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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi explorar os recursos genéticos de genotipos de Coffea arabica L. do centro de
origem para identificar regides gendmicas associadas a resisténcia a mancha aureolada. Para isto, 101 genotipos de C.
arabica da cole¢do da Etiopia FAO e 11 cultivares foram sequenciados e genotipados através da técnica de
genotipagem por sequenciamento (GBS). O GBS resultou em 6.210.920 tags que foram alinhadas ao genoma de C.
arabica e resultou na identificacdo de 10.650 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). O mesmo material vegetal
também foi avaliado fenotipicamente para resisténcia a mancha aureolada, causada pela Pseudomonas syringae pv.
garcae. A fenotipagem varia entre altamente imune a altamente suscetivel. Com esses dados, utilizando o programa
FASTmrEMMA foi feito um Estudo de Associagdo Gendmica Ampla. Como resultado, 5 SNPs, com alto potencial para
Selecdo Assistida, foram associados a resisténcia a mancha aureolada. Além disso, foi possivel identificar genes
proximos aos SNPs relacionados ao mecanismo de defesa das plantas. Entre esses estdo genes que codificam as
proteinas serina/treonina quinase ¢ a CC-NB-LRR.

PALAVRAS-CHAVE: mancha aureolada do cafeeiro, gene R, selecdo assistida.

GENOME WIDE ASSOCIATION STUDY FOR Coffea arabica L.. AND Pseudomonas
syringae pv. garcae INTERACTION

ABSTRACT: The aim of this work was to explore the genetic resources of Coffea arabica L. genotypes, from its
center of origin, in order to identify genomic regions associated to resistance to bacterial halo blight. For that, 101
Ethiopian C. arabica genotypes and 11 cultivars were genotyped using GBS technique (Genotyping by Sequencing).
The GBS resulted in 6.210.920 tags that were aligned to the C. arabica genome and 10.650 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) were selected. The same plant collection was phenotypically evaluated for resistance to bacterial halo
blight that is caused by Pseudomonas syringae pv. garcae. The phenotyping varies between highly immune to highly
susceptible. Using the program FASTmrEMMA a Genomic Wide Association Study was performed. As a result, 5
SNP, with high assisted selection potential, were associated with bacterial halo blight. In addition, it was possible to
identify candidate genes, in the proximity of the SNPs associated, related to plant defense, such as serine/threonine
kinase and CC-NB-LRR.

KEY WORDS: bacterial halo blight, R gene, assisted selection.
INTRODUCAO

A incidéncia de doencas ¢ um dos principais fatores de redu¢do da producdo cafeeira. Entre as doengas bacterianas
temos a mancha aureolada, causada pela Pseudomonas syringae pv. garcae (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO,
1956), a qual vem se espalhando pelos estados de Sao Paulo, Parand e Minas Gerais (RODRIGUES et al., 2017,
ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011). A doenga é predominante em regides de clima moderado, expostas ao vento e
sujeitas a longos periodos de alta humidade relativa (SERA, 2001). Levando - se em conta que o manejo da mancha
aureolada ¢ baseado em quimicos e quebra-ventos este se torna dificil e com alto custo.

Dessa forma, uma das melhores formas de controle da doenga é a obtengdo de cultivares resistentes. Neste contexto, o
uso de marcadores moleculares pode contribuir para acelerar a selecdo de genodtipos. Uma forma de identificar
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potenciais marcadores moleculares ¢ através do Estudo de Associagdo Gendmica Ampla (GWAS) o qual relaciona
polimorfismos, como os SNPs, as caracteristicas de interesse. Porém, GWAS depende de diversidade genética entre
gendtipos e de grande numero de marcadores para ser realizado com sucesso. Em C. arabica, é possivel encontrar esse
tipo de diversidade em uma colegdo de gendtipos provenientes da Etiopia (SANT’ANA et al., 2018; SILVESTRINE et
al., 2007; FAO, 1968). Assim, a partir dessa colegdo e cultivares foi possivel fazer um mapeamento de associacdo para
a caracterizagao de SNPs e de regides génicas que atuam na resisténcia a macha aureolada.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram utilizados 101 genotipos de C. arabica coletados por uma missdo da FAO (FAO, 1968) na
Etiopia, as cultivares IPR 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 107, Catuai vermelho, IAPAR 59 e Tupi IAC 1669-33.
Esses 101 gendtipos de C. arabica Etiopia fazem parte de uma cole¢do mantida no campo do IAPAR (23°23°00”’S e
51°11°30”W) e possuem uma grande variabilidade genética para resisténcia a mancha aureolada. Essa variabilidade
varia de uma escala de 0 a 5. Onde 0 corresponde a gendtipos altamente resistentes a mancha aureolada, 1 a resistente, 2
a moderadamente resistentes, 3 a moderadamente suscetiveis, 4 a suscetiveis ¢ 5 a altamente suscetiveis (MOHAN;
CARDOSO; PAIVA, 1978). O material vegetal foi sequenciado através da técnica GBS em parceria com a Genomic
Diversity Facility LIMS, em Cornell University (Ithaca, NY — EUA), utilizando o Illumina HiSeq2000, single end.

O GBS resultou em 6.210.920 tags que foram alinhadas ao genoma de referéncia de C. arabica (ACGC - Arabica
Coffee Genome Consortium). Através do TASSEL-GBS pipeline (GLAUBITZ et al., 2014) foi possivel detectar
159.000 SNPs. Com base nesses resultados, utilizando o software TASSEL versdo 5.2.37 (BRADBURY et al., 2007),
foi feita uma filtragem dos SNPs. com os parametros de frequéncia do menor alelo maior que 0.05 (MAF >0.05), Call
Rate >0.8 e heterozigosidade < 0.9 que resultou em 10.650 SNPs. A associacdo dos dados fenotipicos e genotipicos foi
feita através do modelo estatistico “fast multi-locus random-SNP-effect EMMA” (FASTmrEMMA), desenvolvido
dentro do pacote R (WEN et al., 2017). Neste modelo estatistico utilizou-se o p-valor critico = 0.005 e em um segundo
passo o LOD score critico = 3.

Também foi feita uma busca por genes, no genoma de C. arabica, proximos aos SNPs associados a interacdo com a
mancha aureolada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir do método estatisticos FASTmrEMMA foi possivel identificar 5 SNPs associados a resisténcia a mancha

aureolada. Desses, 2 encontram-se no cromossomo 2 do subgenoma de C. eugenioides. Os outros 3 no Chr 0. O Chr 0
corresponde a um conjunto de regides sequenciadas que ndo tiveram posi¢ao definida na montagem do genoma.
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Figura 1. Manhattan plot do GWAS para interacdo entre C. arabica e Pseudomonas syringae pv. garcae. O plot ¢é
baseado em —log 10 (p -valor). A linha vermelha indica o limiar para considerar a significancia da associagdo (correcao
de Bonferroni). No eixo x a numerac¢do de 1 a 11 correspondem aos cromossomos do subgenoma de C. canephora e 12
a 22 aos cromossomos do subgenoma de C. eugenioides.

Os SNPs associados podem ser detectados em individuos, de populagdes de melhoramento, através de sondas alelo
especificas do tipo Tagman®. Dessa forma, em comparagdo a inoculagdes artificiais, plantas resistentes podem ser
identificadas de forma mais rapida, barata e confiavel.

A busca de genes proximos aos SNPs associados revelou genes envolvidos em dois mecanismos de respostas de defesa
das plantas. Para os SNPs associados no Chr 0 foi encontrado um gene que codifica a proteina serina/treonina quinase, a
qual participa da primeira classe de resposta inata imune da planta. Essa primeira classe é conhecida como Mamp
Triggred Immunity (MTI), ou seja, ¢ responsavel por reconhecer o patdogeno através dos microbe — associated
molecular patterns. Ja& os SNPs no Chr 2 do subgenoma de C. eugenioides estdo préximos a um gene que codifica a
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proteina CC-NBS-LRR. Essa proteina ¢ responsavel por ativar a segunda classe de resposta inata imune, a Effector
Triggred Immunity (ETI). A ativacdo da ETI acontece através do reconhecimento de efetores especificos do patdgeno.
A ETI ¢ um tipo de resposta mais robusta frente ao patdgeno e, geralmente, desencadeia morte celular (PENG et al.,
2018).

8 T =
2 SNP 1 Chr 0 T/C(-) 2 SNP 2 Chr 0 G/A(+) 2 SNP 3 Chr 0 G/A(+)

": serina/treonina quinase ‘5 serina/treonina quinase % serina/treonina quinase

T o - - T e — — L

g ! g g

Z o : 2 o o 2 o \__,

g i =1 I g T

a ] a | ] = ]

8 8 i 8 T

e w o o : e _ 1

g . — g .1 ] g .| L]
2 T T T = 7 T T El ? 7 -

2 s cr cc g GG GA AA 2 GG AG AA

a N=44 N=54 N=6 9 N=66 N=24 N=23 9 N=68 N=24 N=24

2 2 a

SNP 5 Chr 2 subgenoma C. eugenioides A/G(+)

SNP 4 Chr 2 subgenoma C. eugenioides C/G(+) CC-NBS-LRR

CC-NBS-LRR

N=43 N=11 N=43

8 g
2 2
3 3
H =
K o — 5w —
3 ! 8 o L _ —
o T S pu— |
5 ! E - ;
3 7 ; : 3 : i
g i : ~ _ i
3ov ‘ 5

- o
g ° § 8
g o 3 o H
g o 2 . - s 7 T T
2 H
& g AA AG GG
2] =]
g a
3 2
2 a

Figura 2. Boxplots dos SNPs associados a interagdo de C. arabica com mancha aureolada. Acima de cada boxplot esta a
localizacdo do SNP no genoma de C. arabica, o nucleotideo considerado padrdo e o nucleotideo considerado SNP, e
entre parenteses se essa associacdo foi considerada como positiva ou negativa em relacdo a resisténcia. Para cada
boxplot estd descrito o gene proximo ao SNP. No eixo y esta a escala de suscetibilidade da planta frente ao patdgeno,
que varia de altamente imune (0) a altamente suscetivel (5). No eixo x esta o nimero de individuos que se comporta de
forma homozigoto para o alelo padrdo, heterozigota e homozigota para o alelo considerado como SNP.

CONCLUSOES

1. O método estatistico FASTmrEMMA foi eficiente para associar SNPs para a interagdo de C. arabica e mancha
aureolada

3. Os SNPs associados possuem potencial para serem usados em Selecdo Assistida.

4. Os individuos altamente imunes a mancha aureolada devem ser capazes de desencadear tanta MTI quanto ETI.
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