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Identificacdo de marcadores SNP pelas técnicas de PCR-RFLP e Tetra-primer ARMS-

PCR e suas associa¢des com qualidade de bebida em café

RESUMO

Mapas de ligagdo moleculares estdo se tornando uma das estratégias mais eficazes para realizacdo de
estudos avancgados de genética. Através destes mapas, locos de heranca simples ou complexa (QTLS)
podem ser identificados e localizados nos grupos de ligacdo, fornecendo assim a base para a realizagédo
da selecdo assistida por marcadores. No presente trabalho, marcadores SNP foram utilizados para a
adicdo de marcas em um mapa parcial de ligacdo génica em Arabusta. A populacdo mapa F, foi
originada a partir de autofecundagdes do hibrido interespecifico tetraploide C.arabica X C.canephora
4x, resultante de um cruzamento entre Coffea arabica var Bourbon Vermelho e uma planta tetrapl6ide
de Coffea canephora obtida por colchicina. Estudos de segregacdo de 28 marcadores SNP foram
realizados em 90 individuos desta populacdo. Estes marcadores foram selecionados a partir do
polimorfismo prévio de seus progenitores e os produtos de amplificacdo dos locos SNP tiveram seus
produtos finais detectados em gel de agarose 1,5% corado com Gel Red. Foram encontrados 25
marcadores SNP polimérficos no F,. Para o mapeamento das marcas geradas, foi utilizado o mapa
parcial de ligacdo génica ja existente em Arabusta e foi adotada a metodologia de marcadores
segregando em dose Unica (MDU), onde locos SNP sdo esperados na proporcdo de 3:1 na progénie.
Do total de 25 marcadores segregados nesta proporc¢éo, apenas nove (36%) foram aproveitados para a
adicdo no mapa. As marcas foram adicionadas ao mapa através do programa OneMap, utilizando LOD
6 e frequéncia de recombina¢do maxima de 0,5. O novo mapa passou a ter um comprimento total de
1295,87 cM, com distancia média entre as marcas adjacentes de 7,19 cM, média de 4,39 marcadores
no total de 41 grupos de ligacdo. Duas marcas SNP foram associadas com teor de agUcar (agucar
redutor e agUcar total) através da analise de marca simples. A andlise de marcadores individuais para
deteccdo de QTL nos permitiu obter informagdes prévias de associacdo putativa de QTL para a

gualidade do café.

Palavras-chave: qualidade de bebida, Coffea sp, SNP, PCR-RFLP e Tetra-primer ARMS-PCR



Identification of SNP markers by PCR-RFLP and Tetra-primer ARMS-PCR and their

associations with quality beverage in coffee

ABSTRACT

Molecular linkage maps are becoming one of the most effective strategies for advanced studies of
genetics. Through these maps, loci of simple or complex inheritance (QTLS) can be identified and
located in linkage groups, thus providing the basis for the implementation of marker-assisted selection.
In this study, SNP markers were used for adding tags on a partial map of linkage in Arabusta. The F,
population map was performed by self-pollinations from the tetraploid interspecific hybrid C.arabica
X C.canephora 4x. This tetraploid was the result of a cross between Coffea arabica var Bourbon Red
and a tetraploid plant of Coffea canephora obtained by colchicine. Segregation studies of 28 SNP
markers were performed in 90 individuals in this population. These markers were selected from the
polymorphisms and their parents prior to the products of amplification of SNP loci had its final
products detected in 1.5% agarose gel stained with Gel Red. Twenty-five SNP markers present
polymorphism in F,. For the mapping of the marks generated, we used the partial map of linkage
existing Arabusta and was adopted in the methodology of markers segregating in a single dose
(MDU), which SNP loci are expected in a 3:1 ratio in the progeny. From 25 markers segregated in this
proportion, only nine (36%) were used for adding the map. The tracks were added to the map through
the program OneMap using LOD 6 and maximum recombination frequency of 0.5. The new map has a
total length of 1295.87 cM, with an average distance between adjacent marks of 7.19 cM, 4.39 average
total of 41 markers on the linkage groups. Two SNPs were associated with brands in sugar (reducing
sugar and total sugar) through the analysis of simple tag. The analysis of individual markers to detect

QTL enabled us to obtain prior information of putative QTL association for the quality of coffee.

Key-words: quality beverage, Coffea sp, SNP, PCR-RFLP e Tetra-primer ARMS-PCR
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1 INTRODUCAO

O café pertence ao género Coffea, familia Rubiacea, subfamilia Cinchonoidaea, tribo
Coffeeae que é formada por dois géneros: Coffea L. (subgéneros: Coffea e Baracoffea) e
Psilanthus Hook f. (subgéneros: Psilanthus e Afrocoffea), formando cerca de 100 espécies
(BRIDSON, 1994).

Geograficamente, se distribuem ao longo da regido tropical e subtropical da Africa.
Apresentam enorme variabilidade em relacdo as caracteristicas morfologicas de folhas, flores
e frutos, caracteres agronémicos e bioquimicos, ploidia e reproducdo. As especies,
principalmente Coffea canephora e Coffea racemosa, constituem importantes fontes de
resisténcia a pragas, moléstias e nematoides, apresentando tolerancia as condicdes adversas do
ambiente, sendo aproveitadas em programas de melhoramento, em vista da diversidade
genética existente entre e dentro delas.

Embora exista grande nimero de espécies de café, somente a Coffea arabica L. e a
Coffea canephora Pierre tém importancia econdomica mundial (BERTHAUD & CHARRIER,
1988). A espécie C. arabica é uma planta de clima tropical, de temperaturas amenas, que
encontra no Brasil extensas areas apropriadas para seu cultivo (THOMAZIELLO et al., 1996).
Essa espécie se originou na Etiopia, a partir da hibridizacdo natural entre duas espécies
ancestrais dipldide, Coffea eugenioides (2n = 2x = 22 cromossomos) e C. canephora (2n = 2x
= 22 cromossomos) (LASHERMES et al., 1997). No hibrido resultante teria havido uma
duplicacdo do nimero de cromatides de todos os cromossomos ao invés de migrarem cada
uma delas para ambas as células-filhas, teriam permanecido na mesma célula. Deste modo,
originou-se uma nova espécie tetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos) (ANTONY et al.,
2002).

A C. canephora é originaria da Africa Central. E uma planta de clima tropical, sendo
bastante cultivada por sua rusticidade. Apresenta grande aceitagdo no mercado industrial
norte-americano e europeu por ser utilizada na fabricacdo de café soltvel.

Por ser um dos produtos agricolas mais valorizados e comercializados no mundo, o
café é considerado a segunda commodity mundial, superado apenas pelo petrdleo
(PORTILLO, 1993) e ¢é de grande relevancia para o Brasil, ja que este € o seu maior produtor.
O Brasil é responsavel por mais de um terco da producdo e exportacdo de café, alcancando a

marca de 43,6 milhdes de sacas para a safra 2011. No Brasil, o parque cafeeiro em produgéo



ocupa uma area de quase 2,5 milhdes de hectares, empregando, de forma direta e indireta, 7
milhdes de trabalhadores (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, 2011).

A maior parte da producdo cafeeira esta localizada nos estados de Minas Gerais
(50,8%), Espirito Santo (25,3%), S&o Paulo (8,0%) e Parana (3,9%), sendo a maior producéo
de C. arabica no estado de Minas Gerais (67,9%) e de C. canephora no estado do Espirito
Santo (71,2%) (CONAB, 2011).

O cafeeiro tem sido objeto de intenso melhoramento genético por diversas instituicdes
de pesquisa de modo que o Brasil tem uma produtividade competitiva no panorama mundial.
Os métodos de melhoramento da cultura se baseiam principalmente na escolha de plantas
matrizes em populacBes e conseqlientes anélises de suas progénies, bem como na hibridacdo
dentre ou entre espécies distintas. No tocante a este Ultimo, como a espécie C. arabica é a que
produz a melhor bebida, as hibridacGes sdo realizadas no intuito de transferir algumas
caracteristicas encontradas em espécies dipléides para C. arabica, tetrapldide (PRIOLLI et
al., 2008a).

Segundo CARVALHO (1981), pode ser utilizado o hibrido tripléide no
prosseguimento das hibridacdes de transferéncia das caracteristicas desejadas; entretanto,
resultados mais favoraveis foram obtidos com cafeeiros dipldides com nimero duplicado de
cromossomos Vvia colchicina. Assim, da hibridagdo de C.canephora cv Robusta 4n com
C.arabica obteve-se o hibrido arabusta e em retrocruzamentos sucessivos com C.arabica
originaram-se as populacdes que sdo conhecidas como Icatu, que apresentam boa
produtividade e resisténcia ao agente causador da ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. e Br).

Também com o hibrido arabusta vém sendo conduzido, desde 1996, autofecundages
controladas para obtencdo de populacéo F», além do retrocruzamento deste F, com C.arabica
cv Bourbon Vermelho, para obtencdo de uma populacdo RC;. O objetivo neste caso € a
construcdo de populacBes segregantes com suficiente nivel de variabilidade para a realizacao
de estudos de mapeamento genético em cafeeiros.

Com o crescente interesse sobre a qualidade de bebida no café estimula a utilizacdo de
marcadores moleculares para utilizacdo em praticas de selecdo assistida. O desenvolvimento e
construcdo de um mapa de ligacdo de marcadores moleculares associados & segregacdo de
caracteristicas bioquimicas estreitamente relacionadas com a qualidade da bebida do café
abrira a possibilidade para a selecdo mais rapida e eficiente destes caracteres.

Uma classe importante de marcadores moleculares consiste nos polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs e INDELSs) que séo diferencas de um unico par de bases na

sequéncia do DNA entre membros individuais de uma mesma especie. Os SNPs surgem por



mutacéo e sdo herdados como variantes alélicas, podendo ou ndo gerar diferencas fenotipicas
(HAYASHI et al., 2004). Como constituem as formas mais abundantes de variagcdes do
genoma, 0os SNPs podem fornecer uma fonte para saturacdo de mapas genéticos, aumentando
sua precisdo, podem ser utilizados também na analise e caracterizacdo de recursos genéticos,
possibilitando um melhor gerenciamento dos mesmos para 0 melhoramento vegetal, e atuam
como ferramentas para selecdo assistida por marcadores (RAFALSKI, 2002).

Apesar de sua importancia econémica, poucos estudos de mapas de ligagdo genéticos
associados a marcadores moleculares foram realizados no cafeeiro. PAILLARD et al. (1996)
construiram um mapa de ligacdo na espécie C. canephora (2n=22), a partir de uma populacéo
de duplo-hapl6ides obtida artificialmente por COUTURON (1982). KY et al. (2000)
apresentaram um mapa de ligacdo baseado em marcadores AFLP e RFLP, a partir de um
cruzamento interespecifico entre espécies silvestres do género Coffea pseudozanguebarie
(2n=2x=22) e Coffea liberica dewerei (2n=2x=22). LASHERMES et al. (2001) incluiram
marcadores microssatélites no mapa de ligacdo da populacdo de duplo-hapldides de C.
canephora, encontrando resultados mais satisfatorios na associacdo destes locos e
identificacdo de gametas masculinos e femininos. Em C. arabica, TEIXEIRA-CABRAL et al.
(2004) mapearam 93 loci RAPD em uma populacdo RC1 proveniente do cruzamento entre a
cultivar Mundo Novo e o Hibrido de Timor CIFC 2570, sendo este Gltimo utilizado como
genitor recorrente. PEARL et al. (2004) construiram um mapa genético de ligacdo de uma
populacdo pseudo- F2 de cruzamentos das cultivares Mokka e Catimor utilizando a técnica de
AFLP.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de marcadores SNPs e
a adicdo dessas marcas em um mapa parcial de ligacdo genética em uma populacdo de
Arabusta (C. arabica x C. canephora), visando a localizacdo de genes ligados a qualidade de
bebida. A localizacdo desses genes tornard mais facil a realizacdo de programas de selecdo

assistida por marcadores.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Melhoramento genético em Coffea
O melhoramento de plantas tem tido papel fundamental no desenvolvimento da
agricultura, gerando novas variedades em espécies de interesse agrondmico. O aumento na

eficiéncia de selecdo, o melhor conhecimento e caracterizacdo do germoplasma e a



maximizacdo dos ganhos genéticos tém sido objetivos de melhoristas de plantas do mundo
inteiro (BORBA, 2002).

As pesquisas visando ao melhoramento do café tiveram inicio no Brasil no ano de
1930, no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). As pesquisas utilizaram cultivares e
variedades presentes nos cafezais do Estado de Sdo Paulo e Centro Experimental do IAC, as
quais passaram a ser caracterizadas por meio de estudos botanicos, morfologicos, citolégicos
e genéticos. Assim, tais estudos visavam esclarecer sua taxonomia e a realizacdo das
primeiras hibridacdes e selecdes (KRUG et. al, 1938; CARVALHO & FAZUOLLI, 1993).

Uma das vertentes do melhoramento genético do cafeeiro busca a realizacdo de
hibridacGes com a espécie C. canephora, importante fonte de genes de rusticidade desejaveis
para C.arabica. Desde ha muito, procura-se associar caracteristicas de C. canephora, como
produtividade, melhor rendimento (relacdo entre o peso do fruto maduro para o de sementes
secas), e resisténcia a pragas e moléstias a boa qualidade da bebida de C. arabica.
Considerando que essas espécies possuem diferentes niveis de ploidia, a duplicacdo do
namero de cromossomos de C. canephora foi obtida pela primeira vez por MENDES (1947),
através do tratamento de sementes com colchicina. Com isso, 0 cruzamento entre estas duas
espeécies favoreceria a segregacao dos genes de C. canephora, considerada umas das espécies
parentais do C. arabica (C. eugenioides x C. canephora).

Assim, do cruzamento entre a forma tetrapldide de C. canephora cv. Robusta com C.
arabica cv. Bourbon Vermelho conseguiu-se plantas vigorosas e produtivas, cujas progénies
mostraram-se extremamente variaveis (CARVALHO, 1978). De sucessivos retrocruzamentos
desse hibrido com cafeeiros selecionados do cultivar 'Mundo Novo' de C. arabica,
conseguiram-se populacdes de elevada producdo e resisténcia a Hemileia vastatrix, as quais
receberam o nome genérico de Icatu (CARVALHO, 1978; COSTA, 1978, MARQUES &
BETTENCOURT, 1979).

Mais recentemente, com objetivo de constituir uma populacdo com caracteristicas
agrondmicas divergentes para fins de mapeamento genético e identificacdo de QTLs de
interesse agrondmico, foi gerada uma populacédo de hibridos entre C. arabica e C. canephora,
pelo pesquisador Luis Carlos Ramos, atualmente representada por cerca de 500 plantas na
geracao F.

O processo de selecdo de novos cultivares de cafeeiro € muito longo face a biologia da
planta. Concomitantemente, C. arabica, a espécie padrdo desejada pelos melhoristas, além de
estreita variabilidade genética, ndo possui alelos desejados para as principais caracteristicas

agrondmicas da cultura, como a resisténcia a pragas e doencas, teor de cafeina, periodo de



florescimento mais curto, etc., genes esses normalmente buscados em espécies proximas do
género. Diante desse contexto, para serem lancadas plantas desejaveis, com o padrdo de C.
arabica, sdo necessarios, muitas vezes, mais de 20 anos.

A demora para obtencdo destas plantas esta relacionada, primeiramente, com o ciclo
de vida desta espéecie. O cafeeiro € uma planta perene, assim para conseguir a primeira
producdo de grdos, € necessario esperar um periodo em torno de cinco anos. Outro fator que
também implica nesta demora é o numero de cruzamentos necessarios para a fixacdo dos

alelos relacionados com as caracteristicas agronémicas de interesse.

2.2 Projeto Brasileiro Genoma Café

O Projeto Brasileiro Genoma Café teve inicio no ano de 2002 por iniciativa de
instituicbes pertencentes ao Consorcio Brasileiro de Pesquisas Cafeeiras. O projeto foi
desenvolvido com o objetivo de disponibilizar recursos gendmicos a comunidade cientifica e
a obtencdo de um banco de ESTs (“Express Sequence Tags”).

Para as pesquisas em Coffea ssp., foram utilizadas 187.412 seqliéncias expressas
(“Express Sequence Tags” — EST) de um total de 43 bibliotecas de cDNA produzidas pelo
PBGC. As bibliotecas para C. arabica sdo compostas por diversos orgdos, estadios de
desenvolvimento e tratamento de estresse das cultivares Mundo Novo e Catuai. Em C.
canephora foram utilizadas 62.823 ESTs de 6 bibliotecas produzidas pela Nestlé e Cornell, e
15.647 ESTs de trés bibliotecas construidas pelo PBGC, totalizando em 78.470 ESTs.
Atualmente, o banco de dados possui 32.007 clusters (agrupamentos) em C. arabica,
divididos em 15.656 contigs e 16.351 singlets. Em C. canephora sdo 16.665 clusters, sendo
7.710 contigs e 8.955 singlets (MONDEGO et al., 2011).

A construcdo do banco de dados foi realizada pelas equipes do Laboratério de
Gendmica e Expressdo (LGE - UNICAMP) e pelo grupo da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN). Os resultados de anotacdo das sequiéncias obtidas pelo LGE
estdo armazenados em base de dados online em http://www.lge.ibi.unicamp.br/coffea e em

http://www.cenargen.embrapa.br/biotec/genomacafe/projeto.html para as anotacdes realizadas
pelo CENARGEN.

Os recursos desenvolvidos por este projeto disponibilizam ferramentas genémicas que

podem ser decisivas para a sustentabilidade, a competitividade e a futura viabilidade da

agroindustria cafeeira nos mercados interno e externo (VIEIRA et al., 2006).


http://www.lge.ibi.unicamp.br/coffea
http://www.cenargen.embrapa.br/biotec/genomacafe/projeto.html

2.3 Qualidade de Bebida

A qualidade da bebida do café é o principal fator de agregacdo de valor ao produto
visando conferir maior competitividade e melhores precos ao produto no mercado mundial. O
café, assim como sucos de frutas, € uma das poucas commodities que possui seu valor e
desejo de consumo atribuido as suas caracteristicas sensoriais de aroma e sabor independente
do local de origem. A composicao quimica do café varia de acordo com as diferentes espécies
do género (LEROY et al. , 2006) e essa diferenca contribui para que os gréos crus, quando
submetidos aos tratamentos térmicos, fornecam bebidas com caracteristicas sensoriais
diferenciadas (CLARKE, 2003).

Os compostos quimicos presentes nos graos sdo responsaveis pelo sabor e aroma da
bebida. Dentre estes compostos estdo: os acidos clorogénicos, os lipideos, diterpenos, 0s
acucares e as diferentes substancias que sdo formadas apos a torrefacédo do café.

A cafeina é responsavel pelo efeito estimulante da bebida, com uso farmacéutico
(estimulante) e comercial (producdo de bebidas a base de cola), e € um dos compostos mais
importantes com relacdo as qualidades nutracéuticas da bebida. Em C. arabica, o teor deste
alcaldide nas sementes estd ao redor de 1,4% enquanto que em C. canephora é de
aproximadamente 2,0%. O teor de cafeina dentro da espécie C. canephora apresenta pouca
variacdo ao contrario da espécie C. arabica, que apresenta diferencas entre mutantes, como €
0 caso da variedade Laurina que possui teor reduzido de cafeina (0,6%).

Outro componente quimico que vem adquirindo importancia semelhante a da cafeina é
0 &cido clorogénico (CGA). Os éacidos clorogénicos sdo 0s mais importantes compostos
fendlicos presentes no café e os que se apresentam em maior quantidade, além de serem os
responsaveis pelo gosto amargo da bebida (JOET et al., 2008). Presentes desde o grdo até a
bebida do café, sdo compostos encontrados no cafeeiro como ésteres de acido quinico com
acidos cinamicos. O &cido cafeoilguinico (CQA), acido dicafeoilquinico (diCQA) e acido
feruilquinico (FQA) s&o os mais abundantes e responsaveis por 98% do teor de CGA no café.
Em média, cultivares de C. arabica possuem 5% de &cidos clorogénicos e cultivares de C.
canephora até 6% (LEROQOY et al., 2006). O teor de alguns destes ésteres nos graos de café
pode interferir na adstringéncia da bebida. A degradacdo dos CGA em seus derivados durante
a torracdo pode ser uma das razdes da diferenca da qualidade da bebida entre as espécies C.
arabica e C. canephora.

Um efeito benéfico na qualidade da bebida do café é apresentado pelos lipideos, pois
se concentram nas areas externas, formando na semente uma camada protetora contra

eventuais perdas ocasionadas pelo processo de torracdo (PIMENTA, 2003). Os lipideos dos



graos de café sao conhecidos como “Oleo de café” e estdo presentes principalmente no
endosperma. Segundo LERCKER (1996) os teores de lipideos aumentam apos a torrefacédo do
grdo e variam conforme a espécie. O café arabica apresentou aumento de 11,4 para 15,4% e 0
robusta de 6,1 para 9,6%.

Os acucares predominantes no café sdo os ndo-redutores, particularmente a sacarose.
A sacarose € um dos compostos do grao de café que foi considerado como um importante
precursor do sabor e aroma da bebida, pois se degrada rapidamente durante a torracéo,
formando varios compostos (GEROMEL et al., 2006). Durante o processo de torracdo do café
0s acuUcares redutores, principalmente, reagem com aminoacidos (reacdo de Maillard), dando
origem a &cidos alifaticos, hidroximetil furfural e outros furanos além de pirazinas. Esses
compostos sdo considerados essenciais para a constituicdo do sabor e aroma da bebida, quer
como componentes volateis ou ndo volateis.

A preferéncia pelo café arabica parece estar relacionada, em parte, com as diferencas
no teor de sacarose, ja que ele tem uma bebida com perfeita relacdo entre dogura e leve
acidez. A C. arabica apresenta teores de 5,1% a 9,4% de sacarose e na C. canephora estes
valores sdo sempre mais baixos, normalmente variando de 4% a 7% (CAMPA et al., 2004).

O crescente interesse sobre a qualidade de bebida no café estimula a utilizacdo de
marcadores moleculares para utilizagdo em praticas de selecdo assistida. O desenvolvimento e
a construcdo de um mapa de ligacdo de marcadores moleculares associados a segregagdo de
caracteristicas bioquimicas estreitamente relacionadas com a qualidade da bebida do café

possibilitard a selecdo mais rapida e eficiente destes caracteres.

2.4 Marcadores Moleculares

Marcadores genéticos sao definidos como todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo
de um gene expresso ou de um segmento de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas ou moleculares podem ser usadas como marcadores
genéticos. Até meados da década de 60, as analises genéticas eram realizadas com a utilizacdo
de marcadores morfoldgicos de facil identificacdo no organismo e, geralmente, controlados
por um unico gene (OLIVEIRA et al., 2007).

Atualmente, os marcadores em DNA sdo mais utilizados e sdo caracterizados pela
deteccdo de variacdo natural nas sequéncias de DNA entre individuos, e sdo herdados
geneticamente. Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis variam conforme a
tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA, habilidade para detectar

diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade.



Entre os marcadores moleculares que se baseiam na analise do DNA genémico estéo o
RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) ou polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo, os Minissatélites ou VNTR (“Variable Number Tanden Repeats™), o
RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”), ou polimorfismo de DNA amplificados ao
acaso, o AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados, e os microssatélites SSR (“Simple Sequence
Repeat”) ou seqiiéncia simples repetidas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Nos estudos em café ja foram aplicados varios marcadores moleculares. MALUF et
al. (2005), encontraram marcadores RAPD, AFLP e SSR para a buscar a diversidade genética

em cultivares de Coffea arabica.

2.4.1 Polimorfismo de uinica base (“Single Nucleotide Polymorphism” — SNP)

Polimorfismo de Unica base (SNP) é uma pequena mudanca ou variagdo genética que
ocorre dentro da seqiiéncia de DNA, um Unico nucleotideo substituindo um dos outros trés
nucleotideos. A principio, poderia envolver quatro variacdes de nucleotideos diferentes em
um determinado local, mas, na verdade, apenas duas dessas possibilidades sdo mais
observadas (BROOKES, 1999). Assim, na pratica, SNPs sao marcadores bi-alélicos, de forma
que o conteddo informativo em um unico SNP € limitado, em comparag¢do com os marcadores
SSR que séo poli-alélicos (GRIFFIN & SMITH, 2000; GUPTA et al., 2001; ORAGUZIE et
al., 2007; SCHLOTTERER et al., 2004).

Os SNPs sdo o tipo mais freqliente de variacdo encontrada no DNA (BROOKES,
1999). A freqliéncia habitual de SNPs relatados para genomas de plantas é de cerca de 1 SNP
a cada 100-300 pb (GUPTA et al., 2001). Devido a alta freqliéncia de ocorréncia nos
genomas, 0s SNPs sdo uma rica fonte de variabilidade que podem ser utilizados para saturar
mapas genéticos, e também sdo potencialmente Uteis para a associacdo de mapeamento de
caracteristicas interessantes.

Nas plantas, os SNPs passaram a ser mais utilizados a partir da crescente
disponibilidade de colecdes de ESTs nos bancos de dados publicos, o que reduziu os custos
para a descoberta dos SNPs. Essas cole¢Oes tem sido fonte de identificacdo de SNPs em
algumas plantas como beterraba (Beta vulgaris L.) (SCHNEIDER et al., 2001), milho (Zea
mays L.) (CHING et al., 2002), arroz (Oryza sativa L.) (NASU et al., 2002), soja (Glycine
Max L. Merr.) (ZHU et al., 2003), e de cana (Saccharum hibrido) (GRIVET et al., 2003). A
disponibilidade de bancos de dados de EST torna possivel identificar os polimorfismos para

regides funcionais do genoma e até mesmo de genes especificos (KOTA et al., 2001).



Em estudos desenvolvidos por VIDAL et al. (2010), foram buscados SNPs nas
sequiéncias presentes no PBGC. Para C. arabica foram utilizados dois cultivares provenientes
de varias geracGes de autofecundagdo que geraram ESTs para o0 PBGC: cv Catuai Vermelho
IAC 144 e Mundo Novo IAC 388. Ja para C. canephora foram utilizados seis gendtipos: um
gendtipo Conilon do PBGC e cinco (coletados no leste da llha de Java) na andlise realizada
por Lin et al. (2005).

Foram encontrados 3.409 contigs com SNPs em C. arabica (14.866 SNPs) e 1.717
contigs em C. canephora (4.449 SNPs). Quando analisados, separadamente, 0s subgenomas
do café arabica (C. canephora e C. eugenioides), foram encontrados 113 contigs em C.
canephora (589 SNPs) e 71 contigs em C. eugenioides (371 SNPs). Juntos, foram
encontrados 843 contigs com polimorfismos, totalizando em 5.507 SNPs.

Véarios métodos de genotipagem de SNP vém sendo desenvolvidos nos Gltimos anos.
Os métodos atualmente disponiveis sdo: hibridacdo, ligacdo, amplificacdo por PCR, digestao

por enzimas de restricdo e extensdo por primers.

2.4.1.1 Reagdo em cadeia da polimerase - polimorfismo do tamanho do fragmento de
restricdo (PCR-RFLP)

Para aumentar as chances de obtencdo de marcadores polimoérficos o produto de
amplificagdo via PCR pode ser digerido por enzimas de restricdo gerando polimorfismos de
tamanho (KONIECZNY & AUSUBEL, 1993). Os primeiros tipos de marcadores baseados
nesse método foram os denominados RFLP (Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos
de Restricdo).

As variacOes detectadas pela técnica RFLP decorrem de mutagdes simples, rearranjos
dos segmentos de DNA por efeito de delecdes, inser¢des ou translocagdes e recombinacéo.
Essas modificacbes podem ocasionalmente alterar a seqiiéncia ou substituir bases
nitrogenadas em um ou mais sitios de reconhecimento de uma determinada enzima
(CAIXETA et al., 2009). As enzimas de restricdo clivam o DNA em locais especificos,
denominados sitios de restricdo, ao longo da molécula de DNA e geram polimorfismos de
tamanho (SCOTT et al., 2000).

Uma vez que diferentes individuos apresentam diferengas ao nivel do genoma, o que
esta técnica explora é a possibilidade dessas diferencas se encontrarem no interior da
sequéncia de reconhecimento das enzimas de restricdo utilizadas. Desta forma, a comparacao
dos perfis resultantes pode detectar pequenas alterac6es (polimorfismos) que diferenciem os
DNAs.



A técnica de PCR-RFLP tem sido bastante utilizada em trabalhos que visam encontrar
diversidade gendmica (JESUS et al., 2008; SCHOGL, 2000).

2.4.1.2 Tetra-primer ARMS-PCR

A técnica de sistema de amplificacdo refrataria da mutacéo ( “4mplification Refractory
Mutation System” - ARMS-PCR), descrita primeiramente por NEWTON et al. (1989)
permite o diagnostico de qualquer mutagdo conhecida no DNA gendmico de forma simples,
rapida, confiavel e de baixo custo.

O processo descrito por YE et al. (2001), nomeado Tetra-Primer ARMS-PCR, adota
certos principios do método Tetra-Primer PCR, onde sdo usados quatro primers em uma
mesma reacdo, e do ARMS-PCR, sendo uma forma simples e econdmica de genotipagem de
SNPs.

Em uma mesma reacdo, se empregam quatro primers para amplificar um fragmento
longo de DNA, usado como controle da reacdo, e até outros dois fragmentos, cada um
representando um alelo determinado pelo SNP. Os primers que amplificam o fragmento
maior sdo denominados primers externos (Fe e Re, para os primers forward e reverse,
respectivamente), enquanto os primers alelo-especifico sdo denominados primers internos (Fi
e Ri, para os primers foward e reverse, respectivamente).

Para aumentar a especificidade da reacdo, é introduzida uma base ndo-complementar
na penultima posicdo da extremidade 3' de cada um dos dois iniciadores alelo-especifico. Essa
base ndo-complementar é introduzida nesta posicdo do primer para que, a extensdao da
sequéncia a ser amplificada pela polimerase, seja paralisada. Assim, trés padroes diferentes
de bandas s&o originados (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema da técnica Tetra-primer ARMS-PCR para uma substituicdo G/A. Setas
roxa e verde claro representam os primers externos forward (Fe) e reverse (Re),
respectivamente; setas azul e rosa, os primers internos forward (Fi) e reverse (Ri), 0s quais
possuem mismatchs na penultima base (*) e o perfil de amplificacdo dos homozigotos e do
heterozigoto. Fonte: YE et al., 2001

2.5 Mapas de Ligacdo em Coffea

O desenvolvimento de mapas de ligacdo genética é uma das aplicacbes de maior
importancia da tecnologia dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas, pois
estes mapas permitem a geracdo de informacdes basicas a respeito da estrutura, organizagéo e
evolucdo do genoma, a localizacdo das regides gendmicas que controlam caracteristicas de
importancia agronémica, a quantificagdo do efeito destas regides nos caracteres estudados e a
utilizacdo de todas estas informacGes nos programas de melhoramento (CARNEIRO et al.,
2002).

Poucos estudos de mapas de ligacdo genéticos associados a marcadores moleculares
foram realizados em café. PAILLARD et al. (1996) construiram um mapa de ligagdo na
especie C. canephora (2n=22) a partir de uma populacdo de duplo-haploides obtida
artificialmente por COUTURON (1982) tendo sido inseridos 147 locos (47 RFLP e 100

RAPD) em 15 grupos de ligacdo no genoma desta espécie. KY et al. (2000) apresentaram um
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mapa de ligacdo baseado em 167 locos AFLP e 13 locos RFLP a partir de um cruzamento
interespecifico entre as espécies silvestres Coffea pseudozanguebarie (2n=2x=22) e Coffea
liberica Dewerei (2n=2x=22), estando os marcadores reunidos em 14 grupos de ligacéo.

LASHERMES et al. (2001) incluiram marcadores microssatélites no mapa de ligacédo
da populacéo de duplo-haploides de C. canephora, encontrando resultados mais satisfatorios
na associacgao destes locos para identificacdo de gametas masculinos e femininos. PEARL et
al. (2004) construiram um mapa em uma populacdo F, de C.arabica derivada do cruzamento
do hibrido Catimor com Moca a partir de marcadores AFLP e obtiveram 31 grupos de
ligacdo.

A aplicagdo mais importante dos mapas genéticos é a localizagdo de genes que
controlam caracteristicas de importancia econémica como producédo de gréos, altura da planta,
teor de proteinas, resisténcia a doencas, qualidade de bebida (que resultam da acdo cumulativa
de um conjunto de genes). Essas caracteristicas recebem o0 nome de poligénicas, quantitativas
ou de heranca complexa e os locos que as controlam sdao chamados de QTL’s (“Quantitave

Trait Loci”) (TANKSLEY, 1993).

2.5.1 Mapa parcial de ligacdo génica em Arabusta (C. arabica x C. canephora 4x)

No ano de 2008, foi construido um mapa parcial de ligacdo génica em uma populacao
derivada do cruzamento entre C. ardbica cv Bourbon Vermelho e C. canephora 4n cv
Robusta, denominada arabusta. A iniciativa deste projeto tendeu a utilizacdo de marcadores
moleculares associados a genes para a qualidade de bebida, visando o melhoramento por meio
de selecdo assistida.

O mapa genético € constituido de 37 grupos de ligacdo, sendo 0s grupos um e trés
fragmentados, totalizando em 40 grupos de ligacdo, onde 155 marcas AFLP e 14 marcas
microssatélites SSR (“Simple Sequence Repeat”) foram ancoradas. Ao todo foram mapeados
um total de 1011 cM (centiMorgans), com distancia média de 5,98 cM entre marcas
adjacentes e uma media de 4.58 marcas por grupo de ligacdo (PRIOLLI et al., 2008b).

Por ser um mapa genético parcial, ha a necessidade da utilizacdo de novos marcadores
moleculares para a sua saturacdo e assim, permitir a localizacdo de QTLs ligados a qualidade

de bebida como outras caracteristicas importantes para a cultura em quest&o.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

Para a construcdo do mapa genético relacionado com a qualidade de bebida do café foi
utilizada uma populacdo F, constituida de 166 plantas obtidas na estacdo experimental do
IAC, em Mococa —SP (latitude 21°28S, longitude 47°01W e altitude 665m) (Figura 2).

A geracdo segregante F, foi obtida a partir do cruzamento entre o parental (1) C.
arabica cv Bourbon Vermelho e o parental (2) C.canephora cv Robusta e da autofecundacéo
com o hibrido tetraploide F, (Figura 3). O parental C.arabica ¢é halotetrapléide (2n=4x=44),
enquanto o parental C. canephora é dipldide (2n=2x=22), portanto precisou ter seu numero de
cromossomos duplicado via colchicina para ser utilizado como doador no cruzamento
(MENDES, 1947).

O material resultante deste cruzamento revela valores variados em teores de cafeina,
acidos clorogénicos, diterpenos e acglcares sendo propicios para obtencdo de marcas

gendmicas.

Figura 2 — Amostragem da geracdo segregante F,, localizada na cidade de Mococa — SP, onde

é possivel observar a heterogeneidade desta populacéo.
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Figura 3 — Parental 1 C. arabica cv Bourbon Vermelho (A) e o parental 2 C.canephora cv
Robusta (B) e o hibrido tetrapléide F; (C), localizados no Centro Experimental do IAC em
Campinas — SP, Fazenda Santa Elisa (latitude 22°54S, longitude 47°03W e altitude 854m).

3.2 Andlises Fenotipicas

Os dados para as andlises fenotipicas foram obtidos em dois de estudos (2003 e 2004).
Foram analisadas as caracteristicas para teores de acucar (acUcar redutor e acUcar total),
cafeina, acidos clorogénicos (CGA), producao e tolerancia a seca (C13). As correlacGes entre
as caracteristicas foram realizadas pelo pacote estatistico R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2008).

3.3 Extracdo, Purificacdo e Quantificacdo de DNA

Folhas de plantas adultas da geracdo F, foram colhidas na esta¢do do IAC em Mococa-
SP, e enviadas ao laboratério de biologia molecular do IAC — Fazenda Santa Eliza (Campinas
— SP).

As amostras foliares foram maceradas em presenca de nitrogénio liquido e congeladas
a -20° C. A extracdo foi realizada seguindo o protocolo de extragdo do método CTAB 10%
(DOYLE & DOYLE, 1990). Os DNAs extraidos foram guardados a -20 °C.

As amostras de DNA depois de extraidas foram purificadas usando 1 volume da
solucdo de fenol:cloroférmio 1:1 e centrifugadas durante 5 minutos a 7500 rpm a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio
seqguido de centrifugacdo por 5 minutos a 75000 rpm a temperatura ambiente. Ao novo
sobrenadante foram adicionados 10% do volume coletado com acetato de sédio (NaAc 3 M
pH 5.2) e 3 vezes o volume coletado com etanol 100%. As amostras foram armazenadas a -
20° C. O DNA foi novamente centrifugado, o acetato de sodio mais o etanol foram removidos
e 0 DNA precipitado foi seco a temperatura ambiente. Depois de seco 0 DNA foi ressuspenso

em um volume de 100 pL de dgua Mili-Q.
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O DNA foi quantificado pela leitura em espectrofotémetro utilizando um volume de 4
pL de DNA e 196 puL de 4gua. Os comprimentos de onda utilizados na leitura foram de 260 a
280 nm. Para a medicdo dos dados foi utilizada a formula:

[DNA] = (abs 260) X 50 X diluicio

Onde: (abs 260) é o valor obtido pela onda de 260 nm.
E a razdo estabelecida para as amostras foi de 1,2 a 1,9 e para a obtencdo desses

valores foi usada a formula:

_(abs 260)
"~ (abs 280)

Onde: (abs 260) é o valor na onda de 260 nm e (abs 280) na onda de 280 nm.

Depois de quantificadas as amostras foram diluidas para 20 ng/ pL.
3.4 Mineracédo de Dados e Analises de Bioinformatica

3.4.1 Busca em banco de dados (NCBI)

Sequiéncias de genes ligados a qualidade de bebida foram buscadas através do uso de
palavras-chave na base de dados Nucleotide, do Nacional Center for Biotechnology
Information (NCBI). A procura por palavras-chave foi escolhida, pois possibilita a obtencédo
das seqliéncias exatas dos genes de café ligados a qualidade de bebida, ja depositadas.

Foram realizadas buscas de sequiéncias relacionadas com as rotas da biossintese de

acidos clorogénicos, acucar, cafeina, diterpenos e folatos (Tabela 1) (VIEIRA et al., 2006).
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Tabela 1 — Lista das enzimas que participam da via metabolica dos &cidos clorogénicos,

acucares, cafeina, diterpenos e folatos. Nome completos das enzimas, seguidos pelas suas

siglas utilizadas neste trabalho.

ENZIMAS DA VIA METABOLICA SIGLA
8 fenilalanina amdnia-liase PAL
é hidroxicinamoil- CoA- ligase 4ACL
E cinamato 4-hidroxilase C4H
g coumarato 3-hidroxilase C3H
< hidroxicinamoil-CoA:D-quinato hidroxicinamoil transferase CQT
_  fosfato sintase da sacarose SPS
§ sacarose sintase SUSY
& invertase da parede celular Cwi
invertase vacuolar INVAC
- S-adenosil-1-metionina SAM
= teobromina sintase TBS
E xantosina metil transferase XMT
N-metil transferase NMT
kaureno sintase KS
o kaureno oxidase KO
5 1-deoxi- D-xilulose-5-fosfato redutoisomerase DXR
% isopentenil difosfato sintase IDS
5 3-hidroxi-3-metilglutail- CoA redutase HMGR
aldeido dehidrogenase ADH
copalyl difosfato sintase CPS
o dihidrofolato redutase DHFR
k= dihidrofolato sintase DHFS
L guanosina trifosfato GTP
tetrahidrofolato sintase THFS

3.4.2 Busca no banco de dados do Projeto Brasileiro Genoma Café (PBGC)

As sequéncias encontradas no banco de dados NCBI foram entéo buscadas por blastn

na base de dados do Projeto Brasileiro Genoma Café (PBGC). A procura por blastn foi

escolhida, pois possibilita a obtencdo de sequéncias de nucleotideos a partir das sequiéncias de

nucleotideos encontradas; dessa maneira, possibilitou a identificagdo de contigs de café

similares as sequiéncias de nucleotideos depositadas no NCBI que possuiam a mesma fungéo.

A selecdo das sequéncias de café foi baseada em seus valores de e-value (méximo de -

15), sua identidade (minima de 70%) e suas analises estruturais (qualidade do

16



sequenciamento). As buscas foram realizadas tanto na base de dados do C. arabica como do

C. canephora inseridos no PBGC.

3.4.3 Andlise in silico

Os contigs dos genes ligados a qualidade de bebida tanto de C. arabica quanto de C.
canephora obtidos anteriormente foram, entdo, alinhados e analisados através do software
CODONCODE ALIGNER v. 3.5.7 (CodonCode Corporation), para verificagdo da qualidade
das sequiéncias.

Para a deteccdo in silico dos polimorfismos de Unica base (SNPs), para a técnica
Tetra-primer ARMS-PCR, foi utilizado o mesmo software, onde as sequéncias de C. arabica
e C. canephora foram alinhadas, atravées dos comandos Contig—Advenced
Assembly—Compare Contigs—ClustalW, e comparadas, assim, permitindo a localizacédo

destes.

3.5 Desenho de Primers e Obtencéo dos Amplificados

3.5.1 PCR-RFLP

Os primers usados nesta técnica foram desenvolvidos por terceiros. Oligos para as
enzimas que implicam na biossintese de proteases (cisteina e aspartico) foram desenhados
pela pds-doutoranda Paula Nobile e as seqiiéncias usadas foram extraidas do projeto do
pesquisador Paulo Mazzafera (UNICAMP), presente na base de dados do PBGC. Ja o0s
primers para as enzimas que participam da biossintese de acucares (CWI, SPS e SUSY) foram
desenvolvidos pela equipe do pesquisador Luiz Filipe P. Pereira (IAPAR).

A amplificacdo do DNA foi obtida a partir da técnica de PCR juntamente com a
utilizacdo dos primers especificos previamente desenhados. A reacéo base da amplificacéo foi
realizada com as seguintes concentragdes: tampéao 1X (200 mM Tris -HCI pH 8.0 e 500 mM
KCI), 50 mM MgCl,, 10 mM dos desoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) , 10 mM
primer especifico forward, 10 mM primer especifico reverse, 1 U Tag DNA polimerase, 60
ng de DNA e agua mili-Q (q.s.p. 20 uL). As amostras foram amplificadas em termociclador
(PTC-100) e a partir do primer utilizado foi estabelecida uma programagdo de PCR
touchdown (um ciclo de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 °C e 1 min a 72 °C, decrescendo 0,5 °C
por ciclo, até que a temperatura de anelamento fosse 60 °C; em seguida 25 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 mina60 °Ce1mina 72 °C). Outro programa utilizado seguiu 0s mesmos padrdes

com alteragdo na temperatura de anelamento, abaixando de 60 °C até 58 °C.
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Os amplificados gerados por PCR de amplificacdo especifica nos genitores, hibrido F,
e na populacdo F, foram digeridos por enzimas de restricdo (Alu I, Dde I, Eco RI, Hae llI,
Mse I, Msp I, Fnu DII, Taq | e Scr FI) e o produto analisado em gel de agarose (1,2%).

3.5.2 Tetra-primer ARMS-PCR

O desenho dos primers para amplificacdo dos genes foi realizado com bases nas
sequéncias analisadas contendo o polimorfismo de cada um dos genitores (C. arabica e C.
canephora). O aplicativo web utilizado foi o TETRA-PRIMER (ARMS-PCR) -

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primerl.html - desenvolvido especialmente para

essa técnica.

Amostras de DNA dos genitores e do individuo F, foram utilizadas nos testes de
amplificacdo dos fragmentos especificados por cada conjunto de primers. Os testes de
validacdo dos marcadores envolveram combinacdes entre 0s quatro primers para cada loco
génico, assim: (i) Fe + Re, (ii) Fe + R, (iii) Fi + Re, (iv) Fe + Re + Fi, (v) Fe + Re + Ri, e (vi)
Fe + Re + Fi + Ri. Para os pares de primers (combinagdes i, ii e iii), as reacGes continham
cerca de 60 ng de DNA gendmico, 1X de tampdo de PCR, 1,5 mM de MgCl,, 1 U de enzima
Tag DNA polimerase, 0,2 UM de cada dNTP, 0,3 uM de cada primer, e agua ultra-pura para
um volume final de 16 pL. Para os trios de primers (combinagdes iv e V), as reagoes
continham cerca de 60 ng de DNA gendmico, 1X de tampéo de PCR, 2,5 mM de MgCl,, 1 U
de enzima Tag DNA polimerase, 0,2 UM de cada dNTP, 0,15 uM de cada primer externo (Fe
e Re), 0,3 uM do primer interno (Fi ou Ri), e 4gua ultra-pura para um volume final de 16 uL.
Para o Tetra-primer (combinacdo vi), as reacGes continham cerca de 60 ng de DNA
gendmico, 1X de tampéo de PCR, 2,5 uM de MgCl,, 1 U de enzima Tag DNA polimerase,
0,2 UM de cada ANTP, 0,1 uM de cada primer externo (Fe e Re), 1 uM de cada primer interno
(Fi e Ri), e 4gua ultra-pura para um volume final de 16 pL. O programa para amplificacdo em
termociclador foi 0 mesmo para os trés esquemas de amplificagdo e consistiu em desnaturacédo
inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 10 ciclos de 94 °C por 40 s, 60 °C por 40 s, com
decremento de 0,5 °C por ciclo, e 72 °C por 1 min, mais 25 ciclos de 94 °C por 40 s, 55 °C
por 40 se 72 °C por 1 min, e extensdo final a 72 °C por 8 min. As rea¢Ges foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizadas sob luz UV, utilizando-se como marcador de

massa molecular ladder 100 pb.
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3.6 Adicao das Marcas no Mapa Parcial de Ligacdo Génica em Arabusta

Para a adicdo das marcas SNPs no mapa de ligacdo parcial de Arabusta, foram
utilizados os dados anteriormente mapeados por PRIOLLI et al.(2008b) juntamente com os
novos dados gerados neste trabalho.

O programa utilizado para a adi¢do das novas marcas foi o OneMap (MARGARIDO
et al., 2007) onde os grupos de ligacdo foram estabelecidos empregando dois pontos de
andlises, com valores 6 de LOD e fracdo de recombinacdo de 0,5. A funcdo de Kosambi foi

usada para a conversdo da fracdo de recombinacdo em mapa de distancia (KOSAMBI, 1944).

3.7 Anédlise de Marca Simples

O estudo da andlise de marca simples foi efetuado fazendo associagBes entre 0s
marcadores e as caracteristicas fenotipicas analisadas.

Os dados fenotipicos utilizados para essas associa¢fes foram acgUcar redutor, agucar
total, acidos clorogénicos (CGA), cafeina, producdo e tolerancia a seca (C13). Os dados de
acucares foram desenvolvidos e analisados pela equipe do pesquisador Luiz Filipe P. Pereira
(IAPAR) e os de CGA, C13, cafeina e producéo pela equipe dos pesquisadores do IAC (Luis
Carlos Ramos e Carlos Colombo) e da UNICAMP (Paulo Mazzafera).

As associagbes foram realizadas atraves do software R 2.13.0 (IHAKA &
GENTLEMAN, 1996) utilizando o modelo estatistico LRT (“likelihood ratio test” — teste da
razdo da verossimilhanca). Foram consideradas associagcfes significativas para P inferior a

0,01 e sugestiva quando o valor de P variou de 0,01 a 0,05
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analises Fenotipicas
As analises fenotipicas foram realizadas com 62 individuos dos 90 usados para este
estudo (Tabela 2). O motivo foi que somente estes produziram graos para extracao dos dados.
As meédias dos valores fenotipicos dos dois anos analisados (2003/2004) em cada individuo
estéo indicadas na Figura 4. Para se fazer as associagdes de marcas simples, foram utilizadas

as médias entre os individuos para cada caracteristica.

Tabela 2 - Lista com os 90 individuos utilizados neste estudo.

Individuos utilizados

1* 31 57* 83 110* 135

3 34* 58 85 113 136>
5* 38* 59 87 115* 139*

8 39* 62%* 88* 116* 140
10 40* 64* 89* 117* 141
12 41> 67 93* 118* 142*
13 42* 68* 95* 119* 143*
14* 43 72%* 97* 122* 144*
16* 45* 73%* 98* 123 145
17* 47* 75%* 99* 124* 146
18* 48* 76> 100* 125* 147
19* 51 77 102* 126* 148*
20 52 78%* 104* 129 149
24 53* 81 105* 133 151*
27%* 56* 82* 109* 134* 155*

(*) e negrito os individuos utilizados para analises fenotipicas nos anos de 2003 e 2004

20



Acucar total Acucarredutor

12,00 0,70
5 -
‘210,00 ;§. 0,60
e e
8 800 ul—1 2 0,50
1 o] I 1.3 g 040
< 2 030 }
g “oo (it - < Ll : ™
So
0,00 - = = § 0,00 I ]l_
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61
Numero de individuos Numero de individuos
%
Cafeina CGA
3,50 L 700
-
§ 3,00 E 6,00
3 l I 3 | | |
e 2,50 2 500 i
£ | | .
g 200 1 § 400
2 | 1 2
8 150 g 3,00
& | %
8 100 £ 200
& 050 ! " Y fg 1,00 “ ! “
- 0,00 - . : 0,00
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61
Nimero de individuos Numero de individuos
Producao
_— 1 4 7 101316 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61
8 -22,00 M1
0,80
:.g'o = £ 2300 I
50 g
8 060 5 24,00
g 050 € 25,00 -
-g 0,40 _E -26,00 J
5 0.30 g 57,00
B 020 | 8 | I
222 T I 2 2500
2 s00 1 Il 0L Lot DT D0 e UL € 2900
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 -30,00

. g Nimero de individuos
Nimero de individuos

Figura 4 - Média dos valores fenotipicos para acucar total, acucar redutor, cafeina, CGA
(&cidos clorogénicos), producdo e C13 (tolerdncia a seca), nos dois anos de analises

(2003/2004) e em cada individuo utilizado para este estudo

4.2 Mineragdo dos Dados e Analises de Bioinformatica

4.2.1 Busca ho banco de dados NCBI

A busca dos 24 genes envolvidos na qualidade de bebida através das palavras-chaves
no banco de dados do NCBI encontrou 11 seqliéncias em sete genes em Coffea arabica e
Coffea canephora; as enzimas PAL e CQT (&cidos clorogénicos); SPS, SUSY, CWI e
INVAC (acucares) e TBS (cafeina) (Tabela 3). Os outros 13 genes ndo possuiam seqliéncias
depositadas no banco de dados.
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Tabela 3 — Lista das enzimas cujas sequéncias foram encontradas no banco de dados do

NCBI. Enzimas procuradas, tamanho da sequéncia (N° de pb), espécie onde foi encontrado,

cddigo de identificacdo no banco de dados (GI) e a referéncia bibliogréfica.

Enzima N° de pb Espécie Caodigo (GI) Referéncia

SPS1 3150 C. canephora 112383525 Privat et al ., 2008

SPS2 1550 C. canephora 116833016 Privat et al ., 2008
Acicares SUSY1 2979 C. arabica 115310617 Geromel et al ., 2006
SUSY?2 2889 C. arabica 115310619 Geromel et al ., 2006

Cwi 1731 C. canephora 112383511 Privat et al ., 2008

INVAC 2212 C. canephora 112383513 Privat et al ., 2008

PAL1 2530 C. canephora 23451808 Campa et al ., 2002

Ac. Clo PAL2 2096 C. canephora 23451810 Campa et al ., 2002
CQT 1534 C. canephora 139538847 Lepelley et al ., 2007

Cafeina TBS1 1302 C. arabica 26453374 M!zuno et al ., 2003
TBS2 1268 C. arabica 26453376 Mizuno et al ., 2003

4.2.2 Busca no banco de dados do Projeto Brasileiro Genoma Café

A busca das 11 sequéncias por blastn no banco de dados do PBGC possibilitou o

encontro dos contigs de C. arabica e C. canephora correspondentes as seqiiéncias depositadas

no NCBI.

Os outros 13 genes que ndo obtiveram resultados anteriormente foram buscados

através de palavras-chave na base de dados do PBGC. Os bancos tanto de C. arabica (Tabela

4) quanto de C. canephora (Tabela 5) foram consultados nesta etapa.

Tabela 4 — Lista das enzimas encontradas no banco de dados de Coffea arabica. Enzima

procurada, contig correspondente, tamanho da sequéncia em pares de bases (N° de pb) e

namero de reads que constituem o contig (N° de reads).

Enzima Contig N°de pb N°dereads Enzima Contig N°de pb NO°de reads
TBS e XMT Contig4180 1752 12 HMGR  Contig10629 657 2
4CL1  Contigl6799 844 2 ADH Contig6043 2038 18
4CL2 Contig9013 2039 13 DHFR  Contig9142 2135 10
C4H Contig1623 1744 51 DHFS  Contig2006 1066 2
PAL Contigl6976 2621 29 GTP Contig3001 696 2
C3H Contig1026 1273 4 THFS  Contig10700 2005 7
CQT  Contigl4985 1813 19 CPS  Contigl5962 2685 30
SAM Contig8041 2037 94 SPS1  Contig11376 1019 3
NMT  Contigl2550 1373 34 SPS2  Contig10553 1020 3
KS Contigl536 2791 24 SUSY  Contig13370 2901 194
KO Contig8678 2106 12 Cwi Contig7742 1110 4
DXR  Contigl2937 1777 20 INVAC Contig12989 1724 10
IDS Contig6739 1392 17
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Tabela 5 — Lista das enzimas encontradas no banco de dados de Coffea canephora. Enzima
procurada, contig correspondente, tamanho da seqiiéncia em pares de bases (N° de pb) e
namero de reads que constituem o contig (N° de reads).

Enzima Contig N°de pb N°de reads Enzima Contig N°de pb NO°de reads
TBS e XMT Contig3416 1532 31 HMGR NA NA NA
4CL Contig1055 1009 5 ADH Contig3010 1752 8
C4H Contig5315 1695 15 DHFR NA NA NA
PAL Contig8104 1334 3 DHFS Contig2121 888 3
C3H Contig2707 1989 16 GTP Contig1672 1644 17
CQT Contig5907 1743 11 THFS Contig4d775 1034 2
SAM Contig6863 1547 126 CPS Contig7671 2798 27
NMT Contig7691 528 2 SPS1 NA NA NA
KS Contig6669 1529 5 SPS2 NA NA NA
KO1 Contig5275 867 2 SUSY1  Contig8231 2287 77
KO2 Contig4034 970 2 SUSY2  Contig3788 1284 77
DXR Contig7294 1109 6 CwiI Contig3009 781 6
IDS Contig5889 1295 45 INVAC Contig7756 1142 3

* NA = dados ndo obtidos

Alguns genes ndo foram encontrados no banco de dados de C. canephora (HMGR e
DHFR), é provavel que estas enzimas ndo foram seqienciadas e depositadas no banco. Os
genes para sacarose fosfato sintase (SPS 1 e 2) ndo foram encontrados no banco de dados do
PBGC, mas como héa sequiéncias depositadas no NCBI, como visto anteriormente (Tabela 3),
estas foram usadas no trabalho.

Analisando e comparando os resultados é possivel observar que hd genes em C.
arabica que possuem dois exemplares (4CL 1 e 2), possivelmente por estar presente nos dois
subgenomas constituintes desta espécie, o que ndo se repete em C. canephora. Isso também
foi observado de forma contraria. O gene KO (KO 1 e 2) possui duas isoformas em C.
canephora e em C. arébica isso ndo se confirma. Assim, para os estudos foram usadas as trés

sequéncias para ambos 0s genes.

4.2.3 Andlise in silico

Através do alinhamento, pelo programa CODONCODE ALIGNER, dos contigs
obtidos nas duas espécies de café foi possivel verificar a qualidade das sequiéncias e, assim,
descartar as que possuiam alto nivel de discrepancia, ou seja, seqliéncias com percentuais
elevados de bases nucleotidicas desiguais.

Dos 24 genes obtidos, somente 13 tiveram resultados satisfatorios (Tabela 6) e foram

utilizados para o desenvolvimento de oligonucleotideos (primers) para posteriores analises.
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Tabela 6 — Lista das enzimas que obtiveram resultados satisfatorios na analise in silico.

Enzima Via metabolica
C4H Acido clorogénico
CQT Acido clorogénico
PAL Acido clorogénico
CPS Diterpeno

KO Diterpeno
KS Diterpeno
Cwi Acucar

INVAC Acucar
SPS Acucar

SUSY AcUcar
TBS Cafeina
XMT Cafeina
THFS Folato

4.3 Desenho dos Primers e Obten¢do dos Amplificados

4.3.1 PCR-RFLP

Como foi dito anteriormente neste trabalho, os oligos para esta técnica foram

desenvolvidos por terceiros e, ao total, foram obtidos sete pares de primers (Tabela 7).

Tabela 7 — Sequiéncias dos sete primers desenvolvidos para PCR-RFLP, com suas respectivas

temperaturas de pareamento e porcentagem de GC para genotipagem de SNPs.

Primer Sequéncias (5" - 3") Tm % GC
Aspértico F:CTTTGGGCAGCATTTGTATTAGG 59 43
R: CCATGTTATCAACAGCGATTTCC 59 43
Q Cisteina 5 F:GCTTTCCTTTTITGCTGTTGTATIG 58 38
§ R: TGAACTCGTGGTTGGTCATATCA 59 43
g Cisteina 8 F: GCTCCGATCCTCCCTACCA 59 63
R: CGAGTGACTCAAATGAAGCTAACAATAC 60 39
Cisteina 22 F: GCAGAGTGATACATACAGCCACAAA 59 44
R: CCTCCTCGGTAAGATCAGAGAACT 58 50
CWI c4 PP2 F: GCACAGAACCGCTTACCACT 60,32 55
g - - R: TACCACCCAGCAGGATTITTC 59,93 50
§ SPS ¢2 PP1 F: AACGTTCCGATGGTTCTGAC 59,97 50
o - R: AATGCCACTTGCCCATAAAG 59,96 45
< Susy c6_a F:GATGTTTGGCCTTACCTGGA 59,93 50
- R: TAACCTGCCACCACAACAAG 59,61 50
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Os oligos foram testados nos dois parentais e no hibrido F;. Por ndo apresentarem
bandas polimorficas, essas reacdes foram digeridas, separadamente, com nove enzimas de
restricdo (Alu I, Dde I, Eco RI, Hae Ill, Mse I, Msp I, Fnu DII, Taq | e Scr FI) (Figura 5). As
digestdes revelaram sete combinag6es polimorficas: Cis_5 x Mse I, Cis_8 x Hae Ill, Cis_22 x
Msp I, Asp x Msp I, CWI_c4 x Msp I, SUSY _c6 x Taq | e SPS_c2 x Msp | (Figura 6). Uma
dessas combinacdes revelou duas bandas polimorficas (Cis_8 x Hae IlI) registrando, assim,
oito polimorfismos obtidos com digestéo.

ladder Hae lll Eco Rl

— e CEmSd .

Figura 5 — Teste das digestdes do primer para Sacarose Fosfato Sintase (SPS_c2), por 8
enzimas de restricdo, nos parentais (Ca e Cc) e hibrido F,. Ladder de 250 pb.
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Figura 6 - Perfil de amplificacdo do gene para Sacarose Fosfato Sintase (SPS_c2)
digerido pela enzima Msp | nos genitores, hibridos F; e 90 individuos da geracéo F,
sendo o ladder de 200pb. Fragmentos polimorficos: 500pb.
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A partir da realizacdo do teste do qui-quadrado (%), cinco marcadores (62.5%)
apresentaram segregacdo na proporgéo esperada (3:1) e trés (37.5%) apresentaram distorgéo
na segregacao (9:1) (Tabela 8).

Tabela 8 — Enzimas que participam da biossintese de proteases e acgucares, enzimas de
restricdo usadas para obtencdo de polimorfismo para a genotipagem da populacdo mapa,
tamanho dos fragmentos polimorficos e suas segregacdes

Enzimas Enzimas de restri¢do testadas Genotipagem Fragmentos polimérficos Segregacéo
9 Cisteina 5 Alu 1, Dde I, Eco RI, Hae III, Mse 1 e Msp | Mse | 300 pb (31)
§ Cisteina 8 Alu |, Dde 1, Eco RI, Hae IIl, Mse e Msp | Hae 1lI 750 e 1000 pb (91)*e(31)
S Cisteina 22 Alu [, Dde I, Eco RI, Hae IIl, Mse leMspl Msp 1 600 ou 1750 pb (91)*
o Aspartico Fnu DII, Hae Ill, Eco RI, Msp le Taq | Msp | 3000 pb (9:1)*
8 CWI c4 Alu 1, Scr FI, Fnu DII, Hae 1lI, Eco Rl e Msp | Msp | 600 pb (31)
§ SUSY ¢c6  Alu I, Scr FI, Fnu DII, Hae 111, Eco RI, Msp |, Mse le Taq | Taq | 400 pb (31)
< SPSc2  Alu I, Scr FI, Fnu DI, Hae 111, Eco RI, Msp |, Mse leTaqg | Msp | 500 pb (31)

*marcadores que ndo atingiram a segregacao esperada (3:1)

4.3.2 Tetra-primer ARMS-PCR

A andlise in silico resultou em 14 genes, mencionados anteriormente (Tabela 5), para
o desenvolvimento de primers por meio da técnica de Tetra-primer ARMS-PCR.

Através do aplicativo web desenvolvido para o desenho dos oligos para essa técnica,
apenas seis enzimas (as enzimas para aclcares: CWI, INVAC, SUSY 1 e 2; e acidos
clorogénicos: CQT e PAL) obtiveram oligonucleotideos com boas caracteristicas para
amplificacdo (Tabela 9).

Os demais genes resultaram em primers que possuiam baixa temperatura de

anelamento ou algum tipo de anelamento com sua propria seqiiéncia, sendo entdo descartados.
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Tabela 9 - Sequéncia dos Tetra-primers desenhados, alelos polimorficos, temperatura de

pareamento, porcentagem de GC, posi¢do do polimorfismo e tamanhos esperados para cada

alelo (AE, em pb) para genotipagem de SNPs.

Enzimas Primers Sequéncias (5' - 3") Alelo Tm(°C) | % GC Posicdo SNP AE (pb)
CQTL - Fi TGCAAAAAGAATCCACCAC C 55.8 421 Fi+Re (alelo C): 202
CQT1-Ri TATCCATTCTTGCCAAGTCA T 56.3 40.0 1169 Fe+Ri (alelo T): 297
CQTL - Fe CACCTGAACAACTTAGCCAG 60.4 50.0 Fe+Re (controle): 460
CQT1-Re ATATGAATAGGTCTGCCCCA 58.4 45.0
CQT2 - Fi CATGCCACTCTTCCACAG G 59.9 55.6 Fi+Re (alelo G): 219
coT CQT2-Ri CTCAGAAATCGTACAGGACCT A 60.6 476 1468 Fe+Ri (alelo A): 294
CQT2 - Fe ACTTAAGATCAGCCCTGGAT 58.4 45.0 Fe+Re (controle): 474
CQT2-Re CTCTGGCCATGATAAAGAAA 56.3 40.0
CQT3-Fi CATCTCTGCACTTCATCACTA A 58.7 429 Fi+Re (alelo A): 159
CQT3-Ri AGCTATGTCTGACCAGGC G 59.9 55.6 2773 Fe+Ri (alelo G): 109
CQT3- Fe GGTAACTCGTTTCAAGTGTG 58.4 45.0 .
Fe+Re (controle): 229
CQT3-Re ATCTGATTTTAGTTGAGGGG 56.3 40.0
CWIL - Fi CTCCAGAGAACAAAAGCA A 55.3 44.4 Fi+Re (alelo A): 181
CWI1 - Ri TCTCTGAATGAGCTTGACTC G 58.4 45.0 541 Fe+Ri (alelo G): 269
CWI1 - Fe TTAATCAACTGGAACCCTC 55.8 42.1 .
Fe+Re (controle): 412
cwi CWI1 - Re GTATTGAATACAGTGGGTGC 58.4 45.0
CWI2 - Fi CGCGATTGGAACATAGGT T 57.6 50.0 Fit+Re (alelo T): 169
CWI2 - Ri GAAAACATCCTTGGAATTCG C 56.3 40.0 857 Fe+Ri (alelo C): 251
CWI2 - Fe GTCGAGGAAAAGCACTTCTG 60.4 50.0 Fe+Re (controle): 382
CWI2 - Re AATGACTCGTTGATCCAACC 58.4 45.0
INVACL1 - Fi TGACAAGAAGACTGGAACACAC C 60.8 455 Fi+Re (alelo C): 179
INVAC INVACL - Ri ACCGGCCATTGAAGTCTA T 57.6 50.0 1365 Fe+Ri (alelo T): 253
INVACL - Fe CGAATAACAATAAGTGGACCC 58.7 42.9 Fe+Re (controle): 392
INVACL1 - Re TGCCTCACTATCCACTTCAA 58.4 45.0
PALL - Fi CAACGGGACCGAAACTTG G 59.9 55.6 Fi+Re (alelo G): 210
PAL PALL - Ri CGAGTGAGGCAATGTGTCAG C 62.5 55.0 670 Fe+Ri (alelo C): 231
PALL - Fe GTTAAGGTGGAGCTGTCGGA 62.5 55.0 Fe+Re (controle): 403
PALL - Re TGTAGGAGAGCGGAACCAAA 60.4 50.0
SUSY1.1-Fi CTGATGAGAACCCTTGCA A 57.6 50.0 Fi+Re (alelo A): 185
SUSY1 SUSY1.1- Ri TGGTAATACAAGTCAACGAC G 56.3 40.0 505 Fe+Ri (alelo G): 252
SUSY1.1- Fe TTGTGGTGCTTCTACAGG 57.6 50.0 Fe+Re (controle): 399
SUSY1.1-Re AACGAATAGCAGTAGTCAGC 58.4 45.0
SUSY2.1-Fi CAATACAAGGGCAAGCCG G 59.9 55.6 Fi+Re (alelo G): 196
SUSY2.1 - Ri GATCCTGTCGTTAAGCATCCTT A 60.8 455 238 Fe+Ri (alelo A): 235
SUSY2.1 - Fe AAGAACTCGTTGATGGAAGCA 58.7 42.9
Fe+Re (controle): 391
SUSY2 SUSY2.1 - Re CATTTCCAAGACACGCTCAG 60.4 50.0
SUSY2.2 - Fi GCCAGGATTATACAGAGTTTTG G 58.9 40.9 Fi+Re (alelo G): 181
SUSY2.2 - Ri CAAAAACATCAATGCCAGGT A 56.3 40.0 1192 Fe+Ri (alelo A): 260
SUSY2.2 - Fe AACACAGTGTACCATTGCTCA 58.7 429 Fe+Re (controke): 399
SUSY2.2 - Re AGGTGTTCCTCATTCTCCAC 60.4 50.0

Através do perfil de amplificacdo dos genitores e do hibrido F; (Figura 7), os

conjuntos de quatro primers foram amplificados na populacdo mapa para geracdo de uma

matriz de dados (Figura 8).
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F1 P2o S ey ey P2 ry

Fe+Re+Fi Fe+Re+Ri Fe+Re+Fi+Ri

Figura 7 — Perfil de amplificacdo do quarteto de primers para SUSY?2.2 nos genitores e
hibrido F;, sendo o ladder de 250pb e as 6 combinacfes entre os primers externos (Fe e Re) e
internos (Fi e Ri). Tamanho dos amplificados: Fe+Re — 400pb; Fe+Ri — 250pb, Fi+Re —
200pb; Fe+Re+Fi — 400pb e 200pb; Fe+Re+Ri — 400pb e 250pb e Fe+Re+Fi+Ri — 400pb,
250pb e 200pb.

100pb
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Figura 8 — Amostragem da amplificagdo do quarteto de primers desenvolvidos para SUSY2.2
na populacdo mapa, visando genotipagem. Ladder de 100pb e os tamanhos dos fragmentos
em 400, 250 e 200pb.

A partir da matriz de dados gerada pela genotipagem dos fragmentos foi realizado um
teste de qui-quadrado (x%), para saber se os marcadores gerados apresentaram segregacio na
proporgdo esperada (3:1). A partir deste calculo foi fornecido o p-value (valor p) que consiste
na significancia do resultado. O nivel de significancia adotado foi de 5% (0,05). Portanto,
aqueles que obtiveram valores de p-value abaixo de 0,05 obedeceram a propor¢do esperada.

Dos 20 marcadores obtidos, 15 (75%) apresentaram resultados satisfatorios (Tabela 10).
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Tabela 10 - Valores do célculo qui-quadrado e p-value gerados a partir das analises das

frequiéncias esperadas e observadas.

Enzima Alelo Qui-quadrado (x°) p-value
CQT1 Fi+Re (alelo C) 10.9635 0.0009293
Fe+Ri (alelo T) 14.8356 0,0001173
COT? Fi+Re (alelo G) 8.4429 0,003665
Fe+Ri (alelo A) 9.2466 0,002359

CQT3 Fi+Re (alelo A) 2.0137 0,1559*
Fe+Ri (alelo G) 9.2466 0,002359

CWIL Fi+Re (alelo A) 0.2237 0,6362*
Fe+Ri (alelo G) 16.9909 3.756e-05
CWI2 Fi+Re (alelo T) 12.8265 0,0003417
Fe+Ri (alelo C) 3.8402 0,05004*

Fi+Re (alelo C) 2.0137 0,1559*
INVAC Fe+Ri (alelo T) 12.8265 0,003417
PAL Fi+Re (alelo G) 14.8356 0,0001173

Fe+Ri (alelo C) 0.7717 0,3797*
SUSY1 Fi+Re_ (alelo A) 21.7397 3.123e-06
Fe+Ri (alelo G) 8.4429 0,003665
Fi+Re (alelo G) 21.7397 3.123e-06
SUsY21 Fe+Ri (alelo A) 21.7397 3.123e-06
Fi+Re (alelo G) 21.7397 3.123e-06
SUSY2.2 Fe+Ri (alelo A) 21.7397 3.123e-06

*valores acima do nivel de significancia 5% (0,05)

A distorcdo de segregacdo apresentada em ambas as técnicas ndo afetara a qualidade
da localizacao de supostos QTLs. Em dados recentes Xu (2008) e Zhang et al. (2010) notaram
que a distorcdo pode diminuir a possibilidade de deteccdo de QTL, mas ndo deve aumentar a
taxa de falsos positivos. Zhang et al. (2010) também observou a importancia do tamanho da
populacdo para evitar modificacBes de QTLs devido a distorcdo. A populacdo de café usada
neste estudo é de 90 individuos e pode ser considerada pequena, limitando assim o poder de
deteccdo de QTL. No entanto, Xu (2008) sugeriu que o poder de mapeamento de QTL pode
ser artificialmente aumentado quando um mapa é escasso, como utilizado neste trabalho.

Assim os QTLs identificados em grupos de ligacdo com segregacdo distorcida nao

deve impedir uma investigacdo mais aprofundada sobre essas regides do genoma.
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4.4 Adicao das Marcas no Mapa Parcial de Ligacdo Génica em Arabusta
A relagdo dos primers com os codigos das marcas usadas para 0 mapeamento esta
presente na Tabela 11. Os cddigos possuem o prefixo SNP, seguido de numeral crescente (1,

2, 3, etc). Os trés ou quatro digitos que seguem referem ao tamanho da banda polimorfica.

Tabela 11 — Lista dos codigos dos marcadores SNP utilizados para o0 mapeamento.

Tetra-primer ARMS-PCR  Cddigo no mapa PCR-RFLP Codigo no mapa

CQT1 (alelo C) SNP1202 Cisteina 8 SNP211000
CQT1 (alelo T) SNP2297 Cisteina 5 SNP22300
CQT2 (akelo G) SNP3219 CWI_c4 SNP23600
CQT2 (alelo A) SNP4294 SUSY_c6 SNP24400
CQT3 (akelo A) SNP5159 SPS_c2 SNP25500
CQT3 (akelo G) SNP6109
CWI1 (alelo A) SNP7181
CWI1 (alelo G) SNP8269
CWI2 (alelo T) SNP9169
CWI2 (alelo C) SNP10251
INVAC (alelo C) SNP11179
INVAC (alelo T) SNP12253
PAL (alelo G) SNP13210
PAL (alelo C) SNP14231
SUSY1 (alelo A) SNP15185
SUSY1 (alelo G) SNP16252
SUSY2.1 (alelo G) SNP17196
SUSY2.1 (alelo A) SNP18235
SUSY2.2 (alelo G) SNP19181
SUSY2.2 (alelo A) SNP20260

Ao total foram adicionadas nove marcas (0ito marcas que representam enzimas da
biossintese de acucares e uma marca representando uma enzima da biossintese de &cido
clorogénico) de 25 obtidas para SNP (Tabela 12). Dois grupos de ligacdo foram formados
com marcas AFLP (E6M6098) e SSR (S18179) que, anteriormente, ndo estavam ancoradas, e
duas marcas SSR (S18181 e ES3248) que também ndo estavam presentes no mapa de
ligacdo, foram adicionadas aos grupos ja existentes. 1sso mostra como a utilizacdo de varios
marcadores moleculares na construcdo de mapas é eficiente e importante, pois com a sua
saturacdo aumenta a chance de localizar QTLs ligados as caracteristicas de importancia

agrondmica.
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Tabela 12 — Marcadores SNPs ancorados ao mapa de ligacdo parcial de Arabusta, mostrando
0 grupo de ligacdo no qual foi adicionado e sua posicdo no grupo de ligacdo (em
centiMorgans- cM).

Marcador Grupo de ligacao Posicdo (cM)

SNP25500 2 50.47 cM
SNP19181 4 27.04 cM
SNP20260 4 27.04 cM
SNP16252 4 31.37cM
SNP18235 4 33.53cM
SNP3219 4 33.53 cM
SNP17196 4 36.09 cM
SNP24400 29 14.18 cM
SNP23600 41 13.84 cM

Com a adicdo das novas marcas SNPs no mapa genético parcial, o niUmero de grupos
de ligagdo aumentou de 40 para 41, passando de 1011 cM para um total de 1295,87 cM
mapeados. A média da distancia de marcas adjacentes passou de 5,98 cM para 7,19 cM e a
média de marcadores por grupo caiu de 4.58 para 4.39. O numero de grupos de ligacéo
presentes nesse mapa de ligacdo ndo é definido ainda, pois, através de estudos citogenéticos
da populagdo F,, foram observados altos indices de irregularidades meitticas (GRANATO,
2010).

De todos os marcadores mapeados (AFLP, SSR e SNP), 65,5% vieram da mae de C.
arabica, 30% a partir do C. canephora 4x e 4,5% de ambos os pais. Estes resultados sugerem
que a divergéncia entre os dois genomas ancestrais de C.arabica (C. canephora e C.
eugenioides) € duas vezes maior do que a existente entre os dois haplétipos do genétipo de C.
canephora utilizados como pai para criar o hibrido F;. Resultados similares foram observados
por Pearl et al. (2004), que encontraram em uma pseudo populacéo F, derivada do cruzamento
entre cultivares de C. arabica, 68% dos marcadores AFLP foram do cv. Catimor, 30% do cv.
Mokka hibrido e 2% foram codominantes.

As andlises de segregacdo de marcadores de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) indicaram heranga tetrassomica resultantes do
emparelhamento dos cromossomos homaologos na meiose da primeira geragéo dos hibridos C.
arabica x C. canephora 4x (LASHERMES et al., 2000). Em duas popula¢des RCsF; , (C.
arabica x C. canephora 4x) x C. arabica, as segregagdes e co-segregac¢des dos locos RFLP e

marcadores microssatélites tiveram um comportamento dentro da proporcdo esperada,
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assumindo a segregacdo aleatoria dos cromossomos e auséncia de selecdo (HERRERA et al.,
2002). Em um estudo utilizando locos SSR, o hibrido F; mostrou que as relacfes entre 0s
gametas ndo diferiram significativamente daquelas esperadas supondo associacOes aleatdrias e
heranca tetrassdmica (PRIOLLI et al., 2008a).

Em C. arabica, por seu nivel baixo de polimorfismo associado ao seu tetraploidismo, a
estratégia de mapeamento consiste na construgdo de mapas genéticos parciais com posterior
integracdo dos mapas. Um mapa de ligacdo de café ardbica foi construido a partir de 288
combinacbes de primers AFLP, resultando em 16 principais grupos de ligacdo contendo 4 a
21 marcadores, e 15 pequenos grupos de ligacdo constituido por 2 ou 3 marcadores. O
comprimento total do mapa foi de 1,802.8 cM, com uma distancia média de 10,2 cM entre
marcadores adjacentes (PEARL et al., 2004).

Em uma populacdo de retrocruzamento de C. arabica, um mapa genético parcial foi
construido com 82 locos RAPD e abrangeu o comprimento estimado de 540.6¢cM, a distancia
média de 7,3 cM entre marcadores adjacentes em um total de oito grupos de ligacdo
(TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004). Em C. canephora, um mapa genético de 1.402 cM, com
15 grupos de ligacdo foram relatados utilizando 47 marcadores RFLP e 100 RAPD
(PAILLARD et al., 1996). Onze grupos de ligacdo que supostamente correspondem aos 11
cromossomos de C. canephora foram identificados a partir de 162 loci (97 AFLP, 11 RAPD,
18 microssatélites e 36 RFLP), em um comprimento total de mapa de 1041 cM e distancia
média de 6,5 ctM (LASHERMES et al., 2001). Mapas genéticos de cruzamentos dipldides
interespecificos também foram obtidos para C. pseudozanguebarie x C. liberica (KY et al.,
2000) e C. canephora x C. heterocalyx (COULIBALY et al., 2003), levando a identificacdo
de 14 grupos de ligagdo cobrindo 1.144 cM e 15 grupos de ligagdo com 1.360 cM

respectivamente.

4.5 Andlise de Marcas Simples

A andlise de marca simples para detectar as associacdes entre caracteriticas
fenotipicas, incluindo agucar total, agUcar redutor, cafeina, acidos clorogénicos, contetidos de
producdo, tolerdncia a seca e marcadores moleculares foram realizados. Dois niveis de limiar
correspondente a associacao significativa (P < 0,01) e nivel sugestivo (P < 0,05) foram
considerados.

Neste trabalho serdo mostrados e discutidos somente associa¢fes entre caracteristicas

fenotipicas e marcadores obtidos pelas técnicas de PCR-RFLP e Tetra-primer ARMS-PCR.
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Vale lembrar que estas analises foram feitas com todos os marcadores, mesmo aqueles que
n&o foram ancorados ao mapa parcial de ligagdo génica.

As caracteristicas fenotipicas foram extraidas de apenas 64 dos 90 individuos da
populagédo F,, os quais produziram grdos para as analises. Assim, as marcas SNPs presentes
no quarto grupo de ligacdo ndo obtiveram resultados pela analise de marca simples pois nao
apresentaram segregacao para estes individuos.

Ao total, foram encontrados 16 marcadores com associa¢Oes, sendo dez com
associacfes sugestivas e seis significativas (Tabela 13). A porcentagem da variancia
fenotipica explicada pelos marcadores SNPs (R?) variou de 6,22% (SNP6109) a 18,56%
(SNP10251). Em relacdo aos dados bioquimicos, dez associacdes foram encontradas e para
dados de producéo e toleréncia a seca (C13) foram seis associagoes.

Cinco marcadores foram associados a acucares total, sendo duas associacfes
sugestivas a P < 0,05 e trés significativas a P <0,01. A maioria dos marcadores teve um efeito
negativo sobre acucar total. O marcador (SNP7181) derivado do gene para invertase da
parede celular contribui para uma diminuicdo de 1,79% desta caracteristica. Na populacdo de
Arabusta, os marcadores SNP2297, SNP7181 e SNP8269 mostraram efeito negativo sobre
actcar total e foram associados ao nivel significativo (P < 0,01). A variacdo fenotipica (R?),
explicada por meio de marcadores associados a agucar total, variou de 8,21% para 11,28%.
Considerando todos os marcadores associados, foram capazes de explicar 49,33% da variacéo
fenotipica para acucar total.

Dois marcadores tiveram associagfes com acUcar redutor, ambos como associ¢do
sugestiva (P < 0,05). O marcador (SNP25500), derivado do gene que codifica para sucrose
fosfato sintase, possui efeito negativo e reduz a caracteristica em 0,04%, correspondendo a
7,27% da variacdo fenotipica da caracteristica. J4 o marcador (SNP8269), derivado do gene
para invertase da parede celaular, é positivo, aumentando a caracteristica em 0,03% e a
variacdo fenotipica expliacda por esta marca € de 6,85%.

Para acido clorogénicos (CGA), dois marcadores tiveram associacdes, sendo uma
sugestiva (P < 0,05) e outra significativa (P < 0,01). Ambos possuem efeito positivo. O
marcador (SNP10251) derivado do gene para invertase da parede celular contribui para o
aumento em 12,45% desta caracteristica. A variacdo fenotipica (R?) variou de 6,22% para
18,56% e juntas, essas marcas explicam 24,78% da variacdo fenotipica para CGA.

Para cafeina houve apenas um marcador associado de forma sugestiva (P < 0,05). O
marcador (SNP10251) possui efeito positivo, aumentando em 0,42% esta caracteristica e

explica em 6,44% a variacéo fenotipica (R?) para a mesma.
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Tabela 13 — Valores de probabilidade para a associacdo de marca simples com caracteristicas de qualidade de bebida em café, tais como agucar

redutor, acucar total, tolerancia a seca (C13), cafeina, acidos clorogénicos (CGA) e produgdo de graos.

Fenotipo

Aglicar redutor

Aglcar total

C13 Cafeina

CGA Produgéo

Marca
SNP25500
SNP8269
SNP23600
SNP2297
SNP7181
SNP8269
SNP211000
SNP2297
SNP8269
SNP15185
SNP211000
SNP22300
SNP10251
SNP6109
SNP10251
SNP1202

GL Efeito R2(%) p-value
2 -0.0467 72719 0.0292*
NA 00392 6.8538 0.0342*
41
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Efeito

0.9858

-1.0903
-1.7999
-0.8923

0.8253

R2 (%) p-value

8.3033 0.0194*
11.0811 0.0065**
10.4686 0.0082**

11.28  0.006**
8.2115 0.0202*

Efeito

0.7241
0.7782
0.528

-0.6284

0.7094

R2 (%) p-value Efeito R2(%) p-value Efeito

7.1339 0.0306*

12.5231 0.0037**

6.3544 0.0418*

7.7 0.0246*

11.4476 0.0057**

0.4298 6.4468 0.0402*

0.4684
12.458

R2 (%) p-value Efeito R2(%) p-value

6.2275 0.0439*
18.5668 0,0003**
-0.3657 7.3075 0.0286*

Efeito: (+) aumenta o carater, (-) diminui o carater
R?(%): 0 quanto a marca representa o carater
NA: marcas ndo ancoradas ao mapa

GL.: grupo de ligacéo

*valores sugestivos (P < 0,05)

**valores significativos (P <0,01)
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Para producao também houve somente um marcador associado de forma sugestiva (P
< 0,05). O efeito apresentado pelo marcador (SNP1202), proveniente do gene que codifica
para CQT, é negativo, assim diminuindo em 0,36% a caracteristica em questdo. A variancia
fenotipica (R?) explicada por este é de 7,2%.

Cinco marcadores foram associados a C13, sendo duas associagdes sugestivas a P <
0,05 e trés significativas a P < 0,01. A maioria dos marcadores teve um efeito positivo sobre
C13. O marcador (SNP8269) derivado do gene para invertase da parede celular contribui para
um aumento de 0,77% desta caracteristica. Os marcadores SNP8269 e SNP22300 mostraram
efeito positivo sobre C13 e foram associados ao nivel de 1% (P < 0,01 — significativo). A
variagdo fenotipica (R?), explicada por meio de marcadores associados a C13, variou de
6,35% a 12,52%. Considerando todos os marcadores associados, foram capazes de explicar
45,14% da variacdo fenotipica para C13.

Dez associacOes detectadas (62,5%) tiveram efeito positivo nos valores fenotipicos
analisados. Para toleréncia a seca (C13), por exemplo, 90% das associa¢fes contribuem para o
aumento da caracteristica. Este resultado pode ser atribuido a dois fatores. O primeiro é que
individuos com baixa tolerancia a seca foram descartados durante a selecdo e a segunda é que
a tolerancia a seca e acucar total sdo caracteristicas inversamente correlacionadas. Assim, as
progénies provavelmente possuem alelos com efeito positivo sobre C13 e negativo sobre
acucar total. Na verdade, a maioria das associacOes detectada para agUcar total teve um efeito
negativo sobre esta.

Das 16 associacOes detectadas, apenas duas estdo relacionadas com marcas ancoradas
ao mapa parcial de ligagio génica em Arabusta (PRIOLLI et al., 2008b). A marca SNP25500,
esta presente no segundo grupo de ligacdo e possui uma associacdo sugestiva para agucar
redutor juntamente com a marca AFLP E1M1166, localizada ha 8,58 cM de distancia da
marca SNP (Figura 9). Isto indica que nesta regido do mapa esta localizado um suposto QTL
que regula este caracter.

O mesmo foi observado para a marca SNP23600 presente no 41° grupo de ligacdo. O
grupo é constituido por apenas duas marcas, um microssatélite S18179 e o SNP, e estdo
distantes 13,84 cM (Figura 10). Ambas apresentaram associagdo com acucar total, indicando

também, uma suposta localizacdo de QTL.
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Figura 9 — Grafico indicando as marcas do segundo grupo de ligacdo que possuem valores de
P sugestivos (E1M1166 e SNP25500). Valores de P value transformados em log10: linha a

1,2 - valores significativos a 5%; linha a 2,0 - valores significativos a 1%.

Grupo de ligacao 41
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2
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Figura 10 - Gréfico indicando as marcas do 41° grupo de ligacdo que possuem valores de P
sugestivos (S18179 e SNP23600). Valores de P value transformados em log10: linha a 1,2 -

valores significativos a 5%; linha a 20 - valores significativos a 1%.
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Ha um grande niamero de marcas (AFLP, SSR e SNP) associadas a dados fenotipicos
que ainda ndo foram adicionadas a este mapa, assim sendo necessario a utilizagdo de novos
marcadores para permitir a ancoragem destas e a satura¢cdo do mapa. Com isso, a localizacdo
de QTLs sera mais eficiente.

Poucos estudos tém sido realizados em café para localizacdo de QTLs. Alguns QTLS
em Coffea foram detectados utilizando populagcfes segregantes, derivadas de cruzamentos
interespecificos. Lashermes et al. (1996) identificaram locos para incompatibilidade (S). Trés
QTLs significativos (LOD > 3 e P <0,001) foram detectados para a viabilidade de p6len em
uma progénie backcrossed proveniente de um cruzamento entre C. canephora e C.
heterocalyx (COULIBALY et al., 2003).

Apenas um QTL foi identificado por tempo de frutificagdo usando uma ANOVA one-
way com um nivel de significancia de P < 0,001 em um cruzamento entre C.
pseudozanguebariae X C. liberica var. Dewevrei. O QTL foi localizado no grupo de ligacéo
E definida por Ky et al. (2000), entre o0 marcador AFLP ACCCTTL1 e o marcador RFLP G13.
O marcador ACCCTT1 explicou 64% da variancia frutificacdo (AKAFFOU et al., 2003).

N’Diaye et al. (2007) encontraram oito QTLs significativos (P=0,001) associados com
caracteristicas morfologicas em uma progénie backcrossed proveniente de um cruzamento
entre C. liberica e C. canephora. Para capacidade de embriogénese somatica foram
detectados oitos QTLs, dos quais, seis possuem um efeito positivo sobre a caracteristica e
explicam 8,6-12,2% da variacdo observada. Os outros dois QTLs sdo negativos para a
caracteristica. Neste mesmo estudo foram determinados dois QTLs para comprimento médio
de raizes e comprimento do maior broto da estaca e estes QTLs estdo explicaram 12-27% da
varia¢do observada (PRI'YONO et al., 2010).

Em relacdo a qualidade, ndo ha muitos artigos disponiveis relacionando QTLs com as
caracteristicas de interesse. Em Leroy et al. (2011), através da utilizacdo de uma populacéo
intra-especifica de C. canephora, os autores detectaram associa¢fes significativas entre
caracteristicas agronémicas e a qualidade de bebida. Foram identificadas cinco zonas de QTL
para genes candidatos, sendo dois para genes que codificam a biossintese de cafeina, um gene
gue implica na biossintese de acidos clorogénicos e dois genes que implicam no metabolismo
do agUcar. Estes resultados s&o um primeiro passo para a determinacéo de alelos favoraveis
relacionados com a qualidade de bebida em cafe.

Com a identificacdo de regides de interesse tanto para qualidade como para
caracteristicas agronémicas, implicard em estudos futuros de mapeamento por associagao.

Como visto em Leroy et al. (2011), as regides do genoma para determinacdo do rendimento e
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qualidade sdo diferentes, mostrando que a selecdo simultanea pode ser realizada em ambas as
caracteristicas, como fora sugerido anteriormente por Montagnon et al. (1998). Assim, futuros
trabalhos obtidos sobre o sequenciamento do genoma café definira, mais precisamente, a
localizagdo de genes de interesse e a identificacdo de QTLs.

Estudos de QTL sdo especificos para os individuos pesquisados, assim, ha a
necessidade de validar a estabilidade destes em outras localidades e em diferentes progénies,
principalmente em populacdes oriundas de cruzamento entre grupos divergentes usados para
selecdo. Os estudos sobre mapeamento genético por associacdo em grupos ou grandes
colecbes de café permitira a determinacdo precisa das regibes gendmicas e dos genes
implicados na comprovacéo da qualidade.

Apesar de ter outras abordagens sobre deteccdo de QTL, tais como mapeamento por
intervalo (LANDER & BOSTSTEIN, 1989) e mapeamento por intervalo composto (ZENG,
1994), as quais possuem mais poder do que analise de marca simples (LIU, 1998) para
detectar QTLs, a abordagem utilizada aqui nos permitiu obter informacdes preliminares das
supostas associa¢des para as caracteristicas analisadas.

Os resultados apresentados e futuros estudos irdo contribuir para a selecdo assistida
por marcadores para a melhoria da qualidade. Assim, o presente trabalho é de interesse para
ajudar, futuramente, os pesquisadores no controle da introgressao de genes de resisténcia de
C. canephora para C. ardbica sem perder a qualidade de bebida (BERTRAND et al., 2003).

5 CONCLUSOES

e As técnicas abordadas (PCR-RFLP e Tetra-primer ARMS-PCR) foram eficazes para a
deteccdo de polimorfismo de Unica base (SNP).

e Com a adicdo das marcas SNP ao mapa parcial de ligagdo génica em arabusta foi

possivel cobrir uma maior area do genoma.

e Ha marcas associadas com mais de uma caracteristica fenotipica.

e As caracteristicas fenotipicas tolerancia a seca (C13) e agucar total sdo caracteristicas

inversamente proporcionais.
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e A anélise de associacdo entre marcadores e componentes bioquimicos envolvidos na
qualidade de bebida do café (acucar redutor e agucar total), permitiu obter informacdes

preliminares do papel de supostos QTL para estas caracteristicas.
e A confirmacdo desses dados a partir do aumento de marcas e individuos podera

confirmar o uso dos mesmos em programas de melhoramento por meio da selegéo

assistida.
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7 ANEXO(S)

Anexo 1 - Mapa parcial de ligagdo genética em Arabusta. Eixo inferior os nimeros referéntes aos grupos de ligacéo e eixo vertical

em centiMorgans (cM). Em destaque, os marcadores SNP adicionados ao mapa.
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