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RESUMO

A utilizacao de ferramentas biotecnoldgicas, como os marcadores moleculares, pode
acelerar os programas de melhoramento através da selegdo assistida por
marcadores. Para o café, um planta perene, essa caracteristica € particularmente
desejavel devido ao tempo e recursos despendidos para o langamento de uma nova
cultivar. Contudo, para Coffea arabica, a principal espécie de importancia econémica
do género Coffea, o numero de marcadores polimorficos disponiveis € muito baixo
comparado a outras importantes culturas. Muitos estudos foram realizados para
tentar acessar a variabilidade da espécie e a despeito de alguns polimorfismos
serem encontrados, estes foram pouco eficientes para a discriminagdo genotipica e
mapeamento genético. Neste contexto, o presente estudo buscou acessar a
diversidade nucleotidica pela deteccdo de SNPs, em uma populacdo do centro de
origem de C. arabica onde se espera encontrar a maior diversidade da espécie.
Foram selecionados oito genes envolvidos na biossintese de agucares e diterpenos
bem como um gene cloroplastidico e um de alcool desidrogenase (ADH).
Fragmentos dos respectivos genes de 12 gendtipos de C. arabica (oito do centro de
origem e quatro comerciais), oito de Coffea canephora e um de Coffea eugenioides
foram amplificados e sequenciados. O alinhamento das sequéncias e a detecgao
manual dos polimorfismos foram realizados pelo programa Codon Code Aligner.
Como resultado, nove kb foram sequenciados e analisados neste trabalho,
possibilitando a detec¢cdo de 360 polimorfismos entre C. arabica e seus ancestrais,
C. canephora e C. eugenioides. Destes, 142 eram polimorfismos intraespecificos de
C. arabica: a maioria (82%), como descrito em estudos anteriores, era relacionada a
diferencas entre os subgenomas ancestrais. Entretanto, 25 SNPs (18% do total)
corresponderam a diferencgas intraespecificas, ndo observadas em C. canephora e
C. eugenioides: 13 destes eram fixados entre os gendtipos e 12 mostraram
variabilidade entre os gendtipos. Esses 12 SNPs evidenciam a existéncia de
variabilidade intraespecifica, ainda que em frequéncia reduzida, que pode ser
aplicada para genotipagem e estudos de mapeamento. Os resultados demonstram a
importancia de utilizar genétipos do centro de origem de C. arabica para detecgéo de
SNPs e sdo relevantes para nortear futuros trabalhos de caracterizacdo da
variabilidade genética da espécie.

Palavras-chave: Diversidade nucleotidica. Coffea arabica. SNPs. Coffea.
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ABSTRACT

The utilization of biotechnological tools, such as molecular markers, can speed up
crop breeding programs through marker assisted selection. For coffee, a perennial
crop, this feature is particularly desirable because of the time and cost to launch a
new cultivar. However, for Coffea arabica, the main economic importance coffee
specie, the number of polymorphic markers currently available is very low compared
to other important crops. Many studies were performed in order to access C. arabica
variability, but the polymorphisms found were barely sufficient for genotypic
discrimination and mapping studies. In this context, the present study searched the
nucleotide diversity by SNPs detection within a population from C. arabica center of
origin, where is the highest especie diversity. We selected eight genes involved in
sugars and diterpenes biosynthesis, as well as one chloroplastic and one alcohol
dehydrogenase (ADH) genes. Fragments of those genes from 12 genotypes of C.
arabica (eight wild type genotypes and four commercial cultivars), eight of C.
canephora and one of C. eugenioides were amplified and sequenced. The
sequences alignment and polimorfisms manual detection were performed by Codon
Code Aligner program. As a result, nine Kb were sequenced and analyzed in this
work, and 360 polymorphisms were found among C. arabica and its ancestors, C.
canephora and C. eugenioides. Of these, 142 were intraspecific polymorphisms of C.
arabica: the majority (82%), as described in previous studies, were related to
differences between the ancestral subgenomes. However, 25 SNPs (18% of the
total) corresponded to intraspecific differences, not observed in C. canephora and C.
eugenioides: 13 of them were fixed between the genotypes and 12 showed variability
between the genotypes. The latest polimorfisms demonstrate the intraespecific
variability in C. arabica genotypes, and can be applied to genotyping and mapping
studies. The data also show the importance of using genotypes from C. arabica
center of origin for SNPs detection and are important to guide futures studies in
characterization genetic variability of C. arabica.

Keywords: Nucleotide diversity. Coffea Arabica. SNPs. Coffea.
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1 INTRODUCAO

O café é a segunda maior commodity mundial tendo seu valor de
mercado superado apenas pelo petréleo. O faturamento anual desta cultura no
mundo é de aproximadamente US$ 90 bilhdes e sua cadeia produtiva envolve cerca
de 500 milhdes de pessoas desde o plantio até a comercializagdo do produto final.
(DAMATTA; RAMALHO, 2006). O Brasil responde em média por 30% das
exportagdes no mercado mundial e, em 2010, essa participagdo chegou a 34,6 %.
Na economia nacional esse montante representou 7,5 % das exportacbes do
agronegocio em 2010 e 10,1 % em 2011 (ABIC, 2011a).

Para assegurar a produtividade e potencializar o poder competitivo
do pais na comercializagdo do café, os programas de melhoramento precisam
constantemente buscar solu¢gbes para problemas que podem prejudicar a
cafeicultura, como por exemplo, os estresses bidticos e abidticos, além de investir na
producao de cultivares com qualidade diferencial da bebida, a fim de conquistar
mercados mais exigentes. Dois fatores limitantes ao langamento de cultivares sdo o
tempo despendido para produzi-las, visto que o melhoramento pode levar dezenas
de anos, e a baixa diversidade genética encontrada na principal espécie de interesse
econdmico, Coffea arabica. Diversas ferramentas biotecnolégicas tém sido
empregadas com o objetivo de diminuir essas limitagdes, como a cultura de tecidos,
a transformacgao genética e o uso de marcadores moleculares na sele¢ao assistida
(CAIXETA et al., 2008).

Os marcadores moleculares sdo uma opg¢ao promissora, pois podem
possibilitar o acesso a variabilidade genética dos cafeeiros e a escolha precoce e
precisa de genotipos de interesse, permitindo melhor gerenciamento de tempo e
recursos para o melhoramento vegetal (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Dentre
os diversos tipos de marcadores moleculares, os SNPs (Single Nucleotide
Polimorfism) constituem as formas mais abundantes de variagées nos genomas dos
organismos (RAFALSKI, 2002), apresentando alto potencial informativo por
promover uma maior saturagdo do genoma, caracteristica importante especialmente
para C. arabica, espécie alotetrapldide com baixa variabilidade.

Estudos de diversidade em C. arabica resultaram na deteccao de
marcas polimérficas que permitem apenas a identificagdo dos grupos de origem da

espécie, nao sendo informativos para diferenciagdo de cultivares ou de gendétipos do
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centro de origem (LASHERMES et al., 1999, ANTHONY et al., 2001, STEIGER et
al., 2002, MONCADA; MCCOUCH, 2004, SILVESTRINI et al., 2005, MALUF et al.,
2005). Mesmo a procura por SNPs no transcriptoma da espécie ndo permitiu a
identificacdo de marcadores moleculares com potencial para discriminacdo dos
gendtipos (VIDAL et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo buscou acessar a variabilidade
nucleotidica de C. arabica em um painel representativo de gendtipos comerciais e do
centro de origem da espécie, ndo avaliados em trabalhos anteriores. A utilizagéo
dessa populagdo com maior variabilidade genética aumenta a probabilidade de
identificacdo de marcadores polimoérficos com potencial para genotipagem,
necessarios para construcdo de um mapa fisico de C. arabica e para nortear os

estudos genéticos em cafeeiros.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar a variabilidade nucleotidica de genes relacionados as vias

de biossintese de acgucares e diterpenos de Coffea arabica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a diversidade nucleotidica de C. arabica pela deteccao de
SNPs em genes de interesse econdémico utilizando um grupo
representativo dos genoétipos comerciais e do centro de origem
da espécie.

e Verificar a existéncia de SNPs intraespecificos em C. arabica
nao correspondentes a polimorfismos dos genomas ancestrais.

¢ Identificar os haplétipos pela comparagao dos polimorfismos de
C. arabica e dos ancestrais (Coffea canephora e Coffea

eugenioides).
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 MARCADORES MOLECULARES E DIVERSIDADE DO CAFEEIRO

3.1.1 Importancia Econdmica

O café é uma das bebidas mais populares do mundo, entretanto até
o século XVII seu consumo era pouco habitual ou desconhecido. A despeito de ser
consumido em alguns lugares, como Arabia, desde o século XIV, somente a partir
de 1615 iniciou-se a propagacgao e popularizagdo da bebida na Europa. Os arabes
monopolizaram o fornecimento por quase um século, entdo os europeus realizaram
expedicdes a Africa para obter sementes ou plantas de C. arabica que levou a
disseminagdo mundial das populagbes de Typica e Bourbon no século XVII
(ANTHONY; DUSSERT; DULLOO, 2007).

A producdo mundial de café € baseada em duas espécies, C.
arabica e C. canephora, e a primeira € a mais utilizada e importante
economicamente (ABIC, 2011b). C. arabica é reconhecido por apresentar qualidade
e sabor superior da bebida, entretanto é mais suscetivel ao ataque de diferentes
pragas (fungos, nematddeos e insetos). A dispersao atual da espécie € ampla e seu
cultivo é realizado nos continentes americano e asiatico, bem como em algumas
regides da Africa. O desenvolvimento do cafeeiro ocorre em altitudes mais elevadas,
entre 1.000 e 2.000 metros, e temperaturas mais amenas, entre 18°C e 21°C
(MEDINA FILHO; BORDIGNON; CARVALHO et al., 2008). C. canephora por sua
vez, proporciona uma bebida de sabor neutro e de qualidade inferior a C. arabica,
assim é usualmente utilizado em blends com cafés de sabor mais ativo ou como
café soluvel (MEDINA FILHO; BORDIGNON; CARVALHO, 2008). Todavia a espécie
apresenta grande variabilidade, extensa distribuicdo geografica, maior resisténcia a
pestes e notavel capacidade adaptativa a distintas condicbes ambientais, tornando-a
interessante como fonte de genes para introgressao no melhoramento de C. arabica
(FERRAO et al., 2007).

O numero de apreciadores do café tem aumentado a cada ano,
consolidando a popularidade da bebida tanto em ambito global como nacional. O

consumo mundial apresentou um incremento de 2,4 % no ano de 2010, enquanto o
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aumento nacional chegou a 3,5 %. O consumo per capita de 4,81 quilos por
habitante ao ano garantiu ao Brasil o segundo maior mercado consumidor do
mundo, atras apenas dos Estados Unidos (KIST et al., 2011). Além da lideranga no
mercado consumidor, o pais configura-se como maior produtor e exportador mundial
de café, seguido dos paises Vietna, Coldmbia, Indonésia e india na producéo e
Vietna, Indonésia, Coldmbia e Alemanha na exportacdao de graos (FAO, 2009a,
FAO, 2009b).

A maior area de produgdo no Brasil estd concentrada na regiao
centro-sul, com Minas Gerais ocupando o posto de maior produtor, seguido pelos
estados do Espirito Santo, Sao Paulo e Parana. O parque cafeeiro do Parana possui
uma area de 89.480 hectares compostos exclusivamente por C. arabica. A producao
do Estado, em 2011, foi estimada em 1,705 milhées de sacas, com rendimento
aproximado de 22,58 sacas/ha (ABIC, 2011b).

Em termos monetarios, as exportagdes do produto renderam U$ 2,6
bilhdes ao pais em 2011; esse montante representa 30,3% do mercado mundial e
10,1% das exportagdes nacionais no agronegocio (ABIC, 2011a), evidenciando a
importancia da cultura para a economia brasileira tanto pelo aumento de capital no
setor agricola, quanto pela geracdo e transferéncia de renda a outros setores

econdmicos e expressiva absorgdo de m&o-de-obra (ROMANIELO et al., 2001).

3.1.2 Aspectos Taxonémicos

O cafeeiro (Coffea spp) é uma planta dicotiledénea pertencente a
familia Rubiaceae, tribo Coffeaea, subtribo Coffeinae. Segundo a revisdo taxonémica
feita por Davis et al. (2007), essa familia € composta por 330 espécies divididas em
11 géneros, destes, Psilanthus e Coffea sdo os mais conhecidos.

O género Coffea possui 103 espécies divididas em dois subgéneros:
Baracoffea (oito espécies) e Coffea (95 espécies) (MAURIN, et al., 2007, DAVIS et
al., 2007), o ultimo compreendendo espécies como C. arabica, C. eugenioides e C.
canephora (BERTHOU; MATHIEU; VEDEL, 1983). Todas as espécies de Coffea tém
como centro de origem as florestas intertropicais da Africa e das ilhas Madagascar e
Mascarenhas e podem ser divididas biogeograficamente em trés grupos: regido de
Madagascar, regido leste da Africa e regido central e oeste da Africa (Figura 1)

(LASHERMES et al., 1997). E interessante ressaltar que o centro de origem de uma
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espéecie € considerado a maior reserva natural de diversidade da mesma, dai a sua
importancia.

Figura 1 — Continente Africano indicando os centros de origem e diversidade de
diversas espécies do género Coffea. Em destaque as regides
biogeograficas em que podem ser divisados os agrupamentos formados
pelos centros de origem: regi&o leste, central e oeste (Madagascar) da
Africa.

C. arabica
C. eugenioides
THIOPIA C. fadenii
C. canephora C. pseudozanguebariae
C. humilis C. sessiliflora
C. liberica
Psilanthus spp. C. costatifructa

C. mufindiensis
C. pacsii
C. pseudozanguebariae

C. canephora
C. humilis
C. liberica
C. stenophylla
Psilanthus spp.

C. canéphora
C. congensis
C. liberica

C. anthonyi C. anthonyi

C. brevipes C. canephora

C. canephora C. congensis

C. charrieriana C. liberica MADAGASCAR REGION
C. congensis C. mayombensis

C. liberica ‘ Coffea sp.

C. mayombensis Psilanthus spp.

Coffeasp.

Psilanthusspp.

Fonte: ANTHONY; DUSSERT; DULLOO (2007, p.15).

As espécies de Coffea sdo diploides (2n = 2x = 22) e geralmente
autoincompativeis, a excegdo de C. arabica, que é tetraploide (2n = 4x = 44) e
autocompativel (CARVALHO et al.,, 1991, BERTHOU; MATHIEU; VEDEL, 1983).
Estudos indicam que C. arabica, € um anfidiploide originado pela hibridizagao entre
C. canephora e C. eugenioides (LASHERMES et al. 1999, DAVIS et al., 2007,
MAURIN, et al. 2007).
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As espécies agrondmicas com relagdes filogenéticas mais proximas
a Rubiaceae pertencem a familia Solanaceae, estando ambas inseridas no clado
Asteridae das plantas dicotileddneas (WIKSTROM et al., 2001). A familia
Solanaceae compreende espécies como tomate, batata, pimenta e petunia, que
compartilham grande similaridade em tamanho do genoma e cariétipo cromossémico
com o cafeeiro (tomate e maioria das espécies n=12, café n=11) (LIN et al., 2005).
Além das solanaceas, outra espécie utilizada para estudos comparativos com Coffea
spp. € Vitis vinifera, um membro da familia Vitaceae no clado das Rosideas.
Asterideas e rosideas divergiram de um ancestral comum ha 114-125 milhdes de
anos (WIKSTROM et al., 2001, YU et al., 2011, MONDEGO et al., 2011).

3.1.3 Marcadores Moleculares e Estudos Genéticos do Cafeeiro

Desde o inicio das atividades agricolas a milhares de anos atras, os
primeiros agricultores selecionavam entre os grdos selvagens, os tipos mais
desejaveis baseados no tamanho dos gréos, produtividade, sabor, etc. Essa selegéo
subjetiva levou as primeiras mudangas alélicas dirigidas que influenciaram o
processo de domesticacdo e evolucdo de diversas culturas modernas (BOREM:;
MIRANDA, 2009). Até a descoberta das leis mendelianas o melhoramento era
baseado apenas na selecdo e recombinacdo de fendtipos superiores, depois 0
entendimento das mesmas e a manipulagao da hereditariedade passaram a formar
as bases dos programas de melhoramento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998,
BOREM; MIRANDA, 2009). Atualmente o melhoramento abrange uma gama de
areas do conhecimento e pode ser sintetizado em trés etapas basicas:
desenvolvimento de progénies, avaliagdo de progénies e recombinagdo dos
melhores genétipos, recomegando o ciclo (BOREM; MIRANDA, 2009).

Para o cafeeiro, uma planta perene, este processo € particularmente
extenso. Um ciclo de melhoramento leva quatro anos da germinagdo da semente ao
florescimento da planta e finalmente a semente de novo. Muitos ciclos e selecbes
sao necessarios até a produgcdo de genodtipos superiores. As selegbes no campo
geralmente s&o realizadas com plantas adultas de seis a oito anos. Além disso, para
assegurar a fidelidade da propagagao das sementes sao requeridos ao menos seis
ciclos autofecundacido. Considerando um ciclo para hibridizagcdo e selecdo, e seis

ciclos para homozigose da semente, um programa normal de melhoramento do



19

cafeeiro leva em média 20 a 28 anos, despendendo assim grande soma de tempo e
recursos para o desenvolvimento de uma cultivar (SANTOS-BRIONES;
HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2006).

Para aperfeicoar e potencializar a eficiéncia desse processo,
diversas ferramentas biotecnolégicas vem sendo desenvolvidas e aplicadas no
auxilio ao melhoramento tradicional. Dentre ferramentas biotecnolégicas utilizadas
podemos destacar as técnicas de cultura de tecidos vegetais, os marcadores
moleculares e a transformagdo genética (SANTOS-BRIONES; HERNANDEZ-
SOTOMAYOR, 2006, MORAIS; MELO, 2011). Os marcadores podem ser aplicados
em diversas etapas desde o pré ao pos-melhoramento. No pré-melhoramento eles
podem auxiliar na avaliagdo da diversidade genética da espécie, na caracterizagao
dos bancos de germoplasma, na determinagdo de genealogia ou paternidade, na
construcdo de mapas genéticos de ligagao e na elucidagao das relagdes genéticas
com outras espécies do género ou proximas filogeneticamente. Na etapa de
melhoramento, eles s&do uteis no mapeamento génico, na certificagdo de
cruzamentos, na selecdo de genitores, na predigdo de hibridos simples e
principalmente na selecdo assistida por marcadores. No pds-melhoramento os
marcadores podem ser empregados para protecao da propriedade intelectual pela
caracterizagcao de cultivares, para certificacdo da pureza das sementes e para
identificacdo genealogias dos cultivares (BOREM, 2009, BOREM; MIRANDA, 2009).

Diferentes tipos de marcadores moleculares estao disponiveis (como
Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP, Random Amplification of
Polymorphic DNA - RAPD, Simple Sequence Repeat — SSR e Single Nucleotide
Polymorphism - SNP) e podem variar pela metodologia utilizada para sua
identificacdo, pela frequéncia com que ocorrem no genoma e pela relagdao de
dominancia apresentada. A selegdao do marcador mais adequado a espécie deve
basear-se no objetivo do estudo a ser realizado, na biologia e na estrutura genética
da mesma, visando sempre uma estratégia rapida e precisa de genotipagem
(GOMEZ et al., 2009).

Para C. canephora foi possivel acessar a diversidade da espécie
pelo emprego de diversos marcadores como RFLP, SSR e SNPs, e estes se
mostraram eficientes em caracterizar ndo apenas 0s grupos ou populacdes
(MUSOLL, et al., 2009, GOMEZ et al., 2009) existentes como também discriminar os
diferentes genodtipos (GOMEZ et al., 2009, VIDAL et al., 2010, MISSIO et al., 2010).
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Além disso, existem mapas de ligacao (utilizando marcadores RAPD, RFLP e SSR)
(PAILLARD; LASHERMES; PETIARD, 1996, LASHERMES et al., 2001, COULIBALY
et al., 2003), mapas de sintenia (LEFEBVRE-PAUTIGNY et al., 2010) e até mesmo
QTLs identificados (Quantitative trait locus) (LASHERMES et al., 1996, LEROY et al.,
2011) para a espécie.

No caso de C. arabica cuja variabilidade é limitada, o emprego de
marcadores co-dominantes e multialélicos, com alta incidéncia em todo o genoma do
cafeeiro, como os SNPs, podera permitir a analise estrutural da populacdo e o
desenvolvimento de mapas genéticos, dois pré-requisitos necessarios para a
identificacdo de genes responsaveis pela variagao natural das caracteristicas de
interesse (LEROY et al. 20006).

3.1.4 Single Nucleotide Polimorfisms (SNPs)

Os SNPs sao modificagdes de um unico nucleotideo e os INDELs
sdo insergdes/dele¢cdes de poucos pares de base, que caracterizam o conjunto de
alelos de um locus especifico (ao invés deste apresentar um unico alelo) (Figura 2)

(BROOKES, 1999).

Figura 2 - Tipos de polimorfismos de um unico nucleotideo em um gene.
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Os SNPs e INDELS podem ser encontrados em regides codantes e
ndo codantes dos genes (RAFALSKI, 2002). Quando localizados em regides nao
codantes s&do denominados andnimos, se localizados em regides codantes podem
ser sinbnimos (ndo alteram o aminoacido de tradugdo) e ndo-sindnimos (alteram o
aminoacido e consequentemente a proteina) (Figura 2) (BROOKES, 1999).

As substituicdes nos polimorfismos nao sinbnimos podem ser
conservativas ou ndo, dependendo da caracteristica dos aminoacidos trocados,
podendo gerar alteragdes estruturais e funcionais na proteina. Ainda que SNPs
sinbnimos ndo modifiquem a sequéncia proteica, eles podem gerar ou suprimir
cédons de terminagdo ou poliadenilagdo na molécula de mRNA (alterando sua
estabilidade), promover o splicing alternativo e modificar codons de iniciagdo de
traducgdo alterando o padrao de expressao génica (KWOK; GU, 1999).

Os SNPs sao causados por modificagcdes de ponto, e podem ser
classificados como marcadores de transversao, quando a substituicdo € de uma
purina por uma pirimidina e vice-versa, ou de transicdo, quando ocorrem trocas entre
duas purinas ou duas pirimidinas (BROOKES, 1999). Esses constituem as formas
mais abundantes de variagbes do genoma, fornecendo uma fonte para analise de
diversidade e saturagao de mapas genéticos, aumentando a precisdo dos mesmos e
auxiliando em estudos de associagao, facilitando a construgdo de mapas de ligacéo,
selecao de BACs e construgcdo de mapas fisicos, bem como na sele¢ao assistida por
marcadores (SAM), onde permitem a selecdo de populagbes segregantes
(RAFALSKI, 2002, BROOKES, 1999, KWOK; GU, 1999, GUPTA; RUSTGI, 2004).
Estes marcadores também s&o ferramentas eficazes para a determinacdo de
relacbes filogenéticas, especiacdo e histéria demografica de uma populagao
(BRUMFIELD et al., 2003).

Algumas espécies, como o milho, apresentam alta diversidade
nucleotidica; outras como Arabidopsis thaliana, sorgo e tomate apresentam
diversidade nucleotidicas menores. Dependendo da espécie analisada (autbgamas,
albgamas) diferentes estratégias para sequenciamento podem ser aplicadas
(RAFALSKI, 2002).

Existem inumeras estratégias para prospecgdo e genotipagem de
SNPs e a escolha da metodologia mais adequada € baseada no organismo a ser
estudado, no numero de polimorfismos a genotipar, no tipo de informacédo a ser

obtida, nos materiais e informacgdes disponiveis, bem como no custo e eficacia dos
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experimentos (TABASSUM; LAKHANPAUL, 2006). Atualmente, com as novas
tecnologias de sequenciamento € possivel sequenciar 0 genoma ou o transcriptoma
completo de varios genodtipos com baixo custo, potencializando a genotipagem de
SNPs nas populagdes. Nesse estudo foram utilizadas as estratégias de
sequenciamento direto do produto de amplificacdo e sequenciamento de produtos

de clonagem, devido a pouca informacéao existente sobre SNPs em C. arabica.

3.1.5 Diversidade Genética de Coffea arabica

A espécie C. arabica, preponderante economicamente, € um
alotetraploide autocompativel que possui dois diferentes subgenomas homeodlogos
(CaCc e CaCe) derivados de duas espécies diploides de café, C. canephora (CC) e
C. eugenioides (CE) (LASHERMES et al., 1999, DAVIS et al., 2007, MAURIN et al.,
2007, YU et al.,, 2011). A diferenciagdo dos diploides ancestrais ocorreu ha
aproximadamente 4.2 milhdes de anos, enquanto a formacdo de C. arabica
possivelmente se deu entre 46 a 665 mil anos atras (Figura 3), logo este poliploide é

considerado uma espécie recente.

Figura3- Origem de C. arabica. A diferenciagdo dos ancestrais (CC e CE)
ocorrendo ha 4.2 milhdes de anos e a formagcdo do alotetrapldide
(CaCe e CaCc) de 46-665 mil anos. Redugao no tamanho do genoma
de C. arabica em comparagado com a soma dos genomas ancestrais.

Ancestrais diploides

- 4,2 milhdes

Genoma diploide
C. canephora

Genoma diploide E
C. eugenioides

Genoma diploide C “moderno”
C. canephora
1.44 pg

Genoma diploide E “moderno”
C. eugenioides
1.36 pg

Genoma alotetraploide CcCe
C. arabica
2.62 pg

Fonte: traduzido e adaptado de Yu et al. (2011)
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Segundo Yu et al. (2011), o evento de poliploidizagdo que originou
C. arabica nao foi seguido de grandes reorganizagdes nem de rapida divergéncia
nas regides avaliadas de uma espécie C. arabica em comparagédo a uma espécie de
C. canephora. Além disso, verificou-se uma diminuigdo no genoma de C. arabica,
visto que seu tamanho € menor que a soma do genoma dos diploides (Figura 3),
evento verificado também em outros poliploides.

O centro de diversidade genética de C. arabica, onde se encontram
as plantas selvagens, abrange a Etiopia, o Boma Plateau do Suddo e Mount
Marsabit do Kénia. Desses locais o café se dispersou para o Yemen no século XIV,
onde foi cultivado por um longo tempo; assim o local é considerado como primeiro
centro de dispersado da espécie (MONTAGNON et al., 2000, ANTHONY; DUSSERT;
DULLOO, 2007).

No final do século XVII os europeus trouxeram sementes do Yemen
para ilha de Java, e em 1710 para Amsterdam. No ano de 1717, a cultura foi
introduzida na Ilha Bourbon. As populacbes de Amsterdam e da llha Bourbon
(atualmente Réunion) originaram duas variedades distintas conhecidas como Typica
e Bourbon, respectivamente, que sao a base das cultivares modernas (ANTHONY et
al., 2001). A cultivar Caturra € um mutante do grupo Bourbon; Mundo Novo foi
originada do cruzamento de Bourbon e Typica, enquanto Catuai resulta de
hibridizagao entre Mundo Novo e Caturra (Figura 4) (VIDAL et al., 2010).
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Figura 4 — A, Origem das cultivares modernas de C. arabica. B, Representagao da
diminuigdo da diversidade da espécie com a dispersao e
desenvolvimento de cultivares.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Anthony et al. (2002) e Vidal et al. (2010)

Além das cultivares mencionadas anteriormente, o Hibrido Timor
(2n=4x=44), originado de um cruzamento natural entre C. arabica (2n=4x=44) e C.
canephora (2n=2x=22), também é amplamente utilizado no melhoramento como
fonte resisténcia a diversas doencgas. Dessa forma, os gendtipos de C. arabica
podem ser agrupados em basicamente trés categorias, os individuos “selvagens” da
regidao do Sudao e da Etiopia, as cultivares ndo introgredidas como Typica e
Bourbon e as variedades introgredidas (em sua maior parte proveniente de
gendtipos do hibrido Timor) (LEROY et al. 2006).

O estudo de Lashermes et al. (1999) sobre a diversidade de C.
arabica, utilizando 23 marcadores RFLP confirmou a presenga do genoma, ou dos
cromossomos, de ambos 0s possiveis progenitores em C. arabica. Entretanto
observou-se baixa variabilidade em C. arabica, diferentemente de C. canephora que
apresentou a maior diversidade entre as espécies analisadas.

Anthony et al. (2001) analisou a relagdo filogenética entre 119

individuos de C. arabica utilizando 29 marcadores polimérficos (RAPD). Os
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polimorfismos detectados dividiram os gendétipos em trés grupos (Typica, Bourbon e
Etidpia) e o ultimo grupo foi subdividido em quatro classes (Etiopia 1, 2, 3 € 4). A
despeito da separagédo entre os grupos, nenhuma diferenciagcdo em nivel individual
foi possivel mesmo entre os gendtipos do centro de origem.

Outros trabalhos desenvolvidos com marcadores AFLP, RAPD e
SSR mostraram que esses tém potencial para identificacdo dos grupos de origem,
mas néo para discriminagdo de individuos, tanto para cultivares (STEIGER et al.,
2002, MONCADA; MCCOUCH, 2004, SILVESTRINI et al., 2005, MALUF et al., 2005,
VIDAL et al., 2010) quanto para gendtipos do centro de origem (STEIGER et al.,
2002, SILVESTRINI et al., 2005, MONCADA; MCCOUCH, 2004), e que a maior
diversidade da espécie é observada entre os gendtipos do centro de origem que
podem atuar como fonte de genes de interesse para introgressdo em programas de
melhoramento. Missio et al. (2010) utilizando SSRs em C. arabica e C. canephora
conseguiram identificar marcadores para realizar o fingerprint dos gendtipos de C.
canephora analisados e de cultivares de C. arabica resistentes a pragas, entretanto
esses cultivares sofreram introgressédo de genes de C. canephora do hibrido Timor e
apresentavam maior variabilidade como reflexo desta introgressao.

Recentes estudos aplicaram os SNPs para acessar a variabilidade
de C. arabica em 267,533 ESTs (Expressed Sequence Tags) disponibilizadas pelo
projeto Genoma Café (VIEIRA et al., 2006) e por Lin et al. (2005). O banco de ESTs
analisado era composto por mais de 21,5 mil contigs e 39 mil singletons. Como
resultado, 23.062 SNPs e 2.165 INDELS foram encontrados e atribuidos aos

subgenomas de C. eugenioides e C. canephora presentes em C. arabica (Figura 5).
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Figura 5 — ldentificacdo de SNPs em homeodlogos de C. arabica e C. canephora.
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A, Contig contendo dois padrbes de polimorfismos (haplétipo 1 e 2) para C. arabica (Ca):o
primeiro referente ao ancestral C. canephora (Cc) e o segundo atribuido ao outro ancestral,
C. eugenioides (Ce). Do total de SNPs identificados no trabalho, 52 % correspondem ao
subgenoma CaCe e 48% ao subgenoma CaCc. B, Alguns genes podem apresentar mais de
um haplétipo para cada subgenoma devido a variagdo existente entre os gendtipos de um
ancestral, neste caso C. canephora.

Fonte: Vidal et al. (2010)

A despeito da grande quantidade de SNPs detectados nenhum deles
apresentou potencial para genotipagem. Para base desse estudo foram utilizados
apenas dois cultivares muitos proximos de C. arabica, o que explica em parte os
resultados observados (VIDAL et al., 2010).

3.1.6 Vias de Biossintese de Acucares e Diterpenos em Cafeeiros

Fatores como o aumento do mercado consumidor do café e o
excedente de produgdo mundial da cultura (LEROY et al., 2006), tém impulsionado
novas demandas para o melhoramento do cafeeiro: cada vez mais a qualidade da

bebida tem se destacado pela possibilidade de agregar mais valor ao produto e
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atender a mercados mais exigentes. A qualidade da bebida esta diretamente
relacionada aos seus atributos sensoriais (sabor, aroma, corpo, fragrancia, entre
outros).

As caracteristicas sensoriais da bebida do café sdo determinadas
por inumeras substancias. Por exemplo, o sabor € composto por uma combinagao
de mais de 800 compostos aromaticos, ja a acidez, o amargor e a adstringéncia sao
determinadas por varios compostos néo volateis (BUFFO; CARDELLI-FREIRE, 2004
LEROY et al., 2006). A despeito dessa complexidade, alguns componentes, como o0s
agucares e diterpenos, exercem grande influéncia nos atributos finais da bebida e
podem ser aplicados como indicadores de qualidade (SPILLER, 1998; KY et al.,
2001; GEROMEL et al., 2006; LERQY et al., 2006).

C. arabica e C. canephora apresentam caracteristicas distintas na
composi¢cao dos graos e na qualidade da bebida: o primeiro apresenta maior
quantidade de sacarose nos graos € conhecido pela qualidade superior (menor
amargor e melhor sabor), enquanto o segundo contém maior concentragdo de
cafeina e acidos clorogénicos e € amplamente utilizado na industria para
aromatizacdo do café soluvel (KY et al.,, 2001; LEROY et al., 2006). Devido a
diferenga na composi¢cao de agucares e diterpenos nos graos e a sua influéncia da
bebida das espécies de Coffea comercialmente utilizadas, estes se destacam como
importantes alvos para o melhoramento.

Os agucares, majoritariamente representados pela sacarose, podem
originar diversas substancias que influenciam as caracteristicas sensoriais da bebida
do café (KY, 2001). A sacarose esta presente nos gréos verdes do café e é
degradada rapidamente durante a torragem, resultando na produgéo de agucares e
outros compostos que interagem com aminoacidos para formar acidos, alifaticos,
furfurais, etc., que influenciam no sabor e no aroma da bebida (GEROMEL et al.
2006).

O metabolismo da sacarose desempenha papel central para a planta
e esta relacionado a resposta a estimulos ambietais, a particio de carbono, a
sintese de parede celular, a tolerancia a seca, entre outros (GONZALEZ et al., 1995;
GEROMEL et al., 2006). Diversas enzimas participam do metabolismo da sacarose
(Figura 6) e sao alvos pontenciais para o melhoramento, visto que podem influenciar
a produgao, acumulo e transporte dessa substancia no gréao e consequentemente os

atributos finais da bebida.
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Figura 6 - Metabolismo de sacarose em sementes de café (FK, fructokinase; HK,
hexokinase; PFK, phosphofructokinase, PGMc, cytosolic
phosphoglucomutase; PGI, phosphoglucose isomerase; PK, pyruvate
kinase; INV, invertase; SPP, sucrose phosphatephosphatase; SPS,
sucrose phosphate synthase; SUSY, sucrose synthase; UGPP, UDP-
glucose pyrophosphorylase)
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Fonte: Adaptado de Joét et al. (2009)

Durante o desenvolvimento do fruto do cafeeiro foi verificado um
aumento significativo na quantidade de sacarose no endosperma, caracteristica
importante para a composic¢ao final do grao (GEROMEL et al., 2006; GEROMEL et
al., 2007; JOET et al., 2009). Esse aumento pode ser explicado por dois
mecanismos: a sacarose pode ser bombeada por transportadores para o meio

intracelular ou pode ser sintetizada de novo (JOET et al., 2009). No primeiro caso



29

observou-se que na fase de maior acumulo de sacarose a enzima SUSY e os genes
que codificam para transportadores séo altamente expressos (JOET et al., 2009). A
isoforma SUSY1, apresentou maior expressdo na fase de acumulo de sacarose no
endosperma, e a isoforma SUSY2 teve o seu perfil de expressdo mais relacionado
ao final do desenvolvimento do fruto (GEROMEL et al., 2006; GEROMEL et al.,
2007). Ja o mecanismo de sintese de novo de sacarose envolveria a participagao de
duas enzimas: a sacarose fosfato sintase (SPS) e a sacarose fosfato fosfatase
(SPP) (JOET et al., 2009). Outras enzimas chave na via metabdlica da sacarose s&o
as invertases que catalisam a clivagem da sacarose em hexoses (GEROMEL et al.,
2006). As plantas possuem trés tipos de invertases: as vacuolares, as neutras e as
extracelulares. As invertases vacuolares (VI) estdo envolvidas, entre outros
processos, com o controle de agucares em frutos e 6rgdos de armazenamento
(ROITSCH; GONZALEZ, 2004), enquanto as extracelulares como a CWI est&o
envolvidas no catabolismo da sacarose no apoplasto (JOET et al., 2009).

Os lipideos também sao relacionados ao aroma e sabor da bebida
do café principalmente pela influéncia dos acidos graxos que sao liberados na
hidrolise dos triacliglicerdis (CLARKE, 1985, SPEER ET AL., 1993). Os diterpenos
cafestol e caveol (Figura 7), pertencentes a familia dos caurenos, representam 10%
dos lipideos do café e sdo exclusivos ao género Coffea (SPILLER, 1998; SPEER
AND KOLLING-SPEER, 2001). O café arabica possui os diterpenos cafestol e
caveol e enquanto o café robusta (C. canephora) apresenta apenas cafestol (ou
apenas baixas quantidades de caveol) (SPEER AND MISCHNICK-LUBBECKE,
1989; SPEER AND MONTAG, 1989; SPEER ET AL., 1991B). Os compostos
diterpénicos além de contribuirem para o aroma e sabor da bebida, apresentam
efeitos na saude humana (SPEER; KOOLLING-SPEER, 2006).

Figura 7 - Férmula estrutural dos diterpenos Cafestol e Caveol.
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Fonte: (Retirado de SPEER, K.; KOLLING-SPEER, 2006)
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Os terpendides sao a classe mais ampla, em termos estruturais, de
compostos secundarios produzidos pelas plantas superiores. Sdo sintetizados em
tecidos vegetativos e nas flores, e ocasionalmente em raizes e em geral, estdo
bastante relacionados as interagbes entre planta-patdgeno, planta inseto e planta-
planta (CHENG et. al. 2007). Varios precursores sdo comuns aos diferentes tipos de
terpendides (monoterpenos, sequisterpenos e diterpenos). O GGDP (geranylgeranyl
diphosphate) é o primeiro precursor a direcionar a via para produg¢ao dos diterpenos
(CHENG et al., 2007). A seguir, as etapas iniciais da via de biossintese envolvem as
enzimas CPS (copalil diphosphate synthase), KS (kaurene synthase) e KO (kaurene
oxidase), que podem atuar tanto na formagcao da giberilina como mostra a figura 8,
quanto na sintese de metabolismos mais especializados como os diterpenos
(CHENG et al., 2007) cafestol e caveol em espécies de Coffea (WANG, 2012).

Figura 8 - Inicio da via de biossintese de diterpenos.
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Fonte: Retirado de WANG, et al. (2012)

Devido a importancia das vias metabdlicas da sacarose e dos
diterpenos para a qualidade da bebida do café, e a necessidade de identificagdo de
marcadores em C. arabica esse trabalho buscou acessar a diversidade nucleotidica
através da deteccado dos polimorfismos em fragmentos amplificados de oito genes

destas vias em um painel de gendtipos representativos da espécie.
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4 ARTIGO: ANALISE DA DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA DE Coffea arabica

4.1 INTRODUCAO

O café é a segunda maior commodity mundial tendo seu valor
superado apenas pelo petréleo. Mundialmente, o faturamento anual desta cultura é
de aproximadamente US$ 90 bilhdes e sua cadeia produtiva envolve cerca de 500
milhdes de pessoas, desde o plantio até a comercializagdo do produto final.
(DAMATTA; RAMALHO, 2006). A producéo da bebida é baseada em duas espécies,
C. arabica e C. canephora, e a primeira & preponderante economicamente (ABIC,
2011b). O café arabica é reconhecido por apresentar qualidade e sabor superior da
bebida, entretanto € mais suscetivel ao ataque de diferentes pragas (fungos,
nematoides e insetos). Por outro lado, C. canephora apresenta grande variabilidade,
extensa distribuicdo geografica, maior resisténcia a pestes e notavel capacidade
adaptativa a distintas condigdes ambientais. O café canéfora, conhecido, como
robusta, € comumente utilizado em blends com cafés de sabor mais ativo ou como
café soluvel (CARVALHO et al., 2008).

O cafeeiro (Coffea spp) € uma planta dicotiledénea pertencente a
familia Rubiaceae. As espécies de Coffea sdo dipldides (2n = 2x = 22) e
autoincompativeis, a excegdo de C. arabica, que é tetrapldide (2n = 4x = 44) e
autocompativel (CARVALHO et al.,, 1991, BERTHOU; MATHIEU; VEDEL, 1983).
Estudos indicam que esta espécie, € um anfidipléide que possui dois diferentes
subgenomas homeologos (CaCc e CaCe) derivados de duas espécies dipldides de
café, C. canephora (CC) e C. eugenioides (CE) (LASHERMES et al., 1999, DAVIS et
al., 2007, MAURIN et al., 2007, YU et al., 2011).

A introgressédo de novos caracteres em cafeeiros leva em média 28
anos em um programa de melhoramento tradicional, despendendo assim grande
soma de tempo e recursos para o desenvolvimento de uma cultivar (SANTOS-
BRIONES; HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2006). Esse processo & ainda mais
demorado e custoso para C. arabica devido a sua limitada diversidade. Ferramentas
biotecnolégicas como os marcadores moleculares podem diminuir essas limitagdes,
possibilitando o acesso a variabilidade genética dos cafeeiros e podendo permitir a
escolha precoce e precisa de gendtipos de interesse, otimizando o gerenciamento de

tempo e recursos para o melhoramento vegetal.
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Diversos estudos foram desenvolvidos para Coffea canephora
empregando RFLP, SSR e SNPs. Esses marcadores se mostraram eficazes em
caracterizar ndo apenas os grupos ou populagdes existentes (MUSOLLI, et al., 2009,
GOMEZ et al., 2009), como também discriminar os diferentes gendtipos (GOMEZ et
al., 2009, VIDAL et al., 2010, MISSIO et al., 2010). Além disso, existem mapas de
ligacdo (utilizando marcadores RAPD, RFLP e SSR) (PAILLARD; LASHERMES;
PETIARD, 1996, LASHERMES et al., 2001, COULIBALY et al., 2003), mapas de
sintenia (LEFEBVRE-PAUTIGNY et al., 2010) e até mesmo QTLs identificados
(Quantitative trait locus) (LASHERMES et al., 1996, LEROY et al., 2011) para a
espécie. O emprego de diferentes marcadores (AFLP, RAPD e SSR) para acessar a
diversidade de C. arabica mostrou que esses tém potencial para identificacdo dos
grupos de origem, mas ndo para discriminagao de individuos, tanto para cultivares
(LASHERMES et al.,, 1999, ANTHONY et al.,, 2001, STEIGER et al.,, 2002,
MONCADA; MCCOUCH, 2004, SILVESTRINI et al., 2005, MALUF et al., 2005,
VIDAL et al., 2010) quanto para genotipos do centro de origem (LASHERMES et al.,
1999, ANTHONY et al., 2001, STEIGER et al., 2002, MONCADA; MCCOUCH, 2004,
SILVESTRINI et al., 2005), e que a maior diversidade da espécie é observada entre
os gendtipos do centro de origem, que podem atuar como fonte de genes para
introgressdao no melhoramento.

Um estudo com marcadores SNPs realizado por VIDAL et al., (2010)
identificou 23.062 destes e 2.165 INDELS em ESTs de C. arabica e C. canephora. A
despeito da grande quantidade de SNPs identificados nao foi possivel detectar
variabilidade dentro dos subgenomas de C. arabica evidenciando a dificuldade de
encontrar marcadores com potencial para genotipagem e mapeamento da espécie.
Para base desse estudo foram utilizados apenas dois cultivares muitos préoximos de
C. arabica, o que explica em parte esses resultados (VIDAL et al., 2010).

Neste contexto, tendo em vista a necessidade de identificacéo de
marcadores intraespecificos com potencial para o melhoramento C. arabica e a
baixa variabilidade observada em estudos recentes, esse trabalho buscou avaliar a
diversidade nucleotidica pela busca de SNPs presente em um painel de gendtipos
representativos de Coffea spp, pela deteccdo manual dos polimorfismos em
fragmentos amplificados de DNA cloroplastidico, da alcool desidrogenase (ADH) e
de oito genes envolvidos na biossintese de agucares e diterpenos, importantes

compostos relacionados a qualidade da bebida.
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4.2 MATERIAL E METODO

4.2.1 Material Vegetal e Extracdo de DNA Gendmico

Para acessar a diversidade nucleotidica de Coffea spp. foram
utilizados 12 gendtipos de C. arabica, oito de C. canephora e um de C. eugeniodes
(Tabela 1). A escolha dos gendtipos foi baseada em Anthony et al. (2001) para C.
arabica e Montagnon (2000) para C. canephora. DNA gendmico foi extraido da folha
do cafeeiro utilizando um protocolo MATAB (RISTERUCCI et al., 2000).

Tabela 1 — Lista dos gendtipos analisados com descricdo do grupo genético que
pertecem e da representatividade amostrada.

Espécie Genotipo Grupo genético® Representatividade/lmportémciab

C. arabica E-007 Ethiopian2 Centro de origem da espécie
E-017 Ethiopian3 Centro de origem da espécie
E-123A Ethiopian4 Centro de origem da espécie
E-123B Ethiopian4 Centro de origem da espécie
E-237 Ethiopian2 Centro de origem da espécie
E-238 Ethiopian4 Centro de origem da espécie
E-464 Ethiopian1 Centro de origem da espécie
E-516 Ethiopian1 Centro de origem da espécie
Bourbon Bourbon Programas de Melhoramento
Typica Typica Programas de Melhoramento

Utilizados para construcao de

Catuai Typica/Bourbon Bibliotecas de ESTs e BACs
Mundo Novo Typica/Bourbon LBJitt')I:ﬁggggﬁ?;g?:t;ugi%ge

C. canephora C1007 Congolese_B Centro de origem da espécie
C2011 - Centro de origem da espécie
C3001 Congolese_SG1 Centro de origem da espécie
C4001 Congolese C Centro de origem da espécie
G2020 Guinea Centro de origem da espécie
uwo02 Uganda_Selvagem Centro de origem da espécie
Uuwo99 Uganda_Selvagem Centro de origem da espécie

C. eugenioides C. eugenioides - Espécie ancestral de C. arabica

“baseado em Anthony et al. (2001) para C. arabica e Montagnon (2000) para C. canephora.
®Materias selecionados de acordo com a representividade genética e/ou importancia em estudos
genéticos do cafeeiro
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4.2.2 Desenho de Oligonucleotideos Iniciadores e Amplificagao

Foram avaliadas regides de 8 genes candidatos relacionados as vias
de biossintese de acgucares e diterpenos. Como controle foram analisadas duas
regides: uma do gene da alcool desidrogenase (ADH) e uma de DNA cloroplastidico
(Figura 9). As sequéncias dos dez genes foram recuperadas dos bancos de ESTs
de cafeeiro (LIN et al., 2005; VIDAL et al., 2010; MONDEGO et al. 2011) pela
identificacdo dos ortélogos e paralogos do cafeeiro em comparagdo com sequéncias
de A. thaliana (disponiveis em http://www.arabidopsis.org) através da ferramenta
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997).

As sequéncias recuperadas foram alinhadas no programa Codon
Code Aligner 3.7.1, gerando uma sequéncia consenso para cada fragmento de gene
(Anexo 1). Foram desenhados pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) para
cada sequéncia consenso utilizando o software Primer3, levando em consideragao
as posicoes dos introns (ROZEN; SKALETSKY, 2000).

Todas as regides foram amplificadas pela técnica da Reacdo da
Polimerase em Cadeira (PCR) em reagdes contendo 25 ng de DNA, 1U de Tag DNA
polimerase, 2 mM de MgCIZ, 2,5 mM de cada dNTP e 10 mM de cada primer, com
volume final de 20 pyL. A amplificag&o foi realizada por PCR touchdown consistindo
em um ciclo inicial de desnaturagdo a 94 °C/3’, seguido de 10 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C/45”, pareamento de 60 a 50 °C /1’ e extensdo a 72 °C/3'30”.
Os ultimos 25 ciclos foram de 94 °C/45”, 50 °C /1’, 72 °C/3'30”, seguido pela
extenséo final de 5’. A eficiéncia da reacgéo foi verificada em gel de agarose 1%. A
purificacdo dos produtos de PCR foi realizada adicionando 10% do volume do
produto de acetato de sédio 3M com pH 5,2 e trés vezes o volume de etanol 100%.
Apos centrifugagao a 4000 RPM, por 30’ a 4 °C, a fase liquida foi eliminada e o DNA
foi eluido em 20 yL de agua ultrapura autoclavada.

4.2.3 Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye®
terminator v3.1 — Cicle Sequencing Kit (Applied Biosystems), segundo instru¢cdes do
fabricante, utilizando 20 ng do produto de PCR. Os produtos da amplificagao foram

precipitados com a adicdo de 80 pL de isopropanol 80% incubado por 15 a
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temperatura ambiente. Posteriormente a uma centrifugacéo de 45 a 4000 RPM e
descarte da fase liquida, adicionou-se 100 uyL de etanol 70%, seguindo nova
centrifugacéo de 20’ a 4000 RPM. Apds a eliminagao de todo etanol adicionou-se 10
uL de formamida e a amostra foi desnaturada a 95 °C por 2’. O sequenciamento dos

produtos de PCR purificados foi realizado no ABI3130 XL Genetic analyzer.

4.2.4 Analises das Sequéncias e Detecgao dos Polimorfismos

O alinhamento das sequéncias e a deteccdo manual dos
polimorfismos foram realizados no programa Codon Code Aligner 3.7.1. Observou-
se a presenga ou auséncia e o tipo de polimorfismos nos diferentes gendtipos, bem
como a relacdo deste entre as espécies e a frequéncia em que foi encontrado. As
informagdes obtidas foram anotadas em tabelas do programa Excel, contendo: o
numero de polimorfismos encontrados; a sua classificagdo quanto ao tipo (SNP,
INDELs ou SSR - alguns faziam parte de regides de repeticao); em que regido estes
se encontravam (Codante, Intronica ou 3’'UTR); quais eram silenciosos e quais
estavam localizados em regides codantes sinbnimas ou ndo. Também foram
calculadas a frequéncia total de polimorfismos em cada fragmento e as frequéncias
de polimorfismos em cada regido; além do calculo da frequéncia entre as regides
sinbnimas e nao sinbnimas, € a relacdo entre polimorfismos sinbnimos e nao

sinbnimos (NS/S).

4.2.5 Clonagem e Extracdo Plasmidial

Muitos gendtipos de C. arabica, possuiam dois alelos (bases)
diferentes para um SNP, logo, as sequéncias produzidas pelo sequenciamento do
produto direto de PCR apresentavam picos duplos nessas posi¢des. Visando isolar
os alelos para validar os resultados encontrados, foram clonados trés fragmentos de
Sacarose Sintase 1 para dois gendtipos de C. arabica (E007 e E238). Os referidos
fragmentos foram amplificados e purificados pelo kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, EUA) e clonados no vetor pGEM (Promega, EUA)
conforme as instru¢des do fabricante. Bactérias E. coli, linhagem DH10b, foram
preparadas pelo método de Cloreto de Calcio e transformadas por choque térmico

(HANAHAN, 1983). A confirmacado da insercdo dos fragmentos nas colbnias foi
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realizada por reagdes de PCR de colénia (seguindo o protocolo descrito
anteriormente) e a extracdo dos plasmideos selecionados foi realizada segundo
protocolo de Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989) com modificagdes. Para cada um
dos fragmentos, foram sequenciados dez clones de cada gendtipo, a fim de

prospectar todos os alelos existentes em C. arabica (espécie tetrapldide).
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise da diversidade nucleotidica foram amplificadas e
sequenciadas 17 regides de 8 genes relacionados as vias de biossintese de
acucares e de diterpenos. Como controle utilizou-se uma regido do gene ADH e uma
do gene tRNLtRNF (cloroplastidico) (Tabela 2). Na figura 9 estado representadas as

regides dos genes analisados neste estudo.

Figura 9 - Estrutura das regides dos 8 genes relacionados as vias biossintéticas de
acucares e diterpenos, da alcool desidrogenase (ADH) e de DNA
cloroplastidico de C. arabica. As regides representadas (com excessao
dos GAPs) foram utilizadas na analise de diversidade nucleotidica.
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Tabela 2 - Sumario dos genes estudados e lista dos oligonucleotideos iniciadores para cada um deles.
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Gene Numero do  Associacdo funcional via Sequéncia genémica Fragmentos Nome Pares de oligonucleotideos
GenBank? BLAST® completado gene (bp)b sequenciados (bp) Oligonucleotideo iniciadores
ADH HQ834787.1  Alcool desidrogenase 1 2024 (AT1G77120) 594 ADH1.1 F GGAAGCAGGGAAGCCACTA
R AGAGGAGCAAGGGGATTGAT
CPS FJ409842 Copalil difosfato sintase 7047 (AT4G02780.1) 475 + 254 CPS_C3_1 F TCAAGCCAGAAATCGAGGAG
R GCAAGAATTCCGACGAGAAC
CPS_C3_3 F CACAAGCGTCAGCTCCATAG
R TGCCAATATTTTCTAAGGCACA
SUS1  AJ880768 Sacarose sintase 1 3895 (AT5G20830.1) 543+561+448+475 CSP_SUS1_4 F TTTTGGCTGAGTTTGAAGAAA
R AGAGAGGTGCCTGTTGAGGA
CPS_SUS1_5 F ACATAGGCGACGGAGTTGAG
R ACGTTTTCCTGGGCAAAGTA
CSP_SUS1_8 F GAGCAAATTTGATGAGAAGTACCA
R CCAGTCTTGCCATGGTGAAT
P23/Susy1_c435 e F CGCCGTTATCTGGAAATGTT
R TCGAAATGGAAGGTAAATTGAT
KO FJ409844 Caureno oxidase 2389 (AT5G25900.1) 440+457 Ko_C1_1 F GAATGGGCCATGTACGAACT
R ATTGTAATGCACGCGATCAA
Ko_C1_2 F GCCTCGACCACATCTTTGTT
R GGCAGGAGAACAATTCAAGC
KS FJ409845 Caureno sintase 4196 (AT1G79460.1) 498+483 Ks_C1_1 F GGGAGGTTCTGAGGAGGAAC
R AGCCGACCACAATTGCTAAC
Ks_C1_2 F TTGCAKAGGTGAAATTGCTG
R TCCAACGTTTAAACCCRAGC
CWwiI DQ834314.1 Invertase de parede celular 2957 (AT3G13790.1) 220 P5/CWI_c5a PP3 F CATCCCAGTTGGAGCAAGTT
R TCTGGCAAATACGTACCTTTTCTAT
SPS DQ842233.1  Sacarose fosfato sintase 5541 (AT5G20280.1) 668 P7/SPS_c1_PP2 F TCGATGGGGTATGGATTTGT
R CAAGCGTAATCCCACACTCA
SUS2 AMO087676.1 Sacarose sintase 2 4441 (AT5G49190.1) 700+423+836 P12/Susy2_c4_b F GCCTGGTGTTTGGGAGTATG
R GTGGGAGCTTGGCAAGATAA
P14/Susy2_c6_b F GCTGGATCGGGTTAAAAACA
R TAGGAAGGCCACAGGTCATC
P17/Susy2_c4_6_a F TCCAGGCTTGAATCTGCTTT
R TCCAGGTAAGGCCAAACATC
VI DQ834315.1  Invertase vacuolar 2469 (AT3G52600.1) 500 P25/Inv_c1_c F TCCTCTCCTCCTTGACTGGA
R TACCCCACGTCAGCCTTTAC
TRNL  EF044213.1  precursor de tRNA 597 (ATCG00400.1) 420 trnL_trnF F GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
-TRNF (cloroplastidico) R ATTTGAACTGGTGACACGAG

Numero de acesso as sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)

® Baseado em sequéncias de A. thaliana (http://www.arabidopsis.org).
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Alguns genes tiveram mais de uma regido amplificada. Os gaps
representam a distancia entre as regides estudadas de um mesmo gene, visto que
na maioria dos casos estas ndo compunham fragmentos/regides contiguas. A escala
da figura estd em pb e a soma do tamanho dos gaps e fragmentos analizados é
organizada de forma a representar o tamanho total do gene (Figura 9 e Tabela 2). A
sequéncia dos primers utilizados para as amplificagdes, encontram-se na tabela 2.

A Tabela 3 mostra a relagdo dos gendtipos que foram sequenciados

para cada fragmento dos genes.

Tabela 3 - Numero de gendtipos com sequéncias amplificadas para cada regiao.
NUumero de gen6tipos com sequéncias amplificadas

Fragmentos (regifes)*

Total C. arabica C. canephora C. eugenioides

ADH1 (alcool_desidrogenase) 21 12 8 !
I . 16 8 7 1
CPS_C3_1 (Copalil_difosfato_sintase)
- . 21 12 8 1
CPS_C3_3 (Copalil_difosfato_sintase)
. 21 12 8 1
CSP_SUS1_4 (Sacarose_sintase_1)
. 21 12 8 1
CSP_SUS1_5 (Sacarose_sintase_1)
21 12 8 1
CSP_SUS1_8 (Sacarose_sintase_1)
21 12 8 1
Ko_C1_1 (Caureno_oxidase)
21 12 8 1
Ko_C1_2 (Caureno_oxidase)
21 12 1
Ks_C1_1 (Caureno_sintase) 8
19 12 6 1
Ks_C1_2 (Caureno_sintase)
P5/CWI_c5a_PP3 (Invertase_de_parede_celular) 17 10 6 1
P7/SPS_c1_PP2 (Fosfato_sacarose_sintase) 21 12 8 1
21 12 1
P12/Susy2_c4_b (Sacarose_sintase_2) 8
. 18 10 7 1
P14/Susy2_c6_b (Sacarose_sintase_2)
. 20 12 7 1
P17/Susy2_c4 _6_a (Sacarose_sintase_2)
15 7 7 1
P23/Susy1_c435_e (Sacarose_sintase_2)
1 4 1
P25/Inv_c1_c (Invertase_vacuolar) 0 S
21 12 8 1

trnL_trnF (cloroplasto)

*Nomes correspondem aos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagéo dos fragmentos.

A estratégia de sequenciamento direto dos produtos de PCR das
regides selecionadas foi eficiente para grande parte dos genes. Entretanto nao foi
possivel amplificar completamente algumas regides nos genoétipos de C. arabica (e
estes apresentaram sequéncias mais curtas), devido a presenga de INDELs

heterozigotos que impossibilitaram a leitura do sequenciamento a partir destes
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polimorfismos (Anexo B). Por isso uma etapa posterior de clonagem dos produtos de
amplificacdo antes do sequenciamento foi realizada para permitir um acesso mais
preciso aos haplétipos.

As sequéncias obtidas foram analisadas e as que apresentavam boa
qualidade foram alinhadas no programa Codon Code Aligner, com a ferramenta de
alinhamento local, utilizando o minimo percentual de identidade de 80%. A partir dos
alinhamentos, os SNPs eram identificados e verificados manualmente a fim de evitar
falsos polimorfismos. Os SNPs heterozigotos de C. arabica apresentaram picos
duplos nos cromatogramas, correspondentes a cada um dos alelos, nas sequéncias
obtidas diretamente do produto de PCR (Anexo C) demandando uma etapa posterior
de clonagem para sua validagao.

Para facilitar a visualizagcdo dos resultados dos alinhamentos, esses
foram anotados em tabelas do Excel. As tabelas contém a caracterizacido do SNP,
ou seja, nome do polimorfismo, posicdo em que se encontra no alinhamento, as
sequéncias anteriores e posteriores ao mesmo, os alelos encontrados e o tipo de
polimorfismo (Anexo D), bem como a descricdo dos alelos presentes em cada
gendtipo (Anexo E). Tabelas como essas foram elaboradas para cada um dos

fragmentos estudados e os resultados gerais foram sumarizados na Tabela 4 e 5.
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Tabela 4 — Andlise dos fragmentos contendo: total de pb para cada um deles; total avaliado por regido (codante, intron e 3'UTR); numero de
polimorfismos bem como o tipo (SNP, INDEL e SSR); a regidao onde foram identificados (codante, intron e 3’UTR) e a
classificacdo dos polimorfismos silenciosos, sinbnimos e nao sinbnimos.

Total Regiéo Tipo de Nimero Polimorfismos
. 9 Total de polimorfismo polimorfismo/regido
Fragmentos* Analisado . . _
Polimorfismos . . LA Nao
(pb) Codante Intron 3'UTR SNP INDEL SSR Codante Intron 3'UTR Silenciosos™ Sindnimos g oo

ADH?1 (alcool_desidrogenase) 594 198 396 NA 23 21 1 1 5 18 NA 20 2 3
CPS_C3_1 (Copalil_difosfato_sintase) 475 355 120 NA 16 13 2 1 11 5 NA 10 5 6
CPS_C3_3 (Copalil_difosfato_sintase) 254 77 NA 177 14 12 NA 2 2 NA 12 12 NA 2
CSP_SUS1_4 (Sacarose_sintase_1) 543 359 180 NA 15 14 NA 1 5 10 NA 14 4 1
CSP_SUS1_5 (Sacarose_sintase_1) 561 394 167 NA 15 13 2 NA 3 12 NA 14 2 1
CSP_SUS1_8 (Sacarose_sintase_1) 448 300 148 NA 8 7 1 NA 3 5 NA 7 2 1
Ko_C1_1 (Caureno_oxidase) 440 340 100 NA 24 23 NA 1 9 15 NA 21 6 3
Ko_C1_2 (Caureno_oxidase) 457 NA NA 457 28 21 3 4 NA NA 28 28 NA NA
Ks_C1_1 (Caureno_sintase) 498 228 270 NA 15 13 2 NA 4 11 NA 12 1 3
Ks_C1_2 (Caureno_sintase) 483 227 NA 207 23 22 NA 1 4 19 NA 22 3 1
PS/CWI_csa_PP3 220 118 102 NA 11 11 NA NA 7 4 NA 8 4 3
(Invertase_de_parede_celular)
PIISPS 1 PP2 668 620 5 43 19 18 NA 1 19 NA NA 6 6 13
(Fosfato_sacarose_sintase)
P12/Susy2_c4 b (Sacarose_sintase_2) 700 411 298 NA 28 26 NA 2 6 22 NA 27 5 1
P14/Susy2_c6_b (Sacarose_sintase_2) 423 332 91 NA 22 19 1 2 11 11 NA 17 6 5
P17/Susy2_c4_6_a (Sacarose_sintase_2) 838 453 382 NA 37 33 3 1 8 29 NA 35 6 2
P23/Susy1_c435_e (Sacarose_sintase_2) 475 80 97 318 31 23 5 3 2 8 21 29 NA 2
P25/Inv_c1_c (Invertase_vacuolar) 500 482 18 NA 18 18 NA NA 17 1 NA 10 9 8
trnL_trnF (cloroplasto) 420 82 338 NA 13 13 NA NA NA 13 NA 13 NA NA
Total 8997 5056 2712 1202 360 320 20 20 116 183 61 305 61 55

* Nomes correspondem aos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo dos fragmentos.

**Soma dos polimorfismos das regides 3'UTR e intrbnicas, bem como dos polimorfismos sinbnimos das regides codantes. NA = Nao analisado
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Tabela 5 - Frequéncia de polimorfismos observada nas diferentes regides avaliadas e
entre polimorfismos sinbnimos e nao sinbnimos.

Frequéncia**

Fragmentos* o No
Total Codante Intron 3'UTR Sindnimos LA NS/S***
sinbnimos

ADH1 (alcool_desidrogenase) 3,87 2,53 4,55 NA 1,01 1,52 1,5
CPS_C3_1 (Copalil_difosfato_sintase) 3,37 3,1 4,17 NA 1,41 1,69 1,2
CPS_C3_3 (Copalil_difosfato_sintase) 5,51 2,6 NA 6,78 NA 2,6 NA
CSP_SUS1_4 (Sacarose_sintase_1) 2,76 1,39 5,56 NA 1,11 0,28 0,25
CSP_SUS1_5 (Sacarose_sintase_1) 2,67 0,76 7,19 NA 0,51 0,25 0,5
CSP_SUS1_8 (Sacarose_sintase_1) 1,79 1 3,38 NA 0,67 0,33 0,5
Ko_C1_1 (Caureno_oxidase) 5,45 2,65 15 NA 1,76 0,88 0,5
Ko_C1_2 (Caureno_oxidase) 6,13 NA NA 6,13 NA NA NA
Ks_C1_1 (Caureno_sintase) 3,01 1,75 4,07 NA 0,44 1,32 3,00
Ks_C1_2 (Caureno_sintase) 4,76 1,76 NA NA 1,32 0,44 0,33
PS/CWI_c5a_PP3 5 593 392  NA 3,39 2,54 0,75
(Invertase_de_parede_celular)
P7/SPS_c1_PP2 . 2,84 3,06 NA NA 0,97 21 217
(Fosfato_sacarose_sintase)
P12/Susy2_c4_b (Sacarose_sintase_2) 4 1,46 7,38 NA 1,22 0,24 0,2
P14/Susy2_c6_b (Sacarose_sintase_2) 52 3,31 12,09 NA 1,81 1,51 0,83
P17/Susy2_c4_6_a (Sacarose_sintase_2) 4,42 1,77 7,59 NA 1,32 0,44 0,33
P23/Susy1_c435_e (Sacarose_sintase_2) 6,53 2,5 8,25 6,6 NA 2,5 NA
P25/Inv_c1_c (Invertase_vacuolar) 3,6 3,53 5,56 NA 1,87 1,66 0,89
trnL_trnF (cloroplasto) 3,1 NA 3,85 NA NA NA NA

Total 4 2,29 6,75 5,07 1,21 1,09 0,9

*Nomes correspondem aos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo dos fragmentos.
** A frequéncia foi estimada em 100 pb.

***Razao entre polimorfismos sindnimos (S) e n&o sindbnimos (NS).

NA = N&o analisado

No total foram analisados aproximadamente 9 kb resultando na
identificacdo de 360 SNPs intra ou inter especifico para C. canephora, C.
eugenioides e C. arabica (Tabela 4). Destes 320 sdo SNPs, 20 sdo INDELs e 20 sao
microsatélites (SSRs) (os polimorfismos classificados como SSR fazem parte de

regides repetivas curtas) (Figura 10).
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Figura 10 - Analise global da diversidade nucleotidica.

A maior parte dos SNPs localiza-se em regides ndo codantes assim
como observado em estudos anteriores em cafeeiros (MONDEGO et al.,2011;
IVAMOTO et al.,, 2012) e em outras espécies como Pinus pinaster, Pinus radiata
(POT et al., 2005) e Lollium perenne (BRAZAUSKAS et al., 2010; FILL et al., 2011).
Os polimorfismos observados nas regides codantes sdo majoritariamente sinébnimos,
resultado descrito em estudos de diversidade nucleotidica de cafeeiro (MONDEGO
et al., 2011; IVAMOTO et al., 2012), de girassol (LIU; BURKE, 2005, FUSARI et al.,
2008) e de Lollium perenne (BRAZAUSKAS et al., 2010).

A razao entre os polimorfismos nao sinbnimos e sinénimos (NS/S) é
um indicativo de pressao seletiva em nivel de sequéncia: quando esta razéo € >1, a
taxa de evolugao é maior que a taxa de selecdo neutra e quando é <1, a taxa de
evolugdo € menor que a neutra. Dessa forma, a relagdo NS/S entre o painel de
genes estudados esta de acordo com estudos anteriores em cafeeiro e outras
espécies (FUSARI et al., 2008; BRAZAUSKAS et al., 2010; MONDEGO et al., 2011;
IVAMOTO et al.,, 2012; LIU;), onde a maior parte das sequéncias de regides
codantes sao conservadas, diminuindo a possibilidade de mutagdes para variantes
deletérias (MONDEGO et al., 2011). Os genes com a relagdo NS/S >1 teoricamente
sofrem uma pressao seletiva maior e que podem ser utilizados para mapeamento
associativo. Nesse estudo quatro fragmentos apresentaram esse perfil: um
fragmento de ADH1, um de CPS, um de KS e um de SPS. Como os fragmentos
analisados correspondem a regides desses genes, seria necessario ampliar o

tamanho da regidao avaliada (se possivel, o gene completo), para confirmar essa
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tendéncia e verificar o potencial desses genes para estudos de mapeamento
associativo. No caso de KS por exemplo, o outro fragmento analisado para este
gene apresenta a relagao NS/S <1.

A frequéncia geral observada entre os gendtipos analisados foi de 1
SNP a cada 25 pb. Xing et al. (2007) avaliaram a diversidade nucletidica de 11
genes em 20 gendtipos de Lollium perenne e observaram uma frequéncia similar de
1 SNP/ 33 bp. Em outro trabalho com L. perenne utilizando cinco genes e 20
gendtipos, a frequéncia foi de 1 SNP/ 24 bp (BRAZAUSKAS et al. 2010). De acordo
com esse ultimo trabalho, a frequéncia s6 pode ser comparada com estudos que
utilizem numero similar de gendtipos. Por exemplo no trabalho de Liu & Burke
(2005) com 16 gendtipos selvagens e 16 genotipos cultivados, foi observada uma
frequéncia geral de: 1 SNP/ 16pb.

Dentre os polimorfismos detectados, 188 estdo presentes entre os

gendtipos de C. canephora e 142 entre os gendtipos de C. arabica (Tabela 6).

Tabela 6 - Analise de polimorfismos entre os gendétipos de C. canephora e C.

arabica.
Espécie Total Exons Introns 3'UTR Silenciosos* Fre?:t(;?ua NS/S**
C. canephora 188 60 93 35 158 2,09 0,77
C. arabica 142 56 70 16 123 2,13 0,57

*Soma dos polimorfismos das regides 3'UTR e intrOnicas, bem como dos polimorfismos sinbnimos
das regides codantes.
**NS = n&o sinbnimos, S= Sinénimos.

Os SNPs encontrados para C. canephora, sao importantes, pois
aléem de serem uteis para o melhoramento desta espécie, podem auxiliar no
monitoramento da introgressdo de genes na espécie arabica. Por exemplo, C.
canephora possui maior resisténcia a estresses bidticos e abidticos, entretanto a
qualidade da bebida dessa espécie é considerada inferior. Dessa forma, o
monitoramento seria importante para garantir a introgessdo apenas dos genes de
resisténcia, assegurando que a qualidade da bebida ndo seja prejudicada pela
introgressao de genes da espécie canéfora para esta caracteristica.

A frequéncia de polimorfismos é proxima para ambas as espécies, 2

SNPs a cada 100 pb, entretanto C. arabica continua apresentando menor
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variabilidade com potencial para genotipagem, pois a maioria de seus polimorfismos
(82%) correspondem a diferengas entre C. canephora e C. eugenioides refletidas
nos subgenomas de C. arabica (CaCc e CaCe) (Figura 11, a), ou a polimorfismos
intraespecificos de C. canephora (CaCc) (Figura 11, b) também refletidas nos
subgenomas de C. arabica. Os 18% restantes sdo polimorfismos encontrados
apenas nos genotipos de C.arabica (Ca), e correspondem a diferencas fixadas na
populagdo (todos os gendtipos apresentam os mesmos alelos) (Figura 11, c¢), ou a
polimorfismos variaveis entre os gendtipos de C. arabica (com potencial aplicagao
para genotipagem) (Figura 11, d).

Dos 82% de polimorfismos que refletem diferengas entre C.
canephora e C.eugenioides, 40% sao diferencas fixadas entre a populagdo dos
ancestrais (CaCe e CaCe), 22% refletem diferengas intraespecificas de C.
canephora (CaCc) e 20% podem ser diferencas entre os genomas de C. canephora
e C. eugenioides ou a variabilidade de C. canephora (CaCc e CaCe/CaCc) (Figura
12).

Figura 11 - Polimorfismos detectados em C. arabica. Polimorfismo entre os
subgenomas que: a. reflete diferengas entre os alelos dos ancestrais,
C. canephora e C. eugenioides, (CaCc e Ca Ce) ou b. reflete
polimorfismos intraespecificos de C. canephora (CaCc). SNPs
detectados apenas na espécie arabica que: c. sdo fixados entre a
populagdo, ou d. variaveis entre os gendtipos da espécie (com
potencial para genotipagem).
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Distribuicdo dos polimorfismos encontrados em C. arabica. Ca=
diferengas entre os subgenomas de C. arabica. CaCc e CaCe=
polimorfismos entre Cc e Ce para os quais C. arabica possui ambos os
alelos. Cc= diferencas observadas em C. arabica, reflexo da
variabilidade de C. canephora. Cc/ Cc e Ce = polimorfismos de C.
arabica podem refletir diferengas entre os genomas de C. canephora e
C. eugenioides ou a variabilidade de C. canephora.

SNPs em Coffea arabica

Em estudos anteriores, Vidal et al. (2010) e Mondego et al. (2011)

observaram uma menor frequéncia total de SNPs em C. arabica, 0,39 e 0,35

SNP/100pb, e em C. canephora, 0,17 e 0,19 SNP/100pb respectivamente. lvamoto

et al. (2012) ao analisarem SNPs em genes de acidos clorogénicos, observaram
uma frequéncia de 1,4 SNP / 100pb (Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacgao entre a frequéncia de SNPs e o numero de gendtipos de

estudos de SNPs em Coffea spp.

Frequéncia (/100pb) Numero de Genétipos
C. arabica C. canephora|C. arabica C. canephora C. eugenioides
Presente Estudo 2,09 2,13 12 8 1
Vidal et al. (2010) 0,39 0,17 2% 6 0
Mondego et al. (2010) 0,35 0,19 2%* 6 0
Ivamoto et al. (2012) 1,4 2% 1 0
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Nos referidos trabalhos observou-se que o numero de SNPs de C.
arabica é aproximadamente o dobro de polimorfismos de C. canephora. No presente
estudo o numero total de polimorfismos entre as duas espécies e a frequéncia estao
proximos e o numero de SNPs/100 pb é significativamente maior que os observados
anteriormente. Essa diferenga pode ser explicada pela amostra populacional
analisada que continha 8 gendtipos de C.canephora e 12 de C. arabica (incluindo os
gendtipos do centro de origem da espécie) em comparagdo aos 2 genodtipos
comerciais de C. arabica e de C.canephora utilizados por Vidal et al. (2010) e
Mondego et al. (2011) e os 2 gendtipos comerciais de C.arabica e 1 gendtipo de C.
canephora utilizados por Ivamoto et al. (2012). A separagdo dos subgenomas
contendo os SNPs correspondentes aos observados nos ancestrais, C. eugenioides
e C.canephora foi observada assim como descrito por Vidal et al. (2010), Mondego
et al. (2011) e Ivamoto et al. (2012).

Diversos estudos com a aplicacdo de diferentes marcadores
moleculares em C. arabica ndo detectaram marcas polimorficas que permitissem a
discriminagao entre os gendtipos da espécie (LASHERMES et al., 1999, ANTHONY
et al., 2001, STEIGER et al., 2002, MONCADA; MCCOUCH, 2004, SILVESTRINI et
al., 2005, MALUF et al., 2005), incluindo os SNPs observados por Vidal et al. (2010).
No presente trabalho foi possivel verificar a presenga de 25 polimorfismos (Tabela 8
e Tabela 9), aproximadamente 18% do total para a espécie, que permitem a
diferenciagcao entre C. arabica e as outras espécies avaliadas. Entre esses SNPs, 13
sao diferencgas fixadas na populagao (ex: colunas 2, 8, 9, 12 e 13 da tabela 8),
enquanto 12 demonstram variabilidade (ex; coluna 1, 3 , 4 e 5 da tabela 8). Estes
ultimos polimorfismos, encontrados a uma frequéncia de 0,17 a cada 100 pb, sao
interessantes para identificagdo dos gendétipos e apresentam potencial mapeamento

e, por consequéncia, aplicagao nos trabalhos de melhoramento.
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Tabela 8 — Relacdo dos 25 SNPs encontrados em C. arabica. As colunas 1 a 25
representam os SNPs. Cada linha correponde a um gendtipo
analisado. Os pontos representam polimorfismos que n&do foram
acessados.

Genotipo Especie 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

E-007 C. arabica . s s e e e e e e« A

E-017 C. arabica C

E-123A C. arabica C

E-123B C. arabica C

E-237 C. arabica C .

E-238 C. arabica c .

E-464 C. arabica C

E-516 C. arabica [a/c NA . .

Bourbon C. arabica C T T . .

Typica C. arabica C T T . -

Catuai C. arabica C T T . .

Mundo Novo C. arabica C s T T . cC C A

C1007 C. canephora G T T T T A T =« T T AT cC T C C A G GA G A A

C2011 C. canephora CG T T T T A T =« T T =« T 6(TC T C C A G == =+ G A =

C3001 C. canephora CG T T T T A T =« T T/« T + C T C C A =« =+ =« G A A

C4001 C. canephora + G + T« T A T G| =+ T =T 6(TT C T C C A =« =+ =« =« =« A

G2020 C. canephora CG T T T T A T/« T T AT -« C T C C A G GA G A | -

G21 C. canephora CG T T T T « T/« T T =T . . . . . . . . . . - A

Uwo02 C. canephora . . s T T T A T G T T =T . . . . . . . . . . « A

uwo99 C. canephora CG T T T T A T =« T T AT - cC T C C A G GA G A A

C. eugenioides |C. eugenioides C G s T T T A T =« T T[T . C T C C A G G|+ =+« =« A

C.racemosa  |C. racemosa cGe T T T T+« 7 « 17 7T +76mMmc T cc A clile aBE A

P. bengalensis |P.bengalensis C G . T - T A T« T T «T « C T C C A G|l =« =« =« A

Tabela 9 - Caracterizacao dos polimorfismos de C. arabica. Cada linha corresponde
a descricdo de um dos 25 SNPs de C. arabica.
Gene Primer C.asrg:ica SNP | Sequéncia Anterior ao Polimorfismo Sequir;ﬁi:q:r?is;trirgor a0 Alilo Alelo2|Alelo3| Tipo Regido

Alcool desidrogenase ADH1.3 1 3 [TTTGCAATGACGACATTCCTTACACT CCCTGTGAAAACAGGGAGC ¢ A SNP | ExonNS
Copalil Difosfato Sintase CPS_C3_1 2 17 |GTAGTATGCGACTCTCTGATAA GGATAAGGCGACGTTGTAAT G A SNP ExonS
Copalil Difosfato Sintase CPS_C3.1 3 19 |CGACTCTCTGATAAGGGAT AGGCGACGTTGTAATTGACA A G SNP ExonS
Sacarose Sintase 1 CSP_SUS1_4 4 35 |TTAACAGGTTAGTCATAGAC GTAAAAACAATTCTACCTGT T A SNP Intron
Sacarose Sintase 1 CSP_SUS1 5 5 15 |TCTTGACTTTCTCAGAACATTIT ACAATAAAGAAAACAATTATGAG T A SNP Intron
Sacarose Sintase 1 CSP_SUS1_8 6 5 |ATAATGATTGCCTTTTTTGT TCTTTTTTTTTIT T ¢ SNP Intron
Caureno sintase Ko_c1_1 7 11 |GACAGTTATGCAAGTAT ATATAAAGAAGAAATGTC A T SNP Intron
Caureno sintase Ko_c1_1 8 24 |GTAGGAATATGATATCCTCCT ATCTCTGTATCTTCATGCAC T C SNP ExonS
Caureno sintase Ko_c1_1 9 32 |CAACTAAAATCaTACAGGA ACTATGCATTATGGAATCA G C SNP | ExonNS
Caureno oxidase Ko_C1.2 10 41 |TAAATTACAGGACCAGGT CACCGTAAAATATTGGCG T ¢ SNP 3'UTR
Caureno synthase Ks_cl 1 11 4 |TATTCTGAAATCTGAACAT CTTAGCCCCTATAC T C SNP Intron
Invertase de Parece Celular |P5(CWI_c5a_PP3) 12 1 TTTGGACTAAA C A SNP ExonS
Sacarose Sintase 2 P12 (Susy2_c4_b) 13 32 |TCTTTATTGCGGAACATGAT GAAGAGAGGTGACGATTAAGA T G SNP | ExonS
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 14 6 |AAAGAAGTTCAAGAA CAATTTAATCCGTTAAG 8(T) | 6(T) | 5(T) SSR Intron
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 15 11 |AGAAAACATCCTG ACGCAAATTGCTGATCC C G SNP Intron
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 16 13 |TCCTGCACGCAAATTGc GATCCACGGGAAA T A SNP Intron
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 17 17 |ACTGTACCTGAACAAAAAT CCCCTTTTGTCAGCAAT C T SNP ExonS
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 18 19 |GCTCTATTTGTTTGGG AGCTATCCAACGGAATTGG C G SNP | ExonNS
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 19 20 |GCTCTATTTGTTTGGGC GCTATCCAACGGAATTGG A G SNP ExonS
Sacarose Sintase 2 P14 (Susy_c6_b) 20 31 |CCTGTGATGTTTTTAACCC CTCCACCACTGGCCGTCGT G C SNP | ExonNS
Invertase vacuolar P25 (Inv3_cl_c) 21 8 |ggGGTTTTACACGCGGTTCCCC CACGGGCATGTGGGAGTGC G A SNP ExonNS
Invertase vacuolar P25 (Inv3_c1_c) 22 9 [TTTACACGCGGTTCCCCGCAC GGCATGTGGGAGTGCGTGG G A SNP ExonS
Invertase vacuolar P25 (Inv3_c1_c) 23 12 |AGCACGTCCTGAAGGCAAGTTT gACGACAATAAGCACG G A SNP Intron
Invertase vacuolar P25 (Inv3_cl_c) 24 15 |CACTGGGCACCTATGATCCGAA AACAATAAGTGGACCCCTGACGA A T SNP | ExonNS
trnL trF -The trnl-tmF trnL trnF 25 9 [TTCATTTATATGTATATC TAAATAACACAAGATTTG A C SNP Intron
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4.3.1 Validagao de SNPs pela Clonagem e Sequenicamento de Fragmentos

A busca baseada no sequenciamento de produtos de PCR para uma
populagdo representativa de gendtipos de C. arabica (dezesseis) permitiu a
detecgao de polimorfismos interespecificos importantes, entretanto a presenca de
INDELs heterozigotos dificultou a identificagcdo de alguns homedlogos (Anexo B).
Portanto, para validacdo dos polimorfismos e determinacdo dos haplétipos de C.
arabica, foram clonados trés fragmentos de Sacarose Sintase para dois gendétipos
(E238 e EO07) (Tabela 10).

A despeito de apresentar algumas sequéncias incompletas das
regides de interesse, foram confirmados 15 polimorfismos com alelos heterozigotos
para C. arabica: trés para Sus1_4 (polimorfsimos 1, 5 e 17) , nove para Sus1_5
(todos os polimorfismos apenas apara E-007) e trés Sus1_8 (polirmofismos 12, 14 e
15). Estes SNPs correspondem as diferengas entre os subgenomas dos ancestrais e
sao importantes para diferenciar os alelos destes presentes em C. arabica, podendo,
por exemplo, ser utilizados para estudos de expressdo de homedlogos
(MARRACCINI et al. 2011). Vale destacar que para Sus1_8 foi possivel verificar um
polimorfismo intraespecifico segregante para os genétipos da espécie que nao havia

sido detectado anteriormente que apresenta potencial para estudos de genotipagem.
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Tabela 10 — Comparagao entre os SNPs detectados em fragmentos sequenciados diretamente do produto de PCR e sequéncias
obtidas de produto de clonage de C. arabica.

Genétipo Espécie Origg;n do fragmento Susl 4 Susl 5 Susl 8
quenciado 17 28 32 35

E-007 C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-017 C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-123A C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-123B C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-237 C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-238 C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-464 C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-516 C. arabica | Direto do Produto de PCR

Bourbon C. arabica | Direto do Produto de PCR

Typica C. arabica | Direto do Produto de PCR

Catuai C. arabica | Direto do Produto de PCR

Mundo Novo | C. arabica | Direto do Produto de PCR

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C. arabica | Produto de Clonagem

E-007 C .arabica | Produto de Clonagem

E-007 C .arabica | Produto de Clonagem A C (TCCTG
E-007 C .arabica | Produto de Clonagem

E-238 C .arabica | Produto de Clonagem NA NA NA|NA NA NA A C (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA T T A C (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA A (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA C (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA NA (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA C (TCCTG)
E-238 C. arabica | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA C (TCCTG)
E-238 C. arabica_ | Produto de Clonagem NA NA|NA NA NA NA NA NA NA NA NA|NA NA NA TCCTG
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4.4 CONCLUSAO

A analise da diversidade nucleotidica de fragmentos de genes em
um painel representativo de genodtipos de C. arabica permitiu a identificagdo de
varios polimorfismos a nivel inter e intraespecifico. A maioria dos polimorfismos de
C. arabica correspondeu a diferencas observadas entre as espécies ancestrais, C.
canephora e C. eugenioides. Esses polimorfismos podem ser utilizados para estudos
de diferenciacdo de expressdo de homeodlogos em C. arabica, para monitoramento
da introgessao de genes nos programas de melhoramento, dentre outras aplicagdes.

Foram identificados 12 SNPs que corresponderam variagcdes apenas
entre os subgenomas de C arabica, evidenciando a existéncia de variabilidade
intraespecifica, ainda que em frequéncia reduzida, com potencial para genotipagem
e estudos de mapeamento.

A clonagem de fragmentos amplificados permitiu a confirmagao de
alguns polimorfismos heterozigotos de C. arabica, e a identificacdo de um novo
polimorfimo segregante apenas para os subgenomas da espécie.

Os dados obtidos também mostram a importancia de utilizar
gendtipos representativos da diversidade da espécie para detecgdo de SNPs. Os
resultados deste estudo sao relevantes para nortear futuros trabalhos na

caracterizagao da variabilidade genética de C. arabica.
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ANEXO A

Sequéncias consenso das regides dos genes de interesse que foram analisadas.

ADH1_1
TGTGGAAGTCCCAACAAAATGATAAATTGGTTTCCCATTAATTGAGAACCTTGATTTCCCATCATTAAGCATCA
CACCCCTGTCTGTGTTGATCCTGAGGAGATCACACATGTTACTTTCTTCTGATTTGCAATGACGGCATTCCTT
ACACTCCCCTGTGAAAACAGGGAGCACATGGTCTCCGGGCTGAAGTTCTGTCACGCCTTCCCCTACACTCTC
CACAATCCTAATCGCCAAAAAAAAAAAAAAAAATTCAGTCAGTATCCATCTCATATGTAGTCCTAAAACCAGAA
TATGAGTAACAGTATAACGAGAATCAGTGAAATCATGGCTCAAACATTAACATACCCTGATGCCTCGTGCCCG
AGAATTCTAGGAAACACGGGGTGTTGGCCCTGAAAATATTGAAAAGTACGCAACCTCAGATCAGCAAAATTTG
CTAAAGGACACTATGATCCATC---
AGGTTGATTTGACATAAGACACATTGCATTGATTATATACTATGCAAAAGTGTGTGATTGTTGTTGTTACCTTC
GCTTCCCAGAAATAAACATCAGTATGGCAGAGGGAAGTGAAGAGAATCTTGAGCCGGA

CPS_C3 1
TCAAGCCAGAAATCGAGGAGTGTATCGATTATGTTCACCGGTAAATCTCTGATCAAACCTCGACTACCTACCC
GAAACTCAAACACATTAATTCTTCCGTAACACAGACTAACATCAACCGTCAAAATTAATACTGATCATCGATCC
TACATAATTGTCAGATATTGGACGGAGAAAGGTATCTGTTGGGCTAGAAATACCCACGTTTATGACATTGATG
ACACAGCAATGGGTTTCAGGCTCCTAAGGCAGCACGGCTACACGGTTTCTGCAGGTTAATTACTTGCCGTTT
ATAATTTCGTTGCAGTACATGGTAGTATGCGACTCTCTGATAAGGGATAAGGCGACGTTGTAATTGACAGATG
TCTTCCGTAACTTTGAGAAGGATGGTGGATTCTTTGCCTTTGCCGGACAGTCGA-
CCAGGCTGTGACCGGGATGTATAACCTGTACAGAGCTTGTCAGGTGATGTTCT

CPS_C3 3
TCACAAGCGTCAGCTCCATAGAAGCAGACATGCAAGAACTAGCGAAGCTTGTTCTCACC-AGTAG-
CCCGAGCGATCT-G-
GATGCTGATGTCAAGCAAACATTTCTCACAGTGGCAAGGAGCTTCTACTACACCGCCCATTGCAATCCAGGA
ACCGTCAATTTCCATATGGCCAAAGTTCTCTTTGAGAGAGTACTTTGATTTAA-——--
CATGTCCATTCCTTTTGTTCTCGTCGCTAAATGGCACCCAGTGAAAAGTTTATTCTCATACTGTTGTAGTAGTA
ATTAAGTGCTCACAACATGTATAGAAACGAATAATTATATA-
GTAATTTTTCTTTTAATCTTCAATGTGCCTTAAAAAATATTGGCAAA

CSP_SUS1 4
GGAAACAGCTAATACCATGAGAGAGGTGCCTGTTGAGGAACTCAACTCCGTCGCCTATGTACTTAGTTAAAG
TTGGCTTGGGAAAAGATGCTGTAAATGGTTCGAAGTCCAGTTCCAAAACAAAATTCCCATTTTTGCTGCATTA
ACACATCGCATTAATTAAGCAGAAAAA-
CAAAGGGATTGATGTAGTCATTAACCGAGTAAAAAGTACCATATAAAGTCCAAGACCCTTATTTA--
CCTTCCATCAACGAGTTCTTCCTTGAAATGCAGGTACTCTGGCACGGTTAACTCCTCAACAACGAGTGCATG
GACATTGACTCGAACATACTCCCAGACACCAGGTCTGAGACGAATAGCAAGTGCAACCCAGGGGGGCAACA
CAATTGCTTCCTGGAATAGTAAAGACCGTTTAACAGAGTTGCTTTCTAGTAATTAACATGTTAGTCATAGACTG
TAAAAACAATTCTACCTGTGTGGACTTCAGGACTTCTTCAAAGGCATGATCATGAATTTTTTGTTTACCATCCT
TGTTAATTTCTTCAAACTCAGCCAAAAACTGGCCGGTCGTTTTTACA

CSP_SUS1_5
GACATGACGTTTTCCTGGGCAAAGTATCCATGGGGGGAAAGAATAACAACATTGAATACCATAGGGATTCTC
CCTAGGAATTTCTCTAGTIGTGCACGAGTCAGGAGCCTCCAGAAGATCCAGAAGCATGCAGATCATTTCCAAG
ACACG-
CTCAGCAGTATCACCCCAACCTCTCTCCAGTCCAATTTCTTGGAATTTGTGCTCGAATTCAGAGTATGGTGTA
TCTGCAGAGAGTGTTGTTAGGTACTCCTCTGCCTTCCTCAGAACTGCTTGGAGAGTGTTAAGGTCCTTGATCC
TGTCGTTAAGCATCATCGTCTGCAGAAGGATTCCAATCTATCTATTAAAATATGCTGAAAACATGTCAAAAATT
ATATAATTCTAAACAAGCAAATATAAATTAAGTAGCTGCAACATCTTGACTTTCTTAGAACATTTTTACAATAAA
GAAAACAATTATGAGACAGTGAAGTTATGAGAAGGCTACCTTGCCCTTGTATTGGTGAACACGGAGAAAATCA
AGGAGAGGGGCCATGCTCTCCTTGTCATGGAACATTTTGGCAGAGAGGTGCCTGTTGAGGAACTCAACTCC
GTCGCCTATGTACTGGCCGTCGTTTTAC

CSP_SUSY_8
TCACTGCGGATCTTATCGCAATGAACCATACAGATTTCATTATCACTAGCACTTTCCAAGAAATAGCTGGAAG
GTACATTGAAGTTCCTTGTTTGTAACTAATTAATCTTTGCATCTTAATCCCTCTGATAATCATTGCCCTTTTTGT
TTCTTTTTTTTTTTTTTTCAGCAAGGACACTGTTGGGCAATATGAAAGCCATATGGCCTTCACAATGCCAGGAT
TATACAGAGTTGTACATGGCATTGATGTTTTTGATCCAAAATTCAACATTGTCTCACCTGGAGCTGATACAAAC
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CTCTACTACCCACACACAGAGAAGGAAAAGAGATTGACATCCTTCCATCCTGAAATTGAGGAGTTGCTTTTCA
GCGATGTGGAGAATGAGGAACACCTGTAAATATCTATCTCTTTCCTGTACTAATGGATTAGTTACTACTAAGTT
CTCTGAAGTACTCATCAACATGTTTTTAT

Ko_C1.1
CCTGAGAGCACCTGCACATACCCTCTTTCCACCTCCATCAGGCAATCGTCTTGTGCAATTCCATGTAATCATG
CAAGTCATCAACAAATCTCTCAGGAATCCACTGTTCAGGGTTTTCCCAAGTTTTTTTGTCCATGTTACACCCGT
AAAGGTTGATAGCAATCTACACATTGCAAGAGACAGTTCAGTAAGTATATAATATACAAGGTAGAAATGTCT-
AGCAAGGATAGCAAACATGCAACAGCTCATGGTTAGGCATTAACCTCAGTTCCAGCAGGAATATGATATCCTC
CTAACTCTGTATCTTCATGCACATATCTCAGAGGAACTACGGGCACAGGACTGTGTCTCCTCAACGTTTCATG
AAATATGGCAGACAAATAAGGAAGTTGACCCAGGTTCTCCTCGGTAACCTTGTTCGGTCCACAAACATTTTTG
ATATCCCGAAACAGACGGTCCTGTGGATTATGGTGAAATCAGAGCAACTAAAATCATACAGGAGACTATGCAT
TATGGAATCACATCGGATCAAGTGTGACAACCT

Ko C1 2

TGCCTCGACCACATCTTTGTTAATGTTCCAGCTTATCCTTATCTTCAGACACATTAT---
GTAATCCTTATCTTCCTCTTT-ATCTCCG--------
GAGTCATTGGAAGTAGGGAATTTTATGTTCCAGCTTCTTGAACCGAGCCCCATAT--CGTCTGTATGGTACTT-
GAAACAAGGGCTGAAAGATGTTGCCGTTGTTTAATGTCCTGTATTAGG-AAGTCTT-GAGTAATCA----
CTAGAGAGTAGCAGCAGCTTGTATGAATGAAACAAATAAATCATGCTGTGGCGCTATTTGGTTTTCAATAAAC
GGTTTTTTCTAAATTACAGGACCAGGGTGCACCGTAAAATATTGGCGTAGTCAAAGAATTTACAGGGTTGCTA
TAGAGAGTGGGACGTTTAGCCCTCTTTCTTGTTTTTATAGATAGATGGCCGCTGCCTTTTGCTTGAATTGTTCT
CC-TGCC

Ks_C1.1

GTGAGTCTCCCTGATCCTCTTCTCACTATTCTGAAATCTGAACATTCTTAGCCCCTATACTATGTA-
TATAATTTCCTAAGTAATAAGATAATGTCTGCAAACTACAGGTGGGATGTGAATATCAGCAGTGATTATTGCTC
AGATATCAGCAGTGATTGTTGCTCAGAGAATGTCCAAATCGTATTTTCAGCACTGCGTAGTACCATCTCTGAG
ACTGGAGAGAAAGCAAGCATATTGCAGGGACGCAATGTAACAAGCCACACGAAAGAGATTGTGAGATGTCTA
CTTCTTTCATCTTCTTGCT-------
ATTGTACTCTGATGTATGCGTATGGGTTATCCAGTTCGCTCTCTATAATATATGATGAC----
GATTCTTTAAATGGTTTATTACAGTGGCTAGAATTGCTCTACGGATTTTTTAGGGAGTTTGAATGGACTAGAGA
CAAGACGGTGCCAACATTGGATGAATATATGGCAAATGGTTATGTATCATTCGCC

Ks_C1_2
ATTTTTTTTCCAACGTTTAAACCCGAGCTGTGTCGAGCCCACTATAGTCCAGGGATACACGCAGCTTGGCCCT
AATTATTTGGAGAAGCTACATTGAAAAACCTGTACACGAGACGGCAAATTTCAAATCCTAGTTATTTGGATCTC
CATTTGCGGGTGTCTAACAATCATCACCTCCTCCCATAACCGGACT-
CGTTTGATCCTTAGAGAAGCTATTCAAAATCCTCCAAAGGTATTGGCTTATGAATAATTGCTTTTACGAGATCA
ACCATCTCCACTTCTGATGTAAATCCATCATTGTTGAAGTAAAATTGATGTAGTATTCTGCTTAGATTCCAAAA
CATGTCCTTGCAAGCTCTTGGAACTACACTACCATCCTTCTGCACAACCAATCTTAGCAGTCTCCTCCTCTCA
TTGTCTATCAGCAATTTCACCTCTGCAAAA

P5/CWI|_c5a_PP3_
ACCCTTTGGACTAAAAGTTTTGGCTTCAAAGGAGCTGCAGGAATACACGGCCGTCTTCTTTAGAATTTTCAAA
GCCCGGAACAAATATGTGGTGCTGATGTGCAGTGATCAGAGCAGGTAACATTAATCACCACACTTCGCATGT
GATCCTAATCTAAAACTGATATTTTGCTTCTTTCTTGTTAAGAATTTTCCAGAATTCTCATCATCCCACGTGACG
TC

P7/SPS_cl1_PP2
GAAACAGCTATGACCATGCAAGCGTAATCCCACACTCAACCTGGAAAGGAACAACTCATTGATCCTATAGCTT
TCAGCATTACAACGATGTCTCCCTCAACTACGATACAAAAAGGAATTTACAACACCTATACGGCATAACTTAGT
TGGCCACTTTAGTTTAACCCATTTATCAACAGGTCGAAAGCACCAACCGTGCCAGTTTCAAAGCAAGAACGAA
ATTAACGAATAGAATCATACACTGATGGTTTTTATCAGGGTATCATAACAAGGTAGCAAAACTTTTTGCTTCGA
GGATCTTGGCAACTCTACGAGCAACGGAGAAACAGGCCAATTATTAACACGATATATATAGTTCATGTCAAAC
TTTTCTGTGATGTGCGGAAGTGCAAATTTCTAGCTTTTGAGAACCCCTAGCTTTTCCAACGAGTCGCGCAGCT
CAGCACTGCTGCAGTCTTCACTTGTCTGAATAAGGTTCGGATTGTCAAATGCCACCACATCGGTAAGTGGGT
AGCTTCTGTTGGCATGAAGTTGGCTGCTTTCTCCACTGCAAACTCCTTTCAGTATCACAGACTTATGCACACC
ACCAAGTAATCCTTCATAATCAGTGTCCCCACTTTCTCCAACAAAAACCACCACTTTTGACAAATCCATACCCC
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ATCGAACTGGCCGTCGTTTTA

P12 /Susy2 c4 b
ACAGCTATGACCATGGTGGGAGCTTGGCAAGATAATCCTCTGCCTTGGACAAAGCAGATTCAAGCCTGGATA
TGCGTTGTATCCTATCATTCAACATTAATACCTGCATGGGAACAATGGAATCAAATCAAAATTCAGAGGAAAA
GGTTCAGAAATTCCGATAGCTGTGCCCACCTAAATGGAGTTGGTATATACAATGCAGTATAAACAGTCAGGTT
AACCACAAAGCCAGGGAGCAATAAAATTCTGTGCAACAGTAGACATAATCAAATAAGAACGTGAAGTTCAGAA
GAACTTACATGCCCTTTGTGTTTATGTGCACGAAGGAAATCAAGCAATGGCTCCAAAGAATCTTTATTGCGGA
ACATGATTGAAGAGAGGTGACGATTAAGAAATTGAACTCCATTACCAATATAAGAAGATCTGGTTGGGCGAG
GAAATGTTGCATTGAATGGTTCAAAATCCAGCTCAAGAACTAAATGGTCTTCAGAGCTAGAACACAGTGAAAA
GCAATCAAATATTCATAATATCCAGAATTGGTGACCCTGAATCAGAAAACTTATTCAACTCAATTAAAGACCAC
ACTAACTTACCGGCCATCCACAAGTTCTTCCTTAAGATGGAGATATTCTGAAATTGACAACTGATCAACACTAA
GTTCGTATACATTAACGCGTACATACTCCCAAACACCAGGCACTGGCCG

P14 /Susy2 c6_b
TGGAAACAGCTATGACCATGTAGGAAGGCCACAGGTCATCGCCTCCACAACAGTAAGCCCAAAAGCTTCATA
AAATGCAGGCTGAAAAGAAGTTCAACAACTTTTTTCAATTTAATCCGTTAAGAAAACATCCTGCACGCAAATTG
CTGATCCACGGGAAACATGATTACTGTACCTGAACAAAAATCCCCCTTTTGTCAGCAATATAACGATATAGCT
CACCATTCCGCGCTCTATTTGTTTGGGCAGCTATCCAACGGAATTGGCCATCCAAATTATATTCTTTCATAAG
CATGTGCATCTTCTCTATTTCTGAAATTTCTTCCCTGTCACTTGATTTTTTCACATCGTTGTAACCTGCCACCAC
AACAAGGTTTGCTAATTCCCGTAATTCAGCATTTTTAGCATAGCACTCTACCAGGCCTGTGATGTTTTTAACCC
GATCCAGCACTGGCCGTCGTTTTACAAAAACAA

P17 /Susy2_ c4 6_a
TCAACCTCGAGATCCATTTGCGGAGAATTCCTTTCTCAGTTCTAAAAGGGACACGTAAAATGCTTGTATACTC
AGTTCCACTAACTCTTTCCAACCTCTGGTTGCAAGTAGTGCCTTTTGCATCAGGAATTAACCGAGTCACCTAG
TAAGGAAGACAAGTCATATCAACAGTAATATTCAGATGGGTTCAGATTTCAAAAAGGATATCACTTACAATAAG
AATTCTGGGAGTGACATTCAGCCCTTGCTGCTTTATTCTTAAAAGCATTTCATTCTCCAAGGCTCGAACTTGAT
CCAGTATATAGACAATCTGTATGTCATCCAAGAGGAACAATGATTTCTAAGCACCCTTTAGCAGCATAAACTA
CCATTACATAATAAGGAGAAACTTTGGTAAAAAACGATGCCACAGTTAAAGACAAAAAAGAAGCTGAAATCTT
TAGAAAAAGTACAACTCTAGTTACAAGTATAAAATTCTGCCCTCAATTTAAAATGATTTGGACCAAGACAACAA
AACATACCTGGCCACCAGTATCAGGCAAGCCCAAGACATTTGCTTGACCAAAATATCCATGAACAGACAAAAT
GACAACGTTAAACACCATAGGTATTCTACCAAGAAAAGTTTCCAGAGTAGAAGGATCAGGTGCTTGAAGGAT
GTCAGAAAGAAGATGCATCATATTCAGAACCCTTGCTGCGGTGTCACCCCAACCCCTCTCAAAACCCAGTTC
TTGCAATCTGCATAGATACAACTGTAGGTAAACAGCCTAAAAAAAAATTAAATCTAGCTAAATGTATATATTCTA
TTTCCATAACTACAAAAATCATCTTAGGGTTGGTACTTGTGAAGAAACATACGCATATTCAAAGTCCGAATAAA
G

P23/ Susyl_c435_e
TGAAACAGCTATGACCATGTTGAAATGGAAGGTAAATTGATCTTATTACAAAATGACATTTGAAAATGCCCAAT
TCCTCGCACTACCAAAAAGCAGGAAAAGAAAAGGAAATGGCAAACAACCCAACGAAAATGACCTACAAGAAG
GACCTAATTGACACTTGAACAGGGACTAAAAAGACACAACCAACCAACAATAAAGAAAGGCAAGACTGGCAG
AAGTAACAAAAACACAATCCTCTTCTTTTTACACGATCTCAAGCTCTTTTATTTTATTTGTCTCCCTCCCGCTGC
TTCCAACTTTTTCTGCCGCAAACTCTTACTGATCAACAGCCAATGGAACAGCTTCAGCCTGGAACCCAAAACA
GAGAACACGATTGTTAGAAGAAATGCTTTTGAAAGAGGAGAGCTGAACAATGCAGATTCATCAACTCAAGAC
CAGATAACTTACCAACTTGCGATACTTGAGAGCATAAAACATTTCCAGATAACGGCGACTGGCCGTCGTTTTA
CAAA

P25/Inv _cl c
GGGGGGGGGGCAGGCCCCCGATGGGACCAAGTGGTTGGAAACCCTCGGGTCCAAGGTCAATAAAACGGGC
ATTGCCCTGGTTTATGAAACCAGCGACTTCAAGGGCTACCGGCTCTTGGATGGGGTTTTACACGCGGTTCCC
CGCACGGGCATGTGGGAGTGCGTGGATTTCTACCCGGTTTCCACCACGGGGGATAATGGGCTGGATACATC
GGCTAATGGGCCTGGCACTAAGCACGTCCTGAAGGCAAGCTTGGACGACAACAAGCACGATTACTACGCAC
TGGGCACCTATGATCCAAAAAACAATAAGTGGACCCCTGACGATCCGGAACTGGATGTGGGTATCGGGTTGC
GTCTGGACTATGGCAAGTATTACGCGTCAAAGACATTTTACAACCAAAACAAGAAGAGGAGGATTTTGTGGG
GTTGGATTGAAAAAACTGATACGAAGCTGCTGACCTCATGAAAGGATGGGCATCGGTTCAGGTATCATTATTA
TTATTAGTATTATTGTTCTCCTCATTCACAAGTGCATAATGCATTGCCTTGACTTGAATTC

trnL_trnF
TTATTTGAACTGGTGACACGAGGATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCATCTGAGCTATCCCGACCAGTCCCAATG
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TAGCATCCTCATTTTATGAGAAAAGGGGGGCTATGTCAATTAAAAGAAGGAAAGGGGATTACAAAGTTTTATC
TAGGTACTAGAATTTCTTGGATCTTAAAAGAGAGTACTTTGTAAGTTTCAGTATGAATAGTTATATCGATTGTAA
ACCATTCAAATGGGTATTTCTTGCTCAAAGATGTTCATTTATATGTATATCATAAATAACACAAGATTTGTGATA
AGAAAAGAGCTTTTCCGTCCAGATCGATTTCTAAGAGAATAGAGTAAATGAATAAGGTTTTTTGAACCGCTAA
CGAAAGGGGGATAGGATAAATAG—GGGGGATCAAATATGTTTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCAA



62

ANEXO B

Exemplo de sequéncia interrompida de C. arabica devido a presenca de INDELs
heterozigotos que impossibilitaram a leitura do sequenciamento. As quatro primeiras
sequéncias sado de C.arabica, seguidas de uma sequéncia de C. canephora e por
ultimo C. eugenioides. Na posigao assinalada (344 do Contig) existe um INDEL de
um nucleotideo entre C. canephora e C. eugenioides, e C. arabica possui os dois
alelos causando uma sobreposicdo de fluorescéncia emitida, que impossibilita a
leitura do sequenciamento a partir deste INDEL.

T e S S |

File Edit Go Sample Contig View Window Script Help
[if Traces from P17 / Susy2_c4 6_a (Sacarcse sintase 2)

H@Iﬂ@al“*‘/@ﬂ R et
. A GG AATCAATTGATTTT CTA AL
C. arabica — Eza? o £o
E237 A "
ﬂ /\f\ ATATAVAYAVATA'AY vi\AA '- "TA[—\/—\A—M V\ALANAAA NN AANAA
C. arabica — .T;fcas_apl: Caa TSEDA TTTCTALAL o
Typica \/\
2 A A VWA
C. arabica — %32;?;: cEE nguk rrreTEs
E123B ] | )
& AT AWML AN A . AraARAALASAA
i .
C. arabica — =;m: pr?f;uc ASHTE B DR S S
E017 A/L N AN
[\ f a iy
A/\A AARATAITAYYY AA/\/\[\ANLLL&EM ALAAAN
l“ P S R T T A S e e O (5 (S S U S
C. canephora 1? w0991 3-Re 250 310
SO s\ WAy M ML\
\ ‘Z\(\ (\ f\ \ /\AJ\K\J \ \m
AGGAACAATGATTTCTAA—G_C“A_CCCTTTAGCAGC—TAAACTAC
C. eugenioides [ mwemorass - 17 , . 3:\0 .
L AWMV WAV VWAV

U E238-P17 Base 339 of 339 (344 in contig)
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ANEXO C

Exemplo de alinhamento no programa Codon Code Aligner evidenciando os alelos
heterozigotos encontrados em C. arabica. Cada linha corresponde a sequéncia de
um gendtipo. O SNP assinalado apresenta dois alelos (G e T); observa-se que 0s
genotipos de C. canephora e C. eugenioides apresentam apenas um dos alelos e os
gendtipos de C. arabica apresentam ambos os alelos.

C. canephora -
C3001

C. arabica -
E123A

C. eugenioides

C. arabica -
Catuai

C. canephora -
G21

m CodonCode Aligner

Fle Edit Go Sample Contig Yiew window Script  Help

Ll Traces from Ks_C1_2 (Caureno sintase)

T, = = =y — = o= T i
HE oo™ FE/REFF ¥ s ¢
[}JT2 & TTATTTGG&EATCTCCAALATTIG CGSGGTGTCTAALCAAT CATCACCTCCT
<+ C3001_Ks_'cl 2F_1 140 150 10 170

A it

e, TS c @t ref@llcf@lc TeTc TAAC AAaTcCc AT AaCccCcTCCT
70 80 =0 100

<< 1234 Rs_cl_2F

AN s A .--;[_\;;-fﬁ"& Nal

|
[¥|T & 6T TATTC A6 ATCTCEGCATITTG TGTGETGTCTALACALATC AT AACCTCGOCT.!
<< Eugenioides_Ks'cl ZF 140 150 10 170

vl anetssdaalana oo My

:AGTTATTC & ATOCTCOCATTTGOG TG|T GTGTC TAATCAATTCATAACTCTTCCT
140 150 180 170

<< CATUAT_K:_H1_2F

.-’*‘-./l/_\i\;"‘-fv‘q“mf_\/}i‘;ﬂvx’f\/\/b\ﬁf\[\ﬂf\f\/_\,WW%/\/'\:E/.\i"‘;-ifﬁl"&'z’q\f\;":_/\l\mmf_‘b

A CTTAXATTTSGEG GATO CTOCOTCARTTOGCCGCGEGGETOGETCTAATCALATT CLRTT GCACTCTTCTCT
140 150 180

odelianomninlonealyian lallnl

A G T/ T A TT TG G AT CTCC A TTTGC G GGTGTC T AAC A A TC ATTCACTCTCC T
007 _Ks_el 2F Base 154 of 398 (156 in contiz)

|




sintase (SPS).

Cada

ANEXO D

Tabela de caracterizagdo dos polimorfismos presentes no gene da Sacarose fosfato
linha corresponde a um SNP. As colunas contém
respectivamente: nome do primer, nuimero do SNP no Contig, nome do SNP,
posicdo do SNP no Contig, sequéncia anterior e posterior ao polimorfismo, alelos
presentes e tipo do polimorfismo (SNP, INDEL ou SSR).

64

Primer

P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)
P7 (SPS_c1_PP2)

SNP  SNP_nane

1SPS_P7_1
2SPS_P7_2
3SPS_P7 3
4SPS P7 4
5SPS P75
6SPS_P7 6
7SPS P77
8SPS_P7 8

contig
posicion

135
145
164
212
218
249
261
264

squence before

AAAAGGAATTTACAACACCTATAC
AATTTACAACACCTATACGGCATAACT]
CTTAGTTGGCCACTTTAGTTTA
CAACCGTGCCAGTTTCAAAGC
CCGTGCCAGTTTCAAAGCAAGAAC
ATAGAATCATACACTGATGG
TACACTGATGGTTTTTATCAGGG
GTTTTTATCAGGGTAT

9SPS_P7_9 347-354 CAGGCCAATTATTAACACGA

10 SPS_P7_10
11SPS_P7_11
12 SPS_P7_12
13 SPS_P7_13
14 SPS_P7_14
15SPS_P7_15
16 SPS_P7_16
17 SPS_P7_17
18 SPS_P7_18
19 SPS_P7_19
20SPS_P7_20
21SPS_P7_21
2 8PS P72

377
388
424
427
430
439
442
445
447
448
463
490
508

TCATGTCAAACTTTTCTGTG
AAACTTTTCTGTGATGTGCGGAAG
TAGCTTTTGAGAACCCCTAGCTTTTC
AGAACCCCTAGCTTTTCCAA
TGAGAACCCCTAGCTTTTCCAACGA
AGCTTTTCCAACGAGTCGCGCAG
TTTCTAATGAGTCGCGCAGCTC
TTCCAACGAGTCGCGCAGCTCAGC
CAACGAGTCGCGCAGCTCAGCAC
TCCAACGAGTCGCGCAGCTCAGCACT
AGCTCAGCACTGCTGCAGTCTTCACT
ATAAGGTTCGGATTGTCAAA
TGCCACCACATCGGTAAG

sequence after

GGCATAACTTAGTTGGCCACTTTA
GTTGGCCACTTTAGTTTAA
CCCATTTATCAACAGGTCGAAAGCAC
AGAACGAAATTAACGAATAGAATCATAC
AAATTAAC GAATAGAATCATAC
TTTTATCAGGGTAT
ATCATAACAAGGTAGC
ATAACAAGGTAGCAAAACTTTT
GTTCATGTCAAACTTTTCTGT
TGTGCGGAAGTGCAAATTTCTAGCTTTT
GCAAATTTCTAGCTTTTGAG
MACCGAGTCGCGCAGCTCAGCAC
GAGTCGCGCAGCTCAGCAC
TCGCGCAGCTCAGCACTGCTG
TCAGCACTGCTGCAGTCTTCACT
GCACTGCTGCAGTCTTCa
CTGCTGCAGTCTTCACTTGIC
GCTGCAGTCTTCACTTGTCTGAA
CTGCAGTCTTCACT
GTCTGAATAAGGTTCGGATTGTCA
GCCACCACATCGGTAA
GGGTAGCTTCTGTTGGCATGAAGTTGG

alelel

O—HO0O>»>>00004A>T0000>>> >
=)
@

alele2  alele3

HOoHAA4H4 44044 00T 14140000 O
3
=

Tipo

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SSR
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
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ANEXO E

Tabela de caracterizacdo dos polimorfismos presentes em um fragmento do gene da
sacarose sintase 2 (P17/Susy2_c4_6_a). Cada linha corresponde a um gendtipo e cada
coluna numerada corresponde a um polimorfismo. Nas colunas 5 e 12, C. canephora
apresenta um alelo (amarelo) e C. eugenioides outro (laranja), enquanto C. arabica possui
ambos (vermelho), estes sdo exemplos de polimorfismos nos subgenomas de C. arabica
que refletem diferengas entre os ancestrais(Cc e Ce - 40% dos SNPs de C.arabica). Na
coluna 6 observa-se que os SNPs de C. arabica correspondem a diferencas entre os
genotipos de C. canephora (Cc 22% dos SNPs de C.arabica ) e nas colunas 3 e 7 os
polimorfismos de C. arabica podem corresponder as diferengcas entre os subgenomas
ancestrais e/ou aos polimorfismos dentro de C. canephora (Ce e Cc/Cc — 20% dos SNPs de

C.arabica).

Genotipo Especie Grupo genético 1 2 4 9 0 11 12

E-007 C. arabica G T A G A G

E-017 C. arabica Ethiopian3 G NA NA NA G A G

E-123A C. arabica Ethiopian4 NA T A G A G

E-123B C. arabica Ethiopian4 G T A G A G

E-237 C. arabica Ethiopian2 G T A G A G

E-238 C. arabica Ethiopian4 G T A G A G

E-464 C. arabica Ethiopian1 G T A G A G

E-516 C. arabica Ethiopian1 NA NA T NA G A G

Bourbon C. arabica Bourbon NA NA NA NA G A G

Typica C. arabica Typica G T A G A G

Catuai C. arabica Typica/Bourbon NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Mundo Novo C. arabica Typica/Bourbon G G A G

C1007 C. canephora | Congolese_B G G G G A G C 3A
C2011 C. canephora G c T G G G A G C 3A
C3001 C. canephora | Congolese_SG1 T G [ G/T A G C 3A
G2020 C. canephora | Guinea NA NA NA NA NA NA NA NA
G21 C. canephora | Congolese_SG1 NA G G A - C 3A
uUwoo02 C. canephora |Uganda_Selvagem T G T G A G C 3A
Uwo099 C. canephora [Uganda Selvagem cC G G G A G C 3A
C. eugenioides [ C. eugenioides | _ T - A G A G T 2A




