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RESUMO 

O cafeeiro é uma espécie perene, de ciclo longo e, portanto, os programas de melhoramento 

genético convencional dessa espécie são demorados (vários anos) e de custo elevado. A 

geração de cultivares superiores via melhoramento genético ainda lida com o desafio de 

agregar simultaneamente, diversas características quantitativas de relevância agronômica e de 

qualidade de bebida. As plataformas de genotipagem em larga escala e, em especial, os chips 

de DNA, possibilitaram a identificação de uma alta densidade de SNPs cobrindo todo o 

genoma, e aliado a isso, os avanços recentes na genômica do cafeeiro, como o 

sequenciamento do genoma de referência de C. canephora, proporcionaram os recursos 

necessários para o avanço do melhoramento da espécie por seleção genômica e descoberta de 

genes por GWAS, embora os estudos no gênero Coffea utilizando as metodologias de 

genotipagem em larga escala ainda sejam poucos. O desenvolvimento e a validação de um 

chip de SNP 26K Axiom para C. canephora foi possível, cobrindo a maior parte da 

diversidade genética conhecida da espécie, incluindo também uma grande parte dos genótipos 

pertencentes aos principais programas de melhoramento do Brasil. De um total de 25.456 

SNPs presentes no chip, 25.411 SNPs foram convertidos com sucesso e mais de 85% 

classificados como polimórficos. Unindo os dados de genotipagem em larga escala, utilizando 

o chip desenvolvido, e os dados fenotípicos gerados para 1.319 indivíduos de C. canephora, 

cultivados na Embrapa Cerrados (Planaltina-DF), realizou-se nesse trabalho: (i) estudo de 

associação genômica ampla (GWAS) e (ii) seleção genômica ampla para diversas 

características importantes no melhoramento do cafeeiro. A GWAS tem sido amplamente 

utilizada na análise genética de características complexas e a SG tem sido estudada para 

aumentar o ganho genético e reduzir a duração dos ciclos de reprodução, especialmente em se 

tratando de plantas perenes como é o cafeeiro. Uma grande quantidade de marcadores 

associados foi identificada na GWAS para diversas características, sugerindo a utilidade dos 

SNPs identificados no chip como um recurso potencial para a identificação de alvos 

genômicos e de genótipos superiores que seriam fontes de genes de interesse As análises de 

SG foram realizadas com o método G-BLUP e estimaram-se as herdabilidades e as acurácias. 

As características avaliadas nesse estudo apresentaram alta complexidade, pois são 

controladas por diversos genes, e baixa herdabilidade. A SG é uma abordagem promissora e 

inovadora a ser aplicada para o melhoramento de C. canephora, Na prática, comparando com 

a avaliação fenotípica tradicional, espera-se que GWAS e SG acelerem o ciclo de reprodução, 

mantenham a diversidade genética e aumentem o ganho genético por unidade de tempo, uma 

vez que indivíduos elite seriam selecionados em fase de muda. 

 

 

Palavras-chave: Coffea canephora. GWAS. Seleção Genômica. Chip de genotipagem de 

DNA. SNP. 

 



ABSTRACT 

Coffee is a perennial, long-cycle species and, therefore, conventional breeding programs of 

this species 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 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. Large-scale 

genotyping platforms, and in particular DNA arrays, have enabled the identification of a high 

density of SNPs covering the entire genome, and in addition, recent advances in coffee 

genomics, such as the sequencing of the C. canephora reference genome, provided the 

necessary resources for the advancement of breeding of the species by genomic selection and 

gene discovery by GWAS, although Coffea genus studies using high-throughput genotyping 

methodologies are still few. The development and validation of a C. canephora 26K Axiom 

SNP array was possible, covering most of the known genetic diversity of the species, 

including also a large part of the genotypes belonging to the main breeding programs in 

Brazil. Of a total of 25,456 SNPs present on the array, 25,411 SNPs were successfully 

converted and more than 85% classified as polymorphic. Joining the high-throughput 

genotyping data, using the developed array, and the phenotypic data generated for 1,319 C. 

canephora individuals, cultivated at Embrapa Cerrados (Planaltina-DF), was carried out in 

this work: (i) genomic wide association study (GWAS) and (ii) genomic selection for several 

important characteristics in coffee breeding. GWAS has been widely used in the genetic 

analysis of complex traits and SG has been studied to increase genetic gain and reduce the 

duration of breeding cycles, especially in the case of perennial plants such as coffee. A large 

number of associated markers were identified in the GWAS for several characteristics, 

suggesting the usefulness of SNPs identified on the array as a potential resource for the 

identification of genomic targets and of higher genotypes that would be sources of genes of 

interest. GS analyzes were performed by the G-BLUP method and heritabilities and accuracy 

were estimated. The characteristics evaluated in this study presented high complexity, since 

they are controlled by several genes, and low heritability. GS is a promising and innovative 

approach to be applied for C. canephora breeding. In practice, in comparison with traditional 

phenotypic evaluation, GWAS and SG might now be employed to foster and accelerate the 

breeding programmes of C. canephora with a very good forecast of success in addition might 

maintain genetic diversity and increase the gain genetic selection per unit of time. 

 

 

Keywords: Coffea canephora. GWAS. Genomic Selection. DNA array. SNP. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

O café é uma das commodities agrícolas mais comercializadas globalmente. A 

produção mundial de café se baseia em duas espécies, Coffea arabica L. e Coffea canephora 

Pierre ex A. Froehner, respondendo respectivamente, por 2/3 e 1/3 da produção mundial. Esta 

produção deve-se principalmente a pequenos produtores que enfrentam inúmeros desafios, 

especialmente em relação às mudanças climáticas. Nessas circunstâncias, tanto o rendimento 

do café como a qualidade da bebida podem ser afetados.  

Nos últimos anos, tem havido uma crescente preocupação sobre como as mudanças 

climáticas afetarão as áreas tradicionais de produção de café. Vários estudos de modelagem 

estimaram os efeitos sobre a cultura do café, incluindo perdas severas de rendimentos (GAY 

et al., 2006; SCHROTH et al., 2009), reduções extensivas de áreas adequadas para a produção 

de café no Brasil (ZULLO et al., 2011) e possível extinção de populações selvagens de café 

arábica na Etiópia (DAVIS et al., 2012). Além disso, sob cenários de mudanças climáticas, 

condições favoráveis para algumas pragas e doenças importantes, como o bicho mineiro, 

nematoides e ferrugem no Brasil (GHINI et al., 2012; GHINI; BETTIOL; HAMADA, 2011), 

broca de café no leste da África (JARAMILLO et al., 2011) e broca branca do tronco, no 

Zimbábue (KUTYWAYO et al., 2013), deverão aumentar. A maioria desses potenciais efeitos 

negativos para os produtores de café tem sido associada a previsões de aumento das 

temperaturas e padrões de precipitação alterados, nos cenários de mudanças climáticas 

presentes e futuras. 

A concentração atmosférica de CO2 ([CO2]) aumentou cerca de 40% dos níveis pré-

industriais e a temperatura média global da superfície aumentou 0,85 °C durante o mesmo 

período. As projeções sugerem que a [CO2] atmosférico pode exceder 936 μmol mol
-1

 (RCP 

8.5) até o final deste século e a temperatura global aumentará 1,5-4,0 °C em relação à média 

de 1850 a 1900 (IPCC, 2013). 

O aumento na [CO2] pode afetar processos essenciais para a planta, como fotossíntese 

e respiração (KIRSCHBAUM, 2011), e como consequência, alterar o crescimento, produção e 

qualidade (DAMATTA et al., 2010). Embora o aumento do CO2 represente um aumento da 

taxa fotossintética, altas temperaturas prolongadas levam à morte das plantas e, em períodos 

moderados, afeta a floração, o desenvolvimento do grão e, consequentemente, a produtividade 



17 

 

(CAMARGO, 2010; MARRACCINI et al., 2011), representando, portanto, uma grande 

ameaça para as culturas agrícolas. 

Com uma vida útil média de cerca de 30 a 50 anos, significa que as plantações de café 

existentes podem, desta forma, experimentar as mudanças climáticas previstas. As variedades 

comerciais atualmente em uso possuem uma base genética estreita (ANTHONY et al., 2001) e, 

portanto, uma faixa de adaptação climática estreita (DAMATTA, 2004). Diante deste contexto, uma 

alternativa para obter plantas que possam suportar essas alterações climáticas e, ao mesmo 

tempo, não ter a produção e qualidade de bebida afetada, seria com o melhoramento genético, 

entretanto, em espécies perenes como o café, aproximadamente 30 anos são necessários para 

se desenvolver uma nova cultivar com as características de interesse, usando os métodos 

convencionais. Além do longo tempo demandado, o alto custo, as diferenças de ploidia entre 

as espécies do gênero Coffea e a incompatibilidade genética também são fatores que 

dificultam o melhoramento convencional (MISHRA; SLATER, 2012). 

Com os avanços recentes na genômica do cafeeiro, como o sequenciamento completo 

do genoma de referência de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), uma redução 

significativa em tempo e custo na seleção de plantas com características de interesse ao 

melhoramento pode ser alcançada. O genoma de referência juntamente com as tecnologias de 

sequenciamento de nova geração (Next GenerationSequencing – NGS) forneceram as 

ferramentas necessárias para a genotipagem de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em 

larga escala. Desta forma, os marcadores SNPs tem se mostrado uma opção bastante atrativa 

devido ao custo, relativamente baixo, a abundância no genoma, a especificidade, a 

codominância, ao potencial de análise e a baixa taxa de erro de genotipagem (RAFALSKI, 

2002; SCHLOTTERER, 2004; THUDI et al., 2012). 

As plataformas de genotipagem de SNPs em larga escala resultam em uma alta 

cobertura e alta precisão, características essenciais para realizar predição genômica e 

descoberta de genes em estudos de associação genômica (Genome Wide Association - 

GWAS). O desenvolvimento de chips de genotipagem de DNA, com milhares de SNPs, tem 

aumentado significativamente, não somente em organismos modelos, mas também em 

inúmeras espécies que ainda não possuem os dados genômicos disponíveis (GUPTA et al., 

2013). 

As plataformas da Illumina e Affymetrix tornaram-se amplamente utilizadas na 

construção destes chips de DNA, possibilitando a identificação de SNPs com uma alta 

densidade e alta cobertura do genoma (GANAL et al., 2014). Recentemente, chips de 

genotipagem Axiom® (Affymetrix) foram desenvolvidos para realizar estudos de associação 
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genômica em morango, algodão, rosa, soja e maçã (BASSIL et al., 2015; BIANCO et al., 

2016; HULSE-KEMP et al., 2015; KONING-BOUCOIRAN et al., 2015; LEE et al., 2015;). 

Com base nessas tecnologias disponíveis e considerando o cenário climático futuro, o 

presente trabalho tem por finalidade realizar estudos de associação genômica ampla (GWAS) 

e de desenvolver modelos preditivos de seleção genômica ampla (SGA) em C. canephora. A 

escolha de C. canephora, se baseia no fato de que, além da sua importância econômica, esta 

espécie é geneticamente diversa, diploide, pode suportar temperaturas mais altas do que C. 

arabica, exibe resistência a importantes patógenos como M. paranaensis (LIMA et al., 2015) 

e tolerância a estresses abióticos como o estresse hídrico (MARRACCINI et al., 2012; 

VIEIRA et al., 2013). Além disso, sua sequência de genoma já é conhecida (DENOEUD et 

al., 2014) e, mais importante, é um dos subgenomas de C. arabica (LASHERMES et al., 

1999) e, nesse sentido, o conhecimento molecular gerado para C. canephora certamente 

poderá ser traduzido também, para programas de melhoramento genético de C. arabica.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 O cafeeiro 

 

Nativo da África, Madagascar e Mascarenhas (MUSOLI et al., 2009; DE KOCHKO et 

al., 2010), o cafeeiro pertence à família Rubiacea, subfamília Ixoroideae, tribo Coffeae e ao 

gênero Coffea, compreendendo mais de 120 espécies (DAVIS et al., 2006; HENDRE et al., 

2008). Ao nível botânico, as plantas de Coffea são dicotiledôneas, de folhas persistentes e 

flores hermafroditas, de porte arbustivo ou arbóreo e caule lenhoso (FAZUOLI et al., 2000). 

Evolutivamente, o início da diversificação deste gênero ocorreu entre 5 e 25 milhões de anos 

atrás (CUBRY et al., 2008). 

De todas as espécies pertencentes ao gênero, apenas duas se destacam para fins 

comerciais: C. canephora e C. arabica. As duas espécies são árvores lenhosas perenes e 

apresentam variações consideráveis quanto à morfologia, tamanho e adaptação ecológica 

(COMBES et al., 2015). C. canephora é uma espécie diploide (2n = 2X = 22), cultivada em 

baixas e médias altitudes nas regiões intertropicais da África, América e Ásia, alógama 

apresentando autoincompatibilidade genética (CUBRY et al., 2012). Devido à alogamia, 

apresenta uma variabilidade genética maior quando comparado ao C. arabica, sendo mais 

resistente a doenças e pragas, e capaz de adaptar-se às diversas condições climáticas 

(BERTRAND et al., 2003). 

C. arabica é autógama alotetraploide (2n = 4X = 44) que se originou de um 

cruzamento entre C. canephora e Coffea eugenioides (FIGURA 1) ocorrido nos planaltos da 

Etiópia Central (LASHERMES et al., 1999). Por ser considerada superior em termos de 

qualidade de bebida, apresentando menor amargor e teor de cafeína, o C. arabica alcança um 

maior valor de mercado (ALONSO-SALCES et al., 2009; CUBRY et al., 2012; LEROY et 

al., 2011) e representa atualmente 70% da produção mundial. 
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Figura 1 - História evolutiva do alotetraplóide C. arabica. 

 
Legenda: Origem doC. arabica: os genomas dos progenitores estão representados pelos diploides 

C.eugenioides e C. canephora. C. arabica surgiu cerca de 1 milhão de anos atrás (m.a.a) a partir do 

cruzamento de C. canephora (ou espécies relacionadas) e C. eugenioides. 

Fonte: Vidal et al. (2010) adaptada. 

Tradicionalmente, a produção de café no Brasil e no mundo concentrava-se apenas na 

espécie C. arabica. Entretanto, entre os anos de 1870 e 1900, diante de uma epidemia de 

ferrugem no sudeste asiático causada pelo fungo Hemileia vastatrix que devastou culturas em 

diversos países produtores de C. arabica, a espécie C. canephora passou a ser alvo de estudos 

científicos visando à sua exploração econômica, já que esta espécie apresentava resistência à 

doença. 

O café destaca-se econômica e socialmente no Brasil, desde a chegada das primeiras 

mudas vindas da Guiana Francesa em meados do século XVIII e, diante de sua rápida 

adaptação ao solo e clima, o produto adquiriu importância no mercado, transformando-se em 

um dos principais itens de exportação, desde o Império até os dias atuais (Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento-MAPA)
1
.  

De acordo com os dados divulgados pela ICO (2019), a produção mundial de café no 

ano de 2018 foi de mais de 168 milhões de sacas (60 Kg), sendo que o Brasil contribuiu com 

mais de 1/3 deste total, produzindo pouco mais de 61 milhões de sacas, seguido pelo Vietnã, 

29,55 milhões, e Colômbia, 15,55 milhões de sacas. 

De acordo com a estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB 

(2019)
2
 o Brasil deverá colher em 2019 mais de 50 milhões de sacas de café beneficiado 

                                                 
1
 Disponível em: http://www.agricultura.gov.br/vegetal/culturas/cafe 

2
 Disponível em: http://www.conab.gov.br 
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(espécies C. arabica e C. canephora) (FIGURA 2), observando-se uma queda em relação ao 

ano anterior, o que já era esperado devido ao fato do ano de 2019 ser de bienalidade negativa. 

A bienalidade é própria da natureza fisiológica de plantas perenes, como o cafeeiro, 

que necessita vegetar em um ano para produzir bem no ano seguinte. Nos anos de alta carga, a 

planta direciona a produção de fotossintetizados para a formação e crescimento dos frutos. 

Nos anos de baixa carga, estes são direcionados a formação de novas gemas vegetativas que 

gerarão novos ramos (PICINI, 1998, RENA; MAESTRI, 1985). É possível observar na Figura 

2, que para o ano de 2014, considerado de alta carga, a redução na produção se deve 

principalmente a forte estiagem que ocorreu nos primeiros meses do ano, afetando 

diretamente o desenvolvimento do grão, favorecendo o aumento de frutos chochos e/ou mal 

granados (BELAN et al., 2011). 

Figura 2 – Evolução da produção brasileira de café beneficiado para o período de 2003 a 

2019. A produção para 2019 é uma estimativa realizada em janeiro/2019. 

 

Fonte: CONAB (2019). 

O café produzido por C. canephora é de grande importância econômica para um 

grande número de países da zona intertropical. Dentro de um século, inúmeros trabalhos em 

agronomia e melhoramento varietal aumentaram seu potencial de produção. Embora forneça 

uma bebida de qualidade inferior à bebida fornecida pelos grãos de C. arabica, os de C. 

canephora vem apresentando um crescimento constante no Brasil (CONAB, 2019). As 

indústrias de café solúvel optam pela sua utilização em misturas com o C. arabica, 

aumentando a lucratividade do produto, sem causar perdas excessivas na qualidade, uma vez 

que seu preço é inferior no mercado mundial. 

No Brasil, estima-se que serão produzidas mais de 15 milhões de sacas de C. 

canephora no ano de 2019 (FIGURA 3), e o estado que se destaca quanto à produção é o 

Espírito Santo (66-69%), seguido de Rondônia e Bahia (CONAB, 2019). Observa-se que 
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nestes estados as lavouras têm sido renovadas com variedades superiores, por meio da 

multiplicação vegetativa de mudas, realizada por estacas (FERRÃO et al., 2007), e com outras 

tecnologias associadas, visando-se o aumento da produção e melhoria da qualidade final do 

produto. Como consequência, uma remuneração mais adequada para o café de qualidade 

superior servirá como incentivo para que cafeicultores aumentem a produtividade e se insiram 

intensamente em programas para a melhoria da qualidade do C. canephora. 

Figura 3 – Produção de C. canephora Conilon no Brasil. A produção para 2019 é uma 

estimativa realizada em janeiro/2019. 

 

Fonte: CONAB (2019). 

2.2 Coffea canephora 

 

C. canephora é uma rubiácea originária da África sub-equatorial, descrita por Louis 

Pierre, em 1895, e classificada em 1897 por Albrecht Froehner. As plantas selvagens desta 

espécie são naturalmente distribuídas na África intertropical, estendendo-se da Guiné para 

Uganda e da República Centro-Africana para Angola. As populações naturais são compostas 

de poucos indivíduos, submetidos a fluxo gênico de populações vizinhas até alguns 

quilômetros de distância (MONTAGNON et al., 1993). 

Seu cultivo remonta ao século XIX na Uganda e na parte oriental da Bacia do Congo. 

Já no início do século XX, sementes originárias da África Central foram enviadas para Java, 

onde começaram os primeiros trabalhos de seleção da espécie. A variedade 'Robusta' de C. 

canephora é selecionada e, em seguida, substitui C. arabica que havia sofrido com a epidemia 

de ferrugem na Ásia. Por volta de 1910, sementes das variedades selecionadas em Java 

retornam à África e, posteriormente, os diferentes genótipos foram introduzidos na maioria 

dos países produtores, incluindo o Brasil. 

A espécie possui caules lenhosos e múltiplos, folhas lanceoladas e grandes, com 

nervuras salientes e bordas onduladas (DE KOCHKO et al., 2010; MONTAGNON; LEROY; 

YAPO, 2012). Suas flores são hermafroditas e a reprodução ocorre de forma alógama devido 
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à incompatibilidade gametofítica (LASHERMES et al., 1996a). A espécie pode florir uma ou 

várias vezes por ano e, no caso específico do cafeeiro, existe um sincronismo do 

florescimento que está associado com ciclos de déficit hídrico nas plantas. Após longos 

períodos de estiagem, os quais quebrariam a dormência das gemas florais, o retorno das 

chuvas ou irrigação, resultaria em um florescimento uniforme (FERRÃO et al., 2007; SILVA 

et al., 2009). 

Como mencionado, a espécie possui um mecanismo de autoincompatibilidade genética 

do tipo gametofítico, permitindo que as plantas reconheçam e rejeitem seu próprio pólen ou 

pólen com genótipo semelhante (NOWAK et al., 2011), favorecendo a alogamia e 

contribuindo para a manutenção da variabilidade genética. No caso de C. canephora, o 

sistema de autoincompatibilidade é controlado por um loco denominado S, no qual a 

formação do tubo polínico é impedida por S-RNases produzidas no pistilo, quando o alelo do 

loco-S do grão de pólen (haploide) é idêntico a um dos alelos do pistilo (diploide) (ASQUINI 

et al., 2011). 

2.2.1 Diversidade genética em C. canephora 

 

A primeira análise da diversidade genética em C. canephora, utilizando isoenzimas, 

foi realizado por Berthaud (1986), no qual quinze amostras foram classificadas de acordo com 

o cálculo da distância genética. Este estudo pioneiro demonstrou uma estruturação da espécie, 

em que dois grupos genéticos foram identificados, o Guineano e o Congolês. Posteriormente, 

Montagnon et al. (1992) incluíram dentro do grupo Congolês dois subgrupos, denominados 

SG1 e SG2. Musoli et al. (2009), trabalhando com microssatélites, acrescentaram ao grupo 

Congolês um novo grupo de diversidade, formado por indivíduos selvagens de Uganda. A 

análise realizada por Gomez et al. (2009) resultou em cinco grupos genéticos bem definidos 

(denominados A-E), definidos a priori por Dussert et al. (1999), causando uma confusão na 

comunidade científica. Esses cinco grupos genéticos corresponderam as diferentes origens 

geográficas dos indivíduos (GOMEZ et al., 2009) (FIGURA 4). 

Enquanto essas análises anteriores resultaram em algum acordo de grupos genéticos e 

origem geográfica, cada trabalho independente deu nomes diferentes aos grupos genéticos, 

causando uma confusão para a comunidade cafeeira, sugerindo a importância de definir com 

precisão uma nomenclatura geral. Isso foi proposto por Garavito et al. (2016) que sugeriu o 

uso da seguinte nomenclatura para pelo menos cinco grupos genéticos anteriormente 

referenciados de C. canephora: (i) grupo guineano (às vezes chamado de grupo D) é o grupo 
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genético originário da área da Costa do Marfim-Guiné na África Ocidental; (ii) "Nana" (às 

vezes chamado de grupo C) grupo formado pelo café originário da periferia do Sudeste de 

Camarões, do sudoeste da África Central e do norte do Congo; iii) grupo “Conilon” 

(denominado SG1 ou A), representado pelas populações domesticadas dos tipos Luki-, 

Niaouli e Kouilou, originárias do sul do Gabão; (iv) grupo “Robusta Congo-África Central” 

(por vezes denominado B) composto pelos cafés silvestres do norte da bacia central do Congo 

e do sul da África Central e (v) grupo “Robusta Congo Uganda” (por vezes denominado SG2) 

das populações selvagens ou variedades cultivadas nativas de Uganda e da bacia do Congo. 

A caracterização dos grupos genéticos de C. canephora realizada por Merot-

L’anthoene et al. (2019), utilizando SNPs, confirmou a existência de todos os grupos de 

diversidade anteriormente mencionados (A-E, e o grupo de Uganda, denominado de grupo O) 

e incluiu indivíduos de Angola e da República Democrática do Congo (RDC) com a 

identidade genética desconhecida, identificando mais dois novos grupos, denominados de G 

(Angola) e R (RDC), conforme Figura 4. 

Figura 4 – Origem geográfica dos principais grupos genéticos de C. canephora. 

 

Legenda: Distribuição global dos grupos genéticos de C. canephora com suas origens geográficas. O 

grupo A, corresponde ao SG1, os grupos B e E corresponde ao SG2, o grupo D que corresponde ao 

Guineano, o grupo O com indivíduos de Uganda, grupo C ou Nana e os grupos R e O, com indivíduos 

da RDC e Angola, respectivamente. 

Fonte: MEROT-L’ANTHOENE et al. (2019). 
 

Outros trabalhos adicionais foram realizados caracterizando a diversidade genética dos 

materiais cultivados de C. canephora, atualmente em uso nos principais países produtores. O 

material genético cultivado no Vietnã, o primeiro país produtor de C. canephora, foi 

recentemente descrito utilizando o método DArTseq (GARAVITO et al., 2016). Materiais 

genéticos brasileiros de coleções de germoplasma e material cultivado também foram 

caracterizados (FERRÃO et al., 2013, 2014). Germoplasma de C. canephora da Indonésia foi 
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caracterizado por marcadores SSR (SUMIRAT et al, 2012). Foi também relatada uma análise 

da diversidade genética de robusta indiano (PRAKASH et al., 2005). Acessos genéticos de 

Uganda, compreendendo material cultivado e selvagem de C. canephora também foram 

estudados (MUSOLI et al., 2009). 

Os países mencionados acima representam mais de 95% da produção mundial atual de 

café robusta (http://www.ico.org/), indicando que a maior parte da diversidade genética dos 

materiais genéticos cultivados de C. canephora em todo o mundo já é conhecida. O mais 

interessante nos resultados desses estudos, foi a proximidade entre os materiais cultivados 

analisados e os materiais da diversidade selvagem de C. canephora, com poucos sinais de 

domesticação, mostrando que ainda há um espaço enorme para a exploração da diversidade 

genética conhecida, pelos programas de melhoramento genético do café robusta. As 

ferramentas genômicas disponíveis agora podem ser empregadas para promover e acelerar os 

programas de melhoramento de C. canephora com uma boa perspectiva de sucesso 

(ANDRADE, 2018). 

Durante a última década, vários programas de melhoramento buscam explorar essa 

diversidade para o desenvolvimento de novos clones. No Brasil, o programa de melhoramento 

realizado pela, até então, Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecuária (EMCAPA), hoje 

Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural (Incaper), explorou a 

variabilidade de genótipos SG1, caracterizando uma variedade clonal de C. canephora 

Conilon altamente produtiva em condições de seca, denominada EMCAPA 8141 – Robustão 

Capixaba (FERRÃO et al., 2000). Essa proximidade genética entre o Conilon, cultivado no 

Brasil, e os indivíduos do grupo SG1, originários do Sul do Gabão, pode ser confirmada ao se 

analisar a Figura 5. Isto corrobora com a hipótese de Montagnon (2000), com base no 

fenótipo destas plantas e do nome Conilon, derivado de Kouilou, que é o nome de um rio 

localizado no sul do Gabão. O genótipo Kouilou ou Conilon chegou ao Brasil por volta do 

ano 1912, nos estados do Rio de Janeiro e Espírito Santo (FERRÃO et al., 2007). 
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Figura 5 – Árvore filogenética (Neighbor-joining) com base em uma matriz de 

dissimilaridade entre indivíduos de C. canephora. 

 

Legenda: Árvore filogenética (Neighbor-joining) com base em uma matriz de dissimilaridade entre 

519 indivíduos, utilizando sete marcadores microssatélites. Esta árvore compreende todas as 

populações ou grupos de diversidade. Cada cor corresponde a um grupo genético: Guineano, em rosa, 

SG1, amarelo, SG2, em vermelho, B, azul escuro, C, azul claro, e Uganda, em verde. A cor violeta 

corresponde ao material representativo da variedade Conilon brasileira. 

Fonte: MONTAGNON, CYBRY E LEROY (2012). 

Além do Incaper, outra instituição que se tem destacado no desenvolvimento de novas 

variedades comerciais de C. canephora é a Embrapa Rondônia, que em 2012, em parceria 

com o Consórcio Pesquisa Café, lançaram a cultivar clonal BRS Ouro Preto. A Tabela 1 

mostra as cultivares registradas e/ou protegidas junto ao MAPA
3
 desenvolvidas pelo Incaper e 

Embrapa. 

  

                                                 
3 Disponível em: http://www.agricultura.gov.br/guia-de-servicos/registro-nacional-de-cultivares-rnc 
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Tabela 1 – Cultivares comerciais registradas e/ou protegidas junto ao MAPA. 

Nome da cultivar Registrada Protegida Titular Referência 

BRS Ouro Preto X X Embrapa 
Ramalho et al., 

2015 

Centenária ES8132 X X Incaper 

Ferrão et al., 2015 Diamante ES8112 X X Incaper 

ES8122 X X Incaper 

EMCAPA 8111 - Precoce X  Incaper 
Bragança et al., 

2001 
EMCAPA 8131 X  Incaper 

EMCAPA 8121 X  Incaper 

EMCAPA 8141 Robustão 

Capixaba 
X  Incaper Ferrão et al., 2000 

Vitória Incaper 8142 X  Incaper 
Fonseca et al., 

2004 

2.3 Marcadores moleculares 

 

Marcador molecular é definido como todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de 

um gene expresso ou de um segmento específico de DNA, que diferencie dois ou mais 

indivíduos e que sejam herdados geneticamente (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; 

MILACH, 1998). Diversas técnicas de biologia molecular estão disponíveis atualmente para a 

detecção da variabilidade genética ao nível de DNA, ou seja, detecção de polimorfismo 

genético (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Esses polimorfismos estão no centro da 

genética moderna e podem ser medidos em uma ou mais populações, além de serem 

herdáveis, sendo comumente utilizados em estudos de genética de populações, genética 

ecológica e evolução (DAVEY et al., 2011). 

A introdução do uso de marcadores moleculares em estudos genéticos ocorreu no 

início da década de 80 e desde então passou a ser utilizado para diversas finalidades, como 

por exemplo: estudos de diversidade genética, caracterização de bancos de germoplasma, 

genealogia, construção de mapas, mapeamento comparativo, mapeamento gênico, seleção de 

genitores, certificação de cruzamentos, predição de fenótipos, fingerprinting, análises de 

pureza genética de sementes, melhoramento assistido, proteção varietal, mapeamento físico de 

genomas, integração de mapas genéticos e físicos, clonagem posicional, estudos de 
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desequilíbrio de ligação, mapeamento de associação, filogenia, estudo de pedigree, 

isolamento de genes e diagnose (BORÉM; CAIXETA, 2009). 

Diferentes classes de marcadores moleculares vêm sendo aplicados no melhoramento 

genético vegetal. Os marcadores de DNA são versáteis e possuem inúmeras vantagens quando 

comparados aos marcadores fenotípicos convencionais, pois estão presentes em maior 

número, são estáveis em todos os estádios de desenvolvimento da planta e são neutros, ou 

seja, não variam de acordo com o ambiente (RESENDE et al., 2012). 

Em café, grande parte dos trabalhos utilizando marcadores moleculares, estão 

relacionados com o estudo da diversidade genética do gênero, geralmente utilizando algumas 

poucas dezenas de marcadores. Berthaud (1986) e Montagnon; Leroy e Yapo (1992) 

utilizaram isoenzimas, Dussert et al. (2003) utilizaram RFLP, e trabalhos mais recentes foram 

com microssatélites (CUBRY et al., 2008; 2012; 2013, LEROY et al., 2011; MUSOLI et al., 

2009; PONCET et al., 2006; 2007; PRAKASH et al., 2005) e DArTSeq (GARAVITO et al., 

2016). 

Estudos mais avançados em genômica populacional e seleção genômica, entretanto, 

demandam uma cobertura genômica consideravelmente mais ampla. Para isso métodos de 

mais alto desempenho e elevada reprodutibilidade são necessários. Uma nova geração de 

metodologias para a genotipagem de marcadores moleculares surgiu nos últimos anos com o 

advento das novas tecnologias de sequenciamento. Com base em NGS, estão sendo 

desenvolvidos novos métodos para descobrir, sequenciar e genotipar uma grande quantidade 

de marcadores em praticamente qualquer genoma de interesse em uma única etapa, mesmo 

em populações com pouca ou nenhuma informação genética disponível (DAVEY et al., 

2011). 

O refinamento dessas metodologias está apenas no seu início, mas podemos citar 

alguns dos novos métodos para se identificar marcadores moleculares de forma ampla no 

genoma, tais como bibliotecas de representação reduzida-RRLs, sequências polimórficas com 

complexidade reduzida (redução de complexidade de sequüências polimórficas-CRoPS), 

DArTseq (diversidade baseada em sequenciamento Tecnologia de matriz), sequenciamento 

em grande escala de fragmentos de DNA associados ao sítio de restrição (RADseq), 

genotipagem de “shotgun” multiplexada (MSG) ou genotipagem por seqüenciamento 

(Genotyping By Sequencing-GBS), entre outros (DAVEY et al., 2011 ). Estas metodologias 

estão começando a revolucionar a genômica aplicada ao melhoramento e genética de 

populações (POLAND; RIFE, 2012). 



29 

 

Considerado o tipo mais comum de polimorfismo de DNA, os marcadores SNPs são 

hoje os mais versáteis e eficientes para o estudo de associações entre polimorfismos ao longo 

de todo o genoma e fenótipos quantitativos e qualitativos, construção de mapas genéticos e 

mapeamento de locos controladores de características quantitativas, diagnósticos genéticos, 

análise da estrutura genética de populações, análise filogenética, entre outras (RAFALSKI, 

2002). Sua ocorrência e distribuição ao longo do genoma varia entre as espécies em função de 

diversos aspectos relacionados com o sistema preferencial de reprodução, história evolutiva 

da espécie e da população alvo do estudo (LANNES et al., 2007; LI et al., 2009; 

SOLEIMANI; BAUM; JOHNSON, 2003). 

Alguns trabalhos identificando SNPs em cafeeiro utilizando bibliotecas ESTs 

(Expressed Sequence Tag) foram realizados no Brasil (MONDEGO et al., 2011; VIDAL et 

al., 2010; VIEIRA et al., 2006;). Em outros trabalhos, utilizando INDELS, Marraccini et al. 

(2011) estudaram a expressão dos diferentes alelos do gene que codifica a subunidade menor 

da ribulose1,5-bis-fosfatocarboxilase (Rubisco), em folhas de C. arabica e C. canephora, e 

Cotta et al. (2014) analisaram a expressão dos genes homeólogos de nsLTP durante a 

maturação de frutos de C. arabica. 

Marcadores RADseq também  já foram produzidos e identificados em café, sendo 

utilizados para saturar o mapa genético de uma população de C. canephora da ICRI-

Indonésia, que ajudou a montagem do genoma do café (DENOEUD et al., 2014). Em outro 

estudo, marcadores DArTseq (CRUZ; KILIAN; DIERIG, 2013), foram utilizados para o 

estudo da diversidade genética de C. canephora (GARAVITO et al., 2016). Além disso, outro 

trabalho com o objetivo de avaliar e caracterizar a diversidade genética de 480 indivíduos de 

uma população de C. canephora no Brasil, por meio da técnica de genotipagem nextRAD, foi 

realizado. Neste, obteve-se uma lista de 5.412 SNPs em café, sendo que o cromossomo 2 

obteve a maior densidade de sondas mapeadas e mais de 60% dos SNPs identificados 

ocorreram em regiões gênicas (CARNEIRO et al., 2014). 

2.4 Plataformas de genotipagem em larga escala 

 

As plataformas de genotipagem de SNPs em larga escala resultam em uma alta 

cobertura e alta precisão, características essenciais para realizar predição genômica e 

descoberta de genes em estudos de associação genômica (GWAS). Os recentes avanços na 

genômica do café com o sequenciamento completo do genoma de referência de C. canephora 

forneceram à comunidade científica do café o recurso necessário para se desenvolver um 
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conjunto de ferramentas moleculares para genotipagem de SNPs em escala genômica 

(ANDRADE et al., 2017). C. canephora, uma espécie diploide alógama e um dos parentais do 

alotetraploide C. arabica, tem sido uma importante fonte de variabilidade genética para os 

programas de melhoramento genético de ambas as espécies cultivadas. Os genomas altamente 

heterozigóticos, como C. canephora, requerem uma profundidade de sequência muito maior 

para alcançar taxas de chamada de marcador aceitáveis e precisão do genótipo, quando se 

utilizam métodos de genotipagem baseados em sequência, de modo que a sua relação custo-

benefício não seja realizada. Desta forma, o desenvolvimento de chips de genotipagem de 

DNA, com milhares de SNPs, tem aumentado significativamente, não somente em 

organismos modelos, mas também em inúmeras espécies que ainda não possuem os dados 

genômicos disponíveis (GUPTA et al., 2013). 

2.5 Estudo de associação genômica ampla 

 

A relação causal entre o polimorfismo genético dentro de uma espécie vegetal e as 

diferenças fenotípicas observadas entre indivíduos é de fundamental interesse biológico, para 

se prever os fatores genéticos associados com as características de interesse agronômico e, 

portanto, requer uma compreensão tanto dos loci específicos que estão associados a um 

fenótipo, assim como a arquitetura genética das características de interesse (KORTE; 

FARLOW, 2013). 

Um mapa genético ou de ligação pode ser visto como um "mapa rodoviário" dos 

cromossomos de uma população segregante. A aplicação mais importante de um mapa 

genético visa identificar QTLs (Quantitative Trait Loci) associados às características 

agronômicas de interesse (LEONFORTE et al., 2013). O mapeamento de QTL baseia-se no 

princípio de que as características fenotípicas e os marcadores de DNA segregam 

concomitantemente durante a meiose, permitindo sua análise na progênie (PATERSON, 

2002). As características e genes / marcadores que estão próximos ou geneticamente ligados 

serão transmitidos de genitores para progênies, mais frequentemente, do que os genes / 

marcadores que estão mais distantes (KEARSEY; FARQUHAR, 1998). Desta forma, a 

análise de ligação e o mapeamento de associação são ferramentas importantes e comumente 

utilizadas para a identificação de características complexas para a agricultura. A variação 

fenotípica dessas características é influenciada por QTLs, suas interações, além da influência 

do ambiente e da relação entre QTLs e ambiente (ZHU et al, 2008). 
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A genética direta (Foward Genetics), em que muitos indivíduos que diferem em 

genótipos são rastreados para fenótipos de interesse, tem sido uma poderosa ferramenta para 

abordar a relação entre genótipo e fenótipo. Em geral, as diferenças genéticas cruciais que 

estão sendo selecionadas são obtidas por mutagênese ou amostradas de uma população natural 

(KORTE; FARLOW, 2013). Todas as diferenças fenotípicas identificadas são conectadas aos 

loci causadores por meio de várias abordagens de mapeamento, incluindo o mapeamento de 

QTL. Hoje em dia, com os recentes avanços em genômica, Genome-Wide Association Studies 

(GWAS) ou estudo de associação genômica ampla, tornou-se possível e pode ser considerada 

uma ferramenta complementar e poderosa para conectar o mapa genótipo-fenótipo. No 

entanto, o mapeamento de QTL provou, e permanece, um método poderoso para se identificar 

regiões do genoma que co-segregam com uma determinada característica em uma 

determinada população. 

Embora o GWAS tenha potencial para identificar polimorfismos associados a 

características importantes na agricultura, três fatores têm grande influência nas análises. O 

primeiro é o tamanho da amostra, que afeta o poder estatístico do estudo, especialmente na 

detecção de polimorfismos de pequeno efeito subjacentes às características mais complexas 

(KORTE; FARLOW, 2013). Os resultados apresentados por Goddard et al. (2016) enfatizam 

que, como a maioria dos polimorfismos explica uma pequena fração da variância (por 

exemplo, menos de 1%), para alcançar o nível de significância convencional (p <5 × 10-8), 

grandes tamanhos de amostra são necessários. 

O segundo fator é a estrutura populacional e o parentesco entre os indivíduos, visto 

que estes podem levar a falsas descobertas devido a associações espúrias (ZHANG et al., 

2010). O terceiro, e último fator, é o número adequado de marcadores distribuídos ao longo 

de todos os cromossomos. Recentemente, as plataformas de sequenciamento de próxima 

geração reduziram drasticamente o custo e o tempo na genotipagem de um grande número de 

marcadores cobrindo todo o genoma (DAVEY, et al., 2011). 

O estudo de associação é particularmente importante em espécies perenes, como o 

cafeeiro, podendo ser feito em genes candidatos, relacionando polimorfismos nesses genes 

com o controle da variação fenotípica para características específicas, ou analisando-se a 

variação genética em todo o genoma para encontrar sinais de associação para várias 

características complexas (FIGURA 6). A escolha se o mapeamento de associação pode ser 

feito em todo o genoma ou somente em genes candidatos depende do foco e da escala do 

estudo realizado (CUBRY et al, 2013; RISCH; MERIKANGAS, 1996). 
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Figura 6 – Diagrama esquemático mostrando o mapeamento de associação de todo o genoma 

e o mapeamento em genes candidatos. 

 

Fonte: Zhu et al, (2008). 

Em C. canephora vários estudos de QTL foram realizados, como o mapeamento do 

locus de auto-incompatibilidade (COULIBALY et al., 2002; LASHERMES et al., 1996b), 

viabilidade do pólen (COULIBALY et al., 2003), características de floração (NUGROHO, 

2013), produção e característica relacionadas com a qualidade do grão (LEROY et al., 2011; 

MÉROT-L’ANTHOËNE et al., 2014), assim como características relacionadas com o sistema 

radicular (ACHAR et al., 2015), entre outros. 

Apesar desse sucesso, o mapeamento de QTLs sofre duas limitações fundamentais: (i) 

somente a diversidade alélica que segrega entre os pais do cruzamento específico utilizado nas 

análises pode ser testada (BOREVITZ; NORDBORG, 2003) e (ii) a taxa de recombinação 

que ocorre durante a criação da população coloca um limite na resolução do mapeamento 

(KORTE; FARLOW, 2013). 
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2.6 Seleção Genômica Ampla 

 

O grande atrativo da genética molecular em benefício do melhoramento genético 

aplicado é a utilização direta das informações de DNA na seleção, de forma a permitir alta 

eficiência seletiva, grande rapidez na obtenção de ganhos genéticos com a seleção e baixo 

custo, em comparação com a tradicional seleção baseada em dados fenotípicos (RESENDE et 

al., 2008). Com o propósito de atender a esses objetivos, a seleção genômica (SG) ou seleção 

genômica ampla (genome wide selection – GWS) foi proposta por Meuwissen, Goddard e 

Hayes (2001). Este método pode ser aplicado em todas as populações em avaliação nos 

programas de melhoramento genético de espécies alógamas tal como C. canephora, apresenta 

alta acurácia seletiva para a seleção baseada exclusivamente em marcadores (após terem seus 

efeitos genéticos estimados a partir de dados fenotípicos em uma amostra da população de 

seleção) e não exige prévio conhecimento das posições (mapa) dos QTLs, não estando sujeita 

aos erros tipo II associados à seleção de marcadores ligados a QTLs (RESENDE et al., 2008). 

Esse método permaneceu discreto por alguns anos, devido à limitação dos marcadores 

moleculares disponíveis à época. Recentemente, com o desenvolvimento e baixo custo dos 

marcadores tipo SNP, o método tornou-se muito atrativo e, geneticistas e melhoristas 

renomados e adeptos de métodos tradicionais, têm demonstrado e confirmado a superioridade 

e exequibilidade prática do método em benefício do melhoramento animal (LEGARRA; 

MISZTAL, 2008; LONG et al., 2008) e vegetal (BERNARDO; YU, 2007). Esses trabalhos 

mostraram, definitivamente, que a seleção genômica terá grande utilidade no melhoramento 

genético, via métodos do tipo BLUP/GWS, que equivalem ao procedimento BLUP (melhor 

predição linear não viciada) aplicado sobre dados moleculares e permitem a predição de 

valores genéticos genômicos (RESENDE et al., 2008). A GWS é excelente para caracteres de 

baixa herdabilidade, ao contrário da Seleção Assistida por Marcadores (SAM), que não é útil 

para caracteres de baixa herdabilidade (MUIR, 2007). 

A SAM tem por base, a detecção, mapeamento e uso de QTLs de grande efeito na 

seleção, focando na determinação do número, posição e efeitos dos QTLs marcados. Já a 

GWS é definida como a seleção simultânea para centenas ou milhares de marcadores, os quais 

cobrem o genoma de uma maneira densa, de forma que todos os genes de um caráter 

quantitativo estejam em desequilíbrio de ligação com pelo menos uma parte dos marcadores. 

Esses marcadores em desequilíbrio de ligação com os QTLs, tanto de grandes quanto de 

pequenos efeitos, explicarão quase a totalidade da variação genética de um caráter 

quantitativo (RESENDE et al., 2008). Devido ao número elevado de SNPs, a probabilidade de 
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se encontrar um QTL em desequilíbrio de ligação com pelo menos um marcador é muito alta. 

Desta forma, somente os marcadores em desequilíbrio de ligação com os QTLs serão úteis na 

determinação dos fenótipos e na explicação da variação genética. Os efeitos dos marcadores 

são estimados em uma amostra de indivíduos pertencentes a várias famílias e, sendo assim, o 

impacto de famílias específicas (com padrões específicos de desequilíbrio de ligação) nas 

estimativas dos efeitos dos marcadores será minimizado. É importante enfatizar que os 

marcadores terão seus efeitos genéticos estimados a partir de uma amostra de pelo menos 

1.000 indivíduos genotipados e fenotipados, ou seja, com base em pelo menos 1.000 

repetições experimentais (RESENDE et al., 2012). Assim, embora a herdabilidade de cada 

marcador efetivo (aquele que identifica um dos poligenes com precisão) seja muito baixa, 

com 1.000 repetições, essa herdabilidade torna-se alta. Em outras palavras, o efeito de 

ambiente será minimizado por meio do uso de um número de repetições muito alto. Essa é a 

mesma filosofia da avaliação e seleção de características quantitativas com base em fenótipos 

em experimentos de campo (RESENDE et al., 2008). 

A SGA é ampla porque atua em todo o genoma, capturando todos os genes que afetam 

um caráter quantitativo. E isso sem a necessidade prévia de identificar os marcadores com 

efeitos significativos e de mapear QTLs, como no caso da SAM. Valores genéticos 

genômicos, associados a cada marcador ou alelo, são usados para predizer o valor genético 

genômico (VGG) global de cada indivíduo. Há uma diferença básica na predição de valores 

genéticos tradicionais e na predição de valores genéticos genômicos. No primeiro caso, 

informações fenotípicas são utilizadas visando inferências sobre os efeitos dos genótipos dos 

indivíduos e, nos últimos, informações genotípicas (genótipos para os alelos marcadores) são 

usadas visando às inferências sobre os valores fenotípicos futuros (ou valores genéticos 

genômicos preditos) dos indivíduos. Em outras palavras, os métodos tradicionais usam o 

fenótipo para inferir sobre o efeito do genótipo e a SGA usa o genótipo, com efeito genético 

pré-estimado em uma amostra da população, para inferir sobre o fenótipo a ser expresso nos 

candidatos à seleção (RESENDE et al., 2008). 

Segundo Crossa et al., (2010), os efeitos dos marcadores não serão necessariamente os 

mesmos em diferentes estudos e ambientes. Na SGA, os efeitos genéticos dos marcadores são 

estimados e usados na seleção para cada população de melhoramento e em um determinado 

ambiente. Modelos de predição, incluindo a interação genótipos x ambientes, podem também 

ser usados, visando verificar a possibilidade de se obter estimativas válidas para um conjunto 

de ambientes. Mas isso dependerá da magnitude da interação envolvendo os vários ambientes. 
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A SGA pode basear-se no uso de: (i) apenas dos marcadores; (ii) de haplótipos ou 

intervalos definidos por dois marcadores; (iii) haplótipos definidos por mais de dois 

marcadores, incluindo a covariância entre haplótipos devida à ligação. Segundo Calus et al., 

(2008), para caracteres de baixa herdabilidade (10%) não existem diferenças significativas 

entre essas três abordagens. Solberg et al., (2008) mostraram que é possível praticar a SGA 

eficientemente com o uso apenas dos marcadores, ou seja, com a predição direta dos efeitos 

dos marcadores. Relatam também que isso é vantajoso porque não há necessidade de estimar 

as fases de ligação entre os marcadores, as quais são estimadas com algum erro. Não apenas 

marcadores SNPs podem ser usados na SGA, marcadores microssatélites também se prestam 

a esse fim. Solberg et al., (2008) relatam que o uso de SNPs requer quatro a cinco vezes maior 

densidade de marcadores do que o uso de microssatélites. Isto se deve à natureza bi-alélica 

(binucleotídica) dos SNPs e multi-alélica dos microssatélites. 

Os enormes avanços tecnológicos experimentados na genômica do gênero Coffea na 

última década proporcionaram aos pesquisadores do café as ferramentas moleculares 

necessárias para traduzir a genômica em aplicações práticas para auxílio aos programas de 

melhoramento genético. Estudos de diversidade em C. canephora da maioria dos materiais 

cultivados têm mostrado pequenos sinais de domesticação, o que significa que ainda há um 

espaço enorme para a exploração da conhecida diversidade genética natural aplicada ao 

melhoramento genético do café robusta. As ferramentas genômicas disponíveis agora podem 

ser empregadas para promover e acelerar os programas de melhoramento de C. canephora 

com uma ótima previsão de sucesso. À medida que os desafios das mudanças climáticas 

avançam, a aplicação dessas novas tecnologias visam garantir a sustentabilidade do café, 

proporcionando alternativas viáveis aos cafeicultores. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e validar modelos preditivos de seleção genômica ampla (SGA) para 

produção, características físicas e bioquímicas dos grãos e tolerância à seca em C. canephora. 

Os modelos desenvolvidos no âmbito deste projeto poderão, na continuidade dos programas 

de melhoramento desta espécie, (1) acelerar significativamente os programas de seleção 

recorrente de C. canephora, dispensando o tempo necessário de testes de progênie e (2) 

permitir a clonagem imediata de indivíduos elite, selecionados ainda no estágio de mudas 

viabilizando a produção de clones elite de C. canephora em larga escala. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os dados fenotípicos agronômicos e fisiológicos (produção e tolerância 

à seca) e de propriedades físicas dos grãos em indivíduos selecionados em uma 

população de melhoramento de C. canephora, cultivada no campo 

experimental da Embrapa Cerrados (Planaltina-DF). 

 Identificar SNPs em um grupo de genótipos representando a diversidade 

genética global de C. canephora. 

 Construir de uma plataforma de genotipagem baseada no “Chip Axiom-

Affymetrix” a partir dos SNPs identificados. 

 Genotipar em larga escala dos 1.300 indivíduos em estudo, utilizando o chip 

desenvolvido. 

 Realizar o estudo de associação genômica ampla para as características de 

interesse; 

 Gerar e validar os modelos de predição de Seleção Genômica Ampla para as 

diversas características fenotípicas avaliadas na população. 
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CAPÍTULO 2 

FENOTIPAGEM DE INDIVÍDUOS DE UMA POPULAÇÃO DE Coffea canephora 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com dados das Nações Unidas, a população humana deverá crescer acima 

de 9 bilhões até 2050 e garantir que a produção de alimentos seja suficiente para suprir as 

necessidades dessa população é um grande desafio para a ciência. Além da pressão para o 

aumento da produção agrícola, existem ainda outras ameaças, como a escassez de água, 

restrições de fertilidade do solo e mudanças climáticas (COBB et al., 2013). Na tentativa de 

aumentar a produtividade mesmo diante de tantos obstáculos, os programas de melhoramento 

atuais baseiam-se na seleção de novas cultivares que possuam características promissoras, 

como alta produtividade, tolerância a estresses bióticos e abióticos, qualidade de bebida, 

explorando a relação entre genótipo e fenótipo desses indivíduos (JANNINK et al., 2010). 

Com o progresso na área da genômica, exemplo disso são as novas tecnologias de 

sequenciamento de DNA, a caracterização de genomas tornou-se um processo mais eficiente e 

barato, gerando uma enorme quantidade de dados para a pesquisa. Porém, um avanço similar 

ainda não ocorreu na caracterização em larga escala de fenótipos, reconhecida como a parte 

mais laboriosa, cara e tecnicamente desafiadora desse processo, e isso retarda o avanço no 

entendimento das associações genótipo versus fenótipo. (FIORANI; SCHURR, 2013; 

MONTES et al., 2007). 

Fenotipagem, ou a caracterização de recursos genéticos para atributos diversos, 

representa um componente essencial em programas de melhoramento e muito antes da 

descoberta de DNA e marcadores moleculares, produtores e fazendeiros já faziam a seleção 

de genótipos superiores com base somente em fenótipos (DURÃES et al., 2004; LI; ZHANG; 

HUANG, 2014). Os dados fenotípicos são utilizados na realização de diversos estudos, como: 

(1) na seleção recorrente assistida por marcadores (NEWELL; JANNINK, 2014); (2) na 

identificação de eventos positivos em estudos de transgenia (GAUDIN et al., 2013) e dentro 

deste trabalho, a fenotipagem foi realizada em uma população de C. canephora com o 

objetivo de que os dados gerados, juntamente com a genotipagem desta população, sejam 

utilizados no estudo de associação genômica ampla (GWAS) e de seleção genômica ampla 

(SGA) em C. canephora.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

Os genótipos utilizados neste trabalho foram provenientes do campo experimental da 

Embrapa Cerrados (Planaltina, Distrito Federal, Brasil) (FIGURA 7), estabelecido em 

2009/2010, com um total aproximado de 3.500 indivíduos de C. canephora Conilon. Essa 

população de melhoramento foi formada a partir de um pool de sementes coletadas em um 

campo de polinização aberta com 48 genitores provenientes do banco ativo de germoplasma 

(BAG) do Instituto de Pesquisa e Assistência Rural (INCAPER, Vitória, Espírito Santo, 

Brasil). 

Em 2012, os 3.500 indivíduos da população de melhoramento foram avaliados 

visualmente, observando-se características fenotípicas relevantes como o vigor da planta, 

ramificação secundária, seca de ponteiros, suscetibilidade à ferrugem e precocidade do fruto, 

e, posteriormente, foram selecionados 1.319 indivíduos, objetos do presente estudo, nomeadas 

como LxPy (APÊNDICE A). 

Figura 7 – Indivíduos de C. canephora Conilon estabelecidos em um campo experimental da 

Emprapa Cerrados, localizado em Planaltina/DF. 

 

Fonte: Do autor (2013). 

2.2 Fenotipagem da população de C. canephora 

 

Os dados fenotípicos a serem utilizados nos experimentos de GWAS e de SGA foram 

levantados a partir de avaliações realizadas para os 1.319 indivíduos selecionados na 
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população de melhoramento. Foram obtidos dados de produção, boia, peso de 100 grãos, 

peneiras e morfologia de frutos, conforme metodologias já estabelecidas. Além disto, análises 

fisiológicas para avaliação da tolerância à seca, foram também realizadas. 

 

2.2.1 Produção 

 

Os dados de produção anual foram obtidos para cada indivíduo selecionado na 

população, por um período de 3 anos consecutivos (2011/12; 2012/13 e 2013/14), sendo que 

cada planta foi colhida individualmente e a produção do café cereja, por planta, medida em 

litros (L). 

 

2.2.2 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 à -20°C até a realização das análises 

morfológicas dos frutos. Os dados de tamanho e formato do grão foram obtidos com auxílio 

do software DIGI-Pro (Labomed), utilizando-se 5 frutos por amostra, conforme apresentado 

na Figura 8. 
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Figura 8 – Resultado da análise de tamanho e formato de frutos de café cereja. 

 

Legenda: As medidas (em cm) de área, perímetro, menor eixo e maior eixo para cada planta com 5 

repetições (E1 a E5). 

Fonte: Do autor (2013). 

2.2.3 Boia 

 

Após a colheita, uma amostra de 100 frutos de café cereja, de cada planta, foi colocada 

em um recipiente com 1L de água para obter o valor, em porcentagem, de frutos boia. 

 

2.2.4 Peso de 100 grãos 

 

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, 
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acondicionadas em sacos de filó e colocadas para secar em terreiro, até os grãos atingirem 

grau de umidade de aproximadamente 12%. Posteriormente, pesou-se uma amostra de 100 

grãos secos de cada indivíduo em balança eletrônica modelo AL200C (Marte). 

 

2.2.5 Formato e tamanho dos grãos 

 

Amostras de grãos secos (100g) de cada indivíduo foram analisadas em um conjunto 

de peneiras (Pinhalense) para a classificação quanto ao formato e granulometria. 

Conforme a Instrução Normativa do MAPA (BRASIL, 2003), os grãos podem ser 

enquadrados em duas categorias: (1) Chato – constituída de grãos com superfície dorsal 

convexa e a ventral plana ou ligeiramente côncava, com a ranhura central no sentido 

longitudinal e (2) Moca – constituída de grãos com formato ovoide, também com ranhura 

central no sentido longitudinal (FIGURA 9). Para cada categoria, os grãos são ainda 

classificados de acordo com a dimensão dos crivos das peneiras que os retêm, conforme 

Quadro1. 

Figura 9 – Peneira com crivos circulares, para separar os grãos tipo chato (Figura9A) e 

peneira com crivos oblongos, para separar os grãos tipo moca (Figura 9B). 

 

Fonte: Do autor (2013). 

  

A B
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Quadro 1 – Classificação oficial de café por peneira. 
Chato Graúdo Peneira 17 e maiores 

Chato Médio Peneiras 15 e 16 

Chato Miúdo Peneiras 12, 13 e 14 

Moca Graúdo Peneiras 11 a 13 

Moca Médio Peneira 10 

Moca Miúdo Peneiras 8 e 9 

Fonte: Brasil, 2003. 

2.2.6 Análises fisiológicas 

 

Medidas do potencial hídrico foliar de antemanhã (Ψam) foram realizadas no final do 

mês de agosto e início de setembro/2013, após um período de estresse hídrico de 

aproximadamente 70 dias, conforme descrito em Marraccini et al. (2012). Para essas análises 

fenotípicas, selecionou-se uma amostra de 366 indivíduos, os quais estão entre os 1.319 

indivíduos da população de melhoramento selecionados para as demais características. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Análise exploratória das variáveis fenotípicas 

 

Primeiramente, realizou-se uma análise exploratória para as variáveis fenotípicas 

avaliadas na população de melhoramento utilizada neste estudo, dessa forma é possível 

observar o padrão de distribuição das mesmas para os 366 e 1.319 indivíduos selecionados. 

Pode-se observar na Figura 10 que para a característica de Produção (Prod12; Prod13; 

Prod14) os dados referentes aos 1.319 indivíduos apresentaram uma distribuição bimodal. 

Entretanto, ao obter a média de produção para os três anos avaliados (Figura 10 – Média; 

N=1.319), os dados parecem se ajustar para uma distribuição normal. Para os 366 indivíduos, 

a análise exploratória apresentou um resultado mais próximo à distribuição normal, tanto para 

os anos separados de produção (Prod12, Prod13 e Prod14; N=366) como para a média dos 

três anos avaliados. 

Figura 10 – Análise exploratória para a característica de produção. 

 
Legenda: Os dados de produção foram obtidos para os 366 (N=366) e 1.319 (N=1.319) indivíduos nos 

anos de 2011/2012 (Prod12), 2012/2013 (Prod13), 2013/2014 (Prod14) e média da produtividade para 

os 3 anos avaliados. 

Fonte: Do autor (2018). 

Para as características de Boia e peso de 100 grãos (P100), é possível observar na 

Figura 11 que os resultados foram semelhantes em sua distribuição independente do número 

de indivíduos. Os dados obtidos para a característica de Boia apresentou assimetria, contudo 

para P100 nota-se uma distribuição normal, tanto para os 366 como para os 1.319 indivíduos. 
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Figura 11 – Análise exploratória para as características Boia e Peso de 100 grãos (P100). 

 

Legenda: Os dados de Boia e peso de 100 grãos foram obtidos para os 366 (N=366) e 1.319 (N=1.319) 

indivíduos selecionados. 

Fonte: Do autor (2018). 

Para a maioria das características avaliadas referentes à morfologia dos frutos, como 

área, perímetro, eixo maior e eixo menor, observa-se (FIGURA 12) uma tendência à 

normalidade dos dados, exceto a característica de eixo menor avaliada para os 1.319 

indivíduos que apresentou uma assimetria para os dados. Já para os dados obtidos a partir da 

análise de tamanho e formato dos grãos (FIGURA 13), a maioria demonstrou uma 

distribuição assimétrica, com exceção para Moca Graúdo, tanto para os 366 como para os 

1.319 indivíduos e Chato Médio (N=366), que apresentaram distribuição normal. Outro dado 

interessante pode ser observado para os grãos classificados como médio, tanto chato como 

moca, que apresentaram uma distribuição bimodal para os 1.319 indivíduos. 
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Figura 12 – Análise exploratória para as características de Morfologia dos frutos (Área, 

Perímetro, Eixo Maior e Eixo Menor). 

 

Legenda: Para a característica de Morfologia, medidas de área, perímetro, eixos (maior e menor) 

foram obtidas a partir de amostra de frutos cereja para os 366 (N=366) e 1.319 (N=1.319) indivíduos 

selecionados. 

Fonte: Do autor (2018). 
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Figura 13 – Análise exploratória para a característica de tamanho e formato dos grãos. 

 
Legenda: Análise exploratória dos resultados obtidos para tamanho e formato de grãos, por meio da 

técnica de peneiras, para os 366 (N=366) e 1.319 (N=1.319) indivíduos selecionados. 

Fonte: Do autor (2018). 

Na Figura 14 verifica-se a distribuição dos resultados obtidos para a característica de 

potencial hídrico foliar de antemanhã, fenótipo medido somente para os 366 indivíduos da 

população da Embrapa Cerrados. Para essa característica nota-se uma distribuição 

assimétrica, em que a maioria dos indivíduos apresentou potencial em torno de -1,0 MPa. 

Figura 14 – Análise exploratória para a característica de potencial hídrico foliar de 

antemanhã. 

 

Fonte: Do autor (2018). 
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3.2 Morfologia dos frutos 

 

Conforme apresentado na Tabela 3, na avaliação para a morfologia de frutos, os 

valores para área variaram entre 1,62 a 3,72 cm, com média de 2,63 cm. Os eixos maior e 

menor apresentaram médias de 1,0 e 0,83 cm respectivamente. Para perímetro, a média foi de 

9,17 cm, variando de 0,62 a 2,34 cm. 

Tabela 2 – Valores máximo (Máx), mínimo (Mín) e média, com o desvio padrão, para o 

fenótipo de Morfologia dos frutos. 

 
Área Perímetro Eixo Menor Eixo Maior 

Máx 3,72 11,03 1,01 2,34 

Mín 1,62 7,22 0,62 0,77 

Média 2,63 (±0,26) 9,17 (±0,48) 0,83 (±0,04) 1,00 (±0,07) 

Fonte: Do autor (2018). 

Brum (2007) em trabalho com a variedade clonal EMCAPA 8131 na Bacia do 

Itaperimim a 146 m de altitude, encontrou valores médios de 0,91 cm para a medida de 

diâmetro menor, correspondente à característica eixo menor do presente trabalho, e de 1,15 

cm para à medida que corresponde ao eixo maior. 

 

3.3 Peso de 100 grãos e boia 

 

Na análise de percentagem de frutos chochos (boia), a média encontrada foi de 9,27%. 

Este valor é muito próximo do relatado por Silva et al. (2012), em seu trabalho com C. 

arabica, indicando baixa ocorrência de “lojas vazias”. 

A variação encontrada para peso de 100 grãos foi de 8,27 a 25,77 g, com média em 

torno de 14,2 g. 

 

3.4 Formato e tamanho do grão 

 

Por meio das análises de formato e tamanho dos grãos, utilizando as peneiras, 

verificou-se que mais aproximadamente 50% dos indivíduos selecionados na população de 

melhoramento apresentaram peneira maior que 13. Este resultado é inferior aos 65% relatado 

por Brum (2007) e aos 94,5 e 96,13% identificados por Oliveira et al. (2009) aos 600 m e 630 
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m de altitude, respectivamente, porém indica uma boa diversidade da população, para essa 

característica. 

 

3.5 Tolerância à seca 

 

Pode-se observar na Figura 15 que o potencial hídrico foliar de antemanhã (Ψam) 

apresentou uma grande variação entre os 366 indivíduos avaliados, com o indivíduo mais 

tolerante ao déficit hídrico apresentando potencial de -0,31MPa e mais da metade dos 

indivíduos com Ψam de até -1,0 MPa, mesmo após um período prolongado de seca, cerca de 

70 dias. 

Figura 15 – Potencial hídrico foliar de antemanhã para as 366 plantas de C. canephora 

selecionadas. 

 

Fonte: Do autor (2015). 

Na Figura 16 nota-se o contraste fenotípico entre os indivíduos da população de 

melhoramento após o período de déficit hídrico. A planta tolerante (L5P47) apresentou um 

potencial de -0,46Mpa (Figura 16A) enquanto que a planta L12P100, sensível ao déficit hídrico, 

apresentou -2,47MPa (Figura 16B). Além das diferenças entre os valores para o Ψam, nota-se 

visivelmente na planta sensível, um  número de folhas reduzido , indicando maior 

sensibilidade ao estresse hídrico. 
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Figura 16 – Fenótipos contrastantes pertencentes à população de melhoramento após um 

período de déficit hídrico (Embrapa Cerrados). 

 

Fonte: Do autor (2013). 

Alguns trabalhos que avaliaram o Ψam entre diferentes clones de C. canephora 

Conilon, tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) ao déficit hídrico, identificaram também 

uma variabilidade entre os diferentes genótipos. Esses estudos, realizados em casa de 

vegetação, analisaram o número de dias em que cada clone apresentou Ψam de -3,0 MPa. O 

clone 22 chegou no potencial estabelecido com seis dias, seguido pelos clones 14 e 120, 

ambos com 12 dias e aos 15 dias, o clone 73 (MARRACINNI et al., 2012; VIEIRA et al., 

2013). 

Assim como observado por Marraccini et al. (2012) e Vieira et al. (2013), as plantas 

utilizadas nesse presente estudo também apresentaram uma diversidade fenotípica em relação 

a medida de potencial hídrico, com valores entre -0,31 a -3,45 MPa, sendo que 

aproximadamente 60% das plantas apresentaram potencial com valor até -1,0 MPa, indicando 

uma tolerância aos 70 dias de déficit hídrico, por que passaram. 

 

3.6 Produção 

 

Para os 366 indivíduos que possuem os dados de Ψam, a variação fenotípica 

encontrada para a produção pode ser observada na Tabela 4. Como se pode observar, todas as 

características apresentaram uma ampla variação fenotípica, ou seja, um bom indicativo da 

existência de variabilidade genética e possibilidade de ganho com a seleção. 

A B
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Tabela 3 – Valor máximo, mínimo e média para a produção avaliada nos três anos e para 366 

indivíduos. 

 
Prod12 Prod13 Prod14 

Máximo 23,00 25,00 35,00 

Mínimo 0,00 0,50 0,00 

Média 10,98 11,74 10,30 

Fonte: Do autor (2018). 

A média alcançada para os 3 anos avaliados foi de 11L, os valores máximos foram de 

23, 25 e 35 litros, para os anos de 2012, 2013 e 2014, respectivamente. Classificando esses 

indivíduos pela média da produção e selecionando-se os 20 mais produtivos, visualiza-se na 

Figura 17 o padrão da produção para cada ano avaliado. Nota-se na Figura 17 que as plantas 

apresentam um ano de alta carga e outro de baixa carga, conhecido como bienalidade do 

cafeeiro. 

Figura 17 – Produção (medida em litros de cereja por planta), para os 20 indivíduos que 

apresentaram maior média, nos anos de 2012 (linha azul), 2013 (linha vermelha) 

e 2014 (linha verde). 

 

Fonte: Do autor (2018). 

Já para os 1.319 indivíduos, a produção média foi de pouco mais de 9L e o ano de 

2012 representou o de maior produção, em torno de 10,5 L/planta. A Figura 18 mostra, para 

as 30 plantas com maior média de produção, a variação já esperada em cafeeiro, com um ano 

de alta e o outro de baixa carga. Este efeito da bienalidade fica claro ao se observar os dados 

de produção das plantas L12P72, L12P8 e L12P1, entre outras (FIGURA 18). Entretanto, pode-se 

também observar nos dados apresentados na Figura 19, que existem plantas, que sofrem 

menos o efeito da bienalidade, como por exemplo, a L9P51 e L18P100, que produziram 

aproximadamente a mesma quantidade, acima de 15L, para os diferentes anos avaliados. Mais 
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ainda, existem também plantas que aumentaram a produção, ano após ano, tais como as 

plantas L19P43 e L4P52, por exemplo (FIGURA 18). 

Figura 18 – Produção (medida em litros de cereja por planta), para os 30 indivíduos que 

apresentaram maior média, nos anos de 2012 (barras azuis), 2013 (barras 

vermelhas) e 2014 (barras verdes). 

 

Fonte: Do autor (2018). 

Os dados de produção apresentaram uma tendência de serem bimodais, como 

apresentado na Figura 10. Esses resultados estão de acordo com o esperado para a espécie 

estudada visto que a bienalidade é própria da natureza fisiológica do cafeeiro, que necessita 

vegetar em um ano para produzir bem no ano seguinte. Em anos de alta carga, a planta 

direciona a produção de fotossintetizados para a formação de novas gemas e crescimento dos 

frutos; diferentemente dos anos de baixa carga, em que os fotossintetizados são direcionados 

para a formação de gemas vegetativas que gerarão novos ramos (RENA; MAESTRI, 1985). 

Outro dado observado para o fenótipo de produção é a presença, no mesmo campo 

experimental, de plantas altamente produtivas ao lado de plantas com uma produção muito 

baixa ou, até mesmo, que não produziram. Essa variabilidade espacial e temporal da 

produtividade já havia sido relatada por Carvalho et al. (2004) em regiões produtoras de café 

no sul de Minas Gerais. 

Um fato importante de ser mencionado é que o C. canephora é cultivado em regiões 

com menor altitude, normalmente abaixo de 500 m, e temperatura mais elevada, com média 

anual entre 22ºC e 26ºC, conforme descrito por Matiello (1991). Em um trabalho realizado 

por Oliveira et al. (2009), os autores analisaram a produção de café Conilon cultivado em 

altitude acima do recomendado e obtiveram uma produção por planta de 6,75L e 5,25L em 
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ambientes com altitudes de 600 m e 630 m, respectivamente. Resultado semelhante foi 

descrito por Brum (2007), porém a aproximadamente 150 m de altitude, em que a produção 

média por planta foi de 6,0 L. O presente trabalho, realizado no campo experimental da 

Embrapa Cerrados e que possui altitude acima de 1.000 m, apresentou média de produção por 

planta de 9L para os 1.319 indivíduos avaliados e de 11,2L considerando somente os 366 

indivíduos que possuem as medidas de potencial hídrico foliar de antemanhã. 

Na relação tolerância versus produtividade, pode-se identificar na Figura 19 que 

algumas plantas são produtivas e tolerantes à seca (por exemplo, L13P63, L8P68 e L5P47) e 

outras apresentam o fenótipo contrastante, sendo sensíveis ao estresse hídrico e pouco 

produtivas (L12P57, L12P100 e L15P14). 
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Figura 19 – Produção, em litros (L), e potencial hídrico foliar de antemanhã (Ψam) de plantas 

de C. canephora LxPy selecionadas. As barras azuis correspondem às medidas 

realizadas em 2012 e as barras vermelhas às medidas realizadas em 2013. 

 

Fonte: Do autor (2014). 

Trabalhos como o de Ferrão et al. (2000) e Fonseca et al. (2004) caracterizaram 

plantas de C. canephora Conilon como tolerantes ao estresse hídrico e produtivas. Essa 

característica de tolerância poderia ser justificada pela maior proximidade genética dos 

materiais brasileiros com o grupo SG1 de C. canephora (MONTAGNON; CUBRY; LEROY, 

2012). O grupo SG1 apresenta-se mais tolerante ao déficit hídrico comparado ao grupo SG2 

(Robusta) (MONTAGNON; LEROY, 1993). 
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4 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos a partir das avaliações fenotípicas realizadas neste trabalho nos 

permitem concluir que existe variabilidade fenotípica razoável para as diversas características 

avaliadas na população de melhoramento utilizada, e que existe potencial para a realização 

dos estudos de GWAS e de SGA, utilizando-se esses dados. Entretanto, é importante salientar 

que os modelos disponíveis para a realização desses estudos de GWAS e SGA, estão 

estabelecidos para dados que apresentam uma distribuição normal e, portanto, para algumas 

características ajustes podem ser necessários. Além disto, nota-se também, que existe 

potencial de cultivo, sob condições irrigadas, de C. canephora em altitudes elevadas (acima 

de 1000 m), como é o caso do campo experimental da Embrapa Cerrados em que se localiza a 

população de melhoramento, utilizada neste estudo. 
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APÊNDICE A – Lista com os 1.319 indivíduos de C. canephora selecionados para o estudo. 
L01P1 L02P51 L04P13 L05P39 L06P6 L07P63 

L01P10 L02P52 L04P14 L05P40 L06P51 L07P66 

L01P11 L02P53 L04P16 L05P42 L06P52 L07P67 

L01P13 L02P55 L04P19 L05P45 L06P55 L07P68 

L01P15 L02P57 L04P22 L05P46 L06P59 L07P69 

L01P16 L02P59 L04P24 L05P47 L06P62 L07P7 

L01P19 L02P62 L04P26 L05P48 L06P64 L07P71 

L01P2 L02P65 L04P27 L05P50 L06P66 L07P72 

L01P20 L02P66 L04P28 L05P51 L06P68 L07P80 

L01P24 L02P7 L04P30 L05P57 L06P69 L07P84 

L01P26 L02P70 L04P37 L05P58 L06P70 L07P85 

L01P27 L02P71 L04P38 L05P59 L06P71 L07P90 

L01P3 L02P8 L04P39 L05P6 L06P73 L07P92 

L01P32 L02P9 L04P4 L05P60 L06P74 L07P96 

L01P34 L03P1 L04P42 L05P64 L06P75 L08P102 

L01P35 L03P10 L04P46 L05P66 L06P79 L08P11 

L01P37 L03P15 L04P49 L05P67 L06P9 L08P13 

L01P47 L03P16 L04P50 L05P77 L06P92 L08P15 

L01P49 L03P17 L04P51 L05P81 L07P1 L08P17 

L01P50 L03P18 L04P52 L05P82 L07P103 L08P19 

L01P60 L03P19 L04P53 L06P10 L07P105 L08P2 

L01P62 L03P21 L04P55 L06P11 L07P13 L08P21 

L01P65 L03P22 L04P6 L06P12 L07P15 L08P22 

L02P10 L03P24 L04P62 L06P13 L07P16 L08P24 

L02P13 L03P25 L04P66 L06P2 L07P17 L08P25 

L02P14 L03P27 L04P67 L06P22 L07P19 L08P26 

L02P15 L03P32 L04P7 L06P24 L07P22 L08P28 

L02P17 L03P33 L04P70 L06P26 L07P24 L08P29 

L02P19 L03P35 L04P72 L06P3 L07P25 L08P3 

L02P20 L03P37 L04P8 L06P30 L07P26 L08P30 

L02P21 L03P38 L04P9 L06P31 L07P28 L08P32 

L02P24 L03P4 L05P1 L06P33 L07P29 L08P33 

L02P27 L03P40 L05P11 L06P34 L07P35 L08P34 

L02P28 L03P41 L05P16 L06P35 L07P36 L08P35 

L02P30 L03P42 L05P17 L06P36 L07P45 L08P36 

L02P31 L03P43 L05P18 L06P37 L07P46 L08P37 

L02P34 L03P49 L05P2 L06P38 L07P47 L08P38 

L02P4 L03P55 L05P20 L06P40 L07P48 L08P39 

L02P40 L03P56 L05P21 L06P41 L07P50 L08P4 

L02P42 L03P57 L05P25 L06P42 L07P51 L08P40 

L02P44 L03P59 L05P28 L06P43 L07P52 L08P41 

L02P46 L03P6 L05P32 L06P47 L07P55 L08P42 

L02P49 L03P7 L05P33 L06P48 L07P57 L08P44 

L02P5 L04P1 L05P37 L06P5 L07P60 L08P45 



68 

 

L08P46 L09P113 L10P108 L10P84 L11P64 L12P38 

L08P47 L09P17 L10P11 L10P86 L11P66 L12P4 

L08P48 L09P19 L10P116 L10P9 L11P68 L12P40 

L08P49 L09P2 L10P12 L10P95 L11P69 L12P41 

L08P5 L09P20 L10P13 L11P10 L11P74 L12P42 

L08P50 L09P23 L10P14 L11P101 L11P76 L12P44 

L08P51 L09P24 L10P16 L11P102 L11P8 L12P45 

L08P53 L09P28 L10P18 L11P107 L11P83 L12P46 

L08P54 L09P29 L10P19 L11P109 L11P84 L12P48 

L08P56 L09P3 L10P20 L11P11 L11P86 L12P49 

L08P57 L09P30 L10P22 L11P110 L11P9 L12P5 

L08P58 L09P31 L10P23 L11P112 L11P91 L12P50 

L08P59 L09P33 L10P24 L11P14 L11P92 L12P53 

L08P60 L09P34 L10P25 L11P15 L11P93 L12P55 

L08P62 L09P36 L10P26 L11P2 L11P97 L12P56 

L08P64 L09P37 L10P28 L11P20 L11P99 L12P57 

L08P65 L09P39 L10P3 L11P23 L12P10 L12P59 

L08P66 L09P40 L10P30 L11P24 L12P100 L12P6 

L08P67 L09P43 L10P33 L11P3 L12P101 L12P60 

L08P68 L09P44 L10P35 L11P31 L12P102 L12P61 

L08P69 L09P45 L10P36 L11P37 L12P103 L12P63 

L08P7 L09P48 L10P39 L11P39 L12P106 L12P65 

L08P70 L09P49 L10P40 L11P4 L12P107 L12P67 

L08P71 L09P5 L10P43 L11P40 L12P108 L12P68 

L08P73 L09P50 L10P44 L11P43 L12P11 L12P70 

L08P76 L09P51 L10P46 L11P44 L12P113 L12P71 

L08P78 L09P53 L10P47 L11P45 L12P12 L12P72 

L08P79 L09P55 L10P49 L11P46 L12P13 L12P73 

L08P80 L09P56 L10P5 L11P47 L12P14 L12P74 

L08P81 L09P63 L10P51 L11P48 L12P17 L12P77 

L08P82 L09P66 L10P56 L11P49 L12P18 L12P78 

L08P88 L09P7 L10P57 L11P5 L12P2 L12P8 

L08P89 L09P70 L10P58 L11P50 L12P21 L12P80 

L08P9 L09P73 L10P6 L11P51 L12P23 L12P86 

L08P91 L09P8 L10P63 L11P52 L12P24 L12P87 

L08P92 L09P83 L10P64 L11P53 L12P25 L12P9 

L08P96 L09P91 L10P65 L11P55 L12P26 L12P90 

L08P98 L09P92 L10P66 L11P56 L12P27 L12P91 

L09P1 L09P95 L10P67 L11P57 L12P28 L12P92 

L09P10 L10P1 L10P68 L11P58 L12P3 L12P94 

L09P106 L10P100 L10P7 L11P59 L12P30 L12P95 

L09P11 L10P102 L10P78 L11P60 L12P33 L12P96 

L09P111 L10P103 L10P8 L11P61 L12P34 L12P97 

L09P112 L10P105 L10P83 L11P62 L12P36 L12P99 
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L13P03 L13P66 L14P5 L15P19 L15P97 L16P76 

L13P1 L13P67 L14P51 L15P2 L15P98 L16P78 

L13P100 L13P68 L14P52 L15P21 L15P99 L16P79 

L13P104 L13P7 L14P53 L15P22 L16P10 L16P8 

L13P105 L13P76 L14P54 L15P23 L16P100 L16P80 

L13P110 L13P77 L14P6 L15P24 L16P101 L16P81 

L13P13 L13P79 L14P60 L15P26 L16P102 L16P82 

L13P15 L13P81 L14P61 L15P27 L16P105 L16P84 

L13P17 L13P82 L14P62 L15P28 L16P111 L16P88 

L13P2 L13P83 L14P63 L15P3 L16P112 L16P9 

L13P20 L13P9 L14P64 L15P30 L16P114 L16P99 

L13P21 L13P90 L14P65 L15P32 L16P117 L17P10 

L13P23 L13P92 L14P68 L15P33 L16P121 L17P100 

L13P24 L14P1 L14P69 L15P35 L16P122 L17P105 

L13P26 L14P10 L14P7 L15P37 L16P13 L17P106 

L13P27 L14P101 L14P70 L15P39 L16P19 L17P107 

L13P28 L14P12 L14P73 L15P42 L16P2 L17P108 

L13P29 L14P13 L14P74 L15P43 L16P20 L17P109 

L13P34 L14P14 L14P75 L15P45 L16P22 L17P11 

L13P35 L14P15 L14P77 L15P47 L16P25 L17P110 

L13P36 L14P16 L14P8 L15P48 L16P26 L17P112 

L13P39 L14P18 L14P80 L15P49 L16P29 L17P113 

L13P4 L14P19 L14P81 L15P50 L16P3 L17P122 

L13P40 L14P2 L14P82 L15P53 L16P30 L17P133 

L13P41 L14P20 L14P84 L15P55 L16P32 L17P14 

L13P42 L14P21 L14P86 L15P56 L16P35 L17P16 

L13P44 L14P23 L14P9 L15P57 L16P38 L17P19 

L13P45 L14P24 L14P92 L15P6 L16P4 L17P20 

L13P46 L14P26 L14P94 L15P60 L16P43 L17P21 

L13P48 L14P27 L14P96 L15P61A L16P44 L17P22 

L13P49 L14P3 L14P99 L15P63 L16P47 L17P27 

L13P50 L14P30 L15P1 L15P64 L16P49 L17P29 

L13P53 L14P31 L15P101 L15P66 L16P51 L17P3 

L13P54 L14P32 L15P105 L15P68 L16P53 L17P31 

L13P55 L14P33 L15P106 L15P7 L16P56 L17P35 

L13P57 L14P34 L15P109 L15P71 L16P57 L17P4 

L13P58 L14P35 L15P11 L15P72 L16P58 L17P40 

L13P6 L14P38 L15P113 L15P73 L16P6 L17P46 

L13P60 L14P39 L15P115 L15P76 L16P60 L17P48 

L13P61 L14P40 L15P119 L15P77 L16P61 L17P5 

L13P62 L14P43 L15P14 L15P80 L16P62 L17P51 

L13P63 L14P45 L15P15 L15P97 L16P66 L17P52 

L13P64 L14P46 L15P17 L15P98 L16P67 L17P54 

L13P65 L14P49 L15P18 L15P99 L16P68 L17P55 
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L17P56 L18P53 L19P42 L20P28 L21P120 L22P127 

L17P58 L18P55 L19P43 L20P29 L21P126 L22P130 

L17P59 L18P57 L19P44 L20P32 L21P127 L22P2 

L17P6 L18P6 L19P46 L20P35 L21P132 L22P26 

L17P63 L18P60 L19P50 L20P37 L21P14 L22P29 

L17P64 L18P63 L19P52 L20P38 L21P17 L22P39 

L17P66 L18P64 L19P55 L20P4 L21P19 L22P42 

L17P7 L18P65 L19P56 L20P40 L21P2 L22P44 

L17P70 L18P68 L19P59 L20P41 L21P20 L22P46 

L17P72 L18P69 L19P6 L20P42 L21P22 L22P49 

L17P73 L18P7 L19P63 L20P43 L21P24 L22P50 

L17P81 L18P73 L19P64 L20P44 L21P28 L22P54 

L17P82 L18P76 L19P65 L20P45 L21P29 L22P57 

L17P84 L18P77 L19P69 L20P46 L21P3 L22P6 

L17P85 L18P79 L19P7 L20P49 L21P30 L22P62 

L17P87 L18P80 L19P72 L20P5 L21P32 L22P63 

L17P89 L18P83 L19P74 L20P50 L21P33 L22P68 

L18P100 L18P84 L19P76 L20P55 L21P34 L22P69 

L18P102 L18P86 L19P77 L20P56 L21P36 L22P7 

L18P104 L18P88 L19P78 L20P6 L21P4 L22P71 

L18P106 L18P89 L19P79 L20P61 L21P48 L22P74 

L18P108 L18P95 L19P8 L20P63 L21P5 L22P81 

L18P11 L19P100 L19P82 L20P64 L21P52 L22P82 

L18P122 L19P102 L19P87 L20P68 L21P53 L22P83 

L18P123 L19P108 L19P9 L20P70 L21P57 L22P85 

L18P14 L19P109 L20P10 L20P72 L21P6 L22P86 

L18P15 L19P11 L20P102 L20P73 L21P60 L22P87 

L18P18 L19P110 L20P103 L20P74 L21P63 L22P90 

L18P19 L19P111 L20P104 L20P79 L21P64 L22P94 

L18P2 L19P117 L20P106 L20P80 L21P66 L23P100 

L18P22 L19P126 L20P107 L20P82 L21P69 L23P109 

L18P25 L19P128 L20P118 L20P83 L21P7 L23P115 

L18P26 L19P130 L20P12 L20P86 L21P72 L23P123 

L18P27 L19P131 L20P120 L20P87 L21P8 L23P127 

L18P28 L19P14 L20P121 L20P88 L21P80 L23P129 

L18P3 L19P16 L20P123 L20P9 L21P85 L23P139 

L18P32 L19P18 L20P124 L20P92 L21P88 L23P14 

L18P4 L19P2 L20P125 L20P93 L21P95 L23P34 

L18P41 L19P20 L20P13 L20P99 L21P97 L23P4 

L18P42 L19P23 L20P130 L21P1 L22P100 L23P48 

L18P43 L19P25 L20P14 L21P10 L22P101 L23P5 

L18P45 L19P28 L20P15 L21P103 L22P104 L23P60 

L18P46 L19P29 L20P19 L21P112 L22P110 L23P61 

L18P47 L19P36 L20P21 L21P116 L22P117 L23P7 

L18P48 L19P37 L20P22 L21P117 L22P118 L24P10 

L18P5 L19P4 L20P24 L21P118 L22P121 L24P106 

L18P51 L19P41 L20P27 L21P12 L22P125 L24P112 
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L24P124 L25P58 L26P68 L27P65 L29P111 L30P50 

L24P125 L25P6 L26P7 L27P67 L29P114 L30P52 

L24P127 L25P61 L26P71 L27P68 L29P116 L30P55 

L24P132 L25P65 L26P8 L27P69 L29P123 L30P56 

L24P135 L25P66 L26P94 L27P77 L29P124 L30P69 

L24P139 L25P69 L26P95 L27P84 L29P133 L30P99 

L24P142 L25P7 L26P96 L27P85 L29P135  

L24P2 L25P77 L27P103 L27P9 L29P137  

L24P21 L25P78 L27P107 L27P93 L29P141  

L24P24 L25P87 L27P109 L27P95 L29P145  

L24P26 L25P88 L27P11 L28P100 L29P147  

L24P30 L25P90 L27P110 L28P107 L29P150  

L24P31 L25P93 L27P113 L28P109 L29P27  

L24P35 L25P94 L27P120 L28P110 L29P32  

L24P4 L26P1 L27P125 L28P111 L29P39  

L24P41 L26P103 L27P126 L28P112 L29P40  

L24P48 L26P108 L27P13 L28P117 L29P51  

L24P49 L26P110 L27P130 L28P122 L29P6  

L24P50 L26P113 L27P131 L28P126 L29P62  

L24P58 L26P114 L27P139 L28P131 L29P65  

L24P59 L26P117 L27P143 L28P133 L29P76  

L24P64 L26P120 L27P15 L28P134 L29P83  

L24P72 L26P121 L27P16 L28P139 L30P100  

L24P73 L26P123 L27P17 L28P141 L30P101  

L24P74 L26P126 L27P19 L28P143 L30P102  

L24P81 L26P128 L27P20 L28P147 L30P106  

L24P83 L26P130 L27P25 L28P32 L30P11  

L24P86 L26P132 L27P29 L28P34 L30P120  

L24P95 L26P137 L27P3 L28P35 L30P122  

L25P104 L26P16 L27P30 L28P4 L30P123  

L25P106 L26P23 L27P34 L28P40 L30P16  

L25P112 L26P25 L27P35 L28P41 L30P18  

L25P114 L26P26 L27P36 L28P51 L30P2  

L25P117 L26P29 L27P37 L28P53 L30P20  

L25P119 L26P32 L27P39 L28P55 L30P21  

L25P121 L26P35 L27P4 L28P57 L30P24  

L25P123 L26P36 L27P41 L28P6 L30P26  

L25P13 L26P4 L27P43 L28P60 L30P29  

L25P14 L26P42 L27P44 L28P62 L30P35  

L25P2 L26P45 L27P45 L28P63 L30P36  

L25P23 L26P46 L27P46 L28P7 L30P37  

L25P24 L26P50 L27P47 L28P74 L30P38  

L25P25 L26P58 L27P50 L28P77 L30P39  

L25P36 L26P6 L27P51 L28P78 L30P43  

L25P37 L26P63 L27P53 L28P84 L30P45  

L25P41 L26P65 L27P54 L29P102 L30P47  

L25P44 L26P66 L27P55 L29P108 L30P48  
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CAPÍTULO 3 

VALIDAÇÃO DE UM CHIP DE DNA (COFFEE AXIOM CHIP – 26K) PARA 

GENOTIPAGEM EM ESCALA GENÔMICA DE Coffea canephora 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O café é uma das commodities agrícolas mais importantes mundialmente e é o 

principal meio de subsistência para mais de 125 milhões de pessoas, sendo produzido em 

mais de 60 países. As duas espécies Coffea arabica e Coffea canephora predominam na 

produção mundial representando aproximadamente 60% e 40% do mercado cafeeiro, 

respectivamente (ICO, 2018). 

Como para qualquer cultura, o estresse ambiental é um grande desafio para a produção 

de alimentos, uma vez que reduz os rendimentos em até 70% (AGARWAL et al., 2006). Em 

virtude do aquecimento global, as intempéries climáticas que ocorrem no país estão mais 

frequentes, provocando mudanças com um aumento previsto em radiação solar, temperatura, 

umidade, dentre outros, comprometendo o desenvolvimento e a produtividade das plantas 

(ASSAD et al., 2004). 

Obter plantas que suportem estresses abióticos e que mantenham a produção e a 

qualidade se tornou o foco em programas de melhoramento, porém, por se tratar de uma 

espécie perene, o melhoramento convencional do cafeeiro demanda muito tempo e um custo 

elevado (MISHRA; SLATER, 2012). Uma alternativa para reduzir esse tempo são as novas 

abordagens que vem sendo utilizadas em estudos de genômica populacional e seleção 

genômica, entretanto, um grande número de marcadores distribuídos por todo o genoma é 

requerido, de forma a capturar a maioria dos efeitos (DAVEY et al., 2011; RESENDE et al., 

2008). Estas metodologias estão começando a revolucionar a genômica aplicada ao 

melhoramento e genética de populações (POLAND; RIFE, 2012), exemplo disso são as 

tecnologias de chips de genotipagem de DNA, capazes de identificar uma enorme quantidade 

de SNPs por locus em plataformas como Illumina Inffinium
4
 ou Axiom Affymetrix

5
 (CHEN 

et al., 2013). 

                                                 
4
 Disponível em: http://www.illumina.com 

5
Disponível em: http://www.affymetrix.com 
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Neste capítulo descrevemos o desenvolvimento e a validação de um chip de 

genotipagem de DNA (26K Axiom SNP array), desenvolvido para C. canephora. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal e resequenciamento 

 

Primeiramente foi realizado o resequenciamento genômico de 14 pools formados por 

indivíduos de C. canephora Conilon (Tabela 5) e 10 pools abrangendo indivíduos dos 

diferentes grupos de diversidade de C. canephora (Tabela 6). Estes pools foram formados a 

partir de um estudo anterior realizado por Alekcevetch (2013), utilizando 11 microssatélites, e 

com base nos perfis multiloco, os indivíduos geneticamente mais próximos pertencem ao 

mesmo pool genético (Figura 20). Este painel de resequenciamento foi escolhido para cobrir a 

maior parte da diversidade genética presente na espécie estudada. 

Tabela 4 – Painel de resequenciamento composto por 48 indivíduos de C. canephora Conilon 

dividido em 14 pools (C1-C14). O número de indivíduos, o número de reads 

produzidos e o número de reads mapeados são indicados para cada pool. 

Pool Grupo Nº de indivíduos Read pairs Reads mapeados 

C1 Conilon 5 51 935 630 49 014 161 

C2 Conilon 1 52 852 588 48 707 510 

C3 Conilon 5 59 725 554 54 196 408 

C4 Conilon 4 52 128 826 48 008 860 

C5 Conilon 4 60 632 930 55 733 196 

C6 Conilon 5 63 529 706 59 253 749 

C7 Conilon 6 40 549 350 36 535 906 

C8 Conilon 2 47 569 112 41 653 248 

C9 Conilon 3 53 429 582 48 412 359 

C10 Conilon 4 40 807 252 36 557 443 

C11 Conilon 2 42 186 500 37 608 626 

C12 Conilon 3 58 682 334 52 871 878 

C13 Conilon 2 47 381 834 44 309 089 

C14 Conilon 2 65 571 840 60 637 139 

TOTAL 48 736 983 038 673 499 572 
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Tabela 5 – Painel de resequenciamento composto por 51 indivíduos de C. canephora 

representando os diferentes grupos de diversidade, divididos em 10 pools (D1-

D10). O grupo, subgrupo, número de indivíduos, o número de reads produzidos 

e o número de reads mapeados são indicados para cada pool. 

Pool Grupo Subgrupo Nº de indivíduos Read pairs Reads mapeados 

D1 SG1 Luki 10 64 857 944 60 869 442 

D2 SG1 Niaouli 9 69 425 608 58 272 686 

D3 C Nana 10 43 455 882 35 453 285 

D4 B Libengue 9 56 216 552 51 298 018 

D5 SG2 INEAC 4 59 473 836 49 373 546 

D6 SG2 Erect 2 67 321 990 62 140 815 

D7 SG2 Nganda 2 61 836 730 58 363 232 

D8 SG2 Wild 3 70 825 792 65 238 622 

D9 G Pelezi 1 50 711 840 39 259 360 

D10 G Mouniandougou 1 46 877 658 41 498 798 

TOTAL 51 591 003 832 521 767 804 
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Figura 20 – Dendrograma UPGMA representando a similaridade genética entre os 

representantes dos diferentes grupos de diversidade de C. canephora e dos 

Conilons oriundos do BAG do Incaper. 

 

Fonte: (Alekcevetch, 2013). 

Extraiu-se o DNA desses indivíduos utilizando-se o protocolo CTAB (DOYLE; 

DOYLE, 1990). A quantificação e a integridade do DNA foram analisadas usando 

espectofotômetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) e gel de agarose 0,8% corado com 

brometo de etídio(1.0 mg L
−1

), respectivamente. 

As bibliotecas de sequenciamento foram preparadas de acordo com o kit TruSeq DNA 

SamplePrep (Illumina) e o DNA genômico foi fragmentado entre 500 a 900 pares de base 

(pb), com tamanho médio de 700 pb. As bibliotecas foram quantificadas por qPCR e 
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sequenciadas por HiSeq2000, usando kit de sequenciamento SBS versão 3. Os arquivos Fastq 

foram gerados com Casava 1.8.2. 

 

2.2 Seleção e validação dos SNPs 

 

A partir dos dados de resequenciamento uma lista com possíveis SNPs para serem 

incluídos no chip foi obtida. Posteriormente, essa lista foi enviada a empresa desenvolvedora 

do chip e esses SNPs foram submetidos a uma validação in silico. Essa validação envolveu 

uma triagem preliminar em que ambas as sondas (forward e reverse) de cada SNP receberam 

um valor de p-convert gerados pelo Affymetrix power tool (APT) AxiomGTv1algorithm
6
, para 

prever a probabilidade de conversão do SNP e garantir um chip final de alta qualidade O 

modelo considera fatores que incluem a sequência da sonda, a energia de ligação e o grau 

esperado de hibridização não específica para múltiplas regiões genômicas. Finalmente, as 

sondas desenhadas para os SNPs selecionados com altos valores de p-convert foram 

projetadas e sintetizadas com sucesso no chip (FIGURA 21). 

Figura 21 – Design e desenvolvimento da plataforma de genotipagem Coffee Axiom Chip 

26K para C. canephora. 

 
Legenda: O design e o desenvolvimento do chip incluindo as quatro etapas principais: detecção dos 

SNPs, a partir de dados de resequenciamento de C. canephora, seleção dos SNPs que incluía filtragem 

de qualidade, validação in sílico e colocação final na matriz. 

Para validar os SNPs incluídos no chip, um total de 296 indivíduos (TABELA 7) de C. 

canephora foram genotipados. Vale ressaltar que esses materiais utilizados como “conjunto 

de validação” incluem os diferentes grupos de diversidade de C. canephora, as principais 

                                                 

6 http://www.affymetrix.com/estore/partners_programs/programs/developer/tools/powertools.affx 

http://www.affymetrix.com/estore/partners_programs/programs/developer/tools/powertools.affx
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variedades clonais resultantes dos programas de melhoramento do INCAPER e Embrapa 

Rondônia, bem como representantes da população proveniente da Embrapa Cerrados. 

Tabela 6 – Conjunto de validação do chip 26K de C. canephora. 

Genótipos Grupo Instituição 

BRS Ouro Preto Conilon Embrapa Rondônia 

Centenária ES8132 Conilon INCAPER 

Diamante ES8112 Conilon INCAPER 

Jequitibá Conilon INCAPER 

EMCAPA 8111 Conilon INCAPER 

EMCAPA 8121 Conilon INCAPER 

EMCAPA 8131 Conilon INCAPER 

EMCAPA 8141-Robustão Capixaba Conilon INCAPER 

Vitória Incaper 8142 Conilon INCAPER 

CCE Conilon Embrapa Cerrados 

B Libengue   

C Nana   

Hyb Cong x Gui   

SG1 Luki   

SG1 Niaouli   

SG2 

 

  

Guineano 

 

  

Fonte: Do autor (2018). 

A plataforma Affymetrix Gene Titan® foi usada para genotipar o “conjunto de 

validação” com o chip desenvolvido para C. canephora. Primeiramente, as sondas alvo foram 

preparadas usando cada amostra de DNA, extraído conforme o protocolo descrito por Russel 

et al. (2010), com uma quantidade mínima de 20 μL de DNA de boa qualidade e concentração 

de 10 ng/ μL. Estas amostras foram então amplificadas, fragmentadas aleatoriamente (25-125 

pb), purificadas e hibridizadas no chip. As ligações aleatórias não específicas ligadas a alvos 

foram lavadas e para a identificação do SNP presente, o chip foi corado, fotografado e 

processado utilizando o instrumento Gene Titan® Multi-Channel (MC) para gerar os dados. 

Para verificar a reprodutibilidade dos resultados obtidos, algumas amostras foram 

incluídas como replicatas técnicas dentro de uma mesma placa e entre placas. 

 

2.3 Chamada de SNP e análise dos dados 

 

O software Axiom™ Analysis Suite (v. 1.1.1.66) foi usado para processamento dos 

dados de intensidade de hibridização, agrupamento e chamada de genótipos. Amostras que 
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apresentaram valor de Dish QC (DQC) < 0,82 e call rate < 0,97 foram removidas da análise, 

pois sua inclusão pode reduzir a qualidade dos resultados analisados. 

Executando o Axiom Best Practices Genotyping Workflow, os SNPs identificados 

foram classificados dentro de seis tipos, de acordo com critérios de qualidade (FIGURA 22). 

Essas classes são: “Poly High Resolution” (PHR) (FIGURA 22A), que apresenta SNPs 

polimórficos e que passaram por todos os controles de qualidade (CQ); “No 

MinorHomozygote” (NMH), os SNPs passaram pelo CQ, porém somente dois clusters são 

observados (FIGURA 22B); “Mono High Resolution” (MHR), os SNPs passaram em relação 

à qualidade, mas são monomórficos (FIGURA 22C); “Call Rate Below Threshold” (CRBT), 

apresentam call rate abaixo de 97% (FIGURA 22D); “Other”, em que o padrão resultante de 

cluster de SNP não se encontra em nenhuma das classes anteriores (FIGURA 22E) e “Off-

Target Variant” (OTV), apresentam um cluster adicional, de baixa intensidade, resultante de 

desajustes entre a sonda e as sequências para esse grupo de indivíduos (FIGURA 22F). 

Figura 22 – Classificação, quanto à qualidade dos SNPs, gerada pelo Axiom Best Practices 

Genotyping Workflow. 

 
Legenda: Classificação dos SNPs identificados em diferentes categorias. (A) Poly High Resolution 

(PHR); (B) No MinorHomozygote (NMH); (C) Mono High Resolution (MHR); (D) Call Rate Below 

Threshold (CRBT); (E) Other; (F) Off-Target Variant (OTV). 

Fonte: Do autor (2018). 
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2.4 Genotipagem em larga escala usando o chip de dna 26k de C. canephora 

 

2.4.1 Material vegetal e extração de DNA 

 

Os 1.319 indivíduos de C. canephora selecionados na população da Embrapa 

Cerrados, a partir das avaliações fenotípicas, como descrito no Capítulo 2, foram utilizados 

para realizar uma genotipagem em larga escala usando o chip de DNA 26K desenvolvido e 

validado para C. canephora. O DNA genômico foi extraído, conforme descrito por Russel et 

al., (2010). A quantificação e a integridade do DNA foram analisadas usando 

espectofotômetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) e gel de agarose 0,8% corado com 

brometo de etídio (1.0 mg L−1), respectivamente. 

 

2.4.2 Análise da diversidade e desequilíbrio de ligação 

 

Os dados de genotipagem gerados foram usados nas análises de diversidade genética e 

para o cálculo do desequilíbrio de ligação (DL) da população. Informações como MAF, 

número de heterozigotos, dados faltantes, entre outras, foram obtidas usando o software 

TASSEL (v. 5.2.43). 

O desequilíbrio de ligação (DL) foi calculado para cada cromossomo em função da 

distância física dos marcadores. O valor de r2 foi estimado usando o pacote LDCORSV e a 

curva de decaimento foi ajustada por uma regressão não linear (HILL; WEIR, 1988, 

REMINGTON et al., 2001) usando o script R de Marroni et al. (2011). 
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3 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

3.1 Alinhamento e detecção dos SNPs 

 

Conforme descrito na seção “Material e Métodos”, a partir dos dados de mapeamento 

dos reads obtidos no resequenciamento dos 99 indivíduos (TABELAS 5 e 6) contra o genoma 

de referência de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), assim como das análises de 

bioinformática posteriores para a filtragem dos SNPs , um total de 25.456 sondas de DNA, 

contendo os SNPs de alta qualidade (FIGURA 23), foram selecionadas e incluídas na 

construção do chip. A seleção dos SNPs teve por base os critérios estabelecidos pela 

Affymetrix, para a construção das sondas. Do conjunto de sondas incluídas no chip, 25.411 

cobriram todos os 11 cromossomos de C. canephora e o “cromossomo 0”, que consiste em 

um conjunto de scaffolds não ordenados, fornecendo uma boa representação do genoma total 

da espécie (FIGURA 24), com uma média de 2.117 sondas por cromossomo e 45 sondas 

foram excluídas por mapearem em múltiplos locais. 

Figura 23 – Desenho representativo das sondas de DNA contendo o SNP. 

 
Legenda: SNP, em azul, flanqueado pelo conjunto de sondas forward e reverse. As sondas apresentam 

71 pb, sendo 35 pb anteriores e 35 pb posteriores ao SNP. 

  

SNP
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Figura 24 – Distribuição dos SNPs contidos nas sondas para cada cromossomo de C. 

canephora. 

 

Legenda: Número de SNPs dentro de uma janela de 1Mb. A quantidade de SNPs varia de 0 (em cinza 

claro) até >120 (em vermelho) SNPs por Mb para os 11 cromossomos de C. canephora, incluindo o 

cromossomo 0. 

Fonte: Do autor (2019). 

Verifica-se na Tabela 8 que o maior número de sondas localiza-se no cromossomo 2 

(4.209), sendo este o maior cromossomo da espécie, com aproximadamente 54 Mb, enquanto 

que o menor número de sondas foram mapeadas no cromossomo 9 (1.257). 

Com relação às posições genômicas dos SNPs fixados no chip 26K de C. canephora, 

68% estavam presentes em região gênica, sendo que desses, 42% estavam localizados em 

éxons (região codante – CDS) e 26% em íntrons. Os demais SNPs identificados no chip 

(8.348) estavam localizados em regiões intergênicas (FIGURAS 25 e 26). 
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Tabela 7 – Número de SNPs mapeados em cada cromossomo de C. canephora. 

 
Tam. cromossomo 

(Mb) 

Nº de sondas 

mapeadas 

Região Gênica Região 

intergênica CDS Íntron 

Chr 0 205.6 3.381 830 563 1.988 

Chr 1 38.2 2.121 928 576 617 

Chr 2 54.5 4.209 1.915 1.248 1.046 

Chr 3 32.0 1.400 599 372 429 

Chr 4 28.2 1.789 841 436 512 

Chr 5 29.1 1.478 651 332 495 

Chr 6 37.3 2.553 1.102 715 736 

Chr 7 29.8 2.047 984 575 488 

Chr 8 31.6 1.688 685 490 513 

Chr 9 22.3 1.257 503 331 423 

Chr 10 27.6 1.762 777 444 541 

Chr 11 33.5 1.726 764 402 560 

 
570 25.411 10.579 6.484 8.348 

Fonte: Do autor (2018). 

Figura 25 - Distribuição de SNPs em diferentes regiões genômicas do genoma de C. 

canephora. 

 

Legenda: Distribuição das sondas identificadas no chip na região intergênica (em vermelho), região 

intrônica (em azul escuro) e região codante (em azul claro). 

Fonte: Do autor (2019). 

Figura 26 – Posição das sondas na região gênica e intergênica do genoma de C. canephora. 

 
Legenda: As sondas, representadas pelo triângulo cinza, localizadas na região codante (CDS), em 

amarelo, ou em região de íntron, do gene Cc10_g11070 de C. canephora, indicado em verde. Outra 

sonda é representada fora do gene, em região intergênica. 

Fonte: Do autor (2019). 

42%

26%

32%
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Os marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados para avaliação da 

diversidade genética, estudos evolutivos e de mapeamento. A aplicabilidade desses no 

melhoramento depende do custo, facilidade e precisão, tornando os SNPs uma escolha 

indispensável. O rápido progresso nas tecnologias de NGS durante a última década permitiu a 

produção de dados de sequência a baixo custo e em muito menos tempo (THUDI et al., 2012). 

As tecnologias baseadas em NGS foram efetivamente utilizadas para sequenciamento 

e resequenciamento de genomas, possibilitando a identificação de um número muito grande 

de marcadores SNPs. No cafeeiro, diferentes plataformas de genotipagem de SNPs foram 

desenvolvidas para várias aplicações (CARNEIRO et al., 2014, FERRÃO et al., 2017; 

SANT’ANA et al., 2018; SOUSA et al., 2017). Atualmente são os chips de DNA, com uma 

alta densidade de SNPs, que tem se mostrado uma ferramenta poderosa para o melhoramento 

molecular e a investigação genética de populações dentro de espécies de café (ANDRADE et 

al., 2017; MEROT-L’ANTHOENE et al., 2018), pois são de fácil utilização e econômicos 

para a geração e análise de dados de genotipagem. Além disso, a plataforma apresenta alta 

precisão e reprodutibilidade. 

 

3.2 Validação do chip de genotipagem 

 

O conjunto de validação do chip de alta densidade com 25.456 SNPs foi formado por 

296 indivíduos de C. canephora, produzindo mais de 97% de taxa de sucesso de amostragem, 

sendo que as oito amostras excluídas não passaram devido ao QC call rate, que variou de 

92,03 a 96,94 para essas amostras. As amostras incluídas como replicatas, dentro e entre 

placas, apresentaram uma concordância > 99,82 entre os resultados. 

A validação da genotipagem resultou em 22.679 SNPs (89%) de excelente qualidade 

(TABELA 9). Destes, cerca de 90% eram polimórficos (PHR), os outros 10% eram 

marcadores que apresentavam somente dois clusters (NMH) e marcadores monomórficos 

(MHR). Os marcadores remanescentes (CRBT+OTV+Other) e que apresentam menor 

acurácia, representaram menos de 11% (2.777) do total de SNPs. 
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Tabela 8 – Número e porcentagem de SNPs classificação em cada categoria. 

Categoria do SNP Número de SNPs % dos SNPs 

PHR 20.920 82,18% 

NMH 1.569 6,16% 

MHR 190 0,74% 

CRBT 571 2,24% 

OTV 583 2,29% 

Other 1.623 6,38% 

TOTAL 25.456  

Legenda: Os SNPs são classificados como PHR – Poly High Resolution, NMH – No Minor 

Homozygote, MHR – Mono High Resolution, CRBT – Call Rate Below Threshold, OTV – Off-Target 

Variant e Other. 

Fonte: Do autor (2018). 

A grande maioria dos SNPs pertence à classe mais bem definida de polimorfismos 

PHR (20.920, 82%). Este resultado está de acordo com outros chips publicados, melhorando 

as 60% e 74% das variantes PHR obtidas no chip 180K SoyaSNP (LEE et al., 2015) e Apple 

480K (BIANCO et al., 2016), desenvolvidos para soja e maçã, respectivamente, mas ficando 

aquém dos 92% de variantes PHR apresentadas pela matriz Maize 600K (UNTERSEER et al., 

2014), desenvolvida para milho. No entanto, vale ressaltar que, neste último caso, uma 

abordagem mais onerosa foi seguida com a produção de dois arrays de triagem e a 

incorporação final das 50% variantes mais confiáveis. 

Diversos chips de genotipagem de SNP, incluindo de média a alta densidade, foram 

desenvolvidos e usados para GWAS e outras aplicações no melhoramento de amendoim 

(PANDEY et al., 2017), arroz (CHEN et al., 2014; McCOUCH et al., 2010; SINGH et al., 

2015; YU et al., 2014), trigo (MACCAFERRI et al., 2015), dentre outras culturas. Em café 

não é diferente, sendo que essa grande quantidade obtida de SNPs de qualidade, fornece uma 

ferramenta poderosa e essencial para desenvolver GWAS, SGA, pesquisa de genética 

populacional, e outros vários trabalhos que auxiliarão no melhoramento genético do cafeeiro. 

 

3.3 Análise filogenética do conjunto de validação 

 

Utilizando somente os SNPs classificados como polimórficos (PHR), realizou-se uma 

análise filogenética para os indivíduos utilizados na validação do chip. Nesta análise estão 

presentes os indivíduos de C. canephora Conilon pertencentes às principais variedades 

comerciais lançadas pelo Incaper e pela Embrapa Rondônia, os genótipos representantes dos 

grupos de diversidade da espécie e representantes da população proveniente da Embrapa 

Cerrados. 
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Observando a Figura 27, nota-se que a maior parte das variedades comerciais do Brasil 

estão próximas dos indivíduos que representam o grupo SG1 de C. canephora, corroborando 

com os dados apresentados por Montagnon, Cubry e Leroy. (2012). Observa-se também que 

diferentes variedades registradas/ protegidas possuem materiais muito semelhantes 

geneticamente, é o caso, por exemplo, das variedades RB8141-Cl. 02/86 (Robustão 

Capixaba), VT 8142-Cl. 02/86-12V (Vitória-Incaper 8142), DMT 8112-Cl. 105 (Diamante 

ES8112) e EMC8111-Cl. 02/86 (Emcapa 8111). 

Característica interessante é em relação à variedade BRS Ouro Preto (BRS OP-RD), 

percebe-se que os 15 clones que a compõem estão amplamente distribuídos na árvore, 

abrangendo genótipos próximos ao grupo SG1, mas também apresentando alguns materiais 

que se aproximam dos demais grupos de diversidade, como por exemplo, o clone BRS OP-

RD4 que está mais próximo dos indivíduos do grupo C – Nana. 
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Figura 27 – Dendograma de proximidade dos grupos com as principais variedades comerciais do Brasil (Conilon) e os genótipos representantes 

dos diferentes grupos de diversidade de C. canephora 
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A partir da validação do chip 26K Axiom de C. canephora pode-se dizer que a 

genotipagem se mostrou coerente e confiável, gerando uma grande quantidade de 

marcadores SNPs polimórficos de qualidade. Ao realizar a genotipagem, todas as 

replicatas incluídas foram identificadas, como os clones 14, 22, 73 e 120 de C. 

canephora, presentes na Figura 27. O dendograma nos permitiu concluir que o 

agrupamento para a maioria dos indivíduos está de acordo com o esperado, exemplo 

disso são os indivíduos que pertencem a um mesmo grupo de diversidade estar em um 

mesmo ramo da árvore, bem como alguns clones das variedades comerciais estarem 

próximos. 

 

3.4 Desequilíbrio de ligação e estrutura da população da Embrapa Cerrados 

 

Com o intuito de obter uma ideia geral a respeito da estrutura da população 

localizada na Embrapa Cerrados, visto que a estrutura afeta diretamente as análises de 

GWAS e de SGA, a árvore filogenética com base na análise do vizinho mais próximo 

(Neighbor-joining) foi gerada para os 1.319 indivíduos selecionados na população de 

melhoramento, utilizando 16.688 marcadores SNPs (FIGURA 28). Visualiza-se na 

Figura 28 a possível existência de 5 a 6 grupos nessa população. 
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Figura 28 – Árvore filogenética (Neighbor-joining) entre os 1.319 indivíduos, 

utilizando-se 16.688 marcadores SNPs. 

 
Fonte: Do autor (2018). 

A Figura 27 apresenta os parâmetros de r2 estimados em função da distância 

física entre loci para cada cromossomo de C. canephora. Verifica-se que o decaimento 

do desequilíbrio de ligação variou de 444,34 Kbp para o cromossomo 6 até 116,72 Kbp, 

para o cromossomo 4. 
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Figura 29 – Análise do decaimento do desequilíbrio de ligação (r2) em C. canephora. 

(Continua) 

 

Legenda: O desequilíbrio de ligação, em função da distância física (Kpb) entre os marcadores 

de cada cromossomo (Chr 1 – Chr 11) de C. canephora para os 1.319 indivíduos provenientes 

da população da Embrapa Cerrados. Em verde encontram-se os valores (em Kbp) que o valor de 

r2 atingiu 0,2. 

Fonte: Do autor (2018). 
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Figura 30 – Análise do decaimento do desequilíbrio de ligação (r2) em C. canephora. 

(Conclusão) 

 

Legenda: O desequilíbrio de ligação, em função da distância física (Kpb) entre os marcadores 

de cada cromossomo (Chr 1 – Chr 11) de C. canephora para os 1.319 indivíduos provenientes 

da população da Embrapa Cerrados. Em verde encontram-se os valores (em Kbp) que o valor de 

r2 atingiu 0,2. 

Fonte: Do autor (2018). 

O DL foi calculado para cada cromossomo separadamente, pois para GWAS e 

SGA esse conhecimento é fundamental, uma vez que fornece uma indicação da forma 

como os marcadores e os traços fenotípicos a serem estudados serão correlacionados. 

Além disso, estabelece a quantidade de marcas necessárias para a realização de diversos 

estudos, incluindo os estudos de associação. 

Merot-L’Anthoene et al. (2018) relataram como muito rápido o decaimento do 

DL em C. canephora calculado a partir de um conjunto de resequenciamento formado 

por 12 genótipos de diferentes grupos genéticos, chegando a um r2 = 0,2 a uma 

distância de 8,1Kb. Ao realizar esse cálculo dentro de um único grupo genético, o 

decaimento relatado foi de 17,5Kb, em média. Nesse trabalho, o DL foi calculado para 

os 1.319 indivíduos dentro de uma mesma população, não abrangendo diferentes grupos 

genéticos, isso poderia explicar o decaimento ser mais lento (variando de 116 a 444Kb 

entre os cromossomos de C. canephora). 
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4 CONCLUSÃO 

 

O desenvolvimento da plataforma de genotipagem 26K Axiom® SNP array para 

C. canephora, com um grande número de SNPs validados e, acima de tudo, com a alta 

qualidade e reprodutibilidade destes marcadores, representam uma inovação na espécie 

estudada e disponibiliza uma ferramenta robusta para posteriores estudos de GWAS e 

SGA, genética populacional, podendo contribuir para o aumento na eficiência dos 

programas de melhoramento genético do cafeeiro. 
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CAPÍTULO 4 

ESTUDO DE ASSOCIAÇÃO GENÔMICA AMPLA (GWAS) EM C. canephora 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A relação causal entre o polimorfismo genético dentro de uma espécie e as 

diferenças fenotípicas observadas entre indivíduos é de interesse biológico fundamental. 

Essa relação entre fenótipo e genótipo tem sido de grande interesse desde que Mendel 

postulou a existência de "fatores internos" que são transmitidos para a próxima geração 

(KORTE; FARLOW, 2013). 

Um dos principais desafios que a comunidade agrícola enfrenta, na medida em 

que busca integrar a informação genética no melhoramento de plantas, é que, até 

recentemente, a aquisição de dados genotípicos era caro e laborioso. Como resultado, as 

aplicações genômicas ficavam restritas a marcadores moleculares que poderiam ser 

testados ao longo das gerações, dessa forma, a maioria dos genes caracterizados nas 

espécies eram aqueles associados a traços mendelianos, ou seja, traços controlados por 

alguns genes de grande efeito. Sabe-se, no entanto, que a maioria das características 

agronômicas de interesse no melhoramento é quantitativa e poligênica, controlada por 

muitos genes de pequeno efeito (SPINDELet al., 2016). 

O Estudo de Associação Genômica Ampla (Genome-Wide Association Studies – 

GWAS) surgiu com o intuito de capturar o efeito desses genes na determinação da 

característica. Para isso, os indivíduos selecionados são genotipados e fenotipados para 

as características de interesse e então, a partir de análises estatísticas entre os 

polimorfismos de DNA e a variação no fenótipo, os genes que controlam essas 

características são identificados (VARSHNEY, TERAUCHI, MCCOUCH. 2014). 

A cafeicultura sempre teve grande importância para a economia brasileira, 

contribuindo de maneira decisiva para a industrialização do país. Atualmente, o Brasil 

se destaca na produção e exportação dessa commodity (ICO, 2018), sendo a cultura 

conduzida, em sua maioria, por pequenos produtores e proporcionado melhorias na 

qualidade de vida. 

A produção cafeeira pode ser afetada por diversos fatores, como a bienalidade, 

característica intrínseca da espécie, e as alterações climáticas, que podem prejudicar o 

desenvolvimento da planta, a formação de grãos e, consequentemente, a produção e a 
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qualidade final do produto (DAMATTA et al., 2010). Os fatores bióticos também 

podem causar grandes prejuízos, dentre eles estão o bicho mineiro (Leucoptera coffeella 

Guérin-Mèneville & Perrottet), a cercosporiose (Cercospora coffeicola Berket Cook e a 

ferrugem (Hemileia vastratrix Berk et Br.). 

Por se tratar de uma espécie perene e de ciclo longo, os programas de 

melhoramento genético convencional dessa espécie são demorados (vários anos) e de 

custo elevado. A geração de cultivares superiores via melhoramento genético ainda lida 

com o desafio de agregar, simultaneamente, diversas características quantitativas de 

relevância agronômica e qualidade de bebida. 

Neste sentido, a GWAS representa um grande avanço no melhoramento da 

espécie, auxiliando a identificação de genótipos superiores que seriam fontes de genes 

de interesse. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo conduzir um estudo de 

associação genômica ampla (GWAS) para algumas características de interesse no 

melhoramento de C. canephora. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 

Na condução de GWAS, duas análises foram realizadas separadamente. A 

primeira, com os dados dos 366 indivíduos que contém as informações de produção, 

peso de 100 grãos, boia, tamanho e formato dos grãos (peneiras), morfologia dos frutos 

e potencial hídrico foliar de antemanhã. Na segunda, todos os 1.319 indivíduos de C. 

canephora que possuem todas as informações fenotípicas citadas acima, exceto de 

potencial hídrico foliar de antemanhã. Todos os dados relacionados ao fenótipo dos 

indivíduos foram apresentados no Capítulo 2. 

 

2.2 Genotipagem 

 

Os dados genotípicos utilizados para a realização de GWAS foram os 

marcadores SNPs identificados no chip de genotipagem 26K Axiom de C. canephora. 

Após um processamento mínimo, utilizando a função A.mat do pacote rrBLUP 

(ENDELMAN, 2011), no software R (R Core Team, 2017), obteve-se um conjunto de 

18.942 e 16.688 marcadores, considerando os 366 e 1.319 indivíduos, respectivamente. 

Portanto, após essa filtragem, somente os marcadores polimórficos, com call rate acima 

de 90% e com MAF (minimum allele frequency) superior a 1% foram utilizados nas 

análises. 

Além dos SNPs identificados por meio do chip de genotipagem, outros 

marcadores SNPs foram também incorporados nas análises com os 366 indivíduos 

(CARNEIRO, 2014), já que estes haviam sido genotipados anteriormente utilizando 

outra técnica denominada nextRAD (Nextera-tagmented reductively-amplified DNA), 

assim pode-se verificar se esse acréscimo de marcadores aumentaria o poder das 

análises de associação. 

De um total de 11.230 SNPs identificados pela genotipagem nextRAD, 

utilizando os mesmos critérios de filtragem acima citados, 5.982 SNPs polimórficos, 

com call rate acima de 90% e com MAF superior a 1% foram adicionados as análises 

para os 366 indivíduos. 
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2.3 Análise de associação genômica ampla (GWAS) 

 

Para as análises de associação genômica ampla (GWAS) entre os marcadores 

SNP e os dados fenotípicos, dois programas diferentes foram utilizados com a 

finalidade de evidenciar a capacidade computacional dessas plataformas. O primeiro foi 

utilizando o pacote rrBLUP (ENDELMAN, 2011) implementado no software R, função 

GWAS, e o segundo foi o software TASSEL (BRADBURY et al., 2007), ambos tem 

como princípio o uso da equação de modelos mistos proposto por Yu et al. (2006). 

Para confirmar a significância das associações entre os SNPs e os fenótipos de 

interesse, dois métodos foram utilizados: (i) correção de Bonferroni e (ii) FDR (False 

Discovery Rate) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995), adotando um nível de 

significância de 5% (p-valor < 0,05). A correção de Bonferroni simplesmente divide o 

nível de significância em cada locus pelo número de testes. Em outras palavras, ela 

ajusta o valor alfa (α) de 0,05 para α = (0,05 / k), em que, nesse estudo, k é o número de 

marcadores utilizados na análise. Para o cálculo do FDR, utilizou-se o pacote qvalue 

(STOREY; TIBSHIRANI. 2003; STOREY, 2002), disponível em R, que tem por 

finalidade reduzir o número de falsos positivos que podem decorrer de associações por 

vínculo genético. Os marcadores foram definidos como estando significativamente 

associados com base no p-valor ajustado pelo FDR de 0,05, ou seja, todos SNPs 

associados com um p-valor (FDR) < 0,05 foram considerados significativos durante a 

análise. A partir dos dados de p-valores de significância para cada método, o pacote 

CMplot, implementado no software R, gerou os gráficos do tipo Manhattan Plot, para 

observar a dispersão das associações entre os marcadores SNP e a característica de 

interesse. Para gerar os gráficos Manhattan, o cromossomo 0 foi denominado de 

cromossomo 12 pois o pacote utilizado não aceita a informação “Cromossomo 0”. Os 

gráficos do tipo QQ plot, que tem como objetivo relacionar as associações encontradas 

em relação às associações esperadas, foram gerados pelo rrBLUP. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Análise de 366 indivíduos 

 

3.1.1 Dados genotípicos do chip 26K Axiom de C. canephora – rrBLUP 

 

Ao analisar os 366 indivíduos com os 18.942 marcadores presentes no chip e 

mantidos após os filtros aplicados, como descrito em Material e Métodos, observa-se 

que as características de formato e tamanho de grãos apresentaram associação para 

Chato Médio, Moca Graúdo e Moca Miúdo, conforme apresentado na Figura 30A, 30B 

e 30C, respectivamente. Considerando o FDR, como limite de significância, três SNPs 

foram identificados para a característica Chato Médio, todos localizados no 

cromossomo 6 (FIGURA 30A). Um desses SNPs está localizado numa região 

intergênica (AX-168345461) e os outros dois em regiões gênicas (AX-168307159 e 

AX-168298103). O marcador AX-168307159, se localiza no gene Cc06_g14970, que 

codifica uma proteína leucina-aminopeptidase-like, pertencente à superfamília peptidase 

M-17. Já o marcador AX-168298103, se localiza no gene Cc06_g14920, que codifica 

uma flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase-like, pertencente à superfamília PcbC. É 

importante ressaltar que flavonoides já foram descritos como importantes reguladores 

do tamanho de sementes em Arabidopsis (DOUGHTY; ALJABRI; SCOTT, 2004). 

A característica de Moca Graúdo apresentou 50 SNPs associados, sendo que 28 

marcadores encontram-se no cromossomo 2, 15 marcadores no cromossomo 6 e os 7 

restantes, nos cromossomos 0 (5 SNPs) e 11 (2 SNPs) (FIGURA 30B). Dos 50 SNPs 

que apresentaram associação significativa com a característica de Moca Graúdo, 16 

SNPs se localizam em regiões intergênicas, podendo estar na região promotora ou 

terminadora de genes (TABELA 10). Os outros 34 SNPs se encontram localizados em 

regiões gênicas. Em alguns casos, mais de um SNP associado estava localizado no 

mesmo gene. Como exemplo, podem-se citar os marcadores AX-168300389 e AX-

168343107, que estão ambos, localizados no gene Cc02_g34530, que codifica uma 

proteína “Topless-related protein 3-like isoform X1”. Essas proteínas, pertencentes à 

família de fatores de transcrição (TPL ou TPRs) são co-supressores (reguladores 

negativos) que interagem com proteínas adaptadoras do tipo NINJA, os quais por sua 

vez, interagem diretamente com proteínas do grupo 2 da família proteica TIFY, como o 

BS1, proteína diretamente envolvida na regulação do tamanho do grão, em soja (GE et 
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al., 2016). Outros genes com mais de um SNP associado para a característica Moca 

Graúdo foram: Cc02_g34510 (AX-168350209 e AX-168349364) que codifica uma 

“Phospholipase D zeta 1-like isoform X1”, Cc02_g33440 (AX-168354236 e AX-

168307761), que codifica em proteína não caracterizada (“Uncharacterized protein 

LOC113727614 isoform X1”), Cc06_g05430 (AX-168302790 e AX-168301070) que 

codifica uma proteína transportadora do tipo ABC (“ABC transporter G family member 

39-like isoform X2”). Proteínas do tipo ABC já foram caracterizadas como 

transportadores de flavonoides (HWANG et al, 2016), metabólitos importantes na 

regulação do tamanho de sementes em Arabidopsis, conforme já mencionado acima 

(DOUGHTY; ALJABRI; SCOTT, 2004). Por fim, a outra proteína com mais de um 

marcador associado, Cc06_g05330 (AX-168357947 e AX-168305381), codifica um 

outro fator de transcrição (“Trihelix transcription factor PTL-like”). Membros dessa 

família de fatores de transcrição (Trihelix), também já foram funcionalmente 

caracterizados como importantes proteínas reguladoras da maturação e desenvolvimento 

de sementes em Arabidopsis (GAO et al, 2009). 

Marcadores SNPs associados significativamente com a característica de tamanho 

e formato de grãos de café (Moca Graúdo, neste caso), localizados em regiões gênicas 

como o AX-168308075, que está posicionado no gene Cc02_g33260, que codifica uma 

proteína “cyclin-H1-1-like”, o AX-168303111, localizado no gene Cc02_g34000, que 

codifica um fator de transcrição “transcription factor bHLH18-like”, assim como o 

marcador AX-168345105, posicionado no gene Cc06_g05340 que codifica uma 

proteína “ethylene-responsive transcription factor ERF024-like” , merecem destaque. 

 Em um trabalho recente, Ren et al (2018), em estudo similar de GWAS em 

Arabidopsis, identificou associação de CYCB1-4, um gene que codifica uma proteína 

“cyclin” envolvida no ciclo celular, com o tamanho de sementes. Plantas transgênicas 

com aumento de expressão de CYCB1-4, apresentaram sementes maiores devido a uma 

progressão acelerada do ciclo celular, tendendo a apresentar maiores produções (REN et 

al, 2018). Função similar pode ser postulada para o gene Cc02_g33260, que também 

codifica uma proteína “cyclin”, encontrada neste estudo associada com a característica 

de Moca Gráudo. 

Em outro trabalho, a função de um membro da família de fatores de transcrição 

bHLH, também foi relacionada com o envolvimento dessas proteínas no 

desenvolvimento do carpelo e do fruto em Arabidopsis (GROSZMANN et al, 2008), 

corroborando com o possível envolvimento do gene Cc02_g34000, detectado neste 
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estudo como importante na determinação do tamanho e formato dos grãos de café. Por 

fim, vale destacar também a detecção de um marcador associado com a característica de 

Moca Graúdo, localizado no gene Cc06_g05340, que conforme o resultado de Blast, o 

classificou como codificando uma proteína “ethylene-responsive transcription factor 

ERF024-like”. Entretanto, vale a pena mencionar que esse gene, codifica uma proteína 

que contém o domínio AP2 (APETALA), que pertence a uma proteína de Arabidopsis 

diretamente envolvida no desenvolvimento do embrião e endosperma, determinando o 

tamanho das sementes nesta espécie vegetal (OHTO et al, 2009). Interessante notar, que 

mutantes de APETALA em Arabidopsis, produzem sementes maiores que as plantas 

controle, condizente com um possível envolvimento do gene Cc06_g05340, identificado 

nesse estudo com o fenótipo de grãos maiores, do tipo Moca Graúdo. 

Como pode-se observar, vários dos marcadores SNPs encontrados em 

associação com as características de tamanho e formato dos grãos de café, neste estudo, 

estão localizados em regiões gênicas que codificam proteínas já caracterizadas em 

outras espécies vegetais, como importantes reguladores ou proteínas envolvidas no 

desenvolvimento ou tamanho de sementes. Na Tabela 10 estão apresentados todos os 

marcadores que apresentaram associação significativa com as características em estudo, 

assim como sua localização. 

O marcador AX-168299085, localizado no cromossomo 4, mostrou-se associado 

a característica Moca Miúdo (FIGURA 30C). Para as demais características analisadas, 

não foi possível identificar marcadores associados. Os gráficos QQ plot para todos os 

formatos (chato ou moca) e tamanhos de grãos (graúdo, médio e miúdo) estão 

apresentados na Figura 31. 

Considerando a correção de Bonferroni, nota-se que o número de SNPs 

associados para as características apresentadas na Figura 30 reduzem drasticamente, 

especialmente para Moca Graúdo, em que nenhum marcador apresentou associação. 
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Figura 30 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para a 

característica tamanho e formato de grãos utilizando o rrBLUP. 

 

Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Médio (A), Moca Graúdo (B) e Moca Miúdo 

(C). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p − valor)  considerando a 

correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). O cromossomo 

0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Tabela 9 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de grãos 

na análise com o rrBLUP. 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP, para as características 

de tamanho e formato de grãos (chM – chato médio, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), 

indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor). 
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Figura 31 – Gráfico quantil-quantil (Q-Q) dos resultados de GWAS para tamanho e 

formato de grãos. 

 

Legenda: A linha central na diagonal do gráfico representa a distribuição esperada e os pontos 

representam a distribuição observada. 

Fonte: Do autor (2019). 

3.1.2 Dados genotípicos do chip 26K Axiom de C. canephora – TASSEL 

 

As análises realizadas no software TASSEL, para o mesmo conjunto de dados, 

apresentou um resultado diferente comparado ao rrBLUP. Somente com o TASSEL 

pode-se verificar associação para a característica Chato Miúdo, como se observa na 

Figura 32A, detectando um total de 82 marcadores associados. Para Moca Graúdo e 

Moca Miúdo, 47 e 17 SNPs estavam associados, respectivamente (FIGURA 32B e C), 

totalizando 146 marcadores com associação significativa para as características em 

estudo. A análise não identificou SNPs relacionados a Chato Médio, como obtido na 

análise realizada com o pacote rrBLUP. 
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Figura 32 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para a 

característica tamanho e formato de grãos utilizando o TASSEL. 

 

Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Miúdo (A), Moca Graúdo (B) e Moca Miúdo 

(C). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p − valor)  considerando a 

correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). O cromossomo 

0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Comparando-se as duas metodologias utilizadas para os 366 indivíduos de C. 

canephora e o conjunto de dados genotípico e fenotípico sendo o mesmo, notam-se 

diferenças entre as duas análises (rrBLUP vs. TASSEL). Inicialmente, em termos de 

quantidade de marcadores associados, o rrBLUP identificou 57 SNPs, enquanto que 

com o TASSEL esse número foi bem mais elevado, com um total de 146 SNPs. Outra 

diferença é em relação às características que apresentaram associação, verifica-se que 

somente o rrBLUP detectou três SNPs relacionados com Chato Médio, em 

contrapartida, somente com a análise utilizando-se o TASSEL, a característica Chato 

Miúdo apresentou associação, com 82 marcadores identificados na GWAS. Para Moca 

Graúdo, 50 SNPs foram detectados com rrBLUP e 47 com o TASSEL, sendo que 46 

desses SNPs foram coincidentes nas duas análises. Para Moca Miúdo, o único SNP 

associado na GWAS realizada no rrBLUP foi também identificado com as análises no 

TASSEL, que resultou na identificação de 16 marcadores adicionais para essa mesma 

característica. A Figura 33 ilustra o resultado comparativo das análises de GWAS 

realizadas utilizando-se os diferentes programas estatísticos (rrBLUP vs TASSEL). 

Com relação à localização desses marcadores com associação significativa para 

a característica Chato Miúdo dos grãos de café, especificamente detectados com as 

análises realizadas com o programa TASSEL, pode-se observar, conforme os dados 

apresentados na Tabela 11 e Figura 32A, que a maior parte dos SNPs associados estão 

localizados nos chomossomos 3 (19 SNPs), 6 (13 SNPs) e 2 (11 SNPs). Alguns genes 

tiveram mais de um marcador SNP associado, sendo que o gene Cc03_g12920, que 

codifica uma “serine/threonine-protein kinase-like protein ACR4” apresentou três SNPs 

associados. Essa proteína pertence à família de receptores com atividade quinase, que 

estão envolvidos nas respostas imunes de plantas ao ataque de pragas e patógenos 

(AFZAL; WOOD; LIGHTFOOT, 2008), mas também na morfogênese e diferenciação 

de tecidos vegetais, determinando o tamanho e formato de órgãos vegetais (DE SMET 

et al, 2009). O gene CRINKLY 4 (ACR4) de Arabidopsis foi caracterizado 

funcionalmente como importante regulador da diferenciação de células da epiderme de 

raízes, restringindo a divisão celular na formação das raízes (DE SMET et al, 2008). 

Além disto, o envolvimento deste gene na organização das camadas celulares no 

desenvolvimento do integumento do óvulo, assim como na definição das margens das 

sépalas, também foi descrito (GIFFORD; DEAN; INGRAM, 2003). 

Com dois marcadores SNPs associados, pode-se citar também, os genes 

Cc02_g12670 (“glycine-rich cell wall structural protein-like”), Cc04_g16330 
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(“thioredoxin-like 1-2, chloroplastic”), Cc06_g11920 (“mechanosensitive ion channel 

protein 10-like”), Cc06_g12050 (“uncharacterized protein LOC113696977 isoform 

X1”), Cc06_g17650 (“ABC transporter A family member 1”) e Cc10_g10700 

(“uncharacterized protein LOC113714577 isoform X1”).  

A morfogênese de tecidos vegetais depende de uma intensa orquestra de sinais 

intracelulares. Em plantas, a situação é mais complexa pelo fato das células vegetais 

estarem envolvidas pela parede celular e não se moverem, uma em relação à outra. 

Desta forma, alterações no tamanho e formato das células, precisam ser coordenadas 

entre as células de um tecido vegetal, conjuntamente com a dinâmica da parede celular 

(VADEPALLI et al, 2011). Desta forma, é importante salientar que a detecção de genes 

codificando componentes da parede celular, assim como enzimas que remodelam a 

mesma, associados com as características de tamanho e formato de grãos de café é 

extremamente justificada e compreensível. Este é o caso, por exemplo do gene 

Cc02_g12670, que codifica uma “glycine-rich cell wall structural protein-like”, 

proteína importante na composição da parede celular em plantas (RINGLI; KELLER; 

RYSER, 2001). Da mesma forma, a associação com o gene Cc02_g16230, que codifica 

uma “beta-galactosidase 13-like”, também pode ser incluída nesse grupo.  

Conforme descrito anteriormente, genes que codificam protéinas de receptores 

com atividade quinase (“Receptor-Like Kinases”), associados com o desenvolvimento e 

diferenciação celular, como os genes detectados nesse estudo, Cc10_g10760 (“receptor 

kinase-like protein Xa21”), assim como as proteínas do ciclo celular codificada pelo 

gene Cc11_g06580 (“cyclin-SDS”), já foram descritos como potenciais candidatos a 

estarem relacionados ao fenótipo de tamanho e formato de grãos (DE SMET et al, 2009; 

REN et al, 2018). 

O envolvimento de proteínas com similaridade às que são codificadas pelos 

genes Cc04_g02150 (“dof zinc finger protein DOF3.1-like”), Cc06_g11810 (“protein 

EARLY FLOWERING 5-like”), Cc06_g11820 (“WD repeat-containing protein VIP3-

like”) e Cc07_g07970 (“MADS-box transcription factor 23-like isoform X2”) em 

processos de desenvolvimento e diferenciação de tecidos vegetais, também já foram 

descritos na literatura.  

Proteínas DOF3 são fatores de transcrição que se ligam especificamente nas 

sequências consenso de DNA 5'-AAAG-3', também conhecido como bloco “prolamim” 

(YAMAMOTO et al, 2006). Podem ativar a expressão de genes que codificam proteínas 

de armazenamento como glutelina, prolamina e globulina. Essas proteínas atuam 
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sinergicamente com RISBZ/BZIP58 para regular positivamente a expressão quantitativa 

de muitas proteínas de armazenamento das sementes (KAWAKATSU et al, 2009). 

Atuam também, na regulação positiva de genes chave no desenvolvimento da camada 

de aleurona em sementes (YAMAMOTO et al, 2006; KAWAKATSU et al, 2009). 

Função similar pode ser desenvolvida pela proteína Cc04_g02150, detectada neste 

estudo como envolvida no tamanho e forma de grãos de café. 

Já as proteínas ELF5, similar à proteína codificada pelo gene Cc06_g11810, 

foram caracterizadas como importantes reguladoras do tempo de florescimento em 

Arabidopsis, sendo responsáveis pelo florescimento precoce, independente do 

fotoperíodo (NOH et al, 2004).  

O domínio WD (também conhecido como Trp-Asp or “WD40 motif”) é 

encontrado em uma enorme quantidade de proteínas em eucariotos, envolvidas numa 

variedade de processos celulares. Na planta modelo Arabidopsis thaliana, membros 

dessa superfamília de proteínas estão sendo reconhecidos como reguladores chave de 

processos de desenvolvimento de tecidos vegetais (van NOCKER, LUDWIG, 2003). 

Função similar, no desenvolvimento de grãos de café, pode ser desempenhada pela 

proteína codificada pelo gene Cc06_g11820, detectado com associação significativa na 

determinação do formato e tamanho de grãos de café. De maneira similar, pode-se 

também destacar o gene Cc07_g07970 (“MADS-box transcription factor 23-like isoform 

X2”), uma vez que proteínas dessa família (MADS) já foram descritos como 

importantes reguladores de processos de desenvolvimento vegetal como identidade de 

meristema, tempo de florescimento, assim como desenvolvimento de fruto e sementes 

(MASIERO et al, 2011). 

Com relação aos dados de associação, detectados significativamente com a 

característica Moca Graúdo (TABELA 11), somente 1 marcador adicional aos 

previamente detectados com o programa rrBLUP, foi encontrado. O marcador AX-

168352019, localizado no gene Cc02_g34790 que codifica uma proteína com função 

desconhecida (“uncharacterized protein LOC113727770 isoform X1”). 

Já para Moca Miúdo (TABELA 11), 16 marcadores adicionais foram detectados 

com o TASSEL, em comparação com as análises realizadas com o rrBLUP (TABELA 

10). Observa-se nos dados apresentados que dois marcadores SNPs (AX-168299145 e 

AX-168350848) foram também encontrados com associação significativa com a 

característica Chato Miúdo, ambas as características relacionadas ao tamanho dos grãos. 

O marcador AX-168299145 está posicionado no gene Cc01_g00640, que codifica uma 
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proteína “IQ domain-containing protein IQM2-like”. Já o marcador AX-168350848, 

está localizado numa região intergênica do cromossomo 8. Relatos na literatura com 

relação a membros da família IQM de proteínas foram encontrados, porém somente 

com dados de expressão, indicando que genes que codificam essas proteínas são 

expressos em diversos tecidos de Arabidopsis, como folhas, caule, flores e síliquas 

(ZHOU et al, 2010). 

Figura 33 – Diagrama de Venn comparando as análises de GWAS realizadas no 

rrBLUP vs. TASSEL. 

 

Legenda: Diagrama de Venn indicando a quantidade de marcadores comuns e distintos nas 

análises realizadas no rrBLUP e TASSEL, bem como a identificação desses marcadores. 
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Tabela 10 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de 

grãos na análise com o TASSEL. (Continua) 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o TASSEL, para as características 

de tamanho e formato de grãos (chP – chato miúdo, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), 

indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor). 
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Tabela 11 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de 

grãos na análise com o TASSEL. (Conclusão) 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o TASSEL, para as características 

de tamanho e formato de grãos (chP – chato miúdo, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), 

indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor). 
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3.1.3 Dados genotípicos do chip 26K Axiom de C. canephora e nextRAD – 

rrBLUP 

 

O acréscimo de mais de 5.000 SNPs, identificados pela técnica de genotipagem 

nextRAD, aos 18.942 do chip 26K Axiom, teve o intuito de verificar se o poder na 

análise de associação entre marcador e fenótipo de interesse seria mais elevado. 

Nota-se nos gráficos Manhattan e QQ Plot, respectivamente Figuras 34B e 35, que a 

característica Chato Miúdo apresentou alguns marcadores associados e, na análise 

anterior, somente com os marcadores identificados no chip, nada havia sido detectado. 

Para essa característica (TABELA 12), 13 SNPs mostraram-se associados, 7 destes 

provenientes da técnica de genotipagem nextRAD e os demais identificados no chip de 

C. canephora. Pode-se observar, analisando-se os dados apresentados na Tabela 12, que 

todos os sete marcadores em associação significativa com Chato Miúdo, provenientes 

de nextRAD, se localizaram em regiões intergênicas. Por outro lado, todos SNPs da 

Affymetrix identificados com associação significativa para Chato Miúdo, na presente 

análise, já haviam sido detectados na análise com o TASSEL, sem a adição dos SNPs de 

genotipagem nextRAD (TABELA 11). Comparando-se com os resultados obtidos para 

Moca Graúdo (FIGURA 34C, TABELA 12), quatro SNPs adicionais foram 

identificados como associados para a característica, um marcador presente no chip de 

DNA (AX-168343237), cromossomo 2, e outros três identificados pela técnica de 

genotipagem nextRAD, localizados nos cromossomos 1 e 2. Destes SNPs adicionais, 

somente o marcador S2_20759823, está localizado numa região gênica (Cc02_g23620-“ 

cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1”). Em Arabidopsis, uma proteína 

similar, pertencenmte à família das “cullin‐RING E3 ligases (CRLs)” interage com a 

proteína ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION 4 (ALF4), sendo que o 

mutante de ALF4, exibe um fenótipo que sugere deficiência nas respostas hormonal 

(BAGCHI et al, 2017). 

Para a característica Moca Miúdo (FIGURA 34D, TABELA 12), outro marcador 

presente no chip também se mostrou associado, sendo este (AX-168355753), localizado 

no gene Cc09_g00110 (“E3 ubiquitin-protein ligase WAV3-like”). 

Para Chato Médio, Figura 34A, o resultado obtido nas análises com o diferente 

conjunto de marcadores não se modificou, sendo que os mesmos três SNPs 

identificados anteriormente foram também identificados na presente análise. 
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Figura 34 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para a 

característica tamanho e formato de grãos utilizando o rrBLUP utilizando 

os marcadores de duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + 

nextRAD). 

 

Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Médio (A), Chato Miúdo (B), Moca Graúdo 

(C) e Moca Miúdo (D). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p −
valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada 

vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Figura 35 – Gráfico quantil-quantil (Q-Q) dos resultados de GWAS para tamanho e 

formato de grãos.utilizando marcadores identificados por duas técnicas de 

genotipagem (chip 26K Axiom + nextRAD). 

 

Legenda: A linha central na diagonal do gráfico representa a distribuição esperada e os pontos 

representam a distribuição observada. 

Fonte: Do autor (2019). 
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Tabela 11 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de 

grãos na análise com o rrBLUP (com P3D) e utilizando os marcadores de 

duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + nextRAD). 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP, para as características 

de tamanho e formato de grãos (chM – chato médio, chP – chato miúdo, mcG – moca graúdo e 

mcP – moca miúdo), indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor).  
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Na tentativa de aumentar ainda mais o poder de análise de GWAS e identificar 

outros marcadores ou até mesmo outras características que apresentassem associação, 

uma análise com os mesmos dados (366 indivíduos e marcadores do chip + nextRAD) 

foi realizada no rrBLUP, entretanto, modificou-se a opção para rodar sem P3D. Nestas 

condições, um SNP associado à produção foi encontrado no cromossomo 1 

(S1_8001113), e outros quatro SNPs (S2_6272091, S3_18778694, AX-168299277 e 

S6_7033632) associados a variável fenotípica Boia, como apresentado nas Figuras 36 e 

37 e Tabela 13. Conforme mostram os dados da TABELA 13, o marcador S1_8001113 

que apresentou associação com a produção no ano de 2012, está localizado em uma 

região intergênica. Já no caso da característica Boia, 3 dos quatro SNPs em associação 

significativa estão localizados em regiões gênicas. O marcador S3_18778694, 

localizado no gene Cc03_g12090 (“flowering time control protein FPA-like”), AX-

168299277 posicionado no gene Cc06_g08760 (“zinc finger CCCH domain-containing 

protein 32-like”) e o S6_7033632 (“dihydrofolate reductase isoform X1”). 

Figura 36 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para as 

características de produção, avaliada no ano de 2012, e boia, utilizando o 

rrBLUP utilizando os marcadores de duas técnicas de genotipagem (chip 

26K Axiom + nextRAD). 

 

Legenda: Manhattan plot com os SNPs associados para as características de produção 2012 (A) 

e boia (B). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p − valor)  
considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). 

O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Figura 37 – Gráfico quantil-quantil (Q-Q) dos resultados de GWAS, sem P3D, para 

produção e boia associando duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom 

+ nextRAD). A linha central na diagonal do gráfico representa a distribuição 

esperada e os pontos representam a distribuição observada. 

 

Para as características de grãos Chato Médio e Chato Miúdo, nenhuma diferença 

nos resultados para essas características entre as análises utilizando-se o rrBLUP com 

ou sem P3D, foi identificada. Ou seja, os mesmos SNPs foram identificados em 

associação nas duas análises. 

Já para a característica Moca Graúdo, além de todos os 54 SNPs detectados na 

análise anterior (TABELA 12), 41 marcadores SNPs adicionais foram encontrados em 

associação com essa característica (FIGURA 38). Esses SNPs estão destacados e 

apresentados na Tabela 13. Já para a característica Moca Miúdo, os mesmos dois 

marcadores encontrados anteriormente, foram confirmados. 

Figura 38 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para a 

característica de tamanho e formato de grãos, utilizando o rrBLUP 

utilizando os marcadores de duas técnicas de genotipagem (chip 26K 

Axiom + nextRAD). 

 

Legenda: Manhattan plot com os SNPs associados para a característica de tamanho e formato 

dos grãos, peneira Moca Graúdo. As linhas tracejadas representam o valor obtido para 

−log10  (p − valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha 

tracejada vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 

Ao modificar a opção de análise para sem o P3D, os componentes de variância 

são estimados para cada marcador separadamente, resultando em um aumento do poder 

da análise e consequentemente o aumento do tempo da mesma. Quando o P3D é 
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utilizado, os componentes de variância são estimados apenas uma vez, reduzindo o 

tempo computacional e o poder da análise de GWAS. 

Nota-se que os resultados obtidos corroboram com a questão do aumento de 

poder da análise ao estimar a variância para cada marcador separadamente. Além de 

capturar um número maior de marcadores associados, ao modificar o tipo da análise, 

novas variáveis fenotípicas foram identificadas na GWAS. 

Tabela 12 – Marcadores associados para as características de produção, boia e tamanho 

e formato de grãos, na análise com o rrBLUP (sem P3D) e utilizando os 

marcadores de duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + 

nextRAD). (Continua) 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP (sem P3D), para as 

características de produção (p12), boia e tamanho e formato de grãos (chM – chato médio, chP – 

chato miúdo, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), indicando o cromossomo (Chr), 

posição, gene, proteína e log10 (pvalor). Destacados em azul estão os marcadores exclusivos 

identificados somente nessa análise (sem P3D) para o fenótipo de Moca Graúdo. 
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Tabela 13 – Marcadores associados para as características de produção, boia e tamanho 

e formato de grãos, na análise com o rrBLUP (sem P3D) e utilizando os 

marcadores de duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + 

nextRAD). (Conclusão) 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP (sem P3D), para as 

características de produção (p12), boia e tamanho e formato de grãos (chM – chato médio, chP – 

chato miúdo, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), indicando o cromossomo (Chr), 

posição, gene, proteína e log10 (pvalor). Destacados em azul estão os marcadores exclusivos 

identificados somente nessa análise (sem P3D) para o fenótipo de Moca Graúdo. 
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3.1.4 Dados genotípicos do chip 26K Axiom de C. canephora e nextRAD – 

TASSEL 

 

Na GWAS realizada com o software TASSEL, associações significativas de 

marcadores SNPs foram encontradas para quatro características. Analisando-se o 

tamanho e formato de grãos, 21 SNPs adicionais foram detectados associados aos grãos 

do tipo Chato Miúdo e oito SNPs ao tipo Moca Miúdo, conforme apresentado na Figura 

39 e Tabela 14. 

Além disto, o resultado do TASSEL identificou ainda marcadores para duas 

novas características; para peso de 100 grãos o marcador do chip de DNA AX-

168309741, localizado no cromossomo 10, estava associado (FIGURA 40A e TABELA 

14) e para potencial hídrico foliar de antemanhã quatro marcadores nextRAD 

(S0_111609941, S0_150055733, S0_198072686 e S10_10265721) estavam associados 

(FIGURA 40B e TABELA 14). 

Figura 39 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para a 

característica tamanho e formato de grãos utilizando o TASSEL com o 

conjunto de marcadores provenientes de duas técnicas de genotipagem 

(chip 26K Axiom + nextRAD). 

 
 

Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Miúdo (A) e Moca Miúdo (B). As linhas 

tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p − valor)  considerando a correção de 
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Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). O cromossomo 0 de C. 

canephora está representado como cromossomo 12. 

Figura 40 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados para as 

características de peso de 100 grãos e potencial hídrico foliar de 

antemanhã utilizando o TASSEL com o conjunto de marcadores 

provenientes de duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + 

nextRAD). 

 

Legenda: Manhattan plot para os SNPs associados as características de peso de 100 grãos (A) e 

potencial hídrico foliar de antemanhã (B). As linhas tracejadas representam o valor obtido para 

−log10  (p − valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha 

tracejada vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Tabela 13 – Marcadores SNPs adicionais identificados na análise de associação 

utilizando o programa TASSEL, com o conjunto de marcadores 

provenientes de duas técnicas de genotipagem (chip 26K Axiom + 

nextRAD). 

 
Legenda: Identificação dos marcadores adicionais associados nas análises realizadas no 

TASSEL com as duas metodologias de genotipagem (chip 26K Axiom + nextRAD). Para cada 

marcador está indicado o cromossomo (Chr), a posição, a característica associada (p100 – peso 

de 100 grãos, chP – chato miúdo, mcP – moca miúdo e pot – potencial hídrico foliar de 

antemanhã), a proteína e log10 (pvalor). 
 

Sem dúvidas ao incluir um maior número de marcas distribuídas ao longo do 

genoma as chances de identificar associação para as características de interesse 

aumentam, ao acrescentar os mais de 5.000 marcadores nextRAD para os 366 

indivíduos, notou-se que outras características foram detectadas na GWAS. Outro fator 

que poderia influenciar as análises de associação seria a localização desses marcadores, 

se em região gênica ou intergênica. Se estiverem localizados dentro ou muito próximos 

ao gene de interesse, existiria uma maior probabilidade em encontrar associações. As 

duas técnicas de genotipagem utilizadas nesse estudo identificaram uma maior 
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porcentagem de marcadores em regiões gênicas, pouco mais de 65,5% dos marcadores 

nextRAD (FIGURA 41) e cerca de 68% das sondas contidas no chip estavam 

localizadas em genes. 

Figura 41 – Porcentagens de SNPs identificados nos locos nextRAD para cada 

cromossomo de C. canephora. 

 

Legenda: Os SNPs localizados em regiões gênicas estão representados em cinza claro e em 

regiões intergênicas de cinza escuro em cada cromossomo de C. canephora. 

Fonte: Do autor (2018). 
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3.2 Análise de 1.319 indivíduos 

 

3.2.1 rrBLUP 

 

A análise de GWAS realizada para os 1.319 indivíduos selecionados na 

Embrapa Cerrados, utilizando 16.688 SNPs identificados no chip de C. canephora, 

identificou um total de 13 SNPs associados (FIGURA 42 e TABELA 15).  

Figura 42 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com as 

característica de tamanho e formato de grãos e peso de 100 grãos. 

 
Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão e peso de 100 

grãos. SNPs associados para os grãos classificados como Chato Miúdo (A), Moca Miúdo (B) e 

peso de 100 grãos (C). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p −
valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada 

vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 

Para as características de tamanho e formato de grãos, os SNPs associados para 

Chato Miúdo e Moca Miúdo estão apresentados nas Figuras 42A e 42B, 

respectivamente, identificando dois marcadores para cada característica. Na Figura 42C 
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e Tabela 15 visualizam-se os nove marcadores identificados na GWAS para peso de 100 

grãos, sendo que seis localizam-se no cromossomo 0 e os demais nos cromossomos 4, 8 

e 11. 

Tabela 14 – Marcadores associados para as características de peso de 100 grãos e 

tamanho e formato de grãos, na análise com os 1.319 indivíduos e 

utilizando o rrBLUP (com P3D)  

 
Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP (com P3D), para as 

características de peso de grãos (p100) e tamanho e formato de grãos (chP – chato miúdo e mcP 

– moca miúdo), indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor).  
 

Para esse mesmo conjunto de dados foi realizada a análise no rrBLUP sem P3D, 

estimando os componentes de variância para cada marcador separadamente, 

identificando no total, para tamanho e formato de grãos, 19 marcadores associados 

(FIGURA 43 e TABELA 16); sendo que um marcador presente no cromossomo 6 

estava associado para a característica Chato Médio (FIGURA 43A), três tiveram 

associação para a característica Chato Miúdo (FIGURA 43B), posicionados nos 

cromossomos 2 (AX-168348734, AX-168355324) e 6 (AX-168348505), 13 SNPs 

estavam associados para Moca Graúdo, podendo ser observado na Figura 43C que 

somente um marcador está localizado no cromossomo 2 e os demais encontram-se 

localizados em regiões próximas (26.401.552 – 28.859.558) do cromossomo 5, 

indicando a possibilidade de ser um QTL. Dois outros marcadores, associados à 

característica de Moca Miúdo (FIGURA 43D), estavam localizados nos cromossomo 3 

(AX-168355983) e o no cromossomo 0 (AX-168342522). 
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Figura 43 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com a 

característica de tamanho e formato de grãos. 

 
Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Médio (A), Chato Miúdo (B), Moca Graúdo 

(C) e Moca Miúdo (D). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p −
valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada 

vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 

Na Figura 44 visualizam-se os marcadores associados à característica de peso de 

100 grãos, em que nove marcadores estavam associados, sendo que seis encontram-se 
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localizados no cromossomo 0 e um destes, AX-168342522, também foi associado à 

característica de Moca Miúdo. 

Figura 44 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com a 

característica de peso de 100 grãos. 

 

Legenda: Manhattan plot para a característica peso de 100 grãos. As linhas tracejadas 

representam o valor obtido para −log10  (p − valor)  considerando a correção de Bonferroni 

(linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está 

representado como cromossomo 12. 

 

Tabela 15 – Marcadores associados para as características de peso de 100 grãos e 

tamanho e formato de grãos, na análise com os 1.319 indivíduos e 

utilizando o rrBLUP (sem P3D). 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o rrBLUP (sem P3D), para as 

características de peso de grãos (p100) e tamanho e formato de grãos (chM – chato médio, chP – 

chato miúdo, mcG – moca graúdo e mcP – moca miúdo), indicando o cromossomo (Chr), 

posição, gene, proteína e log10 (pvalor).  
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Nota-se que o número de marcas e de características associadas resultantes das 

análises no rrBLUP sem a opção P3D aumentou consideravelmente para os 1.319 

indivíduos. Duas novas características apresentaram associação e o número de 

marcadores associados saltou de 13 para 28. 

 

3.2.2 TASSEL 

 

Para as análises realizadas no software TASSEL, utilizando os mesmo conjunto 

de dados utilizado no rrBLUP, um marcador presente no cromossomo 11 foi associado 

para a característica de produção, avaliada no ano de 2013 (FIGURA 45A e TABELA 

17). 

Duas outras características que não haviam sido detectadas pelo rrBLUP foram 

identificadas pela análise com o TASSEL, 6 SNPs apresentaram associação para o 

fenótipo Boia (FIGURA 45B), 5 presentes no cromossomo 0 e um no cromossomo 6, e 

23 marcadores estavam associados ao tamanho do fruto, relacionados à característica de 

eixo menor (FIGURA 45D). A Figura 45C apresenta os seis marcadores associados à 

peso de 100 grãos, todos eles localizados no cromossomo 0. 

Observando-se os dados apresentados na Tabela 17, pode-se notar que 3 SNPs 

associados à característica boia, também foram detectados em associação com a 

característica de p100 (AX-168308807, AX-168355686 e AX-168358258). Todos 

esses, localizados no chomossomo 0. Já para a característica do fruto, eixo menor, a 

qual, somente nesta análise, marcadores associados, foram detectados, pode-se observar 

pelos dados apresentados na Tabela 17, que mais de um SNP em associação 

significativa foi encontrado em um mesmo gene. Cc02_g24790 (AX-168303576 e AX-

168343505), que codifica uma “GPI-anchored protein like”, sendo que 

“Glycosylphosphatidylinositol-Anchored Proteins” GPI proteínas são importantes na 

formação da parede celular e também na morfogênese (GILMOR et al, 2005) e, o gene 

Cc10_g02630 que codifica um frutokinase (“putative pfkB family carbohydrate kinase”, 

proteínas envolvidas no metabolismo de frutoses (PEGO; SMEEKENS, 2001). 
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Figura 45 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com a 

característica de produção 2013, boia, peso de 100 grãos e eixo menor. 

 
Legenda: Manhattan plot para as características de Produção 2013 (A), boia (B), peso de 100 

grãos (C) e eixo menor (D). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p −
valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada 

vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Tabela 16 – Marcadores associados para as características de produção, boia, peso de 

100 grãos e tamanho de fruto, na análise com os 1.319 indivíduos e 

utilizando o programa TASSEL. 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o TASSEL, para as características 

de produção (p13), boia, peso de grãos (p100) e morfologia de fruto (emenor-eixo menor), 

indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor). 
 

Para tamanho e formato de grãos, um marcador estava associado para grãos do 

tipo Chato Graúdo (FIGURA 46A), 57 SNPs para Chato Miúdo (FIGURA 46B), 485 

SNPs para Moca Graúdo (FIGURA 46C) e para Moca Miúdo, 24 marcas associadas 

(FIGURA 46D). Observando-se a localização dos SNPs associados para Moca Gráudo 

(FIGURA 46C), aproximadamente 84% dessas marcas foram identificadas nos 

cromossomos 1 (113 SNPs), cromossomo 2 (117 SNPs) e cromossomo 5 (176 SNPs) de 

C. canephora. Nas Tabelas 18 e 19 estão apresentados os marcadores em associação 

para as características de tamanho e formato do fruto, encontradas na presente análise. 

No entanto, para moca graúdo, somente estão relacionados os 50 marcadores com 

menores p-valores (TABELA 19). 
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Figura 46 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com a 

característica de tamanho e formato de grãos. 

 
Legenda: Manhattan plot para as características de tamanho e formato do grão. SNPs 

associados para os grãos classificados como Chato Graúdo (A), Chato Miúdo (B), Moca Graúdo 

(C) e Moca Miúdo (D). As linhas tracejadas representam o valor obtido para −log10  (p −
valor)  considerando a correção de Bonferroni (linha tracejada preta) e FDR (linha tracejada 

vermelha). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 12. 
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Tabela 17 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de 

grãos (chato graúdo e chato miúdo) na análise com os 1.319 indivíduos e 

utilizando o programa TASSEL. 

 

Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o TASSEL, para as características 

de tamanho e formato de grãos (chG – chato grúdo e chP – chato miúdo) indicando o 

cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 (pvalor). 
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Tabela 18 – Marcadores associados para as características de tamanho e formato de 

grãos, indicando os 50 marcadores mais significativos para moca graúdo, 

na análise com os 1.319 indivíduos e utilizando o programa TASSEL. 
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Legenda: Identificação dos marcadores associados, utilizando o TASSEL, para as características 

de tamanho e formato de grãos, especificamente os 50 marcadores mais significativos, de um 

total de 485, para moca graúdo, indicando o cromossomo (Chr), posição, gene, proteína e log10 

(pvalor). 
 

Comparando as análises de GWAS realizadas no software TASSEL e no 

rrBLUP, com os mesmos dados utilizados em ambas as análises, diferentes resultados 

foram obtidos e o TASSEL se mostrou mais eficiente, identificando um número muito 

maior de marcadores associados (603 SNPs) quando se compara as duas análises 

realizadas pelo rrBLUP, com P3D e sem P3D, que somente identificou 13 e 28 SNPs, 

respectivamente. As análises com o TASSEL também identificaram associação para 

outras características diferentes daquelas obtidas pelo rrBLUP, como por exemplo 

produção, boia, eixo menor e chato graúdo. 

A partir dos resultados de GWAS obtidos notou-se que diversas marcas estavam 

associadas a diferentes fenótipos, como por exemplo, os marcadores AX-168308807 e 

AX-168355686 que no rrBLUP associou-se a peso de 100 grãos e no TASSEL 

associou-se para peso de 100 como também para Boia. O mesmo ocorreu com o 

marcador AX-168342522 associado para peso de 100 e moca miúdo (rrBLUP e 

TASSEL) e para chato miúdo e moca graúdo (TASSEL). Nas análises do rrBLUP o 

marcador AX-168355983 associou-se a moca miúdo e para as análises do TASSEL, 

além de moca miúdo, ele se associou as características de chato miúdo e moca graúdo. 

Ao comparar os resultados obtidos com a inclusão de indivíduos, houve um 

aumento de marcas associadas na GWAS realizada no software TASSEL, 147 

associações para os 366 indivíduos e 603 para os 1.319 indivíduos de C. canephora. No 

rrBLUP, entretanto, notou-se uma redução de marcas associadas ao aumentar o número 

de indivíduos, sendo 54 SNPs nas análises realizadas com os 366 indivíduos e 13 SNPs 

para os 1.319 indivíduos. Este fato, pode estar relacionado à diferente distribuição dos 

dados fenotípicos, ao se variar o número de indivíduos, proporcionando uma maior 

detecção de marcadores associados. 

Em GWAS diversas correções de teste para o valor limite do teste de 

significância podem ser aplicadas, os resultados de associação apresentados nesse 

trabalho levaram em consideração a correção de FDR, contudo, em todos os gráficos 

Manhattan apresentados observa-se a correção de Bonferroni, e nota-se que esta é muito 

mais conservadora, portanto muitos loci importantes podem não passar no critério 

rigoroso do teste de significância (WANG et al., 2016). 
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Apesar de alguns resultados diferentes, no exercício de se comparar diferentes 

programas estatísticos (TASSEL vs. rrBLUP), diferente número de indivíduos (366 vs. 

1.319), assim como número de SNPs (Affymetrix vs. nextRAD) e, também, opções 

metodológicas (sem p3D vs. p3D+) os resultados obtidos neste trabalho, várias vezes 

confirmados por uma ou mais, das análises realizadas, corroboram com sua robustez e 

significância, considerando-se ou não a estrita correção de Bonferroni, em muitos casos, 

neste trabalho, com seu limite superado. Neste sentido, na Tabela 20, estão apresentados 

os marcadores associados com as respectivas características estudadas, encontrados 

neste trabalho. A Tabela 20, apresenta uma lista sem redundância de todos os 

marcadores encontrados em associação, com uma classificação de reprodutibilidade das 

diversas análises realizadas neste estudo. 

Alguns destaques devem ser mencionados, como por exemplo, o marcador AX-

168342522 localizado numa região intergênica do cromossomo 0, se apresentou em 

associação com 3 características nas análises realizadas com as 1.319 plantas. Nas 

análises com rrBLUP (sem p3D e p3D+), para as características de Moca Miúdo e p100. 

Já com as análises utilizando-se o TASSEL, foi também encontrada associação com 

Chato Miúdo, além de Moca Miúdo e p100. Outro destaque é o marcador AX-

168343647, localizado no gene Cc07_g01330 (“protein COFACTOR ASSEMBLY OF 

COMPLEX C SUBUNIT B CCB1”), no cromossomo 7, que só não esteve associado 

com a característica de Chato miúdo, em duas das análises realizadas (rrBLUP/366 e 

rrBLUP/1.319). Em todas as outras análises, associação significativa foi detectada. O 

mesmo aconteceu para outros dois marcadores AX-168348505 (Cc06_g03280-“ 

uncharacterized protein LOC113694498”) e AX-168357173 (Cc06_g11810-“ protein 

EARLY FLOWERING 5-like”), ambos também associados significativamente com a 

característica Chato miúdo. Outro destaque a ser mecionado, diz respeito ao gene 

Cc03_g12920 (“serine/threonine-protein kinase-like protein ACR4”), pois foi o único 

gene a ter 3 SNPs associados, com a característica de Chato miúdo, detectado em mais 

de uma das análises realizadas. Também tiverem 3 SNPs associados, porém, neste caso 

em somente uma das análises realizadas, os genes Cc03_g15080 (“altered inheritance 

rate of mitochondria protein 25”), o gene Cc07_g05190 (“protein YeeZ”) e o 

Cc06_g05640 (“CAAX prenyl protease 2”), sendo os dois primeiros em associação com 

Moca miúdo e o último, com Moca gráudo.  

Outros 13 genes, tiveram associação com 2 marcadores SNPs, consistentes com 

mais de uma das diferentes análises realizadas. Associados com a característica Chato 
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miúdo, Cc02_g12670-“glycine-rich cell wall structural protein-like” (AX-168346346 e 

AX-168347111), Cc04_g16330-“ thioredoxin-like 1-2, chloroplastic” (AX-168311865 

e AX-168346035), Cc06_g11920-“ mechanosensitive ion channel protein 10-like” (AX-

168298126 e AX-168354529), Cc06_g12050-“ uncharacterized protein 

LOC113696977 isoform X1” (AX-168354238 e AX-168341207), Cc06_g17650- “ABC 

transporter A family member 1” (AX-168357997 e AX-168353697), Cc10_g10700-“ 

uncharacterized protein LOC113714577 isoform X1” (AX-168310468 e AX-

168355206). Já para a característica Moca Graúdo, associação significativa com mais de 

um SNP localizado no mesmo gene, foram detectadas para os genes Cc02_g33440-“ 

uncharacterized protein LOC113727614 isoform X1” (AX-168307761 e AX-

168354236), Cc02_g34510-“ phospholipase D zeta 1-like isoform X1” (AX-168349364 

e AX-168350209), Cc02_g34530-“topless-related protein 3-like isoform X1” (AX-

168343107 e AX-168300389), Cc06_g05330-“ trihelix transcription factor PTL-like” 

(AX-168300636 e AX-168305381), Cc06_g05430-“ ABC transporter G family member 

39-like isoform X2” (AX-168357947 e AX-168301070) e o gene Cc06_g05400-“1,4-

alpha-glucan-branching enzyme 2-2” (AX-168357178 e AX-168371811). Por fim, o 

gene Cc06_g05270-“polyadenylation and cleavage factor homolog 4-like”, teve um 

SNP associado com a característica Chato miúdo (AX-168344460) e outro marcador, 

AX-168300636 associado com a característica Moca graúdo. Outros 09 genes também 

tiveram mais de uma SNP associado significativamente, porém em somente uma das 

análises realizadas. Todos esses resultados estão sumarizados na Tabela 20. 

No total, foram 759 marcadores SNPs encontrados significativamente em 

associação com uma das características estudadas. Certamente, a característica Moca 

gráudo foi a que apresentou o maior número de SNPs associados (502 SNPs), pois 

somente na análise realizada com o TASSEL/1.319, foram detectados 485 SNPs em 

associação com essa característica. Destes 485 SNPs, somente os 50 com menores p-

valores estão apresentados na Tabela 20, totalizando 143 SNPs não redundantes. Em 

seguida, a característica Chato miúdo apresentou 127 SNPs associados, Moca miúdo 

(31 SNPs), eixo menor do fruto (21 SNPs), p100 (10 SNPs) e boia (8 SNPs). Por fim, a 

característica potencial hídrico de antemanhã (4 SNPs), Chato médio (3 SNPs) e Chato 

graúdo, produções dos anos de 2012 (p12) e 2013 (p13), com um SNP cada (Tabela 20). 

Do total de 350 SNPs apresentados na Tabela 20, 180 SNPs estão localizados 

em regiões gênicas e 170 SNPs em regiões intergênicas. Entretanto, vale ressaltar que a 

maioria desses 170 SNPs (intergênicos) estão localizados nas proximidades dos genes 
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encontrados, muito provavelmente na região promotora ou terminadora desses mesmos 

genes, podendo estar diretamente ligados à função dos mesmos. 
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Tabela 19 – Marcadores SNPs identificados como associados para as diferentes 

características testadas, comparando-se os programas estatísticos 

(TASSEL vs. rrBLUP), os diferentes métodos (com p3D vs. Sem P3D), 

os número de indivíduos (366 vs. 1.319) e os número de marcadores 

(Affymetrix vs. nextRAD). (Continua...) 
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Tabela 20 – Marcadores SNPs identificados como associados para as diferentes 

características testadas, comparando-se os programas estatísticos 

(TASSEL vs. rrBLUP), os diferentes métodos (com p3D vs. Sem P3D), 

os número de indivíduos (366 vs. 1.319) e os número de marcadores 

(Affymetrix vs. nextRAD). (Continua...) 
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Tabela 21 – Marcadores SNPs identificados como associados para as diferentes 

características testadas, comparando-se os programas estatísticos 

(TASSEL vs. rrBLUP), os diferentes métodos (com p3D vs. Sem P3D), 

os número de indivíduos (366 vs. 1.319) e os número de marcadores 

(Affymetrix vs. nextRAD). (Continua...) 
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Tabela 22 – Marcadores SNPs identificados como associados para as diferentes 

características testadas, comparando-se os programas estatísticos 

(TASSEL vs. rrBLUP), os diferentes métodos (com p3D vs. Sem P3D), 

os número de indivíduos (366 vs. 1.319) e os número de marcadores 

(Affymetrix vs. nextRAD). (Continua...) 
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Tabela 23 – Marcadores SNPs identificados como associados para as diferentes 

características testadas, comparando-se os programas estatísticos 

(TASSEL vs. rrBLUP), os diferentes métodos (com p3D vs. Sem P3D), 

os número de indivíduos (366 vs. 1.319) e os número de marcadores 

(Affymetrix vs. nextRAD). (Conclusão) 

 
Legenda: Marcadores SNPs associados às respectivas características. Na coluna “Análise”, os 

marcadores associados em: (*) duas análises, (**) três análises, (***) quatro análises, (****) 

cinco análises. O marcador (AX-168342522), em azul, foi associado para três diferentes 
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características. Na coluna “SNP”, a letra (A) indica que 3 SNPs foram identificados no gene e 

(B) indica que 2 SNPs foram identificados no gene. 

 

Na Figura 47, estão plotados os genes encontrados em associação neste trabalho, 

nas respectivas posições dos cromossomos. Observa-se claramente algumas regiões 

com maior intensidade de marcadores associados, principalmente nos cromossomos 2, 5 

e 6, onde um maior número de traços vermelhos significa maior número de genes. 

Figura 47 – Localização dos genes associados nos cromossomos de C. canephora. 

 

Legenda: Localização dos genes identificados como associados (traços vermelhos) nos 11 

cromossomos de C. canephora (chr1 – chr11). Os genes localizados no cromossomo 0 não estão 

representados. 
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3.2.3 Modelo Bimodal 

 

Apesar de muitas associações significativas terem sido encontradas, neste 

trabalho, principalmente para as características de tamanho e formato dos grãos de café, 

para várias outras características estudadas poucas marcas ou nenhuma associação foi 

encontrada com as metodologias existentes. Como por exemplo, com os dados de 

produção, obtidos neste trabalho. Ocorre que as análises de GWAS, pressupõem uma 

distribuição normal dos dados e ajustes estatísticos devem ser perseguidos para uma 

melhor exploração e obtenção dos resultados. No presente trabalho, tendo em vista a 

característica de bienalidade da produção em café, ou seja, com altas produções em um 

ano e baixas produções no ano seguinte, resultando numa distribuição bimodal dos 

dados, foi tentada uma análise de GWAS com um ajuste estatístico para tal distribuição 

(VIEIRA JUNIOR, dados não publicados). 

Ao realizar a análise de GWAS com o modelo bimodal para a característica de 

produção, inúmeros marcadores foram associados com a característica para os anos de 

2012 e 2014, como pode-se observar nas Figura 48 e 49. 

Figura 48 – Gráfico Manhattan de associação do efeito dos SNPs testados com a 

característica de produção, avaliada nos anos de 2012 e 2014, utilizando o modelo 

bimodal. 

 
Legenda: Manhattan plot com os SNPs associados para a característica de produção, avaliadas 

nos anos de 2012 e 2014, para os 1.319 indivíduos. A linha tracejada em preto representa o 
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valor obtido para −log10  (p − valor)  considerando a correção de Bonferroni (nível de 

significância de 95%). O cromossomo 0 de C. canephora está representado como cromossomo 

12. 

 

Figura 49 – Gráfico quantil-quantil (Q-Q) dos resultados de GWAS, utilizando o 

modelo bimodal, para produção avaliada nos anos de 2012 e 2014. 

 

Os resultados obtidos foram significativos, com um aumento enorme do número 

de marcadores associados. Para os dados de produção em 2012 (p12), 2.681 marcadores 

SNPs foram encontrados em associação significativa. Já com os dados de produção de 

2014 (p14), o número de marcadores associados foi menor, com 1.843 marcadores 

SNPs com associação significativa. Uma comparação dos resultados para p12 e p14, 

indica que 325 desses marcadores foram comuns nas duas análises realizadas. 

A distribuição dos marcadores nos cromossomos, com associação significativa 

com a produção de 2012, mostram que a menor ocorrência de marcadores ocorreu no 

cromossomo 9, com 83 SNPs associados e o de maior ocorrência no cromossomo 2 

(447 SNPs). Em um estudo com produção em C. canephora (Leroy et al, 2011) foram 

capazes de identificar alguns QTLs para essa característica. Após verificarmos as 

correspondências dos grupos de ligação obtidos naquele trabalho com o genoma de 

referência de C. canephora, pudemos concluir que os QTLs identificados para produção 

estão localizados nos cromossomos 11 (Grupo de ligação K), 4 (grupo de ligação D) e 9 

(grupo de ligação I). Uma análise mais detalhada está sendo realizada para verificar a 

co-localização dos SNPs associados encontrados neste caso, com os QTLs previamente 

identificados, para a importante, porém complexa característica de produção em café. 
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Entretanto, apesar do aumento na detecção de marcadores associados, com a 

utilização das correções para dados com distribuição bimodal, o número exagerado 

encontrado, de marcadores associados, ainda sugere ajustes estatísticos. Estudos 

posteriores ainda são necessários para uma exploração ainda maior dos dados de 

genotipagem e fenotipagem, obtidos neste trabalho. Neste sentido, os avanços nos 

métodos estatísticos são prioritários e estão em curso. 
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4 CONCLUSÃO 

 

Apesar de alguns resultados diferentes, no exercício de se comparar diferentes 

programas estatísticos (TASSEL vs. rrBLUP), diferente número de indivíduos (366 vs. 

1319), assim como número de SNPs (Affymetrix vs. nextRAD) e, também, opções 

metodológicas (sem p3D vs. p3D+) os resultados obtidos neste trabalho, várias vezes 

confirmados por uma ou mais, das análises realizadas, corroboram com sua robustez e 

significância, considerando-se ou não a estrita correção de Bonferroni, em muitos casos, 

neste trabalho, com seu limite superado. Além disto, com o suporte da caracterização 

funcional de vários dos genes detectados como importantes fatores na determinação 

fenotípica das características estudadas, encontrado na literatura, principalmente com os 

trabalhos pioneiros na planta modelo Arabidopsis thaliana, nos permitem concluir que 

vários dos genes encontrados em associação neste estudo, serão objeto de trabalhos 

futuros. 

Por fim, apesar do aumento na detecção de marcadores associados, com a 

utilização das correções para dados com distribuição bi-modal, o número exagerado 

encontrado, de marcadores associados, ainda sugere ajustes estatísticos. Estudos 

posteriores ainda são necessários para uma exploração ainda maior dos dados de 

genotipagem e fenotipagem, obtidos neste trabalho. Neste sentido, os avanços nos 

métodos estatísticos são prioritários e, certamente, estão em curso. 
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CAPÍTULO 5 

SELEÇÃO GENÔMICA AMPLA EM C. canephora 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O grande atrativo da genética molecular em benefício do melhoramento de 

plantas é a utilização direta das informações do DNA na seleção, permitindo assim, alta 

eficiência seletiva, maior rapidez na obtenção de ganhos genéticos e baixo custo, isto 

em comparação com a seleção fenotípica tradicional (RESENDE et al., 2008). Nesse 

contexto, a seleção genômica ampla (SGA), proposta por Meuwissen, Goddard, Hayes 

(2001), usa uma alta cobertura de marcadores no genoma e captura seus efeitos 

simultaneamente. Hoje, com os avanços nas plataformas de genotipagem de alto 

rendimento, a GS foi implementada com sucesso, primeiramente no melhoramento de 

gado, e posteriormente adaptada para outros programas de melhoramento, tanto animal 

(HAYES et al., 2009; HAYES; GODDARD, 2010) como vegetal (BERNARDO; YU, 

2007, HEFFNER, SORRELS, JANNINK, 2009; JANNINK; LORENZ; IWATA, 

2010,). 

Esse sucesso foi atribuído principalmente às técnicas atuais de genotipagem de 

DNA, que reduziram os custos e permitiram que um grande número de genótipos 

pudessem ser genotipados a um preço acessível. A SGA assume que, com uma alta 

densidade de marcadores, os genes de interesse provavelmente apresentem DL com 

parte importante desses marcadores (GODDARD; HAYES, 2007) e, como somente os 

marcadores em DL são úteis para explicar a variação genética, é esperado que grande 

parte ou quase a totalidade desta variação seja explicada pelos marcadores. 

O C. canephora é um bom ponto de partida para desenvolver estudos de SGA 

dentro do gênero Coffea, por razões econômicas e genéticas, incluindo a ploidia e a 

maior variabilidade genética, quando comparado ao C. arabica (TRAN et al., 2016). A 

motivação econômica baseia-se no fato de que a produção de C. canephora representa 

40% da produção mundial de café, sendo que o Brasil ocupa a primeira posição na 

produção e exportação desses grãos (ICO, 2018). 

O melhoramento genético do cafeeiro via SGA representa uma mudança de 

paradigma, pois permite a seleção precoce de plantas elite ainda no estágio de mudas, 

principalmente para características de expressão tardia tais como, produção, qualidade 
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da bebida e tolerância a estresses bióticos e abióticos. Avanços pioneiros na área de 

genômica do cafeeiro foram alcançados nos últimos anos como, por exemplo, o genoma 

de referência de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), gerando as ferramentas básicas 

para o estabelecimento de um programa de melhoramento com base na SGA. 

Diante do exposto, este estudo objetivou (i) estimar os parâmetros genéticos e 

(ii) avaliar a aplicabilidade e acurácia da SGA na predição dos valores genéticos 

genômicos (VGGs) para C. canephora. 

  



154 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Dados fenotípicos 

 

Da mesma forma como descrito para GWAS (Capítulo 3), duas análises foram 

realizadas separadamente. A primeira, com os dados dos 366 indivíduos que contém as 

informações de produção, avaliadas em três safras consecutivas (2012, 2013 e 2014), 

peso de 100 grãos, boia, tamanho e formato dos grãos (peneiras), morfologia dos frutos 

e potencial hídrico foliar de antemanhã. Na segunda análise, todos os 1.319 indivíduos 

de C. canephora que possuem todas as informações fenotípicas citadas acima, exceto de 

potencial hídrico foliar de antemanhã. Todos os dados relacionados ao fenótipo dos 

indivíduos encontram-se descritos no Capítulo 2. 

 

2.2 Dados genotípicos 

 

Os dados genotípicos utilizados para a realização de SGA foram os marcadores 

SNPs identificados no chip de genotipagem 26K Axiom de C. canephora. Após um 

processamento mínimo, utilizando a função A.mat do pacote rrBLUP (ENDELMAN, 

2011), no software R versão 3.4.3 (R Core Team, 2017), obteve-se um conjunto de 

18.980 e 16.688 marcadores, considerando os 366 e 1319 indivíduos, respectivamente. 

Portanto, após essa filtragem, somente os marcadores polimórficos, com call rate acima 

de 90% e com MAF (minimum allele frequency) superior a 1% foram utilizados nas 

análises. 

Além dos SNPs identificados por meio do chip de genotipagem, outros 

marcadores SNPs foram também incorporados nas análises com os 366 indivíduos 

(CARNEIRO, 2014), já que estes haviam sido genotipados anteriormente utilizando 

outra técnica denominada nextRAD (Nextera-tagmentedreductively-amplified DNA). 

De um total de 11.230 SNPs identificados pela genotipagem nextRAD, utilizando os 

mesmos critérios de filtragem acima citados, 5.982 SNPs polimórficos, com call rate 

acima de 90% e com MAF superior a 1%foram adicionados as análises para os 366 

indivíduos. 
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2.3 Modelo de predição 

 

As análises de SGA foram realizadas utilizando o método G-BLUP, com o uso 

do pacote rrBLUP, desenvolvido por Endelman (2011), implementado na plataforma R 

(R Core Team, 2017), com o uso do comando mixed.solve. Uma vez estimado o efeito 

de cada marca para os diferentes caracteres, foi possível estimar o valor genético 

genômico (VGG) dos indivíduos aplicando a seguinte fórmula: 

𝑉𝐺𝐺 = ∑ 𝑍𝑖ĝ𝑖

𝑛

𝑖

 

em que n é o número de SNPs, Zi é uma matriz de genótipos, codificado como -1, 0 ou 

1 para os genótipos homozigoto recessivo, heterozigoto ou homozigoto dominante, 

respectivamente, e ĝi é uma matriz de efeitos dos SNPs obtidos na população de 

treinamento. 

A validação cruzada é um método usado para avaliar a capacidade de 

generalização de um modelo preditivo para um conjunto de dados. Ao aplicar esse 

método, o conjunto de dados é dividido em subconjuntos. Nesse trabalho, utilizou-se a 

validação 10-fold, realizando a predição dos VGGs para um dos grupos a partir do 

modelo de predição gerado com o uso dos outros 9 grupos, portanto para a população de 

1.319 indivíduos, 1.189 foram utilizados para treinamento ou estimação e 130 

indivíduos na validação. Da mesma forma, para os 366 indivíduos, 330 foram utilizados 

como conjunto de treinamento ou estimação e 36 para validação. 

  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.01934/full#B56
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Análise de 366 indivíduos 

3.1.1 Componentes de variância e herdabilidade 

 

A análise dos componentes de variância e de herdabilidade foram utilizadas para 

retratar os valores obtidos para cada um dos caracteres avaliados nos 366 indivíduos de 

C. canephora. Os maiores valores obtidos para os componentes de variância genética 

foram 278,413 para Chato Graúdo e 146,060 para a característica Chato Médio. As 

medidas de Eixo foram as características que apresentaram os menores componentes de 

variância genético, 0,003 e 0,00034, para eixo maior e eixo menor, respectivamente. Os 

maiores componentes de variância ambientais foram observados para boia (200,433) e 

para Chato Graúdo (180,158) e o menor foi observado para Eixo Menor (0,002) 

(TABELA 25). 

A partir dos componentes de variância genético e de ambiente, foram obtidas as 

estimativas para a herdabilidade. Os resultados para a herdabilidade estão apresentados 

na Tabela 25, e variaram de 0,092 (boia) a 0,726 (Moca Miúdo). 

Tabela 24 – Resumo dos resultados obtidos para os componentes de variância e 

herdabilidade na análise dos caracteres avaliados para os 366 indivíduos de 

C. canephora. 

Caracteres 
Componentes da variância 

Herdabilidade 
Genético Ambiental 

Potencial 0.041 0.130 0.239 

Prod12 3.943 22.470 0.149 

Prod13 8.905 16.461 0.351 

Prod14 4.692 37.376 0.112 

Mean1_2_3 3.187 8.507 0.273 

P100 14.621 27.866 0.344 

Boia 20.411 200.433 0.092 

Ferrugem 0.122 0.289 0.297 

Área 0.028 0.070 0.289 

Perímetro 0.100 0.207 0.327 

Eixo Maior 0.003 0.003 0.560 

Eixo Menor 0.000 0.002 0.129 

Chato Graúdo 278.413 180.158 0.607 

Chato Médio 146.060 84.034 0.635 

Chato Miúdo 47.936 18.906 0.717 

Moca Graúdo 87.253 36.863 0.703 

Moca Médio 23.620 21.297 0.526 

Moca Miúdo 39.821 15.049 0.726 
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3.1.2 Acurácia e Erro de predição do modelo 

 

Os valores de acurácia de predição variaram de 0,15, para a característica de 

Eixo Menor, até 0,53, para Moca Graúdo, conforme Tabela 26. A pressão de seleção 

(PS) de cada característica foi calculada de acordo com o número de indivíduos que se 

apresentavam acima da média, portanto para cada característica uma PS foi calculada. O 

caráter Chato Graúdo apresentou a maior PS, de 11%, seguido pela característica de 

Eixo Maior (10%) e com PS de 9% estão as características de Moca Graúdo e Miúdo. 

Para as características de Prod12, Prod14, P100 e Eixo Menor, não se obtiveram PS, 

pois nenhum indivíduo apresentou médias acima de zero. 

Os ganhos obtidos com a seleção (GS) variaram de 0,05 para Perímetro até 0,84 

para Moca Médio (Tabela 26). Nota-se que as características de Chato Graúdo, Chato 

Miúdo e Moca Miúdo tiverem um GS acima de 1,0, o que não seria possível. 

Possivelmente, esses resultados obtidos devem-se ao fato de que o modelo de SGA 

utilizado está ajustado para dados gaussianos e essas características, conforme 

apresentado na Figura 13 do Capítulo 2, apresentam uma distribuição assimétrica. 

Provavelmente esses resultados poderiam ser melhor ajustados utilizando um modelo 

corrigido para assimetria. 
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Tabela 25 – Acurácia preditiva do modelo, ganho com a seleção (GS) e pressão de 

seleção (PS) para cada característica analisada nos 366 indivíduos de C. 

canephora. 

Caracteres Acurácia GS PS 

Potencial 0.32 0.31 0.03 

Prod12 0.17 0.00 NaN 

Prod13 0.32 0.38 0.03 

Prod14 0.16 0.00 NaN 

Mean1_2_3 0.30 0.24 0.03 

P100 0.27 0.00 NaN 

Boia 0.22 0.61 NaN 

Ferrugem 0.18 0.57 0.01 

Área 0.30 0.09 0.02 

Perímetro 0.34 0.05 0.04 

Eixo Maior 0.51 0.09 0.10 

Eixo Menor 0.15 0.00 NaN 

Chato Graúdo 0.49 1.03 0.11 

Chato Médio 0.42 0.49 0.04 

Chato Miúdo 0.48 3.21 0.07 

Moca Graúdo 0.53 0.47 0.09 

Moca Médio 0.36 0.84 0.05 

Moca Miúdo 0.47 2.29 0.09 

 

A partir dos VGGs e do erros de predição para todos os indivíduos, gráficos de 

lagarta com o erro de predição do modelo para cada característica foram gerados e 

somente aqueles indivíduos que apresentavam médias acima de zero foram 

considerados. 

Na Figura 50 encontram-se os gráficos de lagarta para Área, Perímetro, Maior 

Eixo e Boia. Um maior número de indivíduos acima da média foi observado para a 

característica de Maior Eixo (FIGURA 50C), contendo 38 indivíduos, e somente um 

genótipo acima da média foi identificado para boia (FIGURA 50 D). Área e perímetro 

tiveram 6 e 13 plantas acima da média, respectivamente (FIGURAS 50A e B). 
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Figura 50 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para as características 

(A) Área, (B) Perímetro, (C) Maior Eixo e (D) Boia. Somente os indivíduos 

que apresentaram médias acima de zero estão presentes nos gráficos. 

 
 

As características de potencial hídrico foliar de antemanhã e a média de 

produção para os três anos avaliados apresentaram 12 indivíduos acima da média 

(FIGURA 51A e D), seguida por produção (2013), com 11 plantas (FIGURA 51C), e 

ferrugem, com 4 indivíduos (FIGURA 51B). Somente a produção avaliada em 2013 e a 

média de produção para os três anos avaliados (2012, 2013 e 2014) apresentaram 

plantas que estavam acima da média. 
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Figura 51 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para as características 

(A) Potencial hídrico foliar de antemanhã, (B) Ferrugem, (C) Produção 

(2013) e (D) Média de produção para os três anos avaliados. Somente os 

indivíduos que apresentaram médias acima de zero estão presentes nos 

gráficos. 

 

 

Para tamanho e formato de grãos, uma maior quantidade de indivíduos que 

apresentaram VGG maiores que 0 foram identificados para os formatos chato e moca de 

grãos graúdos e miúdos, conforme Figura 50. Os grãos chato e moca médios 

apresentaram 14 e 19 plantas acima da média (FIGURAS 52B e E). 

 



161 

 

Figura 52 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para tamanho e formato de grãos. 

 
Legenda: VGG e erro de predição para: (A) Chato Graúdo, (B) Chato Médio, (C) Chato Miúdo, (D) Moca Graúdo, (E) Moca Médio e (F) Moca Miúdo. 

Somente os indivíduos que apresentaram médias acima de zero estão presentes nos gráficos. 
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3.2 Análise de 1.319 indivíduos 

3.2.1 Componentes de variância e herdabilidade 

 

Na análise dos componentes de variância e de herdabilidade das marcas para os 

1.319 indivíduos, nota-se que as maiores herdabilidades foram encontradas para Moca 

Miúdo (56%), seguidas por Chato Graúdo (55%) e Moca Médio (50%). Mais uma vez, 

assim como ocorreu com os 366 indivíduos, o valor mais baixo foi encontrado para 

Boia (8%) (TABELA 27). As maiores variâncias genética e ambiental foram obtidas 

para a característica Chato Graúdo e os caracteres de Eixo Maior e Menor apresentaram 

os menores valores (TABELA 27). 

Tabela 26 – Resumo dos resultados obtidos para os componentes de variância e 

herdabilidade na análise dos caracteres avaliados para os 1.319 

indivíduos de C. canephora. 

Caracteres 
Componentes da variância 

Herdabilidade 
Genético Ambiental 

Prod12 1.47 11.73 0.11 

Prod13 5.17 16.77 0.24 

Prod14 8.84 32.59 0.21 

Mean1_2_3 3.49 7.76 0.31 

P100 2.52 2.78 0.48 

Boia 11.44 130.45 0.08 

Área 0.04 0.07 0.35 

Perímetro 0.12 0.21 0.37 

Eixo Maior 0.00286 0.00437 0.40 

Eixo Menor 0.00078 0.00224 0.26 

Chato Graúdo 210.71 168.97 0.55 

Chato Médio 45.56 152.08 0.23 

Chato Miúdo 30.33 34.96 0.46 

Moca Graúdo 57.30 63.76 0.47 

Moca Médio 20.09 19.95 0.50 

Moca Miúdo 29.76 23.17 0.56 

 

3.2.2 Acurácia e Erro de predição do modelo 

 

Como apresentado na Tabela 28, as acurácias do modelo proposto para os 1.319 

indivíduos foi de 61% para a característica Eixo Maior, seguido pela característica de 

Chato Graúdo, explicando 60% da variação fenotípica. As acurácias obtidas para a 

característica de Produção variaram de 0,18, para Produção de 2012, a 0,4, para a média 

entre os três anos. 
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Tabela 27 – Acurácia preditiva do modelo, ganho com a seleção (GS) e pressão de 

seleção (PS) para cada característica analisada nos 1.319 indivíduos de C. 

canephora. 

Caracteres Acurácia GS PS 

Prod12 0.18 0.17 0.02 

Prod13 0.39 0.46 0.10 

Prod14 0.29 0.48 0.05 

Mean1_2_3 0.40 0.30 0.09 

P100 0.56 0.17 0.13 

Boia 0.25 0.59 0.03 

Área 0.50 0.11 0.15 

Perímetro 0.53 0.06 0.16 

Eixo Maior 0.61 0.09 0.17 

Eixo Menor 0.30 0.05 0.04 

Chato Graúdo 0.60 1.03 0.16 

Chato Médio 0.26 0.31 0.02 

Chato Miúdo 0.50 1.94 0.10 

Moca Graúdo 0.45 0.38 0.08 

Moca Médio 0.55 0.69 0.12 

Moca Miúdo 0.57 1.58 0.12 

Os gráficos de lagarta com o VGG e o erro de predição para as características 

que apresentaram indivíduos acima da média estão apresentados nas Figuras 53-55. 

Nota-se que foram identificados indivíduos acima da média para todas as características 

avaliadas para os 1.319 indivíduos de C. canephora. Considerando as medidas de 

frutos, área, perímetro e eixo maior (FIGURAS 53A, B e C, respectivamente) 

apresentaram um elevado número de indivíduos acima da média, comparado ao 

resultado obtido para eixo menor (FIGURA 53 D). 

Para peso de 100 grãos, as plantas identificadas acima da média apresentaram 

VGGs variando de 1 a 5 (FIGURA 54B). A produção avaliada em 2012 apresentou 26 

plantas acima da média com o VGG variando de 1,5 a 2,5 (FIGURA 54C). Já para a 

produção (2013), o número de plantas que ficaram acima da média foi bem mais 

elevado, assim como o VGG, variando de 2,5 até 7,5 (FIGURA 54D). A produção de 

2014 apresentou 56 indivíduos acima da média, com o VGG variando de 3-7 (FIGURA 

54E). 
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Figura 53 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para as características 

(A) Área, (B) Perímetro, (C) Maior Eixo e (D) Menor Eixo na análise com 

os 1.319 indivíduos. Somente os indivíduos que apresentaram médias 

acima de zero estão presentes nos gráficos. 
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Figura 54 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para as características (A) Boia, (B) P100, (C) Prod12, (D) Prod13, (E) Prod14 e 

(F) Média para as três produções, na análise com os 1.319 indivíduos. Somente os indivíduos que apresentaram médias acima de 

zero estão presentes nos gráficos. 
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Figura 55 – Gráfico com o VGG e o erro de predição do modelo para as características (A) Chato Graúdo, (B) Chato Médio, (C) Chato Miúdo, 

(D) Moca Graúdo, (E) Moca Médio e (F) Moca Miúdo, na análise com os 1.319 indivíduos. Somente os indivíduos que 

apresentaram médias acima de zero estão presentes nos gráficos. 
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3.2.3 Validação Real 

 

Na tentativa de verificar a acurácia real do modelo preditivo obtido, 13 plantas 

relacionadas aos 1.319 indivíduos, genotipadas com o chip de C. canephora e 

estabelecidas na Embrapa Cerrados, porém em outro campo experimental, foram 

avaliadas quanto à produtividade para as três primeiras produções (anos de 2014, 2015 e 

2016), classificação quanto ao formato e granulometria (peneiras) e peso de 100 grãos. 

As correlações obtidas entre os dados reais e os dados preditos, de acordo com o 

modelo, encontram-se apresentadas nas Figuras 56 e 57. 

Para as três safras avaliadas, a safra de 2015 apresentou uma correlação de 25 

entre o dado real e o que foi predito pelo modelo (FIGURA 56). Já para as demais 

características, as correlações mais altas foram para peso de 100 grãos e moca gráudo, 

apresentando correlações de 40 (FIGURA 56) e 15% (FIGURA 57), respectivamente. 

Figura 56 – Correlação entre os dados preditos, em alaranjado, e os dados reais, em 

azul, para produção (2014, 2015 e 2016) e peso de 100 grãos, para os 13 

indivíduos de C. canephora utilizados na validação real do modelo de 

predição genômica. 
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Figura 57 – Correlação entre os dados preditos, em alaranjado, e os dados reais, em 

azul, para as características de formato e tamanho do grão, para os 13 

indivíduos de C. canephora utilizados na validação real do modelo de 

predição genômica. 

 

Dentre as diversas metodologias envolvendo marcadores moleculares no 

melhoramento de plantas perenes, a SGA provavelmente tem gerado a maior 

expectativa, em termos de possibilidade de seleção para caracteres quantitativos 

(RESENDE et al., 2008; RESENDE, M. D. et al., 2012; RESENDE, M. F. et al., 2012), 

uma vez que utiliza uma grande quantidade de marcas, o que aumenta a probabilidade 

de capturar uma maior proporção da variação genética (MEUWISSEN; GODDARD; 

HAYES., 2001; WIENTJES; VEERKAMP; CALUS, 2013), facilitando a seleção de 

genótipos superiores. 

A partir das informações das equações preditivas da SGA, estimou-se a 

herdabilidade genômica, apresentando magnitudes baixas ou moderadas. De certo 

modo, a herdabilidade permite prever o sucesso a ser alcançado com a seleção, uma vez 

que características com baixa herdabilidade devem apresentar menor capacidade 

preditiva (LEGARRA et al., 2008). Em estudo realizado por Grattapaglia e de Resende 

(2011), algumas simulações foram realizadas e verificou-se que o aumento na 

herdabilidade levava a um aumento na acurácia da SG. Dentre os parâmetros genéticos 

avaliados, o componente que tem maior interesse por parte dos melhoristas é a 

herdabilidade, por refletir todos os outros componentes de variância e indicar a 

proporção da variação fenotípica que pode ser herdada (FALCONER; MACKAY, 

1996). 
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Os resultados mostraram uma alta correlação entre as acurácias da validação e as 

herdabilidades, de mais de 90% para as duas análises realizadas com os diferentes 

números de indivíduos e marcadores. Uma elevada correlação (82%) entre acurácia e 

herdabilidade também foi reportada por Sousa et al. (2019). Considerando 

especificamente o resultado obtido para a média de produção, verifica-se que os 

resultados de herdabilidade e acurácia do modelo estão um pouco mais elevados 

comparado ao demonstrado por Sousa et al. (2019). Herdabiliadade e acurácia foram, 

respectivamente, de 0,27 e 0,3 (366 indivíduos) e de 0,31 e 0,4 (1.319 indivíduos). 

As acurácias obtidas entre as análises realizadas com o diferente número de 

indivíduos mostrou claramente que o tamanho da população interfere na predição do 

modelo. Somente para as características de chato médio e moca graúdo que não ocorreu 

um aumento da acurácia, para as demais características pode-se observar um aumento 

de até 29%, como foi o caso de peso de 100 grãos. 

O número de marcadores utilizados nesse estudo mostra-se suficiente, uma vez 

que não necessariamente o aumento progressivo de marcadores resulte em aumento da 

acurácia, ao contrário, Sousa et al. (2019) demonstraram que o máximo de acurácia 

obtida foi utilizando 16.000 marcadores, aumentando esse número para 20.000 a 

acurácia reduzia. O sucesso da SGA pode ser influenciado por inúmeros fatores, que 

consequentemente interferem na acurácia do modelo, como tamanho da população de 

treinamento, tamanho real da população, densidade de marcadores, herdabilidade e 

número de QTLs controlando as características (GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011; 

DESTA; ORTIZ, 2014). 
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4 CONCLUSÃO 

 

O uso da SGA no gênero Coffea é uma abordagem promissora, uma vez que a 

maioria dos estudos moleculares no gênero ainda contempla a abordagem molecular 

tradicional. Considerando que a espécie é perene, de ciclo longo e, em comparação com 

a avaliação fenotípica tradicional, espera-se que com a incorporação da SGA acelere o 

ciclo de reprodução, mantenha a diversidade genética e aumente o ganho genético por 

unidade de tempo. 
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