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RESUMO: Testar se e como populacdes naturais sdo adaptadas ao seu ambiente local e prever suas respostas em
fungdo das alteragdes futuras do habitat ¢ de importancia fundamental diante do cenario de mudangas climaticas. Este é
o caso dos cafeeiros, em que o ritmo das alteragdes climaticas pode ser rapido e drastico para a adaptagdo das
populagdes. Usando a distribuicdo geografica de populagdes selvagens com habitats contrastantes, o objetivo do
presente estudo foi identificar polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) em genes candidatos (GCs) identificados
como estando envolvidos na adaptacdo de populagdes de Coffea canephora da Uganda ao seu ambiente local. Em
particular, modificagdes que ocorrem proximos e/ou em genes relacionados a tolerancia aos estresses abioticos tornam
esses GCs alvos, potenciais determinantes adaptativos das plantas em fungdo das mudangas climaticas. Ao identificar os
fatores ambientais que impulsionam esses processos, torna-se possivel prever a adaptabilidade esperada das populacdes
para o clima local futuro.

PALAVRAS-CHAVE: mudangas climaticas, genes candidatos, captura de alvos, café selvagem, gendmica de
paisagem, associagdo ambiental.

ADAPTIVE POTENTIAL OF Coffea canephora TO PROJECTED CLIMATE CHANGE

ABSTRACT: Testing whether and how natural populations are adapted to their local environment and predicting their
responses to future habitat alterations is of key importance in the face of climate change. This is particularly the case for
coffee trees for which the pace of climate change could be too fast and drastic for adaptation of populations. Using the
geographic distribution of wild populations with contrasted habitats, the aim of the present study was to identify single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) in candidate genes (CGs) as being potentially involved in the adaptation of Coffea
canephora populations of Uganda to their local environment. In particular, modifications occurring in genes related to
abiotic stress tolerance make these genes candidate for enhanced resilience to climate change. By identifying
environmental factors driving these processes, we would predict the expected adaptability of the populations to their
future local climate.

KEY WORDS: climate change, candidate genes, target capture, wild coffee, landscape genomics, environmental
association.

INTRODUCAO

O aumento na concentragdo de didxido de carbono na atmosfera ¢ um dos principais impulsionadores do aquecimento
global e das mudangas climaticas. Dependendo dos cenarios de emissdo de gases de efeito estufa, as projecdes indicam
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que, no final deste século, o CO, atmosférico pode subir para valores tdo altos quanto ~1000 ppm em paralelo com o
aumento da temperatura de até 4,8°C (IPCC, 2013; IPCC, 2014).

Para se evitar a extingao local devido a condigdes de habitat alteradas pelas mudangas climaticas, as espécies de plantas
podem responder de diferentes formas, como por exemplo: migrar para um habitat mais adequado, ajustar-se a estas
novas condi¢des através da plasticidade fenotipica ou adaptar-se as novas condi¢gdes ambientais por alteracdes genéticas
(Aitken et al., 2008; Nicotra et al., 2010; Merild ¢ Hendry, 2014). Os mecanismos de sele¢do natural e mutagdes
envolvidas no processo de evolugdo desempenham um papel central na formagao das variagdes das populagdes naturais
necessarias para sua adaptagdo local a condigdes adversas.

Por meio do estudo dos padrdes e mecanismos de adaptacdo local em escala genomica € possivel se descobrir a
assinatura da selecdo e identificar os genes, caminhos e fatores ambientais que impulsionam esse importante processo
evolutivo (Barrett e Schluter, 2008). Portanto, diante do cenario de mudancas climaticas, ¢ de fundamental importancia
testar se € como as populagdes naturais estdo adaptadas ao seu ambiente local e prever sua resposta a futuras alteragdes
no habitat (Rellstab et al., 2016).

Para se identificar os fatores ambientais que moldam a variacdo genética adaptativa e as variantes genéticas que
impulsionam a adaptagdo local (Joost et al., 2007; Li et al, 2017), analises de associagdo ambiental (EAA -
Environmental Association Analysis) desenvolvidas no ambito de pesquisas em gendmica de paisagem, identificam
variantes genéticas associadas a fatores ambientais especificos e tem o potencial de revelar padrdes adaptativos que ndo
sdo descobertos por testes tradicionais para a detec¢do de loci discrepantes com base na diferenciacdo genética
populacional (Rellstab et al., 2015).

Entre os varios métodos de EAA Frichot et al. (2013) desenvolveram o “Latent Factor Mixed Model” (LFMM), que
tem a propriedade de testar as correlagdes entre a variacdo ambiental e genética, estimando os efeitos de fatores ocultos
(representando niveis residuais da estrutura populacional).

A genOmica de paisagem também oferece a capacidade de se avaliar o potencial adaptativo, média das mudangas na
composicdo genotipica (contribui¢do dos genes de um individuo) em SNPs associados ao clima que teoricamente sdo
necessarias para o organismo sobreviver as condi¢des climaticas futuras (Rellstab et al., 2016, Jordan et al., 2017). Tais
abordagens podem ajudar a identificar populagdes vulneraveis as mudangas climaticas e onde intervengdes de manejo
podem ser necessarias para assegurar a sustentabilidade das populagdes atuais.

Este estudo usa a genomica da paisagem para avaliar as assinaturas gendmicas de adaptacdo ao clima em C. canephora
selvagem de sete florestas da Uganda e, em seguida, aplica esses resultados para se determinar como eles poderiam ser
usados para se estimar o potencial de adaptacdo local as mudancas climaticas projetadas. Para alcangar esses objetivos,
genes candidatos (GCs) foram capturados, enriquecidos e sequenciados para um total de 207 acessos selvagens da
Uganda, a fim de identificar SNPs. Esses SNPs e dados climaticos foram posteriormente avaliados por meio da analise
de associagdo ambiental. Finalmente, os modelos dos dados climaticos projetados das mudangas climdticas futuras
foram aproveitados para tentar prever o potencial adaptativo das populacdes de C. canephora da Uganda.

MATERIAL E METODOS

Baseado em estudos moleculares anteriores (EMBRAPA/CIRAD/Nestlé) e utilizando a anotag@o do sequenciamento do
genoma café (Denoeud et al. 2014, Dereeper et al. 2015), foram selecionados um conjunto de 323 GCs, dentre estes,
genes que codificam, por exemplo, para dehidrina, proteinas de choque térmico, enzimas do metabolismo de agticar e
fatores de transcricdo. As sequéncias desses GCs foram utilizadas para a sintese de 19.360 sondas biotiniladas
especificas. Uma matriz de captura direcionada foi projetada para esses GCs e suas regides de flanqueamento, seguindo
os protocolos de Rohland e Reich (2012) e Mariac et al. (2014). Dados do sequenciamento, via [llumina Hiseq 3000, de
207 acessos selvagens de C. canephora da Uganda, geolocalizados, foram utilizados para avaliar a relagdo entre a
variacdo climatica (www.worldclim.org/bioclim) e a diversidade nucleotidica dos GCs.

As analises das sequencias foram realizadas utilizando scripts publicados por Mariac et al. (2014) e Scarcelli et al.
(2016) e disponivel gratuitamente no github (https://github.com/Maillol/demultadapt;
https://github.com/SouthGreenPlatform/arcad-hts/blob/master/scripts/arcad_hts 2 Filter Fastq On_Mean_Quality.pl).
A etapa de mapeamento foi realizada utilizando BWA MEM 0.7.5a-r405 (Li e Durbin, 2009) com a opgdo -B4 ¢ com o
genoma de C. canephora (http://coffee-genome.org/coffeacanephora) como referéncia.

A chamada de SNPs foi realizada usando Unified Genotyper (Genome Analysis Toolkit - GATK v3.6). Os SNPs
localizados nas sequéncias dos GCs selecionados foram considerados como “farget”, os demais como SNPs “out-
target’.

Dois conjuntos sucessivos de filtros foram aplicados nos SNPs brutos. Primeiramente, variantes de baixa qualidade
foram descartadas seguindo os critérios de qualidade recomendados pelo GATK e foram selecionados apenas SNPs
bialélicos usando VCFtools v0.1.13 (Danecek et al., 2011). No total, identificamos 4.078.725 SNPs distribuidos por
todo o genoma. Os SNPs de baixa qualidade e individuos de baixa cobertura foram descartados, resultando em um
conjunto final de 41.452 SNPs e 207 individuos, com menos de 10% de gendtipos ausentes por SNP e menos de 30% de
dados perdidos por individuo. Posteriormente, para andlises populacionais dos dados gendmicos, aplicamos filtros
adicionais mantendo apenas SNPs bialélicos de alta qualidade. Nos retivemos SNPs sem excesso de heterozigotos (>
0,8) e com uma frequéncia alélica minima (MAF) maior que 5%. Estes SNPs foram entdo processados com Plink
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1.90b4 (Purcell et al., 2007) para eliminar marcadores em alto desequilibrio de ligagdo. Os SNPs foram considerados
correlacionados quando "2 > 0,5. Foi obtido um total de 5.860 SNPs com boa representatividade alélica: 4.753 on-
target e 1.107 out-target.

Aplicamos métodos estatisticos gendomicos populacionais e¢ de distribuigdo alélica para detectar SNPs/GCs
correlacionados a parametros climaticos. O pacote LFMM (Latent Factor Mixed Models, Frichot et al. 2013) foi
utilizado para rastrear sequéncias de assinatura de adaptacdo ambiental em acessos selvagens de C. canephora da
Uganda.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A chamada de variantes identificou 16.141 SNPs bialélicos de alta qualidade com uma profundidade de cobertura
minima de 10x (on-target e out-target) por biblioteca. Filtros adicionais foram aplicados para a realizagdo do estudo de
associacdo, permitindo a identificacdo de 1 a 81 SNPs por gene candidato com uma profundidade de cobertura média de
90x (on-target) e 50x (out-target) por biblioteca. No total, 5.860 SNPs foram usados para estudos de associacdo
ambiental: 4.753 SNPs localizados on-target distribuidos em 315 GCs e 1.107 SNPs out-target.

Analises de agrupamento usadas para inferir a estrutura populacional atual de C. canephora, usando os 1.107 SNPs out-
target (considerados neutros) indicaram uma estrutura genética que reflete a distribui¢do geografica da C. canephora na
Uganda (Fig. 1A). Os métodos SNMF e PCA inferiram que o nimero mais provavel de agrupamentos genéticos foi de
cinco (K =5) (Fig. 1B e 1C). A maioria dos individuos das florestas de Zoka, Budongo, Itwara e Kibale, localizados nas
regides noroeste ¢ ocidental da Uganda, foram agrupados de acordo com sua floresta original. Os outros individuos das
florestas de Malabigambo, Mabira e Kalangala, localizados perto do lago Victoria (sul e sudeste da Uganda)
agruparam-se em um mesmo grande grupo (Fig. 1B). Essas florestas estdo localizadas na parte inferior da Uganda,
incluindo a regido central e sul.
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Figura 1. Analise de C. canephora da Uganda. A: Mapa da area de estudo. A linha vermelha separa as florestas do
noroeste/oeste das do sul/sudeste. B: Proje¢do dos 207 individuos amostrados ao longo dos dois primeiros eixos da PCA
explicando 9% (eixo 1) e 4,7% (eixo 2) da varidncia gendmica para o conjunto de SNPs neutros. C: Cinco grupos
genéticos (denominados de 1 a 5) detectados com estrutura para a populagdo selvagem. Os coeficientes de
ancestralidade dos individuos sdo representados por barras verticais.

Embora essas florestas estejam separadas por causa do intenso desmatamento da Uganda, ¢ provavel que essas florestas
ja tenham sido conectadas, permitindo o fluxo de genes entre as popula¢des agora separadas. Isso explicaria o alto nivel
de introgressdo dos alelos entre essas amostras (Fig. 1C). Para Itwara e Kibale, sabe-se que a divisdo definitiva entre as
florestas aconteceu em 1920 (cerca de 3 a 5 geracdes de café atras) (Thomas, 1935). A separagdo dessas populagdes de
C. canephora levou a diversificagio entre populacdes como resultado da endogamia e adaptagdo a ambientes
ligeiramente diferentes.
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Ao avaliar a associagdo entre cada SNP independente e as variaveis climaticas, detectamos SNPs que estdo
supostamente envolvidos na adaptagdo local e, inversamente, identificamos alguns fatores ambientais que estdo
potencialmente conduzindo esse processo.

Setenta ¢ um dos 5.860 SNPs foram significativamente associados com ao menos uma das variaveis climaticas. Um
total de quinze varidveis climaticas estavam entre essas associagdes (Fig. 2), enquanto quatro ndo foram associadas a
nenhum SNP (BIOs 2, 13, 15 e 16). Os fatores ambientais diferiram muito no nimero de SNPs aos quais eles estavam
associados (Fig. 2). As onze variaveis relacionadas a temperatura (BIOs 1-11) apresentaram maior niimero de
associagdes (74 associagdes no total), especialmente temperatura média do trimestre umido (BIO8; 18 SNPs),
temperatura minima do més mais frio (BIO6; 16 SNPs) e isotermalidade (BIO3; 14 SNPs ). Um menor niimero de
associagoes (60 associagdes de SNPs no total) foi encontrado para as variaveis relacionadas a precipitacao (BIOs 12-
19), a maioria dos SNPs foram associados com precipitagdo do més mais seco (BIO14; 26 SNPs) ou precipitagdo anual
(BIO 12; 21 SNPs), com pouca ou nenhuma associagcdo com as demais varidveis. Muitos SNPs foram associados a mais
de um fator ambiental. Dos 71 SNPs altamente correlacionados com fatores ambientais, 39 SNPs foram localizados nas
regides alvo em um total de 27 genes candidatos e 32 SNPs foram localizados fora do alvo (out-target) (Fig. 2).
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Figura 2. Resultado da analise de associa¢do ambiental usando o pacote LFMM contendo todos os 207 individuos de C.
canephora ¢ os 19 fatores ambientais (BIO, eixo x, de 1 a 19). O eixo y representa o numero total de SNPs (barras
pretas), os SNPs em GCs (barras cinzas) e os SNPs out-target associados aos fatores ambientais (BIO).

SNPs associados a seis ou mais fatores ambientais e localizados em diferentes GCs foram identificados. O SNP na
posi¢do chr2. 22074987 foi encontrado no gene CcERF034 (Ethylene-Responsive Factor) associado a dez fatores
ambientais, nove dentre eles sdo fatores ambientais relacionados a temperatura. Da mesma forma, o SNP chrl. 1210203
localizada no gene CcDXMT (3,7-dimetilxantina metiltransferase), o SNP chrl. 33303630 localizado no gene CcC4H1
(cinamato 4-hidroxilase) e o SNP chr10. 6440204 localizado em uma regido intergénica, também foram associados
principalmente a fatores relacionados a temperatura.

O SNP localizado na posi¢ao 29720412 do cromossomo 8 e associado ao fator ambiental isotermalidade (BIO3) esta
localizado na regido promotora do gene Cc08 gI14850 que codifica para uma proteina putativa de aquaporina conhecida
como CcPIP1.2. Aquaporinas (AQPs) s@o canais proteicos que facilitam o transporte de agua e/ou pequenos solutos e
gases neutros através das membranas (Maurel et al., 2008). O papel das AQPs no equilibrio hidrico das plantas tem sido
amplamente discutido, pois algumas isoformas de proteinas intrinsecas da membrana plasmatica (também chamadas de
PIPs) sdo abundantemente expressas em raizes, onde podem contribuir para a absor¢ao de dgua do solo (Postaire et al.,
2010).

Também foram identificados os SNPs chr2. 39762763 e chrl0. 833613 associados a precipitagdo anual (BIO12) e
precipitagdo do més mais seco (BIO14) e localizados na regido promotora do gene Cc02 g31340 e em um intron do
gene Ccl0 g01060 denominados CcEDRI e CcEDR?2, respectivamente. CcEDR1 codifica uma proteina putativa de 989
aminoacidos contendo o EDRI1 conservado comumente encontrado em proteinas ativadas por proteinas quinase
(MAPKK) envolvidas na sinalizagdo de resposta ao estresse ¢ na regulagdo da morte celular (Tang et al., 2005). Por
outro lado, CcEDR?2 codifica uma proteina putativa de 565 aminoacidos contendo o dominio catalitico conservado de
serina/treonina quinases tipo MAPKKK que sdo importantes na mediagdo de respostas celulares a sinais extracelulares
(Cowan-Jacob, 2006).

O potencial adaptativo das populagdes de C. canephora a mudangas climaticas futuras foi estimado utilizando os
mesmos 71 SNPs putativamente adaptativos (associados as varidveis climaticas) e quatro fatores ambientais
representativos: temperatura minima do més mais frio (BIO6), precipitagdo anual ( BIO12), precipitagdo do trimestre
mais seco (BIO17) e precipitacdo do trimestre mais frio (BIO19). O potencial adaptavel ou vulnerabilidade as mudangas



X Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil — ISSN: 1984-9249
8 a 11 de outubro de 2019, Vitoria — ES

climaticas ¢ a mudanca média na composi¢do genotipica nos SNPs associados ao clima que é teoricamente necessaria
para corresponder as condigdes climaticas futuras. As mudancas esperadas na composi¢do genotipica associada a
mudanca climética projetada variaram entre os cendrios analisados (Representative Concentration Pathways: RCP 2.6,
RCP 6.0 ¢ RCP 8.5). Os valores médios de vulnerabilidade por floresta sdo sempre mais altos para RCP 8.5 (0.8-1.2) do
que para RCP 2.6 (0.6-0.9) ¢ RCP 6.0 (0.7-1.1), mas para todos os cenarios, semelhantes tendéncias globais de
potencial adaptativo foram observados entre as florestas. Sob todas as previsoes dos diferentes cenarios, a floresta Zoka
se destaca das demais florestas com a menor vulnerabilidade, ou seja, maior potencial adaptativo. Ao contrario, a
floresta Mabira apresentou o maior valor médio de vulnerabilidade para as previsdes de RCP 2.6 ¢ RCP 6.0 e, junto
com a floresta Kalangala, os valores de vulnerabilidade média mais altos de acordo com as previsdes de RCP 8.5.
Assim, independentemente do cenario e com base na atual composi¢ao genotipica das florestas, Zoka parece ser o que
tem o maior potencial adaptativo, ou seja, a floresta que provavelmente seria melhor adaptada as mudancas climaticas
previstas, enquanto Kalangala e Mabira parecem ser populacdes menos pré-adaptadas a mudancas futuras.
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Figura 3. Vulnerabilidade de C. canephora a mudangas climaticas futuras, definida como a mudanga média nos
genotipos que ¢ necessaria para corresponder as condi¢des ambientais futuras em um conjunto de loci correlacionados
com fatores ambientais especificos.

CONCLUSOES

A associacdo genotipo-ambiente (GXE) sugere adaptagdo local com ambientes variados. Mais especificamente,
encontramos sinais de selecdo fortemente ligados a varios GCs envolvidos em resposta a estresses abidticos. Os sinais
de selecdo detectados suportam a hipdtese do gradiente ecoldgico contribuir para estruturar a diversidade genética das
populacdes Ugandense de C. canephora. A quantidade e o carater das variacdes genéticas observadas em regides
gendmicas associadas a variaveis climaticas tem ajudado a prever se as espécies de Cc serdo capazes de se adaptar com
rapidez suficiente para rastrear as mudangas climaticas globais. Para estimar a adaptagdo das populagdes de café as
futuras condigdes locais, indo além da caracterizagdo da variagdo, exploramos como a informagao gendmica poderia ser
usada para inferir o potencial de adaptacdo local de populagdes sob mudangas climaticas. Nos analisamos em que
extensdo a composigdo genotipica atual, relacionada ao clima, pode diferir em média daquelas esperadas sob o clima
futuro modelado, dado o modelo linear de associagdo ambiental. Esta mudanga média requerida na composicdo
genotipica foi aqui definida como o potencial adaptativo ou vulnerabilidade das florestas diante de mudancas climaticas
futuras. O modelo linear usado neste estudo ndo prevé qual serd a composi¢cdo genotipica da populagdo, mas quantifica
a mudanga tedrica na composicao genotipica “necessaria” sob mudangas climaticas projetadas e usa esse resultado para
considerar a viabilidade da adaptagao local.

Qualquer que seja a previsao de RCP usada, a hierarquia de vulnerabilidade dessas populagdes as mudangas climaticas
sempre foi conservada, com a populagdo Zoka mostrando-se menos vulneravel, enquanto que as populagdes de
Kalangala e Mabira aparentam ser menos adaptadas. Uma maneira de verificar esses resultados seria testar plantas de
cada uma dessas populagdes, por exemplo, sob condi¢des controladas (estufa), para analisar suas respostas (fisiologicas
e transcriptOmicas) a estresses abidticos (seca, choque de temperatura). Como o modelo para se estimar a
vulnerabilidade ¢ um modelo que ndo sera possivel verificar antes de varias décadas, ¢ necessario ser cauteloso em
relacdo as suas conclusdes. No entanto, vale ressaltar que este estudo levou a identificagdo de varios SNPs em
diferentes GCs ja pré-identificados como envolvidos nos mecanismos de resposta do cafeeiro quanto a estresses
abidticos. Mesmo assim, isso nao constitui uma evidéncia para validar esse modelo, mas ajuda a fortalecer sua
credibilidade.

Os resultados dos testes de vulnerabilidade apresentados aqui também destacaram a importancia de estudar as
populacdes selvagens de café para garantir sua prote¢do particularmente contra o desmatamento intensivo, porque suas
plantas constituem um precioso reservatorio genético que poderia ser Util e necessario no futuro. Estes resultados
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também mostram que plantas de algumas populagdes poderiam ser usadas como pais em programas de melhoramento
de C. canephora para gerar novos clones melhor adaptados as mudangas climaticas.
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