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RESUMO

O café € uma das commodities agricolas tropicais mais comercializadas no mundo. Coffea
arabica é a principal espécie utilizada para a producdo comercial de café. A espécie € originaria
da Etiopia. Ela é Unica espécie alotetraploide do género (2n = 4x = 44) e se reproduz
predominantemente por autofecundagéo. As cultivares comerciais de C. arabica possuem baixa
diversidade genética, o que indica a necessidade de introgressao de alelos de germoplasma para
0 melhoramento dessas cultivares. Acessos do centro de origem da espécie possuem maior
diversidade que as cultivares comerciais e podem ser utilizados para a identificagdo de novos
alelos. O contetido de macronutrientes em gréos do cafeeiro tem impacto direto na qualidade
do produto. No entanto, a base molecular da composicao mineral de graos de cafeeiro ainda é
pouco conhecida. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi identificar marcadores SNP
possivelmente associados com a composi¢do de macronutrientes em graos de C. arabica. Para
alcance deste objetivo, foram comparados trés métodos de imputacdo de genétipos, bem como
foi realizado 0 mapeamento associativo em estudo de associacdo gendémica ampla (GWAS).
Foi utilizado um painel de 110 gendtipos de C. arabica, composto por genotipos elite do
programa de melhoramento do Instituto Agronémico do Parana (3), cultivares comerciais (11)
e acessos selvagens (96). Foram realizadas analises da composi¢do de cinco macronutrientes
(N, P, K, Ca e Mg) em grdos de cafeeiro coletados de 70 e 105 genétipos de C. arabica nos
anos de 2017 e 2018, respectivamente. Foram calculados valores de BLUP para 65 genétipos,
para os quais foram realizadas coletas nos dois anos. Foi identificado que o0s acessos selvagens
de C. arabica possuem maior variabilidade genética e de composi¢do de macronutrientes nos
gréos que as cultivares comerciais. Foram identificados mais marcadores SNPs quando o
mapeamento dos dados de GBS foi realizado com o genoma de referéncia da cultivar Caturra
(11.230 SNPs) do que com o diaploide Et39 (9.991 SNPs). O método Beagle apresentou o
melhor desempenho para a imputagdo dos painéis de marcadores e a imputa¢do contribuiu para
reduzir a taxa de associagdes espurias identificadas nas analises de GWAS. Foram identificados
5,12, 13, 6, 6 e 1 marcadores em regides codificantes associados a composicao de N, P, K, Ca,
Mg, Mg e K em grdos de C. arabica, respectivamente. As regifes gendmicas identificadas
foram relacionadas a diversas rotas metabolicas em plantas, incluindo o transporte de nutrientes,
a germinacédo de sementes, o controle da época de florescimento e algumas vias de resposta a
estresses bioticos e abidticos. As proteinas identificadas nesse trabalho podem ser utilizadas
como alvos em futuros estudos para a caracterizacéo de vias metabolicas que atuam no controle

do acumulo de macronutrientes em plantas da espécie C. arabica. Além disso, 0s genotipos



selvagens de C. arabica utilizados nesse trabalho podem ser utilizados para identificacdo de

alelos favoraveis a serem introduzidos em cultivares comerciais.

Palavras-chave: imputacdo, dados ausentes, espécies nao-modelo, estresses bioticos e
abidticos.



ABSTRACT

Coffee is one of the most traded tropical commaodities in the world. Coffea arabica is the main
species used for commercial production. The species is originally from Ethiopia. In the Coffea
genus, C. arabica is the only allotetraploid species (2n = 4x = 44) and it reproduces
predominantly by self-fertilization. The commercial cultivars of C. arabica have a narrow
genetic base that indicates the need for the introgression of new alleles from germplasm into
coffee breeding programs. Wild accessions of C. arabica, from Ethiopia, have higher genetic
diversity and can be used to identify new alleles. The macronutrient composition of the coffee
grains has a direct impact on grain quality. However, the molecular basis for the mineral
composition in coffee grains still poorly understood. Thus, the aim of this work was to perform
mapping association analyses using the genome-wide association study (GWAS) technique to
identify single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with macronutrient content in
coffee grains from C. arabica. We also tested three imputation methods (haplotype missing
allele imputation - Beagle, K-nearest neighbors, and Random Forest) in the genotypic data, and
mapped it to two C. arabica reference genomes from the cultivar Caturra red and the
spontaneous dihaploid Et39. We used a panel of 110 C. arabica genotypes, including elite
landraces from the IAPAR coffee breeding program (3), commercial cultivars (11) and wild
accessions (96). Analysis of the composition of five macronutrients (N, P, K, Ca and Mg) was
carried out on coffee grains collected from 70 and 105 genotypes in the years 2017 and 2018,
respectively. BLUP values were estimated for 65 genotypes in which the grains were collected
in both years. Our results indicate that the C. arabica wild accessions have higher genetic
variability and higher diversity for grains macronutrient content than the commercial cultivars.
More SNPs markers were identified when the GBS data were mapped to the Caturra reference
genome (11,230 SNPs) than to the Et39 reference genome (9,991 SNPs). Beagle presented the
best performance in markers dataset imputation. The imputation reduced the false discovery
rate in GWAS. We identified 5, 12, 13, 6, 6 and 1 markers in coding regions associated with
the content of N, P, K, Ca, Mg, and Mg and K in coffee grains, respectively. The proteins
identified participates in several metabolic pathways, including nutrient transport, seed
germination, flowering time control and plant response to biotic and abiotic stresses. These
proteins can be used as targets in further studies for the characterization of metabolic pathways
controlling macronutrient accumulation in C. arabica plants. Also, the wild C. arabica

genotypes used in this work can be used to identify favorable alleles to be introduced in



commercial cultivars, and for the selection of promising genotypes with altered levels of

macronutrients in their grains than the observed among C. arabica commercial cultivars.

Keywords: imputation, missing genotypes, non-model species, biotic and abiotic stress.
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1. INTRODUCAO

O café é uma das commodities agricolas mais comercializadas no mundo. O produto
possui grande importancia para o desenvolvimento socioeconémico do Brasil, que é o principal
pais produtor e exportador de café no mundo. A principal espécie utilizada para a producédo
comercial de café é Coffea arabica L. (café ardbica) (1CO 2020).

A espécie C. arabica pertence a familia Rubiaceae, género Coffea (Davis et al. 2011).
Estudos indicam que a espécie tenha uma origem relativamente recente, estimada entre 10 mil
e 600 mil anos atras (Yu et al. 2011; Scalabrin et al. 2020) e originada na regido da Etiopia por
meio da hibridacdo natural entre gendtipos ancestrais das espécies Coffea canephora Pierre ex
A. Froehner e Coffea eugenioides S. Moore (Lashermes et al. 1999). Coffea arabica € a Unica
espécie alotetratetraploide natural (2n = 4x = 44) e com reproducdo predominantemente
autdégama do género Coffea, enquanto o restante das espécies foi caracterizado como diploide
e a maioria auto incompativel (Charrier e Berthaud 1985).

Embora o centro de origem do café arabica seja a regido da Etidpia, o cultivo comercial
dessa espécie teve inicio no 1émen, regido que foi classificada como o centro secundario de
dispersdo da espécie (Meyer et al. 1968). A partir de plantas cultivadas no 1émen, surgiram as
subpopulacdes Tipica e Bourbon, que deram origem a maior parte das cultivares comerciais de
C. arabica utilizadas no mundo (Anthony et al. 2002).

A forma de dispersao do cultivo de C. arabica, baseado em poucos gendtipos, aliada a
origem relativamente recente da espécie e 0 modo de reproducdo predominantemente
autdégamo, contribuiram para a base genética estreita observada atualmente entre as cultivares
comerciais (Anthony et al. 2002; Silvestrini et al. 2007; Setotaw et al. 2013). A baixa
variabilidade genética entre cultivares comerciais representa um problema para a cultura, pois
a maioria das cultivares sdo suscetiveis a estresses bidticos e abidticos (van der VVossen et al.
2015).

Para ampliar 0s recursos genéticos a serem explorados pelos programas de
melhoramento de C. arabica, foram realizadas coletas de gen6tipos na regido do centro de
origem da espécie, a Etidpia (Meyer et al. 1968). Analises realizadas em graos de café revelaram
gue o0s acessos selvagens da Etidpia abrigam ampla variabilidade para aspectos morfoldgicos e
de compostos que afetam a qualidade da bebida de cafe (Gaspari-Pezzopane 2014; Sant'Ana et
al. 2018; dos Santos Scholz et al. 2016).

A composicdo mineral do grdo do cafeeiro tem impacto direto na qualidade do produto.
No entanto, até 0 momento, a base genética da composic¢ao de macronutrientes em gréos de C.

arabica ainda é pouco conhecida.



A andlise de mapeamento associativo, ou mapeamento por desequilibrio de ligacéo
(DL), é uma alternativa que pode ser utilizada para a identificagdo de regifes gendmicas
associadas a caracteristicas fenotipicas que possuem controle genético complexo, como o
conteddo de macronutrientes em gréos (Ziegler et al. 2017; Ziegler et al. 2018). Analises de
mapeamento associativo que utilizam a informacéo de marcadores moleculares distribuidos ao
longo de regides do genoma recebem o nome de associacdo gendémica ampla (genome wide
association study - GWAS).

A técnica de GWAS geralmente é aplicada a populagdes com gendtipos diversos
(Hayward et al. 2015), como por exemplo, popula¢bes que incluem acessos de colecdes de
germoplasma (Rafalski 2010). Nessa técnica sdo identificados marcadores de polimorfismos de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms - SNP) que possuem associacao
significativa com caracteristicas fenotipicas complexas (Hayward et al. 2015).

O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracgao contribuiu para
0 avanco de técnicas destinadas a identificacdo de marcadores SNPs. Em plantas, a técnica de
genotipagem por sequenciamento (genotyping-by-sequencing - GBS) tem sido amplamente
utilizada para essa finalidade (Rasheed et al. 2017; Nadeem et al. 2018). Nessa técnica, enzimas
de restricdo s@o utilizadas para reduzir a complexidade dos genomas, limitando o
sequenciamento as regides que flanqueiam o sitio de corte das enzimas. A ligacdo de
adaptadores especificos as extremidades dos insertos de DNA permite a multiplexacdo de
amostras para 0 seguenciamento em uma mesma reacdo, reduzindo assim o custo da
genotipagem (Elshire et al. 2011). No entanto, um limitante para o uso de dados de GBS esta
na proporcao de dados ausentes por marcador, que tende a ser alta quando o sequenciamento €
realizado com baixa cobertura (Fu 2014; Torkamaneh et al. 2018).

Os dados ausentes podem reduzir a acuracia de analises de associacdo, como GWAS,
contribuindo para a identificacdo de falsos positivos (Rahimi et al. 2019). A imputacdo de
genotipos é uma alternativa que pode reduzir os prejuizos causados pelos dados ausentes, e
consiste na substituicdo desses dados por gendtipos provaveis (Marchini e Howie 2010;
Torkamaneh et al. 2018). A imputacdo pode ser realizada por métodos desenvolvidos
especificamente para substituir dados ausentes em painéis de marcadores ou por métodos
estatisticos gerais (He et al. 2015; Nazzicari et al. 2016). No primeiro grupo é possivel citar o
método de imputacdo de alelos em haplétipos localizados, implementado no software Beagle
(Browning e Browning 2016). Dentre os métodos estatisticos gerais estdo incluidos o0 método

da média ponderada entre os marcadores mais préximos (K-nearest neighbor - KNN) e o



método ndo paramétrico de regressdes de florestas aleatérias (Random forest - RF) (Rutkoski
et al. 2013; Nazzicari et al. 2016).

A acuracia da imputacdo de marcadores pode ser alterada de acordo com o método de
imputacdo adotado, o genoma de referéncia utilizado para o0 mapeamento dos dados de GBS, a
propor¢éo de dados ausentes permitida por marcador, 0 nimero de marcadores identificados e
as caracteristicas intrinsecas as especies e populacdes genotipadas, como por exemplo a relacdo
de parentesco entre os acessos da populacédo (Rutkoski et al. 2013; Torkamaneh e Belzile. 2015;
Nazzicari et al. 2016).

Estudos recentes indicam que a imputacdo de marcadores pode contribuir para o
aumento da acuracia na identificacdo de associa¢des significativas em GWAS, como observado
em populacgdes de soja (Glycine max L., Torkamaneh e Belzile 2015) e trigo (Triticum aestivum
L., Rahimi et al. 2019).

No primeiro trabalho de GWAS realizado com a espécie C. arabica, em uma populacao
com 107 acessos provenientes do centro de origem da espécie, foram identificados 21
marcadores possivelmente associados a composicdo de lipideos nos grdos, compostos que
interferem na qualidade da bebida de café (Sant’Ana et al. 2018). Em trabalhos com soja e
milho (Zea mays L.) foram identificados marcadores associados a regides gendmicas que
controlam o acumulo de nutrientes nos graos (Ziegler et al. 2017; Ziegler et al. 2018).

Até o momento nao foi publicado nenhum estudo em que o desempenho de métodos de
imputacéo tenha sido analisado em painéis de marcadores da espécie C. arabica. Além disso,
para a mesma espécie também nédo se sabe qual € o efeito da imputacdo de marcadores em
analises de GWAS. Com isso, 0s objetivos desse trabalho foram: i) mapear dados de
genotipagem de C. arabica em genomas de referéncia da prépria espécie; ii) identificar o
melhor método de imputacdo em uma populacdo de 110 gendtipos de C. arabica; iii) aplicar a
técnica de GWAS para identificar regides gendmicas em associacdo com a composicao de
nutrientes em gréos; iv) verificar o efeito da imputagdo de marcadores sobre os resultados de
GWAS.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que os gendtipos selvagens de C. arabica
abrigam uma ampla variabilidade para o conteudo de macronutrientes em gréos. Além disso,
as andlises genotipicas também confirmaram maior variabilidade genética entre genoétipos
selvagens quando comparados as cultivares comerciais. Com isso, esse trabalho pode contribuir
para a identificacdo de gendétipos com diferentes niveis de concentra¢do de macronutrientes nos
grdos a serem introduzidos aos programas de melhoramento do café, visando maior qualidade
do grdo e da bebida. Portanto, a preservacdo de genotipos selvagens de C. arabica é essencial
para 0 melhoramento da espécie e sua sobrevivéncia em frente a diferentes fatores bidticos e
abidticos.

O alinhamento dos dados de GBS de C. arabica a dois genomas de referéncia completos
da prépria espécie favoreceu a identificacdo de um grande numero de polimorfismos na
populacdo (9000 - 11230 SNPs). O desempenho dos métodos de imputacdo de marcadores
Beagle, KNN e RF foi similar, com aproximadamente 80% de acuracia para os dois
alinhamentos. Como C. arabica é uma espécie ndo modelo e ndo possui painéis de referéncia
para a imputacdo de marcadores, a acuracia obtida pode ser considerada elevada. Além disso,
a imputacdo de marcadores com o software Beagle favoreceu o controle da identificagdo de
associacOes espdrias, as quais foram identificadas nos painéis nao imputados.

Nesse trabalho também foram identificadas diversas regiGes genémicas associadas a
composicao de cinco macronutrientes (N, P, K, Ca e Mg) em gréos de C. arabica. Portanto, a
estratégia de utilizar dois genomas para o alinhamento dos dados de GBS se mostrou eficaz,
considerando que diferentes regides foram identificadas através das analises de GWAS a partir
de cada genoma de referéncia.

As proteinas codificadas pelos genes candidatos anotados nesse trabalho desempenham

diferentes funcdes no metabolismo da planta, por isso, sugerimos que esses genes sejam
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utilizados como alvos de estudos futuros para a melhor caracterizacdo da base genética da
composicao de macronutrientes em gréos de C. arabica. O presente trabalho contribuiu para a
identificacdo de diversos marcadores associados com a composicdo de macronutrientes nos
grdos que apds validados poderdo ser utilizados para a selecdo assistida por marcadores de

gendtipos de C. arabica.
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