27,66
7 PROG 1 15 2 15 1 6 7,80 23,35
8 PROG 7 11 8 5 6 9 7,80 20,30
9 T2-CATUAI 9 9 8 7 7 8,00 17,65
10 PROG 13 5 11 12 3 12 8,60 14,61
11 PROG 4 6 7 6 15 10 8,80 11,96
12 T1-OEIRAS 10 10 9 8 8 9,00 9,59
13 PROG9 3 15 13 4 13 9,60 7,00
14 PROG 6 14 12 14 2 15 11,40 3,13
15 PROG 8 13 14 11 5 14 11,40 0,00

Prod = Producao de frutos de café; Fer = Incidéncia a ferrugem; Cer = Inc@&mrieosporiose; BM = Infestacdo de Bicho-Mineiro; Vig =
Vigor vegetativo; CMat = Ciclo de maturacéo dos frutos; UMat = Uniformidade de maturacao dos fruto$amtanho dos frutos maduros
CF = Comprimento de uma folha; LF = Largura de uma foBRP = Comprimento de um ramo plagiotropiddNR = Numero de nos
reprodutivos; NNV = NUmero de nés vegetativos; DCa = Diametro do caule.
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RESUMO
O café arabica (Coffea arabica) é a principal espécie comercial do génees Bxofiora a
selecdo gendmica Ampla (GWS) tenha se mostrado altamente eficiente para diversas
espécies vegetais anuais e perenes, em café arabica nenhum estudo de GWS foi publicado.
Assim, objetivou-se avaliar a acurécia seletiva e a eficiéncia da GWS utilizada para predizer
o valor genético gendmico (GEBV) dos individuos que compdem a populacdo de cafeeiro
arabica obtida por cruzamentos entre genitores do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de
Timor. Um total de 195 individuos de café arabica, pertencentes a 13 familias em geracdo
F2, retrocruzamentos suscetiveis e retrocruzamentos resistentes a ferrugem do cafeeiro foram
fenotipados para 18 caracteristicas agrondmicas e genotipados com 21.211 marcadores
moleculares SNP. Os dados fenotipicos foram analisados por meio dos modelos mistos
(REML/BLUP), implementados no software Selegen-REML/BLUP. As analises de GWS
foram realizadas utilizando o método G-BLUP via procedimento RKHS (Reproducing
Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano, por meio do pacote BGLR, implementado
no software R. As herdabilidades fenotipicas e as acurécias seletivas, com base nos dados
fenotipicos, foram estimadas, as quais foram de magnitude moderada a alta, para a maioria
das caracteristicas avaliadas. Os resultados das analises de GWS foram promissores, sendo
esta mais eficiente que a selecdo utilizando, exclusivamente, os dados fenaipicos
indicaram a possibilidade de se maximizar os ganhos com selecéo por unidade de tempo. O
efeito da densidade de marcadores nas analises de GWS foi avaliado. Foi possivel concluir
que a selecdo gendmica ampla mostrou-se potencial para o melhoramento de C. arabica por
possibilitar a obtencdo acurada dos GEBV e pela maior eficiéncia em relacdo a selegédo

tradicional possibilitando a redu¢do no tempo necessario para completar o ciclo de selecao.

Palavras chave:Café, GNVS, capacidade preditiva, acuracia seletiva.
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Introducao

O melhoramento genético vegetal iniciou de forma empirica com a selecao fenotipica
de individuos que se destacavam positivameatepopulacdes segregantes. Nos anos 80,
marcadores moleculares foram desenvolvidos e passaram a ser utilizados como ferramenta
auxiliar as informagfes fenotipicas (Soller and Beckmann 1983). Com a evolugdo da
biologia molecular, nos anos % Selecao Assistida por Marcadores Moleculares (SAM)
foi idealizada (Lande and Thompson 1990) e possibilitou a selecdo de individuos portadores
de alelos especificos. No entanto, a SAM mostrou-se pouco efieientaracteristicas
poligénicas e ou de baixa herdabilidade (Bernardo 2008). Essa limitacdo € devido,
principalmente, ao fato dos marcadores moleculares em associagdes significativas com 0s
QTL (Quantitative Trait Loci) serem incapazes de capturarem genes de efeito menor
(Heffner et al. 2009; Hayes et al. 2009; Xu et al. 2012).

Por vislumbrar o potencial e a importancia da mesma, a selecdo gendmica ampla
(GWS) foi proposta (Meuwissen et al. 2001) e, atualmente, é amplamente utilizada em
animais e vegetais. A rapida adocao dessa técnica seletiva se deve, entre outros fatores, ao
fato de combinar nUmero expressivo de marcadores cobrindo todo genoma da espécie. Além
disso, essa técnica esta aliada a metodologias estatisticas robustas e acuradas capazes de
estimar valores genéticos dos individuos (Longin et al. 2015) aumentando os ganhos com
selecdo por unidade de tempo (Heffner et al. 2010). Varios estudos demonstram sua alta
acuracia seletiva (Bernardo and Yu 2007; Wong and Bernardo 2008; Heffner et al. 2009;
Crossa et al. 2010; Garcia et al. 2011; Grattapaglia and Resende 2011; Davey et al. 2011,
Iwata et al. 2011; Resende et al. 2012a; Resende et al. 2012b; De Los Cam#ixl 8t al.
Gianola 2013). Além disso, a GWS tem se mostrado eficiente para caracteres poligénicos,
com baixa herdabilidade, de dificil mensuracéo e avaliacao dispendiosa (Heslot et al. 2015;

Poland 2015).
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Com o aperfeicoamento das plataformas de sequenciamento (Next Generation
Sequencing NGS), a GWS tornou-se realidade para diversas espécies de importancia
econdmica. Com o uso das plataformas de NGS, novos marcadores foram economicamente
viabilizados (Patel et al. 2015), dentre os quais se destacam os marcadores SNP (Single
Nucleotide PolymorphismisSNP é a variacdo genética mais abundantes no genoma (Kwok
and Gu 1999; Ganal et al. 2009) e, dessa forma, possibilita a identificacdo de milhares desses
marcadores distribuidos ao longo do genoma das espécies, 0os quais podem ser utilizados nas
andlises preditivas de selecdo genémica.

O uso de marcadores moleculares SNP em estudos de GWS tem se mostrado
vantajoso para muitas espécies, no entanto, cuidados especiais devem ser considerados ao se
utilizar esses marcadores na espécie Coffea arabica. Essa espécie € originada do cruzamento
natural, a partir de gametas néo reduzidos entre as espécies diploides Coffea canephora
Coffea eugenioides (Lashermes et al. 1999), as quais apresentam genomas com regides de
alta similaridade (Cenci et al. 2012). Embora C. arabica seja alotetraploide verdadeiro
(Clarindo and Carvalho 2008), exibe comportamento meiético como diploide com formacgéo
dos bivalente (Lashermes et al. 2016). O genoma de C. aré@lmomposto por dois
subgenomas, os quais podem apresentar regides duplicadas. Assim, se o polimorfismo
detectado pelo SNP ocorrer entre essas regides dos subgenomas, esse marcador nao explicara
a variagcdo fenotipica observada entre os individuos sendo, portanto, ndo infoenativo
denominado falso SNP (Vidal et al. 2010). Dessa forma, este deve ser eliminado do conjunto
de dados. Além disso, o numero 6timo de marcadores moleculares utilizados na predigdo
dos valores genéticos dos individuos deve ser almejado. Marcadores em excesso associados
a reduzido numero de observagbes (genétipos), podem acarretar em problemas de

multicolinearidade e de dimensionamento. Assim, é importante que as analises de qualidade
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dos SNP corrijam ao maximo essas limitagbes maximizando a estimativa das acurécias
preditivas.

Em plantas perenes, como C. arabica, a aplicabilidade da GWS assume importancia
acentuada (Resende et al. 2012c). Nessa espécie, a selecdo dos individuos superiores tem
sido realizada, basicamente, por meio de andlises que utilizam, sobretudo, dados fenotipicos
de producdo e resisténcia as doencas. A metodologia de modelos RESWSBLUP -

Residual or Restricted Maximum Likelihood/Best Linear Unbiased Prediction (Patterson
and Thompson 1971; Henderson 1975) tem sido aplicada com sucesso em vegetais (Resende
and Thompson 2004; Viana et al. 2011; Ferreira et al. 2012; Barbosa et al. 2012; Pereira et
al. 2013; Spinelli et al. 2015; Corréa et al. 2015) por permitir, a partir de informacdes
fenotipicas, a predicdo acurada e ndo viesada dos valores genéticos de individuos. Progressos
genéticos também tem sido relatados pela utilizacdo da selecdo assistida por marcadores
moleculares (Alkimim et al. 2017; Favoretto et al. 2017). Contudo, embora apresente grande
importancia econémica, nenhum trabalho de GWS foi publicado para essa espécie. Devido
a complexidade e o numero de genes que governam a maioria das caracteristicas
agron6micas dessa espécie, estudos de GWS sdo importantes por permitir 0 acesso as
informacgdes do genoma e por possibilitar a captura dos efeitos de todos os loci que explicam
a variagéo genética (Heffner et al. 2009).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a acuracia seletiva e a eficiéncia da GWS
utilizada para predizer o valor genético genémico de populagéo de cafeeiro ardbica obtida

por cruzamentos entre genitores do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de Timor.

Material e métodos

Conducéo experimental

Na area experimental, foram realizadas a calagem do solo e a adubacédo de plantio,

conforme exigéncias da cultura. Os genotipos foram plantados no dia 11 de fevereiro de
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2011. As plantas foram dispostas em espacamento de 3,0 m entre fileiras e 0,7 m entre
plantas. Nenhum método de controle fitossanitario para controle de ferrugem, antracnose e
bicho mineiro foram aplicados. As avaliacdes do experimento foram realizadas em campo
experimental do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, em

Vigosa, MG (20°44'25" S; 42°50'52" W), nos anos de 2014, 2015 e 2016.

Material genético
A partir de cruzamentos entre trés genitores do grupo de cultivares Catuai e trés

genitores Hibrido de Timor (HdT), contrastantes em relacdo a ferrugem do cafeeiro, 13
progénies foram obtidas no programa de melhoramento genético de C. arabica da
Epamig/lUFV/Embrapa (Figura 1). Estas progénies sdo geracdes de retrocruzamentos
resistentes (RCr), retrocruzamentos suscetiveis (RCs(Fégbra 1 e Tabela 1). Em cada

progénie foram selecionados 15 gendtipos, totalizando 195 individuos.

Avaliacdes Fenotipicas

As avaliacOes fenotipicas de 18 caracteristicas agronémicas foram realizadias (Tabe
2), onze continuas e sete categoricas, nos 195 gendétipos de C. arabica relacionados na
Tabela 1.

As caracteristicas continuas foram avaliadas a partir de mensuracdes, conforme
descrito na tabela 2. Ja as caracteristicas categoricas, conforme detalhado a seguir, foram
avaliadas por notas. O tamanho dos frutos maduros foi avaliado com notas de 1, 2 e 3 para
frutos pequenos, médios e graudos, respectivamente. A uniformidade de maturacéo foi
avaliada por notas de 1 a 4, sendo as notas 1, 2, 3 e 4 para uniforme, semiuniforme,
semidesuniforme e desuniforme, respectivamente. O ciclo de maturacdo dodoirutos
avaliado com notas de 1 a 5, sendo notas 1, 2, 3, 4 e 5 para precoce, semiprecoce, médio,

semitardio e tardio, respectivamente. As incidéncias a ferrugem do cafeeiro, a cercosporiose
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e ao bicho mineiro foram avaliadas com notas de 1 a 5, onde as notas 1 e Sribtadaa

para genotipos sem nenhum sintoma das enfermidadpara gendtipos altamente
suscetiveis as mesmas, respectivamente. A caracteristica vigor vegetativo foi avaliada por
notas de 1 a 10, onde a nota 1 foi atribuida a plantas totalmente depauperada e a nota 10 para

plantas consideradas de vigor vegetativo maximo.

Andlises fenotipicas

Os dados fenotipicos foram corrigidos e utilizados para estimar as acurécias seletivas
(ryy) e herdabilidades fenotipicagih) das 18 caracteristicas agrondmicas. Os dados foram
corrigidos para efeitos de anos, parcelas e interacdo anos x parcelas. As amatises fo
realizadas considerando os modelos lineares mistos (procedimento REML/BLUP), por meio
do software Selegen-REML/BLUP (Resende 2016). A estimacado dos parametros genéticos
foi realizada pela analise individual dos 18 caracteres utilizando o seguinte modelo

estatistico:

y=Xu+Zg+Wp+Vr+Tb+Ri+e

Em que,

y € 0 vetor de dados;

u é o vetor referente a média geral em cada ano de avaliacao;
g € o vetor de efeitos de progénies (efeito aleatorio);

p € variancia permanente entre plantas (efeito aleatério);

r € variancia entre tipos de populacdes (efeito aleatério);

b é variancia entre parcela (efeito aleatério);

i é variancia da interacdo progénies X anos (efeito aleatorio);

e € o0 vetor de residuos (efeito aleatorio).
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As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Extragdo do DNA gendmico
Folhas jovens e completamente expandidas dos 195 gendtipos foram coletadas e o

DNA genbmico extraido utilizando a metodologia descrita por (Diniz et al. 2005). A
concentracdo do DNA foi verificada em NanoDrop 2000 e sua qualidade avaliada em gel de
agarose 1%.

A concentragao de DNA das amostras foi padronizada e as mesmas enviadas para a
empresa Rapid Genomics, Florida/EUA, para constru¢cdo das sondas, sequenciamento e

identificacdo dos marcadores moleculares SNP.

Andlise de qualidade de marcadores moleculares
A partir da construcao de 40.000 sondas polimérficas (Resende et al. 2016), os 195

cafeeiros foram genotipados com 21.211 marcadores SNPs. O conjunto de marcadores
moleculares SNP foi submetido a andlise de qualidade sendo removido os SNP que nao
atenderam os critérios minimos estabelecidos nessa analise. As andlises de qualidade foram
conduzidas no software Rbio (Bhering 2017). Os parametros de qualidade utilizados foram
CR (Call Rate) e MAF (Minor Allele Frequency) igual ou superior a 90% e a 5%,

respectivamente. O nivel critico para o parametro MAF foi obtido pela eqMatAc=

1 . . ., . L, . .
NI, onde N refere-se ao numero de individuos avaliados. Além disso, para evitar a
ocorréncia de SNP falsos (Vidal et al. 2010), os marcadores moleculares que nao
apresentaram variancia entre os individuos que compdem a populagdo em estudo foram

eliminados.
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Validagdo Cruzada

A validacdo cruzada € um método empregado para avaliar a capacidade de
generalizagcdo de um modelo preditivo, a partir de um conjunto de dados. Na aplicacdo do
mé&odo, o conjunto de dados € particionado em subconjuntos mutuamente exclisivos.
populacdo, composta por 195 cafeeiros, foi dividida em 13 partes (folds), sendo 180
individuos utilizados para o treinamento ou estimacao dos modelos preditivos e 15 genotipo
para a validacdo dos mesmos. O processo foi repetido por 13 vezes, de forma que cada parte
foi usada uma vez como conjunto de validagdo. Ao final, foi estimeajgacidade preditiva
(rgy) Obtida pelo resultado da média das correlacdes entre os valores genéticos genémicos
estimados e os valores fenotipicos observados.

Método de selecdo genbmica

As andlises de selecdo gendmica foram realizadas utilizando o método G-BLUP via
procedimento RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano
(Gianola 2006), por meio do pacote BGLR (Perez and de los Campos 2014), implementado
no software R (R Core Team 2017).

O modelo linear misto geral (Resende 2007; Resende 2008) foi ajustado para estimar
os efeitos dos marcadores: y = Xb + Wm + e, em que y € o vetor de observacdes fenotipicas,
b é o vetor de efeitos fixos, m € o vetor dos efeitos aleatérios de marcadores e e refere-se ao
vetor de residuos aleatorios. As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para
os referidos efeitos. A matriz de incidéncia X contém os valores 0, 1 e 2 para o numero de
alelos do marcador (ou do suposto QTL) em um individuo diploide. As equacdes de modelo

misto gendmicas para a predicdo de m via o método GBLUP equivalem a:

X'X X'w
wx WWwW+I

[

¢
(a4/n)



94

O valor genético gendmico global do individuo j € dadoiflef = Y;; w;; m;, em
que W equivale a 0, 1 ou 2 para os gendétipos mm, Mm e MM, respectivamente, para o
marcador bialélico e codominante i (SNP). O componenieéfére-se ao elemento i da

linha j da matriz W, referente ao individuo

Capacidade preditiva, acuracia da GWS: ngot.

A capacidade preditiva ) € obtida por meio da correlacdo entre os valores
gendmicos preditog os valores fenotipicos corrigidos, sendo equivalente a capacidade

preditiva da GWS em estimar os fenoétipos (Resende et al. 2014b).

A acuracia foi obtida pelo estimaday, = ;%, em query, equivale a capacidade

preditiva da GWS @&? a herdabilidade individual (Legarra et al. 2008).

A estimativa do numero de QTL que controlam cada caracteristica foi estimada a

(1-1§g)Nh?
2

partir da expresséonyr, = , ém query, equivale a acuracia da GWS; N ao

nimero de individuos da populacdh?a herdabilidade individual (Resende et al. 2008).
A estimativa do numero de individuos que devem ser avaliados para se obter uma

T3gMQTL

acuracia desejada foi obtida pela expres¥é@e: —=——,
(1-rgg)h

em quer,, equivale a acuracia

da GWS;n,r, a0 nimero de QTLs que controlam cada caracteristiéaaeherdabilidade

individual (Resende et al. 2014b).

Densidade de marcadores

O efeito do niumero de marcadores na acuracia seletiva foi avaliado. A acuracia
preditiva, com diferentes densidades de marcadores SNP, foi estimada pelo método G-BLUP
via procedimento RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano

(Gianola 2006), por meio do pacote BGLR (Perez and de los Campos 2014), implementado
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no software R (R Core Team 2017). Essas analises foram realizadas com conjunto de
marcadores composto por 1.000, 4.000, 8.000, 12.000, 16.000, 20.000 e 20.477 SNP
selecionados, aleatoriamente, de forma a amostrar o conjunto de dados original. Nessas

andlises, utilizou-se a validagéo cruzada utilizando 13 folds.

Eficiéncia da GWS

A eficiéncia seletiva da GWS em comparacdo com a selecdo baseada apenas em

" . TggL , L . .
fenaotipos, foi calculada usando a expresggo= %, em quedy € acuracia seletiva da
yyL“GWS

GWS; Lt é o tempo médio requerido para o ciclo de selecdo com base em fengti@as; r
acuracia da selecao fenotipicais € o tempo médio requerido para o ciclo de selecdo com

base na GWS (Resende et al. 2012d). As andlises de eficiéncias foram estimadas
considerando a necessidade de seis anos para obtencdo das acurécias fenotipicas, conforme
tempo de obtencdo dos dados fenotipicos. Para a obtencdo das acuracias da GWS foram

considerados os tempos de um a seis anos, conforme possibilidade da técnica.

Resultados e discussao

Os 195 cafeeiros, pertencentes as 13 familias obtidas de cruzamentos entre genitores
do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de Timor (HdT), tiveram 18 caracteristicas de
importancia agronémicas fenotipadas. A partir das informacdes fenotipicas, por meio da
metodologia de modelos mistos (REML/BLUP), as herdabilidades fenotipieas €hés
acuracias seletivas baseada nos dados fenotipigddaflam estimadas (Tabela 3). A
caracteristica diametro do caule (DCa) apresentou a menor estimativa, ¢@,0€), ao
passo que as caracteristicas altura de plantas (API) e diametro da copa (DCo) apresentaram
0s maiores valores estimados para esse parametro (0,90). As estimatities mraha

maioria das caracteristicas foram consideradas de magnitude média a alta (Resende and
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Duarte 2007). A maioria das caracteristicas avaliadas apresentacamsideradas de alta
magnitude (Resende and Duarte 2007) (Tabela 3). Apenas a caracteristica DCa apresentou
estimativas deyy de baixa magnitude (Resende and Duarte 2007).

Os cafeeiros, além de fenotipados, foram genotipados a partir de 21.211 marcadores
SNP. Apés as analises de qualidades, 20.477 SNP foram selecionados, sendo observado
reducao de 3,46% do total de SNP que compunham o conjunto inicial de marcadores (Figura
2). A maior reducdo, em percentagem, do numero de marcadores foi observada no
cromossomo 4, a qual correspondeu a 14,21%. Os marcadores foram identificados em todos
0S cromossomos da espécie, amplamente distribuidos. O nimero de SNP por cromossomo
variou de 49 (UNIGENE) a 2.804 (cromossomo 2), sendo observado média de 1.575 SNP
por cromossomo. Em estudos com dados simulados foi demonstrado que a utilizagdo de alta
guantidade de marcadores possibilitou reduzir a limitacdo imposta pelo pequeno tamanho
das populagbes de treinamento (Resende 2008). O aumento da densidade dos marcadores
garante a conservacao das associacoes marcador-QTL e possibilita obtencdo de altas
acuracias seletivas (Desta and Ortiz 2014). A densidade do marcador é determinada,
principalmente, pela extensdo do desequilibrio de ligacdo (LD) e tamanho da amostra.
Assim, se o numero marcadores utilizados forem reduzidos, o tamanho populacional deve
ser aumentado (Grattapaglia and Resende 2011).

Os valores estimados de herdabilidade genémfgavdriaram de 0,16 para a
caracteristica diametro do caule (DCa) a 0,46 para as caracteristicas niamero de nos
vegetativos (NNV) e altura de plantas (API) (Tabela 3). As estimativa$, gara todas as
caracteristicas avaliadas apresentaram erro padrdo igual ou inferior a 0,05. Para as
caracteristicas diametro do caule (DCa), numero de nés reprodutivos (NNR), unifermidad
de maturacao dos frutos (UMat) comprimento de folha (CF) e largura de folha (LF) foram

observadas estimativas d& e magnitude moderada, no entanto, para tais caracteristicas,
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as estimativas degyr foram mais baixas. Para caracteristicas que apresentem baixas
estimativas de herdabilidades é esperado menores estimativas de capacidade preditivas
(Legarra et al. 2008).

O coeficiente de correlacao ou capacidade predigyee(io coeficiente de regressao
ou viés da predicao (b), envolvendo os valores fenotipicos observados e os valores genéticos
preditos, sdo medidas praticas da capacidade dos métodos fazerem predi¢cdes acuradas e nédo
viesada, respectivamente (Resende et al. 2014a). As estimativas da capacidade pggeditiva (r
das 18 caracteristicas em analises variam de -0,01 a 0,40 para as caracteristicas nimero de
nés reprodutivos (NNR) e didmetro da copa (DCo), respectivamente (Tabela 3). Tais
estimativas apresentaram erro padrao variando de 0,17 a 0,34. Além do DCo, as maiores
estimativas da capacidade preditiva foram observadas nas caracteristicas nimero de nés
vegetativos (NNV) e altura de plantas (API). Os resultados’qe k, demonstram alta
associacgao positiva, apresentando coeficiente de correlacdo de 88%. Assim como observado
nesse trabalho, associagcao entre a capacidade preditiva e a herdabilidade tem sido relatada
(Cavalcanti et al. 2012; Gois et al. 2016). As estimativas do viés da predicdo variaram de
0,25 a 1,92 para as caracteristicas numero de nos reprodutivos (NNR) e nimero de nés
vegetativos (NNV). A maioria das caracteristicas avaliadas apresentaram estimativa de b
proxima a unidade indicando predicdo ndo viesada para as caracteristicas. Portanto, sédo
efetivas em predizer as reais magnitudes das diferencas entre os individuos (Resende et al.
2012c). Tais estimativas apresentaram erro padréao variando de 0,77 a 3,25.

A acuracia seletiva ) refere-se a correlacdo entre o valor genotipico verdadeiro do
tratamento genético e aquele estimado ou predito a partir das informagdes fenotipicas (Gois
et al. 2016). Valores adequados glgséio aqueles proximos a unidade. A acuracia é tanto
mais alta quanto menores forem os desvios absolutos entre 0s valores genéticos paramétricos

e 0s valores genéticos estimados ou preditos (Resende and Duarte 2007). O valor desta
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medida indica o quéo preciso € o modelo em estimar o GEBV. As estimativas da acuracia
seletiva obtidas com a utilizacdo da GW&)(estdao apresentadas na tabela 3. Para a
caracteristica numero de nos reprodutivos (NNR) a&o foi estimada, uma vez que para

essa caracteristica a capacidade preditiva foi préxima de zero. Para as demais ¢zaacterist

os valores estimados dg variam de variaram de 0,06 para uniformidade de maturagéo dos
frutos (UMat) e largura de folha (LF) a 0,61 para o diametro da copa (DCo), sendo
consideradas de magnitudes baixa a moderada (Resende and Duarte 2007). Foi verificado
alta correlacgao entre as estimativasggleam . (82%) e comg; (99%). Correlacéo positiva

entre acuracia seletiva e herdabilidade também foi relatada para ferrugem amarela e
ferrugem do colmo, em trigo (Ornella et al. 2012).

As baixas magnitudes dg observadas em algumas caracteristicas avaliadas podem
ser explicadas pelo reduzido tamanho populacional e, sobretudo, ao tamanho efetivo da
populacdo. Em estudos com populagdes de trigo, 0 aumento do tamanho populacional
possibilitou incrementos nas estimativa de acuracias seletivas (Heffner et al. 2011a; Heffner
et al. 2011b). O sucesso da selecdo gendmica € influenciada por diversos fatores, os quais
interferem na acuracia seletiva de um modelo de GWS (Grattapaglia and Resende 2011;
Desta and Ortiz 2014). Esses autores destacaram o tamanho da populagcéo de treinamento,
tamanho efetivo populacional, densidade de marcadores, herdabilidade da caracteristica,
namero de QTL que governam as caracteristicas. Destes, a herdabilidade e o nUmero de QTL
envolvidos no carater sdo caracteristicas inerentes a arquitetura genética da caracteristica
(Resende et al. 2014a). Além disso, a estrutura genética da populacdo pode influenciar as
predicdes gendmicas (Zhang et al. 2010; Wang et al. 2014; Li et al. 2014). Nesse sentido, as
diferentes frequéncias alélicas entre subpopula¢des podem produzir associagfes falsas entre
os dados moleculares e fenotipicos (Price et al. 2010) e, dessa forma, superestimar as

herdabilidade e reduzir a acuracia seletiva (Riedelsheimer et al. 2012; Wray et al. 2013).
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As estimativas dos numeros de QTL que governam as caracterisgicas@naram
de 149 a 17.758 QTL para as caracteristicas diametro da copa (DCo) e largura da¥olha (LF
respectivamente (Tabela 3). Foi observado elevado numero de QTL controlando as
caracteristicas agronémicas, sendo estimado para as caracteristicas producdo de grdos de
café e incidéncia a ferrugem, consideradas as principais caracteristicas dos programas de
melhoramento, 751 e 221 QTL, respectivamente. Os resultados evidenciaram relagéo
inversamente proporcional entre a acuracia seletjjae(lo nimero de QTL. Isso pode ser
justificado pelo aumento da complexidade preditiva em funcdo do maior do nimero de genes
que governam a caracteristica. Quando muitos genes estdo envolvidos na manifestacdo de
uma caracteristica, em geral, tais genes sao de efeito menor e, consequentemente, a
estimacao precisa de seus efeitos é dificultada (Goddard 2009). Isso evidencia a importancia
da utilizacdo de alta densidade de marcadores SNP nas analises preditivas. Em estudos com
espécies florestais (Grattapaglia and Resende 2011; Iwata et al. 2011) e em milho
(Riedelsheimer et al. 2012), nao foi possivel verificar algum tipo de relagdo entre nimero de
QTL e acuracia fenotipica ou genotipica.

A estimativa do numero de individuos necessahNospara se obter acuracia seletiva
desejada (g4 esta apresentada na tabela 3. Observa-se a necessidade de se avaliar maior
namero de individuos quando se almeja maiores estimativgg.d®ara se obter estimativa
de acuracia seletiva de 0,7, considerada de alta magnitude (Resende and Duarte 2007), 0s
resultados demonstraram a necessidade de se avaliar de 322 a 53.701 individuos para as
caracteristicas diametro da copa (DCo) e largura da folha (LF), respectivamente. Para a
maioria das caracteristicas foram estimados a necessidade de se avaliar mais de 1.000
individuos para se obteyygigual a 0,7.

Os resultados das analises preditivas utilizando diferentes densidades de marcadores

evidenciaram, de maneira geral, 0 aumento da acuracia selgfi\ao(se elevar o nimero
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de SNP nas analises (Tabela 4). Contudo, ao se atingir o nimero 6timo de marcadores, o
qual maximiza as estimativas dg, ras acurécias seletivas reduziram com o aumento do
namero de marcadores. Assim como observado em outros estudos, o aumento do niumero de
marcadores ndo aumenta linearmente a acuracia da GWS (Fernando et al. 2007; Cavalcanti
et al. 2012). Esses resultados demonstraram a necessidade de avaliar outros gendétipos de
cafeeiros, de forma a aumentar as acuracias seletivas das caracteristicas em estudo.

A eficiéncia das andlises de GWS em relacao a selecao fenotipica esta apresentada
na tabela 4. Essa andlise ndo foi realizada para a caracteristica numero de nds reprodutivos
(NNR) porque a estimativa da capacidade preditiva dessa caracteristica foi proxima de zero
(Tabela 3). Os resultados demonstraram que a possibilidade de redugédo do tempo do ciclo
seletivo permite aos melhoristas obtencdo de ganhos genéticos precocemente, sendo esta
uma das grandes vantagens da GWS. Ao se reduzir o ciclo seletivo de 24 panasioze
(50%), observa-se que a GWS foi mais eficiente que a selecdo com base nos dados
fenotipicos para nove caracteristicas avaliadas, as quais incluem incidéncias a ferrugem
(Fer), a cercospora (Cer) e ao bicho mineiro (BM). Assim, ao se selecionar precocemente 0s
individuos superiores por meio as analises de GWS, o melhorista concentrara esforgcos em
genotipos potenciais, sendo os indesejaveis eliminados. Por essa raz&o, 0s custos de
manutenc¢ao de populagdes de melhoramento em campo podem ser reduzidos. Além disso,
a selecdo gendmica precoce possibilita conducgéo de populagdes de melhoramento com maior
desempenho agrondmico o que resultard na maximizagdo dos ganhos genéticos. O fato da
selecdo com base nos dados fenotipicos ser mais eficiente que a selecdo genémica para as
algumas caracteristicas podem ser explicados pelo nimero de gendétipos avaliados. Outros
genotipos de cafeeiro podem ser analisados com os SNPs selecionados nesse presente

estudos, de forma a aumentar as acurarias seletivas.
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Perspectivas com a utilizagédo da GWS em C. arabica

Com a globalizacdo e o expressivo aumento da populacdo mundial, € intenaificada
demanda por técnicas capazes de auxiliarem os melhoristas no desenvolvimento de novas
cultivares. Nesse sentido, a elucidagao e utilizacdo da genémica permite, de forma robusta e
precisa, o acesso as informacdes genéticas, as quais sao potencialmente Uteis aos programas
de melhoramento do cafeeiro. O melhor entendimento da variacdo genética presente nas
populagbes de melhoramento possibilitara a reducdo de tempo e recurso destinados ao
desenvolvimento de novas cultivares. Além disso, possibilitara a selecdo de
linhagens/cultivares mais produtivas, adaptadas e com qualidade superior de bebida.
Contudo, novos estudos sdo necessarios, de forma a aumentar o nimero de genétipos que
compdem as populagbes de estimacao, validacéo e sele¢do. Além disso, abordar a utilizagéo
de diferentes métodos de GWS. Nesse sentido, avaliar a eficiéncia dos métodos de redes
neurais artificiais, regressdo quantilica bayesiana LASSO adaptativo (Alhamzawi et al.
2012), Bayes A (Meuwissen et al. 2001) e avaliar a influéncia da interacdo genotipo e
ambiente. Finalmente, estudos de associacdo gendmica (GWAS) sdo necessarios, 0s quais
possibilitaréo a selecao de marcadores associados a genes especificos e, consequentemente,

a selecéo de genotipos superiores.
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Concluséo
A selecédo gendmica ampla mostigepotencial para o melhoramento de C. arabica
por possibilitar a obtengc&o acurada dos GEBV e pela maior eficiéncia em relacdo a selecéo

fenotipica possibilitando a reduc&o no tempo necessario para completar o ciclo de selecéo.
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Figura 1. Heredograma das 13 progénies de Coffea arabica oriundas de cruzamentos entre
genitores do grupo de cultivares Catuai e Hibrido de Timor (HATE2& G = gendtipos

Catuai amarelo IAC 30, IAC 86 e IAC 64, respectivamente;1Hdd@T, e HdTz: =

genotipos Hibrido de Timor UFV 445-46, UFV 440-10 e UFV 530, respectivamennte; H

H>, Hz, Ha € H5= hibridos oriundos de cruzamentos entre genitores Catuai amarelos e
Hibrido de Timor; 1, 3, 5 e 7 = progénies de geracao de retrocruzamento resistente; 2, 4, 6,
8 e 9 = progénies de geracdo de retrocruzamento suscetivel; 10, 11,12 e 13 = progénies em
geracao k

I
<




Tabela 1.Progénies de Coffea arabica avaliadas em Vicosa (MG).

Progénies Genitor 1 Genitor 2
RCr 1 H 419-1 c-17 UFV 445-46
RCs 2 H 419-1 c-17 UFV 2143-235
RCr 3 H 514-8 c-387 UFV 440-10
RCs 4 H 514-8 c-387 UFV 2154-344
RCr 5 H 514-7 c-364 UFV 440-10
RCs 6 H 514-7 c-364 UFV 2154-344
RCr 7 H 419-10 c-214 UFV 445-46
RCs 8 H 419-10 c-214  UFV 2143-235
RCs 9 UFV 2148-57 H 513-5 c-14
F> 10 H 514-8 c-387 -

F 11 H 514-7 c-364 -
F2 12 H 419-10 c-214 -
F213 H 513-5 c-14 -

104

RCr = Retrocruzamento resistente; RCs = Retrocruzamento suscetivejeFacao obtida

pela autofecundacgéo dos hibridas F
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Tabela 2.Caracteristicas fenotipicas avaliadas anos de 2014, 2015 e 2016 em Vigosa
(MG).

Caracteristica Forma de avaliacdo

Producao Litros de café recém colhido por planta
Comprimento de uma folha (cm pMedidos em folha do 3° ou 4° par de um r
Largura de uma folha (cm) plagiotropicos do terco médio da planta

Comprimento de um ramo (cm)

Numero de nés reprodutivos
Medidos no ramo plagiotrépico localizado no te

NUmero de nés vegetativos médio da planta

NUmero total de frutos

Volume de frutos

Medida do ramo ortotropico (superficie do solo &

Altura de plantas (cm) ponto final de crescimento do ramo)

Medido no sentido transversal a linha de pla

Diametro da copa (cm) medindo-se a maior projecao da "saia" do cafeeirc

Medido na regido do coleto da planta (cerca de 5¢

Diametro do caule (cm) superficie do solo)

Tamanho dos frutos maduros Avaliado por notasde 1 a 3

Uniformidade de maturagcéo d

Avaliada por notade 1 a 4
frutos

Ciclo de maturacgéo dos frutos
Incidéncia de Ferrugem .

S ) Avaliada por notas de 1 a 5
Incidéncia de Cercosporiose

Infestacdo de Bicho-Mineiro

Vigor vegetativo Avaliado por notas de 1 a 10
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Tabela 3.Estimativa de parametros genéticos obtidos por meio de anélises de modelos mistos (REML/BLUP), resultados da analise da
Selecdo Gendmica Ampla (GWS) e estimativa do niumero de individuos a serem avaliados para se obter determinada acuracia seletiva para
dezoito caracteristicas morfoagrondmicas em populacdo de melhoramento de Coffea arabica.

Caracteristica REML/BLUP CWS Ni
h%en lyy hZa Sth Mgy sdr b Sth lgg nQTL rggd 0,5 rggd 0,6 rggd 0,7 rggd 0,8 rgga 0,9
Prod 055 074 0,26 0,03 0,13 0,27 163 3,01 0,25 751 964 1626 2778 5140 12326
Fer 061 0,78 031 004 0,26 0,22 150 1,34 0,46 221 237 400 684 1265 3033
Cer 0,38 062 044 005 0,31 0,30 1,45 155 0,47 304 231 390 666 1233 2957
BM 0,30 055 0,30 0,04 0,8 0,24 1,34 1,71 0,33 476 536 904 1544 2858 6852
Vig 0,70 084 0,34 0,04 0,21 0,9 1,38 1,39 0,36 440 437 738 1260 2332 5592
CMat 0,72 08 031 005 0,22 0,29 1,31 2,15 0,21 1313 1434 2421 4134 7650 18345
UMat 0,30 055 0,28 0,03 0,03 0,27 0,62 3,13 0,06 14775 17841 30107 51424 95152 228177
TFr 050 0,717 0,36 0,04 0,23 0,24 152 201 0,39 394 370 624 1066 1973 4730
CF 0,42 065 0,29 0,02 0,06 0,23 0,87 2,21 0,12 3981 4530 7644 13057 24160 57935
LF 0,44 066 032 005 0,03 0,25 0,44 262 0,06 17758 18631 31440 53701 99365 238281
CRP 0,78 088 041 0,04 0,32 0,34 1,20 1,30 0,50 244 198 335 572 1058 2538
NNR 049 0,70 0,23 0,02 -0,01 0,21 0,25 3,25 - - - - - - -
NNV 0,44 066 046 004 0,38 0,21 192 1,63 0,56 199 143 242 413 765 1834
NFRP 049 070 0,34 0,05 0,24 0,20 1,33 2,10 0,23 1157 1134 1913 3267 6046 14498
VFRP 057 0,76 0,25 0,03 0,21 0,27 1,23 1,90 0,21 1081 1418 2393 4087 7562 18133
API 0,9 09 046 0,04 0,38 0,18 1,18 0,77 0,56 202 146 246 420 777 1864
DCo 090 09 045 0,03 040 0,22 1,46 0,90 0,61 149 112 189 322 596 1429
DCa 0,01 0,0 0,06 0,01 0,06 0,26 1,14 290 0,14 1658 3363 5674 9692 17934 43006

h%en = Herdabilidade fenotipicay,r= Acuracia da selecéo obtida pelo método REML/BLUP utilizando dados fenétipeshérdabilidade genémica;isd

erro padrdo das estimativas dg hy = Capacidade preditiva da GWS; scerro padrdo das estimativas gle v = viés da predicéo; sd¢ erro padrdo das
estimativas de b;yy= Acurdcia seletiva da GWSgh = Estimativa do nimero de QTL que controlam a caracterisjiea; acuracia seletiva desejadh;

= numero de individuos avaliados para se obter determigadBrod = Producéo de frutos de café; Fer = Incidéncia de ferrugem; Cer = Incidéncia de
Cercospora; BM = Infestacdo de Bicho-Mineiro; Vig = Vigor vegetativo; CMaicto @e maturacdo dos frutos; UMat = Uniformidade de maturacéo dos
frutos; TFr = Tamanho dos frutos maduros; CF = Comprimento de uma folha; LF = Largura de uma folha; CRRme@torde um ramo plagiotrépico;
NNR = Numero de nés reprodutivos; NNV = Namero de nds vegetativos; NFRP = Numarmd@ér ramo plagiotropico; VFRP = Volume de frutos por

ramo plagiotrépico; API = Altura de planta; DCo = Diametro da copa; DCa = Diametro do caule.
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Figura 2. Marcadores moleculares SNP distribuidos ao longo dos UNIGENES proveniente
das sequencias de ESTs de Coffea arabioa 11 cromossomos ¢ do “cromossomo 0” de

Coffea canephoraCromossomo 0” € apenas um conjunto de scaffolds de sequéncia ndo
ordenada (Denoeud et al. 2014).
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Tabela 4.Acuracia seletiva estimada a partir de diferentes densidades de marcadores SNP e eficiéncia da selecdo genémica ampla (GWS) en
relacdo a selecao fenotipiea populacdo de melhoramento de Coffea arabica.

Caracteristica aNUumero de SNP b Anos para andlise de GWS
1.000 4.000 8.000 12.000 16.000 20.000 20.477 24 12
Prod -0,08 0,10 0,21 0,25 0,27 0,26 0,25 0,34 0,68
Fer 0,19 0,42 0,40 0,24 0,24 0,38 0,46 0,59 1,18
Cer 0,39 0,37 0,35 0,36 0,41 0,44 0,47 0,76 1,52
BM 0,23 0,28 0,23 0,23 0,27 0,26 0,33 0,60 1,20
Vig 0,27 0,46 0,43 0,37 0,49 0,37 0,36 0,43 0,86
CMat -0,07 0,11 0,01 0,27 0,10 0,18 0,21 0,25 0,49
UMat 0,07 0,15 0,17 0,09 0,01 0,25 0,06 0,11 0,22
TFr 0,33 0,47 0,30 0,40 0,31 0,36 0,39 0,54 1,09
CF 0,14 0,18 0,22 0,07 0,12 0,16 0,12 0,18 0,37
LF 0,00 0,26 0,11 0,27 0,22 0,19 0,06 0,09 0,18
CRP 0,42 0,44 0,50 0,51 0,51 0,56 0,50 0,56 1,13
NNR 0,03 0,04 -0,07 0,12 0,09 0,06 -0,01 - -
NNV 0,44 0,33 0,43 0,44 0,46 0,50 0,56 0,84 1,68
NFRP 0,08 0,18 0,29 0,33 0,27 0,25 0,23 0,33 0,67
VFRP 0,23 0,27 0,30 0,24 0,21 0,19 0,21 0,28 0,55
API 0,56 0,48 0,58 0,57 0,48 0,54 0,56 0,59 1,17
DCo 0,37 0,48 0,52 0,58 0,59 0,57 0,61 0,64 1,28
DCa -0,03 0,14 0,16 -0,04 -0,02 -0,05 0,14 1,38 2,77

8 = Acuracia seletiva estimada a partir de diferentes densidades de marcadorts &iBigncia da selecdo gendmica ampla (GWS) em
relacdo a selecao fenotipica; Prod = Producao de frutos de café; Fer = Incidéercizggent Cer = Incidéncia de Cercospora; BM = Infestacao
de Bicho-Mineiro; Vig = Vigor vegetativo; CMat = Ciclo de maturagéo dos frutos; UMat = Uniformidadatdeagéo dos frutos; THE
Tamanho dos frutos maduros; CF = Comprimento de uma folha; LF = Largura de um@RifraComprimento de um ramo plagiotropico;
NNR = Numero de nos reprodutivos; NNV = Numero de noés vegetatWieRP = Numero de frutos por ramo plagiotropico; VFRP = Volume
de frutos por ramo plagiotropico; API = Altura de planta; DCo = Diametro da copa; DCa = Diametro do caule.
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