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RESUMO: A captura direcionada de sequéncias acoplada ao sequenciamento de alto rendimento tornou-se um método
poderoso para o estudo da variacdo de sequéncias gendmicas. Usando o genoma disponivel de C. canephora (tamanho
estimado de 710 Mb/hapldide) como referéncia, projetamos sondas para 323 genes candidatos selecionados (CGs)
visando capturar seus homeélogos em 293 acessos de C. canephora da Uganda, 12 clones do Brasil € um subconjunto
de 19 individuos cobrindo todos os grupos de diversidade de C. canephora. Para um total de 324 individuos de C.
canephora, projetamos, com sucesso, cerca de 19.000 sondas e identificamos mais de 16.000 polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) de qualidade, localizados dentro ou proximo a 318 genes anotados, gerando dados
genotipicos para populagbes que estdo localizadas em regides que abrangem diferentes condi¢es climéticas. Nds
investigamos questbes como desenho das sondas, cobertura do sequenciamento, eficiéncia da hibridizag&o e captura, e
estratégias de analise dos dados por bioinformatica.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade de Coffea , genes candidatos, NGS, enriquecimento de alvo, polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP).

GENOTYPING BY TARGET ENRICHMENT AND CAPTURE OF CANDIDATE GENES
IN Coffea canephora

ABSTRACT: Targeted-sequence capture coupled to high-throughput sequencing has become a powerful method for
the study of genome-wide sequence variation. Using the available genome of C. canephora (estimated size of 710
Mb/haploid) as a reference, we designed probes for the 323 selected candidate genes (CGs) to capture their homeologs
in 293 accessions of C. canephora from Uganda, 12 clones from Brazil and a subset of 19 individuals covering all the
C. canephora diversity groups. From 324 individuals of the C. canephora, we successfully designed around 19,000
probes and identified >16,000 quality single-nucleotide polymorphisms (SNPs) located inside or in close proximity to
318 annotated genes, generating genotypic data in populations spanning in a range of various climatic conditions. We
investigated issues such as probe design, sequencing coverage, evaluation of the hybridization and capture efficiency
and strategies of data analysis by bioinformatics.

KEY WORDS: Coffea diversity, candidate genes, NGS, target enrichment, single nucleotide polymorphism (SNP).

INTRODUCAO

Identificar padrdes de variacdo adaptativa em espécies ndo modelo, em ambientes naturais, tem sido desafiador devido
as dificuldades de se conduzir experimentos e obter medidas diretas, especialmente para espécies de ciclo de vida longo
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(Holderegger; Wagner, 2008; Schoville et al., 2012). A maior acessibilidade aos métodos de sequenciamento de alto
rendimento e genotipagem facilitou a descoberta de marcadores moleculares em organismos ndo modelos (Brumfield et
al., 2003; Slate et al., 2009; Stapley et al., 2010), incluindo SNPs em genes funcionais ou adaptativos (Cosart et al.,
2011).

Notaveis avancos no sequenciamento do genoma completo (WGS - Whole-Genome Sequencing) e nas tecnologias de
genotipagem proporcionaram uma compreensdo mais detalhada sobre os padrdes gerais de variagdo genética (Morin et
al., 2004; Pool et al., 2010; Stapley et al., 2010; Tiffin; Ross-Ibarra, 2014) e também sobre a dinamica populacional ao
longo do tempo, levando a uma melhor compreensdao do comportamento das espécies diante das mudancas climaticas
passadas e futuras.

Os custos decrescentes e 0 aumento do rendimento de dados das tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS
- Next-Generation Sequencing) promoveram o desenvolvimento de varios métodos de genotipagem, com base em
sequenciamento, permitindo a descoberta simultanea e a genotipagem de nimeros muito grandes de marcadores (Davey
et al., 2011). Embora o sequenciamento do genoma completo seja vidvel, sua aplicacdo a um grande nimero de
individuos em uma Unica canaleta de sequenciamento de uma tecnologia NGS (por exemplo, MiSeq) permanece
tecnicamente desafiadora. De fato, a capacidade de multiplexar individuos em uma Unica corrida é de importancia
central para a genética de populacdes, onde o nimero de amostras é muitas vezes na ordem das centenas. Uma
alternativa ao sequenciamento de genomas completos é reduzir a complexidade gendmica em uma amostra, visando
uma parte do genoma para o enriquecimento seletivo, enquanto se elimina o restante do mesmo. Também conhecido
como enriquecimento direcionado ou captura de sequéncias (Mamanova et al., 2010), esta alternativa tem sido cada vez
mais utilizada em uma grande variedade de organismos (Gasc et al., 2016). Os primeiros relatos publicados em
humanos (Gnirke et al., 2009; Walsh et al., 2010) e em plantas como milho (Fu et al., 2010), eucalipto (Dasgupta et al.,
2015), alamo (Zhou et al. ., 2012) e pinheiro (Neves el al., 2013) mostraram o potencial dos sistemas de captura para
testar variantes de sequéncias através dos genomas. A captura pode reduzir significativamente os custos em comparacao
com o WGS pois, apenas locais especificos de interesse sdo sequenciados com alta cobertura, aumentando a confianca
na deteccdo de variantes reais.

Estas ferramentas gendmicas facilitam a identificagdo de genes com uma fun¢do adaptativa com maior confiabilidade
do que com métodos tradicionais genéticos ou baseados em observagdo (Eckert et al., 2010; Hohenlohe et al., 2011,
Nielsen et al., 2009), pois inclui genes candidatos (GCs) associados a caracteristicas de adaptabilidade. Os GCs tém
uma funcéo conhecida em um processo particular, uma via metabdlica, ou estdo relacionados a um fendtipo, e foram
encontrados sob selecdo em estudos anteriores. Portanto, 0s GCs tém uma maior probabilidade de estarem sob sele¢do
do que outros genes, especialmente se sua funcéo estiver relacionada as pressbes de selecdo que variam ao longo da
area de estudo (Luikart et al., 2003; Nielsen, 2005).

Explorar a diversidade genética natural de C. canephora presente na Uganda (por captura de sequéncias alvo) pode
abrir caminho para a detec¢do de novas variantes genéticas relacionadas a adaptacao a seca. Por exemplo, modificagdes
em sequéncias codantes de genes de importancia conhecida para a tolerancia ao estresse abiotico fazem com que esses
GCs sejam considerados interessantes para se iniciar novos programas de melhoramento de café com o objetivo de
aumentar a resisténcia desta cultura as mudangas climaticas.

Usando a recente publicacdo do genoma de C. canephora como referéncia (Denoeud et al., 2014), neste trabalho
projetou-se e avaliou-se um conjunto de cerca de 19.000 sondas de captura de sequéncias para a identificacdo e
genotipagem de quase 16.000 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - Single-Nucleotide Polymorphisms) de
qualidade, localizados dentro ou proximos a 318 genes anotados.

MATERIAL E METODOS

Com base em um conjunto de 323 genes candidatos caracterizados anteriormente como responsivos e com expressao
diferencial ao estresse de seca (estudos anteriores realizados pela EMBRAPA/CIRAD/NESTLE) e usando a anotago
do genoma completo do café (Denoeud et al., 2014), suas sequéncias foram utilizadas para a sintese das sondas
biotiniladas especificas. Para ampliar a regido de cobertura pelas sondas, foram também selecionadas regides
flanqueadoras a montante (1 kb) e a jusante (500 pb) de cada gene candidato de modo a incluir potenciais regiGes
reguladoras. As sondas MYhbaits de 120 bp foram projetadas e sintetizadas pela Mycroarray (Ann Arbor, Michigan,
EUA). Um total de 21.306 sequéncias nao filtradas foram projetadas. Cada sonda candidata foi mapeada contra o
genoma de C. canephora (Denoeud et al., 2014) e filtrada com base nos rigorosos critérios do fabricante. O nimero
final de sondas sintetizadas foi de 19.360, cobrindo todos os genes candidatos.

O material vegetal foi composto por folhas de 293 plantas de C. canephora de sete florestas selvagens (Budongo,
Itwara, Kalangala, Kibale, Mabira, Malabigambo e Zoka), duas estacdes de pesquisa com material cultivado (Kituza e
Kawanda) e materiais de campos que foram abandonados hd mais de 50 anos, localizados em Kalangala. Como
controles tolerante a seca e suscetivel, este estudo incluiu 12 acessos de C. canephora Conilon do Brasil, cultivados na
estacdo experimental da Embrapa Cerrados, e por fim, baseado em estudos moleculares anteriores (IRD-Uganda), um
subconjunto de 19 individuos cobrindo todos os grupos de diversidade de C. canephora também foi utilizado.

As extracoes de DNA dos 324 individuos foram realizadas seguindo o protocolo de Inglis et al. (2018). E, em busca de
se garantir o sucesso do enriquecimento por hibridizacdo, todas as amostras passaram por etapas de verificagdo de
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qualidade (gel de agarose) e quantidade (quantificacdo em espectrofotémetro) antes de serem submetidas ao preparo das
bibliotecas.

As bibliotecas foram construidas seguindo os protocolos de Rohland e Reich (2012) e Mariac et al. (2014) e os
experimentos podem ser resumidos em 6 etapas, todas elas realizadas individualmente para cada uma das 324 amostras
de DNA: 1) fragmentacdo do DNA,; 2) reparagdo das extremidades ndo coesivas e fosforilagdo da extremidade 5°; 3)
ligagdo de adaptadores identificaveis; 4) PCR visando completar falhas existentes e extremidades ndo coesivas dos
adaptadores; 5) PCR em tempo real, buscando a amplificacdo a partir dos adaptadores inseridos e também a
normalizacdo das bibliotecas; 6) e por ltimo, a preparacdo dos 7 multiplex (pools com 48 amostras cada) que foram
posteriormente hibridizados com as sondas especificas e capturados com particulas magnéticas (kit personalizado
MYbaits - Mycroarray).

Os pools enriquecidos foram quantificados usando PCR em tempo real e combinados em razfes equimolares antes do
sequenciamento em uma corrida de lllumina MiSeq (plataforma MiSeq v3, CIRAD, Montpellier, Franga), que é rapido,
simples e permitiu verificar a eficiéncia da técnica de enriquecimento por hibridizacdo das bibliotecas e também
confirmar se o multiplex continha todas as amostras em concentracfes equimolares, para posteriormente realizar uma
corrida de lllumina HiSeq 3000 (Plataforma GeT -PlaGe, GenoToul, Toulouse, Franga).

As anélises das sequéncias foram realizadas utilizando cddigos e scripts da equipe Dynadiv (IRD) e da plataforma
SouthGreen disponiveis gratuitamente (Mariac et al., 2014; Scarcelli et al., 2016).

A desmultiplexagdo baseada nos cddigos de barras de 6 pb e index Illumina foi realizada usando o script
DEMULADAPT (PYTHON) disponivel gratuitamente, usando um limiar de incompatibilidade de 0. Os adaptadores e
bases de baixa qualidade foram removidos usando CUTADAPT 1.8 (Martin, 2011) com as seguintes op¢des: qualidade
de corte = 20, minima sobreposi¢ao = 7 e comprimento minimo = 35. FASTQC foi utilizado para se avaliar a qualidade
das sequéncias brutas. Os reads com uma qualidade média inferior a 30 foram posteriormente descartadas usando um
script PERL. Apds a desmultiplexagem, remocdo dos adaptadores e comparagdo da qualidade dos reads forward e
reverse, utilizou-se o BWA MEM 0.7.5a-r405 (Li; Durbin, 2009) com a opgéo -B 4 para 0 mapeamento dos reads,
juntamente com as sequéncias dos GCs selecionados e do genoma do café como referéncia. Apenas os pares de reads
mapeados adequadamente (flag 0x2), usando o SAMTools 1.1 (Li et al., 2009), foram mantidos nas analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 19.360 sondas MYbaits® (MP) rigorosamente filtradas foram sintetizadas para C. canephora, sendo que
estas, cobriram 95% das regifes alvo de 1,3 Mb, representando 0.2 % do genoma total hapl6ide de C. canephora.

Para se garantir um resultado final com alto padréo de qualidade, cada etapa de preparacéo da biblioteca foi submetida a
quantificagdo e ensaios de controle de qualidade. O DNA de cada individuo foi fragmentado usando-se varios ciclos de
ultrassom, ajustados a cada amostra individual (média de 8 ciclos), para se obter fragmentos de tamanho médio de 350-
450 pb. O tamanho dos fragmentos, obtidos na fragmentacéo, tem uma grande influéncia sobre o resultado de um
experimento de enriquecimento por hibridizacéo, porque fragmentos menores sdo capturados por esferas magnéticas
revestidas de estreptavidina com maior especificidade do que fragmentos longos.

Para se avaliar a eficiéncia do enriquecimento na amostra global, foi sequenciado um Unico individuo enriquecido (uma
biblioteca) e 48 individuos enriquecidos juntos (48 bibliotecas, incluindo a biblioteca do individuo enriquecido
isoladamente), utilizando-se o sequenciamento Myseq.

Usando as sondas Mybaits, enriquecemos um total de sete pools de 48 amostras. O sequenciamento completo foi
realizado para uma mistura equimolar dos sete pools (48 individuos). Primeiramente uma corrida do sequenciamento
MiSeq foi realizada para se verificar a proporcao de cada um dos sete pools na mistura final total.

A execucdo do MiSeq resultou em uma média de 352.336 reads brutos (paired-end) por biblioteca. Apos a filtragem de
qualidade, remocéo dos adaptadores e mapeamento no genoma de referéncia de C. canephora, 316,629 pares de reads
mapeados adequadamente permaneceram, sendo que 87% com uma cobertura de pelo menos 10x e 54% (191,187
reads) dos mesmos, mapeados especificamente nas sequéncias dos genes candidatos (regides alvo).

A porcentagem média de reads em regides alvo de bibliotecas construidas por shotgun e de bibliotecas enriquecidas foi
de 0,26 e 83, respectivamente, confirmando a eficiéncia da captura em comparacdo ao sequenciamento completo do
genoma, que forneceu apenas 0,26% de reads em regides candidatas (Fig. 1A). Nesse caso, o fator de enriquecimento
foi de 320 vezes.

Fatores adicionais relacionados & eficiéncia e custo sdo a compatibilidade do método de enriquecimento com
abordagens de sequenciamento multiplex. Quando 48 bibliotecas foram capturadas, o enriquecimento foi ligeiramente
menor do que para uma Unica biblioteca capturada, mas ainda, eficiente, com um fator de enriquecimento de 70% (Fig.
1B).
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Figura 1. Qualidade do enriquecimento e multiplexacdo de individuos. (A) Porcentagem média de reads sob genes
candidatos de bibliotecas shotgun e enriquecidas. (B) Desempenho da multiplexacdo de bibliotecas comparando
sequéncias geradas a partir de uma Unica biblioteca capturada e de um pool de 48 bibliotecas.

Confirmamos que cada um dos sete pools estavam na mesma propor¢ao no multiplex final por meio da quantidade
similar de reads totais que cada um dos sete pools forneceu (Fig. 2). Além disso, o nimero de reads mapeados também
foi semelhante, mostrando que o enriquecimento por captura foi eficiente em cada um dos pools.
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Figura 2. Avaliacdo da uniformidade do enriquecimento das regides candidatas. Proporcdo de reads totais de cada um
dos sete pools no multiplex final sequenciado (figura a esquerda) e porcentagem de reads mapeados para um individuo
aleatorio de cada pool (figura a direita).

A uniformidade do enriquecimento alvo também foi observada pela distribuicdo das leituras através dos genes
candidatos. Aqui, dois exemplos de genes candidatos, CcERF034 (codificando uma proteina putativa de 296
aminoacidos homdloga a superfamilia AP2/ERF) e CcDXMT (enzima envolvida na biossintese da cafeina) sdo
mostrados abaixo, usando o software IGV (Fig. 3A e 3B).

A captura de genes candidatos pode facilitar a identificacdo de genes supostamente adaptativos que podem influenciar
na aptiddo dos organismos e, portanto, serem afetadas pela selecdo natural. O conhecimento prévio de genes
relacionados a aptiddo ou tolerancia ao estresse tem se mostrado eficiente para se obter informagdes sobre as respostas
de C. canephora as pressdes ambientais.

O método descrito aqui, para o enriquecimento de alvos, compartilha alguns aspectos comuns a outras abordagens de
reducdo da complexidade do genoma, como genotipagem por sequenciamento (GBS - Genotype by Sequencing) e
sequenciamento de DNA associado ao local de restricdo (RAD - Restriction Site Associated DNA) e suas varia¢des, pois
eles também procuram fornecer um grande nimero de SNPs a um custo menor por amostra, otimizando a profundidade
de leitura na regido alvo e permitindo se analisar mais amostras por corrida (Silva-Junior et al., 2018).

Como em nossa abordagem, varios trabalhos publicados mostraram o potencial dos sistemas de captura para se testar
variantes de sequéncias em genomas: humanos (Gnirke et al. 2009; Walsh et al., 2010) e plantas como eucaliptos
(Dasgupta et al. , 2015), pinheiros (Neves et al., 2013) e, mais recentemente, ap6s o desenvolvimento de uma montagem
de genoma para a ipé rosa (Handroanthus impetiginosus), Silva-Junior et al. (2018) relataram o desenvolvimento de um
conjunto de 24.751 sondas de captura para a caracterizagdo e genotipagem de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) em 18.216 loci distintos, amostrando mais de 10 Mbp do genoma da espécie. Esse sistema identificou cerca de
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200.000 SNPs localizados dentro ou proximos a quase 14.000 genes codificadores de proteinas anotados, gerando dados
genotipicos de qualidade em populacBes que abrangem grandes distancias geograficas em toda a extensdo dessa espécie
nativa.
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Figura 3. Exemplos da uniformidade do enriquecimento em dois genes candidatos. Acima pode-se observar a
distribuicdo dos reads ao longo de dois exemplos de genes candidatos, Fig. 3A. CcDXMT (enzima envolvido na
biossintese de cafeina) e Fig. 3B. CcERF024 (codificador de um fator de transcri¢cdo envolvido na resposta ao estresse
hidrico).

As vantagens praticas e a crescente acessibilidade dos métodos de captura de sequéncias alvo também foram revisadas
no contexto da gendmica evolutiva e ecoldgica, prevendo uma rapida expansdo dessa abordagem (Jones; Good, 2016).
Por exemplo, técnicas de enriquecimento direcionadas foram usadas para se aumentar a resolucao filogenética dentro do
género de arvore Neotropical Inga (Leguminosae) gerando alinhamentos de mais de 0,3 Mbp de sequéncias
codificadoras, revelando quase 5.000 sitios informativos (Nicholls et al., 2015).

CONCLUSOES

1 - Em comparagdo com outros métodos de redugdo da complexidade do genoma, como GBS e RADSeq, o0 método de
captura de sequéncias alvo, detalhado em nosso estudo atual, tem alto potencial para ser amplamente utilizado na
caracterizagdo genotipica de populagdes de campo e na genética de conservacao de C. canephora.

2 - No nosso caso, utilizamos uma abordagem direcionada com base em genes candidatos especificos (GCs) ja
identificados por desempenhar uma fungéo nas respostas do café ao estresse abidtico.

3 - Relatamos a eficiéncia da alta multiplexacdo por captura e provamos que essa estratégia pode ser facilmente
estendida ao sequenciamento de pools de amostras de DNA.

4 - Para uma melhor avaliacdo da abordagem, também destacamos a importancia dos reads mapeados nas sequéncias
alvo e o enriquecimento em nimero de vezes de cobertura em um experimento de captura.

5 - Em comparagdo com outros métodos, a abordagem de captura de GCs usando a técnica MYbaits® tem a vantagem
de ser econdmica e otimizar a profundidade de leitura na regido de destino, permitindo a anélise de mais amostras por
execugao.
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