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RESUMO

SILVA, Ruane Alice da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2019. Estudo de
associacao genomica ampla (GWAS) em Coffea arabica. Orientadora: Eveline Teixeira
Caixeta. Coorientadores: Moysés Nascimento e Tiago Vieira Sousa.

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) tém sido utilizados mundialmente para
vérias espécies de importancia econdmica. A metodologia possibilita inferir sobre as relacdes
entre variacoes genéticas e caracteristicas fenotipicas, em nivel populacional, detectando
efeitos significativos por meio de testes de hipoteses. O GWAS demonstra grande relevancia
nos programas de melhoramento, sobretudo de espécies perenes, tendo como principal
objetivo identificar regides cromossdmicas e genes candidatos para o controle genético de
determinada caracteristica. No entanto, em Coffea arabica, espécie de maior importancia
econdmica do género Coffea, existem poucos estudos publicados utilizando essa metodologia.
Assim, objetivou-se a identificacdo de regides cromossOmicas que apresentam associacdes
significativas entre marcadores e caracteristicas fenotipicas de importancia para a espécie C.
arabica, por meio de GWAS e selecionar SNP associados para serem utilizados em selecdes
assistidas por marcadores moleculares. A populacio de trabalho foi composta por 195
individuos de C. arabica, pertencentes a 13 familias em geracdoes F», retrocruzamentos
suscetiveis e retrocruzamentos resistentes a ferrugem do cafeeiro. As plantas foram
fenotipadas para 18 caracteristicas agrondmicas durante trés anos consecutivos (2014, 2015 e
2016) e genotipadas por 21.211 marcadores moleculares SNP distribuidos em todo o genoma.
O GWAS possibilitou a identificacio de 110 SNP com associacdes significativas (p<0,05)
para as caracteristicas: altura de plantas (AP), comprimento de ramos plagiotrpicos (CRP),
nimero de nds vegetativos (NNV), diametro da copa (DCo), tamanho de fruto (TFr),
incidéncia de cercosporiose (Cer) e incidéncia de ferrugem (Fer). Foram analisados os efeitos
de cada marcador SNP associado com as caracteristicas de interesse e, dessa forma, esses
marcadores poderdo ser usados, posteriormente, na selecOes assistidas por marcadores
moleculares (SAM). Esse foi o primeiro trabalho de GWAS para essas caracteristicas
agronomicas em C. arabica e apresentou resultados promissores para os programas de

melhoramento da espécie, confirmando a eficiéncia da metodologia.

Palavras-chave: Melhoramento do Cafeeiro. Marcadores SNP. Selecdao Assistida por

Marcadores.



ABSTRACT

SILVA, Ruane Alice da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2019. Genome-
wide association Study (GWAS) in Coffea arabica. Adviser: Eveline Teixeira Caixeta. Co-
advisers: Moysés Nascimento and Tiago Vieira Sousa.

Genomic wide association studies (GWAS) have been used worldwide for several species of
economic importance. The methodology permit to infer the relationship between genetic
variation and phenotypic characteristic at the population level, detecting significant effects
through hypothesis testing. GWAS shows great relevance in breeding programs, especially
for perennial species, aiming to identify chromosomal regions and candidate genes for the
genetic control of a trait of interesting. In Coffea arabica, the most economically important
species of the genus Coffea, there are few published studies using this methodology.
Therefore, the objective of this work was to identify chromosomal regions that present
significant associations between markers and phenotypic characteristics of importance to the
species C. arabica, by means of GWAS. We also select associated SNP to be used in marker-
assisted selection (MAS). The working population consisted of 195 C. arabica individuals,
belonging to 13 families in F> generations, susceptible backcross and resistant backcross for
coffee rust. Plants were phenotyped for 18 agronomic traits in three consecutive years (2014,
2015 and 2016) and genotyped by 21.211 SNP molecular markers distributed throughout the
genome. The GWAS allowed the identification of 110 SNP with significant associations
(p<0.05) for the characteristics: plant height (PH), plagiotropic branch length (PBL), number
of vegetative nodes (NVN), crown diameter (DC), fruit size (FS), incidence of cercosporiosis
(Cer) and incidence of rust (Rus). The effects of each associated SNP with the traits were
obtained, allowing the future use of these markers for MAS. This is the first work of GWAS
for agronomic characteristics in C. arabica and promising results were obtained for the

breeding programs of the species, confirming the efficiency of the methodology.

Keywords: Coffee Breeding. SNP Markers. Marker-Assisted Selection.



SUMARIO

INEFOAUGAO . .. eeie et e et e e e e e e e et e e e e e e e e e neabaaeeeas 9
Material € MELOAOS. ......ueieiiiiiiiiiiiiee et 11
Conduc@o eXPerimental.........coeeeuuiiiiiiiieeiiiiiiiiiiee e e e et e e e e e e e st e eeeeeessaens 11
Material ENELICO ....cceiiiiiiiiiiiiiee ettt e et e e e e e et e e e e e e e et eeaaeeeeeas 11
AValiagOes fENOtIPICAS ...uuvvvriiiieeeeeeiiiiiiieeee e e e e e e e e e et e e e e e e e e enaaaareeeeeeeens 12
Andlises dos dados feNOIPICOS ...eeevveriiiiiiiieeeieiiiiieeee e e e e e ee e e e 12
Extracao do DINA ENOMICO ....cceeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiirieeeeeeeeeiiiarreeeeeeeeesnenaaaeaeeeeeans 14
Andlises de qualidade dos SNP............uviiiiiiiiiie e 14
Identificacdo dos SNP em Coffea arabica..................ccccccoeveeeiiinniiiiiniiiiiiieenn. 15
Estudo de associacao gendmica ampla..........ccoocueeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 15
[dentificagao d€ ENES ........eeieiiiiiiiiiiiiiieee e 16
Resultados € dISCUSSAO ...ceeeiiiiiiiiiiiiiiiie it 16
CONCIUSDES. ...ttt et ettt e et e ettt et e et e et eeeabeeesb bt eebbee aeennaeennne 35

Referéncias BibIOGrafiCas ..........cceviiiviiiiiiiiiiic e 36



Introducao

O café é a segunda bebida mais consumida mundialmente, com o Brasil no dpice do
ranking de maior produtor e exportador de café do mundo (Oec, 2018). Além disso, o cendrio
brasileiro, diante da variedade de condi¢des edafoclimdticas, proporciona uma diversidade de
sabores da bebida, tornando o produto ainda mais diferenciado e apto para atender a demanda
do mercado interno e externo (Mapa, 2018). Dentre as espécies do género Coffea, Coffea
arabica e Coffea canephora sdo as de maior importancia econdmica (Combes et al., 2000),
sendo ambas cultivadas no Brasil.

Diante da importancia da cultura do café, se faz necessario promover pesquisas que
contribuam para maior rentabilidade e sustentabilidade da sua cadeia produtiva. Nesse
contexto, o melhoramento genético é um dos responsaveis por proporcionar avancos por meio
do desenvolvimento de cultivares que atendam as exigéncias do mercado (Carvalho et al.,
2011; Oliveira et al., 2010). Contudo, o processo de melhoramento € demorado,
multidisciplinar e continuo, e para tornd-lo mais rapido e eficiente, recomenda-se a aplicacao
de ferramentas inovadoras, como o uso da biotecnologia, que podem contribuir para o
progresso genético da cultura (Mishra e Slater, 2012; Ferrao et al., 2015).

A espécie C. arabica ¢ mundialmente reconhecida pela elevada importancia
economica. Essa espécie € alotetraploide (Clarindo e Carvalho, 2008) (2n = 4x = 44
cromossomos), autégama, originada do cruzamento natural das espécies diploides C.
canephora e C. eugenioides (Lashermes et al., 1999), sendo a espécie pertencente ao género
Coffea mais cultivada. No entanto, C. arabica, devido principalmente a sua origem, tipo de
reproducdo e evolucio, apresenta base genética estreita (Anthony et al., 2002).

Com programas de melhoramento bem consolidados, como o desenvolvido pela
EPAMIG/UFV/UFLA/EMBRAPA, o Brasil se destaca pelo numero de cultivares de café
registradas. No entanto, segundo Setotaw et al. (2013), apenas sete ancestrais contribuem com
mais de 97% da base genética dessas cultivares de C. arabica, o que dificulta a discriminagao
de genétipos nos programas de melhoramento. Essa discriminacdo € especialmente limitada
devido ao fato de caracteristicas quantitativas, governadas por muitos genes e muito afetadas
pelo ambiente, ndo serem classificadas em grupos fenotipicos diferentes, o que torna a selecao
visual dificultada (Falconer e Mackay, 1996).

Uma das ferramentas que vem auxiliando os programas de melhoramento sdo os

marcadores moleculares. Esses podem contribuir de forma significativa, pois, permitem



detectar a diferenca em nivel de DNA (Mishra e Slater, 2012). Atualmente existem diferentes
marcadores moleculares utilizados na espécie C. arabica para diversas finalidades (Mahé et
al.,, 2008; Alvarenga et al., 2011; Sousa et al., 2017a; Sousa et al., 2017b). Contudo, os
marcadores SNP, devido a sua facil automatizacdo permitem a genotipagem em larga escala,
otimizando o tempo de melhoramento, além de oferecer uma grande quantidade de
informacdo, pela sua abundancia no genoma (He et al., 2014).

A informacgao obtida por meio dos marcadores SNP, junto as informacgdes fenotipicas
pode ser utilizada em estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS), que, por meio de
testes de hipdteses, permite detectar efeitos significativos entre o marcador e caracteristicas
complexas (Huang e Han 2014). Esses efeitos significativos podem ser relacionados a
identificacdo de genes que controlam determinado cariter e as suas respectivas funcdes
bioldgicas (Pers et al., 2015). Além disso, o GWAS minimiza as limitacdes anteriormente
encontradas no mapeamento de QTL tradicional, pois permite maior resolucdo e pode ser
realizado em populacdes de grande variacdo genética, o que para mapeamento de QTL s6 é
possivel em cruzamentos biparentais (Korte e Farlow, 2013).

A eficiéncia do GWAS tem sido relatada em diversos trabalhos, aplicado em
diferentes culturas e caracteristicas de importancia econOmica. Para adaptacdo ao uso do
GWAS, as culturas do milho e arroz sdo citadas como modelo, pois apresentam painéis
compostos por um grande nimero de linhagens genotipadas, em vdrios ambientes e para
vérias caracteristicas (Huang e Han 2014). Para a espécie C. arabica, poucos estudos foram
realizados utilizando essa metodologia. O tdnico trabalho disponivel aborda o GWAS para
caracteristicas relacionadas a composi¢do quimica do grdo, visando a melhoria da qualidade
de bebida (Sant’Ana et al, 2018). Por isso, sdo importantes e necessdrios estudos que
envolvam outras caracteristicas de interesse para o cafeeiro, a fim de explorar a baixa
variabilidade existente nessa espécie, maximizar os ganhos genéticos e tornar o programa de
melhoramento do cafeeiro mais ripido e eficiente.

Diante do exposto, objetivou-se (i) identificar regides cromossdmicas que apresentam
associacOes significativas entre marcadores SNP e caracteristicas fenotipicas de importancia
para a espécie C. arabica por meio de GWAS; e (ii) selecionar SNP associados de acordo
com objetivo do programa para serem posteriormente validados e utilizados em selecdes
assistidas por marcadores moleculares (SAM), auxiliando os programas de melhoramento da

espécie.
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Material e métodos
Conducdo experimental

O plantio do experimento foi realizado no dia 11 de fevereiro de 2011, na estacdo
experimental do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa, em
Vigosa, Minas Gerais (20°44225" S; 42°50'52" W). As plantas foram dispostas no espacamento
de 3,0 m entre fileiras e 0,7 m entre plantas. A calagem e adubacao foram realizadas conforme
as exigéncias da cultura, e ndo foram realizados métodos de controle fitossanitdrio para

controle de ferrugem, antracnose e bicho mineiro.

Material genético

Foram selecionados para o cruzamento, seis genétipos de dois grupos contrastantes em
relacdo a resisténcia a ferrugem do cafeeiro, sendo trés genitores do grupo de cultivares
Catuai (A, C e E, suscetiveis a Hemileia vastatrix) e trés genitores do grupo Hibrido de Timor
(HdT) (B, D e F, resistentes a Hemileia vastatrix). A partir desses cruzamentos foram obtidas
13 progénies, sendo essas correspondentes as geragdes de retrocruzamentos resistentes (RCr),
retrocruzamentos suscetiveis (RCs) e F» (Figura 1). Em cada progénie foram selecionados 15

gendtipos, totalizando 195 individuos (Tabela 1).

o1 o1 —

o_

b
F 1 8 i T 6 11 5 4 L 3 L i3

Fonte: (Sousa et al., 2017).

Figura 1. Heredograma dos cruzamentos entre genitores do grupo de cultivares Catuai e
Hibrido de Timor (HdT), resultando em 13 progénies de Coffea arabica. A, C e E = gen6tipos
Catuai amarelo IAC 30, IAC 86 e IAC 64, respectivamente; B, D e F = genétipos HAT UFV
445-46, UFV 440-10 e UFV 530, respectivamente; G, H, I, J e K = hibridos oriundos de
cruzamentos entre genitores Catuai amarelos e HdT; 1, 3, 5 e 7 = progénies de geracdo de
retrocruzamento resistente; 2, 4, 6, 8 e 9 = progénies de geracdo de retrocruzamento

suscetivel; 10, 11,12 e 13 = progénies em geracao Fo.
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Tabela 1. Progénies de Coffea arabica avaliadas em Vigosa (MG).

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

F> 11 H 514-7 c-364 -
F 12 H 419-10 c-214 -
F> 13 H 513-5c-14 -

RCr = Retrocruzamento resistente; RCs = Retrocruzamento suscetivel; F» = geracdo obtida
pela autofecundacao dos hibridos F;.

Avaliagoes fenotipicas
As avaliagGes fenotipicas foram realizadas nos anos 2014, 2015 e 2016, em que, em

cada ano, se avaliou 18 caracteristicas fenotipicas de importancia agrondmica (Sousa et al.,
2019). Dentre as caracteristicas, onze foram continuas, avaliadas a partir de mensuragdes,
sendo essas, producdo (PROD), comprimento da folha (CF), largura da folha (LF),
comprimento de um ramo (CRP), nimeros de nds vegetativos (NNV), nimero de nds
reprodutivos (NNR), nimero total de frutos (NFRP), volume total de frutos (VFRP), altura de
plantas (AP), diametro do caule (Dca) e diametro da copa (Dco). As demais caracteristicas,
tamanho dos frutos (TFr), uniformidade de maturacdo dos frutos (UMat), ciclo de maturagcao
dos frutos (CMat), incidéncia de ferrugem (Fer), incidéncia de cercosporiose (Cer), infestacao
de bicho mineiro (BM) e vigor vegetativo (Vig), foram avaliadas de forma categorica,
utilizando escala de notas. As descricoes de como foram realizadas as avaliacdes de cada

caracteristica estao na Tabela 2.

Andlises dos dados fenotipicos
Os dados fenotipicos foram corrigidos para efeitos de anos, parcelas e interacdo anos x

parcelas. As andlises foram realizadas considerando os modelos lineares mistos
(procedimento  REML/BLUP), por meio do software Selegen-REML/BLUP (Resende,
2016b). Os parametros genéticos foram estimados a partir da andlise individual das 18
caracteristicas, utilizando o seguinte modelo estatistico:

y=Xu+Zg+Wp+Vr+Tb+Ri+e
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Em que:

y: Equivale ao vetor de dados;

u: Equivale ao vetor referente a média geral em cada ano de avaliacao;

g: Equivale ao vetor de efeitos de progénies (efeito aleatorio);

p: Equivale a variancia permanente entre plantas (efeito aleatdrio);

r: Equivale a variancia entre tipos de populacdes (efeito aleatério);

b: Equivale a variancia entre parcela (efeito aleatdrio);

i: Equivale a variancia da interagdo progénies X anos (efeito aleatdrio);

e: Equivale ao vetor de residuos (efeito aleatério).

As letras maidsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.
Tabela 2. Descri¢ao das avaliagdes fenotipicas realizadas nos anos de 2014, 2015 e 2016, em

Vigosa (MG).

Caracteristica Forma de avaliacao

Producao Litros de café recém colhidos por planta

Medidos em folha do 3° ou 4° par de um
ramo plagiotrépicos do terco médio da
planta

Comprimento de uma folha (cm)
Largura de uma folha (cm)

Comprimento de um ramo plagiotrépico
(cm)

Nimero de nds reprodutivos

Numero de nds vegetativos

Numero total de frutos

Volume de frutos (litros)

Medidos no ramo plagiotrépico localizado
no ter¢co médio da planta

Altura de plantas (cm) Medida do ramo ortotrépico (superficie do
solo até o ponto final de crescimento do
ramo)

Diametro da copa (cm) Medido no sentido transversal a linha de

plantio, medindo-se a maior projecdo da
"saia" do cafeeiro

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

Tamanho dos frutos maduros Avaliado por notas de 1 a 3

Uniformidade de maturagdo dos frutos Avaliada por notade 1 a 4

Ciclo de maturacao dos frutos

Incidéncia de Ferrugem Avaliada por notasde 1 a 5

Incidéncia de Cercosporiose
Infestacdo de Bicho-Mineiro

Vigor vegetativo Avaliado por notas de 1 a 10

13



Extragdo do DNA genémico
A extracdo do DNA gendmico foi realizada por Sousa et al. (2019). Extraiu-se o DNA

de folhas jovens e completamente expandidas dos 195 genétipos de C. arabica, utilizando a
metodologia proposta por Diniz et al. 2005, no Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro —
Biocafé/UFV. A concentracio do DNA foi verificada em NanoDrop2000 e sua qualidade
avaliada em gel de agarose 1%. Apds a padronizagdo da concentracdo de DNA das amostras,
as mesmas foram enviadas para empresa Rapid Genomics, localizada na Flérida/EUA, para
construcdo das sondas, sequenciamento e identificacdo dos marcadores moleculares SNP. As
andlises de qualidade das sequéncias foram conduzidas com auxilio do software Rbio

(Bhering, 2017).

Anadlises de qualidade dos SNP
Um total de 40.000 sondas de DNA foram construidas para identificacio dos

marcadores SNP e genotipagem dos cafeeiros. Destas, 10.000 sondas polimérficas foram
selecionadas (Resende et al., 2016a). Essas sondas apresentavam tamanho de 120 pb, e foram
construidas com base nas informacdes gendmicas disponiveis das espécies C. canephora e C.
arabica. Para C. arabica utilizou-se as sequéncias de ESTs (Expressed Sequence tag)
desenvolvidas pelo Projeto Genoma Brasileiro do Café (Vieira et al., 2006), visto que, o
genoma dessa espécie ainda ndo estava disponivel. As informacdes gendmicas de C.
canephora foram obtidas a partir de sequéncias ESTs de C. canephora (Vieira et al., 20006) e
do genoma de referéncia de C. canephora (Denoeud et al., 2014). Outras informag¢des acerca
da construcdo das sondas e identificacdo dos SNP podem ser consultadas em Sousa et al.
(2017).

Os 195 cafeeiros foram genotipados usando as 10.000 sondas e a metodologia de
Capture-Seq (RAPiD genomics), resultando em 21.211 marcadores SNP. Os SNP foram
submetidos a andlise de qualidade, sendo removidos 0s que ndo atenderam aos critérios
minimos estabelecidos na andlise. Os parametros de qualidade adotados foram CR (Call Rate)

igual ou superior a 90% e MAF (Minor Allele Frequency) a 5%. Para o parametro MAF o

, L - . . - 1 .
nivel critico foi estabelecido pela equacio MAF = NoTR onde N refere-se ao nimero de

individuos avaliados. Outro critério de qualidade realizado foi a eliminacdo dos falsos SNP
(Vidal et al., 2010), que pode ocorrer devido a poliploidia presente em C. arabica. A
estratégia foi a exclusdo dos SNP que ndo apresentaram variancia entre os individuos que

compOem a populagdo em estudo, ou seja, a heterozigosidade foi igual a 1. Os dados foram
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obtidos a partir do trabalho de Sousa et al. (2019), e esses foram utilizados para o estudo de

associagdo gendmica ampla.

Identificacdo dos SNP em Coffea arabica
Para a localizacdo e verificacdo da distribuicdo dos marcadores SNP no genoma de C.

arabica, realizou-se uma andlise de similaridade BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), entre as sequéncias das sondas originadas do genoma de C. canephora com o genoma
de C. arabica. Por meio da localizacdo da sequéncia de cada sonda, foi identificada a posi¢cao

do SNP no genoma de C. arabica.

Estudo de associagcdo genomica ampla
Para a realizacdo das andlises do estudo de associacdo genOmica ampla, a estrutura

genética da populacdo foi obtida por meio das andlises de componentes principais (PCA),
utilizando a fungdo prcomp do software R. A metodologia de PCA foi aplicada aos dados
genotipicos para obter os componentes principais (CP) que capturam a maior parte da
varia¢do genética. Essa técnica multivariada permite a reducao da massa de dados, com menor
perda possivel da informacdao (Hongyu et al., 2016). O percentual minimo adotado para
explicacdo da variacdo total foi igual a 85%, e os componentes principais obtidos foram
utilizados como covaridveis no modelo de GWAS, para detectar SNP associados as
caracteristicas fenotipicas.

O modelo geral do GWAS ¢€ dado por:

5
Yi]'k* = Hu + SNPI + Z PC]k + Ei]'k
k=1

Em que:

Yjjx *: Equivale ao fenétipo ajustado;

p: Equivale a média da populacio;

SNPi: Equivale ao efeito fixo do i"SNP, ajustado como uma covaridvel (efeito de substituicio
do alelo);

PCy;: Equivale ao efeito fixo do k "componente principal individual K;

&jk- Equivale ao erro associado ao Yjji *.

O vetor 0 = [u, SNPi,PCjk]T representa parametros desconhecidos. O Threshold adotado foi

de —log 10(2,54e-"%), —log (5,08e-"7) calculado com base na correciio do método de Bonferroni
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para testes multiplos (¢ *= a /m onde m foi o nimero total de SNP usados na andlise de
associagdo) para identificar SNP significativos a 5% e 1% respectivamente.

Para quantificar o efeito dos alelos favordveis, de acordo com o objetivo do programa
de cafeeiro, estimou-se a razdo entre a média fenotipica dos individuos que possuem um

especifico par de alelos e toda a populagdo:

Rz = (us/ug)-1*100

Em que:
Rz: Razdo entre a média fenotipica dos individuos que possuem um especifico par de alelos e
toda a populacao;
us: Média fenotipica dos individuos selecionados para 0,1,2 alelos;
ug: Média geral de todos os individuos.

O desequilibrio de ligagio foi estimado utilizando o pardmetro r’, entre SNP
localizados em uma mesma regido do genoma. As andlises de DL foram realizadas por meio

de scripts personalizados no software R.

Identificacdo de genes e anotagdo funcional
Ap6s o estudo de associagdo gendmica ampla, os SNP com associagdes significativas

foram analisados para a identificacdo de SNP localizados dentro de genes. As andlises foram
realizadas por meio de scripts personalizados no software Phython v3.6. Essa andlise permitiu
a identificagdo dos genes em que os SNP estdo inseridos. Posteriormente, foi analisada a
anotacdo funcional dos genes contendo os SNP, utilizando como base o genoma de referéncia

de C. arabica (NCBI, 2019).

Resultados e discussao

Andlise dos marcadores SNP
Com o intuito de garantir maior qualidade da genotipagem foram eliminados os SNP

que ndo atenderam aos critérios minimos de qualidade estabelecidos por meio dos parametros
de MAF e Call Rate. Foram também excluidos os SNP que ndo apresentaram variancia entre
os individuos da populacdo em estudo devido a poliploidia da espécie Coffea arabica. Essa
filtragem resultou na reducdo de 3,46% do total de marcadores SNP, que passaram de 21.211
para 20.477, garantindo maior controle de qualidade da genotipagem, e, consequentemente,

maior eficiéncia no GWAS (Turner et al., 2011; Sousa et al., 2019).
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A andlise de similaridade por meio do best hit permitiu a identificacdo de 19.623 SNP
no genoma de C. arabica. Essa redugdo de 3,93% do total de marcadores SNP se deve ao fato
de que a maioria das sondas para identificacio dos SNP foram obtidas com base no genoma
de referéncia de C. canephora (Resende et al., 2016a ; Sousa et al., 2017)e algumas delas nao
apresentaram alinhamento significativo com o genoma de C. arabica. E, além disso, algumas
sondas apresentaram alinhamento significativo, porém, a regido alinhada ndo era a regido
onde os SNP estavam localizados. A andlise de similaridade garante a confiabilidade dos
dados, fornecendo informagdes precisas sobre a posi¢do dos SNP na espécie em estudo e
demostrando que todo o genoma de C. arabica foi analisado.

Ap6s as andlises de qualidade e de similaridade, foram identificados 19.623 SNP
distribuidos pelo genoma de C. arabica. Esse niimero de SNP identificado € superior ao
estudo de GWAS publicado por Sant’Ana et al. (2018), onde foram avaliadas caracteristicas
relacionadas a composi¢do quimica do grao, trabalhando com um conjunto inicial de 6.696
marcadores SNP, dos quais foram selecionados 2.587 apds a filtragem dos dados.

A genotipagem permitiu identificar SNP amplamente distribuidos pelo genoma de C.
arabica, identificados em todos os cromossomos da espécie (Figura 2). Foram identificados
também alguns SNP em sequéncias nao ordenadas, isso porque, mesmo com o genoma de
referéncia sequenciado, alguns scaffolds nao foram agrupados em nenhum dos cromossomos.
Esses scaffolds foram agrupados em um conjunto denominado Uncharacterizad chromossome
(Unchr) (NCBI, 2019).

O ndmero de SNP por cromossomo variou de 479 (Unchr) a 2.965 (cromossomo 2).
Como C. arabica é um alotetraploide (Clarindo e Carvalho, 2008), proveniente de C.
canephora e C. eugenioides (Lashermes et al., 1999), o seu genoma € dividido em dois
subgenomas, um de cada espécie de origem. Dessa forma, as informagdes gendmicas estao
representadas por dois conjuntos de cromossomos, um referente a C. canephora € o outro

referente a C. eugenioides (Figura 2).
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Figura 2. Marcadores moleculares SNP distribuidos ao longo dos 11 cromossomos e no Un
characterizad chromossome (Unchr) posteriormente ao alinhamento com genoma de C.

arabica.

Estudo de associagdo genomica ampla

Para a andlise do estudo de associa¢do gendmica ampla, os valores fenotipicos foram
corrigidos para efeitos de anos, parcelas e interacdo anos x parcelas, por meio da metodologia
REML/BLUP. O GWAS possibilitou a identificacio de 110 SNP com associa¢des
significativas a um nivel de 5% de probabilidade e 42 SNP com associacdes significativas a
1%, para sete das 18 caracteristicas agronOmicas estudadas. As caracteristicas agrondmicas
que apresentaram associacOes significativas foram: altura de plantas, comprimento do ramo
plagiotrépico, didmetro da copa, nimero de nds vegetativos, tamanho de fruto, incidéncia de
ferrugem e incidéncia de cercosporiose. Nas andlises desse trabalho foram considerados os
SNP com associacdo significativa a 5%. Ressalta-se que todas as caracteristicas agronomicas
avaliadas no presente trabalho sdo fundamentais para o desenvolvimento de cultivares de café
que atendam as principais exigéncias do mercado, e que ainda ndo haviam sido trabalhadas
em GWAS. O GWAS € uma ferramenta capaz de identificar locos e genes candidatos para
caracteristicas de cardter quantitativo (Su et el., 2019).

Para as caracteristicas producdo (PROD), comprimento de uma folha (CF), largura de

uma folha (LF), nimero de nés reprodutivos (NNR), niimero total de frutos (NFRP), volume
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total de frutos (VFRP), diametro do caule (Dca), uniformidade de maturacdo (UMat), ciclo de
maturacdo (CMat), vigor vegetativo (VIG) e incidéncia de bicho-mineiro (BM) nio foram
identificados SNP com associacdes significativas com limiar (Threshold log 10 P) adotado de
2,54e-% e 5,08e-"calculado com base na correcio do método de Bonferroni. A correcdo de
Bonferroni visa controlar globalmente ao nivel a de significincia para todos os testes
realizados (Miller, 1981). De acordo com Resende et al. (2017), a GWAS capta uma
proporcdo pequena da variacdo genotipica, pois avalia cada alelo individualmente, por isso,
para algumas caracteristicas que apresentam herancas mais complexas, a metodologia pode
ser limitada. Nesse caso, a caracteristica pode ser controlada por muitos alelos raros, cada um
deles apresentando grande efeito sobre o fenétipo, ou, pode apresentar muitos alelos comuns
de pequenos efeitos e esses ndo conseguem ser detectados (Gibson, 2012).

Sousa et al. (2019) utilizaram as mesmas populacdes de melhoramento de C. arabica e
as mesmas caracteristicas desse trabalho para o estudo de selecio gendmica. Seus resultados
corroboram com os encontrados neste trabalho, pois as caracteristicas que ndo apresentaram
SNP com associacdes significativas PROD, CF, LF, NNR, NFRP,VFRP, Dca, UMat, CMat,
VIG e BM obtiveram baixa herdabilidade genomica (0,26; 0,29; 0,32; 0,23; 0,34; 0,25; 0,16;
0,28; 0,31; 0,34; 0,30, respectivamente). Além disso, foram as caracteristicas que
apresentaram as maiores estimativas do nimero de QTL que controlam a caracteristica (751;
3981; 17758; 1157; 1081; 1658; 14775; 1313; 440; 476, respectivamente), exceto NNR, para
a qual o nimero de QTL ndo foi estimado. Esses resultados confirmam a complexidade das
caracteristicas, e, justifica a ndo captura da variacdo pela metodologia de GWAS para essas

caracteristicas.

Estudo de associacdo genémica ampla para altura de plantas

Cinquenta e seis SNP apresentaram associagOes significativas para a caracteristica
altura de plantas (p<0,05) (Tabela 3), distribuidos nos cromossomos 2 (chr2), 6 (chr6), 7
(chr7) e Unchr (Uncharacterizad chromossome) (Figura 3). Visto que o Unchr € constituido
por um conjunto de scaffolds com sequéncias ndo ordenadas, as informagdes encontradas
nesta regido nao foram discutidas no presente trabalho. Portanto, considerou-se 55 SNP
informativos associados a altura de plantas.

A partir dos valores da razdo entre a média fenotipica corrigida dos individuos que
possuem um dos alelos especifico e toda a populacdo, foi possivel determinar, em termos
percentuais, o efeito do alelo de interesse que resulta na melhoria da caracteristica AP no

contexto do melhoramento (Tabela 3). Dessa forma, esse efeito permite identificar os alelos
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favordveis, associados a redu¢do de AP, uma vez que os programas de melhoramento do

cafeeiro buscam selecionar plantas de porte baixo para facilitar os tratos culturais e

principalmente a colheita.

Tabela 3. SNP com associa¢Oes significativas (p<0,05), posicdo, alelos favordveis e efeitos

associados a reducdo de altura de plantas.

SNP Chr Posicdo  p-value R? Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V17031 chr7_c 677592  1,03E-06 0,11360 C/T T 4,63859
V16847* Unchr 806813  9,95E-07 0,13497 C/G G 7,42445
V16042 chr2_e 12528092 §,18E-07 0,13986 T/G T 8,59216
V15899 chr6_e 16766939  §8,84E-07 0,11037 T/C T 5,81278
V15914 chr6_e 17010018 4,41E-07 0,11965 A/G G 6,11464
V15959 chr6_c 18653343 1,02E-06 0,13359 T/G T 7,84281
V15966 chr6_c 18683698 5,12E-08 0,16420 G/A A 9,32675
V15967 chr6_c 18683725 1,15E-06 0,13684 C/T T 8,03744
V16012 chr6_c 19668205 1,56E-06 0,13291 G/T T 7,58232
V16014 chr6_c 19668268 6,28E-07 0,14141 T/C C 8,56697
V16027 chr6_c 19711172  2,52E-06 0,12814 A/G G 7,79241
V16029 chr6_c 19711182 1,75E-06 0,13192 A/T T 7,81282
V16050 chro_c 20516595 2,37E-07 0,14913 A/T A 8,43056
V16102 chr6_e 20768840 1,93E-06 0,13382 A/T A/T 4,70157
V16099 chr6_c 21356008 1,25E-06 0,10790 C/T T 19,56234
V16297 chr6_c 26782635 1,93E-06 0,12073 C/A C 5,29129
V16298 chr6_c 26782664 1,83E-06 0,11905 C/T C 5,12150
V16293 chr6_c 26937789  3,99E-07 0,14288 C/T T 7,50054
V16294 chr6_c 26937799 1,68E-07 0,15273 G/A G 7,62358
V16295 chr6_c 26937808 1,22E-06 0,13603 A/G A 7,40663
V16296 chr6_c 26937817 2,99E-07 0,14881 G/A G 7,88765
V15785 chr6_c 30136750 9,53E-07 0,10301 T/C C 4,60664
V15786 chr6_c 30136754 1,60E-07 0,11814 A/C C 4,98635
V1190 chr6_c 30457537 1,53E-06 0,13143 T/C C 21,21391
V15787 chr6_c 30968458 7,64E-07 0,13943 A/G A 7,66001
V1094 chr6_c 31352169 2,34E-06 0,13012 C/T T 7,18741
V16180 chr6_c 32858769 2,93E-07 0,14951 G/A A 8,48874
V16206 chr6_c 33299570 1,57E-07 0,15237 A/G G 8,46431
V1666 chr6_c 33759015 1,21E-07 0,15923 T/G G 7,90736
V1504 chr6_c 34372993 1,04E-06 0,13284 G/T G 6,92785
V16508 chr6_c 34559139 1,39E-06 0,10804 T/C T 4,87099
V16509 chr6_c 34559142 1,79E-06 0,10844 T/C T 4,88017
V16482 chr6_c 34836377 2,32E-06 0,12723 G/A G 6,92015
V16481 chr6_c 34852348 3,98E-07 0,14382 A/G A 8,26294
V16476 chr6_c 34852929 3,19E-07 0,13838 T/C T 6,63111
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Continuagio...

SNP Chr Posicdo  p-value R? Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V16479 chr6_c 34852983  §,28E-08 0,15060 A/G A 7,22469
V16480 chr6_c 34852993 4,04E-07 0,13818 A/G A 6,83245
V1690 chr6_c 35004072 2,07E-06 0,10846 G/A G 7,98351
V16589 chr6_c 37176686 1,31E-06 0,12377 G/A G 6,12801
V2101 chr6_c 37696025 1,98E-07 0,15070 A/C C 7,83073
V40 chr6_c 37767529 1,75E-06 0,12640 T/A T 7,68267
V41 chr6_c 37767535 1,79E-06 0,12654 T/C T 7,70794
V42 chr6_c 37767560 2,05E-06 0,12198 T/C T 7,51621
V16391 chr6_e 43620472 5,09E-07 0,14393 T/A A 8,11656
V16392 chr6_e 43620494 2,50E-07 0,15093 G/A A 8,17788
V16395 chr6_e 43620540 9,61E-07 0,13135 C/T T 7,41266
V16418 chr6_e 47341413 1,37E-06 0,12705 T/C C 7,32441
V16762 chr6_e 51038354 8,60E-07 0,12894 C/A A 7,62583
V16744 chr6_e 51085545 1,93E-07 0,14412 G/A A 7,80832
V16709 chr6_e 51312825 2,21E-06 0,10674 G/C C 5,65360
V16630 chr6_e 51939316 1,50E-06 0,12542 A/G A 7,61825
V16336 chr6_c 54173849 9,68E-07 0,13528 A/G G 7,77570

* SNP localizados no Unchr.
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Figura 3. Grifico de Manhattan para altura de plantas. Os SNP acima da linha tracejada
horizontal mostram a significincia com um limiar moderadamente restrito de —logio
(0,01/19.623). Graficos acima da linha continua horizontal mostram a significincia com um
limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam graficos para diferentes
cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).
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Os alelos favoréveis e os efeitos dos SNP associados a reducdo de altura de plantas
estdo apresentados na Tabela 3. Os efeitos associados a redugdo de AP variaram de 4,61%
(V15785) a 21,21% (V1190). Os SNP V1190 e V16099 apresentaram os maiores efeitos
associados a reducdo de AP, 21,21% e 19,56% respectivamente. Associagdes com maiores
efeitos geralmente sdo mais uteis em programas de melhoramento (Su et el., 2019).

Dentre os 55 SNP associados a AP (Tabela 3), 96,36% estdo localizados no
cromossomo 6, e o restante, 3,64%, estdo no cromossomo 2 e 7. Essa grande fracdo de SNP
no cromossomo 6 pode sugerir um provavel QTL no controle dessa caracteristica. A posicao
dos 53 SNP localizados no cromossomo 6 estd apresentada na Figura 4. Foram identificados
42 SNP no subgenoma de C. canephora e 11 SNP no subgenoma de C. eugenioides. Com
base na posicdo dos 53 SNP associados com o fendtipo corrigido para altura de plantas
identificados no cromossomo 6 (Figura 4), pode-se sugerir que as informagdes gendmicas
provenientes dos dois subgenomas possivelmente estdo atuando no controle dessa
caracteristica. Contudo, a maior quantidade de SNP foram localizados na parte do subgenoma
referente a C. canephora.

Diante do ndmero elevado de SNP no cromossomo 6, realizou-se a andlise de
desequilibrio de ligacio (DL) com os SNP significativos para AP localizados neste
cromossomo. A andlise foi realizada para cada conjunto cromossdmico, um referente a C.
canephora e o outro referente a C. eugenioides (Figura 5). Por meio do r* identificou-se SNP
em DL. No conjunto cromossdmico referente ao subgenoma de C. eugenioides destaca-se os
SNP V16391 e V16392 em forte DL. No conjunto cromossdmico referente ao subgenoma de
C. canephora identificou-se blocos em DL. Identificou-se um bloco maior que se estende do
SNP V16478 ao V16295, e outro bloco menor que se estende do SNP V40 ao V42 (Figura 5).
Essas informagdes sdo de suma importancia, pois podem auxiliar na sele¢Oes assistidas,
permitindo selecionar os hapldtipos desejaveis. Essa estratégia resulta em reducio do tempo

dos programas de melhoramento (Su et el., 2019).
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Figura 4. Posicdo dos SNP no cromossomo 6 no genoma de C. arabica. O C€ representa o
cromossomo referente ao subgenoma de C. canephora e o CF representa a parte do

subgenoma referente a C. eugenioides.
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Figura 5. Bloco de desequilibrio de ligagdo formado por SNP com associa¢des significativas
para AP localizados em uma regidao no cromossomo 6 de C. canephora (A) e C. eugenioides

(B). Os valores de r* sdo indicados usando a intensidade da cor na parte inferior direita.

A andlise de identificacdo de genes com base nas informag¢des do NCBI (2019)
permitiu detectar 16 SNP associados ao fenétipo corrigido AP, inseridos em genes (Tabela 4).
Identificou-se diferentes SNP inseridos no mesmo gene, como os SNP V16042, V15966 e
V15967 localizados no gene denominado LOC113691295, anotado como Histidina - tRNA
ligase, cloropldstico/mitocondrial. Os SNP V40, V41 e V42 foram identificados no gene
denominado LOC113693412, anotado como provéavel proteina-quinase semelhante a receptor
rico em leucina, at5g49770. Os SNP V16508, V16509, V16630 e V17031 foram localizados
inseridos em genes, no entanto, os genes ndo apresentam anotacdo funcional. Os demais
SNP estdo inseridos nos genes LOC113692598, LOCI113694028, LOC113697149,
LOCI113695058, LOC113695139 e LOC113696954. A anotacdo funcional dos mesmos estd
apresentada na Tabela 5. Os SNP que ndo foram localizados dentro de genes sdo também
relevantes para uso como marcador genético no melhoramento. Marcador molecular nao
precisa estar necessariamente inserido em gene para detectar diferencas genéticas entre
individuos, o mesmo pode estar associado ao gene e ser eficiente (Andersen e Lubberstedt,
2013). Além disso, o SNP pode estar em regides promotoras ou reguladoras, e, portanto,
envolvidos na expressao génica.

De acordo com a anotacio funcional dos genes em que os SNP estdo inseridos, ndo

foi identificado nenhum mecanismo que tenha influéncia direta no controle de altura de
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plantas. Isso pode ser explicado devido ao fato da complexidade da caracteristica em estudo,
evidenciando a presenga de mais genes atuando no controle da mesma. A caracteristica altura
de plantas é de cardter quantitativo, governada por muitos genes, o que justifica o nimero
elevado de SNP atuando no controle dessa caracteristica. De acordo com Sousa et al. (2019),
que avaliou essa caracteristica nas mesmas populacdes de C. arabica, altura de plantas

apresentou valor moderado de herdabilidade gendmica (0,46) e estimativas de nimero de

QTL elevada (202). Esses valores confirmam a complexidade da caracteritica.

Tabela 4. Anotacao funcional dos SNP inseridos em genes para AP.

SNP Chr Posicio Gene Anotacdo funcional

Histidina - tRNA ligase, cloroplastico /
V16042 chr2 e 12528092 LOC113691295 mitocondrial

Histidina - tRNA ligase, cloropldstico /
V15966 chr6 ¢ 18683698 LOC113691295 mitocondrial

Histidina - tRNA ligase, cloroplastico /
V15967 chr6_c 18683725 LOCI113691295 mitocondrial

Proteina de montagem ferro-enxofre IscA-
V16050 chr6_c¢ 20516595 LOC113692598 like 2, mitocondrial
V16206 chr6_c 33299570 LOCI113694028 Dihydroneopterin aldolase 1
V16508 chr6_c 34559139 LOCI113693325 Nao caracterizado
V16509 chr6_c 34559142 LOCI113693325 Nao caracterizado

Provével proteina-quinase semelhante a
V40 chr6_c 37767529 LOC113693412 receptor rico em leucina, at5g49770

Provével proteina-quinase semelhante a
V41 chr6_c 37767535 LOC113693412 receptor rico em leucina, at5g49770

Provével proteina-quinase semelhante a
V42 chr6_c 37767560 LOC113693412 receptor rico em leucina, at5g49770
V15899 chr6_ e 16766939 LOC113697149 Proteina estrictosidina sintase 10-like
V15914 chr6_e 17010018 LOC113695058 Alcool benzilico O-benzoiltransferase

Putativa proteina tipo serina / treonina-
V16744 chr6_e 51085545 LOCI113695139 proteina quinase CCR3

Proteina contendo dominio B3, semelhante a
V16709 chr6_e 51312825 LOCI113696954 At3g25182
V16630 chr6_e 51939316 LOC113697088 N3ao caracterizado
V17031 chr7 ¢ 677592 LOC113699150 N3ao caracterizado

Estudo de associacdo genéomica ampla para comprimento do ramo plagiotropico

Identificou-se 22 SNP com associagdes significativas (p<0,05) para comprimento do
ramo plagiotropico (CRP) (Tabela 5). Os SNP com associagbes significativas estdo
distribuidos no cromossomo 7 (chr07) e Unchr (Figura 6). Dentre os 22 SNP associados ao

CRP, apenas cinco que estdo localizados no cromossomo 7 sdo informativos, pois os demais
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foram localizados no Unchr. Os efeitos associados ao aumento de CRP foram calculados e os

percentuais dos SNP informativos localizados no cromossomo 7 variaram de 5,57% a

12,96%. Foi considerado alelo de interesse, aquele que resultou em aumento do CRP. Para o

cafeeiro, o aumento do comprimento de ramos plagiotrépicos pode resultar no aumento da

produtividade. Estudos prévios demonstraram que o comprimento do ramo plagiotrépico é

uma caracteristica correlacionada positivamente com producdo (Carvalho et al., 2011;

Teixeira et al., 2012) e, dessa forma, o incremento dessa caracteristica pode acarretar em

aumento da producio.

Tabela 5. SNP com associa¢des significativas (p<0,05), posicdo, alelos favorédveis e efeitos

associados ao aumento do comprimento do ramo plagiotrépico.

SNP Chr Posicdo  p-value R?  Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V16919* Unchr 106103  1,51E-06 0,10568 C/G C/G 9,05564
V16900* Unchr 218187 2,48E-06 0,11456 G/T C 26,78280
V16888* Unchr 331436  1,45E-06 0,11899 G/A G/A 8,19117
V16986 chr7_c 394531 1,87E-06 0,1308 G/A G 12,33586
V16987 chr7_c 394547 1,22E-06 0,13507 C/G G 12,95945
V1309* Unchr 453050  8,93E-07 0,13702 T/C T 15,51539
V1310* Unchr 453100  2,26E-06 0,12206 G/A G/A 6,54548
V16847* Unchr 806813  1,42E-07 0,15015 C/G C 18,42508
V16848* Unchr 806847 2,16E-06 0,1177 G/A G 16,51437
V16849* Unchr 806859  4,83E-08 0,14968 A/T A 16,51437
V16832* Unchr 844559  1,49E-06 0,13332 G/C G/C 4,98871
V16828* Unchr 884969  3,69E-07 0,13557 C/G C 17,53219
V16825* Unchr 901197 1,89E-06 0,11433 G/A G/A 8,02920
V16816* Unchr 950061  4,90E-07 0,14133 A/G A 14,01326
V16817* Unchr 950062  2,69E-07 0,14783 G/T G 14,71262
V16798* Unchr 1045911  3,57E-07 0,14367 C/T C 16,24930
V16799* Unchr 1045937  7,27E-07 0,13801 G/A G 14,99060
V16800* Unchr 1045944  7,54E-07 0,13683 T/G T 16,07630
V16796* Unchr 1056119  4,89E-07 0,11877 C/T C/T 9,09268
V17241 chr7_e 1096941  5,73E-07 0,12744 A/C A/C 5,56725
V17289 chr7_e 1621064 3,57E-08 0,12204 T/A T/A 9,83961
V17181 chr7_c 2700421 9,29E-07 0,13175 T/C T 12,44749

* SNP localizados no Unchr.

Os SNP V17289 e V17241 foram localizados inseridos dentro de genes, esses SNP
estdo inseridos nos genes LOC113701091 e LOC113701577, respectivamente. Com base no
NCBI (2019), o gene denominado LOC113701091 ndo apresenta funcdo conhecida. O gene
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LOC113701577, localizado no cromossomo 7 (CF), estd descrito como proteina do tipo
membrana plasmatica regulada a frio. Esse gene estd envolvido na resposta das plantas a
baixas temperaturas, principalmente porque esse estresse a baixa temperatura pode influenciar
na composicdo da membrana plasmética, reduzindo a fluidez e proporcionando o aumento da
rigidez da membrana celular (Orvar et al., 2000; Su et al., 2018). Os SNP V17289 e V17241
apresentaram efeito para aumento de CRP quando estdo em heterozigose (Tabela 6). Esse

resultado sugere um possivel efeito de heterose para esse loco.
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Figura 6. Grifico de Manhattan para comprimento de ramo (A). Os SNP acima da linha
tracejada horizontal mostram a significAncia com um limiar moderadamente restrito de —logio
(0,01/19.623). Gréficos acima da linha continua horizontal mostram a significAncia com um
limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam graficos para diferentes

cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

Estudo de associacdo genémica ampla para niimero de nos vegetativos

Doze SNP apresentaram associagdes significativas para numero de nds vegetativos
(NNV) (p<0,05) (Tabela 6). Os SNP com associagdes significativas estdo distribuidos nos
cromossomos 1 (chr01), 6 (chr06) e 11 (chr11) (Figura 7).

Os SNP V14783, V4256, V4257 apresentaram os maiores efeitos percentuais
associados ao aumento de NNV (Tabela 6), 16,32%, 15,97% e 16,30%, respetivamente. Esses
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mesmos SNP foram os tnicos identificados inseridos em genes. Os SNP V4256 e V4257
foram identificados no mesmo gene LOC113713452. No entanto, esse gene ndo apresenta
funcdo conhecida. O SNP V14783 estd inserido no gene LOC113697187 localizado no
cromossomo 6 (CF) (Tabela 6). O gene LOC113697187 est4 descrito como uma proteina do
tipo transportadora de auxina 2. A auxina é um fitohormonio que estd diretamente relacionado
com a regulacdo do crescimento em vegetais, se encontra em maior concentracao no apice das
plantas, e pode suprir indiretamente o desenvolvimento de gemas laterais (Azizi et al., 2015;
Baroni et al., 2017). Assim, a concentracdo correta deste fitohormonio € fundamental para
desenvolvimento do ndmero de nés vegetativos. Além disso, assim como CRP, NNV também
apresenta correlacdo positiva com producdo (Carvalho et al., 2011; Teixeira et al., 2012) e,

por isso, é¢ fundamental para os programas de melhoramento do cafeeiro.

Tabela 6. SNP com associag¢des significativas (p<0,05), posicdo, alelos favorédveis e efeitos

associados ao aumento de nimero de nds vegetativos.

SNP Chr Posicdo  p-value R? Alelo Alelo Favoravel  Efeito(%)
V14783 chr6_e 1501319 6,32E-07 0,10666 T/C C 16,29957
V2570 chrll_e 3278100 6,35E-07 0,09448 A/G G 13,16646
V2571 chrll_e 3278111 1,29E-06 0,094 A/C C 11,40995
V6021 chrll_c 5295325 1,85E-06 0,09647 T/C C 9,70242
V6011 chrll_c 5324733 4,36E-07 0,10317 A/G A 10,14948
V6099 chrll_c 19107508 1,97E-06 0,09826 T/C T 8,55304
V1764 chrll_c 20518053 2,11E-06 0,0983 G/A A 9,60625
V1766 chrll_c 20518070 2,13E-06 0,09719 C/G G 9,50464
V6225 chrll_c 22385238 1,11E-07 0,12358 T/A T 10,28526
V6256 chrll_c 23177469 1,23E-06 0,10535 G/C G 9,13990
V4256 chrl_e 44489730 3,50E-07 0,12602 G/A G 16,32219
V4257 chrl_e 44489733 3,09E-07 0,1278 T/C T 15,97100
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Figura 7. Grafico de Manhattan para nimero de nds vegetativos. Os SNP acima da linha

tracejada horizontal mostram a significancia com um limiar moderadamente restrito de —logio

(0,01/19.623). Gréficos acima da linha continua horizontal mostram a significincia com um

limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam gréificos para diferentes

cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

Estudo de associacdo genomica ampla para incidéncia de cercosporiose

Por meio do GWAS, detectou-se trés SNP com associacdes significativas (p<0,05)
para o fendtipo corrigido de incidéncia de cercosporiose (Tabela 7), distribuidos nos
cromossomos S5(chr5), 7(chr7) e 10(chr10) (Figura 8). Os efeitos dos SNP associados a
reducdo da cercosporiose estdo na Tabela 6. A resisténcia a Cercospora coffeicola, agente
etioldgico da cercosporiose do cafeeiro, tem sido buscada nos programas de melhoramento
genético dessa espécie, visto que, com as mudangas climdticas tem aumentado sua incidéncia
e, consequentemente, 0s prejuizos nos ultimos anos, tendo grande impacto na produgdo de

mudas em viveiros (Paiva et al., 2013; Carvalho et al., 2017).
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Tabela 7. SNP com associa¢Oes significativas (p<0,05), posi¢cdo, alelos favorédveis e efeitos

associados a reducdo da incidéncia de cercosporiose (Cer).

SNP Chr Posicao p-value R? Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V13732 chr5_e 31756982  2,87E-08 0,13177 A/G G 3,34379
V5751 chrl0_e 37767950  1,55E-06 0,11192 T/C T/C 9,8906
V17709 chr7_e 4909405 2,01E-06 0,10439 T/C T 13,1672
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Figura 8. Gréfico de Manhattan para incidéncia de cercosporiose. Os SNP acima da linha
tracejada horizontal mostram a significancia com um limiar moderadamente restrito de —logio
(0,01/19.623). Graficos acima da linha continua horizontal mostram a significancia com um
limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam grificos para diferentes
cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

Todos os SNP associados a redu¢do da incidéncia a cercosporiose estdo inseridos em
genes. O SNP V5751 estd localizado no cromossomo 10 (CF), inserido no gene
LOCI113712673, descrito como Proteina F-box / kelch de repeticdo Atlg57790. O SNP
V17709 esté localizado no cromossomo 7 (CF), inserido no gene LOC113701115, descrito
como enzima conjugadora de ubiquitina E2 tipo 28. De acordo com Akter et al. (2014), esses
genes estdo envolvidos com mecanismos de defesa descritos com agdo antibacteriana,
contudo, outros genes podem estar correlacionados com fatores que reduzem a incidéncia

também de doengas flingicas, como a Cercosporiose. Porém, sdo necessarios mais estudos que
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dardo sustentacdo para confirmar a fun¢do e o modo de acdo desses genes no controle da
cercosporiose em cafeeiro.

O SNP V13732 estd localizado no cromossomo 5 (CF), inserido no gene
LOC113687823. Esse gene corresponde a um fator de transcricilo MYB4. Fatores de
transcricao atuam como reguladores da expressdo génica, levando a ativacdo dos genes. Além
disso, a familia dos fatores de transcricdo MYB estd envolvida na regulacio da tolerancia aos
estresses bidticos e abidticos em plantas (Roy, 2016). Portanto, esse € um SNP associado a
reducdo de incidéncia de cercosporiose, que deve ser validado, podendo resultar em um
marcador funcional, contribuindo para o avango dos programas de melhoramento dessa
espécie. Sobretudo porque ainda ndo existem disponiveis na literatura, marcadores

moleculares validados e ligados a resisténcia a essa doenca.

Estudo de associacdo genéomica ampla para incidéncia de ferrugem

Para incidéncia de ferrugem foram identificados 2 SNP com associagdes significativas
(p<0,05) (Tabela 8), e estao localizados nos cromossomos 2(chr2) e 10(chr10) (Figura 9). Os
SNP V2369 e V2821 apresentaram efeitos de 7,09% e 7,23% associados a redugdo de
incidéncia a ferrugem. A ferrugem, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix é a
doenca de maior importancia econdmica que atinge a cafeicultura mundial (Zambolim, 2016).
Assim, a busca por fontes resisténcia a essa doenca é um dos principais objetivos dos

programas de melhoramento do cafeeiro.

Tabela 8. SNP com associagdes significativas (p<0,05), posicdo, alelos favordveis e efeitos

associados a reducdo da incidéncia de ferrugem (Fer).

SNP Chr Posicao p-value R? Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V2369 chr2_e 16156335  8,89E-08 0,15572 C/G C 7,09258
V2821 chr10_e 30568555 1,81E-06 0,12285 G/A G/A 7,22672

Apenas o SNP V2821 foi identificado inserido em genes. Localizado no cromossomo
10 (CF), o SNP V2821 est4 inserido no gene LOC113711847. No entanto, de acordo com

NCBI (2019), a anotacdo funcional desse gene ndo foi caracterizada.
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Figura 9. Grifico de Manhattan para incidéncia de ferrugem (Fer). Os SNP acima da linha
tracejada horizontal mostram a significancia com um limiar moderadamente restrito de —logio
(0,01/19.623). Gréficos acima da linha continua horizontal mostram a significincia com um
limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam grificos para diferentes
cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

Estudo de associagcdo genomica ampla para tamanho do fruto

A caracteristica tamanho de fruto (Tfr) apresentou um SNP com associagdo
significativa (p<0,05), localizado no cromossomo 1 (Tabela 9). O efeito associado ao
aumento de Tir foi de 16,93%. Frutos maiores de café proporcionam maiores peneiras, €
aliados a outros fatores de boa qualidade, podem resultar em maior valor agregado (Laviola et
al.,, 2006). Além disso, o tamanho dos graos é um dos fatores que determina o potencial
produtivo da cultivares, e a sua homogeneidade garante uma torracdo mais uniforme (Laviola

et al., 2006; Soares et al., 2019).

Tabela 9. SNP com associagdes significativas (p<0,05), posicdo, alelos favordveis e efeitos

associados ao aumento do tamanho do fruto (Tfr).

SNP Chr Posicio  p-value  R? Alelo Alelo Favoravel Efeito(%)
V4722  chrl_c 49860517 1,21E+08 0.10983 G/A G 16,92648
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Figura 10. Grifico de Manhattan para tamanho de fruto. O SNP acima da linha tracejada
horizontal mostram a significancia com um limiar moderadamente restrito de —logio
(0,01/19.623). Gréficos acima da linha continua horizontal mostram a significincia com um
limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam graficos para diferentes

cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

Estudo de associacdo genomica ampla para diametro da copa

Didmetro da copa (Dco) apresentou 14 SNP com associag¢des significativas (p<0,05)

(Tabela 10). No entanto todos os SNP com associacdes significativas estdo localizados no

Unchr (Figura 11).
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Tabela 10. SNP com associagdes significativas (p<0,05), posi¢cdo, alelos favoraveis e efeitos

associados ao aumento do diametro da copa (Dco).

SNP Chr Posicdo p-value R? Alelo Alelo Favoravel Efeito

V16933 Unchr* 1139782  2,94E-08 0,15507 G/T G/T 7,57154
V16828 Unchr* 884969 1,20E-07 0,14606 C/G C 19,94760
V16934 Unchr* 1139783  1,39E-07 0,14262 A/G A/G 6,89321
V16813 Unchr* 991590 1,85E-07 0,14289 A/G A/G 6,04344
V1310 Unchr* 453100 2,36E-07 0,14320 G/A G/A 5,86421
V16796 Unchr* 1056119  2,67E-07 0,12349 C/T CIT 7,66902
V16814 Unchr* 991599 2,97E-07 0,13604 T/C T/C 6,27291
V16900 Unchr* 218187 4,12E-07 0,13074 C/T C 15,49531
V16804 Unchr* 1045984 9,91E-07 0,13814 T/C T 10,26386
V16805 Unchr* 1045989  1,42E-06 0,13580 A/T A 8,96176
V16847 Unchr* 806813 1,49E-06 0,13007 C/G C 16,94895
V16798 Unchr* 1045911 1,94E-06 0,12965 C/T CIT 5,37956
V16881 Unchr* 497973  1,99E-06 0,12465 T/C T/C 5,41446
V16855 Unchr* 788453 2,18E-06 0,12358 G/T G/T 5,50469

*SNP localizados no Unchr.
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Figura 11. Gréfico de Manhattan para a caracteristica didmetro da copa. Os SNP acima da
linha tracejada horizontal mostram a significancia com um limiar moderadamente restrito de
—logio (0,01/19.623). Gréficos acima da linha continua horizontal mostram a significancia
com um limiar de —logio (0,05/19.623). As diferentes cores indicam graficos para diferentes
cromossomos, que seguem a ordem: Unchr (Un characterizad chromossome)- chrll

(Cromossomo 11).

34



Conclusoes
Pela primeira vez, o GWAS foi aplicado para as principais caracteristicas agronomicas

utilizadas nos programas de melhoramento genético na espécie C. arabica. Os resultados
foram promissores e possibilitaram identificar SNP com associa¢des significativas para sete
caracteristicas agrondmicas de importancia para o cafeeiro. SNP inseridos em genes foram
identificados, sendo essa informacdo valiosa para a elucidacdo de processos biologicos
importantes. Assim, esses marcadores identificados apresentam potencial para serem
utilizados em selecOes assistidas por marcadores moleculares, garantindo maior eficiéncia e
reducdo de tempo, auxiliando os programas de melhoramento da espécie. Além disso, os
beneficios do GWAS sdo maximizados pelo fato da espécie em estudo ser perene, e, portanto,

de custo elevado de manutencio de populagdes em campo.
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