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RESUMO

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2019. Selecao
genOémica para caracteristicas de frutos e resisténcia a mancha marrom de
alternaria em Citrus. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Coorientadores: Marcos
Deon Vilela de Resende e Mariangela Cristofani-Yaly.

A selecdo gendomica ampla (Genome Wide Selection - GWS) é uma sele¢do realizada com
base em marcadores moleculares e seus efeitos genéticos e foi proposta como uma
alternativa para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a aplicabilidade da GWS no melhoramento genético
de duas populacdes de citros, a primeira avaliada para caracteristicas relacionadas a
qualidade de frutos e a segunda avaliada para resisténcia a mancha marrom de alternaria.
Para tanto, ambas as populagdes foram genotipadas com marcadores SNP. Os valores
genéticos gendmicos dos individuos foram preditos por meio do método BLUP
Gendmico (G-BLUP), implementado via o método RKHS (Reproducing Kernell Hilbert
Spaces) Bayesiano. Para as caracteristicas relacionadas a qualidade de frutos, observou-
se que a GWS pode ser superior a selecdo fenotipica, em termos de ganho genético por
unidade de tempo. Para a caracteristica mancha marrom de alternaria (MMA), observou-
se que o aumento da acuricia estd diretamente relacionado com a utilizacdo de
marcadores em desequilibrio de ligacdo com o gene que confere a resisténcia a MMA. A
GWS apresenta potencial para ser utilizada como ferramenta no melhoramento genético

de citros.
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ABSTRACT

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2019. Genomic
selection for fruit characteristics and Alternaria brown spot resistance of Citrus.
Adviser: Aluizio Borém de Oliveira. Co-advisers: Marcos Deon Vilela de Resende and
Mariangela Cristofani-Yaly.

Genome Wide Selection (GWS) is a selection based on molecular markers and their
genetic effects, and was proposed as an alternative to increase the efficiency of breeding
programs. This work was carried out with the objective of evaluating the applicability of
GWS to the genetic improvement of two populations of citrus. The first one was evaluated
for traits related to fruit quality and the second one was evaluated for resistance to
alternaria brown spot (ABS). The populations were genotyped with SNP markers. The
genomic breeding values of the individuals belonging to each population were predicted
using the BLUP genomic method (G-BLUP), implemented via the Bayesian RKHS
(Reproducing Kernell Hilbert Spaces) method. For the traits related to fruit quality, it was
observed that GWS may be superior to the phenotypic selection in terms of genetic gain
per unit of time. For the trait ABS it was observed that the increase of accuracy is directly
related to the use of markers in linkage disequilibrium with the gene that confers

resistance to MMA. The GWS presents potential to be used in the citrus breeding.
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INTRODUCAO GERAL

A citricultura € um dos mais tradicionais setores da agricultura brasileira, tendo
segmentos bem estruturados como o dos viveiristas, produtores, fornecedores de insumos
e maquindrio, fabricas para o processamento de suco e para o mercado de produtos
frescos, entre outros (MACHADO et al., 2011). Além da organizacdo que apresenta a
producdo de citros, o investimento em pesquisa tem proporcionado ao Brasil desempenho
de destaque em nivel mundial. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de frutas
citricas (13,50%) e o maior produtor mundial de laranja (23,81%) (FAO, 2017).

Os citros compreendem um vasto nimero de espécies que pertencem ao género
Citrus e géneros afins, como Fortunella e Poncirus, além dos hibridos provenientes do
cruzamento entre espécies do mesmo género e intergéneros. Embora exista uma alta
diversidade genética dentro deste grupo, apenas um pequeno grupo de espécies e clones
sao utilizados como variedades comerciais (MACHADO et al., 2011).

A variabilidade genética de citros existente no Brasil tem sido conservada em
Bancos Ativos de Germoplasma (BAG), como o observado na Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical e no Instituto Agrondmico de Campinas. Esta diversidade tem sido
utilizada para dar suporte aos programas de melhoramento genético da cultura.

Quando se reporta ao melhoramento de citros € importante ressaltar que a planta
citrica € constituida de duas plantas, a parte aérea e o porta-enxerto, sendo necessarios
estudos direcionados para o melhoramento das duas plantas, como também para a
interacdo entre elas (MACHADO, 1997). Consequentemente, a selecdo fenotipica torna-
se onerosa e demorada pois, por se tratar de uma espécie perene, apresenta ciclo de vida
longo e demanda grandes areas para as avaliacdes. Adicionalmente, o processo de selecdo
tende a ser mais demorado quando as caracteristicas avaliadas sdo expressas em estddios
tardios do desenvolvimento da planta (RESENDE JUNIOR et al., 2012).

A utiliza¢do de marcadores moleculares no melhoramento genético, com o intuito
de aumentar os ganhos genéticos e facilitar o processo de selecdo, foi proposta por Lande
e Thompson (1990). A selecdo assistida por marcadores (MAS) utiliza simultaneamente
dados fenotipicos e de marcadores moleculares que estejam em ligagdo génica com alguns
locos controladores de caracteristicas quantitativas (QTL) ou qualitativas. Estes
marcadores sdo eleitos ou ndo como determinantes dos efeitos dos locos ap6s modelagem
estatistica (RESENDE et al., 2012). A justificativa para a utilizacdo de informagdes em

nivel de DNA no melhoramento de plantas é que estas podem proporcionar ganhos
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genéticos com maior rapidez, maior eficiéncia seletiva e baixo custo quando comparada
a selecdo baseada somente em dados fenotipicos (MEUWISSEN, 2001; RESENDE et al.,
2012).

A utilizagdo de marcadores baseados em DNA possibilitou a construcdo de
dezenas de mapas de ligacdo para a cultura dos citros. A constru¢do destes mapas € a
Unica forma de cobrir o genoma, sem o uso de sequenciamento, e € de suma importancia
para o entendimento dos mecanismos de herancga para resisténcia ou susceptibilidade a
fatores bidticos (ex. resisténcia ao virus-da-tristeza-dos-citros, resisténcia a mancha
marrom da alternaria, ao nematoide Tylenchulus semipenetrans, 2 gomose causada por
Phytophthora) e abidticos (ex. tolerancia a sais e ao frio), e para a localizacdo de genes
ligados as caracteristicas que apresentam importancia agronomica (MACHADO et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2014).

O desafio da selecao assistida por marcadores (SAM) advém da heranca complexa
dos caracteres quantitativos. Na cultura dos citros, esta estratégia tem sido adotada para
diversas caracteristicas de interesse econdmico (ASINS et al., 2012; CURTOLO et al.,
2017; GUSSEN et al., 2011; SIVIERO et al., 2002; SIVIERO et al., 2006; WEBER et al.,
2003). No entanto, observa-se que a identificacdo de QTL ligados a essas caracteristicas
tem explicado apenas uma pequena fracdo da variacdo genética do cardter, o que
inviabiliza o processo de selecdo baseado nessas marcas.

Atualmente, a disponibilidade de marcadores moleculares que cobrem o genoma
de maneira densa propiciou a introdugdo da selecio gendmica ampla (GWS) no
melhoramento genético (MISZTAL et al., 2009). A GWS foi proposta por Meuwissen et
al. (2001) como uma alternativa para aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento genético, e consiste na selecio simultinea de centenas ou milhares de
marcadores, de forma que todos os genes de um cardter quantitativo estejam em
desequilibrio de ligagdao com pelo menos uma parte dos marcadores (RESENDE, 2007).

Em programas de melhoramento genético, a GWS € uma alternativa promissora
para a SAM, por permitir o estudo de caracteristicas poligénicas, geralmente controlada
por muitos genes de pequenos efeitos (KUMAR et al., 2012) e por permitir a estimagao
dos valores genéticos gendmicos dos individuos sem informagdes fenotipicas (MOSER
et al., 2009).

As propriedades que tornam a GWS promissora para o uso nos programas de
melhoramento genético sdo: a ndo necessidade de mapeamento de QTL; a utilizacdo de

uma alta densidade de marcadores, o que aumenta a probabilidade dos marcadores
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estarem em desequilibrio de ligacdo com os QTL; utiliza¢do do real parentesco genético
entre os individuos; o uso de um maior nimero de informagdes, como a fenotipica, a
genotipica e a genealdgica; possibilitar, de forma eficiente, a selecdo de caracteres que
apresentam baixa herdabilidade; permitir a melhor utilizacdo dos recursos genéticos
disponiveis por meio da selecdo de cruzamentos de acordo com as informacdes genéticas;
e, aumentar o ganho genético por unidade de tempo, pois propicia a selecdo precoce direta
(DAETWYLER et al., 2013; LEGARRA et al., 2008; MEUWISSEN et al., 2001;
RESENDE et al., 2012).

Diante do exposto, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de verificar a
aplicabilidade da GWS em carateristicas relacionadas a qualidade de frutos e a resisténcia

a mancha marrom da alternaria em citros.
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RESUMO

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril, 2019. Selecao
gendomica e controle genético de caracteres relacionados a qualidade de frutos em
Citrus. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Coorientadores: Marcos Deon Vilela de
Resende; Mariangela Cristofani-Yaly.

Os citros estdo entre as fruteiras mais plantadas, consumidas e pesquisadas do mundo
devido a sua importincia econdmica e social. Os programas de melhoramento de citros
apresentam uma série de desafios de ordem genética e/ou botanica. Além disso, por serem
perenes, demandam grandes dreas para a condugdo de experimentos e longos periodos
para avaliacdo. A selecdo gendmica ampla (Genome Wide Selection - GWS) € uma
selecdo realizada com base em marcadores moleculares e seus efeitos genéticos, e foi
proposta como uma alternativa para aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia da GWS
no melhoramento genético de citros. Uma populagdo de citros proveniente do cruzamento
entre laranja Péra (Citrus sinensis Osbeck) e Tangor “Murcott” (Citrus sinensis Osbeck
X Citrus reticulata Blanco) foi avaliada para nove caracteristicas quantitativas,
relacionadas a qualidade de frutos, e genotipadas com 16.618 marcadores SNP. Os
valores genéticos gendmicos dos individuos foram preditos por meio do método BLUP
Gendmico (G-BLUP), implementado via o método RKHS (Reproducing Kernell Hilbert
Spaces) Bayesiano. A capacidade preditiva da GWS variou de 0,33 a 0,48 e a acuricia da
predi¢do variou de 0,33 a 0,54. A frac@o da herdabilidade capturada pelos marcadores foi
superior a 48%. As estimativas de acurdcia da selecdo fenotipica foram superiores aquelas
obtidas por meio da GWS, no entanto, foi possivel observar a superioridade da GW'S em
termos de ganho genético por unidade de tempo. Portanto, a GWS apresenta potencial

para ser utilizada como ferramenta no melhoramento genético para qualidade de frutos

em Citrus, devido a possibilidade de redugdo do ciclo seletivo, via selecdo gendmica.

Palavras-chave: ganho com a selecdo; SNP; acurécia; sele¢do precoce.



ABSTRACT

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2019. Genomic
selection and genetic control of fruit quality characters in Citrus. Adviser: Aluizio
Borém de Oliveira. Co-advisers: Marcos Deon Vilela de Resende; Mariangela Cristofani-
Yaly.

Citrus are among the world's most planted, consumed and researched fruit trees because
of their economic and social importance. Citrus breeding programs present genetic and /
or botanical challenges. In addition, because they are perennial, they require large areas
for conducting experiments and long periods for evaluation. Genome Wide Selection
(GWS) is a selection based on molecular markers and their genetic effects, and was
proposed as an alternative to increase the efficiency of breeding programs. This work was
carried out with the objective of evaluating the efficiency of GWS in the genetic
improvement of citrus. A citrus population from the cross between orange Pera (Citrus
sinensis Osbeck) and Tangor "Murcott" (Citrus sinensis Osbeck X Citrus reticulata
Blanco) was evaluated for nine quantitative traits, related to fruit quality, and genotyped
with 16,618 SNP markers. The genomic breeding values of the individuals were predicted
by BLUP genomic method (G-BLUP), implemented via the Bayesian RKHS
(Reproducing Kernell Hilbert Spaces) method. The predictive capacity of GWS ranged
from 0.33 to 0.48 and the accuracy of prediction ranged from 0.33 to 0.54. The fraction
of heritability captured by the markers was greater than 48%. The estimates of accuracy
of the phenotypic selection were higher than those obtained through GWS, however, it
was possible to observe the superiority of GWS, in terms of genetic gain per unit of time.
Therefore, the GWS presents potential to be used as a tool in the genetic improvement
for fruit quality in citrus, due to the possibility of reduction of the selective cycle, through

genomic selection.

Key-words: gain from selection; SNP; accuracy; early selection.



INTRODUCAO

Os citros apresentam uma grande diversidade de espécies, variedades e clones e,
devido a sua importancia econdmica e social, estdo entre as fruteiras mais plantadas,
consumidas e pesquisadas do mundo (MACHADO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014).
Neste cendrio, o Brasil se destaca como o segundo maior produtor de frutas citricas, sendo
responsavel por aproximadamente 15,5% da produ¢cdo mundial, € como maior produtor
de laranja, sendo responsavel por aproximadamente 26,4% (FAO, 2016).

O melhoramento genético de citros tem sido realizado por diversas institui¢oes de
pesquisa no Brasil, dentre elas, o Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), com o intuito
de aumentar a produtividade e a qualidade dos produtos citricos (GOIS et al., 2016). Vale
salientar que o melhoramento genético de citros € realizado para as cultivares utilizadas
como porta-enxerto e para aquelas utilizadas como copa, além da interacdo entre as
mesmas (MACHADO, 1997; OLIVEIRA et al., 2014).

Os programas de melhoramento tradicionais de citros que utilizam hibridagdo e
selecdo recorrente apresentam uma série de dificuldades, seja de ordem genética
(incompatibilidade; longo ciclo de selecdo; baixa diversidade bioldgica presente nas
populacdes de selecdo; combinagdo interespecifica envolvendo porta-enxerto e copa) ou
biolégica (juvenilidade; apomixia) (MACHADO et al., 2011; TEROLL et al., 2007;
TEROLL et al., 2008). Além disso, por serem perenes, os citros demandam grandes areas
para a conducdo de experimentos e longos periodos para avaliacdo. Frente a estas
dificuldades, os programas de melhoramento de citros tornam-se morosos e dispendiosos,
principalmente quando as caracteristicas de interesse sdo expressas em estddios tardios
do desenvolvimento da planta.

Os marcadores moleculares t€m sido utilizados em diferentes abordagens visando
o aumento da eficiéncia dos programas de melhoramento genético de espécies perenes.
A justificativa para a utiliza¢do da genética molecular no melhoramento de plantas € que
o uso de informagdo em nivel de DNA permitird ganhos mais rdpidos e maior eficiéncia
seletiva, quando comparado a selecdo baseada apenas em dados fenotipicos
(MEUWISSEN, 2001; RESENDE et al., 2012).

A disponibilidade de plataformas de genotipagem de alto rendimento vem
modificando as estratégias utilizadas nos programas de melhoramento genético de
fruteiras (IWATA et al., 2016; KUMAR et al., 2012). Em 2001, Meuwissen et al.

propuseram a selecdo gendmica ampla (Genome Wide Selection - GWS) como uma
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alternativa para aumentar a efici€ncia dos programas de melhoramento genético. A GWS
consiste na selecao simultanea de centenas ou milhares de marcadores de forma que a
maioria dos genes de um cardter quantitativo, ou qualitativo, estejam em desequilibrio de
ligacdo com pelo menos uma parte dos marcadores (CROS et al., 2015; MEUWISSEN et
al., 2001; MEUWISSEN, 2007; RESENDE et al., 2008). Os marcadores em desequilibrio
de ligacdo com os QTL de grandes e pequenos efeitos explicardo quase a totalidade da
variagdo genética de uma caracteristica (CALUS et al., 2008; RESENDE et al., 2008).

A GWS enfatiza a estimacao e a predicao dos efeitos dos marcadores e dos valores
genOdmicos dos individuos em avaliacdo sem o uso de testes de significancia para a sele¢ao
de marcas. Assim, torna-se possivel a explicacdo de maior parte da variancia genética do
cardter por evitar a chamada herdabilidade faltante, tipica de estudos de ligacdo e
associacdo (VIANA et al., 2017; ZAPATA-VALENZUELA et al., 2012). A
herdabilidade faltante refere-se a diferenca entre a herdabilidade obtida com base nos
fenétipos e a herdabilidade explicada pelos marcadores moleculares. Além disso, a
predi¢do dos valores genéticos tende a ser mais acurada do que a sele¢do baseada apenas
em fenotipos, pois a GWS explora com maior precisdo a variagdo criada pela segregacdo
mendeliana durante a formagdo dos gametas (RESENDE, 2007; ZAPATA-
VELENZUELA et al. 2013).

A GWS apresenta elevado potencial para programas de melhoramento genético
de espécies perenes, visto que estas demandam mais tempo e recursos financeiros para a
experimentacdo e, portanto, métodos e estratégias mais eficientes para o processo de
selecdo das caracteristicas que apresentam importancia econdmica. Diante do exposto,
este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a aplicabilidade da GWS no
melhoramento genético de citros e a sua efici€éncia quando comparada com a sele¢do

baseada em fenétipos.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da populagdo e avaliacdo fenotipica

As estimativas dos efeitos genéticos dos marcadores foram obtidas para uma
populacdo de citros formada a partir do cruzamento entre Tangor “Muscott” (Citrus
sinensis Osbeck X Citrus reticulata Blanco) e laranja Péra (Citrus sinensis Osbeck). Para
a formacao da populacdo, composta por 180 individuos (hibridos), foram utilizados dois
genitores (Tamanho efetivo = 2).

A populacdo avaliada esta localizada no Centro de Citricultura Sylvio Moreira do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), em Cordeirépolis — SP. O experimento foi
instalado em 2004 em delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com trés repeti¢oes
clonais e espacamento 6 X 3 m.

As avaliacOes fenotipicas foram realizadas no ano de 2012. Uma amostra de cada
repeticao (clone), composta por cinco frutos, foi utilizada para a obtencao das seguintes
caracteristicas: massa do fruto (g), obtida em uma balanca Filizola com capacidade para
15 kg e precisdo de 5 g; diametros longitudinal e transversal dos frutos (cm), obtidos por
leitura direta com o auxilio de uma régua graduada; nimero de gomos e de sementes,
obtidos por meio da contagem direta; rendimento de suco (mL), determinado apds
esmagamento do fruto em extratora OIC modelo OTTO 1800 e calculado por meio da
relacdo massa do suco/massa do fruto; teor de solidos soluveis (°Brix), determinado por
leitura direta em refratdmetro B&S modelo RFM 330; ratio, calculado por meio da
relacdo teor de sélidos soliveis/ acidez; e, nimero de frutos/caixa, obtido dividindo-se
40,8 Kg (capacidade da caixa) pelo peso médio dos frutos.

As nove caracteristicas avaliadas sdo classificadas como de natureza quantitativa
e foram selecionadas para este estudo devido a importancia comercial. A fenotipagem foi
realizada no Laboratério de Qualidade e Pés-Colheita do Centro APTA Citros Sylvio
Moreira/IAC, Cordeirépolis-SP.
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Andlise dos dados fenotipicos

As estimativas da herdabilidade e da acuricia seletiva foram obtidas a partir da
metodologia REML/BLUP, também denominada metodologia de modelos mistos
(HENDERSON, 1973). O software Selegen REML/BLUP (RESENDE, 2016) foi
utilizado para a realizacdo das anélises, sendo as estimativas obtidas por meio do modelo
estatistico:

y=1lu+Zg+e

Em que, y € o vetor de dados fenotipicos; u € o escalar referente a média geral
(efeito fixo); g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios); e e € o
vetor de residuos (aleatérios).

O numero 1 representa um vetor de “1s”; e a letra maiuscula Z representa a matriz
de incidéncia para os efeitos genotipicos. As estruturas de médias e variancias associadas
ao modelo sdo: y|u, V~N(1u,V); g|G, 62~N(0,Go?); elo2~N(0,102); e Cov(g,e) =
0. Em que V é a matriz de covariincia fenotipica, dada por ZGZ' + I62; I é uma matriz
identidade; 05 e 02 sdo as variancias genotipica e residual, respectivamente.

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

dos valores genéticos individuais equivalem a:

[ﬁ]:[l’l 17 ]‘1[1’3/
9l ~lz1 z7z+6¢ A 2y

1-h?

Em que, 1 = g2 / agz =5 parametro de penalizacdo, associado ao fator de
2
shrinkage; h?= azafazz herdabilidade individual no sentido amplo; e G: Matriz de
gTtOe

correlacdo genotipica entre os individuos em avaliag@o.
Os componentes de variincia foram estimados via REML (Restricted Maximum
Likelihood — HENDERSON, 1973) a partir de iteragdes nas equacdes de modelos mistos.

A herdabilidade ao nivel de média de repeti¢des foi calculada a partir da herdabilidade

2

individual por meio da expressdo (RESENDE et al., 2001): h2,, = em que n

n
1+(n—1)h?’
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equivale ao nimero de repeticdes; e a acurdcia da predi¢do dos valores genotipicos dos

individuos avaliados pela expressdo (RESENDE et al., 2001): 7,5 = ’Eﬁm.

Genotipagem e controle de qualidade dos marcadores SNP

A genotipagem da populacdo de Citrus foi realizada por meio de marcadores SNP
(Single Nucleotide Polymorphism). O DNA total de cada um dos 180 individuos
avaliados, foi extraido, quantificado em Espectrofotdmetro Nanodrop 8000, normalizado
para 100 ng/ ul, distribuido em placas e enviado para a plataforma de genotipagem. Os
marcadores SNP foram identificados por meio da plataforma de genotipagem DArTseq
desenvolvida por Diversity Arrays Technology (Yarralumla, Austrélia).

Um total de 16.618 marcadores SNP foram obtidos, com base no alinhamento de
sequéncias do genoma de referéncia (Citrus reticulata). Os individuos genotipados foram
codificados como 0, 1 e 2, em cada loco, de acordo com o nimero de cépias do alelo
variante que eles possuiam. Quando o genétipo foi homozigoto para o alelo de referéncia,
este foi codificado como 0; quando o genétipo foi heterozigoto, ou seja, apresentou o
alelo de referéncia e o alelo variante, este foi codificado como 1; e, quando o genétipo foi
homozigoto para o alelo variante, este foi codificado como 2.

O controle de qualidade dos marcadores SNP foi realizado por meio da eliminacao
dos locos com baixa taxa de atendimento na genotipagem dos individuos (call rate <
95%); e de loci com baixo polimorfismo (MAF — minor allele frequency < 5%). O nivel
critico adotado para a MAF foi obtido por meio da equagio MAF = 1/v/2N (Resende et
al., 2017), em que N se refere ao nimero de individuos avaliados. A MAF ¢é dada por:

MAF = min[p, (1 — p)], em que p € a frequéncia do alelo de referéncia i. A Call Rate
foi calculada por meio da expressdo: Call Rate =1 — g, em que A refere-se aos

individuos com genétipos perdidos (missing) e P refere-se aos individuos com genétipos
presentes (not missing) (RESENDE et al., 2014). Ap6s o controle de qualidade, a
imputagdo de valores perdidos (NA) foi realizada com o valor médio (2p). As andlises de

controle de qualidade foram conduzidas no software R (R Core Team, 2018).
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Predicdo dos valores genéticos genomicos dos individuos (VGG) com base nos efeitos

aditivos e dominantes dos marcadores

A parametrizacdo das matrizes de incidéncia de marcadores foi realizada de
acordo com Resende et al. (2014). Os valores da matriz W, associada aos efeitos genéticos
aditivos (a), foram centrados em zero para que os efeitos dos marcadores sejam efeitos de
substitui¢do alélica (o) com média zero na populagdo. Assim, a parametrizacao utilizada
na matriz W foi: “2q”, “q — p” e “-2p” para os genoétipos 2, 1 e 0, respectivamente. A
parametrizacdo utilizada para a matriz S, associada aos efeitos genéticos devido aos
desvios de dominancia (d), foi: “-2g9*”, “2pq” e “-2p*”, para os valores 2, 1 e 0,
respectivamente.

O método GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction) via procedimento
RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano (GIANOLA,
2006) foi utilizado para a realiza¢do das andlises de Selecio Gendmica (GWS) para as
nove caracterfsticas avaliadas.

O modelo adotado para predi¢ao dos valores gendmicos individuais foi dado por:
y=1lu+Wa+ Sd + e, em que y € o vetor de observacdes fenotipicas; y € a média
geral; a € o vetor de efeitos genéticos aditivos dos individuos; d € o vetor de efeitos
genéticos devido aos desvios de domindncia dos individuos; e € o vetor de residuos
aleatérios; 1 é um vetor de 1’s; W e S sdo as matrizes de incidéncia para a e d,
respectivamente.

As equagdes de modelos mistos gendmicas associadas ao método GBLUP/ GWS

foram dadas por:

[1'1 1'w 1'S 1 ,
w1 ww+ 6% ws |[2 Xy
¢ al=(W'y
2 3 !
[5’1 S'wW S'5+Gg1"—eJ dl - [ Sy
LF:
wwr SSr

Em que, G, = sdo as matrizes de parentesco gendmico

— e e —
X2piq; a7 ¥2pay)?

aditivo e de dominancia, respectivamente; e p; € q; sdo as frequéncias alélicas.
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O método GBLUP equivale ao método RKHS (Reproducing Kernel Hilbert
Spaces) quando a matriz dos kernels K é substituida pela matriz de parentesco gendmico
(G). Essa equivaléncia é demonstrada na sequéncia.

Na regressdao RKHS a estrutura de covariincia é proporcional a uma matriz de
kernel K, dada por Cov(gi,gj) a Krkus(wi,wj), em que wi,w; sdo vetores de gendtipos
marcadores para os individuos i e j, respectivamente, e K(.,.) € uma fun¢do positiva
definida avaliada nos genétipos marcadores.

O modelo RKHS pode ser também assim especificado: y = lu + Ky« + e, em
que u € uma constante, K, € a matriz positiva definida de kernels, dependente do
parametro de suavizacdo h; a € um vetor contendo coeficientes ndo paramétricos que siao
assumidos com distribui¢do normal a;~N (0, K}, 162), com 02 representando a reciproca
do pardmetro de alisamento (62 = A71). Os residuos tém distribuicio normal com matriz
de covariancia R=I ¢2. A solugfo para a é dada por [0; 2K}, + 05 *I]& = 05 2y.

Os fendtipos sao preditos por ¥ = 111 + K; @, onde uma linha de K}, tem a forma
K¢ = [Kp(w; — wj)], com Kp,(w; — w;) sendo o kernel entre o genotipo do individuo i
no grupo de validagdo e o gendtipo do individuo j no grupo de estimacdo.

O modelo individual univariado tradicional y = Xb + Za + e pode ser expresso em
termos de y = g + e em que g|0, KrxpsoZ2~N(0, Krxyso2), conduzindo ao estimador
[052] + 0% Kpnusld = 05 %y (Campos et al., 2009). Assim, substituindo-se K por G no
método RKHS, tem-se RKHS = GBLUP.

Dessa forma, utilizou-se do método RKHS com algoritmo Bayesiano
(GIANOLA, 2006) para a realizacdo das analises de Selecdo Gendmica (GWS) para as
nove caracteristicas avaliadas. Para tanto, utilizou-se o pacote BGLR (PEREZ e DE LOS
CAMPOS, 2014), implementado no software R (R Core Team, 2018), e a matriz K foi

substituida pela matriz G.
Capacidade preditiva, viés da predigcdo e acurdcia da GWS

A capacidade preditiva da GWS, o viés da predicdo e a acurdcia da selecdo
genOmica foram computados a partir dos valores gendmicos preditos, dos valores
fenotipicos e da herdabilidade.

Para o computo da capacidade preditiva (1,,4) foi utilizada a validagdo cruzada,

por meio da reamostragem com reposi¢ao de um grupo de individuos via procedimento
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k-fold. Os dados da populagdo estudada foram divididos em dois subconjuntos, 90% dos
individuos foram selecionados aleatoriamente para compor a populagcdo de treinamento,
a partir da qual se desenvolveu as equacdes de predicao, e o restante, 10%, foram usados
para compor a populagdo de validagdo. Esta andlise foi repetida 10 vezes (10-fold) e, a
cada vez os individuos utilizados para a predi¢do e para a validagdo foram amostrados
aleatoriamente e analisados independentemente. O nimero de iteragdes utilizado foi
100.000, com burn in de 10.000. A capacidade preditiva (ry,5) foi estimada a partir da
média dos coeficientes de correlacdo entre os valores fenotipicos e os valores gendomicos
preditos.

O viés da predicio (b) foi calculado por meio do coeficiente de regressdo dos
valores fenotipicos sobre os valores gendmicos preditos. Quando b assume valores
proximos a 1, indica que as avaliacdes ndo sdo viesadas e sao efetivas em predizer as reais
magnitudes das diferencas entre os individuos em avaliacao (RESENDE et al., 2012).

A estimativa da acuricia da selecdo gendmica foi obtida por meio da expressao:

Tgs = \r/% , ém que 7y,5 equivale a capacidade preditiva da GWS e h? a herdabilidade do

carater (LEGARRA et al., 2008). A acuricia esperada foi calculada por meio da férmula

2 h2
proposta por Resende (2008): ryqp = %, em que, r,%q € a proporcdo da

variancia genética explicada pelos marcadores dada por: r,,zlq = n_’:lM (GODDARD et

Nm
al. 2011); N € o niimero de individuos genotipados e fenotipados; hZ, é a herdabilidade

2 h2
individual de um loco, dada por: h%, = TmML; h? ¢ a herdabilidade do cardter; e M, é o
e

numero de segmentos cromossOmicos independentes, dado por: M, = 2NeL (HAYES et

al.,2009); Ne € o tamanho efetivo da populacio; e L € o tamanho do genoma em Morgans.

O numero estimado de QTL controlando cada caracteristica foi calculado por
N1hgh?(rhg—1ig)

meio da expressao: Ny, = — . Esta expressao foi obtida a partir da férmula
99

de acurdcia proposta por Resende et al. (2008), e o parametro “r,?lq” foi estimado a partir

do numero de marcadores utilizados na analise de GWS.
Eficiéncia da GWS

Para espécies perenes, a superioridade da GWS em relacdao a selecdo baseada

apenas em dados fenotipicos estd, principalmente, relacionada com o aumento do ganho
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com a selecao por unidade de tempo (RESENDE et al., 2012). Para verificar este fato, foi

calculada a eficiéncia seletiva da GWS em relacdo a selecdo baseada apenas em dados

Tgglf
Tyytews

fenotipicos por meio da seguinte expressao: Ef = , €m que 7,4 € a acurdcia da

GWS; 5 € a acurdcia da selegdo com base apenas em fendétipos; ty € o tempo médio
requerido para o ciclo de selecio com base em fen6tipos (Foi considerado um ciclo de

selecdo de 20 anos); e tsy s € 0 tempo médio requerido para o ciclo de selecdo com base

na GWS (RESENDE et al., 2012).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A populacdo de melhoramento de citros [(Citrus sinensis Osbeck X Citrus
reticulata Blanco) X (Citrus sinensis Osbeck)], composta por 180 individuos, foi
fenotipada para nove caracteristicas e genotipada com 16.618 marcadores SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). Os marcadores que apresentaram MAF (Minimum Allele
Frequency) > 0,05, e Call Rate > 0,95 foram empregados nas andlises de sele¢ao
gendmica. Apds o controle de qualidade, 7.065 marcadores tiveram seus efeitos
estimados sobre os fendtipos. Um total de 6.897 marcadores foram eliminados com o
critério da MAF e 4.487 marcadores foram eliminados pela Call rate, evidenciando que
alguns marcadores nao atenderam aos dois critérios estabelecidos para o controle de
qualidade.

A densidade de marcadores utilizada na andlise foi de aproximadamente 1
marcador a cada 52kb, considerando o tamanho do genoma de Citrus, definido por Xu et
al. (2013) para laranjeira valéncia. Meuwissen (2009), em um estudo com simulagdo
considerando reduzido parentesco entre os individuos da populagdo de treinamento e de
selecdo, demonstrou que para predizer com alta acurdcia (~0,9) os valores gendmicos dos
individuos sdo necessarios um total de 10NeL marcadores informativos, sendo Ne o
tamanho efetivo da populagdo e L o tamanho do genoma em Morgans. Resende et al.
(2008) afirmaram que um marcador a cada cM € suficiente para predi¢Oes acuradas com
a GWS, desde que tais marcadores sejam informativos, isto €, eles precisam estar em
desequilibrio de ligagdo com as variantes causais das caracteristicas fenotipicas.

A magnitude esperada do desiquilibrio de ligacdo (DL) para o presente estudo é
de 0,99. O desequilibrio de ligacdo é uma medida de dependéncia entre dois ou mais locos
e, quando assume valores proximos a 0, os alelos de diferentes genes sdo considerados
independentes e, quando assume valores proximos a 1, os alelos de diferentes genes estdo
ligados (RESENDE et al., 2008). Assumindo que o DL entre os pares de marcadores €
aproximadamente igual ao DL entre os marcadores e os QTL — Quantitative Trait Loci
(ZHONG et al., 2009), a quantidade de marcadores utilizada neste estudo tende a
proporcionar alto DL entre estes.

Na Tabela 1 s@o apresentadas as estimativas dos parametros relacionados a

selecdo genodmica e a selecado com base apenas em fenétipo.
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Tabela 1. Resultados experimentais da Selecio Genomica Ampla (GWS) para
caracteristicas de qualidade de frutos em uma populacdo de melhoramento de Citrus.

Fenétipo  h? Ty hfj wg bs yg T4g Te9E  MorL
MF 0,81 0,90 0,46 0,57 1,22 0,35 0,39 0,82 223
DF 0,77 0,88 0,52 0,68 1,48 0,43 0,49 0,82 141
DT 0,76 0,87 0,42 0,55 1,31 0,33 0,38 0,81 218
NG 0,62 0,79 0,53 0,85 1,21 0,38 0,49 0,78 113
NS 0,80 0,89 0,38 0,48 0,91 0,29 0,33 0,82 286
RS 0,67 0,82 0,42 0,63 0,65 0,28 0,34 0,80 229
SS 0,76 0,87 0,37 0,49 1,64 0,35 0,40 0,81 200
Rt 0,81 0,90 0,61 0,75 1,25 0,48 0,54 0,82 121
F/C 0,68 0,82 0,51 0,75 1,42 0,40 0,48 0,80 129

h?: Herdabilidade no sentido amplo baseada em fen6tipos; 7yy: Acurdcia da selegdo fenotipica com base
no método REML/BLUP; hf]: Herdabilidade baseada em marcadores obtida por meio da GWS; wg =
hf, /h?: Propor¢do da herdabilidade baseada em fendtipos capturada pelos marcadores; by: viés da
predigdo; 1,,4: Capacidade preditiva da GWS; 7,,: Acurdcia da GWS; 7,45: Acurdcia esperada da GWS;
Ngry: nimero estimado de QTL controlando cada caracteristica. MF: Massa do fruto (g); DF: Didmetro

Longitudinal do fruto (cm); DT: Didmetro Transversal do fruto (cm); NG: Nidmero de gomos; NS: Ndmero
de sementes; RS: Rendimento de suco (mL); SS: Teor de sélidos soldveis; Rt: Ratio; F/C: Frutos por caixa.

A fracdo da herdabilidade capturada pelos marcadores (w) variou de 0,48 (NS) a
0,85 (NG) (Tabela 1). O incompleto DL entre os alelos causadores da variacao genética
e os marcadores utilizados na predi¢do €, provavelmente, a justificativa para a fracdo da
herdabilidade ndo capturada pelos marcadores (Herdabilidade faltante). A perda de DL
pode ocorrer quando os alelos causadores da variagdo genética apresentam menor MAF
(Minor Allele Frequency) do que o marcador (KEMPER e GODDARD, 2012).

O viés da predicao da GWS € obtido por meio do coeficiente de regressao do valor
fenotipico observado sobre o valor genotipico predito. Quando os coeficientes de
regressdo apresentam valores proximos a unidade, as avaliacOes sdo consideradas ndo
viesadas e sdo efetivas em predizer as reais magnitudes das diferencas entre os individuos
que estdo sendo avaliados (RESENDE et al., 2012a). As caracteristicas que apresentaram
maior viés da predi¢do foram rendimento de suco e teor de sélidos soliveis. A variancia
genética da caracteristica Rendimento de suco estd superestimada, visto que o coeficiente
de regressao foi inferior a 1; e subestimada para a caracteristica teor de sélidos soldveis,
pois o coeficiente de regressao foi superior a 1 (RESENDE et al., 2014).

A capacidade preditiva (7;,5) da GWS € fornecida pela correlagio entre os valores
fenotipicos observados e os valores preditos e reflete a consisténcia das informacdes
moleculares em informar sobre o fenétipo (CAVALCANTI et al., 2012; RESENDE et
al., 2012a). A capacidade preditiva variou de 0,28 (RS) a 0,48 (Rt) (Tabela 1). Legarra et
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al. (2008) afirmaram que as estimativas da capacidade preditiva tendem a ser menores
para as caracteristicas que apresentam baixa herdabilidade. Este padrao nédo foi observado
neste estudo.

As estimativas de acurdcia com base nos fendtipos foram superiores aquelas
obtidas por meio da GWS para todas as caracteristicas. Este fato indica que os marcadores
falharam em capturar as segregacdes devidas a amostragem mendeliana na formacao dos
gametas (CROS et al., 2015). A acurdcia de predicao da GWS para as caracteristicas
avaliadas variou de 0,33 (NS) a 0,54 (Rt) (Tabela 1). A acurécia de predicao € considerada
intermediaria (0,3 <r<0,7) para todas as caracteristicas avaliadas, considerando o critério
adotado por Minamikawa et al. (2017).

A acurdcia da GWS foi inferior a esperada para todas as caracteristicas analisadas
(Tabela 1). Os principais fatores apontados como determinantes da acurdcia da GWS sao:
herdabilidade e arquitetura genética da caracteristica sob selecdo, estrutura genética e
tamanho da populacdo, tamanho efetivo populacional, densidade de marcadores,
extensdo do desequilibrio de ligacdo (DL), sistema de avaliacdo genética das
caracteristicas e método utilizado para a predi¢ao dos valores gendmicos dos individuos
sob avaliacdo (GRATTAPAGLIA e RESENDE, 2011; KUMAR et al., 2012).

Os valores de acuricia observados sugerem que uma significativa fracdo da
variacdo genética, provavelmente devido aos alelos com baixa frequéncia, ndo foi
capturada com a densidade de SNP e o tamanho da popula¢do de treinamento utilizados
neste estudo. Esta situag@o foi também observada por Kumar et al. (2012) estudando uma
populacdo de melhoramento de macga (Malus x domestica Borkh.). O nimero reduzido de
individuos utilizado neste estudo pode ser considerado um fator limitante para a obtengao
de altas acurdcias, uma vez que, quanto maior a populacdo de treinamento mais acuradas
serdo as estimativas dos valores gendomicos dos individuos — GEBV (GREVENHOF et
al., 2012; HAYES et al., 2009).

O efeito do nimero de individuos utilizado para a predicdo genOmica sobre a
acurdcia tem sido pesquisado por varios autores. Meuwissen et al. (2001), em estudo
pioneiro, demonstraram que com a reducdo do nimero de individuos utilizados na
populagdo de treinamento, de 2.200 para 500 individuos, a acurécia reduziu de 17 a 61%,
dependendo do método utilizado para a predicdo. Biscarini et al. (2017) pesquisaram a
viabilidade da GWS no melhoramento genético da Pera e observaram que quanto maior

o tamanho da populacio mais confidveis (acurados) foram os resultados.
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Minamikawa et al. (2017) fenotiparam 17 caracteristicas relacionadas a qualidade
de frutos em Citrus e genotiparam com 1.841 marcadores SNP uma populagdo genitora
composta por 111 variedades e uma populacdo de melhoramento com 676 individuos
pertencentes a 35 familias de irmaos completos. Os autores obtiveram acuricias variando
de baixa (~0,2 para a caracteristica aparéncia) a alta (~0,9 para cor do fruto).
Provavelmente, o nimero de individuos analisados (787) favoreceu os altos valores de
acuricia observados no estudo, visto que o nimero de marcadores SNP utilizado foi
inferior ao utilizado no presente estudo.

Habier et al. (2010) sugeriram que a reducdo da acuricia observada quando h4 a
redu¢do do tamanho da populacio de treinamento pode ser resultado do menor nimero
de parentes nesta populagdo. Os programas de melhoramento genético de Citrus
apresentam uma estreita base genética (MACHADO et al., 2011) e, segundo Kumar et al.
(2012), este fato garantiria uma alta acurdcia devido ao parentesco genético aditivo entre
os candidatos a selecdo e a populacdo de treinamento.

Para que a selecdo gendmica seja efetiva, especialmente através de geracdes, €
requerido que os marcadores estejam em suficiente DL com os QTL (MINAMIKAWA
et al., 2017), o que pode ser alcan¢ado por meio do aumento do tamanho da populacdo de
treinamento e da densidade de marcadores (CROS et al., 2015). Geralmente, o DL é
menor em espécies aldgamas heterozigotas, como os citros, do que em espécies
autégamas homozigotas, sendo necessario um maior nimero de marcadores para cobrir
o genoma de espécies aldgamas.

Estudando duas popula¢des de melhoramento de citros, Minamikawa et al. (2017)
observaram uma ampla variagio de DL (0,25 < r? < 1Mb), o que ndo era esperado visto
que as populacdes de melhoramento de citros sdo altamente heterozigotas (MACHADO
etal.,2011). Provavelmente, o valor de DL observado se deve ao fato de que os programas
de melhoramento genético de citros sdo conduzidos com um reduzido nimero de
genitores (MACHADO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014), o que acarreta o chamado
efeito de gargalo que influencia diretamente no aumento do DL.

Uma vez que a GWS € aplicada sobre todos os locos simultaneamente e € baseada
na estimagdo e predicdo e nao em teste de hipdtese, ela explica muito mais da variancia
genética e previne a chamada herdabilidade perdida, tipica de estudos de associacdo e
ligacdo (VIANA et al., 2017). Com a utilizacdo da GWS foi possivel explicar uma maior

proporcdo da variancia genética do que com os métodos baseados na identificacdo de
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QTL, os quais tem permitido a identificagdo de apenas alguns QTL com grandes efeitos
para caracteres de interesse na cultura do citros.

Curtolo et al. (2017) fizeram o mapeamento de QTL, com marcadores DArT, para
a populacao de citros analisada no presente estudo. A variancia fenotipica explicada pelos
marcadores variou de 0,04 a 9,7%. A explicacdo de apenas parte da variancia genética do
cardter permite confirmar a natureza quantitativa destas caracteristicas, as quais sdo
governadas por muitos genes de pequenos efeitos, podendo apresentar alguns com
moderados a grandes efeitos, confirmando o modelo infinitesimal (KEMPER e
GODDARD, 2012; MEUWISSEN et al, 2001; MEUWISSEN e GODDARD, 2010). A
natureza quantitativa das caracteristicas avaliadas pode ser comprovada pelo nimero de
QTL estimado que variou de 113, para a caracteristica nimero de gomos, a 286, para a
caracteristica nimero de sementes.

Constata-se que, mesmo para as caracteristicas em que ndo foi possivel detectar
nenhum QTL, no estudo realizado por Curtolo et al. (2017), foi possivel predizer os
valores gendmicos dos gendtipos com algum nivel de acurdcia, confirmando o potencial
da GWS no melhoramento genético para caracteristicas complexas, como as
caracteristicas relacionadas a qualidade e quantidade de frutos IWATA, 2013).

A eficiéncia da GWS no melhoramento genético da populacdo de citros analisada
no presente estudo foi anteriormente confirmada por Gois et al. (2016) utilizando
marcadores DArT. As acuracias da GWS estimadas no referido estudo variaram de 0,36
(Ratio) a 0,77 (Frutos por caixa). Constata-se que as acurdcias preditas com marcadores
DATT foram superiores aquelas preditas com os marcadores SNP, fato este ndo esperado
visto que os marcadores SNP sdo considerados mais informativos, devido a sua natureza
codominante (CAIXETA et al.,, 2016). Os marcadores DArT utilizados foram mais
informativos do que os SNPs, ou seja, provavelmente estavam em maior DL com as
variantes causais das caracteristicas analisadas.

O periodo juvenil consideravelmente longo, variando de 2 a 13 anos, observado
em citros (MACHADO et al., 2005) demanda a adoc¢do de métodos e estratégias eficientes
para acelerar o processo de selecdo. A juvenilidade refere-se a incapacidade de
florescimento durante o periodo de desenvolvimento inicial da planta originada por
semente (OLIVEIRA et al., 2014). Devido a esse longo periodo, ocorre o atraso do
melhoramento genético da cultura, visto que neste periodo ndo ha producao de frutos e,
quando estes sdo produzidos, apresentam caracteristicas distintas das plantas com

completa maturagdo fisioldgica (SPIEGEL-ROY e GOLDSCHMIDT, 2008).
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A ndo adocdo de métodos adequados no melhoramento genético de espécies
perenes proporciona atraso do processo de hibridacao e de selecdo para as caracteristicas
desejadas. Além disso, ha a necessidade de grandes dreas para o desenvolvimento dos
hibridos obtidos, aumentando o custo de manutenc@o no campo e limitando o nimero de
familias e de individuos por familia que podem ser avaliados (GMITTER et al., 2012;
TALON e GMITTER, 2008). A GWS pode contribuir para a minimizacdo destas
consequéncias, pois, a selecdo pode ser realizada em fases juvenis das plantas reduzindo
o intervalo da geracdo, aumentando a intensidade de sele¢do e, consequentemente, o
ganho por unidade de tempo e custo (GRATTAPAGLIA e RESENDE, 2011; HEFFNER
et al., 2009; KEMPER e GODDARD, 2012; RESENDE et al.,, 2008; WONG e
BERNARDO, 2008).

Na Tabela 2 € apresentada a eficiéncia da GWS em relagcdo a selecao baseada

apenas em dados fenotipicos.

Tabela 2. Eficiéncia da GWS sobre a selecdo fenotipica em Citrus.

Reducdo no ciclo seletivo

PR 2
Fenotipo h Tyy "9 25% 50% 75%
MF 0.81 0.90 0.39 0.57 0.86 171
DL 0.77 0.88 0.49 0.74 111 220
DT 0.76 0.87 0.39 0.58 0.87 174
NG 0.62 0.79 0.48 0.83 1.24 248
NS 0.80 0.89 0.33 0.49 0.73 1.46
RS 0.67 0.82 0.23 0.55 0.83 1.66
°B 0.76 0.87 0.40 0.62 0.93 1.85
Rt 0.81 0.90 0.54 0.79 1.19 238
F/C 0.68 0.82 0.48 0.78 1.17 234

h?: Herdabilidade baseada em fenétipos; 7yy: Acurdcia da sele¢do fenotipica com base no método
REML/BLUP; 1,: Acuricia da GWS obtida por meio do modelo aditivo-dominante. MF: Massa do fruto
(g); DL: Diametro Longitudinal do fruto (cm); DT: Didmetro Transversal do fruto (cm); NG: Nimero de
gomos; NS: Nimero de sementes; RS: Rendimento de suco (mL); SS: Teor de sélidos soludveis; Rt: Ratio;
F/C: Frutos por caixa.

Com a reducdo do ciclo seletivo em 25%, a efici€ncia seletiva variou de 0,49 (NS)
20,83 (NG). Com a redugdo do ciclo seletivo em 50%, a eficiéncia seletiva variou de 0,73
(NS) a 1,24 (NG). As caracteristicas didmetro longitudinal, nimero de gomos, ratio e
frutos por caixa apresentaram superioridade a selecao com base em fenétipos variando de
11 a 24%. Com a reducdo do ciclo seletivo em 75%, para todas as caracteristicas

avaliadas, a GWS foi superior a selecdo baseada em fendtipos, com superioridade

variando de 46 a 148%.
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A superioridade da GWS em relacdo a selecdo baseada exclusivamente em
fendtipos observada para a caracteristica nimero de gomos confirma a importancia da
GWS para caracteristicas que apresentam baixa herdabilidade. Observa-se que mesmo
quando acurécias moderadas sdo obtidas com a GWS, € possivel a obtencdo de ganhos
genéticos superiores a selecdo fenotipica devido a reducdo do ciclo de selecdo
(HEFENER et al, 2009; BISCARINI et al., 2017). A GWS €, também, uma ferramenta
promissora para o melhoramento genético quando as caracteristicas de interesse
econOmico sdo dificeis de serem mensuradas, ou apresentam alto custo para avaliagdo

(CROS et al., 2015; GRATTAPAGLIA e RESENDE, 2011).
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CONCLUSAO
A GWS apresenta potencial para ser utilizada como ferramenta no melhoramento

genético para qualidade de frutos em citros devido a possibilidade de redugd@o do ciclo

seletivo e, consequentemente, a obten¢do de maior ganho genético por unidade de tempo.
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RESUMO

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril, 2019. Selecao
genomica para resisténcia a Alternaria alternata em Citrus. Orientador: Aluizio Borém

de Oliveira. Coorientadores: Marcos Deon Vilela de Resende; Maridngela Cristofani-
Yaly.

A mancha marrom de alternaria (MMA) é uma doenca causada pelo fungo Alternaria
alternata, cuja susceptibilidade tem sido observada em tangerinas, pomelos, tangores e
seus hibridos. A alta incidéncia desta doenca em pomares causa a redugdo significativa
da producdo e, a utilizacdo de gendtipos resistentes € a melhor estratégia para o seu
controle. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar 235 hibridos provenientes
do cruzamento entre laranja Péra e o hibrido H163 (tangor Murcott (C. reticulata x C.
sinensis) e laranja Péra (C. sinensis)) com relacdo a resisténcia a MMA e a aplicabilidade
da selecao gendomica (GWS) no melhoramento genético para essa caracteristica. Para a
avaliacdo da resisténcia a MMA, foram coletadas trés folhas jovens de cada hibrido e dos
genitores. Foi empregado o delineamento inteiramente ao acaso, sendo considerados
resistentes os gendtipos que ndo apresentaram sintomas da doencga. Para a andlise de
selecdo gendmica foram utilizados marcadores SNP e a predi¢do dos valores gendmicos
foi realizada por meio do método GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction)
via procedimento RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano.
Observou-se que 75,3% dos hibridos foram classificados como resistentes a MMA. As
estimativas da herdabilidade no sentido amplo e da acuricia foram consideradas de alta
magnitude (>0,9). Na analise da GWS, a fracdo da herdabilidade capturada pelos
marcadores (o) foi igual a 0,49 e a capacidade preditiva igual a 0,41. A estimativa da
acurdcia com base nos fen6tipos foi superior aquela obtida por meio da GWS (0,42). A
resisténcia a MMA ¢é uma caracteristica governada por mais de um gene e a utilizagao de
marcadores em alto desequilibrio de ligacdo (DL) com estes genes aumentard a acuricia

da GWS.

Palavras-chave: Caracteristica qualitativa; SNP; acuricia; sele¢do precoce.
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ABSTRACT

GOIS, Itamara Bomfim, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2019. Genomic
selection for resistance to Alternaria alternata in Citrus. Orientador: Aluizio Borém de
Oliveira. Coorientadores: Marcos Deon Vilela de Resende e Mariangela Cristofani-Yaly.

The alternaria brown spot (ABS) is a disease caused by the fungus Alternaria alternata,
whose susceptibility is observed in tangerines, grapefruits, tangores and their hybrids.
The high incidence of this disease in orchards causes a significant reduction of the
production, and the use of resistant genotypes is the best strategy to control it. This work
was carried out with the objective of evaluating 235 hybrids from the cross between
orange Péra and H163 (Murcott (C. reticulata x C. sinensis) e orange Péra (C. sinensis))
in relation to resistance to ABS and the applicability of genomic selection (GWS) in the
genetic improvement of this characteristic. For the evaluation of resistance to ABS, three
young leaves of each hybrid and of the parents were collected. The design was completely
randomized, being considered resistant the genotypes that did not present symptoms of
the disease. For the genomic selection analysis, SNP markers were used and the prediction
of the genomic values was computed using the GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased
Prediction) method using a RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) procedure with
Bayesian algorithm. It was observed that 75.3% of the hybrids were classified as resistant
to ABS. Estimates of heritability in the broad sense and accuracy were considered as high
magnitude (> 0.9). In the GWS analysis, the fraction of heritability captured by the
markers () was equal to 0.49 and the predictive capacity equal to 0.41. The estimate of
accuracy based on the phenotypes was higher than that obtained by GWS (0.42).
Resistance to ABS is a characteristic governed by more than one gene and the use of
markers in high linkage disequilibrium (LD) with these genes will increase the accuracy

of GWS.

Key-words: Qualitative characteristic; SNP; accuracy; early selection.
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INTRODUCAO

A base genética da citricultura brasileira € bastante restrita, fato que a torna
vulnerdvel a varios problemas fitossanitarios. Dentre as doengas que ocorrem nos
pomares pode-se citar a mancha marrom de alternaria (MMA), que é uma doenga fingica
causada pela Alternaria alternata, cuja suscetibilidade tem sido observada em tangerinas,
pomelos, tangores e alguns de seus hibridos (Azevedo et al., 2010; Azevedo et al., 2015;
Pacheco et al., 2012).

Os principais sintomas observados quando a planta € infectada por este fungo sao
lesdes necrosadas em ramos, frutos, tecidos verdes imaturos ou em fase de crescimento,
podendo ocorrer um desfolhamento durante os periodos de maior infec¢do e reducdo na
producdo devido a queda de frutos (Azevedo et al., 2010; Stuart et al., 2009; Timmer et
al., 2003). Além disso, as manchas presentes nos frutos afetam a comercializacdo dos
mesmos (Aktimisu et al., 2003).

A alta susceptibilidade a MMA das principais variedades plantadas no estado de
Sdo Paulo torna a produgdo pouco rentdvel, visto que a aplicacdo de fungicidas €
requerida para o controle da doenga (Pacheco et al., 2012). Dependendo do clima da
regido e da susceptibilidade da cultivar, a aplicacdo de fungicida de quatro a dez vezes
por ano é realizada para produzir frutos com qualidade (Cuenca et al., 2016). Observa-se
que a adocdo desta estratégia € morosa, dispendiosa e gera preocupacdes com O meio
ambiente e com a saide humana.

A selecdo de genétipos resistentes a MMA é a melhor estratégia para contornar
estas situacdes e, com o advento de marcadores moleculares € possivel a realizacdo da
selecdo em estadios iniciais do desenvolvimento da planta. Meuwissen et al. (2001)
afirmaram que a justificativa para a utilizacdo da genética molecular no melhoramento de
plantas € que o uso de informagao em nivel de DNA permitird ganhos mais rapidos, maior
eficiéncia seletiva e baixo custo quando comparado a selecao baseada apenas em dados
fenotipicos.

A seleg@o gendmica ampla (GWS) € um tipo de selecio precoce que foi proposta
como uma alternativa para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético. A GWS consiste na predicao simultanea, sem o uso de testes de significancia
para marcas individuais, dos efeitos genéticos dos marcadores de DNA dispersos no
genoma, de forma a capturar os efeitos dos locos e explicar toda a variagdo genética de

um cardter quantitativo (Resende et al., 2013).
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A GWS emprega marcadores moleculares amplamente distribuidos no genoma,
que tiveram seus efeitos estimados em uma populacao de “treinamento”. Os marcadores
sdo utilizados para construir modelos de predi¢dao que serdo aplicados aos candidatos a
selecdo, os quais possuem apenas os dados genotipicos (de marcadores), sendo que os
valores genéticos gendmicos serdo preditos por meio dos dados gendmicos. Os modelos
de predicao sdo validados em uma populagdo de “validag¢do”, sendo que o modelo que
apresentar maior correlacdo entre os valores observados e os preditos € selecionado para
ser utilizado na fase de sele¢do (Grattappaglia et al., 2018; Li et al., 2018).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar uma populacdo de hibridos
provenientes do cruzamento entre laranja Péra e o hibrido H163 (tangor Murcott (C.
reticulata x C. sinensis) e laranja Péra (C. sinensis)) com relacdo a resisténcia a MMA e

a aplicabilidade da GWS no melhoramento genético para esta caracteristica.
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MATERIAL E METODOS

Populacao de estudo

A fenotipagem e genotipagem foram realizadas em uma populacdo de 235
hibridos provenientes do cruzamento entre laranja Péra de Abril (LPA) (Citrus sinensis)
e o hibrido H163. Este hibrido € resultante do cruzamento entre tangor Murcott (C.
reticulata x C. sinensis) e laranja Péra (C. sinensis).

A populagdo foi obtida no ano de 2010 e é mantida em casa de vegetacdo no
Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agrondomico de Campinas (CCSM-

IAC), Cordeirépolis, SP.

Andlise fenotipica para resisténcia a Alternaria alternata

Os isolados de A. alternata foram obtidos a partir de tecidos lesionados de tangor
Murcott, coletados em plantas mantidas em campo no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira em Sao Paulo. Para a avalia¢do da resisténcia a mancha marrom da alternaria (A.
alternata), foram coletadas trés folhas jovens, com cerca de 2-3 cm, de todos os hibridos
e dos genitores. Como controle, foram utilizadas folhas de tangerina Dancy e de tangor
Murcott, que sdo variedades suscetiveis, e folhas de tangerina Fremont, que é uma
variedade considerada resistente. A laranja Péra € resistente a MMA.

As inoculagdes in vitro foram realizadas no laboratorio de Melhoramento e
Qualidade da fruta do Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico de
Campinas, em camara BOD (FANEM, 347CGD), a 27°C, com fotoperiodo de 12 horas,
seguindo protocolo descrito por Peever et al. (1999) e Campos et al. (2017).

Os hibridos foram avaliados com relagdo a resisténcia a A. alternata, sendo
considerados resistentes aqueles que ndo apresentaram sintomas da doenca e suscetiveis
aqueles que apresentaram. Foi empregado o delineamento inteiramente ao acaso.

A andlise dos dados foi realizada a partir da metodologia de modelos mistos

(Henderson, 1973), utilizando o software Selegen REML/BLUP (Resende, 2016). O

modelo estatistico utilizado equivale a: y = 1u + Z; + e, em que y € o vetor de dados, u

¢ a média geral (fixo), g € o vetor de efeitos genotipicos totais (aleatorios), e € o vetor de
erros (aleatérios), 1 € um vetor de 1’s. As letras maidsculas representam as matrizes de

incidéncia para os referidos efeitos. A estrutura de médias e variancias associadas ao

modelo sio: y|u, V~N(1u,V); g|aZ~N(0,102); elo2~N(0,162); Cov(g,e) = 0. Em
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que, V € a matriz de covariancia fenotipica; 1 é um vetor de uns e I € uma matriz
identidade. Nesse caso, I é adequada para individuos irmdos com o mesmo grau de
parentesco genealdgico entre eles, como no caso de individuos da familia de irmaos

germanos usada no presente estudo.

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

dos efeitos genotipicos equivalem a:

11 17 Hﬁ]_[l’y
7’1 Z’Z+172]01g] T |2y

— . 2/.2 4 A . . o 2 4
Em que, 4, = 02/ g5 € o pardmetro de penalizac¢do para o efeito genotipico, o é

a variancia dos efeitos genotipicos e 62 é a variincia residual.

Os componentes de variancia foram estimados via REML (Restricted Maximum
Likelihood; Patterson e Thompson, 1971), por meio de iteragdes nas equacdes de modelos
mistos. A acuricia da predi¢ao dos valores genotipicos foi calculada a partir da inversa

da matriz de coeficientes das equacdes de modelos mistos (Resende, 2002).

Genotipagem e controle de qualidade dos marcadores

A genotipagem foi realizada por meio de marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). O DNA total de cada um dos 237 hibridos foi extraido, quantificado em
Espectrofotometro Nanodrop 8000, normalizado para 100 ng/ pl e enviado para a
plataforma de genotipagem. Os marcadores SNP foram identificados por meio da
plataforma de genotipagem DArTseq desenvolvida por Diversity Arrays Technology
(Yarralumla, Australia).

Ap6s o processo de genotipagem, foram obtidos 7.639 marcadores SNP, os quais
foram identificados a partir do alinhamento de sequéncias com o genoma de referéncia,
Citrus reticulata. Os genétipos foram codificados como 0, 1 e 2, em cada loco, de acordo
com o numero de copias do alelo variante que eles possuiam. Quando o gendtipo foi
homozigoto para o alelo de referéncia, este foi codificado como 0; quando o genétipo foi
heterozigoto, ou seja, apresentou o alelo de referéncia e o alelo variante, este foi
codificado como 1; e, quando o gendtipo foi homozigoto para o alelo variante, este foi

codificado como 2.
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O controle de qualidade dos marcadores SNP foi realizado por meio da eliminacao
dos locos com baixa taxa de atendimento na genotipagem dos individuos (call rate <
95%); e de locos com baixo polimorfismo (MAF — minor allele frequency < 5%). O nivel

critico (ponto de corte) adotado para a MAF foi obtido por meio da equagdo MAF =

1/v2N (Resende et al., 2017), em que N se refere ao ntimero de individuos avaliados. A
MATF é dada por: MAF = min[p, (1 — p)], em que p é a frequéncia do alelo de referéncia

i; a Call Rate foi calculada por meio da expressdo: Call Rate = 1 — %, em que A refere-

se aos individuos com gendtipos perdidos (missing) e P refere-se aos individuos com
genotipos presentes (not missing) (Resende et al., 2014). Apds o controle de qualidade, a
imputacdo de valores perdidos (NA) de marcadores foi realizada com o valor médio (2p).
As andlises de controle de qualidade foram conduzidas no software R (R Core Team,

2018).

Predicdo dos valores genomicos dos individuos (VGG)

A parametrizacdo das matrizes de incidéncia de marcadores foi realizada de
acordo com Resende et al. (2014). Os valores da matriz W, associada aos efeitos genéticos
aditivos (a), foram centrados em zero para que os efeitos dos marcadores sejam efeitos de
substitui¢do alélica (o) com média zero na populagdo. Assim, a parametrizacao utilizada
na matriz W foi: “2q”, “q — p” e “-2p” para os genoétipos 2, 1 e 0, respectivamente. A
parametrizacdo utilizada para a matriz S, associada aos efeitos genéticos devido aos
desvios de dominancia (d), foi: “-2q*”, “2pq” e “-2p>”, para os gendtipos 2, 1 e 0,
respectivamente.

O método GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction) via procedimento
RKHS (Reproducing Kernel Hilbert Spaces) com algoritmo Bayesiano (GIANOLA,
2006) foi utilizado para a realiza¢do das andlises de Selecio Gendmica (GWS) para as
caracteristicas avaliadas.

O modelo adotado para predi¢do dos valores gendmicos individuais foi dado por:
y=1u+Wa+ Sd + e, em que y € o vetor de observagdes fenotipicas; u € a média
geral; a € o vetor de efeitos genéticos aditivos dos individuos; d € o vetor de efeitos
genéticos devido aos desvios de domindncia dos individuos; e é o vetor de residuos
aleatorios; 1 ¢ um vetor de 1’s; W e S sdo as matrizes de incidéncia para a e d,

respectivamente.
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As equagdes de modelos mistos gendmicas associadas ao método GBLUP/ GWS

sdo dadas por:

11 1w 1's o
! ! -1 O'_g ! ﬁ y
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2 3 ’
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Em que, G, = sd0 as matrizes de parentesco gendmico

4
—_—c —_——
X 2piq; a7 ¥ (2pi9:)?
aditivo e devido aos desvios de dominancia, respectivamente; e p; € q; sdo as frequéncias

alélicas.

O método GBLUP equivale ao método RKHS (Reproducing Kernel Hilbert
Spaces) quando a matriz dos kernels K € substituida pela matriz de parentesco gendmico
G).

Na regressdo RKHS, a estrutura de covariancia é proporcional a uma matriz de
kernel K, dada por Cov(gi,gj) a Krkus(wi,wj), em que wi,wj sdo vetores de genotipos
marcadores para os individuos i e j, respectivamente, e K(.,.) € uma funcio positiva
definida avaliada nos genétipos marcadores.

O modelo KRHS pode ser também assim especificado: y = lu + K,a + e, em
que u € uma constante, K, € a matriz positiva definida de kernels, dependente do
parametro de suavizacdo h; a € um vetor contendo coeficientes ndo paramétricos que sao
assumidos com distribui¢do normal a;j~N (0, K}, 162), com g2 representando a reciproca
do pardmetro de alisamento (62 = A71). Os residuos tém distribui¢do normal com matriz
de covariancia R=I 62. A solugio para a é dada por [0, 2K}, + 0z 21]@ = 0, 2y.

Os fenétipos sao preditos por y = @il + K, @, onde uma linha de K;, tem a forma
K¢ = [Kp(w; — wj)], com K, (w; — wj;) sendo o kernel entre o genétipo do individuo i
no grupo de validacao e o gen6tipo do individuo j no grupo de estimacao.

O modelo individual univariado tradicional y = Xb + Za + e pode ser expresso em
termos de y = g + e, em que g|0, Kgxpso2~N (0, Krxyso2), conduzindo ao estimador
(0521 + 0,2 Kpius]d = 0o %y (Campos et al., 2009). Assim, substituindo-se K por G no
método RKHS, tem-se RKHS = GBLUP.
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Dessa forma, utilizou-se o método RKHS com algoritmo Bayesiano (Gianola,
2006) para a realizacdo das andlises de GWS por meio do pacote BGLR (Perez e De Los
Campos, 2014), implementado no software R (R Core Team, 2018).

Capacidade preditiva, viés da predigdo e acurdcia da GWS

Para o computo da capacidade preditiva (r,4) foi utilizada a validagdo cruzada,
por meio da reamostragem com reposi¢dao de um grupo de individuos via procedimento
k-fold. Os dados da populagdo estudada foram divididos em dois subconjuntos, 90% dos
individuos foram selecionados aleatoriamente para compor a populacdo de treinamento e
o restante, 10%, foram usados para compor a populacio de validag¢do. Esta andlise foi
repetida 10 vezes (10-fold) e, a cada vez, os individuos utilizados para a predicdo e para
a validacdo foram amostrados aleatoriamente e analisados independentemente. O nimero
de iteragdes utilizado foi 100.000, com burn in de 10.000. A capacidade preditiva (ry,4)
foi estimada a partir da média dos coeficientes de correlagc@o entre os valores fenotipicos
e os valores gendmicos preditos (Daetwyler et al., 2013).

O viés da predicio foi calculado por meio do coeficiente de regressdo (b) dos
valores fenotipicos sobre os valores gendmicos preditos. Quando b assume valores
proximos a 1, indica que as avaliacdes ndo sdo viesadas e sdo efetivas em predizer as reais
magnitudes das diferencas entre os individuos em avaliacio (RESENDE et al., 2012a).

A estimativa da acurdcia da selecdo genomica foi obtida a partir da expressao:

Tgg = ;% , em que 7y,45 equivale a capacidade preditiva da GWS e h? ¢é a herdabilidade

do carater (LEGARRA et al., 2008). A acurécia esperada foi calculada por meio da

2 . _ Tig(NRF) 2 z ~
férmula proposta por Resende (2008): 7,4z = #1)7:%1]’ em que, %;g € a proporgio
da variancia genética explicada pelos marcadores dada por: r,?lq = —"™_ (GODDARD

N +Me
etal.,2011); N é o nimero de individuos genotipados e fenotipados; h2, é a herdabilidade

2 hZ
individual de um loco, dada por: h%, = TmML; h? ¢ a herdabilidade do cardter; e M, é o
e

nimero de segmentos cromossomicos independentes, dado por: M, = 2NeL (HAYES et

al., 2009); Ne é o tamanho efetivo da populacdo; e L é o tamanho do genoma em Morgans.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 235 hibridos estudados e os parentais foram avaliados para a caracteristica
resisténcia a mancha marrom da alternaria (MMA), e genotipados com 7.639 marcadores
SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

Um total de 177 hibridos (75,3%) foram classificados como resistentes 3 MMA
por ndo apresentarem qualquer sintoma dessa doenca no decorrer do teste. A herancga da
resisténcia a alternaria em Citrus tem sido classificada como qualitativa, sendo controlada
por um alelo recessivo (Kohmoto, 1991). Desta forma, o alelo dominante é responsével
pela expressdao do gendtipo suscetivel e o alelo recessivo pela expressio do gendtipo
resistente.

Os parentais utilizados para a obtencdo dos hibridos foram assintométicos. A
laranja Péra € resistente a MMA (Stuart et al., 2009) e o Hibrido 163 foi obtido a partir
do cruzamento entre tangor Murcott (C. reticulata x C. sinensis), classificado como
gendtipo heterozigoto suscetivel (Cuenca et al., 2013), e laranja Péra. Observa-se que os
resultados obtidos nao estdo de acordo com o esperado para uma caracteristica controlada
por um alelo recessivo. Assim, outro gene pode estar envolvido no controle desta
caracteristica.

Campos et al. (2017) avaliaram os hibridos do presente estudo para a caracteristica
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) mancha marrom da alternaria.
Nos hibridos que apresentaram sintomas da doenca, foi observada uma grande amplitude
para os valores de AACPD, os quais variaram de 14,4 a 2.387,6. A amplitude observada
¢ um indicativo de que mais de um gene estd controlando a resisténcia a MMA. Esta
medida, AACPD, € utilizada nos estudos de doencas policiclicas, especialmente aquelas
relacionadas com a resisténcia quantitativa (Jeger e Viljanen-Rollinson, 2001). Diferentes
graus de resisténcia/ suscetibilidade entre hibridos sugerem que mais de um gene deve
estar envolvido no controle genético do cardter (Peever et al., 2000).

As estimativas dos parametros genéticos para a caracteristica avaliada estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Estimativas dos parametros genéticos relacionados a resisténcia a mancha
marrom da alternaria, Alternaria alternata, em uma populacdo de Citrus.
Caracteristica hs CVyi% CV,% CV, 1,  Média

Resisténcia a alternaria 0,96 61,15 8,63 7,08 0,99 0,72

hé:herdabilidade individual no sentido amplo; CVy;%: coeficiente de variagdo genotipica; CV,%:
coeficiente de variagdo residual; CV.: coeficiente de variagdo relativo; 7,4 acurdcia da seleg@o.

A estimativa de herdabilidade no sentido amplo, ou seja, considerando os efeitos
aditivos e devido aos desvios de dominancia, foi igual a 0,96 (Tabela 1). Este parametro
expressa a propor¢do da variancia fenotipica que € explicada por fatores genéticos e
apresenta valor considerado de alta magnitude (Resende, 2002). Quanto maior o valor da
herdabilidade menor € a influéncia do ambiente na expressdo do carater, sendo este
governado por um ou pouco genes (natureza qualitativa).

As estimativas obtidas indicam que a selecdo pode ser realizada com alta
confiabilidade, fato que pode ser comprovado pelos altos valores do coeficiente de
determinacdo dos efeitos genéticos (hé) e da acurécia da selecdo (Tabela 1). A estimativa
da acuricia é considerada de alta magnitude (0,99) (Resende e Duarte, 2007), sendo
considerada satisfatéria para inferir sobre os valores genotipicos dos individuos em
avaliacdo (Brasileiro et al., 2013).

O coeficiente de variagdo relativo (CV,.) refere-se a razdo entre o coeficiente de
variagdo genética e o coeficiente de variacdo residual. Vencovsky e Barriga (1992)
afirmaram que quando a estimativa do CVj;. € superior a 1, a varidvel apresenta elevado
controle genético e é pouco influenciada pelo ambiente. Este resultado corrobora com a
natureza qualitativa da resisténcia a mancha marrom de alternaria.

Na andlise de GWS foram utilizados os marcadores que apresentaram MAF
(Minimum Allele Frequency) > 0,05 e Call Rate > 0,95, um total de 6.637 marcadores.
Considerando o tamanho do genoma de Citrus igual a 367Mb (Xu et al., 2013), a
densidade de marcadores utilizada neste estudo foi de aproximadamente um marcador
para 56 kb. A utilizagdo de um marcador a cada cM € suficiente para a obtencdo de
predicdes acuradas com a GWS, desde que os marcadores estejam em desequilibrio de
ligacdo (DL) com os variantes causais das caracteristicas fenotipicas (Resende et al.,
2008).

As estimativas dos parametros referentes a selecdo gendmica estdo apresentados

na Tabela 2.

42



Tabela 2. Resultados experimentais da Selecio Gendmica Ampla (GWS) para resisténcia
a Mancha Marrom da alternaria, Alternaria alternata, em uma populagdo de
melhoramento de Citrus.

7ot 2 2
Caracteristica h Tyy héws W Ty b Tyg Tyge

Resisténcia a alternaria 0,95 0,99 046 049 041 1,21 042 0,87

h?: Herdabilidade baseada em fendtipos; 7, Acurdcia da selegdo fenotipica com base no método
REML/BLUP fenotipico; h2,,s: Herdabilidade baseada em marcadores obtida por meio da GWS; Tyg:

Capacidade preditiva da GWS; 1 4: Acurédcia da GWS; by: indicador do viés da predigdo; w = hZ,,s/h%:

Proporg¢do da herdabilidade baseada em fenétipos capturada pelos marcadores; 1, 5.: Acurdcia esperada da
GWS.

A fracdo da herdabilidade capturada pelos marcadores (w) foi igual a 0,49 (Tabela
3). Nota-se que a fracdo da herdabilidade ndo capturada pelos marcadores foi igual a 51%.
Este fato indica que os alelos causadores da variagdo genética nao estdo em completo DL
com os marcadores SNP utilizados. O DL ¢ uma medida de dependéncia entre dois ou
mais locos (Resende et al., 2008) e, seu valor reduz quando a distancia entre os locos
aumenta (Goddard e Hayes, 2007).

A capacidade preditiva (ry4) € calculada por meio da correlagdo entre os valores
observados e os valores preditos, fornecendo, desta forma, a capacidade dos marcadores
em informar sobre o fendtipo (Resende et al., 2012). As estimativas da capacidade
preditiva tendem a ser maiores para caracteristicas que apresentam alta herdabilidade
(Legarra et al., 2008), desde que os marcadores estejam em DL com as variantes causais
da resisténcia a MMA. Este padrdo nao foi observado, o que pode ser constatado pelo
valor da estimativa da capacidade preditiva (1, 5= 0,41).

O viés da predicao da GWS € obtido por meio do coeficiente de regressao (b) do
valor fenotipico observado sobre o valor predito, e foi igual a 1,21. Com base no que foi
descrito por Resende et al. (2014), a variancia genética para a carateristica resisténcia a
mancha marrom de alternaria estd subestimada, uma vez que, o valor de b foi superior a
1(1,21).

A estimativa da acurdcia com base nos fenétipos (0,99) foi superior aquela obtida
por meio da GWS (0,42) (Tabela 3). A estimativa da acurdcia da GWS € considerada
intermediaria (0,3 < r < 0,7) para a caracteristica resisténcia a mancha marrom de
alternaria, com base no critério apresentado por Minamikawa et al. (2017), e foi inferior

a acurécia esperada, com base na formula proposta por Resende (2008).
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A herdabilidade do cardter e o nimero de loci que o controlam sdo alguns dos
fatores que influenciam a acuricia da selecdo gendmica (Grattapaglia e Resende, 2011).
Além da arquitetura genética do cardter, o tamanho da populagdo e o nimero de
marcadores utilizados contribuem para o aumento da acuracia da GWS (Li et al., 2018).
O tamanho da populagdo utilizado é considerado reduzido quando comparado aos
sugeridos para estudos de GWS (Meuwissen et al., 2001). No entanto, quando estdo
sendo estudadas caracteristicas qualitativas, populacdes pequenas podem ser utilizadas
para a detec¢ao de marcadores associados a caracteristica (Cao et al., 2016).

No presente estudo, a utilizacdo de um maior nimero de marcadores nao € um
fator determinante para o aumento da acurécia seletiva da GWS, a menos que estes
marcadores estejam em completo DL com os genes responsdveis pela resisténcia a
mancha marrom de alternaria. Assim, a acurdcia da selecio gendmica € também
dependente do padrdao de DL, visto que a abordagem GWS € baseada no DL entre os
marcadores e os QTL (Mewissen et al., 2001).

Jannink et al. (2010) afirmaram que a acuricia da selecdo gendmica ndao depende
apenas do numero e do tamanho do QTL, mas também do DL entre os marcadores e os
variantes causais, uma vez que, a variacdo genética explicada por cada marcador é
determinada pelo nivel de DL entre os marcadores e os QTL ligados aos marcadores.

O aumento do nimero de marcadores pode ser util para a identificacdo de
variantes causais (Li et al., 2018), uma vez que, o parametro chave da acurdcia da GWS
€ a propor¢do da variancia do cardter explicada pelos marcadores, o qual € dependente do
DL entre o QTL e o marcador ou uma combinagao linear de marcadores (Goddard, 2009).

A estimativa de acurdcia obtida corrobora com o fato de que os marcadores SNP
utilizados no presente estudo ndo sdo tdo informativos para a caracteristica analisada.
Como a caracteristica analisada € de natureza qualitativa (Kohmoto, 1991), a obteng@o de
alta acurécia estd diretamente relacionada com a utilizacdo de marcadores SNP em alto
DL com os genes responséveis pela resisténcia a mancha marrom de Alternaria alternata.

Cuenca et al. (2016) fizeram o mapeamento de ligacdo de uma progénie de citros
proveniente do cruzamento entre um gendtipo heterozigoto suscetivel e um resistente a
MMA, para identificar genes candidatos a resisténcia a MMA e desenvolver marcadores
para serem utilizados na selecdo assistida por marcadores (SAM). Os autores
identificaram nove marcadores SNP relacionados a resisténcia a MMA. O SNP 8§
(cromossomo 3, posi¢do 25862085), mapeado a 0,4 cM do gene de resisténcia a MMA,

foi selecionado para ser utilizado na selecio de genétipos resistentes. Os nove SNP

44



identificados no estudo de Cuenca et al. (2016), relacionados a resisténcia, ndo estio
presentes nos marcadores SNP utilizados no presente estudo.

Para caracteristicas que apresentam variantes causais com maiores efeitos
responsaveis pela sua expressao € primordial a utilizacdo de SNP em alto DL com estes
para a obtencao de altas acurdcias para GWS (Kumar, 2012). Li et al. (2018) observaram
que a utilizacdo de SNP significativamente associados a tolerdncia a seca em Cicer

arietinum L. promoveu a melhoria da predicdo da acurdcia da GWS.
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CONCLUSOES

A resisténcia a MMA € uma caracteristica qualitativa (alta herdabilidade) que
deve ser governada por mais de um gene.

A utilizag@o de marcadores em alto DL com os genes responséveis pela resisténcia
a MMA, ou de marcadores significativamente associados, proporcionard o aumento da

acuracia da GWS.
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CONCLUSOES GERAIS

A GWS € uma estratégia de sele¢do que apresenta potencial para ser utilizada em
programas de melhoramento genético de Citrus, visto que hd a possibilidade de redugdo
do ciclo seletivo e, consequentemente, ganho por unidade de tempo.

A obteng¢do de altas acurdcias na GWS para a selecdo de caracteristicas
classificadas como qualitativas, caracteristicas que sofrem pouca influéncia do ambiente
e € governada por um pequeno nimero de genes, ird depender diretamente da utilizacdo
de marcadores moleculares que estejam em alto desequilibrio de ligacdo com os genes

responsaveis por tais caracteristicas.

51



