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RESUMO

SILVA, Leticia de Faria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2018. Estudo de
associacdo genomica ampla (GWAS) em Coffea canephora. Orientador: Ney Sussumu
Sakiyama. Coorientadoras: Eveline Teixeira Caixeta e Emilly Ruas Alkimim.

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tem sido tradicionalmente utilizados para a
identificagao de locos de interesse responsaveis pela variagdo fenotipica. A utilizagdo desse tipo
de metodologia explora as ligagdes mais proximas existentes entre os marcadores moleculares
e regides cromossOmicas de interesse para um maior entendimento das caracteristicas
fenotipicas da espécie em estudo, propiciando a identificagdo de marcas a serem utilizadas em
sele¢des assistidas por marcadores moleculares (SAM) nos programas de melhoramento. Nesse
contexto, a utilizacdo dessa metodologia visando um maior entendimento de caracteres
morfoagronomicos em um menor periodo de tempo se mostra uma solugao viavel para
programas de melhoramento de espécies com longo ciclo de vida (plantas perenes) como o café.
Assim, o objetivo do trabalho foi identificar regides cromossdmicas com associagdes
significativas em populagdes de C. canephora em melhoramento para as principais
caracteristicas fenotipicas de importancia para essa espécie, através da metodologia de
Associacdo Gendmica Ampla (GWAS). A populagdo em estudo foi composta por 165
geno6tipos contendo os dois grupos varietais Conilon e Robusta além dos Hibridos provenientes
desse cruzamento. Foram avaliadas oito caracteristicas morfoagronomicas sendo elas altura da
planta, vigor vegetativo, incidéncia a cercosporiose, incidéncia a ferrugem, didmetro da copa,
produtividade, época de maturagdo dos frutos e tamanho dos frutos. Os cafeeiros foram
genotipados com marcadores SNP, distribuidos em todo o genoma. Foram realizadas analises
de qualidade (MAF >0,01 e CR > 90%) que resultaram em 17.885 SNP. Apos a aplicagdo da
metodologia de GWAS, foram identificados marcadores SNP com associagdes significativas
para cinco caracteristicas (altura da planta, didmetro da copa, vigor vegetativo, incidéncia a
ferrugem e a cercoporiose). As analises também permitiram a identificacdo de genes candidatos,
nos quais, os marcadores SNP estavam inseridos. Foi possivel também relacionar a fun¢ao dos
genes candidatos a caracteristica nos quais esses se encontravam inseridos. Foi possivel a
identificacao da presenga dos genes 08-gl11560, 10-g16500, 11-g17430, 00-g17460 ¢ 02-

38180 nas duas principais doengas do cafeeiro. Os marcadores SNP com associagdes
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significativas se mostraram distribuidos em todo o genoma da espécie e estavam presentes em
todos os cromossomos. Com destaque para os cromossomos 0,2,6,9 e 11. Por fim, a
metodologia se mostrou eficiente em populagdes C.canephora, os genes candidatos
encontrados inseridos nos marcadores SNP com associagdes significativas poderdo ser
avaliados com maior detalhamento e posteriormente poderao ser usados em selegdes assistidas

por marcadores moleculares (SAM) auxiliando programas de melhoramento da espécie.
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ABSTRACT

SILVA, Leticia de Faria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2018.Genome-wide
association Study (GWAS) in Coffea canephora. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Co-
advisers: Eveline Teixeira Caixeta and Emilly Ruas Alkimim

Genome-wide Association Study (GWAS) have traditionally been used to identify loci of
interest responsible for the phenotypic variation. The use of this type of methodology explores
the closer links between molecular markers and chromosomal regions of interest for a better
understanding of the phenotypic characteristics of the species under study, favoring the
identification of markers to be used in selections assisted by molecular markers (SAM) in
breeding programs. In this context, the use of this methodology aiming at a greater
understanding of morphoagronomic characters in a shorter period of time is a viable solution
for breeding programs of species with a long life cycle (perennial plants) such as coffee. Thus,
the objective of this work was to identify chromosomal regions with significant associations in
C. canephora populations in breeding for the main phenotypic characteristics of importance for
this species, through the GWAS methodology. The study population consisted of 165 genotypes
containing the two Conilon and Robusta varietal groups in addition to the hybrids from that
cross. Eight morphoagronomic characteristics were evaluated: plant height, vegetative vigor,
incidence of cercosporiae, incidence of rust, canopy diameter, productivity, fruit maturation
time and fruit size. The coffee trees were genotyped with SNP markers, distributed throughout
the genome. Quality analyzes (MAF >0.01 and CR > 90%) were performed, resulting in 17,885
SNPs. After application of the GWAS methodology, SNP markers were identified with
significant associations for five characteristics (plant height, crown diameter, vegetative vigor,
incidence of rust and cercoporiosis). The analyzes also allowed the identification of candidate
genes in which the SNP markers were inserted. It was also possible to relate the function of the
candidate genes to the characteristic in which they were inserted. It was possible to identify the
presence of genes 08-g11560, 10-g16500, 11-g17430, 00-g17460 and 02-g38180 in the two
major diseases of coffee. The SNP markers with significant associations were shown to be
distributed throughout the genome of the species and were present on all chromosomes. Finally,
the methodology was efficient in populations C.canephora, the candidate genes found inserted
in the SNP markers with significant associations can be evaluated in greater detail and later can

be used in molecular marker assisted selections (SAM) to support species breeding programs.
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Introduciao

Os programas de melhoramento genético buscam, estratégias de selecdo cada vez mais
eficientes para a identificacdo de gendtipos que apresentem desempenho superior. Os
programas de melhoramento que visam melhorar plantas com longo ciclo de vida (plantas
perenes) apresentam dificuldades adicionais, como periodos mais longos para a obtencdo de
flores para a realizagdo dos cruzamentos, custo elevado nas avaliagdes de campo devido a
necessidade de areas e periodos de tempos maiores, necessidade da avaliagdo da precocidade e
da longeviedade produtiva (Ferrao, 2004; Ferrao et al., 2007). Entre as culturas perenes, a
cultura do café se destaca principalmente por sua grande importdncia econdmica para o
desenvolvimento mundial (Resende et al., 2001).

As duas espécies de cafeeiro mais cultivadas no mundo sdo Coffea arabica e Coffea
canephora (Fazuoli, 1986). O café ardbica ¢ responsavel pelo aroma, sabor adocicado e,
consequentemente, proporciona qualidade superior de bebida. O café canephora se destaca por
apresentar maior quantidade de cafeina e solidos soluveis, proporcionando corpo a bebida
(Babova et al., 2016). Durante muitos anos, C. canephora foi considerada uma espécie inferior
para a utilizagdo em bebidas. No entanto, seu uso passou a ser explorado comercialmente nos
chamados blends com a espécie C. arabica. Esse foi um dos fatores responsaveis pelo impulso
mundial da producao de C. canephora. Além da importancia na industria, essa espécie destaca-
se pela alta produtividade de grios, menor suscetibilidade a estresses abidticos e biodticos
(Ferrao et al., 2007).

A espécie C. canephora ¢ dividida em dois grupos varietais, denominados Conilon e
Robusta. O grupo varietal Conilon compreende os genoétipos de melhor adaptagdo no Brasil,
apresenta folhas menores, menor vigor e porte, frutos pequenos, tolerancia a seca € sdo, em
geral, suscetiveis a ferrugem. Os cafeeiros do grupo varietal Robusta sdo representados por
plantas de porte alto, vigorosas, de folhas e frutos maiores, resistentes a ferrugem e com maior
sensibilidade a seca (Musoli, 2009).

Em razdo da importancia economica de C. canephora, programas de melhoramento
dessa espécie vem sendo desenvolvidos, visando, principalmente, o aumento da produtividade,
resisténcia a doencas e o desenvolvimento socio-econdmico das regides de cultivo (Maia et al.,
2017). Esses programas de melhoramento tém usado avaligdes de caracteristicas
morfoagronomicas para discriminagao e selecdo de genotipos. No entanto, essas caracteristicas

fenotipicas apresentam limitagdes como grande influéncia ambiental e baixo ganho com a
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selecdo de caracteristicas de interesse (Ferrao et al., 2007; Souza, 2011). Assim, com intuito de
minimizar essas limitagdes, tem se destacado a implementa¢do de marcadores moleculares, os
quais detectam polimorfismos a nivel de DNA (Sousa et al., 2017; Alkimim et al., 2017).

Dentre os diversos marcadores moleculares, os marcadores SNP representam o tipo de
polimorfismo mais abundante no genoma, sdo, em geral, bialélicos e codominantes. Com o
desenvolvimento das tecnologias de NGS (Next Generation Sequencing), estes marcadores sao
facilmente automatizados, o que tem proporcionado uma economia significativa de tempo e
recursos para seu uso nos programas de melhoramento (Resende et al., 2008; Liao e Lee, 2010).
Dessa forma, varios estudos utilizando marcadores SNP t€m sido conduzidos com sucesso.
Dentre estes, podem-se citar estudos de diversidade e estrutura genética de populacdes, estudos
de selecdo gendmica (GWS- Genome Wide Selection Study) e estudos de Associagdo Gendmica
Ampla (GWAS — Genome Wide Association Study). (Alkimim et al.,2017; Sousa et al., 2017;
Meuwissen et al., 2016).

Os estudos de GWAS permitem associar o fenotipo de interesse com o genotipo,
permitindo identificar possiveis regides do genoma que apresentam maior efeito sobre a
caracteristica. Por essa estratégia ¢ possivel, também, achar os genes contendo SNP
significativos, e posteriormente identificar genes envolvidos no controle da caracteristica e sua
respectiva fungdo bioldgica. A caracterizagdo desses genes permite aumentar a compreensao da
influéncia do gendtipo sobre o fenotipo (Yang et al., 2013).

A abordagem GWAS foi pioneira em estudos relacionados a doencas humanas,
posteriormente os estudos GWAS foram adaptados para uma série de organismos modelos
como Arabidopsis taliana e para culturas de importancia comercial (Huang et al., 2012).

Apesar dos estudos de GWAS apresentarem vantagens e amplas aplicagdes nos
programas de melhoramento, até 0 momento, nenhum estudo com aplicagdes da GWAS para a
espécie C. canephora foi publicado. Estudos realizados por Alkimim (2017) permitiram a
identificacao e valida¢do de marcadores SNP para C.canephora, foram utilizadas 10.000 sondas
distribuidas ao longo de todo o genoma, a partir de sequéncias de referéncia provenientes do
Projeto Brasileiro do Genoma Café e do banco de dados do genoma da espécie C. canephora.
De posse dessas sondas, os genotipos foram sequenciados via plataforma [llumina e os
marcadores identificados por abordagem de bioinformatica. Sendo obtidos um total de 18.111
marcadores SNP.

Diante do exposto, objetivou-se a identificagdo de regides cromossdmicas com

associagoes significativas em populagdes de C. canephora em melhoramento para as principais
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caracteristicas fenotipicas de importancia para essa espécie, através da metodologia de

Associagao Genomica Ampla (GWAS).

Material e Métodos

A populacao em estudo, alocada no municipio de Oratdrios, Minas Gerais, faz parte do
programa de melhoramento da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig)
em parceria com a Universidade Federal de Vigosa (UFV) e a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Café (Embrapa Café). O plantio dos cafeeiros foi realizado em espagamento de
3,0 m entre as fileiras e 1,5 m entre as plantas, em delineamento em blocos casualizados (DBC).

A populagdo ¢ composta por clones dos grupos varietais Conilon e Robusta e por
Hibridos interpopulacionais (Conilon x Robusta). O grupo varietal Conilon (Tabela 1) ¢
constituido por 51 gendtipos, obtidos do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensao Rural (INCAPER). O grupo varietal Robusta (Tabela 1) € constituido de 32 genotipos
obtidos do Centro Agronomico Tropical de Inventigacion y Ensefianza (CATIE). Além desses,
82 Hibridos interpopulacionais foram obtidos por meio de cruzamentos artificiais obtidos a
partir de um dialelo parcial formado por cinco genitores masculinos Conilon e cinco genitores

femininos Robusta (Tabela 2).

Extracdo do DNA genomico

Seguindo a metodologia proposta por Diniz et al (2005), folhas jovens dos 165 cafeeiros
tiveram seu DNA genOmico extraidos no Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro —
Biocafé¢/UFV. Apoés a extragdo, a qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% e sua
concentracdo verificada em NanoDrop 2000. As concentragdes das amostras foram
padronizadas e, posteriormente, enviadas para a empresa RAPiD Genomics localizada na
Florida/EUA, para a constru¢ao de sondas, sequenciamento e identificagdo de marcadores

moleculares SNP.

Analises dos marcadores SNP

Os marcadores SNP foram analisados quanto a qualidade, eliminando-se os alelo menos
frequente (MAF) e os marcadores que apresentam grandes quantidades de dados perdidos (CR-

call rate). Os valores usados para eliminagao foram MAF inferior a 0,01 e CR inferiores a 90%.



Avaliagées fenotipicas

Avaliagdes fenotipicas de oito caracteristicas foram conduzidas durante trés anos
consecutivos (2014 a 2016). A caracteristica vigor vegetativo (Vig) foi avaliada levando-se em
consideragdo o aspecto geral da planta, examinando se o enfolhamento, coloracao das folhas,
estado nutricional e vitalidade (Tabela 3). As caracteristicas incidéncia a ferrugem (Fer) ¢ a
cercosporiose (Cer) foram avaliadas com notas de 1 a 5 de acordo com os sintomas apresentados
em decorréncia do patégeno. A época de maturagao dos frutos (Mat) do cafeeiro foi classificada
em precoce, média e tardia, recebendo notas de acordo com a aparéncia dos frutos, € o tamanho
dos frutos (T¥) foi classificado como pequeno, médio e gratido (Tabela 3).

Para as caracteristicas altura da planta (Ap) e diametro da copa (Dc) foram realizadas
afericoes em centimetros (cm), estipuladas pela medi¢do da ramificagdo ortotropica mais
desenvolvida, iniciadas do nivel do solo até o ultimo ponto apical do cafeeiro. A caracteristica
produtividade (Prod) por planta foi mensurada colhendo-se todos os frutos presentes por

gendtipo e mensurando-se o volume em litros com o auxilio de uma proveta (Tabela 3).

Andlises dos dados fenotipicos

Os dados fenotipicos foram corrigidos para efeitos ambientais de anos e blocos,
utilizando a metodologia de modelos mistos, por meio do software Selegen REML (Método da
Maxima Verossimilhanga Restrita)/ BLUP (Melhor predi¢ao linear imparcial) (Resende 2016).

Os dados foram analisados de acordo com o seguinte modelo:

y=Xu+Tc+Wf+Zm+Qs+Sb+e

Em que:

y: Vetor das observagdes fenotipicas;

u: Vetor dos efeitos das médias (considerados fixos) somados a média geral;

c: Vetor de efeito da capacidade especifica de combinagdo entre os genitores Conilon e
Robusta (considerados aleatorios);

f: Vetor dos efeitos da capacidade geral de combinagdo do parental Robusta
(considerado aleatério);

m: Vetor dos efeitos da capacidade geral de combinagdo do parental Conilon
(considerado aleatério);

s: Vetor de efeito ambiental permanente de individuos (considerado aleatério);



b: Vetor de efeito permanente dos blocos (considerado aleatério);

e: Vetor de residuos (assumidos como aleatorio).

Apbs o ajuste do modelo, os valores fenotipicos ajustados (Yjj ") foram obtidos como a
soma dos efeitos aleatorios de gendtipos e do erro experimental.

As estruturas de médias e variancias associadas ao modelo sdo:

ylr,V~NXu,V); m|oZ~N(0,162); f|af2~N(O, Iafz); clo?~N(0,102);
s|lo2~N(0,162); blof~N(0,10}); e e|lcZ~N(0,102).

As covariancias entre os efeitos sdo iguais a zero.

Em que:

V = Varifncia fenotipica e equivale a: ZZ'oj + WW'af + TT' 0 + QQ'% +
SS'cf + 10Z;

I = Matriz Identidade;

05, 0f,02,02,0%, ¢ 02 sdo as variancias entre os genitores do grupo Conilon, entre os
genitores do grupo Robusta, da capacidade especifica de combinagdo entre os genitores dos
grupos Conilon e Robusta, de ambiente permanente de individuo, de ambiente permanente de

blocos, e residual, respectivamente.

As equacdes de modelos mistos para o BLUP (Best Linear Unbiased Predictor)

equivalem a:

01 [X'X X'z X'w X'T X'Q X'S 11Xy
# 7'X 7'7+1A VA4 Z'T Z'Q 7'S Z'y
Fl _wx w'z W'W+ 12, w'T w'Q w's W'y
el | T'X T'Z T'W T'T + 125 T'Q T'S T'y
§ Q'X Q'Z QW Q'T Q'Q+ 14, Q'S Q'y

b1 LS'x S'Z S'w S'T s'Q S'S+1A:1 LSy

Em que:

2_f£2_,2_2_32
) 2 _ 1-m°—f°—c“—s°—b~
Al_ae/o-m_ m2 s




1-m2—f2—c?—s2—p?_

A, =02/ afz = I ;
13 _ 0-62/0-3 _ 1_m2_f2C_2C2_52_b2;
Ay = 03/0} = LT
hs = 02 /gf = AL,
m? = i 5. coeficiente de determinagdo da capacidade geral de

Omtof+ai+ai+ap+a}

combinagdo do parental Conilon;

2
of

f2=

——— 5 5. coeficiente de determinagdo da capacidade geral de
om+07+oc+o5+0;+0g

combinacao do parental robusta;

2
2 _ %g
oftof+aé+oi+ap+ad

c : coeficiente de determinacao da capacidade especifica

de combinag¢do entre os genitores Conilon e robusta;

2
(oF . . ~ .
2=——— P coeficiente de determinacdo de ambiente permanente
Om+0F+0;+05+0},+0¢

de individuos;

2
O] . . ~ .
2=—— b coeficiente de determinagdo de ambiente permanente
omtoft+oitoi+op+o}

de blocos.

Os componentes de variancia foram estimados por REML (Patterson and Thompson,
1971), a partir de iteragdes nas equagdes de modelos mistos (Resende, 2007; Resende and

Duarte, 2007), cujos estimadores sdo:
o = [M'M + af tr (C*H)]/q;

[f'f + a2 tr (C33)]/n;

2
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o2 =[¢'¢ + o? tr (C*M]/m;

62 =[3'§ + o2 tr (C>®)]/N;

oy = [B'D + o tr (C°9)]/L;



o2 =|y'y—a'X'y—mZ'y — f W'y —¢eT'y —3Q'y — bS'y]/IN — r(X)].
Em que:

C: Matriz inversa generalizada da matriz dos coeficientes das equacdes de

modelos mistos;

tr: operador traco matricial,

r(X): posto da matriz X (nimero de colunas linearmente independentes);
N-r(X): nimero de graus de liberdade do erro;

N, g, n, m e l: nimero total de dados, de genitores do grupo Conilon, genitores do grupo
Robusta, numero de combinagdes entre os grupos Conilon e Robusta; e de blocos,

respectivamente.
Estudo de associacdo genomica ampla

Previamente a realizagdo das andlises de associagdo genomica ampla (GWAS), a
estrutura genética das populagdes utilizadas nesse estudo foram avaliadas por andlise de
componentes principais (PCA), utilizando se a funcdo princomp do software R. O PCA foi
aplicado aos dados genotipicos para obter os componentes principais (CP) que capturam a
maior parte da variagdo genética considerando um o percentual minimo de explicagao da
variacao total igual a 80%. Apds esse procedimento, o nimero de CP que atendiam ao critério
anterior foram selecionados e utilizados como covaridveis no modelo de GWAS para detectar

SNPs associados as caracteristicas fenotipicas. O modelo geral do GWAS ¢ dado por:

5
Yijk* =u + SNP1 + Z PC]k + sijk
k=1

Em que:

Yijx *: Equivale ao fenotipo ajustado;

w: Equivale a média da populagao;

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

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

gijk: Equivale ao erro associado ao Yjjy *.



T
O vetor @ = [u, SNP;, PCjk] representa parametros desconhecidos. O limiar (Threshold
log 10 P) adotado foi de 5.55 calculado com base na corre¢do do método de Bonferroni para

testes multiplos para identificar SNPs significativos a 5 %.

Identificagdo de genes e anotagdio funcional

Os SNPs significativos foram localizados nos 11 cromossomos do genoma de referéncia
de C. canephora (Coffee Genome Hub). As regides contendo os SNPs foram analisados para a
identificagao de genes, utilizando o software Phyton v 3.6. Genes contendo os marcadores SNP

significativos foram analisados.

Resultados e discussao

A andlise de qualidade (MAF >0,01 e CR > 90%) resultou em 17.885 marcadores SNP
do total de 18.111 marcadores SNP identificados por Alkimim (2017). Essa alta densidade de
marcadores permite aumentar a chance de estudos de GWAS capturar genes de efeitos menores
e, dessa forma, aumentar a capacidade da explicagdo genética do cardter em estudo (Resende
et al., 2008; Resende et al.,2016).

Por meio da andlise de GWAS, cinco caracteristicas fenotipicas (Ap, Cer, Dc, Fer ¢
Vig), avaliadas nesse estudo, apresentaram marcadores SNP com associagdes significativas
(Tabelas 4 a 8).

A metodologia de GWAS apresenta maiores dificuldades na deteccdo de marcadores
SNP com associagdes significativas para caracteristicas que possuem herancas mais complexas.
Isso se deve a dois possiveis fatores, a caracteristica pode ser controlada por muitas variantes
raras, cada uma delas tendo grande efeito sobre o fendtipo, ou em contraste, essa caracteristica
pode apresentar muitos variantes comuns de pequenos efeitos (Gibson, 2010). Nesse contexto,
pode se citar as caracteristicas produtividade (Prod), tamanho de fruto (Tf) e época de
maturacdo dos frutos (Mat) que nesse trabalho nao apresentaram marcadores SNP com
associacgoes significativas.

Ao se analisar a caracteristica produtividade (Prod) (Figura 1), € possivel perceber seu
carater poligénico e de baixa herdabilidade, ou seja, a mesma ¢ controlada por muitos genes de
pequeno efeito (Gardner, 1977). Assim, ao se realizar um estudo de associacao torna- se dificil
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a deteccdo desses genes. Ao se referir a detec¢do deve-se considerar que o beta (B) do
coeficiente de regressao ¢ significativo (difere de zero). Dessa forma, pequenos valores de 3
dificultam a rejei¢cao da hipdtese de nulidade, propiciando a ndo deteccao de SNP significativos.

O mesmo pode ser observado para as caracteristica Tt e Mat, estudos de GWS realizados
por Alkimim 2017 utilizando-se a mesma populagdo em melhoramento de C.canephora,
demonstraram que essas caracteristicas apresentam herdabilidade gendmica baixa sendo esse
valor de 0,21. Assim, apesar de se tratarem de valores consideraveis, a analise GWS nao
conseguiu obter boas estimativas de capacidade preditiva, que equivale a correlagdo entre os
valores genéticos gendmicos e os valores fenotipicos observados. Desse modo, em ambos os
trabalhos as metodologias utilizadas ndo apresentaram resultados favordveis para caracteristicas
que apresentaram baixa herdabilidade.

Para a caracteristica incidéncia a ferrugem (Fer), foram identificados 22 SNPs
significativos (Figura 2 A). Destes, nove SNPs se encontram inseridos em genes, sendo que
cinco estdo marcando diferentes locos que pertencem a mesma a caracteristica. Dessa forma,
foram encontrados quatro genes potencialmente associados a resisténcia a ferrugem, localizado
nos cromossomos 2, 8, 10 e 11. Um gene foi localizado no cromossomo zero dessa espécie.
Estudos realizados na espécie permitiram o sequenciamento de seus cromossomos, no entanto
algumas informacgdes ainda ndo se encontram bem elucidadas. Desse modo, o conjunto de
scaffolds com sequencias ndo ordenadas foi denominada de cromossomo zero (Denoeud et
al.,2014).

Ao se analisar os quatro genes candidatos encontrados para a caracteristica, podem se
destacar o gene Flavone-3-Hidroxilase (Cc08 gl11560). Os flavonoides sdo metabolitos
secundarios que atuam como moléculas sinalizadoras em interacdes planta- microbio
(Hahlbrock e Sheel, 1989; Dooner et al., 1991; Koes et al., 1993). Outro gene candidato ¢ o gene
Piruvato desidrogenase componente de subunidade E1 mitocondrial (Ccll g17430), o
complexo piruvato desidrogenase mitocondrial (CPD) catalisa reagdes cruciais para a formagao
de acetil-Coa e reducao de NAD+ . O fluxo desse complexo ¢ rigidamente regulado para atender
as necessidades metabdlicas dos diferentes tecidos presentes no organismo, e sua fungdo esta
intimamente relacionada a manutencao da homeostase ¢ em alguns organismos pode estar
relacionado a sinalizagdo de doencas (Araujo et al.,2011; Fuentes et al., 2011; Gleason et al.,
2011).

Na espécie C. canephora, poucos estudos envolvendo a identificagdo de QTL

associados a doenca foram relatados (Ferrdo et al., 2007)). A principal explicagdo consiste no



baixo investimento realizado na espécie em detrimento da espécie C. arabica. No entanto,
devido aos danos causados a essa cultura em virtude da suscetibilidade, apresentada por
algumas variedades, ¢ de suma importancia estudos para melhor compreender os mecanismos
de resisténcia. Estes estudos possibilitam auxiliar os programas de melhoramento no
langcamento de novas variedades resistentes (Ferrdo et al., 2007).

Outra importante doenga do cafeeiro ¢ a cercosporiose (Cer), causada pelo fungo
Cercospora coffeicola. Esse patogeno também ¢é responsavel por grandes perdas na produgao,
devido principalmente a desfolha intensa ocasionada (Matiello, 2006). No presente estudo,
foram identificados 157 SNPs significativos associados a essa caracteristica (Figura 2 B).
Desses, 80 estdo inseridos em genes, sendo que 12 estdo marcando diferentes locos para a
mesma caracteristica. Dessa forma, identificou-se 65 genes associados ao fenotipo distribuidos
ao longo dos onze cromossomos da espécie C. canephora.

Ao se examinar os genes candidatos para a caracteristica, € possivel observar que a
maior parte deles se encontra relacionados a mecanismos de defesa da planta para protecdo
contra o patogeno. A entrada dos agentes causadores de doencas em plantas, geralmente ocorre
através de uma ferida ou abertura natural, assim uma forma de aumentar a resisténcia a essas
doencas seria fortalecer os tecidos mais propicios a entrada desses patégenos (Mauch Mani and
Slusarenko, 1996). Nesse contexto, pode se citar a presenga da cuticula que se encontra
intimamente relacionado a protecdo da planta contra estresses abidticos e abioticos. Entre os
genes candidatos encontrados para essa caracteristica foi encontrado o gene fator de transcri¢cao
responsivo ao etileno WIN 1( ERF) (Cc04 g04250) cuja a funcao esta relacionado ao acumulo
dessa cera cuticular (Aharoni et al., 2004; Brown et al., 2004).

Outra forma de defesas a patdogenos em plantas, compreende em uma cascata de
sinalizagdo formando uma defesa em camadas com uma resposta dindmica ao ataque de
patogenos e pragas (Zhang et al., 2011; Takahashi et al., 2007; Coll et al., 2011). O gene
candidato sintaxina-71 (Cc06 g03780) pertencente a familia de proteinas integradas a
membrana plasmatica possui sua fungdo relacionada a essa cascata de sinalizagdo relacionada
ao mecanismo de defesa da planta (Brown and London, 1998.; Rajedran and Simons, 2005).
Essa rede de cascatas possui sua atividade regulada por proteinas transcricionais, nesse estudo
foi encontrado o gene candidato fator de splicing rico em serina e arginina RS
2732(Cc06_g03240) cuja funcgdo se baseia na regulacdo de Splincing alternativo (Long and

Céceres, 2009). Por muito tempo estudos envolvendo splicing alternativos e seus reguladores
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em plantas era muito limitado, no entanto é sabido que sua fun¢do se encontra intimamente
relacionado a resposta de estresses biodticos e abidticos em plantas (Duque, 2011).

As principais doengas do cafeeiro, apresentam herdabilidade alta, sendo Fer 0,48 e cer
0,54 e sdo controladas por um grande niumero de QTLs confirmando a natureza quantitativa
dessas caracteristicas. No entanto, estudos realizados no organismo modelo Arabidopsis
thaliana, caracteristicas fenotipicas avaliadas sob condigdes de sele¢do biodtica apresentaram
resultados expressivos ¢ melhores quando comparados com a selecao de caracteristicas
abioticas. Esses resultados podem ser explicados, em parte, pelo fato de essas caracteristicas
apresentarem um numero de locos de efeito maior (Louthan,2011).

Foi possivel observar que todos os genes potencialmente associados ao controle da
caracteristica incidéncia a ferrugem (08-gl11560, 10-g16500, 11-g17430, 00-g17460 e 02-
g38180) também estdo presentes no controle da caracteristica incidéncia a cercosporiose.
Melhoristas de culturas perenes, como o cafeeiro, buscam reduzir os ciclos seletivos em seus
programas de melhoramento para garantir maior competitividade no lancamento de cultivares
(Resende et al., 2005). Desse modo, estratégias de melhoramento que visam a introdu¢do de
genes que controlam duas ou mais doencas de importdncia podem acelerar etapas dos
programas auxiliando o melhorista no lancamento de novas cultivares.

Os SNP com associagdes significativas responsaveis pela arquitetura da planta como
altura (Ap) e diametro da copa (Dc) estdo representados na Figura 3. Para a caracteristica altura
de planta (Ap) (Figura 3 A), foram identificados 27 SNP significativos, localizados acima do
threshold estabelecido. Desses, 13 se encontram inseridos em genes. No entanto, como os SNP
V 14979 e V14981; V 807 ¢ V811; V8568 ¢ V8569 estdo marcando o mesmo loco, foram
identificados dez genes potencialmente ligados a caracteristica altura de planta. Para a
caracteristica diametro da copa (Dc), foram identificados 168 SNP com associagdes
significativas (Figura 3 B), onde 93 se encontram inseridos em 76 genes.

Na figura 3C ¢ possivel verificar 30 SNP significativos para a caracteristica vigor
vegetativo (Vig). Desse total, 22 se encontram inseridos em 18 genes.

Nos programas de melhoramento de C. canephora, busca-se a sele¢ao de cafeeiros mais
vigorosos € com maior diametro da copa associado a uma menor altura da planta (Alkimim,
2017). No presente trabalho, foi possivel observar a presenca de marcadores SNP com
associacoes significativas, nos genes C 06-g02290; C11-g11880 e C00-g17460, para essas trés

caracteristicas. Esse resultado ¢ de grande utilidade para os melhoristas, os quais podem
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conduzir seus programas de modo a introduzir esses genes para as trés caracteristicas de forma
conjunta.

Contudo, mesmo com as limitagdes apresentadas pela metodologia GWAS, a populagao
de C. canephora em estudo obteve resultados promissores. Ao analisar a quantidade de SNP
significativos, inseridos em genes, por cromossomos (Figura 4) foi possivel observar que os
SNP cobriram bem o genoma. Estes, estdo presentes em todos os onze cromossomos da espécie,
com destaque para os cromossomos 0, 2, 6, 9 e 11 que apresentaram 23, 29, 28, 22 ¢ 26
marcadores SNP, respectivamente.

Dos 404 SPN com associacdes significativas encontrados nesse estudo 217 estavam
inseridos em genes. Analisando esses 217 marcadores SNP com o auxilio do software Phyton,
foi possivel anotar 96,4% do total desses genes.

Ao se fazer uma analise geral do estudo de GWAS na populagao de C.canephora, pode-
se concluir que a metodologia foi altamente eficiente, identificando um grande ntimero de
marcadores SNP com associagdes significativas. Parte desses bons resultados, podem ser
associados ao tamanho efetivo e a estrutura genética da populacdo. Como a populacdo estd
dividida em dois grupos varietais divergentes geneticamente, ¢ possivel observar uma
maximizacdo da variancia genética dentro da amostra por razdes que incluem adaptagdes
diferentes. Em virtude dessa heterogeneidade genética, a correlagdo entre o fenotipo e uma
variante rara serd diminuida, propiciando a melhor deteccdo de associacdes gendmicas (Li et

al., 2010).

Conclusao

A metodologia de GWAS foi capaz de detectar marcadores SNP com associagdes
significativas para cinco caracteristicas fenotipicas (Ap, Dc, Vig, Fer e Cer) de grande
importancia no melhoramento genético do cafeeiro. O software Phyton permitiu identificar os
genes candidatos onde esses marcadores SNP estavam inseridos, desses genes foi possivel
anotar fungdes que se encontravam diretamente relacionados a caracteristica de interesse. Essas
informacgodes serdo de grande valia para o programa de melhoramento da espécie, uma vez que
essas regides cromossomicas poderao ser utilizadas em estudos de associagdo gendmica ampla

(SAM) auxiliando o melhorista na obtencdo de variedades melhoradas.
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Tabela 1. Genotipos de C. canephora dos grupos varietais Conilon e Robusta analisados

Genotipos Conilon

UFV 513 UFV 3628-23 UFV 3628-45 UFV 3629-31
UFV 3627-20 UFV 3628-24 UFV 3628-46 UFV 3629-34
UFV 3627-24 UFV 3628-26 UFV 3628-5 UFV 3629-4
UFV 3627-27 UFV 3628-27 UFV 3629-10 UFV 3630-10
UFV 3627-29 UFV 3628-28 UFV 3629-11 UFV 3630-2
UFV 3627-30 UFV 3628-29 UFV 3629-17 UFV 3630-5
UFV 3627-31 UFV 3628-3 UFV 3629-24 UFV 3630-6
UFV 3628-1 UFV 3628-32 UFV 3629-25 UFV 3630-7
UFV 3628-10 UFV 3628-35 UFV 3629-26 UFV 3631-10
UFV 3628-16 UFV 36284 UFV 3629-27 UFV 3631-11
UFV 3628-17 UFV 3628-40 UFV 3629-28 UFV 3631-13

Genotipos Robusta

UFV 3356-71 UFV 3362-118 UFV 3367-101 UFV 3373-43
UFV 3356-76 UFV 3363-125 UFV 3367-105 UFV 3374-29
UFV 3357-93 UFV 3365-144 UFV 3368-52 UFV 3375-65
UFV 3358-88 UFV 3366-134 UFV 3368-58 UFV 3375-66
UFV 3360-169 UFV 3366-138 UFV 3370-50 UFV 3376-8
UFV 3360-171 UFV 3366-139 UFV 3371-19 UFV 3376-9
UFV 3361-148 UFV 3367-96 UFV 3371-20 UFV 3377-12
UFV 3361-151 UFV 3367-97 UFV 3373-36 UFV 514

UFV 3356-71 UFV 3362-118 UFV 3367-101 UFV 3373-43
UFV 3356-76 UFV 3363-125 UFV 3367-105 UFV 3374-29
UFV 3357-93 UFV 3365-144 UFV 3368-52 UFV 3375-65
UFV 3358-88 UFV 3366-134 UFV 3368-58 UFV 3375-66
UFV 3360-169 UFV 3366-138 UFV 3370-50 UFV 3376-8
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Tabela 2. Hibridos entre cafeeiros de C. canephora dos grupos varietais Conilon e Robusta

analisados

Genotipos Hibridos

Cruzamentos

H092-2, H092-8, H092-10, H092-20, H092-22, H092-35
HO093-1, H093-10, H093-12, H093-20

HO094-2, H094-5, H094-12, H094-13, H094-18, H094-30
H095-9, H095-11, H095-14, H095-25, H095-28

H097-8, H097-13, HO97-16, H097-17, H097-18, HO97-19
HO098-1, H098-2, H098-3, H098-5, H098-13

HO099-1, H099-2, H099-7, H099-8, H099-10

H0910-4, H0910-5, H0910-6, HO910-7, H0910-8
HO0911-2, HO911-3, HO911-4, HO911-5, HO911-6, HO911-7
H0912-1, H0912-3, H0912-4, H0912-6, H0912-7, HO912-8
H0913-1, HO913-3, H0913-4, H0913-5, H0913-7
H0914-2, H0914-3, H0914-4, H0914-5, H0914-6
HO0915-1, HO915-2, HO915-3, H0915-4, HO915-5
HO0916-1, HO916-2, HO916-4

H0917-1, HO917-2, HO917-3

H0918-1, HO918-2, HO918-3

H0919-2

H0920-1

H0921-1

H0922-1

UFV 3366-139 x UFV 513
UFV 3366-139 x UFV 3629-11
UFV 3367-98 x UFV 513

UFV 3366-139 x UFV 3627-31
UFV 3374-28 x UFV 3627-31
UFV 3365-144 x UFV 3629-11
UFV 3365-144 x UFV 513
UFV 3367-98 x UFV 3629-11
UFV 3367-98 x UFV 3628-2
UFV 3366-139 x UFV 3628-2
UFV 3365-144 x UFV 3628-2
UFV 3374-28 x UFV 513

UFV 3373-36 x UFV 3628-2
UFV 3367-98 x UFV 3629-25
UFV 3365-144 x UFV 3629-25
UFV 3373-36 x UFV 513

UFV 3373-36 x UFV 3629-11
UFV 3373-36 x UFV 3629-25
UFV 3374-28 x UFV 3629-11
UFV 3373-36 x UFV 3627-31
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Tabela 3. Avaliagdes fenotipicas realizadas para oito caracteristicas morfoagronomicas na

espécie C.canephora

Caracteristica

Forma de avaliagao

Vigor vegetativo (Vig)

Notas de 1 (totalmente depauperada) a 10

(altamente vigorosa).

Incidéncia a ferrugem do cafeeiro no campo

(Fer)

Notas de 1(sem nenhum sintoma) a 5

(altamente suscetivel)

Incidéncia de cercosporiose (Cer)

Notas de 1(sem nenhum sintoma) a

S(altamente suscetivel)

Epoca de maturagio dos frutos (Mat)

Notas de 1 a 3 para precoce, média e

tardia, respectivamente.

Tamanho de fruto (Tf) Notas de 1 a 3 para pequeno, médio e
graudo, respectivamente.
Altura da planta (Ap) Determinada em centimetros (cm)

Diametro da projecao da copa (Dc)

Determinada em centimetros (cm)

Produc¢ado em litros por planta (Prod)

Volume total em litros por planta (1)
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Tabela 4: SNP marcando regides significativas para a caracteristica altura da planta

SNP P-Valor R?
133 8,82 E-08 0,01057
807 6,79 E-03 0,092912
811 1,05 E- 03 0,090432
1044 1,16 E-09 0,0095
1781 3,92 E-07 0,089132
1807 1,15 E-08 0,07123
2151 2,86 E-06 0,090255
3293 8,08 E-08 0,07576
5675 2,00 E-07 0,09374
5681 1,05 E-08 0,081793
5768 5,90 E-08 0,15368
7728 5,68 E-06 0,051338
7730 7,41E-08 0,0512
8568 2,24 E-08 0,12066
8569 2,24 E-08 0,12066
8987 7,11 E-08 0,1242
9610 1,49 E-09 0,0556
10807 1,15 E-09 0,0599
10809 5,58 E-08 0,06661
12701 1,41 E-09 0,0805
13059 2,81 E-06 0,142584
13800 9,43 E-08 0,085621
13801 1,42 E-08 0,096601
14201 6,01 E-08 0,06465
14979 1,07 E-08 0,071123
14981 2,32 E-08 0,06677
17001 3,25 E-08 0,07194
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Tabela 5: SNP marcando regides significativas para a caracteristica cercosporiose

SNP P-Valor R?
1 6,43E-07 0,0384
131 6,01E-09 0,01765
133 6,88E-08 0,01944
135 2,74E-07 0,01485
743 3,40E-09 0,11347
755 2,42E-09 0,08887
807 9,89E-01 0,08425
811 2.24E-02 0,08277
861 5,97E-07 0,10091
958 1,59E-08 0,03405
1044 1,12E-09 0,01716
1429 3,33E-09 0,07538
1532 1,55E-09 0,10259
1738 9,24E-08 0,03511
1746 8,03E-09 0,01681
1781 2,39E-09 0,05255
1803 2,09E-08 0,15086
1807 1,27E-07 0,13572
1858 1,75E-08 0,02507
2093 6,37E-08 0,01979
2151 4,55E-04 0,08385
2225 1,73E-09 0,0434
2227 1,74E-08 0,12801
2401 1,42E-09 0,03136
2405 2,63E-09 0,04593
2406 2,64E-08 0,06042
2407 9,24E-08 0,05363
2512 8,33E-09 0,01164
2513 5,86E-09 0,01245
2514 3,21E-09 0,01348
2544 1,86E-09 0,03485
2723 2,84E-08 0,02416
3031 9,09E-08 0,04617
3293 2,40E-09 0,05349
3294 7,52E-09 0,04657
3765 2,57E-09 0,0261
3839 1,75E-09 0,01969
3962 6,87E-08 0,00568
4195 2,23E-09 0,0566
4253 4,77E-07 0,04902
4726 3,84E-09 0,04638
4787 5,07E-09 0,05567
4790 2,35E-09 0,04902
4887 6,33E-08 0,01271
4888 6,33E-08 0,01271
4930 2,97E-09 0,01975
5215 8,42E-09 0,00959
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Continuacao...

SNP P-Valor R?
5244 3,44E-09 0,02088
5295 2,65E-05 0,01945
5296 4,31E-07 0,01642
5298 4,31E-07 0,01642
5299 2,54E-08 0,01132
5302 2,69E-08 0,01226
5310 1,50E-09 0,07796
5681 2,90E-08 0,0522
5705 8,01E-09 0,00879
5717 1,96E-09 0,00234
5730 7,24E-09 0,05194
5768 1,01E-07 0,23035
5769 5,05E-07 0,19163
6011 1,76E-08 0,02882
6012 7,22E-09 0,02815
6442 1,65E-09 0,02913
6443 1,65E-09 0,02913
6626 4,69E-09 3,94E-05
7220 4,01E-09 0,01866
7503 3,04E-09 0,02907
7583 1,18E-09 0,01325
7728 1,38E-08 0,03136
7730 2,09E-07 0,03688
7734 1,30E-09 0,01834
7815 6,94E-07 0,05388
7988 2,96E-09 0,03506
8246 3,26E-09 0,0291
8265 3,26E-09 0,0291
8568 4,52E-08 0,16336
8569 4,52E-08 0,16336
8627 2,72E-08 0,07917
8654 1,66E-09 0,03634
8663 7,33E-07 0,04121
9258 3,83E-09 0,03953
9581 1,16E-09 0,06022
9595 3,83E-08 0,00915
9601 1,98E-09 0,0062
9607 1,64E-09 0,01153
9610 2,10E-09 0,04376
9687 4,30E-09 0,04338
9689 2,47E-09 0,04953
10109 4,12E-09 0,12276
10135 4,20E-08 0,08598
10225 8,34E-08 0,11756
10274 1,11E-09 0,09534
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Continuacao...

SNP

P-Valor

RZ

10605
10660
11110
11133
11148
11230
11232
11236
11343
11586
11589
11629
11630
12182
12383
12626
12675
12680
12701
12702
12703
12742
12765
12783
12797
12808
12844
12989
13008
13100
13643
13800
13801
13803
13813
14703
10605
10660
11110
11133
11148
11230
11232
11236

2,09E-09
1,16E-09
8,01E-09
3,65E-09
3,82E-08
2,37E-09
2,66E-09
2,68E-08
9,02E-08
4,27E-09
6,35E-09
2,26E-09
6,06E-09
3,26E-09
8,14E-07
1,11E-09
1,11E-09
1,11E-09
4,30E-06
2,77E-08
4,64E-08
1,11E-09
1,11E-09
1,11E-09
1,11E-09
1,11E-09
2,43E-09
2,38E-08
3,24E-09
1,11E-09
2,13E-08
1,55E-07
6,09E-05
4,88E-08
5,03E-09
2,89E-06
2,09E-09
1,16E-09
8,01E-09
3,65E-09
3,82E-08
2,37E-09
2,66E-09
2,68E-08

0,02774
0,02682
0,01264
0,1274

0,02906
0,06048
0,06103
0,10541
0,05741
0,02323
0,07293
0,01956
0,04825
0,0291

0,03441
0,03507
0,03507
0,03507
0,1607

0,14726
0,13878
0,03507
0,03507
0,03507
0,03507
0,03507
0,05029
0,0474

0,03171
0,03507
0,10874
0,15363
0,17303
0,1029

0,09236
0,05101
0,02774
0,02682
0,01264
0,1274

0,02906
0,06048
0,06103
0,10541
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Continuacao...

SNP P-Valor R?
11343 9,02E-08 0,05741
13800 1,55E-07 0,15363
13801 6,09E-05 0,17303
13803 4,88E-08 0,1029
13813 5,03E-09 0,09236
14703 2,89E-06 0,05101
14704 7,37E-06 0,04739
14720 2,17E-09 0,01629
14979 8,11E-08 0,04426
14981 2,85E-09 0,03771
15204 2,08E-09 0,13871
15410 6,12E-09 0,0482
15989 2,08E-09 0,01963
16014 6,79E-09 0,01474
16283 1,43E-09 0,07204
16429 4,64E-09 0,00323
16467 3,21E-07 0,11961
16633 9,31E-08 0,04035
16634 9,97E-06 0,1735
16726 3,47E-09 0,05951
16879 4,06E-09 0,0199
16998 6,54E-08 0,04552
17000 1,38E-09 0,05862
17001 2,73E-09 0,0452
17016 9,24E-08 0,03511
17063 2,03E-09 0,07862
17087 9,24E-08 0,03511
17098 9,24E-08 0,03511
17102 9,24E-08 0,03511
17106 9,24E-08 0,03511
17205 3,26E-09 0,0291
17229 3,26E-09 0,0291
17589 2,52E-09 0,00868
17807 1,56E-09 0,04097
17822 6,69E-08 0,01015
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Tabela 6: SNP marcando regides significativas para a caracteristica diametro da copa

SNP P-Valor R?

1 3,21E-06 0,04259
133 3,03E-09 0,0198
135 6,79E-09 0,01627
255 6,77E-09 0,08141
341 3,22E-09 0,12718
358 4,93E-09 0,06845
365 4,81E-09 0,06174
743 2,20E-09 0,109833
755 5,55E-08 0,08062
807 1,70E+00 0,08068
808 2,54E-09 0,046247
811 9,56E-03 0,08162
861 5,30E-08 0,08928
958 2,81E-08 0,03182
1044 3,88E-08 0,01811
1229 8,95E-08 0,008262
1230 6,30E-08 0,00973
1388 7,57E-09 0,11697
1429 6,30E-08 0,075108
1441 4,15E-09 0,04513
1532 2,70E-09 0,101862
1656 5,66E-09 0,0321
1738 4,80E-09 0,03515
1746 3,74E-09 0,01777
1781 2,06E-08 0,05941
1803 5,32E-07 0,15761
1807 2,36E-05 0,15072
1858 5,50E-09 0,02026

2093 3,01E-09 0,02025
2096 1,05E-09 0,027426
2151 2,64E-03 0,08862
2225 2,14E-09 0,043609
2227 5,26E-09 0,11101
2262 5,42E-09 0,13647
2406 3,18E-09 0,04611
2514 6,41E-09 0,01264
2575 4,22E-09 0,07035
2723 4,85E-07 0,02666
3031 4,48E-08 0,05361
3093 2,24E-09 0,017816
3293 1,35E-08 0,06136
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Continuacao...

3294
3765
3962
4253
4726
4790
4930
5244
5295
5296
5298
5302
5310
5681
5705
5708
5717
5730
5768
5769
6011
6012
6442
6443
6602
7220
7221
7236
7601
7728
7730
7734
7815
7988
8568
8569
8627
8654
8663
9393
9546
9581
9595
9607
9610
9689
10172

3,84E-08
7,52E-09
4,73E-09
1,17E-09
9,31E-07
4,18E-09
1,31E-09
7,09E-09
3,37E-09
1,23E-09
1,23E-09
7,11E-09
2,17E-08
3,54E-08
7,14E-09
4,31E-08
4,62E-08
3,22E-08
2,14E-07
4,34E-08
1,48E-08
2,12E-09
4,60B-09
4,60E-09
1,43E-09
4,10E-09
6,97E-09
7,21E-09
8,85E-08
4,58E-08
1,37E-08
2,53E-09
7 46E-06
7,33E-09
4,33B-09
4,33E-09
5,81E-08
5,49E-08
5,45E-08
6,68E-09
1,17E-09
2,30E-08
2,65E-08
2,54E-08
4,87E-07
6,70E-09
3,17E-09

0,05439
0,02879
0,00777
0,042946
0,06425
0,04488
0,032673
0,02602
0,01771
0,013717
0,013717
0,0093
0,08834
0,05975
0,01264
0,07074
0,00644
0,08472
0,21436
0,18201
0,03029
0,034543
0,0323
0,0323
0,10035
0,01806
0,01189
0,05087
0,132521
0,02562
0,03445
0,016091
0,07852
0,03664
0,13342
0,13342
0,072612
0,03544
0,041845
0,03283
0,066314
0,08575
0,01345
0,01939
0,0649
0,04424
0,05253
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Continuacao...

10184
10225
10274
11133
11148
11236
11332
11343
11448
11586
11589
11629
12262
12266
12383
12626
12675
12680
12680
12701
12702
12703
12742
12765
12783
12797
12808
12844
12849
12989
13008
13077
13100
13800
13801
13803
13813
14358
14411
14703
14704
14720
14743
14979
14981
15540
16227

1,77E-09
2,13E-08
7,14E-09
7,10E-09
6,77E-09
4,07E-09
1,82E-09
1,13E-08
1,21E-08
3,56E-08
1,02E-09
1,70E-09
1,91E-09
9,83E-08
1,41E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,87E-09
5,71B-06
2,14E-09
2,42E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,87E-09
2,66E-09
6,70E-09
6,10E-08
5,10E-09
3,60E-09
2,87E-09
3,61E-06
1,47E-06
3,69E-09
3,79E-09
6,45E-09
6,25E-09
8,77E-05
1,51E-06
4,34E-08
7,36E-09
1,03E-08
7,50E-08
3,97E-09
2,53E-09

0,044444
0,11912
0,08148
0,12279

0,033
0,09069

0,053758
0,08415
0,03052

0,0341

0,098202
0,02354

0,154629

0,154703

0,030801

0,038509

0,038509

0,038509
0,03851

0,1506

0,123509

0,119785
0,03851
0,03851
0,03851
0,03851
0,03851
0,04625
0,06799

0,048228
0,03706
0,14707
0,03851
0,14148
0,16143

0,0878
0,0864
0,08143
2,16E-02
0,05506
0,0524
0,02059
0,0156
0,04722

0,039337
0,12047
0,06647
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Continuacao...

16283
16286
16633
16634
16726
16879
16998
17000
17001
17016
17063
17087
17098
17102
17106
17588
17589
17701
17744
17807
17816
17822
16283
16286
16633
16634
16726
16879
16998
17000
17001
17016
17063
17087
17098
17102
17106
17588
17589
17701
17744
17807
17816
17822

4,76E-07
5,30E-09
3,77E-07
3,24E-05
9,88E-08
3,09E-09
2,33E-09
8,34E-08
6,67E-08
4,80E-09
8,39E-08
4,80E-09
4,80E-09
4,80E-09
4,80E-09
6,80E-09
1,21E-09
3,02E-09
4,43E-09
9,90E-08
7,20E-09
3,50E-09
4,76E-07
5,30E-09
3,77E-07
3,24E-05
9,88E-08
3,09E-09
2,33E-09
8,34E-08
6,67E-08
4,80E-09
8,39E-08
4,80E-09
4,80E-09
4,80E-09
4,80E-09
6,80E-09
1,21E-09
3,02E-09
4,43E-09
9,90E-08
7,20E-09
3,50E-09

0,09163
0,06974
0,05311
0,1585
0,069124
0,0251
0,046346
0,056622
0,047656
0,03515
0,082731
0,03515
0,03515
0,03515
0,03515
0,00075
0,01294
0,00018
0,06285
0,057315
0,08661
0,01909
0,09163
0,06974
0,05311
0,1585
0,069124
0,0251
0,046346
0,056622
0,047656
0,03515
0,082731
0,03515
0,03515
0,03515
0,03515
0,00075
0,01294
0,00018
0,06285
0,057315
0,08661
0,01909
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Tabela 7: SNP marcando regides significativas para a caracteristica incidéncia a ferrugem

SNP P-Valor R?
378 3,81E-08 0,034197
743 8,91E-08 0,02873
807 6,16E-02 0,215054
808 6,29E-07 0,16663
811 2,30E-03 0,198617
1094 5,73E-08 0,046674
1426 3,53E-08 0,034466
1656 1,21E-09 0,06511
1807 3,02E-08 0,011154
2151 7,10E-08 0,14466
2152 8,58E-07 0,047741
2406 2,32E-07 0,176328
2407 7,26E-08 0,164573
4726 2,54E-08 0,155716
6011 7,27E-06 0,159832
6012 1,30E-07 0,141061
7728 2,54E-08 0,144566
7730 5,37E-05 0,178737
7815 1,23E-08 0,02862
8568 8,49E-08 0,041101
8569 8,49E-08 0,041101
16633 5,04E-08 0,1398
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Tabela 8: SNP marcando regides significativas para a caracteristica vigor vegetativo.

SNP P-Valor R2
1 1,92E-08 0,01343

807 3,55E-06 0,02209

811 6,23E-03 0,02388
1807 5,07E-08 0,13265
2151 1,12E-08 0,03157
2456 9,95E-08 0,14692
2553 2,53E-09 0,08026
5244 9,31E-06 0,06743
5295 5,90E-08 0,03292
5768 1,63E-08 0,19424
5769 2,27E-09 0,16205
6011 2,70E-09 0,00894
7399 3,00E-09 0,06896
7601 2,61E-07 0,16082
8627 3,18E-08 0,08622
9595 3,25E-09 0,00309
9856 1,28E-09 0,11979
10274 3,71E-08 0,1232
10276 1,31E-09 0,1474
11589 2,93E-08 0,09811
12383 7,75E-08 0,04369
12701 2,10E-09 0,12632
14703 3,30E-08 0,01628
14704 4,45E-08 0,015
15597 3,11E-08 0,05328
15777 2,98E-09 0,10027
16467 1,85E-08 0,15335
16633 1,98E-09 0,02032
16634 1,66E-06 0,19205
16685 3,25E-09 0,03456
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Figura 1: Grafico de Manhattan Plot para produtividade. As linhas tracejadas mostram os
limiares ajustados de Bonferroni de 5,55 para alfa igual a 5%, Eixo X indicando cromossomo

e eixo Y valores de P-valor.

~logyg(valor - p)

SNPs ao longo do Cromossomo

8NPs ao longo do Cromossomo

Figura 2: Graficos de Manhattan Plot para Ferrugem (A) e Cercosporiose (B). As linhas
tracejadas mostram os limiares ajustados de Bonferroni de 5,55 para alfa igual a 5%, Eixo X

indicando cromossomo e eixo Y valores de P-valor
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Figura 3. Graficos de Manhattan Plot para altura (A), didmetro da copa (B) e vigor vegetativo

(C), As linhas tracejadas mostram os limiares ajustados de Bonferroni de 5,55 para alfa igual a
5%, Eixo X indicando cromossomo € eixo Y valores de P-valor
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Figura 4. Representacdo SNP significativos inseridos em genes, distribuidos ao longo dos
cromossomos da espécie C. canephora.

96.47%

foram identificados do
total de 217 SNP
inseridos em genes

Figura 5. Anotacao funcional realizada 217 SNP inseridos em genes na espécie C.canephora por
meio do software Phyton.
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