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RESUMO: O Estudo de Associacdo Gendmica Ampla (Genome-Wide Association Studies — GWAS) surgiu com o
intuito de capturar o efeito de genes na determinacéo de determinada caracteristica fenotipica. Para isso, os individuos
selecionados sdo genotipados em escala genémica e fenotipados para as caracteristicas de interesse e entdo, a partir de
andlises estatisticas entre os polimorfismos de DNA e a variacdo no fendtipo, os genes que controlam essas
caracteristicas podem ser identificados. Por se tratar de uma espécie perene e de ciclo longo, os programas de
melhoramento genético convencional do cafeeiro sdo demorados (varios anos) e de custo elevado. A geracdo de
cultivares superiores via melhoramento genético ainda lida com o desafio de agregar simultaneamente diversas
caracteristicas quantitativas de relevancia agrondmica, assim como a qualidade de bebida. Neste contexto, na tentativa
de identificar genes/regides gendmicas associadas a caracteristicas agrondmicas importantes, 1.319 individuos da
Embrapa Cerrados foram genotipados e fenotipados, e posteriormente, realizou-se um estudo de GWAS com o0s
softwares TASSEL e rrBLUP. Um namero diferente de marcadores associados foi identificado com as duas estratégias
utilizadas. Foram identificados marcadores tanto em regides intergénicas como em regides génicas, sendo que, nesta
Gltima, os marcadores estavam presentes em genes ja caracterizados e descritos na literatura para outras espécies como
estando relacionados as caracteristicas agrondmicas aqui analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: C. canephora, GWAS, SNP, diversidade genética, DNA array.

GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDIES FOR IMPORTANT AGRONOMIC TRAITS
IN Coffea canephora

ABSTRACT: The Genome-Wide Association Studies (GWAS) emerged to capture the effect of genes on phenotypic
determination. For this, the selected individuals are genotyped and phenotyped for the traits of interest and then, from
statistical analyses between DNA polymorphisms and phenotype variation, the genes controlling these traits are
identified. Because it is a perennial and long-cycle species, conventional coffee breeding programs are time consuming
(several years) and costly. The generation of superior cultivars via genetic improvement still deals with the challenge of
simultaneously aggregating several quantitative characteristics of agronomic relevance and beverage quality. In this
context, in an attempt to identify genes / genomic regions associated with important agronomic characteristics, 1,319
individuals from Embrapa Cerrados were genotyped and phenotyped, and subsequently GWAS was performed using
TASSEL and rrBLUP software. A different number of associated markers were identified with both strategies used.
Markers were identified in both intergenic and gene-coding regions, and at last, markers were present in genes already
characterized and described in the literature for other species as being related to the agronomic characteristics analyzed
here.
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INTRODUCAO

Os SNPs sdo mudancas em uma Unica base (mutacdes) no DNA e sdo unidades de variacdo genética que ocorrem em
qualquer genoma de um organismo. Uma enorme quantidade de SNPs pode ser capturada usando tecnologias de
genotipagem, como a tecnologia baseada em chips de DNA ou outras tecnologias de sequenciamento de préxima
geracdo (NGS — Next Generation Sequencing). Os dados de genotipagem gerados sdo muito utilizados em uma
abordagem denominada estudo de associacdo genémica ampla (GWAS — Genome-Wide Association Studies), em que se
investiga SNPs capturados associados a fenotipos ou caracteristicas de interesse ao melhoramento genético por meio de
conceitos estatisticos para analise, interpretacdo e acompanhamento dos resultados de associagao.

Com os recentes avancos na gendmica do cafeeiro, como o sequenciamento completo do genoma de referéncia de C.
canephora (DENOEUD et al.,, 2014), uma reducdo significativa em tempo e custo na selecdo de plantas com
caracteristicas de interesse ao melhoramento pode ser alcancada. O genoma de referéncia juntamente com as
tecnologias de NGS forneceram as ferramentas necessarias para a genotipagem de SNPs em larga escala na espécie,
possibilitando o desenvolvimento e a validacdo de uma plataforma de genotipagem (Coffee Axiom chip — 26K),
contendo SNPs informativos e de alta qualidade (ANDRADE et al., 2017).

O presente trabalho buscou identificar associa¢fes significativas entre os SNPs identificados pelo chip e dados
fenotipicos, como producéo, tamanho e formato de grdos, tamanho e formato de frutos, boia e peso de 100 gréos, em
uma populagdo de C. canephora (CARNEIRO et al., 2013). Nesse sentido, a GWAS auxiliaria na identificagdo
marcadores para a selegdo de gendtipos superiores.

MATERIAL E METODOS

Um total de 1.319 individuos de C. canephora selecionados a partir de uma populagédo de melhoramento localizada no
campo experimental da Embrapa Cerrados (Planaltina, DF) foram fenotipados para diversas caracteristicas de interesse
agronémico (CARNEIRO et al., 2013) e genotipados através da plataforma Coffee Axiom chip — 26K (ANDRADE et
al., 2017).

e Fenotipagem
Os dados fenotipicos utilizados nos experimentos de GWAS foram levantados a partir de avaliagdes realizadas para 0s
individuos selecionados na populagdo de melhoramento. Foram obtidos dados de produtividade, boia, peso de 100
grdos, peneiras e composicdo bioquimica por espectroscopia do infravermelho-préximo, conforme metodologias ja
estabelecidas. Além disto, analises fisioldgicas para avaliacdo da tolerancia a seca, foram também realizadas.
Produtividade: Os dados de produgdo anual foram obtidos para cada individuo selecionado na populagdo, por um
periodo de 3 anos consecutivos (2011/12; 2012/13 e 2013/14), sendo que cada planta foi colhida individualmente e a
produgdo do café cereja, por planta, medida em litros (L).
Morfologia dos frutos: A partir da colheita, cerca de 50 frutos de café cereja, de cada planta, foram acondicionados em
sacos de papel e mantidos a -20°C até a realizagdo das analises morfoldgicas dos frutos. Os dados de tamanho e formato
do grédo foram obtidos com auxilio do software DIGI-Pro (Labomed), utilizando-se 5 frutos por amostra.
Boia: Apés a colheita, uma amostra de 100 frutos de café cereja, de cada planta, foi colocada em um recipiente com 1L
de 4gua para obter o valor, em porcentagem, de frutos boia.
Peso de 100 grdos: A partir da colheita, as amostras de cada planta foram processadas em despolpador elétrico
(Palini&Alves, modelo: PA-DCC/E), seguindo o processo de cereja descascado, acondicionadas em sacos de fild e
colocadas para secar em terreiro, até 0s gréos atingirem grau de umidade de aproximadamente 12%. Posteriormente,
pesou-se uma amostra de 100 gréos secos de cada individuo em balanca eletrénica modelo AL200C (Marte).
Formato e tamanho dos gréos: Amostras de grdos secos (100g) de cada individuo foram analisadas em um conjunto de
peneiras (Pinhalense) para a classificacdo quanto ao formato e granulometria. Conforme a Instrucdo Normativa do
MAPA (n°8, 11/06/2003), os grdos podem ser enquadrados em duas categorias: (1) Chato — constituida de grdos com
superficie dorsal convexa e a ventral plana ou ligeiramente concava, com a ranhura central no sentido longitudinal e (2)
Moca — constituida de grdos com formato ovoide, também com ranhura central no sentido longitudinal. Para cada
categoria, os gréos sdo ainda classificados de acordo com a dimensdo dos crivos das peneiras que os retém, conforme
Tabelal.
Composi¢do bioquimica: A partir dos gréos secos, conforme descrito anteriormente, amostras de 100 individuos
(300g), foram acondicionadas em sacos de papel e enviadas para o Centro de Pesquisa R&D Tours da Nestlé (Franca),
para a realizacdo das analises de NIRS, conforme descrito por Vineckyet al., (2016).
Anélises fisiologicas: Medidas do potencial hidrico foliar de antemanha (Wam) foram realizadas no final do més de
agosto e inicio de setembro/2013, apds um periodo de estresse hidrico de aproximadamente 70 dias, conforme descrito
em Marraccini et al., (2012). Para esse essas analises fenotipicas, selecionou-se uma amostra de 366 individuos, os
quais estdo entre os 1.319 individuos da populagdo de melhoramento selecionados para as demais caracteristicas.

e Genotipagem
Ao longo do genoma de C. canephora foram identificados 25.456 SNPs e apds um processamento minimo, utilizando a
funcdo A.mat do pacote rrBLUP (ENDELMAN, 2011), no software R (R Core Team, 2017), obteve-se um conjunto de



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

16.688 marcadores com call rate acima de 90% e MAF (Minimum Allele Frequency) superior a 1%. Dois programas
foram utilizados para as analises de GWAS, o pacote rrBLUP e o software TASSEL (BRADBURY et al., 2007), ambos
tem como principio o uso da equacdo de modelos mistos proposto por Yu et al. (2006).

Para se confirmar a significancia das associac@es entre 0os SNPs e os fendtipos de interesse, dois métodos foram
utilizados: (i) correcéo de Bonferroni e (ii) FDR (False Discovery Rate) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), adotando-
se um nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05). A partir dos dados de p-valores significativos para cada método, o
pacote CMplot, implementado no software R, gerou os gréaficos do tipo Manhattan Plot.

Tabela 1: Classificacdo oficial de café por peneira, conforme Instrucdo Normativa do MAPA (n°8, 11/06/2003)

Chato Graudo Peneira 17 e maiores
Chato Médio Peneiras 15 e 16
Chato Miudo Peneiras 12, 13 e 14
Moca Graudo Peneiras 11 a 13
Moca Meédio Peneira 10

Moca Mildo Peneiras 8 € 9

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises realizadas por meio do rrBLUP identificaram associagdes para as caracteristicas de
peso de 100 grdos, em que nove marcadores estavam associados, sendo que seis localizam-se no cromossomo 0 e um
destes, AX-168342522, também foi associado a caracteristica de Moca Miudo (Figura 1).

Para a caracteristica tamanho e formato de grdos, 19 marcadores foram associados (Figura 2); onde um marcador
presente no cromossomo 6 estava associado a caracteristica Chato Médio (Figura 2A), trés tiveram associac¢do para a
caracteristica Chato Miudo (Figura 2B), posicionados nos cromossomos 2 (AX-168348734, AX-168355324) e 6 (AX-
168348505), 13 SNPs estavam associados para Moca Graudo, podendo ser observado na Figura 2C que somente um
marcador esta localizado no cromossomo 2 e os demais encontram-se localizados em regifes proximas (26.401.552 —
28.859.558) do cromossomo 5, indicando a possibilidade de ser um QTL. Dois outros marcadores, associados a
caracteristica de Moca Mildo (Figura 2D), estavam localizados nos cromossomo 3 (AX-168355983) e 0 no
cromossomo 0 (AX-168342522).
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Fig. 1. Grafico Manhattan de associacdo do efeito dos SNPs testados com a caracteristica de peso de 100 grdos. As
linhas tracejadas representam o valor obtido para —log,, (p — valor) considerando a corre¢do de Bonferroni (linha
tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). Estdo representados os 11 cromossomos de C. canephora e o
cromossomo 0, que consiste em um conjunto ndo ordenado de scaffolds.
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Fig. 2. Grafico Manhattan de associacdo do efeito dos SNPs testados com a caracteristica de tamanho e formato de
grdos. Manhattan plot para as caracteristicas de tamanho e formato do grdo. SNPs associados para os gréos classificados
como Chato Médio (A), Chato Miudo (B), Moca Graido (C) e Moca Miudo (D). As linhas tracejadas representam o
valor obtido para —log;, (p — valor) considerando a correcdo de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha
tracejada vermelha). Estdo representados os 11 cromossomos de C. canephora e o cromossomo 0, que consiste em um
conjunto ndo ordenado de scaffolds.

Para as analises realizadas no software TASSEL, utilizando o mesmo conjunto de dados utilizado no rrBLUP, um
marcador presente no cromossomo 11 foi associado para a caracteristica de producdo, avaliada no ano de 2013. Duas
outras caracteristicas que nao haviam sido detectadas pelo rrBLUP foram identificadas pela analise com o TASSEL, 6
SNPs apresentaram associacdo para o fenotipo Boia e 23 marcadores estavam associados ao tamanho do fruto,
relacionados a caracteristica de eixo menor.

Para peso de 100 gréos, 6 SNPs, todos eles localizados no cromossomo 0, foram associados. Pode-se notar que 3 SNPs
associados a caracteristica boia, também foram detectados em associagdo com a caracteristica de peso de 100 gréos
(AX-168308807, AX-168355686 e AX-168358258). Ja para a caracteristica do fruto, eixo menor, a qual, somente nesta
andlise, marcadores associados foram detectados, pode-se observar que mais de um SNP em associacao significativa foi
encontrado em um mesmo gene. Cc02_g24790 (AX-168303576 e AX-168343505), que codifica uma “GPIl-anchored
protein like”, sendo que “Glycosylphosphatidylinositol-Anchored Proteins” GPI proteinas sdo importantes na formagéo
da parede celular e também na morfogénese (GILMOR et al, 2005) e, 0 gene Ccl0_g02630 que codifica uma
frutokinase (“putative pfkB family carbohydrate kinase™), proteinas envolvidas no metabolismo de frutose (PEGO;
SMEEKENS, 2001).
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CONCLUSOES

Apesar de alguns resultados diferentes entre os dois programas estatisticos utilizados (TASSEL vs. rrBLUP) para as
analises de GWAS, SNPs em associacdo com caracteristicas agronémicas de interesse, puderam ser confirmados por
meio das duas analises realizadas. Além disto, com o suporte da caracterizagdo funcional de varios dos genes detectados
como importantes fatores na determinacdo fenotipica das caracteristicas estudadas, ja descritos na literatura,
principalmente com os trabalhos pioneiros na planta modelo Arabidopsis thaliana, corroboram com a associagdo
funcional desses genes encontrados neste trabalho, com as caracteristicas fenotipicas analogas, como a de tamanho e
formato de grdos e tamanho e formato de frutos. Esses dados corroboram com as associages significativas de GWAS
encontradas em café, indicando que esses marcadores podem ter grande utilidade nos programas de melhoramento
genético por selecdo assistida em cafeeiro.
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