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RESUMO

Coffea canephora é uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae, diploide (2n = 2 x = 22),
alégama, que apresenta alta variabilidade genética, e por consequéncia, sua lavoura é formada a
partir de clones. No cenario mundial, o café é uma das commodities agricolas mais importantes e
0 Brasil é o maior produtor, com cerca de 30% da producdo mundial. C. canephora corresponde a
37% da producdo mundial e 24% da brasileira. A espécie C. canephora apresenta
autoincompatibilidade do tipo gametofitica, onde o grdo de polen ndo deve compartilhar o mesmo
alelo da planta receptora. O presente trabalho estudou a compatibilidade existente entre 13 clones
de C. canephora, denominados CCEs, por meio de marcadores SNPs. A metodologia utilizada foi
eficiente em reconstruir o pedigree de progénies de 10 clones CCE, identificando corretamente o
parental materno na quase totalidade das plantas analisadas. Os resultados obtidos, também
sugerem uma similaridade genotipica de 99,8 % entre os clones CCE04 e CCE11, sugerindo que
essas plantas podem ser idénticas. As analises de parentais realizadas com o programa Cervus,
mostrou-se eficiente em inferir sobre a compatibilidade entre os clones testados, no qual o clone
CCEO07 se mostrou compativel com todos os outros CCEs testados, o que poderia indicar um alto
potencial produtivo deste clone, o que foi confirmado com dados experimentais.

Palavras-chave: Café. SNP. Compatibilidade.



ABSTRACT

Conilon coffee belongs to the Coffea canephora species, which is a diploid (2n = 2 x = 22),
perennial, allogamous plant with a high genetic variability. Accordingly, the production of clonal
varieties is of great value for the success of crop. Coffee is one of the most important agricultural
commodities in the world. Brazil is the largest producer, responding by 30% of the world
production. C. canephora comprises 37% of the world production and 24% of the Brazilian
coffee production. C. canephora has gametophytic self-incompatibility, when haploid pollen
matches one of the same allele present in the diploid style causing pollen rejection. Therefore, the
objective of this work was to study the compatibility between 13 clones of C. canephora,
denominated CCEs, by SNPs markers. Our methodology was efficient to reconstruct the pedigree
of 10 CCEs progenies, identifying correctly the maternal parent in most analyzed plants for all
CCEs, with the use of SNPs markers. Results have also shown a genotypic similarity of 99.8%
between CCEO4 and CCE11 clones, suggesting that these plants may be identical. Parental
analyzes performed with the Cervus Software proved to be efficient to inferring the compatibility
between all tested clones, and the CCEQ7 clone was compatible with all other CCEs tested, which
could indicate a high productive potential for this clone, which was experimentally confirmed.

Keywords: Coffee. SNP. Compatibility.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro é uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae,
tribo Coffeae, a qual é composta por dois géneros: Coffea L. e Psilanthus Hook f.. Originério do
continente africano, apresenta 126 espécies identificadas, no entanto a producdo de café
comercial é formada basicamente por apenas duas delas, a arabica (Coffea arabica) e a canéfora
(Coffea canephora) (DAVIS, 2010; DAVIS et al., 2006).

Coffea L. é caracterizado por plantas dicotileddneas, de folhas persistentes e flores
hermafroditas, porte arbustivo ou arbéreo e caule lenhoso (FAZUOLI et al., 2000).

A variedade botanica Conilon pertence a espécie C. canephora, € uma planta alégama, e
apresenta alta variabilidade genética, e por consequéncia, uma lavoura formada a partir de
sementes pode apresentar plantas com caracteristicas muito diversificadas (BERTRAND et al.,
2003; ESPINDULA et al., 2011; TEIXEIRA; ROCHA; RAMALHO, 2011).

O cafe, no cenario mundial, € uma das commodities agricolas mais importantes, sendo o
segundo produto primario a ser comercializado em valor, perdendo apenas para o0 petroleo,
afirmando assim sua importancia para a economia mundial (BAKER et al., 2001). Neste
contexto, o Brasil tem grande participacdo, visto que, é o maior produtor, com cerca de 30% da
producdo mundial (CECAFE, 2018).

As espécies arabica e conilon, representam cerca de 64,5% e 35,5% da produ¢do mundial,
respectivamente, de acordo com os dados obtidos no Cecafé (Conselho dos Exportadores de Café
do Brasil). No ultimo ano, foram produzidos 44,97 milhdes de sacas, destas 30,7 milhdes foram
exportadas, atendendo aos 127 paises que consomem o café brasileiro. No Brasil a producédo de
arabica é em torno de 76%, enquanto a de canéfora é de 24% (CECAFE, 2018).

Ainda de acordo com o Cecafé foi realizada uma estimativa para a producdo da safra de
2018, que esta estimada entre 54,44 e 58,51 milhdes de sacas beneficiadas de 60 quilos de café,
um aumento que representa de 21,1 a 30,1% comparado a safra passada. Desta maneira, a area
total utilizada com a cultura deve ser de 2,2 milhdes de hectares (286,5 mil hectares em formacéo
e 1,92 milhdo hectares em producéo) (CECAFE, 2018).

Neste contexto, a producao do Conilon esté estimada entre 12,7 e 13,96 milhdes de sacas.
A estimativa € de que as produtividades sejam melhores em funcéo da expectativa de melhores
condicBes climaticas, da recuperacdo do potencial de produtividade das lavouras do Espirito

Santo e da Bahia, juntamente com o aumento da produtividade de Ronddnia resultante do plantio
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clonal e investimentos na lavoura. O Espirito Santo aparece como destaque, visto que embora a
area plantada seja 1,7% menor, espera-se um aumento na produtividade entre 19,4 a 31,2%
(CECAFE, 2018).

Para o melhoramento e desenvolvimento de variedades clonais, o principal método é a
selecdo clonal via reproducdo assexuada. Processo que se inicia com a formagdo de uma
populacdo base, avaliagdo e selegdo dos melhores individuos, clonagem por estaquia e plantio em
local separado, avaliacdo agrondmica e testes de compatibilidade (Veiga, comunicacéo pessoal).

Desta maneira a producdo de mudas se apresenta como um dos fatores de grande
importancia para a producdo de canéfora, garantindo, deste modo uma uniformidade nos varios
caracteres de interesse, visto que a produgdo de mudas por estacas permite uma copia semelhante
a planta materna (BERGO et al., 2002).Quando se implanta uma lavoura proveniente de uma
variedade clonal, onde as mudas sdo oriundas de um trabalho prévio de selecdo de plantas
matrizes, estas apresentam as seguintes vantagens em relacdo a de sementes:, maior
produtividade, maior uniformidade de maturacdo, melhor qualidade do gréo, ciclo diferenciado
de maturacdo e programacao escalonada de colheita, proporcionando o sucesso na formacédo da
lavoura (ESPINDULA et al., 2011).

Vaérias espécies vegetais aldgamas, desenvolveram a capacidade de se evitar a
autofecundacdo, como uma forma de evitar os efeitos deletérios da endogamia (CASTRIC;
VEKEMANS, 2004). Quando a planta fértil recebe seu préprio pdlen, a autoincompatibilidade
(Al), um mecanismo fisiologico, impede que se formem sementes viaveis (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002). Devreux et al, 1959, concluiu que apdés a
autopolinizacdo, o tubo polinico ndo se desenvolvia impedindo o grdo de pélen de alcangar o
ovario. Este mecanismo  de  autoincompatibilidade  também  foi proposto
para C. canephora (BERTHAUD, 1980; LASHERMES et al., 1996; NOWAK et al., 2011).

Na cafeicultura clonal, quando estes, ndo sdao compativeis a produtividade e a qualidade
dos gréos devido a menor eficiéncia da polinizacdo sdo comprometidas e hd um aumento na taxa
de grdos do tipo moca, que possuem uma menor qualidade, além de reducdo no potencial
produtivo (FERRAO et al., 2007).

Diante desta problematica, o presente trabalho visou estudar a compatibilidade existente
entre 13 clones de C. canephora por meio de marcadores SNPs, objetivando auxiliar os

programas de melhoramento genético, na escolha dos melhores gendtipos para se compor uma
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nova variedade clonal. Vale ainda ressaltar, que o desenvolvimento de ferramentas moleculares
que possam auxiliar na predicdo da compatibilidade entre clones de C. canephora teréo,
certamente, um alto potencial de aplicacdo pratica nos programas de melhoramento genético

dessa espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro e a sua importancia econémica.

Planta nativa do continente africano, o cafeeiro foi introduzido no Brasil no ano de
1723 por meio de mudas provenientes da Guiana Francesa. Primeiramente esta implantagéo
ocorreu no estado do Maranhdo e posteriormente propagou-se para 0s estados vizinhos, em
pequenas proporcdes, atingindo o estado da Bahia apenas no ano de 1773.
Concomitantemente, algumas sementes da cultura foram transportadas do Maranh&o para o
Rio de Janeiro, o que permitiu a instalacdo da cultura na Serra do Mar (ALONSO-SALCES et
al., 2009).

No ano de 1825, as plantacdes alcancaram o Vale da Paraiba e também os estados de
Minas Gerais e S&o Paulo. Como consequéncia, a produgdo estendeu-se para o centro-sul,
onde encontrou condicBes climaticas altamente favoraveis, chegando ao norte do Rio de
Janeiro e ao Espirito Santo em 1920. Na historia econdmica e social do pais, a cadeia
produtiva do café se destaca desde a época colonial, contudo, a exportacdo de café passou por
momentos de instabilidade, préximo ao ano de 1930, onde houve um periodo de decréscimo
em virtude do surgimento das crises internacionais (ALONSO-SALCES et al., 2009).

Atualmente, o café é uma das commodities agricolas mais importantes no mundo,
sendo responsavel por quase metade do total das exportacdes dos produtos tropicais, além de,
ser 0 segundo maior, no mercado mundial de produtos naturais, situando-se apenas atras do
petréleo, e tornou-se a fonte de renda para muitos paises em desenvolvimento (BRASIL,
2018).

As producdes de café do Brasil, Vietnd e Colémbia, juntos, impactam de mais de 50%
da producdo mundial, onde o Brasil, no ano de 2017, foi o maior produtor participando com
cerca de 32,40% do valor total da producdo mundial (CECAFE, 2018). Apesar de diversos
fatores abioticos como seca e geada e, de fatores bidticos como pragas e doencas terem
determinado oscilagbes na sua producdo total, o Brasil ainda ocupa uma posicdo dominante
no mercado mundial (CONAB, 2018; CECAFE, 2018).

2.2 Taxonomia e diversidade genética

O café é uma planta perene que pertence a ordem Gentianales, familia Rubiaceae,

subfamilia Ixoroideae e tribo Coffea, a qual € composta por dois géneros: Coffea e Psilanthus,
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estes juntos, abrangem mais de 126 espécies (DAVIS et al., 2011). O género Coffea, possui
seu centro de origem na Africa, e abrange as trés espécies utilizadas mundialmente para a
producdo de bebida do café: C. arabica, C. canephora e C. liberica (DAVIS et al., 2006). Na
classificacdo boténica, as plantas de Coffea séo dicotileddneas, possuem folhas persistentes e
flores hermafroditas, apresentam porte arbustivo ou arboéreo e caule lenhoso (FAZUOLI et al.,
2000).

As plantas que compdem a espécie C. canephora sdo diploides (2n = 2 x = 22),
alégamas, 0 que proporciona uma alta taxa de variabilidade genética, lavando assim a uma
maior capacidade de se adaptar as mais variadas condi¢fes climaticas (BERTRAND et al.,
2003). Elas se adéquam muito bem as planicies equatoriais, onde o ambiente é quente e
umido. Esta espécie possui dois grupos de classificacdo, estabelecidos de acordo com sua
origem geografica, denominados de Congolés e Guineano (DUSSERT et al., 1999;
MONTAGNON; CUBRY; LERQY, 2012) (FIGURA 1). O grupo Congolés apresenta varios
subgrupos dentre os quais existem dois de maior importancia: o subgrupo SG1 apresenta
como caracteristica a toleréncia a seca, esta localizado na regido mais litoranea da bacia do rio
Congo; o subgrupo SG2 apresenta sensibilidade a seca e esta localizado na floresta equatorial,
a qual apresenta indices pluviométricos elevados e bem distribuidos ao longo do ano
(MONTAGNON, 2000; FAZUOLLI et al., 2007).
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Figura 1 - Grupos de distribuigdo da diversidade de C. canephora.

/J

Cote ' . X
d'lvoire yal ; 5 Qf \ UQ ;uganda

B Grupo Guineano

Grupo Congolés

Legenda: Em vermelho, origem geogréafica do pool guineano. Em verde, origem geogréafica dos grupos
genéticos (circulados) do pool congolés. O grupo formado por cafeeiros selvagens de Angola ainda
estd em estudo. As &reas hachuradas correspondem a zonas de reflgio durante o periodo de glaciacéo,
ocorrido ha 20.000 anos.

Fonte: MONTAGNON; CUBRY; LEROY (2012-adaptada)

Estudos de filogenia mostram que as plantas de Conilon presentes no Brasil séo
geneticamente semelhantes aquelas do subgrupo SG1 de C. canephora (LAMBOT et al.,
2008). Nesta variedade botanica, é possivel encontrar plantas tolerantes a seca, pois essas
plantas apresentam um mecanismo de maior controle sobre o seu sistema de transpiragéo
(DAMATTA; RAMALHO, 2006). Assim, as plantas de Conilon sdo plantas adaptadas a
regibes de baixa altitude, que possuem temperaturas médias anuais elevadas (de 22°C a
26°C), e, principalmente, em regides com um periodo seco mais prolongado (FAZUOLI,
1986).
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2.4 Boténica floral e polinizacéo do cafeeiro C. canephora

As flores do cafeeiro, por conterem as estruturas reprodutivas da planta, sdo de
extrema importancia para garantir a reproducdo da espécie e a producao dos frutos. A flor é
composta por cinco pétalas brancas que se fundem a corola formando um célice aderido sobre
0 ovario, o0 que classifica 0 mesmo como ovario infero (FIGURA 2).

Os estames sdo compostos por filetes, estruturas finas e delgadas, que sustentam as
anteras, produtoras dos graos de polen, e se localizam proximos ao estigma da flor. O estigma,
bifido, encontra-se sobre o estilo ou estilete, um prolongamento na forma de um tubo fino,
que esta ligado as cavidades do ovario por meio do tecido estigmatdide ou de transmisséo, 0
qual possui dois canais independentes. O estigma, o estilete e 0 ovario juntos compde o0 que
chamamos de pistilo (ALLARD, 1971).

O ovério é do tipo bilocular, apresentando duas cavidades separadas que
separadamente, abriga dois dvulos. Essas cavidades comunicam-se com o estilete por canais
distintos, o que faz com que a polinizacdo dos dois 6vulos seja independente, podendo ocorrer
nos dois, apenas em um ou até mesmo em nenhum. A fertilizacdo dependente do transporte e
germinacdo dos graos de pdlen e do desenvolvimento dos tubos polinicos de gréos de polen
compativeis com o estigma da flor.

Figura 2- Estrutura basica da flor do café

1. estigma \ (77
2. antera ‘
3. ovério | / 6
4. 6vulos ""'

5. pedicelo f 9
6.tubo da corola (

7. estilo 4 ‘O) 3
8. pétala .

9. calice

1+7= pistilo >

Fonte: adaptado de Charrier e Eskes (2009).
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Quando os frutos sdo desenvolvidos a partir da fertilizacdo dos dois évulos, irdo dar
origem a um grdo com a superficie dorsal convexa e a ventral plana com uma ranhura central
no sentido longitudinal, nomeado grdos do tipo “chato”. No entanto, quando os frutos
possuem apenas um ovulo fertilizado produz um grdo que apresenta uma ranhura central no
sentido longitudinal e um formato ovoéide, denominado de grao tipo “moca”.

Segundo Charrier e Vigreux (1972) a dispersdo do polen feita pelo vento é efetiva em
distancias de até 50 metros. As abelhas e outros insetos, que podem também transportar os
gréos de pdlen e sua efetividade chega até 700 metros de distancia (ESCH; BURNS,1996).

O C. canephora possui floracdo gregaria, onde todas as plantas individuais, numa
certa extensdo geogréafica, florescem ao mesmo tempo (MENDES,1949). As flores abrem no
comeco da manhd e permanecem abertas ao longo do dia. Quando ocorre a fertilizacdo as
anteras ficam escuras. Alguns dias apés a floracdo a corola branca se solta juntamente com as
outras partes da flor, apenas o ovério continua aderido a planta. O estigma pode continuar
receptivo por até seis dias ap6s a abertura floral (FERRAO et al,2007b).

As espécies do género Coffea normalmente produzem grdos de pdlen com trés
nacleos, um vegetativo e dois germinativos, 0s quais correspondem as células reprodutivas
que podem fecundar o 6vulo. Esta estrutura tricelular se encontra protegida por uma parede
interna de celulose chamada de intina, que € um invdlucro resistente que apresenta ceras e
proteinas em sua constituicdo e uma camada externa denominada de exina, a qual apresenta
rugas que favorecem a fixagdo dos graos de pélen (FERRAO et al., 2007a).

Da mesma forma, as células epidérmicas do estigma sdo alongadas de maneira que
formam papilas, que séo pelos longos e ramificados que irdo favorecer a aderéncia dos graos
de polen. O estigma € constituido por um tecido glandular secretor de substancias que
produzem um ambiente adequado a germinacdo dos grdos de polen. Enquanto o estigma
possui a funcdo de recepcdo dos grdos de pélen, o estilo apresenta tecidos que possibilitam a
passagem dos tubos polinicos. O tecido do estigma esta ligado a cavidade do ovério por meio
do tecido estigmatdide, por onde os tubos polinicos desenvolvidos passam apds seu
crescimento celular.

O tubo polinico é formado pelos grdos de polen que aderem ao estigma apds a
polinizacdo, germinam e se desenvolvem atraves do estilete, por quimiotropismo em direcao
ao ovario, levando um nacleo vegetativo e um nucleo germinativos. Quando o tubo polinico
alcancga o dvulo, ele o penetra e libera as células espermaticas no interior do saco embrionario.
Uma das células espermaticas fecunda a oosfera, dando origem ao zigoto principal e a outra

célula fecunda duas celulas fusionadas de origem materna, originando um nucleo tripldide
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(3n), denominado célula mde do albumen ou célula mde do endosperma secundario
(CONAGIN; MENDES, 1961).

A celula mée do albumen, apds a fecundagdo, por meio de mitoses sucessivas ird
origem ao endosperma, um tecido de reserva. Por outro lado, o zigoto ira se dividir e dara
origem ao embrido, que paralisa 0 seu desenvolvimento e entra em estado de laténcia. O
conjunto embrido, endosperma e tegumento é o que chamamos de semente, que em condicGes

favoraveis podera germinar.

2.5 Autoincompatibilidade em plantas (Al)

Diversas espécies vegetais sdo dispostas de mecanismos fisiologicos, de base genética,
o qual impede a fertilizacdo das flores a partir de grdos de p6len oriundos da prépria planta.
A autoincompatibilidade (Al) ainda pode ser definida como a incapacidade de uma planta
fértil originar sementes apods ser fertilizada por seu proprio pdlen (SCHIFINO-WITTMAN;
DALL'AGNOL, 2002). Esta caracteristica esta presente no sistema reprodutivo de varias
espécies cultivadas, tais como o girassol, 0 cacau, 0 maracuja, entre outras incluindo o Coffea
canephora (BREWBAKER, 1957; DE NETTANCOURT, 1997). A Al auxilia a alogamia e a
manutencdo da variabilidade genética em populacfes naturais, e pode ser considerada como
um fator determinante no sucesso evolutivo das angiospermas (BREWBAKER, 1957,
HESLOP-HARRISON HESLOP-HARRISON, 1983).

O gene S é o responsavel pela expressdo dessa caracteristica e evoluiu a partir de
origens independentes na evolucdo das plantas com flores, por diversas vezes
(CHARLESWORTH; AWADALLA, 1998). Segundo Schifino-Wittmann e Dall’ Agnol
(2002), a Al ainda pode resultar em uma certa ineficiéncia reprodutiva.

O gene S possui mais de 100 formas alélicas diferentes em trevo vermelho (Trifolium
pratense) (LAWRENCE, 1996). Enquanto que em C. canephora diferentes trabalhos sugerem
que ha de trés a seis alelos que determinam o sucesso da fecundagdo (CONAGIN; MENDES,
1961; BERTHAUD; CHARRIER, 1988). Esse mecanismo tem acao pré-zigoética atuando na
possibilidade de fecundagdo dos gametofitos (graos de polen). Segundo Ferrédo et al. (2004),
0S mecanismos pré-zigéticos conferem uma vantagem adaptativa maior para as espécies visto
que ndo comprometem os Ovulos, reduzindo consequentemente a producdo de frutos, quando
0S processos sao comparados aos que atuam apos a fecundacdo, impedindo o
desenvolvimento dos zigotos (pds-zigoticos). A Al também pode ser definida como

heteromdrfica, quando hd a modificacdo floral ou homomorfica, quando ndo existem
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modificagdes florais resultantes entre as plantas (SCHIFINO-WITTMANN e DALL'AGNOL,
2002).

Existem dois tipos de Al nas angiospermas, a gametofitica onde a especificidade da
polinizacdo é determinada pelo alelo S do grdo do polen, e a esporofitica, na qual o controle
genético é determinado pelo gendtipo da planta adulta que deu origem ao grdo de poélen
(BUENO; MENDES; CARVALHO 2006).

No que diz respeito a autoincompatibilidade gametofitica (AIG) a polinizacado é
determinada pela expressdo do gene S do genoma haploide do gréo do polen. Por outro lado,
na autoincompatibilidade esporofitica (AIE) é devido a interagdo das proteinas produzidas
pela planta doadora, expressas na camada externa do grao de pdlen, com o estigma da planta
receptora (FRANCESCHI; DONDINI; SANZOL, 2012).

Ha trés mecanismos de autoincompatibilidade diferentes bem caracterizados:

¢ Modelo Brassicaceae: No qual, o sistema do tipo esporofitico (AIE) de expressao é
governado por um Unico gene multialélico altamente polimorfico, que codifica para
um receptor de membrana e um fator de ligacao, determinando assim a especificidade
entre as papilas estigmaéticas e o grdo de pdlen (DOUGHTY, J. et al., 1998);

e Modelo Papaveraceae: Neste sistema, um receptor transmembrana realiza o
reconhecimento de proteinas expressas pelo gene S e desencadeia uma rota de
transducdo de sinais, mediada por um gradiente de anios de calcio bivalentes (Caz"), o
que resulta na inibicdo do tubo polinico incompativel (WHEELER et al., 1999);

e Modelo Solanacea, Rosacea e Rubiacea: E o sistema de autoincompatibilidade
gametofitica (AIG), que estda presente no C. canephora, a reacdo de
autoincompatibilidade é comandada por uma RNAse (glicoproteina com funcéao
enzimatica), esta é expressa pelo gene S nos pistilos e degradam o RNA sintetizado
pela célula vegetativa resultando na morte do tubo polinico (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002).

2.5.1 Autoincompatibilidade Gametofitica (AIG)

O fendtipo do gréo de polen € a principal diferenca entre o sistema esporofitico e o
gametofitico, neste ele é determinado pelo alelo do gene S que esta presente no genoma
haploide do grdo de polen. De acordo com Sassa, Kakui e Minamikawa (2010), as proteinas
de reconhecimento atuam nesses sistemas de maneiras distintas. Os fatores inibidores ou seus

precursores, no sistema AIG, sdo expressos ap0s a anadfase da primeira divisdo meidtica
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durante a microesporogénese, enquanto que, no sistema esporofitico os fatores sdo produzidos
antes da divisdo reducional que ocorre na anafase I. Deste modo, no sistema gametofitico séo
produzidos dois pares de esporos fenotipicamente diferentes na tétrade enquanto no sistema
esporofitico todos os esporos apresentam o mesmo fenotipo (BREWBAKER, 1957).

O gene multialélico da autoincompatibilidade gametofitica é identificado pela letra S
do inglés “Sterility locus” (BERTHAUD; CHARRIER, 1988) e seu polimorfismo determina a
interacdo entre 0s grdos de polen e o estigma, que esta associado a expressdo de uma
glicoproteina como a S-RNase citotoxica na fracdo pdlen e pistilo (SASSA; KAKUI,
MINAMIKAWA, 2010). O estilete, que possui 0 mesmo alelo do pélen desencadeia uma
reacdo de autoincompatibilidade que esta relacionada a parada no desenvolvimento do tubo
polinico. Esta paralisacdo no crescimento é devido a acdo de ribonucleases que degradam o
RNA ribossdmico impedindo o crescimento do tubo polinico (CASTRIC; VEKEMANS,
2004). Entretanto, ha casos de controle bifatorial e até mesmo polifatorial da AIG, o mais
conhecido é o sistema de dois locos, presente na familia Poaceae. (POEHLMAN; SLEPER,
1995).

Neste sistema, um dos alelos de ambos 0s genes presentes no pélen haploide e no
estigma diploide podem sinalizar a paralisacdo dos tubos polinicos, quando isso ocorre e 0s
alelos dos genes S ou 0 Z ndo apresentam correspondéncia com os alelos do estigma, o
cruzamento € compativel (POEHLMAN; SLEPER, 1995).

Em plantas da familia Solanaceae ocorre o controle bifatorial da AIG. Foram descritos
quatro diferentes genes que controlam a AIG em Beta vulgaris esculenta (beterraba) (DE
NETTANCOURT, 1997; RICHARDS, 1997) e também em Ranunculus repens, uma planta
tetrapldide (LUNDQVIST, 1998).

Vale ainda reforcar que, na autoincompatibilidade gametofitica o desenvolvimento dos
tubos polinicos s6 ocorrerd se o alelo presente no grdo de pdlen haploide for diferente dos
dois alelos presentes no estilete diploide (FIGURA 3). Espécies de importancia econdmica,
incluindo o C. canephora fazem parte destas familias citadas a cima e apresentam
autoincompatibilidade gametofitica. Nessas familias a reacdo de incompatibilidade é
comandada por uma RNAse (glicoproteina com fungdo enzimatica), expressa pelo gene S nos
pistilos que degradam o RNA sintetizado pela célula vegetativa resultando na morte do tubo
polinico (ANDERSON et al., 1989). As RNAses estdo presentes ao longo da superficie das
papilas estigmaticas, passando pelo tecido condutor do estilete e chega até o ovario,
coincidindo com o trajeto do tubo polinico. Segundo Haring et al. (1990) as RNAses

paralisam o crescimento do tubo polinico por meio da degradacdo do RNA, associado a um
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gradiente de Ca2 também associado a reacdo de Al (WHEELER et al., 1999).

Figura 3 — Esquema do mecanismo de autoincompatibilidade gametofitica.
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Legenda: A planta de genétipo S1S2 produz grdos de pdlen com alelos S1 ou S2, 0s quais, por serem
idénticos aos alelos S presentes no estigma, ndo podem germinar (esquerda). Se sobre o estigma de
uma planta S1S2 chegam grdos de pélen de uma planta com gendtipo S1S3, 50% dos mesmos
(aqueles com o alelo S3) poderdo germinar e efetuar a polinizacdo, incompatibilidade
parcial (centro). Se sobre os estigmas da planta de gen6tipo S1S2, chegam gréos de pélen de outra
planta com gen6tipo S3S4, a totalidade dos gréos de p6len poderdo germinar, ja que ndo ha identidade
entre os alelos S dos grdos de pélen e do estigma (direita).

2.5.2 Autoincompatibilidade em C. canephora Pierre

O C. canephora apresenta autoincompatibilidade do tipo gametofitica favorecendo
desta maneira a alogamia e contribuindo para a manutencdo da variabilidade genética. Nesta
espécie, a autoincompatibilidade tem sua expressdo governada por apenas um gene
multialélico identificado pela letra S (BERTHAUD; CHARRIER, 1988). Esta reagdo esta
relacionada com o ndo desenvolvimento do tubo polinico ao longo do estilete, pois este possui
o mesmo alelo do polen. Ribonucleases degradam o RNA ribossémico resultando na
paralisacdo do crescimento do tubo polinico (CASTRIC; VEKEMANS, 2004).

Pesquisas apontam evidéncias filogenéticas de que a homologia do gene S das
Solanaceas e das Rosaceas apresentem uma Unica origem evolutiva, desenvolvida a partir de
uma antiga linhagem ancestral Eudicotiledénea, que deu origem a dois clados principais

Rosideas e Asterideas, ao qual pertence a espécie C. canephora (NOWAK et al., 2011).
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A RNase T2 é uma ribonuclease que possui atividade seletiva e pode ser expressa em
diversos tipos de tecidos, em resposta ao stress fisico ou induzido por patégenos (WHEELER,
et al.,1999). Estudos bioguimicos e funcionais a cerca destas proteinas apontam varios sitios
ativos e conservados. Ha trés classes (I, I, ou Ill), com base em estrutura conservada e
historia evolutiva no qual as ribonucleases podem ser agrupadas (NOWAK et al., 2011). As
RNases T2 sdo expressas constitutivamente e podem conter cinco regides conservadas que se
distinguem por aminoacidos especificos e por apresentarem uma ou duas regides de elevada
variabilidade genética que podem ser exploradas no estudo do seu polimorfismo (SASSA;
KAKUI; MINAMIKAWA, 2010).

Em C. canephora é observado um baixo polimorfismo alélico, contrariando
expectativas tedricas que apontavam este gene apresentando alto polimorfismo, o sugere que
esta espécie passou por um gargalo genético em seu passado (NOWAK et al., 2011). O gene S
é colocado sob selecdo negativa dependente da frequéncia, o que significa que a frequéncia de
um alelo é inversamente proporcional ao seu valor adaptativo (FALCONER, 1981). Ou seja,
individuos em uma populacdo, que sdo portadores de formas alélicas mais raras, se
beneficiam da maior frequéncia de potenciais plantas doadoras de polen, fazendo com que a
taxa de fecundidade de um individuo seja inversamente proporcional a frequéncia do alelo na
populacéo.

Diante disso, algumas condic¢des tém implicacdes importantes: nenhuma das formas
alélicas pode se fixar na populacdo, a taxa de mudanca é maior do que em um loco neutro e 0s
individuos da populacdo serdo altamente heterozigdticos. Além do fator
autoincompatibilidade, o C. canephora, também apresenta outros mecanismos que favorecem
a polinizacdo cruzada, tais como, a abundante producdo de polen e o florescimento
sincronizado (CHARRIER; BERTHAUD, 1988).

Embora haja poucos trabalhos mensurado o efeito prejudicial da incompatibilidade em
café Conilon (FERRAO et al., 2007b; BRAGANCA et al., 2001), o plantio de genétipos n&o
compativeis pode aumentar a taxa de grdos tipo moca e diminuir a produtividade de gréos. Na
cafeicultura clonal, quando ha o plantio de clones ndo compativeis, a produtividade e a
qualidade dos gréos da lavoura podem ser comprometidas devido ao isolamento de plantas
ndo compativeis. Na composi¢do de uma cultivar clonal, os clones devem ser selecionados
considerando sua capacidade de polinizacdo (FERRAO et al., 2007b). O reduzido nimero de
trabalhos cientificos disponiveis na literatura contrasta com a expressiva variabilidade
genética dessa espécie.

Conagin e Mendes (1961) apontam o trabalho realizado por VVon Faber em 1910, que
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descreveu o desenvolvimento dos tubos polinicos no momento da polinizagdo, como um dos
primeiros trabalhos a observar a autoincompatibilidade em cafeeiro. Devreux et al (1959)
observaram que o tubo polinico ndo se desenvolvia, impedindo que o grdo de pdlen chegasse
até o ovario apds a autopolinizacdo. Conagin e Mendes (1961) e Berthaud e Charrier (1988)
apontaram evidéncias que a autoincompatibilidade em C. canephora é governada pela agédo de
um Unico gene S, com trés formas alélicas (S1, S2, S3). Mais recentemente, no centro de
origem e de diversificacdo desta espécie, Omolaja e Fawole (2004) quantificaram a interacédo
de cinco formas alélicas na expressdo desta caracteristica. Lashermes et al. (1996) usando
populagdes duplo-haploides, homozigotas para o gene S conseguiram identificar um marcador
molecular associado a essa caracteristica. Ramalho, Santos e Pinto (2008) descreveram que a
incompatibilidade deve-se a acdo de glicoproteinas especificas no estigma da flor que

interagem com as proteinas dos alelos S idénticos formando de dimeros.

2.6 Projeto Genoma Brasileiro do Café

Uma parceria entre o CBP&D-Café (Consércio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café), a FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo
Paulo), a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, além de outras instituicdes federais,
que tinham por objetivo anotar e caracterizar detalhadamente as fungdes dos milhares de
genes ligados aos diferentes processos, ao desenvolvimento e aos metabdlitos das plantas de
café, resultou na iniciativa pioneira do Projeto Genoma Brasileiro do Café (BRASIL, 2018)

Os pesquisadores obtiveram ESTs (Expressed Sequence Tags) que puderam ser
agrupados em 17.982 contigs e em 32.155 singlets (VIEIRA et al., 2006). Com estes
resultados criou-se uma plataforma de dados, que permitiu a identificacdo de cerca de 33.000
unigenes distintos e permitiu a realizacdo de varios outros estudos moleculares em café. De
maneira geral, o projeto fortaleceu a capacidade de pesquisa em diversas areas, entre elas a
gendmica (BARRETO et al.,, 2011), a biologia estrutural (VIEIRA et al., 2006) e a
bioinformética (LIMA et al., 2011).

2.7 Sequenciamento do genoma estrutural de C. canephora
O sequenciamento do C. canephora foi realizado a partir de 54,4 milhGes de reads

pelo método do pirosequenciamento, Roche 454, acrescido de 143.605 reads de cromossomo

bacteriano artificial, geradas por sequenciamento com Sanger dupla hapldide, o que
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representou uma cobertura de aproximadamente 30x o genoma de 710 Mb. E como
informacdes adicionais, foram utilizados dados de sequenciamento por Illumina (60x) para
melhorar a montagem (DENOEUD, et al. 2014).

Os resultados foram 25.216 contigs e 13.345 scaffolds com um comprimento total de
568.6 Mb (80% de 710 Mb), incluindo 97 Mb (17%) de lacunas intercontig. Oitenta por cento
da montagem estd em 635 scaffolds e o0 N50 (o tamanho do scaffold acima do qual 50% do
comprimento total da montagem da sequéncia pode ser encontrado) é de 1,26 Mb. O
mapeamento genético de alta densidade que abrangeu 349 scaffolds e aproximadamente 64%
da montagem (364 Mb) e 86% dos genes anotados foi ancorados nos 11cromossomos de C.
canephora. Mais de 96% dos scaffolds maiores que 1 Mb foram ancorados. Foram anotados
25.574 genes codificadores de proteinas, 92 microRNA precursores, 2.573 do genoma de
transferéncias de organelas para o nucleo. E aproximadamente 50% do genoma foi
representado por elementos transponiveis, dos quais 85% sdo retrotransposfes de repeti¢do
terminal longa (LTR) (DENOEUD, et al. 2014).

2.8 Marcadores moleculares

Tecnologias que visam realizar a analise molecular da variabilidade do DNA
permitem a determinacdo de pontos de referéncia nos cromossomos denominados
“marcadores moleculares”. Diante da posse destas marcas, os pesquisadores que trabalham no
melhoramento genético, podem utilizar deste recurso para ter melhor acuracia no processo de
sele¢do, ao invés de se utilizar apenas do fendtipo (KUMAR, 1999).

Os marcadores de DNA vém sendo utilizados para diversas finalidades, entre as quais
podemos citar: analises de divergéncia genética (CATTANEO, 2001), mapeamento genético
(RAFALSKI, 2002), filogenia (GEHRIG; ROSICKER; KLUGE, 1997) e melhoramento
genético (SANTOS, 2000). Em todos estes estudos busca-se identificar variacfes que estdo
presentes nas sequéncias genémicas e que estas, possam ser relacionadas com o fendtipo
previamente observado. Pode-se ainda dizer que, visam minimizar os problemas que podem
estar associados aos métodos de melhoramento classico, como o trabalho longo no campo, o
tempo e os custos de producdo, principalmente, no que diz respeito a culturas perenes
(RAFALSKI, 2002, GEHRIG; ROSICKER; KLUGE, 1997, SANTOS, 2000).

Um dos primeiros trabalhos que se tem registro do uso de marcadores moleculares
para o estudo da diversidade genética foi realizado em C. arabica, no qual os autores
utilizaram de marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) (LASHERMES,
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1996). Em C. canephora, um dos primeiros estudos foi realizado por Dusset et al. (1999),
com marcadores RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) (BOREM;
CAIXETA, 2009).

Os marcadores moleculares tém como objetivo, revelar a variabilidade em nivel do
DNA e se diferenciam pelo método utilizado, variando em custo, facilidade de uso, e a
reprodutibilidade. No entanto, para que estes possam ser utilizados, faz-se necessario que se
encontre uma diferenca entre os individuos (polimorfismo) (BOREM; CAIXETA, 2009).

Ainda entre as técnicas de detec¢do de polimorfismos podem-se citar outros dois tipos
de marcadores: 0os SNPs (“Single Nucleotide Polymorphism™) e 0s microssatélites (SSR:
“Simple Sequence Repeat”), marcadores que sdo altamente polimoérficos e que permitem a

cobertura ampla sobre 0 genoma do organismo (SANTOS et al., 2005).

2.9 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Os SNPs tornaram-se a principal escolha entre os pesquisadores, devido a alta
frequéncia no genoma. Esses polimorfismos sdo detectados com as analises de ESTs
disponiveis (analises in silico) ou nas sequéncias de DNA genémico (JDNA). Os SNPs mais
comuns sdo os de transicdo, onde uma purina € substituida por outra purina (A <-> G) ou uma
piramidina por outra piramidina (C <-> T), e de transversdo em que uma base purinica €
substituida por uma pirimidica ou vice-versa.

Os SNPs séo as formas mais abundantes de variacdo encontradas no genoma. Desta
forma eles podem ser utilizados em andlises de: diversidade genética e caracterizacdo de
recursos genéticos, filogenia, diagndstico e identificacdo de cultivares e construcdo de mapas
que apresentam alta densidade de marcadores e ainda no melhoramento, a partir do uso da
selecdo assistida por marcadores (RAFALSKI, 2002). A selecdo assistida por marcadores
(MAS) fornece a oportunidade de acelerar os processos de desenvolvimento de novas
cultivares de café (ANDRADE, 2007).

Marcadores convencionais, tais como os polimorfismos de fragmentos de restrigéo
(RFLPs), os DNA polimérficos amplificados ao acaso (RAPDs), os polimorfismos
amplificados a partir do tamanho do fragmento (AFLPs) e sequéncias de repeti¢cBes simples
(SSRs), geralmente ndo sdo se localizam sequéncia codante dos genes de interesse. Ao
contréario do que acontece com 0s SNPs, pois a alta cobertura destes no genoma permite que
sejam encontrados também em regiGes génicas, e geralmente estes é que sdo Uteis em
programas de selecéo assistida (ANDERSEN; LUBBERSTEDT, 2003). Desta forma, SNPs
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que alteram o aminoacido codificado, s8o chamados ndo sinénimos, e podem trazer
modificacOes estruturais e funcionais nas proteinas. Entretanto, SNPs nas regiGes codantes,
mas que ndo alteram o aminoacido codificado sdo classificados como sinbnimos, enquanto 0s
SNPs das regides ndo  codantes sdo  chamados de  andnimos (RAFALSKI,
2002).

A pressdo de selecdo influencia tanto o nimero quanto a distribuigdo de SNPs.
Quando essas mutagdes ocorrem dentro de um gene, podem alterar a formacéo da respectiva
proteina. No entanto, os SNPs também podem ser encontrados fora das sequéncias codantes,
tal como, no promotor (BARKER et al., 2003). Os SNPs, sendo conhecidos e mapeados,
podem ser utilizados para avaliar a diversidade nucleotidica de determinada cultura, desde que
se tenha um prévio conhecimento das sequéncias (RAFALSKI, 2002). Apds a identificacdo
dos SNPs, faz-se necessario que eles sejam validados, ou seja, que sua frequéncia seja
determinada em um grupo de individuos, para que desta forma sua natureza polimorfica possa
ser comprovada (BARKER et al., 2003).

Os projetos de sequenciamento gendmico, nos Gltimos anos, geraram uma quantidade
enorme sequencias nucleotidicas, sendo essas, a partir de ESTs e também de genomas
estruturais. A utilizacdo dessas informagdes disponiveis, juntamente com as ferramentas de
bioinforméatica existentes, propiciou a identificacgdo de SNPs e de novos marcadores
microssatélites (SSR). A identificagdo de SNPs por meio do uso de ESTs tem sido utilizada
em varias espécies de importancia agricola, como por exemplo, trigo (SOMERS, 2003), cana-
de-acucar (GRIVET et al., 2003), milho (USECHE et al., 2001), e café (YANAGUI et al.,
2009, FREIRE, et al., 2013, ALVES, et al 2017).

O sequenciamento do genoma de referéncia do C. canephora possibilitou recursos
para que ANDRADE et al.,, em 2017, desenvolvesse um chip (26K Axiom SNP
(Affymetrix)), a partir do re-sequenciamento, onde os SNPs encontram-se distribuidos ao
longo do genoma possibilitando a genotipagem. Esta ampla colecdo de SNPs validados
constituem uma importante ferramenta para estudos de biologia molecular e genética de
populacbes com espécies de café, visto que possuem um baixo custo, alta densidade de
marcadores, polimorfismo e velocidade de geracdo de dados, além de a plataforma possuir
alta preciséo e reprodutibilidade. Sua validacédo resultou em 24 073 SNPs (94,6%) convertidos
com éxito nos 25.456 SNPs da matriz. 20,982 marcadores (87,1%) foram classificados com

alta resolucdo, dos quais 19.586 (81,4%) eram polimorficos.
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a compatibilidade gametofitica entre clones de C. canephora por meio da

utilizacdo de marcadores moleculares SNPs.

3.1 Objetivos Especificos
e Reconstruir o pedigree de cerca de 580 individuos oriundos de uma progénie
proveniente de um campo isolado de 13 clones de C. canephora.
e Identificar os clones de C. canephora com maior compatibilidade gametofitica.
e Validar a utilizacdo de marcadores SNPs para estudos de compatibilidade, visando

auxiliar na selecao de clones a compor uma nova variedade clonal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal

Para os estudos foram utilizados 13 clones de C. canephora, nomeados CCE, que sdo
0s possiveis parentais e estdo localizados em um campo experimental na Embrapa Cerrados,
em altitude de 1000m, em Planaltina-DF (FIGURA 4). Cada linha de CCE é composta por
uma parcela com 10 plantas, com excecéo do clone CCEQ9, que apresenta apenas uma planta,
como pode ser observado na Figura 5. Para cada clone foram colhidas as sementes das plantas
matrizes na parcela, e 100 progénies de meios-irmdos foram plantadas, em linhas separadas

pelo parental feminino, em um campo experimental no municipio de Unai-MG (FIGURA 6).

Figura 4 — Campo experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina-DF

Fonte: Adaptado do Google Maps (2018)
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Figura 5 - Croqui da disposic¢do das plantas no campo experimental da EMBRAPA Cerrados,

Planaltina - DF

CCEO2

CCEO4

CCEO6

CCEO8

CCE11

CCE13

CCEO1

CCEO3

CCEO5

CCEO7

CCE10

CCE12

CCE09

Legenda: Cada linha grande representa uma parcela composta por dez clones. A linha pequena

representa um dnico clone.

Fonte: Da autora (2018)

Figura 6 - Esquema da coleta de sementes em Planaltina — DF, que foram encaminhadas para
formar o campo experimental em Unai — MG.

EMBRAPA CERRADOS

CCEO1
CCEOQ2
CCEQ3
CCEO4
CCEQ5
CCEO6
CCEO7
CCEO8
CCEQ9S
CCEO10
CCEO11
CCEO12
CCEO013

100 SEMENTES

Fonte: Da autora (2018)

UNAI-MG

CO1PO1 ...
CO2P01 ...
CO3PO1 ...
C04P01 ...
CO5P01 ...
CO6PO1 ...
CO7PO1 ...
CO8PO1 ...
C09PO1 ...
C10PO1 ...
C11P01...
C12P01...
C13P01 ...

C01P100
C02P100
CO3P100
C04P100
CO5P100
C06P100
C07P100
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C09P100
C10P100
C11P100
C12P100
C13P100

3

Amostras foliares dos possiveis parentais e das progénies foram coletadas, dessecadas

em silica gel e enviadas ao Laboratorio de Genética Molecular, localizado no prédio da

Agéncia de Inovagdo do Café (InovaCafé), na Universidade Federal de Lavras, onde as

analises seguintes foram realizadas.
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4.2 Extracdo de DNA

O DNA gendmico das folhas de C. canephora foram extraidos conforme o protocolo
de Russell et al. 2010 (INGLIS; PAPPAS; GRATTAPAGLIA, 2016).

4.3 Genotipagem

A genotipagem foi realizada para os 13 clones, nomeados CCE, que sdo 0s possiveis
parentais. E juntamente, foram selecionadas aleatoriamente plantas da progénie de meios-
irmdos, no entanto, ndo possuiamos plantas da progénie de meios-irmdos com o parental
feminino de 3 clones, CCE02, CCEO09 e CCE10, pois foram excluidos em uma selecdo prévia
realizada pelo melhorista. Desta maneira, foram genotipadas 59 plantas da progénie de meios-
irmdos da planta parental materna CCEOQ1, e 58 plantas da progénie de meios-irmaos das
demais parentais maternas, CCE03, CCE04, CCEO05, CCEO06, CCEO7, CCEO08, CCEL11,
CCE12, CCE13.

Os clones de C. canephora em estudo foram genotipados usando-se o chip Axiom®
EMBR5SNP Arrays para avaliar os SNPs (ANDRADE et al, 2017).

4.4 Anéalise com o programa de bioinformatica Axiom™ Analysis Suite 2.0 para a
selecdo de SNPs

O software Affeccron® GeneChip® Command Console (AGCC) foi utilizado para
processar 0s dados brutos de hibridizacdo, clusterizacdo dos dados e para a chamadas dos
genotipos. Amostras com um valor controle de qualidade <0,82 e taxa de chamada de amostra
<0,97 foram excluidas da analise adicional da genotipagem.

Executando-se 0 guia de genotipagem (“Axiom Best Practices Genotyping
Workflow”), os SNPs podem ser classificados em seis classes de qualidade de acordo com seu
desempenho de agrupamento em relagdo a varias medidas de controle de qualidade. Estas
classes sdo: (1) "Poly High Resolution" (PHR), que sdo polimorficos e passam no controle de
qualidade (QC); (2) "No Minor Homozygote" (NMH), que passam no QC, mas apenas dois
clusters s@o observados; (3) "Off-Target Variant™ (OTV), que possui um cluster adicional de
baixa intensidade resultante de ligeiros desajustes entre a sonda e as seqliéncias para esse

grupo de individuos; (4) "Mono High Resolution” (MHR), o qual o QC é obtido, mas sdo



32

monomorficos; (5) "CallRate Below Threshold" (CRBT), onde a taxa de chamada de
genotipos é inferior a 97%; e (6) "Other", onde o padréo de cluster SNP resultante ndo se

enguadra em nenhuma das classes anteriores.

4.5 Selecéo de SNPs

Selecionou-se SNPs que pertenciam a classe PHR de acordo com a andlise dos
parentais, CCE. Foram mantidos apenas SNPs que apresentaram alta qualidade, (GQ>98) e
taxa de chamada, “CallRate” de 100%, de maneira, que fossem minimizados os erros da

genotipagem.

4.6 Analise de Pedigree com o software Cervus 3.0.6

Os dados provenientes da analise anterior foram informados ao Software Cervus, para
processamento dos alelos da progénie e possiveis parentais, resultando na analise de Pedigree.

No programa Cervus primeiramente calculou-se a frequéncia alélica com o teste
estatistico LOD, foi informado para isto, o genétipo dos individuos e o nimero de locus
utilizado. Logo em seguida foi realizada uma simulagdo do parentesco com 10.000
individuos, neste caso utilizou dados dos 12 candidatos a possiveis parentais paternos, a
proporcéo dos exemplares requerida de 0,99, a proporc¢éo de locus minima de 0,80 e de erros
de 0,01 e ainda, os niveis de confidéncia relaxado foi de 80% e o estrito de 95%. Por ultimo,
realizaram-se as andlises para encontrar o pedigree com base nos dados prévios obtidos pelo
programa.

Para as andlises de compatibilidade, somente foram considerados parentais

identificados com um taxa de divergéncia entre os alelos (mismatch) menor que 1%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise com Axiom™ Analysis Suite 2.0

Utilizando-se o software Axiom™ Analysis Suite 2.0, foi realizada uma analise com
os dados de genotipagem gerados pela empresa Affymetrix, sendo que algumas amostras de
DNA foliar das plantas de café conilon, apresentaram a taxa de chamada da amostra “QC
call_rate” abaixo de 97% e consequentemente foram excluidas, pois ndo se obteve os dados

de genotipagem das mesmas, conforme descrito abaixo (TABELA 1).

Tabela 1 - Amostras que apresentaram taxa de chamada inferior a 97%

Sample Filename Pass/Fail QC call rate

C0O3P09 Fail 92,613
CO3P10 Fail 94,381
C0O3P26 Fail 61,563
CO3P39 Fail 29,182
C03P42 Fail 89,815
CO3P45 Fail 82,950
C04P53 Fail 93,422
C11P58 Fail 95,634
C12P26 Fail 95,455
C12P41 Fail 80,832
C13P48 Fail 96,865

Fonte: Da autora (2018)

Desta forma, ap06s a exclusdo das plantas descritas na Tabela 1, devido ao critério de
“QC call_rate” abaixo de 97%, estdo apresentados na Tabela 2 as plantas da progénie de

meios-irmaos resultantes para as analises de Pedigree com o programa Cervus.
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Tabela 2 — Quantidade de plantas que foram genotipadas e utilizadas na analise de Pedigree

Parental materno da qual

foram colhidas as

NUmero de meios-irmaos

enviados para a genotipagem

NUmero de meios-irmaos

utilizados para realizar Pedigree

sementes
CEEO1 59 59
CEEO3 58 52
CEEO4 58 57
CEEO05 58 58
CEEO06 58 58
CEEO7 58 58
CEEO8 58 57
CEE12 58 56
CEE13 58 57
Fonte: Da autora (2018)
5.2 Selecédo dos SNPs

Uma andlise qualitativa dos SNPs das plantas CCE foi realizada e o resultado esta

apresentado na Tabela3.

Tabela 3 — Classificacdo dos SNPs com a utilizacdo do programa Affymetrix

Conversion Type Count Percentage
MonoHighResolution 9786 38,443%
NoMinorHom 8312 32,652%
PolyHighResolution 5354 21,032%
Other 1047 4,11%
CallRateBelowThreshold 554 2,176%
oTV 403 1,583%

Fonte: Da autora (2018)

Foram selecionados apenas os SNPs que pertenciam a classe PHR. Deste conjunto,

descartou-se ainda, 0s que apresentaram baixa qualidade, (GQ<98) e 0s que ndo apresentaram

taxa de chamada “CallRate” de 100%, de maneira, que fosse minimizado 0 impacto de erros
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da genotipagem.

Os dados de classificacdo dos SNPs variam de acordo com a populagdo em estudo, no
caso da Tabela 3, foram analisados apenas os 13 CCEs, possiveis parentais da populacdo em
estudo, que sdo clones pré-selecionados do programa de melhoramento da Embrapa Cerrados
sendo que se esperava uma proximidade entre os mesmos. Essa expectativa foi confirmada
com os resultados, visto que 0os SNPs analisados em sua maioria eram monomorficos, cerca
de 38%, enquanto que cerca de 21% eram polimorficos de alta resolucdo (TABELA 3).

Com o conjunto total de SNPs, foi realizada uma andlise de concordancia entre 0s
individuos CCEs (TABELA 4). Pode-se observar, pelos dados apresentados na Tabela 4, que
os clones CCE 04 e CCE11 apresentaram uma similaridade de gendtipo de 99,814% entre os
25.456 SNPs totais analisados, nos permitindo concluir que esses clones sdo idénticos. Desta
maneira, o clone CCE11 foi retirado das analises seguintes e foi mantido apenas o CCE 04

como possivel parental.

Tabela 4 — Andlise de concordancia entre os clones CCE de acordo com SNPs polimorficos
de alta resolucéo (continua)

Base Reference 9% Concordance Base Reference % Concordance
CCE04 CCE1l1 99,814 CCE09 CCEO07 70,970
CCEO1 CCE10 81,502 CCEO1 CCEO06 70,904
CCEO6  CCEO03 80,819 CCE02 CCEO3 70,876
CCEO5 CCE09 77,837 CCEO1 CCE13 70,766
CCE08  CCEO06 76,847 CCE13 CCE09 70,752
CCE12 CCE02 76,416 CCE12 CCEO8 70,687
CCEO6  CCEO07 76,044 CCEO5 CCEO07 70,640
CCE10  CCE09 76,002 CCEO6 CCE09 70,499
CCE08 CCEO03 75,976 CCE03 CCE09 70,464
CCE13  CCEO06 75,945 CCEO1 CCEO07 70,388
CCEO01  CCEO08 75,916 CCE10 CCEO7 70,182
CCE12 CCEO06 75,816 CCE10 CCEO3 70,124
CCE10  CCEO05 75,800 CCE13 CCE10 70,069
CCE03  CCEO07 75,361 CCEO6 CCE10 69,938
CCE12 CCE13 75,266 CCEO1 CCEO3 69,870
CCE02 CCE09 75,230 CCE13 CCEO07 69,760
CCE08  CCEO07 75,209 CCE12 CCEO07 69,568
CCE02 CCEO07 74,915 CCE04 CCEO05 57,834
CCE12 CCE09 74,864 CCEO5 CCE1l1 57,830
CCE02 CCEO05 74,845 CCE10 CCE1l1 57,235
CCE13 CCEO03 74,766 CCE04 CCE10 57,188

CCEO1  CCEO05 74,734 CCEO1 CCEO4 56,868
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CCE12  CCEO05 74,457 CCEO1 CCE1l1 56,853
CCE12 CCEO1 74,354 CCE09 CCE1l1 56,778
CCEO8  CCE10 74,333 CCEO4 CCEO09 56,776
CCEO1  CCEO02 74,300 CCE12 CCEO4 56,283
CCE02 CCE10 74,100 CCE12 CCE1ll 56,267
CCE12 CCE10 73,807 CCEO02 CCE1l1 55,987
CCE12  CCEQO3 73,720 CCEO4 CCEO02 55,935
CCEO1  CCEO09 73,583 CCEO8 CCEO04 54,984
CCEO8  CCEO05 72,624 CCEO8 CCE1l1 54,970
CCE13  CCEO8 72,254 CCEO6 CCE1l1 54,802
CCEO8  CCEO09 72,039 CCEO4 CCEO6 54,769
CCE13  CCEO05 71,906 CCEO3 CCE1l1 53,653
CCE13  CCEO02 71,761 CCEO4 CCEO03 53,609
CCEO08  CCEO02 71,683 CCE13 CCE1l1 53,563
CCEO5  CCEO3 71,344 CCE13 CCE04 53,556
CCEO6  CCEOS5 71,253 CCEO7 CCE1ll 52,914
CCEO02  CCEO6 71,249 CCEO4 CCEO7 52,880

Fonte: Da autora (2018)

5.3 Andlises de Pedigree com o programa Cervus

A partir dos dados de genotipagem obtidos e filtrados, da populacdo e dos possiveis
parentais descritos na tabela 2, foi realizada uma analise de pedigree com o programa Cervus,
utilizando-se uma selecdo de 583 SNPs (APENDICE A).

Como pode ser observado na Tabela 5, o programa foi 100% eficiente em encontrar a
planta parental materna CCEQ1 para a sua progénie, ndo apresentando nenhuma divergéncia
(mismatch) entre os genotipos do parental materno e sua descendéncia. No entanto, em alguns
casos foram encontrados divergéncias (mismatchs) na identificagdo do possivel parental
paterno, sendo que neste caso, somente foram considerados aqueles com uma taxa de
divergéncia menor que 1% (< 6 SNPs).

De toda a progénie de meios-irmdos analisada do clone CCEQ1, trés plantas
apresentaram um valor de mismatch acima de cinquenta SNPs, e desta forma, foram excluidas
das andlises posteriores de compatibilidade. Os dados obtidos por essas trés plantas, sugere a
ocorréncia de polen externo ao dos parentais analisados, sugerindo que exista uma fonte de

contaminacédo de polen de canéfora proxima.



Tabela 5 — Andlise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCEO1

Progénie

1 C01P02+B236
2 CO1P03+B704R
3 CO1P05+B817
4 CO1P08+B827
5 CO1P09+B831
6 CO1P12+B835
7 CO1P14+B839
8 C01P15+B843
9 C01P17+B847
10 CO1P18+B851
11 CO1P19+B230
12 C01P22+B233
13 C01P23+B237
14 C01P24+B768
15 C01P25+B824
16 CO1P26+B828
17 C01P28+B832
18 C01P30+B836
19 C01P31+B840
20 CO1P32+B844
21 CO1P33+B848
22 CO1P34+B852
23 C01P35+B231
24 CO1P36+B234
25 CO1P37+B238
26 CO1P38+B769
27 CO1P41+B825
28 CO1P42+B829
29 CO01P43+B833
30 CO1P44+B837
31 CO1P45+B841
32 CO1P46+B845
33 CO1P47+B849
34 CO1P48+B853
35 C01P49+B232
36 CO1P50+B235
37 CO1P51+B239
38 CO1P52+B816
39 CO1P53+B826
40 CO1P54+B830
41 CO1P55+B834
42 CO1P56+B838
43 CO1P58+B842
44 C1P1
45 C1P10
46 C1P11
47 C1P13
48 C1P16
49 C1P20

50 C1P21

51 C1P27

52 C1P29

53 C1P4

54 C1P40

55 C1P57

56 C1P6

57 C1P74

58 C1P76

59 C1P97

n2

583
583
583
583
583
583
583
583
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583
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583
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583
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583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
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583
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583
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583
583
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583
583
583
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2,00E+16
1,99E+16
2,26E+16
2,20E+16
2,29E+16
2,04E+16
1,95E+16
-1,24E+16
2,01E+16
2,33E+16
2,92E+16
2,30E+16
3,18E+16
2,74E+16
1,97E+16
2,38E+16
2,04E+16
2,476+16
3,44E+16
2,55E+16

Trio

Teste de
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(Sig.) Compatibilidade

*

*

*

*

excluida

excluida

excluida
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Da mesma maneira observada na anélise com a progénie da planta CCEOQ1, as analises
realizadas com o programa Cervus foi 100% eficiente em encontrar corretamente, o parental
materno CCEQ3 para a sua progénie, como informado na Tabela 6, ndo apresentando nenhum
mismatch entre os gendtipos da parental materna e sua respectiva progénie. Entretanto, na
maioria dos casos, foram encontrados até dois mismatchs (SNPs discordantes) entre 0s
gendtipos do provavel parental paterno e seus descendentes, valor este, que estd dentro do
erro que foi considerado como aceitavel para que o provavel parental paterno fosse
identificado.

Os dados apresentados na Tabela 6 ainda indicam que onze plantas apresentaram um
valor de mismatch acima de vinte e oito SNPs, as quais foram excluidas do teste de
paternidade, pois ndo foi possivel inferir o parental paterno das mesmas. Os dados obtidos por
essas onze plantas, confirmam a sugestdo de ocorréncia de polen externo ao dos possiveis

clones parentais analisados.



Progénie
1 C03P01+B846
2 CO3P02+B850
3 CO3P03+B854
4 C03P04+B855
5 CO3P05+B863
6 CO3P06+B871
7  CO3P07+B879
8 CO3P08+B337
9 CO03P11+M101
10 CO3P12+M109
11 C03P13+M117
12 CO3P15+M125
13 CO03P16+M133
14  CO3P18+B856
15 CO03P19+B864
16  C03P20+B872
17 C03P21+B880
18 C03P22+B888
19 C03P23+B896
20 C03P24+B1513
21 CO3P25+M102
22 CO3P27+M118
23 CO3P28+M126
24 CO3P29+M134
25 C03P34+B857
26 C03P35+B865
27 C03P36+B873
28 C03P37+B881
29 C03P38+B839
30C03P40+PRO_555/1
31 C03P41+M103
32 C03P43+M119
33 C03P44+M127
34 CO3P46+B858
35 CO03P47+B866
36 CO3P48+B874
37 CO3P49+B882
38 C3P14
39 C3P17
40 C3P31
41 C3P32
42 C3P33
43 C3P59
44 C3P60
45 C3P61
46 C3P80
47 C3P81
48 C3P83
49 C3P91
50 C3P95
51 C3P9%6
52 C3P98

Tabela 6 — Andlise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCEO3

ne

SNPS Parental #SNPs

583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583

19

CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO03
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO03
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO03
CCEO3
CCEO3
CCEO03
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3
CCEO3

o

O O O 0O O OO0 0000000000000 0 0000000000000 O0DO0ODO0OO0OO0ODO0ODO0OO0OO0OOOOoOOOoOOoOOoOOoO

LOD
1,38E+16
1,05E+16
4,58E+15
7,13E+15
1,16E+16
5,73E+15
6,65E+15
1,38E+15
5,93E+15
1,26E+16
6,70E+15
6,41E+15
4,17E+15
7,35E+15
5,50E+15
6,88E+15
1,29E+16
7,35E+15
8,14E+15
5,81E+15
1,16E+16
1,09E+16
1,07E+16
7,67E+15
9,11E+15
4,56E+15
6,90E+15
4,67E+15
9,02E+15
2,10E+15
4,83E+15
9,49E+15
3,88E+15
1,53E+16
1,01E+16
9,02E+15
8,03E+15
3,00E+15
3,93E+15
3,27E+15
3,13E+15
8,12E+15
9,08E+15
8,31E+15
8,07E+15
8,86E+15
2,15E+15
3,70E+15
7,46E+15
3,61E+15
1,29E+15
5,20E+15

Sig. Parental #SNPs

*

*

*

*

29

CCEO6
CCE13
CCEO1
CCEO2
CCE13
CCEO1
CCEO5
CCEO1
CCE09
CCE13
CCEO4
CCEO1
CCEO1
CCEO8
CCEO2
CCEO7
CCEO6
CCE12
CCEO7
CCE10
CCE13
CCE13
CCE12
CCEO2
CCEO7
CCEO1
CCEO2
CCEO2
CCE13
CCEO4
CCEO1
CCEO5
CCEO5
CCEO6
CCEQ7
CCEO8
CCEO07
CCEO1
CCEO5
CCEO05
CCEO1
CCEO7
CCEQ7
CCEO7
CCEO7
CCEQ7
CCEO4
CCEO1
CCEO1
CCEO1
CCEO4
CCEO9

0
37
2
2

54
70
2
43
41

~
o)}

N N O NNONN

N NN NNNNMNNNMNNMNNMNMDNONNMON

~
NNNH

LOD
1,41E+16
-8,09E+15
5,02E+15
6,19E+15
1,09E+16
0,00E+00
0,00E+00
5,70E+15
-1,18E+16
0,00E+00
0,00E+00
5,96E+15
4,19e+15
8,73E+15
6,90E+15
1,08E+16
1,33E+16
7,90E+15
7,68E+15
0,00E+00
1,09E+16
-4,01E+15
7,47E+15
5,83E+15
7,46E+15
4,02E+15
5,74E+15
7,07E+15
0,00E+00
1,19E+16
4,17E+15
0,00E+00
9,80E+15
1,43E+16
7,35E+15
5,66E+15
1,11E+16
5,88E+15
8,00E+15
8,65E+15
5,51E+15
1,03E+16
7,60E+15
8,86E+15
9,47E+15
7,06E+15
1,11E+16
6,07E+15
0,00E+00
5,30E+15
1,26E+16
9,00E+15

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

*

#SNPs
(Trio)
0
72
2
2
0
76
94
2
58
67

(s}
(9}

N N ONNONN

N NNNNNNNNNNNONON

0o
«

Trio LOD

3,06E+16
-6,17E+15
1,98E+16
2,21E+16
2,65E+16
-1,32E+16
-1,80E+16
1,79E+16
-4,57E+15
-3,86E+15
-1,77E+16
2,26E+16
1,88E+16
2,25E+16
2,11E+16
2,45E+16
2,91E+16
2,26E+16
2,25E+16
-8,30E+15
2,65E+16
-7,47E+14
2,41E+16
2,12E+16
2,30E+16
1,89E+16
2,10E+16
2,06E+16
-1,86E+16
2,80E+16
1,94E+16
-1,31E+16
2,45E+16
3,24E+16
2,36E+16
2,00E+16
2,57E+16
1,99E+16
2,27E+16
2,31E+16
1,98E+16
2,49E+16
2,29E+16
2,43E+16
2,38E+16
2,22E+16
2,74E+16
2,03E+16
-1,86E+16
1,92E+16
2,86E+16
2,32E+16

Trio

*

*

*

*

*

*

Teste de
(Sig.) Compatibilidade

excluida

excluida
excluida

excluida
excluida
excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida
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No que diz respeito & progénie do clone CCE04, os resultados das anélises de pedigree
com o programa Cervus (TABELA 7), também apresentou-se altamente eficiente na
identificacdo da planta parental materna CCEO4 em 100 % dos casos, e com a taxa de
mismatch entre a descendéncia e a parental materna igual a zero, assegurando a eficécia da
técnica em identificar os possiveis parentais. Os mismatches entre o clone, provavel parental
paterno e seus descendentes foram aceitaveis, ficando em até dois SNPs de mismatch, em
treze casos. Entretanto, dez plantas que apresentaram mismatches entre o provavel parental
paterno e os descendentes superiores a trinta e quatro SNPs, e consequentemente foram
excluidas da analise de possivel parental. Isso se deve ao fato dos valores de SNPs
conflitantes serem ainda muito alto, ndo possibilitando que o possivel parental fosse apontado.
Este fato também corrobora com a ocorréncia de poélen externo, distinto dos possiveis

parentais analisados.
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Tabela 7 — Andlise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCE04

Progénie
C04P01+B890
C04P02+B898
C04P05+M96
C04P08+M104
C04P11+M112
C04P12+M120
C04P13+M128
C04P14+M136
C04P15+B859
C04P17+B867
C04P18+B875
C04P19+B883
C04P20+B891
C04P21+B899
C04P22+M97
C04P23+M105
C04P24+M113
C04P25+M121
C04P26+M129
C04P27+M137
C04P28+B860
C04P29+B868
C04P31+B876
C04P32+B884
C04P33+B892
C04P34+B911
C04P35+M98
C04P38+M106
C04P39+M114
C04P44+M122
C04P46+M130
C04P47+M138
C04P48+B861
C04P49+B869
C04P50+B877
C04P51+B885
C04P52+B893
C04P54+M99
C04P55+M107
C04P59+M115
C04P60+M123
C04P61+M131

C4P10
C4P16
C4P3
C4P30
C4P37
C4P40
C4P43
C4P45
C4P56
C4P57
C4P58
C4P6
C4P65
C4pP7
C4P90

ne

SNPS Parental #SNPs

583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583

192

CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4
CCEO4

0

O O O 0O OO0 00000 0000000000000 O0O0O0O0O0 0000000000000 O0O0O0OO0OO0OO0OOOOOoOOoOOoOOoOOoo

LOD
1,73E+16
2,06E+16
1,09E+16
1,34E+16
1,74E+16
2,12E+16
1,84E+16
1,60E+16
2,01E+16
1,77E+16
1,90E+16
1,91E+16
1,48E+16
9,64E+15
1,75E+16
1,76E+16
1,07E+16
1,55E+16
1,39E+16
1,34E+16
1,51E+16
1,23E+16
1,25E+16
1,02E+16
1,69E+16
1,86E+16
1,34E+16
1,53E+16
8,40E+15
1,23E+16
1,66E+16
1,46E+16
1,43E+16
1,20E+16
1,72E+16
1,77E+16
1,35E+16
1,66E+16
1,24E+16
2,19E+16
1,84E+16
1,36E+16
1,20E+16
1,88E+16
1,65E+16
1,05E+16
1,38E+16
1,07E+16
2,03E+16
1,29E+16
1,66E+16
1,40E+16
1,46E+16
1,82E+16
1,57E+16
1,87E+16
1,57E+16

Sig. Parental #SNPs

*

*

29

CCEO2
CCEO1
CCEO6
CCEO2
CCE02
CCEO1
CCE02
CCEO2
CCEO1
CCEO2
CCEO2
CCEO2
CCE07
CCEO6
CCE02
CCEO2
CCEO6
CCEO2
CCEO8
CCEO6
CCEO1
CCEO6
CCEO7
CCEO6
CCE02
CCEO5
CCE12
CCE12
CCEO3
CCEO3
CCE02
CCEO7
CCEO2
CCE13
CCE12
CCEO2
CCE13
CCEO2
CCEO6
CCE12
CCEO2
CCE13
CCEO6
CCEO2
CCEO2
CCE13
CCEO7
CCEO6
CCE12
CCEO3
CCEO5
CCEO6
CCEO2
CCEO2
CCEO2
CCEO2
CCE12

coY ooorrofooNvMoNMNONMNNONOONOOOO looRoownoo

% «
NNoonmod
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LOD
9,01E+15
9,47E+15
1,49E+14
8,50E+15
9,84E+15
-1,00E+16
9,06E+15
1,04E+16
-1,34E+16
9,90E+15
8,52E+15
7,17E+15
4,08E+15
-2,11E+14
8,89E+15
9,97E+15
1,02E+14
1,03E+16
3,04E+15
1,43E+14
9,82E+15
1,60E+14
3,28E+15
8,53E+13
9,29E+15
1,71E+16
-1,12E+16
9,06E+15
2,80E+15
2,64E+15
9,47E+15
3,00E+15
1,18E+16
0,00E+00
9,24E+15
9,81E+15
0,00E+00
7,97E+15
1,37E+14
6,67E+15
1,09E+16
0,00E+00
-1,48E+16
9,46E+15
9,96E+15
0,00E+00
4,28E+15
1,24E+15
0,00E+00
1,33E+15
-9,89E+15
-1,09E+15
1,04E+16
7,97E+15
9,09E+15
7,99E+15
8,64E+15

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

*

*

#SNPs
(Trio)
0

o N O

OONONONNONOONODOOEO

~
iy

o O O rFr »r O

100

O O O o oN

Trio LOD (Sig.) Compatibilidade

3,12E+16
3,59E+16
2,49E+16
2,64E+16
3,24E+16
1,11E+16
3,26E+16
3,10E+16
1,40E+15
3,38E+16
3,31E+16
3,16E+16
3,24E+16
2,27E+16
3,19E+16
3,32E+16
2,53E+16
3,03E+16
2,51E+16
2,81E+16
2,99E+16
2,69E+16
2,83E+16
2,38E+16
3,14E+16
3,84E+16
-6,70E+15
3,02E+16
2,43E+16
2,82E+16
3,12E+16
3,08E+16
3,10E+16
-6,81E+15
3,29E+16
3,28E+16
-1,64E+15
2,88E+16
2,72E+16
3,54E+16
3,50E+16
-4,56E+15
4,95E+15
3,27E+16
3,17E+16
-3,37E+15
3,08E+16
2,57E+16
1,38E+15
2,83E+16
-1,06E+16
2,74E+16
2,96E+16
3,19E+16
3,00E+16
3,21E+16
3,00E+16

Trio

*

*

Teste de

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida
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Quando analisados os dados da Tabela 8, observou-se um problema grave. Apenas
quatorze plantas previamente identificadas como sendo sementes provenientes da planta
parental materna CCEOQ5 realmente foram indicadas como sendo provaveis descendentes da
mesma, com auséncia de mismatches. Nas outras quarenta e quatro plantas o programa
indicou como sendo o possivel parental materno a planta CCE06, com 100% de similaridade
nos SNPs. Fato este, que sugere que possivelmente houve uma mistura das sementes que
originaram o campo experimental da progénie de meios-irméos provenientes do clone
CCEO5, ou ainda que houve um problema na identificacdo das plantas.

Vale ressaltar que, como previamente descrito na Tabela 2, onde a concordancia entre
0s possiveis parentais foi apresentada, as plantas CCEO5 e CCEQ6 apresentam 71,253% de
similaridade, o que descarta a possibilidade de identidade entre as duas. Desta maneira
sugere-se que provavelmente houve um erro humano na hora da coleta dos dados, que pode
ser devido a anotacBGes de plantas equivocadas ou até mesmo erros na hora do plantio ou
colheita das sementes. Estes dados foram excluidos, pois o parental materno ndo pode ser
identificado.

No que diz respeito a identificacdo dos possiveis parentais da progénie que realmente
era oriunda do clone CCEQ5 o programa também se mostrou eficiente, pois os valores de
mismatches gerados entre a progénie de meios-irmaos e 0s possiveis parentais foram de no

méaximo dois.
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17
18
19
20
21
2
23
24
25
26
27
28
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
rY]
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

43

Tabela 8 — Andlise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCEQ5

Progénie
CO5P01+M139
CO5P03+B862
CO5P04+B870
CO5P05+B878
CO5P06+B886
CO5P07+B894
CO5P08+B1392
CO5P09+M100
CO5P10+M108
CO5P11+M116
CO5P12+M124
CO5P13+M132
CO5P14+M140
CO5P15+M141
CO5P16+M149
CO5P17+M164
CO5P18+M180
CO5P19+M196
CO5P21+M211
CO5P22+M219
CO5P23+M227
CO5P25+M243
CO5P26+M259
CO5P27+M306
CO5P28+M314
CO5P29+M142
CO5P30+M157
CO5P31+M165
C0O5P32+M181
C0O5P33+M197
CO5P34+M212
CO5P35+M220
CO5P36+M228
CO5P38+M244
CO5P41+M260
C0O5P42+M307
CO05P43+M315
CO5P44+M143
CO5P45+M158
CO5P46+M166
CO5P50+M182
CO5P53+M198
CO5P54+M213
C5P2
C5P20
C5P24
C5P37
C5P39
C5P40
C5P48
C5P51
C5P55
C5P56
C5P59
C5P75
C5P87
C5P91
C5P96

n? 10
SNPS Parental #SNPs
583 CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO5
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO6
583 CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO06
583 CCE06
583 CCEO06
583 CCEO06
583 CCE06
583 CCEO06
583 CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583 CCEO6
583 CCEO6
583 CCEO6
583 CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO5
583 CCEO6
583  CCEO05
583 CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO5
583  CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583  CCEO6
583 CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO6
583  CCEO5
583  CCEO5
583  CCEO5
583 CCEO6

0

O O 0O 0O 0000000000000 O00D0D00DO000DO00D0DO00DO000DO000DO00DO0DO00DO000DO0O0OO0ODO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOoOOoo

LOD
1,34E+16
1,11E+16
1,87E+15
1,06E+16
9,21E+15
9,84E+15
1,10E+16
1,97E+15
7,21E+15
5,05E+15
1,22E+16
8,50E+15
9,37E+15
4,89E+15
1,14E+16
8,18E+15
8,39E+15
-4,08E+13
5,10E+15
8,26E+15
5,99E+15
8,73E+15
7,11E+15
8,91E+15
1,02E+16
9,95E+15
9,36E+15
1,37E+16
4,55E+15
5,51E+15
1,46E+16
9,66E+15
9,87E+15
1,04E+16
1,41E+16
8,99E+15
7,93E+15
3,89E+15
9,33E+15
1,13E+16
9,07E+15
1,26E+16
1,30E+16
9,77E+15
8,85E+15
1,12E+16
1,06E+16
1,11E+16
-3,51E+14
1,08E+16
6,22E+15
8,37E+15
1,07E+16
1,49E+16
1,02E+16
1,22E+16
1,46E+16
7,88E+15

Sig

20

. Parental #SNPs

CCEO3
CCEO7
CCEO4
CCEO7
CCEO3
CCEO7
CCEO7
CCEO5
CCE12
CCEO1
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCE10
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO4
CCEO2
CCEO2
CCE12
CCEO7
CCEO1
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO3
CCEO1
CCEO9
CCEO1
CCEO3
CCEO7
CCEO3
CCEO3
CCEO7
CCEO7
CCE10
CCEO7
CCEO3
CCEO7
CCEO1
CCEO3
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO7
CCEO4
CCEO7
CCE13
CCEO7
CCEO7
CCEO3
CCEO3
CCEO7
CCE02
CCEO8

0

N NNNERFPRONN

~
o

N NNNNONNNDO

NNNNNNMNOONEROQD

w
a

O O OON

LOD
1,50E+16
8,52E+15
1,18E+16
7,79E+15
5,36E+15
1,01E+16
1,10E+16
7,57E+15
1,00E+16
0,00E+00
7,10E+15
1,05E+16
1,16E+16
7,52E+15
7,00E+15
9,79E+15
1,18E+16
1,03E+16
4,86E+15
4,63E+15
0,00E+00
9,79E+15
0,00E+00
8,09E+15
1,07E+16
9,64E+15
1,15E+16
1,46E+16
0,00E+00
0,00E+00
1,15E+16
4,86E+15
1,17E+16
4,90E+15
1,48E+16
9,77E+15
1,45E+16
0,00E+00
6,16E+15
3,46E+15
1,05E+16
1,16E+16
1,40E+16
1,14E+16
1,07E+16
9,20E+15
1,16E+16
1,03E+16
1,13E+16
1,18E+16
0,00E+00
1,21E+16
6,67E+15
1,37E+16
3,88E+15
8,18E+15
1,10E+16
-7,37E+15

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

#SNPs

(Trio) Trio LOD

0

N N NNEFPR ONN

112

N N NNNONNNDO

N NN DNNWNOONLRO

104

O O r OON

3,09E+16
2,36E+16
2,77E+16
2,65E+16
2,50E+16
2,44E+16
2,65E+16
2,12E+16
2,17E+16
-2,83E+16
2,84E+16
2,33E+16
2,56E+16
2,23E+16
2,71E+16
2,26E+16
2,48E+16
2,42E+16
1,96E+16
2,25E+16
-2,44E+16
2,32E+16
-1,99E+16
2,18E+16
2,53E+16
2,44E+16
2,55E+16
3,10E+16
-2,10E+16
-1,66E+16
3,08E+16
2,53E+16
2,53E+16
2,57E+16
3,19E+16
2,32E+16
2,73E+16
-2,13E+16
2,34E+16
2,56E+16
2,38E+16
2,73E+16
3,01E+16
2,58E+16
2,40E+16
2,44E+16
2,63E+16
2,55E+16
2,50E+16
2,67E+16
-2,06E+16
2,51E+16
2,55E+16
3,11E+16
2,49E+16
2,89E+16
2,92E+16
-9,34E+15

Trio Teste de

(Sig.) Compatibilidade
* excluida
* excluida
* excluida
*
*
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
*
* excluida
* excluida
* excluida
*
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
*
*
* excluida
*
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
*
*
* excluida
*
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
* excluida
*
* excluida
*
*
*
* excluida
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A Tabela 9 demonstra que, em cinquenta e oito descendentes analisados, cinquenta e
seis deles apresentaram 100% de identidade com parental materna indicada, neste caso, 0
clone CCEO06, assegurando a eficiéncia da técnica. Duas plantas previamente indicadas como
sendo semente oriunda da planta CCEO6 apresentou o maior valor de correlagdo com outra
planta, uma com a CCEO1 e outra com a CCEO5, desta maneira estas plantas foram retiradas
das andlises, posteriores.

Ainda dos cinquenta e seis meios-irmdos que restaram, outras trinta e uma plantas
também foram retiradas da analise, isso devido ao fato de apresentarem um valor de
mismatches com 0s possiveis parentais paternos, superior a vinte e um SNPs, o que faz com
que a analise dos possiveis parentais ndo seja segura. Da mesma forma, esses dados

corroboram com a possibilidade de ocorréncia de polen externo.
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Tabela 9 — Anélise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCE06

Progénie
CO06P02+M221
C06P03+M229
CO06P05+M245
CO6P06+M261
C06P07+M308
C06P08+M316
CO06P09+M144
CO06P12+M159
C06P14+M167
C06P15+M183
CO6P16+M199
CO6P17+M214
C06P18+M222
CO06P19+M230
CO6P20+M246
C06P21+M262
C06P25+M309
CO6P30+M317
CO06P31+M145
C06P32+M160
C06P33+M168
C06P43+M184
CO6P44+M200
C06P45+M215
CO06P46+M223
C06P47+M231
CO6P48+M247
C06P49+M263
CO6P50+M310
CO6P51+M318
CO06P52+M146
CO6P53+M161
CO6P54+M169
CO6P55+M185
CO06P56+M201
CO6P57+M216
CO6P58+M224
C06P59+M232
CO06P60+M248
CO6P61+M264
C06P62+M311
C06P63+M319
CO6P64+M147

C6P1
C6P11
C6P13
C6P22
C6P23
C6P27
C6P28
C6P29
C6P34
C6P35
C6P36
C6P37
C6P38
C6P39
C6P40

ne

SNPS Parental #SNPs

583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583

10

CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO6
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO6
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO6
CCE06
CCEO6
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO6
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO5
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO6
CCEO6
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCE06
CCEO1

O O OO0 0O 000000000 000000000000 0000000000000 0O0O0O0O0O0OO0OO0O0OO0OO0O0OOoOOoOOoOOoOOoOOo

=y
N

LOD
4,79E+14
7,71E+15
1,06E+16
6,53E+15
5,53E+15
4,67E+15
6,99E+15
4,13E+15
4,66E+15
1,11E+16
4,13E+15
1,61E+15
6,34E+15
5,49E+15
6,36E+15
5,16E+15
4,81E+15
5,74E+15
5,73E+15
6,52E+15
2,72E+15
5,46E+15
-7,51E+13
6,90E+15
7,75E+14
1,40E+15
5,16E+15
6,25E+15
5,70E+15
4,66E+15
6,39E+15
6,18E+15
1,31E+16
6,44E+15
5,91E+15
2,34E+15
6,81E+13
5,30E+15
7,39E+15
6,68E+15
8,19E+15
4,72E+15
6,45E+15
3,64E+15
8,46E+15
6,04E+15
1,23E+16
8,65E+15
8,07E+15
6,56E+15
8,40E+15
4,67E+15
5,74E+15
1,02E+16
5,60E+15
1,25€+15
7,34E+15
-9,80E+15

Sig
*
*
*

*

29

. Parental #SNPs

CCEO4
CCEO08
CCEO7
CCE08
CCEO08
CCE10
CCEO08
CCE08
CCEO4
CCEO7
CCE10
CCEO4
CCEO1
CCEO08
CCE02
CCEO4
CCE12
CCEO5
CCE02
CCEO08
CCEO4
CCE02
CCEO4
CCE13
CCEO4
CCEO4
CCE02
CCE12
CCE13
CCE02
CCEO08
CCE02
CCEO3
CCE13
CCE02
CCEO4
CCEO4
CCEO08
CCEO08
CCE09
CCEO7
CCEO02
CCE12
CCE02
CCEO08
CCEO05
CCEO07
CCEO7
CCEO08
CCEO08
CCEO07
CCE10
CCEO05
CCEO07
CCE02
CCEO4
CCE13
CCE13

2
22
2
24
28
38
29
42
78
2
a4
2
64
24
2
70
37
68
2

LOD
1,13E+16
-7,54E+15
8,93E+15
-6,54E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
9,58E+15
0,00E+00
1,16E+16
0,00E+00
-7,86E+15
4,19E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,15E+15
0,00E+00
7,95E+15
4,61E+15
1,19E+16
-9,46E+15
7,55E+15
1,03E+16
5,86E+15
0,00E+00
0,00E+00
4,30E+15
-6,85E+15
5,89E+15
1,50E+16
0,00E+00
0,00E+00
9,57E+15
1,01E+16
-6,83E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,45E+15
0,00E+00
6,40E+15
-1,15E+16
0,00E+00
8,30E+15
9,83E+15
-1,05E+16
0,00E+00
1,16E+16
0,00E+00
0,00E+00
1,13E+16
6,12E+15
8,52E+15
0,00E+00
0,00E+00

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

*

*

#SNPs

(Trio) Trio LOD

2
76

2
73
89
66
85
101
100

105
92

69

107
98

92
85
73

91

78

73

84

96

96
76

92
121

2,55E+16
-1,52E+16
2,39E+16
-1,34E+16
-1,99E+16
-8,65E+15
-1,87E+16
-2,60E+16
-2,28E+16
2,51E+16
-1,39E+16
2,70E+16
-1,98E+16
-1,85E+16
1,96E+16
-1,18E+16
-2,24E+16
-1,41E+16
1,92E+16
-2,22E+16
2,38E+16
1,96E+16
2,58E+16
-2,27E+16
2,18E+16
2,61E+16
2,61E+16
-2,50E+16
-1,49E+16
1,87E+16
-1,14E+16
2,13E+16
3,04E+16
-2,31E+16
-2,40E+16
2,61E+16
2,37E+16
-2,12E+16
-1,72E+16
-1,28E+16
2,48E+16
1,86E+16
-2,21E+16
2,04E+16
-1,43E+16
-1,20E+16
2,91E+16
2,36E+16
-1,81E+16
-2,33E+16
2,43E+16
-2,21E+16
-1,41E+16
2,58E+16
2,15E+16
2,33E+16
-1,79E+16
-3,23E+16

Trio

(Sig.) Compatibilidade

*

*

*

*

Teste de

excluida

excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida

excluida

excluida
excluida

excluida
excluida

excluida

excluida

excluida

excluida
excluida

excluida

excluida
excluida

excluida
excluida
excluida

excluida

excluida

excluida

excluida

excluida
excluida

excluida
excluida

excluida
excluida

45



46

Conforme pode ser visto na Tabela 10, abaixo, o programa identificou a planta
parental materna CCEO7 para todos os descendentes, com 100% dos SNPs similares, de
acordo com o esperado. Para a identificacdo dos possiveis parentais paternos foram aceitos até
dois mismatches. No entanto, vinte e sete descendentes de meios-irmédos apresentaram-se com
mais de dezoito mismatches de acordo com a andlise do programa Cervus, o que resultou na
exclusdo dos dados nas analises posteriores, pois o valor de mismatches era alto para inferir o

possivel parental paterno.



Tabela 10 — Analise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCEQ7

ne 10 20 #SNPs Trio Teste de

O 00 N U WN -
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Progénie SNPS Parental #SNPs  LOD  Sig. Parental #SNPs  LOD  Sig. (Trio) TrioLOD (Sig.) Compatibilidade
CO7P01+M162 583  CCEO7 0 6,98E+15 *  CCEO5 37 -551E+15 - 53 2,93E+15  * excluida
CO7P02+M170 583  CCE07 0 1,11E+16 *  CCE08 2 810E+15 * 2 2,34E+16  *

CO07P03+M186 583 CCEO7 0 5,40E+15 *  CCEQ09 40 -1,09e+16 - 78 -1,15E+16  * excluida

CO7P04+M202 583  CCEO7 0 7,69E+15 *  CCEO5 0  1,24E+16 * 0 2,90E+16  *

CO07P05+M217 583  CCEO7 0 7,34E+15 *  CCEO4 63  0,00E+00 81 -1,00E+16  * excluida

CO7P06+M225 583  CCEO07 0 1,02E+16 *  CCE08 2 7,18E+15 * 2 2,17E+16  *

CO07P07+M233 583  CCEO7 0  740E+15 *  CCE09 52 0,00E+00 80 -1,48E+16  * excluida

CO7P08+M249 583 CCEO7 0 591E+15 *  CCEO1 40 -9,09E+15 - 60 -2,08E+15 * excluida

CO7P09+M265 583  CCEO7 0 1,04E+16 * CCE02 0  1,21E+16 * 0 2,65E+16  *

CO7P11+M312 583  CCE07 0  6,04E+15 *  CCE09 45  0,00E+00 68 -8,78E+15  * excluida

CO7P12+M320 583 CCEO7 0 7,87E+15 *  CCE09 47  0,00E+00 67 -8,75E+15  * excluida

CO7P13+M148 583  CCE07 0 9,22E+15 * CCE12 41  0,00E+00 44 -5,60E+14  * excluida

CO07P14+M163 583  CCE07 0  7,49E+15 *  CCEO5 0 1,08E+16 * 0 2,63E+16  *

CO07P15+M171 583 CCEO7 0 9,21E+15 *  CCE08 43 -1,32E+16 - 88 -1,67E+16  * excluida

CO7P16+M187 583  CCEO7 0 9,17E+15 *  CCEOS5 64  0,00E+00 95 -1,57E+16  * excluida

CO07P17+M203 583 CCEOQ7 0 6,96E+15 *  CCEO5 0 1,24E+16  * 0 2,86E+16  *

C07P20+M218 583  CCEO7 0 8,00E+15 *  CCE02 39 -7,42E+15 - 77 -1,01E+16  * excluida

CO7P23+M226 583  CCEO7 0 1,14E+16 *  CCEO6 2 9,84E+15 * 2 2,54E+16  *

CO07P24+M234 583 CCEO7 0 1,05E+16 *  CCEO2 0 9,34E+15 * 0 2,42E+16  *

CO7P25+M250 583  CCEO7 0 828E+15 * CCEOl 48  0,00E+00 70 -8,65E+15  * excluida

CO7P26+M266 583  CCEO7 0 7,68E+15 *  CCE10 55  0,00E+00 80 -1,31E+16  * excluida

CO07P27+M313 583 CCEO7 0 512E+15 *  CCEQ09 30 0,00E+00 60 -4,51E+15 * excluida

C07P28+M321 583  CCEO07 0 1,02E+16 *  CCE02 0 1,02E+16  * 0 2,38E+16  *

CO07P29+M322 583  CCE07 0 68lE+15 *  CCE09 0 1,01E+l6 * 0 2,51E+16  *

CO07P30+M353 583 CCEO7 0 1,20E+16 *  CCEO6 2 8,27E+15 * 2 2,48E+16  *

CO7P31+M361 583  CCEO7 0 1,05e+16 * CCEO6 2 8,42E+15 * 2 2,32E+16  *

CO7P32+M369 583  CCE07 0  3,20E+15 * CCEO04 0  1,24E+16 * 0 2,77E+16  *

CO07P33+M377 583  CCEO7 0 7,07E+15 *  CCE10 0 8,82E+15 * 0 2,47E+16  *

CO7P35+M408 583  CCE07 0 819E+15 * CCEO1 54  0,00E+00 78 -1,42E+16  * excluida

CO7P36+M416 583 CCEO7 0 8,15E+15 *  CCE02 38  0,00E+00 90 -1,71E+16  * excluida

CO7P37+M424 583  CCEO7 0 4,13E+15 * CCEO1 0  801E+15 * 0 2,08E+16  *

CO7P39+M432 583  CCE07 0 1,18E+16 *  CCEO6 2 7,39E+15 * 2 2,43E+16  *

CO7P40+M440 583 CCEO7 0 6,09E+15 *  CCE13 19 -2,95E+15 - 44 2,23E+15  * excluida

CO7P41+M462 583  CCEO7 0 1,27E+16 *  CCE06 2 8,45E+15 * 2 2,54E+16 *

CO7P42+M478 583  CCE07 0 5096E+15 *  CCE09 51  0,00E+00 69 -1,10E+16  * excluida

CO07P44+M323 583  CCEO7 0 7,14E+15 *  CCEQ09 34  0,00E+00 62 -5,81E+15 * excluida

CO7P45+M354 583  CCEO7 0 7,38E+15 * CCE10 0  8095E+15 * 0 2,46E+16  *

CO7P46+M362 583  CCE07 0 3,69E+15 *  CCEO4 0  1,52E+16 * 0 3,16E+16  *

CO07P47+M370 583  CCEO7 0 7,92E+15 *  CCE02 42  -1,31E+16 - 99 -2,20E+16  * excluida

CO7P48+M378 583  CCE07 0  7,05e+15 * CCE10 55  0,00E+00 78 -1,30E+16  * excluida

CO7P49+M409 583  CCEO7 0 8,42E+15 *  CCE10 58  0,00E+00 85 -1,43E+16  * excluida

CO07P50+M417 583  CCEO7 0 1,12E+16 *  CCE06 2 1,12E+16  * 2 2,71E+16 *

CO7P51+M425 583  CCE07 0 756E+15 *  CCE09 59  0,00E+00 78 -1,33E+16  * excluida
C7P10 583 CCEO7 0 7,84E+15 *  CCEO4 76  0,00E+00 89 -1,19e+16  * excluida
C7P100 583 CCEO7 0 837E+15 * CCEO3 1 9,10E+15 * 1 2,44E+16 *

C7P19 583 CCEO7 0 571E+15 * CCE12 0  4,87E+15 * 0 2,04E+16  *
C7P21 583 CCEO7 0 7,52E+15 *  CCEO8 20 -5,37E+15 - 72 -1,13E+16  * excluida
C7pP22 583 CCEO7 0 3,27E+15 * CCEO1 0  745E+15 * 0 1,95E+16  *
C7P38 583 CCEO7 0 6,58E+15 *  CCE09 0  1,00E+l16 * 0 2,50E+16  *
C7P52 583 CCEO7 0 1,04E+16 *  CCE06 2 8,84E+15 * 2 2,35E+16  *
C7P55 583 CCEO7 0 1,28E+16 *  CCEO6 2 9,14E+15 * 2 2,66E+16  *
C7P56 583 CCEO7 0 1,26E+16 *  CCEO6 2 9,85E+15 * 2 2,69E+16  *
C7P57 583 CCEO7 0 1,07E+16 * CCEO8 2 8,63E+15 * 2 2,31E+16  *
C7pP58 583 CCEO7 0 831E+15 * CCEO1 55  0,00E+00 69 -9,79E+15  * excluida
C7P60 583 CCEO7 0 503E+15 *  CCEO1 0 8,91E+15 * 0 2,33E+16  *
C7P94 583 CCEO7 0  4,70E+15 * CCE12 40 -1,37E+16 - 77 -1,33E+16  * excluida
C7P95 583 CCEO7 0 4,84E+15 *  CCE12 0 578E+15 * 0 2,01E+16  *
C7P9%6 583 CCEO07 0 5,39E+15 *  CCEQ09 0 8,16E+15 * 0 2,22E+16  *

Fonte: Da autora (2018)
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Quando analisados os dados abaixo (Tabela 11), pode-se observar que houve 100% de
similaridade entre os SNPs da descendéncia com a planta parental materna CCEOQS,
corroborando as informacdes prévias, de que as sementes constavam como sendo oriundas
deste clone. Em relacdo ao possivel parental paterno, algumas plantas apresentaram até dois
mismatches, dentro dos valores aceitaveis. No entanto, trinta e duas plantas apresentaram
valores de SNPs discordantes maiores que vinte e nove, fazendo com que estes fossem
retirados das andlises posteriores.

Os valores de mismatches encontrados entre a progénie de meios-irmaos e 0s possiveis
parentais paternos do campo experimental de canéfora, asseguram as evidéncias de

contaminacgdo por pdlen externo.



O 00 NO U~ WN P

mmmmmmmmbbbbbﬁbbbbwwwwwUJUJUJWUJNNNNNNNNNND—‘I—‘I—\I—\I—\HD—‘I—‘I—'I—\
N O s WN P O WLWOoN OO, W NP O WLVWOWNOOOUE WNROOWLVO®NOUPEWNREROWOOWLWNOOOULEWNIEO

Tabela 11 — Analise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCE08

Progénie
C08P02+M441
C0O8P03+M463
C08P04+M479
C0O8P05+M324
C08P06+M355
C08P07+M363
C08P08+M371
C08P09+M379
C08P10+M410
CO8P11+M418
C08P12+M426
C08P13+M434
C08P14+M442
C08P15+M464
C08P16+M480
CO8P17+M325
C08P18+M356
C08P20+M364
C08P21+M372
C08P22+M380
C08pP23+M411
C08P24+M419
C08P25+M427
C08P26+M435
C08P27+M443
C08P29+M465
C08P30+M481
C08P31+M326
C08P32+M357
C08P33+M365
C08P35+M373
C08P36+M381
C08P37+M412
C08P38+M420
C08P39+M428
C08P40+M436
C08P41+M444
C08P42+M466
C08P43+M482
C08P44+M327
C08P45+M358
C08P46+M366
C8P19
Cc8pP34
C8P59
C8P60
C8pP61
C8P62
C8P64
C8P75
C8P76
C8pP78
C8P79
C8P80
C8P88
C8P89
C8P90

ne

SNPS Parental #SNPs

583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583

19

CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCE08
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCE08
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8
CCEO8

0

O O 0O 0O 00O 0000000000000 O0ORFRr O0O0O00DO00O0O00O0DO000D0D000DO0O00DO0O0O0ODO0OO0O0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOoOOo

LOD
5,95E+15
5,13E+15
6,26E+15
6,75E+15
6,18E+15
7,26E+15
6,21E+15
2,13E+15
6,78E+15
4,68E+15
7,76E+15
8,36E+15
6,42E+15
8,38E+15
1,00E+16
7,17E+15
4,45E+15
9,09E+15
6,75E+15
5,72E+15
5,24E+15
6,93E+15
6,87E+15
4,87E+15
3,25E+15
6,77E+15
6,30E+15
7,04E+15
5,67E+15
5,98E+15
5,74E+15
7,51E+15
9,45E+15
6,43E+15
6,43E+15
8,19E+15
5,65E+15
4,14E+15
7,77E+15
4,71E+15
3,62E+15
3,65E+15
7,03E+15
8,62E+15
3,00E+15
3,26E+15
3,64E+15
6,36E+15
8,12E+15
7,87E+15
7,69E+15
4,79E+15
9,62E+15
4,85E+15
5,49E+15
8,33E+15
9,13E+15

Sig. Parental #SNPs

20
*  CCEO03
*  CCE02
*  CCE09
*  CCEO4
*  CCE13
*  CCEO06
*  CCE02
*  CCE12
*  CCEO1
*  CCEO01
*  CCE09
*  CCE02
*  CCE02
*  CCE10
*  CCE07
*  CCEO01
*  CCEO4
*  CCEO07
*  CCE02
*  CCE02
*  CCE02
*  CCE12
*  CCE13
*  CCEO05
*  CCE02
*  CCEO07
*  CCE07
*  CCE10
*  CCEO5
*  CCEO1
*  CCEO05
*  CCEO1
*  CCEO1
*  CCE10
*  CCE10
*  CCEO03
*  CCEO1
*  CCEO4
*  CCE10
*  CCEO4
*  CCEO4
*  CCEO4
*  CCE10
*  CCE09
*  CCE12
*  CCE12
*  CCEO4
*  CCE09
*  CCE02
*  CCE09
*  CCE02
*  CCE12
*  CCE10
*  CCEO4
*  CCEO1
*  CCEO1
*  CCEO07

51
47
45
2
56
43
2
2
50
34
41
2
49
33
2
41
2
39
2
2
51
52
54
58
2
2
2
53
2
32
2
49
37
42
52
0
47
2
51
2
2
2
48
53
2
2
2
53
61
34
2
2
36
2
30
48
2

LOD
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,29E+16
0,00E+00
-1,10E+16
6,43E+15
5,45E+15
-1,50E+16
-9,26E+15
-1,06E+16
4,55E+15
0,00E+00
0,00E+00
7,05E+15
-1,07E+16
1,40E+16
-1,09E+16
8,09E+15
7,40E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,08E+16
1,14E+16
1,04E+16
0,00E+00
1,22E+16
-7,06E+15
1,05E+16
-1,36E+16
-6,32E+15
-7,64E+15
0,00E+00
8,66E+15
-1,42E+16
1,33E+16
-1,26E+16
1,16E+16
1,17E+16
1,41E+16
0,00E+00
0,00E+00
7,05E+15
3,28E+15
1,62E+16
-1,64E+16
0,00E+00
0,00E+00
6,22E+15
5,00E+15
-5,53E+15
1,58E+16
-6,02E+15
-1,43E+16
9,34E+15

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

#SNPs
(Trio)
91
75
78
2
94
85
2
2
90
77
59
2
70
52
2
75
2
69
2
2
73
65
84
79
2
2
2
72
2
67
2
83
67
65
83
0
86
2
79
2
2
2
68
67
2
2
2
86
76
65
2
2
62
2
55
70
2

Trio Teste de
Trio LOD (Sig.) Compatibilidade
-1,94E+16  * excluida
-1,72E+16  * excluida
-1,53E+16  * excluida
2,67E+16  *
-2,28E+16  * excluida
-1,52E+16  * excluida
1,85E+16  *
1,53E+16 *
-2,07E+16  * excluida
-1,85E+16  * excluida
-7,31E+15  * excluida
1,98E+16  *
-1,32E+16  * excluida
2,50E+14  * excluida
2,13E+16  *
-1,51E+16  * excluida
2,70E+16  *
-8,61E+15 * excluida
2,10E+16  *
1,91E+16  *
-1,51E+16  * excluida
-1,15E+16  * excluida
-1,69E+16  * excluida
-1,62E+16  * excluida
1,97E+16  *
2,16E+16  *
2,02E+16  *
-1,06E+16  * excluida
2,37E+16  *
-1,20E+16  * excluida
2,20E+16  *
-1,76E+16  * excluida
-8,89E+15 * excluida
-8,44E+15 * excluida
-2,06E+16  * excluida
2,32E+16  *
-2,07E+16  * excluida
2,55E+16  *
-1,42E+16  * excluida
2,23E+16 *
2,30E+16  *
2,53E+16  *
-9,86E+15 * excluida
-8,98E+15  * excluida
1,70E+16  *
1,38E+16  *
2,85E+16  *
-1,79E+16  * excluida
-1,50E+16  * excluida
-8,05E+15 * excluida
2,14E+16  *
1,76E+16  *
-5,77E+15  * excluida
2,92E+16  *
-8,45E+15 * excluida
-1,33E+16  * excluida
2,22E+16  *
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Quando analisados os dados da Tabela 12, pdde-se verificar que a similaridade entre
0s SNPs da progénie de meios-irmdos com o possivel parental materno foi de 100%,
conforme 0 esperado, pois a descendéncia era proveniente deste clone. Em relacdo ao
possivel parental paterno, algumas plantas apresentaram até dois mismatches, dentro dos
valores aceitaveis. Entretanto, quatorze plantas apresentaram valores de SNPs discordantes
maiores que vinte e dois, 0 que fez com que estes descendentes fossem retirados das analises

posteriores de compatibilidade.



Tabela 12 — Analise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCE12

O 00N O U B WN -

v b DS DD DD DED D WWWWWWWWWWNNNDNNNNNNDNIERIRRRRRRRR R
AU EA WNRFP O WVWOONOOUDWNREROOOWOWNOOOUEWNROOVOOKNOODUEAEWNIEROOOWNOOUDDWNEREO

n? 190 20 #SNPs Trio Teste de
Progénie SNPS Parental #SNPs  LOD  Sig. Parental #SNPs LOD  Sig. (Trio) Trio LOD (Sig.) Compatibilidade
C12P01+M1559 583 CCE12 0 8,36E+15 * CCE10 37 -8,38E+15 - 61 -6,92E+15 * excluida
C12P02+M1568 583 CCE12 0 8,06E+15 * CCEO3 1 5,90E+15 * 2 2,05E+16  *
C12P03+M494 583 CCE12 0 5,32E+15 * CCEO7 0 4,72E+15 * 0 2,02E+16  *
C12P04+M510 583  CCE12 0 504E+15 *  CCEO7 0  570E+15 * 0 1,95E+16 *
C12P05+M518 583  CCE12 0  7,21E+15 *  CCE09 0 1,33E+16 * 0 2,59E+16 *
C12P06+M548 583  CCE12 0 1,01E+16 * CCE10 0 8,28E+15 * 0 2,10E+16  *
C12P07+M993 583  CCE12 0 8,13E+15  * CCE10 0 1,34E+16  * 0 2,59E+16  *
C12P09+M1513R 583 CCE12 0 6,86E+15 * CCEO1 35 -7,16E+15 - 75 -1,19E+16 * excluida
C12P10+M1524 583 CCE12 0 811E+15 *  CCE09 0 143E+16 * 0 2,80E+16 *
C12P11+M1534 583  CCE13 1 1,03E+16 *  CCE12 0 1,01E+16 * 1 2,39E+16 *
C12P12+M1542 583 CCE12 0 7,37E+15 * CCE04 70  0,00E+00 99 -1,77E+16 * excluida
C12P13+M1551 583 CCE12 0 8,50E+15 * CCE10 0 1,34E+16  * 0 2,66E+16  *
C12P14+M1560 583 CCE12 0 5,78E+15  * CCEO4 0 1,54E+16 * 0 2,81E+16  *
C12P15+M899 583  CCE12 0 816E+15 *  CCEO1 0 1,25E+16 * 0 2,46E+16 *
C12P16+M495 583  CCE12 0  4,02E+15 *  CCEO7 0  7,27E+15 * 0 2,03E+16 *
C12P17+M511 583 CCE12 0 5,93E+15 * CCEO8 57  0,00E+00 78 -1,89E+16 * excluida
C12P18+M519 583  CCE12 0 5,68E+15 * CCEO8 2 4,60E+15 * 2 1,87E+16  *
C12P19+M549 583 CCE12 0 7,37E+15 * CCE10 0 1,14E+16  * 0 2,26E+16  *
C12P20+M896 583 CCE12 0 4,63E+15 *  CCEO07 0 6,21E+15 * 0 2,01E+16 *

C12P21 583 CCE12 0 579E+15 *  CCEO07 0  550E+15 * 0 2,06E+16 *

C12P22+M1514 583 CCE12 0 8,18E+15 * CCEO03 34  0,00E+00 77 -1,19e+16 * excluida
C12P23+M1525 583 CCE12 0 9,89E+15 * CCEO1 23  4,42E+14 * 37 866E+15 * excluida

C12P24 583 CCE12 0 9,63E+15 * CCE10 0 1,24E+16  * 0 2,69E+16  *

C12P27 583 CCE12 0 8,17E+15 * CCE10 25 -1,35E+15 - 57 -9,46E+14 * excluida

C12P28 583 CCE12 0  828E+15 *  CCEO3 1  6,58E+15 * 1 2,17E+16 *

C12P29 583 CCE12 0  9,40E+15 *  CCE10 0  1,48E+16 * 0 291E+l6 *

C12P30 583 CCE12 0 9,33E+15 * CCEO1 0 1,01E+16 * 0 2,25E+16 *
C12P32+M1543 583 CCE12 0 8,86E+15 * CCEO3 1 8,13E+15 * 1 2,40E+16  *
C12P33+M1552 583 CCE12 0 1,04E+16 * CCE10 0 1,18E+16 * 0 2,68E+16  *
C12P34+M1561 583 CCE12 0 8,12E+15 * CCE09 47  0,00E+00 74 -1,28E+16 * excluida
C12P35+M900 583 CCE12 0 9,49E+15 *  CCE10 0 1,38E+16 * 0 2,75E+16 *

C12P36+M496 583 CCE12 0 9,24E+15 * CCE10 0 1,39e+16 * 0 2,75E+16 *
C12P37+M512 583  CCE12 0 9,71E+15 * CCE10 0 1,16E+16 * 0 2,51E+16  *
C12P38+M520 583 CCE12 0 5,77E+15 * CCEO7 0 3,76E+15 * 0 1,98E+16  *
C12P39+M550 583  CCE12 0 878E+15 *  CCE10 0 1,43E+16 * 0 2,79E+16  *

C12P40 583 CCE12 0  4,78E+15 *  CCEO7 0 553E+15 * 0 2,01E+16 *
C12P42+M1515 583 CCE12 0 7,07E+15 * CCEO7 0 3,80E+15 * 0 2,08E+16  *

C12P43+M1526 583 CCE12 0 1,12E+16  * CCE13 1 9,06E+15 * 1 2,49E+16  *
C12P44+M1536 583 CCE12 0 1,03E+16  * CCEO1 33  -6,75E+15 - 63 -552E+15 * excluida

C12P45 583 CCE12 0 9,86E+15 *  CCE10 0 1,43E+16 * 0 2,92E+16 *

C12P46+M1544 583  CCE12 0 6,19E+15 *  CCE07 0  4,81E+15 * 0 2,03E+16 *
C12P47+M1553 583  CCE12 0 6,50E+15 *  CCEO5 47  0,00E+00 80 -1,18E+16 * excluida
C12P48+M1562 583 CCE12 0 9,40E+15 * CCE10 32  -546E+15 - 69 -6,27E+15 * excluida
C12P49+M973 583  CCE12 0 1,04E+16 * CCEO1 0 1,35E+16  * 0 2,82E+16 *
C12P50+M497 583  CCE12 0 1,00E+16 * CCE13 38 -9,57E+15 - 77 -1,06E+16 * excluida
C12P51+M513 583  CCE12 0  4,99E+15 *  CCE07 0  4,99E+15 * 0 197E+16 *
C12P52+M521 583  CCE12 0 1,09E+16 *  CCE10 36 -8,16E+15 - 68 -6,71E+15 * excluida
C12P53+M551 583  CCE12 0 1,00E+16 * CCE10 0 1,24E+16  * 0 2,59E+16  *
C12P54+M816R 583  CCE12 0 4,07E+15 * CCEO8 2 3,37E+15 * 2 1,57E+16  *

C12P70 583 CCE12 0 7,75E+15 * CCE13 1 9,76E+15 * 1 2,22E+16 *

C12P71 583 CCE12 0 8,18E+15 * CCE02 45  -1,22E+16 - 84 -1,22E+16 * excluida

C12P76 583 CCE12 0 833E+15 * CCEO03 1 807E+15 * 1 2,29E+16 *

C12P77 583 CCE12 0 577E+15 *  CCE07 0 569E+15 * 0 2,02E+16 *

C12P79 583 CCE12 0 7,28E+15 * CCEO7 0 4,24E+15 * 0 2,16E+16  *

C12pP8 583 CCE12 0 4,72E+15 ¥ CCEO7 0 7,45E+15 ¥ 0 2,11E+16  *

C12pP84 583 CCE12 0 6,25E+15 * CCEO8 2 4,94E+15 * 2 1,93E+16  *

Fonte: Da autora (2018)
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A planta CCE13 foi indicada em 100% dos casos como sendo a possivel parental
materna de sua progénie, com taxa de mismatch igual a zero, no entanto, nos resultados
obtidos de identificacdo do possivel parental paterno (TABELA 13), em apenas vinte do total
de descendentes o resultado foi de até dois mismatches. As maiorias dos possiveis parentais
paternos obtiveram uma taxa de mismatches superior a dezessete, 0 que estd acima do que foi
estabelecido como aceitdvel para que se encontre a possivel paternidade e assim foram
retirados da analise.

Pode-se ainda ser observado que os possiveis contaminantes encontravam-se a oeste
do campo experimental onde os clones de CCEs, possiveis parentais, estavam localizados em
Planaltina - DF.

Os clones de CCE13 encontravam-se mais proximos aos possiveis contaminantes e foi
nesta progénie de meios-irméos que houve um maior nimero de mismatches com 0s possiveis
parentais paternos, sugerindo assim que a contaminacéo de pdlen oriunda de outros canéforas
externos a este campo experimental teve uma relacdo com a proximidade, visto que quanto
mais proximo o parental materno estava dos possiveis contaminantes, maior foi o0 nimero de

plantas as quais ndo foram possiveis de identificar o provavel parental paterno.



Tabela 13 — Analise de Pedigree com o programa Cervus para a progénie CCE13

Progénie
C13P1+M1517
C13P10
C13P11
C13P12+M974
C13P14+M498
C13P15+M514
C13P16+M522
C13P17+M552
C13P18+M823R
C13P19+M1519
C13P2+M1527
C13P21+M1528
C13P22+M1538
C13P23+M1546
C13P24+M1555
C13P25+M1564
C13P27+M975
C13P28+M499
C13P29+M515
C13pP3
C13P30+M523
C13P31+M719R
C13P32+M827R
C13P33
C13P34+M1520
C13P35+M1531
C13P37
C13P38+M1539
C13P4+M1537
C13P40+M1547
C13P41+M1556
C13P42
C13P43+M1565
C13P44+M991
C13P45+M508
C13P46+M516
C13P47+M546
C13P49+M872R
C13pP5
C13P50+M1521
C13P51+M1532
C13P52+M1540
C13P54+M1548
C13P55+M1557
C13P56+M1566
C13P57+M992
C13P6
C13P7+M1545
C13P76
C13P8+M1554
C13P82
C13P83
C13P85
C13P9+M1563
C13P90
C13P96
C13P97

ne

SNPS Parental #SNPs

583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583
583

10

CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13
CCE13

0

O O OO0 OO0 00 0000000000000 0000000000000 O0D0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOOoOOoOOoO

LOD
8,04E+15
6,75E+15
1,16E+16
7,58E+15
1,02E+16
9,30E+15
9,52E+15
1,10E+16
9,35E+15
8,58E+15
1,05E+16
9,97E+15
9,24E+15
1,06E+16
1,01E+16
1,35E+16
1,01E+16
1,31E+16
1,20E+16
8,94E+15
8,29E+15
1,09E+16
7,91E+15
7,06E+15
1,02E+16
1,12E+16
1,08E+16
8,42E+15
1,11E+16
1,15E+16
7,60E+15
1,18E+16
6,81E+15
1,14E+16
1,03E+16
9,46E+15
8,01E+15
9,64E+15
1,09E+16
1,09E+16
9,18E+15
9,83E+15
8,55E+15
6,66E+15
1,01E+16
1,29E+16
8,43E+15
1,22E+16
1,11E+16
8,49E+15
1,05E+16
9,17E+15
1,36E+16
1,04E+16
1,14E+16
1,21E+16
8,77E+15

Sig

20

. Parental #SNPs

CCEO08
CCEO7
CCEO05
CCE10
CCEO01
CCEO08
CCEO05
CCEO03
CCE12
CCE02
CCEO05
CCE09
CCE10
CCE10
CCE09
CCEO03
CCEO01
CCE12
CCE12
CCEO7
CCE10
CCEO03
CCE10
CCE10
CCEO05
CCEO08
CCEO08
CCE12
CCEO05
CCEO8
CCEO01
CCE12
CCE10
CCE12
CCE12
CCEO02
CCE02
CCEO4
CCE12
CCE12
CCEO02
CCE12
CCE10
CCE10
CCEO03
CCE12
CCEO02
CCEO3
CCE10
CCEO05
CCE12
CCE09
CCEO5
CCE10
CCEO08
CCE12
CCE10

56
2
75
2
56
48
59
38
2
2
64
58
62
59
52

SEENGRNM VNV YO

34
64
49
42
46
2
65
42
2
2
79
18
52
2
2
42
2
37
2
2
0
73
56
37
43
76
57
64
2
36

LOD
-1,93E+16
7,24E+15
0,00E+00
7,36E+15
0,00E+00
-1,82E+16
0,00E+00
-9,93E+15
1,02E+16
5,78E+15
-1,78E+16
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,15E+16
0,00E+00
6,80E+15
8,44E+15
4,73E+15
9,13E+15
-1,28E+16
0,00E+00
7,39E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
-9,67E+15
-1,78E+16
-1,75E+16
0,00E+00
-1,48E+16
8,69E+15
0,00E+00
-1,31E+16
6,53E+15
6,36E+15
0,00E+00
-7,50E+14
-1,73E+16
6,14E+15
1,10E+16
0,00E+00
7,23E+15
-9,46E+15
7,13E+15
6,68E+15
9,77E+15
-2,20E+16
-1,57E+16
-9,75E+15
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
-2,31E+16
7,30E+15
0,00E+00

Fonte: Da autora (2018)

Sig.

*

#SNPs
(Trio)
90
2
95
2
73
83
86
79
2
2
78
90
80
79
66
0

92
82
75
67
92
67
94
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Trio LOD

-1,79E+16
2,21E+16
-1,62E+16
2,37E+16
-1,30E+16
-1,65E+16
-1,35E+16
-9,35E+15
2,37E+16
2,19E+16
-1,01E+16
-1,66E+16
-1,22E+16
-1,19E+16
-4,78E+15
2,97E+16
-1,69E+16
2,38E+16
2,40E+16
2,25E+16
2,62E+16
-1,75E+16
-8,09E+15
2,31E+16
-1,58E+16
-1,47E+16
-1,60E+16
-1,49E+16
-9,10E+15
-9,43E+15
-1,27E+16
-1,53E+16
2,43E+16
-1,49E+16
-1,22E+16
2,30E+16
2,18E+16
-1,34E+16
3,44E+15
-1,97E+16
2,28E+16
2,53E+16
-3,04E+15
2,24E+16
-1,38E+16
2,38E+16
2,21E+16
2,68E+16
-1,43E+16
-1,26E+16
-9,61E+15
-8,57E+15
-1,36E+16
-5,51E+15
-1,96E+16
2,30E+16
3,40E+15

Trio

(Sig.) Compatibilidade

*

*

*

Teste de

excluida

excluida

excluida
excluida
excluida
excluida

excluida
excluida
excluida
excluida
excluida

excluida

excluida
excluida

excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida

excluida
excluida

excluida
excluida
excluida

excluida

excluida

excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida
excluida

excluida

53
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5.4 Analises de Compatibilidade entre os clones de C. canephora

De posse dos resultados obtidos com as analises do programa Cervus, apresentados
nas tabelas anteriores, foi possivel realizar uma analise de frequéncia de paternidade nas
progénies em estudo (TABELA 14). Os dados foram obtidos, calculando-se o porcentual de
“paternidade”, de cada parental paterno nas progénies da planta parental materna conhecida.
Por exemplo, na progénie de CCEOQ1, Tabela 5, foram analisados os 56 meios-irmaos, e o
provavel parental paterno foi determinado com 99% de confianca (1% de erro/mismatch
aceitavel). De posse destes dados, foi calculada a ocorréncia porcentual de cada clone CCE
como parental paterno dentro desta progénie de 56 plantas. Ou seja, a partir da andlise da
progénie de CCEOl, o clone CCEO3 foi determinado como parental paterno em 28
descendentes, o que corresponde a 50% das 56 plantas analisadas. O mesmo calculo foi
realizado para cada parental paterno encontrado nesta progénie de meios-irmdos. Esta anélise
foi realizada para todas as plantas de parental materno das quais se tinham os dados. As
descendéncias dos clones CCE02, CCE09, CCE10 ndo possuiam dados e o clone CCEL11 foi

excluido por sua identidade com o clone CCEO04.

Tabela 14 — Frequéncia de Paternidade dos clones CCEs analisados, apresentada em
porcentagem (%) dos descendentes analisados.

Maternos/ C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 C12 Cl13]|TOTAL
Paternos

C1 00 143 500 18 7.1 00 125 00 00 71 7,1 00 100,0
C2 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0
C3 244 122 00 73 73 73 244 49 24 00 49 49 100,0
c4 43 489 64 00 21 191 85 21 00 O 85 0,0 100,0
C5 143 71 357 00 00 00 429 00 00 00 00 00 100,0
C6 00 346 38 346 38 00 231 00 00 00 00 00 100,0
c7 136 136 45 91 136 00 00 136 136 91 91 00 100,0
or: 00 231 38 346 77 00 154 00 00 00 154 00 100,0
C9 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0
c10 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 0,0
c12 71 00 95 24 00 00 31,0 71 48 310 00 71 100,0
c13 00 25 10 00 00 00 100 00 00 250 300 00 100,0
TOTAL 63,7 1788 1237 898 416 264 167,8 27,7 20,8 722 750 12,0 900,0

Fonte: Da autora (2018)
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A Figura 7 apresenta os valores porcentuais calculados, na forma de gréfico, conforme
a disposicéo das plantas no campo.

Analisando-se os dados apresentados na Figura 7 e na Tabela 14, pode-se observar que
parece haver um efeito da proximidade do clone, com a frequéncia de descendentes na
progénie. Por exemplo, observa-se uma maior frequéncia de polen do parental CCEO3 nas
progénies de CCEO1 e CCEO5. Da mesma forma, observa-se uma maior frequéncia de polen
do parental CCE02, na progénie do clone CCEO4. Por outro lado, apesar da proximidade, ndo
foi possivel identificar nenhuma ocorréncia de paternidade entre as plantas CCE06 e CCEQ8,
da mesma forma que entre CCE 13 e CCE11/04, sugerindo provavel incompatibilidade entre
esses clones. Nota-se que apesar da maior distancia, ainda foi possivel identificar
descendentes do clone CCEOQ2, na progénie de CCEL3, assim como, apesar de menor
producdo de pdlen de CCE09 (1 planta) e da distancia, ainda assim, foi possivel identificar
polen de CCEQ9 na progénie de CCEO03 (FIGURA 7).

Figura 7 — Esquema da disposicdo das plantas no campo experimental com o porcentual de
paternidade dos clones CCE.
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A partir dos resultados de paternidade fornecidos pelas analises com o
programa Cervus, foi possivel montar um diagrama de compatibilidade entre os clones
estudados (FIGURA 5). Pode-se observar que os clones com maior taxa de
compatibilidade com os demais foram os clones CCEQ7 e CCEOQ3, quando analisados
como receptores de polen (FIGURA 8). Analisando-se os dados apresentados na
FIGURA 8, pode-se observar que o clone CCEOQ7 apresentou compatibilidade com
outros onze CCEs testados e o clone CCEO3 se mostrou compativel com dez CCEs,
quando analisado a compatibilidade alélica tanto como receptor quanto como doador
de polen. A compatibilidade do clone CCEO7 foi confirmada tanto como sendo
doadora ou receptora de poélen, quando analisados os dados com seis dos clones
testados (CCEQ1, CCEO03, CCE04, CCEO5, CCE08 e CCE12) e em pelo menos uma
das descendéncias com cinco clones (CCE02, CCEO6, CCE09, CCE10 e CCE13).
Vale ressaltar, que dos cinco clones identificados como compativeis com o CCEOQ7,
somente com os clones CCE06 e CCE13 foi possivel realizar a andlise de
compatibilidade em ambas descendéncias, pois no caso dos clones CCE02, CCEQ9 e
CCE10, a descendéncia destes, ndo foi incluida neste estudo.

Ja no caso do clone CCEO3, observa-se pelos dados apresentados, que o
mesmo teve a compatibilidade confirmada tanto como doador de pélen, quanto como
receptor, com oito clones CCEs (CCE01, CCE04, CCEO5, CCEO06, CCE07, CCEO8,
CCE12 e CCE13), ainda quando a planta CCEO3 foi identificada como parental
materno, pode ser observado também pdlen que eram oriundos dos clones CCEOQ2 e
CCEO09, no entanto, a descendéncia desses clones (CCE02 e CCEQ9) nao foi analisada,
tendo estes como parental materno.

Os clones CCEQ9, CCE10, CCE06 e CCE13 foram os clones que apresentaram
menor taxa de compatibilidade com clones em estudo (FIGURA 8). Entretanto, deve-
se salientar que o clone CCEOQ9 tinha baixa producdo de pdlen (somente 1 planta) e
também ndo teve a propria descendéncia analisada. Ainda vale a pena ressaltar que
ndo foi analisada a descendéncia do clone CCE10, podendo interferir na baixa taxa de
compatibilidade. Por outro lado, pode-se observar pelos dados apresentados na Figura
8, que esses clones CCE06, CCEQ9, CCE10 e CCE13 foram o0s que apresentaram 0S
maiores numeros de compatibilidade testadas, porém ndo confirmadas. Outro fato
importante observado, foi que os clones CCE06 e CCEL13, apresentaram 0S maiores

valores de compatibilidade testada e rejeitada em ambas as descendéncias (4



Mae/Pai
C1
c2
c3
c4
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comparagOes cada), ou seja, ndo foram identificados nem como sendo receptores e
nem como doadores de polen. Neste sentido, o clone CCE06 ndo se mostrou
compativel com os clones CCEO1, CCE08, CCE12 e CCE13, mesmo com testes
realizados em ambas as descendéncias. JA no caso do clone CCE13, este ndo se
mostrou compativel com os clones CCEQ1, CCE04, CCE06 e CCE08, mesmo com a
andlise realizada em ambas as descendéncias (FIGURA 8). Estes dados sugerem que
os clones CCE06, CCE09, CCE10 e CCE13 podem apresentar as menores taxas de

compatibilidade com os clones CCEs testados nesse estudo.

Figura 8 - Diagrama indicando a compatibilidade entre os clones CCE

C1 c2 c3 Cca cs Cé c7 c8 9 C10 C12 C13

NT

7 7 8 5 3 5 1 1 2 1

5 NP 8 6 3 2 6 4 NP NP 6 2
2 8 2 2 4 3 5 2 3 4 2 3
7 8 10 8 7 5 11 6 3 4 8 5
3 NP 0 1 0 4 0 3 NP NP 1 4
1 1 1 2 4 2 0 2 6 5 2 2
4 1 1 3 4 6 0 5 6 5 3 6
11 9 11 11 11 11 11 11 9 9 11 11

-Compatibilidade testada e confirmada em ambas descendéncias

Compeatibilidade testada e confirmada em uma das descendéncias

-Compatilidade testada e Ndo confirmada em ambas descendéncias

Compatibilidade testada e Ndo confirmada em uma das descendéncias

Fonte: Da Autora (2018)

Analisando-se as Tabelas de 5 até a 13, que foram resultados obtidos com o programa

Cervus, pode-se, primeiramente, constatar que o programa apresentou eficiéncia em

identificar os possiveis parentais de acordo com os 583 SNPs utilizados, identificando o
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parental materno com exatiddo, para todos 0s possiveis parentais maternos. Sendo assim, as
andlises realizadas neste estudo foram altamente eficientes para se analisar o Pedigree e a
compatibilidade entre os clones da populacdo de melhoramento genético da Embrapa, com a
utilizacdo de marcadores moleculares do tipo SNP. Vale ressaltar que a compatibilidade entre
clones de C. canephora € de extrema importancia nos programas de melhoramento genético
dessa espécie, por estar diretamente associada a produgdo dos grdos (Veiga, comunicacdo
pessoal).

Ainda foi possivel observar, pelos dados obtidos, que 0 campo experimental, que antes
acreditava-se estar isolado, pois 0 mesmo esta circundado com café ardbica, ndo estd
completamente isolado, pois plantas de canéfora que estavam préximas a este experimento,
que acreditava-se terem sido podadas antes da floragdo do experimento, podem ter sido a
causa dos erros (Veiga, comunicacao pessoal). Foram encontrados descendentes em todas as
progénies de meios-irmaos em estudo que nao pertenciam a nenhum dos possiveis parentais, 0
que significa que houve ocorréncia de pélen proveniente de outra planta de canéfora, que nédo
fazia parte dos possiveis parentais analisados. Pdlen este que pode ter vindo com o vento,
segundo Charrier e Vigreux (1972) a polinizacdo é efetiva em distancias de até 50 metros,
mas a maior probabilidade é que tenha sido por abelhas ou outros insetos, visto que, estes
podem transportar os graos de polen com efetividade por até 700 metros de distancia (ESCH;
BURNS,1996).

No que diz respeito a parte da progénie de meios-irmaos, indicada como sendo oriunda
da planta CCEO05, os resultados obtidos indicam que houve um erro experimental, que foi
apontado pelas analises realizadas com o programa Cervus, indicando que a planta CCEO6, é
o provavel parental materno daquela progénie. Fato este que reforca a precisdo das analises
realizadas em identificar os possiveis parentais de cada individuo.

Nota-se também que, na maioria dos casos, houve uma maior troca de pélen entre as
plantas que estdo mais proximas. Todavia, foi possivel constatar que tiveram descendentes
entre CCEO1 e CCE12 nos dois sentidos e, tendo em vista que eles estdo em lados opostos no

campo experimental, a distancia entre as plantas nao foi fator limitante para ambos.
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Figura 9 — Média de produtividade dos clones CCEs, em litros por planta entre os anos de

2014 e 2017

18,0 -
16,0 -
14,0 -
12,0 -
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8,0 -
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4,0 -
2,0 -

0,0 \
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CCEO8

CCEO09 |

CCE10

CCE11

CCE12

CCE13 |

Legenda: Rosa: Clones

que

apresentaram as menores produtividades. Azul: Clone que
apresentou a maior produtividade.
Fonte: Veiga (Comunicacgdo Pessoal), 2018

A compatibilidade entre clones esta diretamente associada a producdo de graos e desta

forma, como o clone CCEQ7 apresentou uma maior taxa de compatibilidade entre os clones

em estudo como possiveis parentais, espera-se que 0 mesmo apresente uma producao superior

entre os clones observados. Ja os clones CCE03 e CCEO6 por apresentarem uma menor taxa

de compatibilidade, a expectativa € de uma producdo inferior. Essas tendéncias foram

confirmadas, conforme os dados de producdo obtidos por Veiga (Comunicacdo Pessoal) e

estdo apresentados na Tabela 15 e na Figura 9.

Tabela 15 — Produtividade em litros por planta dos clones CCEs entre 0s anos de 2014 e 2017

Clones 2014 2015 2016 2017 Media
CCEO1 11,0 7,5 11,3 7,3 9,3
CCEO3 9,0 10,3 11,8 10,0 10,3
CCEO4 7,3 10,5 11,3 15,4 111
CCEO05 6,6 8,3 11,0 16,5 10,6
CCEO6 2,4 6,3 8,0 11,3 7,0
CCEO8 6,0 11,8 12,3 11,3 10,3
CCE12 9,5 9,5 15,0 12,2 11,6
CCE13 7,8 12,3 3,0 0 7,7

Legenda: Rosa: Clones que apresentaram as menores produtividades. Azul: Clone que

apresentou a maior produtividade.

Fonte: Veiga (Comunicagdo Pessoal), 2018
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6 CONCLUSAO

Marcadores moleculares SNPs, foram eficientes em reconstruir o pedigree de
progénies de 10 clones CCEs, identificando corretamente o parental materno na quase
totalidade das plantas analisadas. As plantas maiores doadoras de polén foram os clones
CCEO02 e CCEOQ7, respectivamente. O clone CCEO7 foi 0 que apresentou uma maior taxa de
compatibilidade, se mostrando compativel com todos os clones CCEs testados, o que poderia
indicar um alto potencial produtivo deste clone. Os clones CCE06 e CCE13 foram os clones

que apresentaram as menores taxas de compatibilidade.
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