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OLIVEIRA, Henrigue Marques. Validacdo de uma colecdo de Coffea arabica com
marcadores moleculares SNPs. 2014. 51 f. Dissertagdo (Mestrado em
biotecnologia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

Como constituem as formas mais abundantes de variacbes do genoma, 0S
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) podem auxiliar na caracterizacdo de
recursos geneéticos, inclusive de espécies que possuem variabilidade genética
reduzida como Coffea arabica. Com aumento da eficiéncia e acessibilidade das
tecnologias de sequenciamento, uma grande quantidade de dados esta sendo
produzida. Partindo deste principio o presente trabalho visa otimizar a técnica de
validacdo de SNPs através do método Snapshot. Foram selecionados os SNPs, 4, 5,
6, 15 e 17, observados por YANAGUI, 2010 que foram testados em 11 gendtipos.
Dos 5 (cinco) SNPs testados apenas o0 SNP17 ndo apresentou diferencas alélicas
intraespecificas, enquanto o SNP6 apresentou 3 (trés) perfis polimorficos e o
restante apresentou 2(dois) perfis polimorficos. O SNP5 foi selecionado para ser
testado em 143 gendtipos de uma colecédo da Etidpia, apresentando 3 (trés) perfis
polimorficos diferentes, evidenciando a existéncia de variabilidade intraespecifica.

Palavras-chave: SNP; Coffea arabica; Snapshot; Polimorfismo.



OLIVEIRA, Henrique Marques. Validation of a Coffea arabica Collection with
SNPs as molecular markers. 2014. 51 p. Dissertation (Master's Degree in
Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) are the most abundant form of genomic
variations and can be used in the characterization of genetic resources, even in
species with reduced genetic variability as Coffea arabica. With the increasing
efficiency and accessibility of sequencing technologies, a large amount of data to
identify SNPs is being produced. The aim of this research was to validate previous
observed SNPs in Coffea arabica and to optimize the Snapshot method for SNP
genotyping. Were selected the SNPs 4, 5, 6, 15 and 17, observed by YANAGUI,
2010. They were tested in 11 C. arabica genotypes. Considering the five (5) SNPs
tested, only SNP17 allele showed no intraspecific differences, while SNP6 presented
three (3) polymorphic and the remaining SNPs showed two (2) polymorphic profiles.
The SNP5 was selected to be tested on a collection of 143 C. arabica Ethiopian
genotypes, and presented three (3) different polymorphic profiles, evidencing the
existence of intraspecific variability.

Key Words: SNPs; Coffea arabica; Snapshot; Polymorphism.
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1-INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de café e o segundo maior
consumidor da bebida. Os principais graos comercialmente produzidos sdo das
espécies, Coffea arabica e Coffea canephora (MAPA, 2010). A cafeicultura se
fixou, inicialmente, no Sudeste e depois se expandiu para o Parana e Bahia.
Atualmente, é produzido em 14 estados, com area plantada de 2,3 milh6es de
hectares, o equivalente a cerca de seis bilhdes de pés (MAPA, 2010). Em
2012, as exportacdes de café renderam ao Brasil US$ 7,841 bilhdes, resultado
recorde. O numero representa crescimento de 5% em relagdo no ano anterior
(EMBRAPA, 2012). Para a colheita de 2014 é esperada a producao entre 46,53
e 50,15 milhdes de sacas. Se confirmada sera a maior safra de ciclo de baixa
bienalidade j& produzida no pais (CONAB, 2014). Apesar da producdo de
Coffea canephora ter aumentado nos ultimos anos, Coffea arabica ainda

representa 74,9% da producao do Pais (ABIC, 2013).

Originario da Etiopia, o género Coffea pertence a familia
Rubiaceae e € formado por cerca de 100 espécies (DAVIS et al.,, 2006). A
maioria das espécies conhecidas do género sao diploides (2n = 2x = 22
cromossomos) e predominantemente alégamas. C. arabica, no entanto, é
classificada como alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos), oriunda dos
progenitores diploides Coffea eugenioides e Coffea canephora (LASHERMES

et al., 1999) com sistema reprodutivo predominantemente autbgamo.

Cultivares de C.arabica derivam, na grande maioria, das

variedades Tipica e Bourbon, originalmente introduzidas no Brasil em 1727 e



1859, respectivamente (ANTHONY et al., 2002). Com isso, a base genética dos
cultivares comerciais € bastante limitada e a diversidade molecular observada
entre eles é baixa (ANTHONY et al., 2002). Como constituem as formas mais
abundantes de variagcdes do genoma, os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) podem auxiliar na caracterizacdo de recursos genéticos, inclusive de
espécies que possuem variabilidade genética reduzida e surgem a partir de
erros de incorporacéo de bases durante a replicacdo do DNA; em outros casos
sdo causadas por lesdes no DNA por agentes ambientais (GUIMARAES;

COSTA, 2002).

Os SNPs estédo, cada vez mais, se tornando o marcador de
escolha para uma ampla gama de aplica¢cfes incluindo mapeamento genético,
selecdo assistida de marcadores e analises de diversidade (JEHAN;
LAKHANPAUL, 2006). A partir da andlise de diversidade genética, é possivel
inferir relacbes filogenéticas entre linhagens e variedades ou unidades

taxondmicas mais abrangentes (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006).

2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- CAFE NO BRASIL

No Brasil, as primeiras sementes e mudas de café chegaram
em Belém do Pard na década de 1720, trazidas das Guianas pelo Sargento-
Mor Francisco de Melo Palheta, ap6s misséo oficial. Elas deram inicio ao
cultivo do café no Pard, e posteriormente foi difundido para os estados vizinhos

do Amazonas e Maranhéo (SIQUEIRA, 2005).



Na década de 1770, o café chegou ao Rio de Janeiro, onde foi
cultivado nos arredores da cidade, dando inicio ao ciclo agricola de maior
impacto econdémico no Pais desde o descobrimento (SIQUEIRA, 2005).

Em meados da década de 1880, S&o Paulo e Minas Gerais
ultrapassaram o Rio de Janeiro, tornando-se os maiores produtores de café do
Pais. Em 1928, o Espirito Santo assumiu a terceira posi¢cao, deslocando o Rio
para a quarta colocacdo (SIQUEIRA, 2005). No Parana a cultura do café
chegou ao inicio do século XX. Seu crescimento foi lento até 1945, em
consequéncia das duas guerras mundiais e também da quebra da bolsa de
Nova York, em 1929, quando, em funcdo dos grandes estoques, a forte crise
econdbmica mundial e os baixos precos do produto, milhdes de sacas tiveram
que ser queimadas.

Na década de 1950, o Paran&a assumiu a lideranca por varios
anos até meados da década de 1980. A partir dai, Minas Gerais passou a
liderar, tornando-se o maior produtor nacional de café (SIQUEIRA, 2005).

Segundo a CONAB (2012), Minas Gerais continua como maior
produtor e com 55 % do café produzido, seguido do Espirito Santo (25%), Sdo
Paulo (8 %). O Parana ocupa a quinta posi¢cao com producédo de 3% do café

produzido no pais como apresentado na figura 1.
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Figura 1. Producéo de café por estado (CONAB, 2013).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de café e o
segundo maior consumidor da bebida. Os principais grédos sdo das espécies,
Coffea arabica e Coffea canephora (MAPA, 2010). O café € produzido em 14
estados, com area plantada de 2,3 milhdes de hectares, 0 equivalente a cerca

de seis bilhdes de pés (MAPA, 2010). (MAPA, 2010).

Em 2012, as exportacdes de café renderam ao Brasil US$
7,841 bilhdes, resultado recorde. O namero representa crescimento de 5% em
relacdo no ano anterior (CONAB, 2012). Para a colheita de 2013/2014 é
esperada a producdo de 48,59 milhdes de sacas. Se confirmada sera a maior
safra de ciclo de baixa bienalidade ja produzida no pais (CONAB, 2013).
Apesar da produgcdo de Coffea canephora ter aumentado nos ultimos anos,

Coffea arabica ainda representa 74,9% da producéo do Pais (ABIC, 2013).



2.2- TAXONOMIA E GENETICA DE Coffea arabica

A familia Rubiaceae é a maior familia de plantas lenhosas nos
tropicos Umidos, e € a quarta maior familia de plantas com flores. Contém
aproximadamente 13.000 spp. em 600 géneros. Dentre estes, o género Coffea
€ 0 mais economicamente valioso (DAVIS et al., 2009). A primeira descricdo
boténica de uma é&rvore de café foi realizada sob o nome Jasminum
arabicanum, feita em 1713 Antoine de Jussieu, que estudou uma Unica planta
proveniente do jardim botanico de Amsterdd. No entanto, Linnaeus (1737)
classificou-a como um género separado Coffea com somente uma espécie
conhecida na época, Coffea arabica (CHARRIER; BERTHAUD, 1985). Muitas
espécies novas de Coffea foram descobertas durante a exploracdo das
florestas tropicais da Africa desde a segunda metade do século XIX
(CHARRIER; BERTHAUD, 1985).

O género Coffea possui cerca de 100 espécies e é dividido em
dois subgeneros, Coffea subgen. Coffea e Coffea subgen. Baracoffea (DAVIS
et al., 2009). A maioria das espécies de Coffea pertence ao subgen. Coffea,
incluindo aquelas mais utilizadas para a produgéo da bebida, C. arabica e C.

canephora.



Rubiacese

Coffea arabice 1

Figura 2. llustracao cientifica de Coffea arabica (KOHLER, 1887).

Coffea arabica é a Unica espécie de seu género, que é auto-
compativel. E uma espécie poliploide natural com 2n = 4x = 44 cromossomos e
considerada um alopoliploide segmentar porque apresenta uma heranca
dissbmica e comportamento meiodtico regular. Todas as outras espécies do
género sado dipléides e auto-incompativeis com 2n = 2x = 22 (PINTO-MAGLIO,
2006).

Alopoliploides s&o originados pela duplicagdo de genomas
diferentes, normalmente apés um evento de hibridacdo. S&o chamados

segmentares aqueles originados pela duplicacdo dos genomas de espécies



préximas o suficiente para apresentarem certa homeologia cromossdmica
(SCHIFINO-WITTMANN, 2004).

O estudo de Lashermes et al. (1999) utilizando GISH e
marcadores RFLP, determinou a origem anfidiploide de C. arabica. Os
resultados mostraram que C. arabica provavelmente deriva de hibridacdo

natural entre os diploides C. eugenioides e C.canephora.

2.3- ORIGEM E VARIABILIDADE GENETICA

O género Coffea é caracterizado por um grande numero de
espécies cuja diferenciacdo ocorreu ha relativamente pouco tempo, cerca de 5
a 25 milhdes de anos (ANTHONY et al., 2002). A diversidade de espécies de
café e a diversidade genética dentro delas foi o resultado de um processo de
especiacao rapida e radiacao adaptativa (LASHERMES et al., 1997).

Coffea € um grupo endémico dos Tropicos Africanos; mais de
100 espécies selvagens sdo encontrados na regido Afrotropical, incluindo as
ilhas Comores e Mascarenhas (ANTHONY; DUSSERT; DULLOO, 2007). Essa
regido, juntamente com os campos que produzem café antigo e tradicional da
Etiopia, representa a ultima fonte de diversidade genética do café, em que o
futuro do melhoramento do café depende (ANTHONY; DUSSERT; DULLOO,
2007).

Algumas autoridades acreditam que o primeiro cultivo de café
foi feito no 1émen e remonta a 575 AD, quando a invasao persa pos fim ao
reinado de Caleb Negus na Etiopia. Certamente a descoberta da bebida

resultou no cultivo da planta na Etidpia e na Arabia, mas seu progresso foi lento



até os séculos XV e XVI, quando seu cultivo passou a ser exercido
intensamente no Iémen, peninsula arabica (UKERS, 2009).

A historia do cultivo do café € caracterizada pelas reducdes
sucessivas da diversidade dentro das duas sub-populacdes de Coffea arabica
selvagem originarias na Etiopia e introduzidas no Iémen. A reducdo ocorreu
pela primeira vez quando o café foi introduzido no Iémen, entre 1.500 e 300
anos atras. Esta foi, sem duvida, a mais severa em termos de perda de
diversidade mesmo com as provaveis introducdes sucessivas da Etidpia para o
Iémen (ANTHONY et al. 2002).

Novas reducbes na diversidade foram produzidas durante a
introducéo de café em Java, em seguida, Amsterda e Ilha de Reunido, no inicio
do século 18. Estas introducdes foram realizadas com um numero limitado de
sementes e plantas, uma unica planta para Amsterda e varios descendentes
para Ilha de Reunido. Para a origem do café cultivado na Ilha de Reunido,
Haarer (1956) apud ANTHONY et al. 2002) afirmou que a primeira introducao
em 1708 foi composta de sementes e 60 pequenas plantas, as quais nenhuma
sobreviveu. Apenas duas plantas da segunda introducdo em 1715
sobreviveram. Estas informacdes demonstram as dificeis condicbes de cultivo
gue foram enfrentadas pelas primeiras plantas de café introduzidas.

Muitas das falhas iniciais para introduzir a cultura do cafeeiro
em outras terras também podem ser atribuidas ao fato, descoberto mais tarde,
gue as sementes logo perdiam o seu poder germinativo (UKERS,1999). Os
arabes com intuito de proteger o seu produto lucrativo, e por um tempo com
sucesso impediram a sua propagacao a outros paises, nao permitindo qualquer

um dos frutos de café deixassem o pais, a0 menos que, tivessem sido



previamente mergulhados em agua fervente ou secos, de modo a destruir seu
poder de germinacédo (UKERS,1999).
Esta selecdo intensa, sem duavida, contribuiu para a reducdo da

diversidade genética das plantas conforme o introduzido na figura 3.

. L DIVERSIDADE
Café selvagem do sudoeste da Etidpia GENETICA

»

1690 1715-18
Java Reunidgo
o o

®
1706 o
1Am|st:irdﬁ DIVERSIDADE
planta GENETICA
®
®
[ TiPica | [ BoureON |

Figura 3. Representacdo esquematica da origem das cultivares de cafeeiro e reducéo da
variabilidade genética (ANTHONY et al., 2002)

A cultura de café, em seguida, espalhou-se rapidamente para o
continente americano e Indonésia a partir de sementes produzidas por
autofecundacéo de algumas arvores de café sobreviventes (ANTHONY et al.,
2002). Considerando a importancia socioecondmica do café e ou aumento do
desmatamento nas areas nativas da planta, grandes expedi¢cdes foram
organizadas por diferentes grupos de pesquisa para coleta de material e
pesquisa de espécies de Coffea nas provaveis regides de origem (Figura 4)
(ANTHONY; DUSSERT; DULLOO, 2007). A FAO (Food and Agriculture

Organization of United Nations) foi a pioneira, durante o periodo de 1964 a
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1965, amostras de sementes de diferentes locais da Etiopia, que foram

distribuidas a centros de pesquisa de diversos paises (ANTHONY; DUSSERT;

DULLOO, 2007). O Instituto Agronémico de Campinas (IAC) teve acesso a esta

colecdo e uma parte foi repassada para o Instituto Agrondmico do Parana

(IAPAR).

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

C. canephora
C. humilis

C. arabica

ETIOPIA

C. arabica
C. eugenioides
C. fadenil

C. pseudozanguebariae

C. sessiliflora

C. canephora

C. costatifructa
C. mufindiensis
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C. pseudozanguebariae

C. congensis
C. liberica

Psilanthus spp.

C. liberica
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Figura 4. .
DULLOO, 2007).
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2.4- MARCADORES MOLECULARES E SNPs em CAFE

Marcadores moleculares além de aumentarem a eficiéncia no
melhoramento genético podem ser utilizadas, na certificacdo de origem e
qualidade de produtos agricolas (GUIMARAES:; COSTA, 2002). Com relacéo a
identificacdo e caracterizacdo de variedades, dispOe-se atualmente de
tecnologias capazes de revelar diferencas minimas entre genotipos. Essa
tecnologia é denominada de marcadores moleculares (MORAIS; MELO, 2011).
A partir dessas técnicas, é possivel, por exemplo, detectar ambiguidades em
colecbes de cafeeiros, estabelecer relagcbes de parentesco entre linhagens,
cultivares ou espécies diferentes e, sobretudo, identificar com precisdo a
identidade de uma determinada cultivar em casos de duvidas (LASHERMES;
CROS; COMBES, 1996; OROZCO-CASTLLLO et al., 1994).

Como constituem as formas mais abundantes de variacfes do
genoma, os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) podem auxiliar na
caracterizacdo de recursos genéticos, inclusive de espécies que possuem
variabilidade genética reduzida (RAFALSKI, 2002). Os marcadores SNP tem
como base as alteracbes mais elementares da molécula de DNA, ou seja,
mutacdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina,
Citosina, Timina e Guanina), surgem a partir de erros de incorporacao de bases
durante a replicacdo do DNA, em outros casos sao causadas por lesdes no
DNA por agentes ambientais (GUIMARAES; COSTA, 2002). Em uma

abordagem mais restrita, somente sdo considerados SNPs os polimorfismos
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gue possuem uma frequéncia alélica minima de 1% em uma dada populacéo
(BROOKES, 1999).

Os SNPs ocorrem tanto em regides codificadoras como em nao
codificadoras dos genomas. Em regides codificadoras, quando resultam em
uma substituicdo de aminoacido na sequencia proteica, sdo denominados ndo
sindnimos, podendo a substituicdo ser conservativa ou ndo conservativa em
funcdo das caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca (Figura 5).
Nesses, casos, pode haver modificacBes estruturais e funcionais na proteina.
Embora SNPs sinbnimos ndo alterem a sequéncia proteica, eles podem
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e consequentemente
afetar a quantidade de proteina produzida. Além disso, SNPs podem promover:
splicing alternativo, alteracbes no padrédo de expressao de genes (como no
caso de alteracbes em sequéncias de promotores), geracdo ou supressao dos
codons de terminacdo ou poliadenilacdo na molécula de RNA mensageiro e

alterac&o nos codons de iniciacéo de traducdo (GUIMARAES; COSTA, 2002).
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Figura 5. Alinhamento de sequéncias correspondentes ao mesmo segmento gendmico
de trés individuos, mostrando um SNP ndo sin6nimo A/G, que causa a substituicéo de
glutamina para arginina na sequéncia proteica (GUIMARAES; COSTA, 2002).

A Forma de SNP bi-alélico, isto é, quando ha apenas uma
forma alternativa para o polimorfismo em questé@o é geralmente a mais comum.
No entanto, também podem existir formais tri e tetra-alélicas, menos
frequentes, em razdo da raridade de mutagcdes (BROOKES, 1999).

As substituicbes mais frequentes que ocorrem no DNA séo as
gue envolvem bases nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural, ou seja,
trocas entre duas purinas (A/G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/T ou T/C) e séo
denominadas transigdes. As transversdes sao substituicdes de uma purina por
uma pirimidina ou vice-versa (GUIMARAES; COSTA, 2002).

Para diploides e autopoliploides, o fator principal que influencia
a eficiéncia da descoberta de SNPs é a discriminagcdo contra as sequéncias
paralogas, bem como aumento da amostragem para garantir a recuperacao de

todas as variantes alélicas. O processo € mais complicado para alopoliploides,
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como a espécie Coffea ardbica, pois existem diferentes variantes de
nucleotideo Unico.

A presenca dos diversos tipos de variacbes gera nos
alopoliploides niveis ainda mais elevados de complexidade durante a
comparacdo das sequéncias (Figura 6). O nivel de dificuldade dessa
comparacao depende do grau de estudo dos genomas e informacdes
disponiveis (KAUR; FRANCKI; FORSTER, 2011)

As Variantes Homologas de sequéncia de nucleotideo Unico
(SNPs) surgem entre pares de cromossomos idénticos (KAUR; FRANCKI;
FORSTER, 2011) de qualquer subgenoma em cada um dos progenitores
diploides correspondentes. Variacbes da sequéncia Homoedblogas (HSVs)
surgem nas coordenadas correspondentes de nucleotideos de genes que
possuem coépias iguais nos diferentes subgenomas da planta poliploide
(SOMERS et al., 2003)

Variacdes da sequéncia Paralogas (PSVs) surgem entre genes
duplicados que foram originados por uma sequéncia ancestral comum e
coexistem atualmente no mesmo genoma (KAUR; FRANCKI; FORSTER,
2011). Quando ocorrem dentro de genomas ou subgenomas individuais séo
denominadas PSVs tipo | e quando ocorrem entre as sequencias dos
subgenomas diferentes sdo denominados de PSVs tipo Il (KAUR; FRANCKI;

FORSTER, 2011).



15

Diploide Progenitor 1 Diploide Progenitor 2

QO
e &

[
Gene 1 Gene 2 Gene 1 ® Gene ?
[ I 1
Genoma1 Genoma 2
1 | [ ]

" Prole h\\.
H Poliploide oo '
| Q| |
: °Q 7 osv |
I 0p° :
1
! PSV-2 :
: d | I
1 A AL :
: Subgenoma 1 IEMF‘ Subgenoma 2 I

1

i -].- [ ] I

g I

\ > HSV ]
b e

e T r T r T r T T rrrrrrrrrrrr 1.

Figura 6. . Representacdo das categorias de variagdo de sequéncia dentro e entre
subgenomas de uma planta alopoliploide e genomas diploides correspondentes (KAUR;
FRANCKI; FORSTER, 2011).

A é&rea de maior impacto dos marcadores moleculares no
melhoramento vegetal é através do emprego da selecdo assistida para
identificacdo de gendtipos superiores em populacées segregantes (FEDERIZZI,
1998). Através dessa tecnologia, pode-se incrementar a eficiéncia no
melhoramento de plantas, pois menor nimero de progénies por combinacéo &

necessario, bem como menor nimero de geracfes para a estabilizacdo dos

genotipos (BARBOSA-NETO, 1998).
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Usando um mapa genético, genes putativos que afetam
caracteristicas de interesse podem entédo ser detectados testando associacdes
estatisticas entre variagdes do marcador e qualquer caracteristica de interesse.

Estas caracteristicas podem ser de heranca simples, muitos
fatores que causam doencas em plantas sado controlados por um ou poucos
genes. Alternativamente, elas podem ser quantitativas complexas,
Caracteristicas desse tipo sdo aqueles cuja expressao fenotipica apresenta
uma variacdo continua, atribuida a segregacdo simultdnea de muitos genes
distribuidos em regides definidas como QTLs (“Quantitative Trait Loci").

A maioria das caracteristicas economicamente importantes
estd na segunda categoria (CHOUDHARY; CHOUDHARY; SHEKHAWAT,
2008).

Uma das principais aplicacdes da andlise genética é a
construcdo de mapas de ligacdo. Foram reportados mapas genéticos
completos de C. canephora (LASHERMES et al., 2001) e de um hibrido
interespecifico (C. pseudozanguebarie x C. liberica) (KY et al., 2000). Pearl et
al.(2003) desenvolveram um mapa genético para uma populacdo pseudo-F2
gerada a partir do cruzamento de um hibrido de C. arabica com C. canephora e
uma planta C. arabica verdadeira. Porém mapeamento com F2 verdadeiro
ainda nao existe.

Estes mapas genéticos fornecem informacdes importantes
sobre o genoma do cafeeiro e a organizagdo dos Cromossomos.
Particularmente, podem ser utilizados para mapear genes importantes
(LASHERMES; CROS; COMBES, 1996), além de loci que codificam

caracteristicas quantitativas (QTLs), como compostos bioquimicos que
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conferem ao café qualidade de bebida (BARRE et al., 1998) ou resisténcia a
doencas (ALVARENGA et al., 2011).

Desenvolvimento de uma populacdo de mapeamento
normalmente levaria de 5 a 7 anos. O processo demorado e caro para
desenvolvimento de uma populacdo de mapeamento, juntamente com o baixo
nivel de diversidade genética dentro da espécie adiou construcdo mapa
genético para esta planta (PEARL et al., 2004).

Outro fator limitante para o desenvolvimento de um mapa
genético para C.arabica € o pouco conhecimento sobre genoma da espécie.
Visando diminuir essa lacuna o projeto foi criado o Projeto Genoma Café
(VIEIRA et al., 2006).

O Projeto Genoma-Café, desenvolvido por iniciativa do
Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café, Embrapa Café,
FAPESP e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em parceria com
diversas instituicbes de pesquisa (IAC, UNICAMP, USP, UNESP, IAPAR,
UFLA, UFV, Epamig e Incaper). O Projeto resultou em um total de 200.000
ESTs (Expressed Sequence Tags) sequenciados que, apdés analises de
bioinformatica, foram agrupados em aproximadamente 35.000 genes distintos
(VIEIRA et al., 2006).

A partir de dados do projeto do genoma café e da iniciativa de
sequenciamento de EST de C. canephora, Vidal et al. (2010) encontraram uma
frequéncia de 0,3934 SNPs a cada 100pb. A maioria dos polimorfismos
encontrados corresponde a diferencas entre os subgenomas de Coffea
eugenioides e Coffea canephora. Polimorfismos intra-especificos ndo foram

encontrados nas sequencias das variedades analisadas. Porém, Yanagui
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(2010) ao analisar sequéncias de genétipos da Etidpia, entre outras, encontrou
25 SNPs, representando 18% do total encontrando em C.arabica. No entando,

estes polimorfismos ainda precisam ser validados.

3- OBJETIVOS

O presente trabalho visa otimizar a técnica de SNaPshot para

validacdo de SNPs em Coffea arabica em uma colecao Etiope da espécie.

4- MATERIAS E METODOS

41. MATERIAL VEGETAL

Para o grupo teste, onde foi realizada a confirmacé&o dos SNPs
foram utilizados 11 gendtipos de Coffea arabica (1232,E017,E464,E238,516/69,
123b/121, 272/175, 007/87, Mundo Novo, Typica, Catuaib), 2 Coffea canephora
(Canephora 6212 e Canephora 6212) e 1 Coffea eugenioides. Os utilizados em
Yanagui (2010).

Os SNPs confirmados foram selecionados para validagdo em

uma Colecao e 143 gendtipos da colecao da Etiopia.

4.2 ISOLAMENTO DO DNA GENOMICO

O DNA genbmico foi isolado a partir de folhas pelo método
CTAB. Aproximadamente 5 g de folhas de café foram maceradas em nitrogénio

liqguido e acondicionadas em tubos falcon de 50 ml. Apés a maceracao foram
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seguidos o0s passos descritos em Brasileiro e Carneiro (1988) com as
modificacbes visando evitar a oxidacdo do material e purificacdo do DNA
obtido, a sequir: adicao de 0,4 ml de metabissulfito de sédio 10% ao tampao de
extracdo e purificacdo com fenol-cloroférmio. Apds a extracao, verificacdo da
gualidade foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8% e a

quantificacao foi feita por espectrofotometria.

4.3- Identificacdo de SNPs e desenho do oligos SNaPshot

A busca e identificacdo dos SNPs foram realizadas
anteriormente por Yanagui, 2010 no instituto agronémico do Parana (IAPAR).
Dos 144 SNPs encontrados foram selecionados 10 para validacdo, os quais
representam diferencas intra-especificas em Coffea arabica. Os SNPs

selecionados foram SNPs 1, 4, 5, 6, 15, 17, 18, 19, 22 e 25 (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacdo dos 25 SNPs encontrados em C. arabica Colunas 1 a 25 representam o0s SNPs.
Linha representa o genétipo analisado. NA = informacéao néo disponivel (YANAGUI, 2010).

Genotipo Especie 1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 151617 18 19 20 21 22 23 24 25
E-007 C. arabica T 6(T)5(T) C

E-017 C. arabica T m
E-123A C. arabica T

E-123B C. arabica ﬁ T

E-237 C. arabica T cC A
E-238 C. arabica C A
E-464 C. arabica C A
E-516 C. arabica

Bourbon C. arabica C A
Typica C. arabica C A
Catuai C. arabica

Mundo Novo C. arabica C C A
1007 C. canephora G T TTTA cC A
C2011 C.canephora |[C G T T T T A C A
€3001 C.canephora [C G T T T T A cC A
C4001 C.canephora |NA'G NA TINAI T A C A
62020 C.canegphora |C G T T T T A C A
G21 Ccanephora |C G T T T TNA

U002 C.canephora NANANA T T T A

UW099 C.canephora |C G T T T T A

Coffea eugenioides  |C. eugenioides | C G T T TA

Coffea racemosa C. racemosa CG T T TT

Psilanthus bengalensis |P.bengalensis | C G T A

Foram selecionados genes relativos a qualidade do café e
regides do DNA de alta relevancia para analises filogenéticas. Os genes da
sacarose sintase (Susy_1), da invertase vacuolar (Inv),) estdo envolvidos no
metabolismo da sacarose, que € um metabolismo central para a planta e esta

relacionado ao sabor da bebida e a tolerancia a seca.

Na maioria das espécies de plantas, o carbono assimilado e
transportado em forma de sacarose, um dissacarideo de glicose e frutose
juntos por uma ligacdo O-glicosidicarolases, e quebram a sacarose em dois
monossacarideos. Plantas superiores apresentam distintas isoenzimas que
podem ser distinguidas pela sua localizacao celular (parede celular, vacuolo e

citosol) e solubilidade (FOTOPOULOQOS, 2005).




21

Por outro lado a sucrose sintase € uma glicosil-transferase, a
qual, na presenca de UDP, converte sacarose em UDP — glicose (STURM;

TANG, 1999).

Também relacionado ao metabolismo energético, foram
testados oligos inciadores relativos aos genes da enzima Alcool desidrogenase
(ADH), enzima de maior importancia envolvida no processo de respiracao
anaerobica das plantas. A enzima € induzida quando a planta cresce em
estresse anodxico (Davies, 1980). No metabolismo fermentativo, o piruvato é
descaboxilado para formar acetaldeido, catalisado pela enzima PDC. Por sua
vez o acetaldeido € convertido em Etanol usando NADH (KE; MATAOS;
KADER, 1993). De acordo com Zang et al. (1994), o acumulo de acetaldeido
pode acelerar a deterioracdo das sementes.

Também foram selecionados oligos relativos a regido TrnL-
TrnF. Esta regido do DNA cloroplasdial € amplamente utilizada em estudos
filogenéticos em todos os nivels taxonémicos. O espacador intergénico trnL-
trnF e o intron trnL tém sido usados desde niveis intra e interespecificos até
niveis de familia e tribo. Esta € a regido ndo codante do cpDNA mais
frequentemente utilizada em estudos filogenéticos (Tai Sang

Os oligos SNaPshot foram desenhados através da analise das
sequéncias vizinhas aos SNPs encontrados por Yanagui (2010); no software
Codon Code Aligner. Preferencialmente foram sequencias a montante
adjacentes ao SNP de interesse. Nos casos em que nao foi possivel utiliza-la
em razao da impossibilidade de determinacdo da sequéncia, os oligos foram

desenhados a partir da fita complementar.
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A avaliagdo da qualidade do oligo foi feita com o software
OligoCalc, onde os principais fatores analisados foram, a formacdo de

estruturas secundarias, porcentagem de G/C e temperatura de melting (Tm).

4.4- VALIDACAO DOS SNPs

Para validacdo dos SNPs encontrados foi utilizado o método
SNaPshot multiplex com o kit ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex. O método
possui quatro passos: Preparacdo do modelo, preparacdo da reacao,

tratamento termo ciclico de pds-extensao e leitura da amostra de acordo com

Figura7(ABI,2010).
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Figura 7. Fluxograma de trabalho para analise de SNPs usando kit SNaPshotTM Multiplex

Na fase de preparacdo do DNA molde foi realizada uma reacéo

de PCR com oligos especificos das regides onde estéo localizados os SNPs de
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interesse e logo em seguida o material foi purificado para remoc¢éo de ddNTPs

e oligos nao incorporados (ABI, 2010).

O DNA dos gendtipos selecionados foi amplificado por reacao
de PCR combinando 2,0uL de tampéao, 0,8uL de cloreto de magnésio (2 mM),
0,5uL de dNTP (2,5 mM), 1,0uL de oligonucleotideo iniciador senso (10 mM),
1,0uL de oligo antisenso (10 mM), 1,0uL de Taq (1U), 25ng de DNA e 8,7uL de
agua ultrapura autoclavada para cada amostra. A eficiéncia da PCR foi
confirmada em gel de agarose 1%, utilizando 5uL da amostra e 2L de corante

de fronte (YANAGUI, 2010)

Para remocao de excesso de oligos, o produto da PCR foi
submetido a purificagdo com Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP) e
Exonuclease 1 (EXO1) (ABI, 2010a). Foram adicionadas 5 (cinco) unidades de
SAP e 2 (duas) unidades de EXO1, para 15uL de produto de PCR e
homogeneizados. O produto entdo foi incubado a 37°C por 1 hora e em
seguida a 75°C por 15 minutos para inativagcdo das enzimas. O material foi

mantido a -20°C (ABI, 2010).

O DNA molde purificado seguiu para etapa de preparacao da
reacdo SNaPshot, onde foi combinado com o oligo SNaPshot e o mix
SNaPshot™ Multiplex Ready Reaction. O mix é composto por AmpliTagq® DNA

Polymerase, marcador com fluorescéncia ddNTP e Tampéao (ABI, 2010).

Os ddNTPs (Dideoxinucleotideos trifosfato) sdo nucleotideos
gue ndo possuem hidroxila ligada ao carbono 3’ que foram marcados

fluorescéncia especifica (Tabela 2) (ABI, 2010).
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Os oligos SNaPshot foram desenhados de maneira que fosse
complementar a sequéncia imediatamente ao SNP de interesse no sentido
5—-3’, tanto na fita senso como na antisenso. Para preparagdo da reagao
foram adicionados 5uL SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix, 3uL do
produto da PCR, 1uL de oligo SNaPshot total. Cada oligo deve ser preparado
para uma concentracdo de 0,2 uM. O volume final da solucédo deve ser igual a

10uL, sendo completado com agua deionizada (ABI, 2010).

ApoOs a preparacdo da reacdo a amostra seguiu para o para o
termociclador, seguindo as seguintes especificacdes para uma repeticdo de 25
ciclos: ciclo de desnaturacdo (96°C, 10seg), anelamento (50°C, 5seg) e
extensdo (60°C, 30 seg) (ABI, 2010a). No inicio desta etapa ocorre a
desnaturacdo do modelo, separando as moléculas de DNA. Em seguida o oligo
SNaPshot anela-se imediatamente anterior ao SNP e 0 processo de extensdo
comeca. E adicionado um ddNTP & extremidade 3’ e a extensdo cessa devido

a falta de extremidade OH livre (Figura 8) (ABI, 2010).
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Oligo anelado SHP

CCATGACTGATTCC /

DNA alvo NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNMNNNN
ddGTP
SNaPshot Ready ddCTP
Reaction Mix ddUTP Oliao pés ext .
ddATP go pos extensao
CCATGACTGATTCCG

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
v

Eletroforese CUF; Genétipo

Figura 8. Método SNaPshot Multiplex. Introducdo de dinoculeotideos fluorescentes
baseados nos SNPs dos fragmentos de DNA amplificados.

Apés o término da reacdo, iniciara a fase de pés-extensao ou
de purificacdo, onde ocorre a remocao dos ddNTPs né&o incorporados através
da adicdo da enzima Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) ao mix, que foi
incubado a 37°C por 1 hora para sua atividade seguida a 75°C a 15 minutos
para sua desativacdo (ABI, 2010). Depois do processo, as amostras foram

armazenadas a -20°C, para posterior leitura no 3130xI genetic analyzer.

Para testes iniciais foi adotado o protocolo sugerido pelo Kit da
Applied Biosystems (ABI, 2010) e Yanagui, 2010 descritos acima. A partir
destes protocolos foram estabelecidas trés modificacdes principais reducédo de
reagentes da PCR; modificacdo dos parametros usados na reacdo SNaPshot e
purificacdo das amostras. A metodologia descrita abaixo apresenta as

modificacOes realizadas.
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A reacdo de PCR foi realizada misturando 0,6pL de tampao,
0,24uL de cloreto de magnésio (2mM), 0,15uL de dNTP (2,5mM), 0,3 uL de
oligonucleotideo iniciador (oligo) senso (10mM), 0,3uL de oligo antisenso
(10mM), 0,3uL de Taq (1U), 1,5uL de DNA (25ng) e 2,61puL de agua ultrapura
autoclavada para cada amostra. Em seguida o material foi purificado através da
adicao de 0,8 unidades da enzima CIP e 2 Exondclease 1 (EXO1).Para facilitar
0 processo as enzimas foram adicionadas aos tampdes (1x) e misturados em
um tubo de 2 pL. A solucdo foi homogeneizada em um agitador de tubos tipo
vortex e imediatamente aplicada na amostra. Em seguida a amostra seguiu
para o termociclador onde foi incubada 37°C por uma hora para que ocorra
atividade e em seguida por 15 minutos permaneceu em 80°C para inativacéo
das enzimas purificadoras, EXO1 e CIP.

O material purificado seguiu para etapa de SNaPshot. Para
preparacdo da reacdo sao adicionados 5uL SNaPshot Multiplex Ready
Reaction Mix, 3uL do produto da PCR, 2uL de oligo SNaPshot a 0,5uL . Apés
a preparacao da reacdo a amostra seguiu para o termociclador onde ocorre a
reacdo SNaPshot. Nao houve alteracdo nesta fase, foi utilizado o procedimento
padrdo (ABI, 2010). Em seguida foi realizada a segunda etapa de purificacéo
através da adicdo de 1U da enzima Calf Intestinal phosphatase (CIP) e tampé&o
(1x). Terminada a purificacéo, 2uL das amostras contendo 1 dos 5 oligos séo

misturados para execucao multiplex no sequenciador.
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4.5- LEITURA E ANALISE DA AMOSTRA

Depois de passar pelos processos descritos acima, a amostra
seguiu para a ultima etapa, a fase da analise da amostra, que foi realizada em
duas etapas: leitura no sequenciador 3130x| genetic analyzer e posteriormente
analise no programa computacional GeneMapper. No sequenciador as
amostras de DNA séo separadas em capilares contendo gel de eletroforese e
sdo separadas de acordo com o tamanho. Um laser passa através do capilar e
excita os corantes fluorescentes, que em resposta emitem luz em um
comprimento de onda especifico que € captado por uma camera CCD,

revelando a posi¢do do fragmento e o nucleotideo (ABI, 2005).

4.6 REACOES CONTROLE

Para efeito de comparacdo e verificacdo da completa
funcionalidade dos instrumentos, reacdes controle foram realizadas. Em cada
kit ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex estdo presentes oligos multiplex de
controle e um tubo contendo DNA molde de com SNPs conhecidos (Tabela 3)

(ABI, 2010)



Tabela 2. Oligos controle ABI PRISM® SNaPshotTM Multiplex
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Mix controle Tamanho do Cor do sinal Heterozigosidade
Oligo multiplex | produto final (nt)
20A oligo 21 Verde Homozigoto
28G/A oligo 29 Azul e Verde Heterozigoto
36G oligo 37 Azul Homozigoto
44T oligo 45 Vermelho Homozigoto
52C/T oligo 53 Preto e Vermelho | Heterozigoto
60C oligo 61 Preto Homozigoto

Devido a influéncia do dye na mobilidade dos fragmentos de

DNA, os tamanhos informados podem diferir algumas bases do tamanho real

do fragmento. Em fragmentos menores a influéncia do dye tende a ser maior

(Figura 9). Um controle negativo também devera ser realizado a fim avaliar

possiveis interferéncias externas (ABI, 2010).

L

WA 28G/A
24 19

326G

39

46 53

Figura 9. Determinacdo de padrao através do software GeneScan-120, mostrando
tamanho do oligo seguido nucleotideo complementar e abaixo tamanho relativo apos

As reacdes foram preparadas conforme a Tabela 4. Durante todo procedimento

as amostras controles foram mantidas em gelo. Apdés a preparacdo das

reacoes, foi realizado o procedimento de tratamento termociclico e de pos-
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extensao, que foi 0o mesmo da amostra. Constatado o pleno funcionamento do

aparelho pode dar inicio as reacdes das amostras selecionadas (ABI, 2010).

Tabela 3. Preparacdo das rea¢des do controle positivo e negativo
Item Controle positivo (uL) | Controle negativo (uL)
SNaPshot Multiplex 5 5
Ready Reaction Mix
DNA molde multiplex 2 0
controle
Oligo SNaPshot controle 1 1
multiplex
Agua deionizada 2 4
Total 10 10

4.7- ANALISE DOS DADOS COM GeneMapper

Apés a analise da amostra pelo sequenciador 3130xI genetic
analyzer os dados ficam armazenados e sao utilizados pelo programa
GeneMapper. Os dados sdo apresentados no programa em forma de picos
coloridos caracteristicos de cada florescéncia. Os possiveis SNPs séo
identificados, a partir do tamanho do fragmento do oligo e da fluorescéncia
relacionada ao SNP (Figura 10). Para analise dos dados fora do computador

acoplado ao sequenciador foi utilizado o software Peak scanner v0.1.
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Figura 10. . Exemplo de um eletroferograma gerado pelo GeneMapper

5- RESULTADOS

5.1- OTIMIZACAO DO PROTOCOLO

Para teste preliminares foram selecionados aleatoriamente 3
genadtipos, 365\652, 037\302 e 237\141. Os testes seguiram o modelo padréo
proposto no kit ABI PRISM® SNaPshot™ Multiplex (ABI, 2010), onde foram
feitas reagcdes com os oligos em Multiplex, como descrito no tépico material em
métodos e foi modificado gradualmente para solucionar problemas e melhorar
a qualidade do processo. Como se pode observar na Figura 11, ocorreu a
presenca de grande quantidade de picos inespecificos, que podem ser
oriundos da purificacdo ineficiente ou da amplificacdo de fragmentos aleatérios,

na regido entre 10-90pb onde deveriam ocorrer apenas picos indicativos do
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SNP que por sua vez nao foram visualizados ou néo foi possivel diferencia-los

dos picos inespecificos.

10 20 30 40 50 60 70
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Figura 11. Eletroferograma do gendétipo 365\652 analisado no software Peak Scanner
Software v1.0 para 5 SNPs em multiplex.

'

A fim de diminuir a quantidade de picos inespecificos e avaliar
possiveis interacdes entre os oligos a fase da reacdo SNaPshot foi realizada
separadamente para cada oligo, ao invés da reagcdo em multiplex. Logo ap06s
2,5uL de cada reacdo foi misturado em um poco de uma microplaca de 96
pocos, totalizando 10uL. Este material foi purificado com 1uL de enzima CIP,
seguindo corrida multiplex. A Figura 12 exibe um gréfico do procedimento apo6s
estas mudancas. Pode observar a melhoria na diferenciagdo dos picos,
contudo ainda pouco definidos. Os picos indefinidos apesar de terem diminuido

em quantidade ainda estao presentes.
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Figura 12. Eletroferograma do genoétipo 365\652 analisado no software Peak Scanner
Software v1. As reacdes foram feitas individualmente e a corrida em multiplex.

O préximo passo foi a mudanga na concentracdo (0,2uM e 0,5
pUM) e volume (1pL e 2pL) dos oligos SNaPshot. O melhor resultado foi obtido
no teste D com 0,5uM e 2uL (Figural3). Neste teste notou-se o aumento
significativo na qualidade dos picos dos SNPs com uma diminuicdo dos
inespecificos. Entretanto o processo de purificagdo nesse teste foi realizado em
amostras individualizadas, que pode ter contribuido para melhora dos

resultados.
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Figura 13. Resultado do teste de otimizacdo do Volume e concentracdo dos Oligos
SNaPshot e pardmetros modificados.

Para verificar o efeito da purificacdo das amostras apdés a
reacao do SNaPshot foi feito um teste com purificacao individual e em conjunto.
As reacbes que foram realizadas separadamente apresentaram picos com
diferenciacdo maior e nenhum dos picos de SNP falhou em todas amostras
(Amostra C; gendtipo 237\141) (Figura 14). Nas amostras que foram
purificadas em conjunto apenas genétipo 237\141(Amostra A) apresentou 0s
cinco picos de SNPs, os demais apresentaram auséncia de alguns desses

picos (Figura 14). Como é representado pela amostra B (Figura 14).
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Figura 14. Eletroferograma da purificacdo ap6s reacdo SNaPShot, em conjunto e

individualmente.
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Com as mudancgas no processo houve 0 aumento no consumo
de enzimas e o consumo. Para amenizar esse fator houve alteragcdes no
volume dos reagentes, ja descritas em Materiais e Métodos. Nesta fase houve
a reducdo de 75% dos reagentes em comparacdo ao protocolo original
(YANAGUI, 2010). O volume final é suficiente para repetir a reacdo caso for

necessario.

5.2- Oligo SNaPshot

No trabalho realizado por Yanagui, 2010 foram encontrados 25
SNPs. Dentre estes, apenas 10 possiveis SNPs intra-especificos de Coffea
arabica foram selecionados para validagdo. A partir das sequéncias vizinhas
aos SNPs selecionados foram desenhados 10 oligos SNaPshots. Estes
formaram dois grupos, denominados de grupo A e grupo B, para realizagao de
uma analise multiplex (Tabela 5). Uma cauda poli-T foi adicionada aos Oligos
na extremidade 5 para que através da diferenca de tamanho pudessem ser
identificados na andlise. Cada grupo multiplex possui 5 oligos de tamanhos
diferentes. Os oligos do grupo A foram desenhados com tamanhos de 5 a 15pb
de diferenca entre eles. Em alguns casos a regiao de interesse da fita de DNA
senso néao foi utilizada devido a presenca de GAPs ou SNPs. Nestes casos, 0S
oligos foram desenhados a partir da fita complementar de DNA para contornar

o problema (SNP22r, SNP17, SNP4 e SNP5).

No presente trabalho apenas os oligos do grupo (A) foram

testados; e produziram resultados satisfatorios.
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Tabela 4. Desenho dos Oligos SNaPShot

DNA molde Oligo Poli-T | Sequencia CG% | pb
GRUPO A
P14(Susy_c6_b) | SNP17 0 CGTTATATTGCTGACAAAAGGGG 43 23
CPS_SUS_1 4 SNP4 10 | CCACACAGGTAGAATTGTTTTTAC 38 34
P14(Susy_c6_b) | SNP15 20 | CGTGGATCTGCAATTTGCGT 50 40
CPS_SUS_1 5 SNP5 30 CATCTTGACTTTCTTAGAACATTTT 28 55
CPS_SUS 1 8 SNP6 40 CTGATAATGATTGCCTTTTTTGT 30 63
ADH1.3 SNP1 0 GCAATGACGACATTCCTTACACT 43 23
P14(Susy_c6_b) | SNP19 9 GCTCACCATTCCGCGCTCTATTTGTTTGGGC 55 40
P14(Susy_c6_b) | SNP18 25 | CCATTCCGCGCTCTATTTGTTTGGG 52 50
P25(Inv3_cl_c) | SNP22r | 41 | CCACGCACTCCCACATGCC 68 60
trnL trnF SNP25 47 | AAAGATGTTCATTTATATGTATATC 20 73

Os picos gerados a partir dos oligos SNaPshot se distanciaram
satisfatoriamente viabilizando a identificacdo dos SNPs em uma analise
multiplex. As posi¢cbes dos picos se mantiveram constantes em todas as
amostras. A contaminacao com picos estranhos na area de exposicdo do SNPs
foi minima na maioria das andlises, contudo houve a presenca desses picos
em areas distantes. A posicdo desses picos também sao estaveis e facilmente
inidentificaveis ndo influenciando na analise. Através da andlise dos dados do
grupo A foi observado que a posicao dos picos variou de 5 a 14 pares de bases
em relagcdo ao marcador e os picos dos oligos menores distanciam-se menos
em relacdo aos outros picos (Figura 15). Estes parametros foram utilizados
para o desenho dos oligos do grupo B. Neste grupo os oligos foram
desenhados de forma que o segundo menor oligo possui um diferenca de 18pb

em relagéo ao primeiro enquanto os demais uma distancia de +10pb.



37

40 50 60 70

Figura 15. . Eletroferograma exibido no software Peak scanner v0.1. dos oligos do grupo A.

5.3- VALIDACAO NO GRUPO TESTE

Foram validados 5 SNPs a partir de 15 genotipos. Destes, 13
pertencem a espécie Coffea arabica, 2 a Coffea canephora e 1 a Coffea
eugenioides. Os SNP5 e SNP6 foram mais frequentes na populacdo teste.
SNP5 exibiu duas formas polimérficas, AT (54%) e T(46%) e SNP6 as formas
GT (58%) e T (42%) nos gendtipos analisados do grupo teste. No estudo do
SNP 17 nado foram observadas diferencas intraespecificas, contudo os
genotipos de C. canephora e o de C. eugenioides apresentaram o mesmo perfil
alélico e ambos apresentaram perfis diferentes de C. arabica. Os SNPs 4 e 5
apresentaram poucas diferencas alélicas intraespecificas. Este ultimo exibindo
um perfil majoritario trialélico.

Com excecao do SNP17 que nado apresentou polimorfismos, os

outros quatro SNPs seréo validados nos 143 genotipos etiopes.
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Tabela 5. Polimorfismos encontrados no grupo de gendétipos teste.

Genotipos SNP17 SNP4 SNP15 SNP5 SNP6

1232 C T T G |C A TJ|A T |G T
E | EOL17 C T T G |C A T|A T |G T
-:- E464 C T T G |[C A T|A T |G T
S E238 C T T G |C A T|A T |G T
A E237 c T |T cC A T T |G

516/69 C T T G |C A T T T

123B/121 C T T G |C A T T

272/175 C T T G |C A T|A T |G T

007/87 C T T G |C A T T T

~ | Mundo novo a C T |T G|C A T|A T |G T

Typica cC T - T

Catuaib C T T G

Canephora 621a C T G

Canephora 621b C -

Eugeniodes C T G

6.4- Validacdo do SNP5 na populagéo da Etiopia

O SNP5 foi validado em 143 gendtipos de Coffea arabica da
Etidépia e exibiu 3 perfis alélicos (Figura 16). O perfil majoritario foi AT (76
genotipos), seguido por T (31 gendtipos) e A (14 gendtipos). Em 20 gendtipos

nao foi possivel a identificacdo dos SNPs (Figura 16).
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Snp5

Figura 16. Perfil alético da populacéo de 143 gendtipos da populagédo da Etidpia para o SNP5. Nao
foi possivel analisar os SNPs em 14% das amostras (X).

7- CONCLUSAO

O presente trabalho visou otimizar a técnica de Snapshot em Coffea arabica.
Ao final dos testes foi possivel realizar com sucesso a reacdo snapshot em
multiplex em um conjunto de 5 (cinco) SNPs.

Foi observado que apesar dos SNPs serem a o tipo de variagdo mais
abundante no genoma, nos genétipos estudados a variabilidade foi baixa. No
entanto, como visto nos testes realizados com SNP5, perfis alélicos

diferenciados podem aparecer quando estudados em populacdes maiores.
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