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FERREIRA, Rafaelle Vecchia. Fenotipagem bioquimica e estudos de
associacao genémica ampla em uma colecao de Coffea arabica. 99 f. 2017.
Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O Brasil ocupa a posicao de maior produtor de café do mundo. Essa lideranca
mundial é resultado, em parte, dos esforgos desenvolvidos pela pesquisa brasileira
para colocar a disposicado dos agricultores, cultivares com altas capacidades
produtivas. O melhoramento tradicional do cafeeiro tem mostrado resultados
expressivos, entretanto, sua eficiéncia € restringida devido as caracteristicas
botanicas do género Coffea e a complexidade das caracteristicas alvo da selegao
como qualidade da bebida. Coffea arabica apresenta maior importancia econémica
e apesar dessa espécie apresentar baixa diversidade genética dentre os gendtipos
cultivados, uma variabilidade genética maior é encontrada em colegdes
provenientes do centro de origem, a Etidpia. Neste trabalho, os gendtipos de uma
colecdo C. arabica originarios da Etiopia foram submetidos a uma avaliacao
bioquimica pela metodologia da Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS),
com o objetivo de explorar a composi¢cao quimica da espécie. Nos avaliamos os
teores de acidos clorogénicos, cafeina, agucares totais, sacarose, lipidios,
proteinas e taninos de 66 gendtipos, nos anos de 2012 e 2015. Essa avaliagao
confirmou a variabilidade genética existente nesse material e apresentou, nos dois
anos analisados, um grupo de gendtipos com baixos niveis de acidos clorogénicos
e cafeina, além de um teor maior de agucar, podendo ser util aos programas de
melhoramento. Ainda foi verificada a importancia de uma coleta mais homogénea
de frutos maduros, a fim de ndo haver diferengas entre os teores quimicos
avaliados no mesmo material em diferentes anos. Visando a producédo de
ferramentas biotecnoldgicas que facilitem o melhoramento de cafeeiros, esses
dados fenotipicos foram utilizados em estudos de associagcdo com marcadores
moleculares. Marcadores SNPs foram identificados a partir da genotipagem por
sequenciamento, utilizando como genoma de referéncia um dos ancestrais
diploides de C. arabica, o Coffea canephora. Um total de 6210920 tags produzidas
pelos reads single-end, a partir das bibliotecas formadas pelo GBS, foi mapeado
no genoma de referéncia identificando 6.696 SNPs, com profundidade média de
39X. Os SNPs foram filtrados para MAF >0.05, Call Rate >0.8 e heterozigosidade
< 0.9, fornecendo 2460 marcas que foram usados nas analises nas analises de
associacao da colecgao da Etiopia do IAPAR. A estratégia de GWAS pelo software
TASSEL 5.2.20, em um conjunto de 66 genotipos de C. arabica, foi utilizada para
identificar marcas associadas aos conteudos bioquimicos dos genotipos dessa
colecdo. Foram encontrados 44 SNPs significativos associados a acidos
clorogénicos, cafeina, agucares totais, sacarose, lipidios, proteinas e taninos.
Também foram identificadas marcas que estariam associadas as vias de acidos
clorogénicos, cafeina, lipidios, proteinas e sacarose, respon saveis pela qualidade
da bebida, dentro de uma colegao de gendtipos com maior variabilidade genética.

Palavras-chave: NIR. GBS. GWAS. Marcadores SNP. Café.



FERREIRA, Rafaelle Vecchia. Biochemical phenotyping and Genome-Wide
Association Study in a Coffea arabica collection. 99 p. 2017. Thesis
(Doctorate in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Brazil is the greatest coffee producer in the world. This global leadership results
in part from the efforts made by Brazilian research to make cultivars with high
productive capacities available to farmers. The traditional coffee breeding has
shown significant results; however, its efficiency is restricted due to the
botanical characteristics of the genus Coffea and to the complexity of the target
characteristics of the selection as cup quality. Coffea arabica has greater
economic importance and although this species presents low genetic diversity
among cultivated genotypes, a greater genetic variability is found in collections
from the center of origin, Ethiopia. In this work, the genotypes of a C. arabica
collection originating in Ethiopia were submitted to a biochemical evaluation by
the Near Infrared Spectroscopy (NIRS) methodology, to explore the chemical
composition of the species. We evaluated the levels of chlorogenic acids,
caffeine, total sugars, sucrose, lipids, proteins and tannins from 66 genotypes in
the years of 2012 and 2015. This evaluation confirmed the genetic variability in
this material and presented, during the two years analyzed, a group of
genotypes with low levels of chlorogenic acids and caffeine, in addition to a
higher sugar content, which may be useful for breeding programs. It was also
verified the importance of a more homogeneous collection of mature fruits, to
avoid differences between the chemical contents evaluated in the same
material in different years. Aiming at the production of biotechnological tools
that facilitate the improvement of coffee trees, these phenotypic data were used
in association studies with molecular markers. SNP markers were identified
from genotyping by sequencing, using as reference genome one of the diploid
ancestors of C. arabica, Coffea canephora. A total of 6210920 tags produced by
single-end read, from libraries formed by GBS, was mapped into the reference
genome identifying 6,696 SNPs, with a mean depth of 39X. SNPs were
identified, with an average depth of 39X. SNPs were filtered for MAF > 0.05,
Call Rate > 0.8 and heterozygosity < 0.9, providing 2460 marks that were used
in the association analysis of the IAPAR Ethiopian collection. The GWAS
strategy for TASSEL software 5.2.20, in a set of 66 C. arabica genotypes, was
used to identify marks associated with the biochemical contents of the
genotypes of this collection. We found 44 significant SNPs associated with
chlorogenic acids, caffeine, total sugars, sucrose, lipids, proteins and tannins.
Also identified were marks that would be associated with the pathways of
chlorogenic acids, caffeine, lipids, proteins and sucrose, compounds
responsible for the cup quality, within a collection of genotypes with greater
genetic variability.

Keywords: NIR. GBS. GWAS. SNP markers. Coffee.
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1 INTRODUGAO

O melhoramento tradicional de cafeeiros tem mostrado expressivos
resultados em relagdo ao aumento da produtividade e tolerancia a estresses
bioticos e abidticos. Entretanto, a eficiéncia do melhoramento convencional é
limitada devido a caracteristica perene dessa espécie, ao longo periodo juvenil
e a complexidade do controle genético das caracteristicas de interesse que
sao, na maioria dos casos, poligénicas, com custos de caracterizagao altos.
Portanto, a identificagdo de marcadores moleculares relacionados a
caracteristicas de interesse permitiria maiores ganhos genéticos por ciclo de

selecao.

Coffea arabica, espécie com maior importdncia econdmica,
apresenta uma origem recente, resultado de uma hibridizagado natural entre os
progenitores diploides Coffea eugenioides e Coffea canephora. Além disso,
poucas plantas originaram os genotipos cultivados, atribuindo a essa espécie
uma baixa diversidade genética. Esse fato gera restricbes tanto para os
programas de melhoramento, quanto para os trabalhos de busca de
marcadores polimérficos para auxiliarem esses programas. No entanto, uma
variabilidade genética maior é encontrada nas colegdes de gendtipos
provenientes do centro de origem, a Etiopia, e que podem ser utilizadas como

fonte de genes de interesse para o melhoramento do cafeeiro.

O Instituto Agronédmico do Parana (IAPAR) possui uma colegao de
132 gendtipos de C. arabica originarios da Etiépia e a sua avaliagdo com
marcadores moleculares associados a caracteristicas fenotipicas constitui uma
ferramenta importante para a caracterizagdo da diversidade genética e para o
mapeamento de caracteristicas de interesse. A caracterizagdo fenotipica e
genotipica dessa colegao pode ser o ponto de partida para 0 mapeamento de

genes ou marcas de interesse agronémico.

Para isso é fundamental o investimento na busca de novos
marcadores, por meio de estratégias e técnicas modernas da biologia
molecular, assim como a utilizagado de técnicas modernas de fenotipagem que

permitam avaliagdo acurada e rapida das caracteristicas analisadas.
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Neste trabalho foram identificados marcadores SNPs a partir da
Genotipagem por Sequenciamento (GBS), feita em plataformas de
sequenciamento gendmico de DNA de alto desempenho (lllumina, Inc.). Ao
mesmo tempo, os gendtipos desta colegdo foram submetidos a uma avaliagao
bioquimica pela metodologia da Espectroscopia no Infravermelho Préximo
(NIRS), com o objetivo de explorar a composicdo quimica da espécie. Além
disso, procurou-se associar esses dois elementos, fendtipo e gendtipo,
importantes para estudos de envolvimento dos marcadores no determinismo de

caracteristicas de interesse agronémico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Café
2.1.1 Origem

Africa, Asia Tropical e Australasia correspondem aos centros de
origem do género Coffea, que compreende 124 espécies (Davis et al., 2011;
Hamon et al., 2017). O cultivo de café tem como base duas espécies
economicamente mais importantes, Coffea arabica L. e Coffea canephora
Pierre ex A. Froehner (Baruah et al., 2003), que respondem por 70% e 30% da

producao mundial, respectivamente (Yu et al., 2011).

C. ~canephora e as demais espécies do género séao
autoincompativeis e dipldides (2n = 2x = 22 cromossomos) (Berthaud &
Charrier, 1988). C. arabica, no entanto, é classificada como alotetraploide (2n =
4x = 44 cromossomos) e apresenta sistema reprodutivo predominantemente
autégamo (Charrier & Berthaud, 1985; Prakash et al., 2002). A hibridizagéo
natural entre ancestrais diploides C. eugenioides e C. canephora deu origem ao

C. arabica (Lashermes et al., 1999).

O centro primario de diversidade de C. arabica se encontra no
sudoeste da Etidpia (Anthony et al., 2001; Silvestrini et al., 2007), em regides
montanhosas, entre 1.000 a 2.500 m de altitude (Miranda, Pereira & Bergo,
1999). O inicio do seu cultivo ocorreu no Yemen e no comego do século XVIII
uma unica planta da Indonésia cultivada na Europa foi trazida por expedicdes
para a América Latina (Chevalier & Dagron, 1928; Carvalho, 1946). No Brasil
foi introduzida no ano de 1727, ja com grande valor comercial, trazida da

Guiana Francesa a pedido do governador do Maranh&o (Martins, 2008).

Devido a sua origem recente (Lashermes et al., 1999; Vidal et al.,
2010) e a sua biologia de reprodugao autégama (Prakash et al., 2002) o C.
arabica apresenta uma baixa diversidade genética (Lashermes et al., 1996). No
entanto, uma maior variabilidade & encontrada no centro de origem de C.
arabica (Anthony et al., 2001; Silvestrini et al., 2007).
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Prospecg¢des foram organizadas para coletar gendtipos originarios
dessa regiao pela Food and Agriculture Organization (FAO) entre os anos
1964-1965 (FAO, 1968) e as amostras coletadas foram encaminhadas para
seis institutos: na india, na Tanzania, na Etiépia, na Costa Rica, no Peru e em
Portugal (Lashermes et al., 1996; Silvestrini et al., 2007).

O Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) obteve parte destes
gendtipos do Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefanza
(CATIE — Costa Rica), e desses, 132 gendtipos foram fornecidos ao Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR). As plantas vém sendo cultivadas em campo e,
nos ultimos anos, caracterizadas fenotipica e genotipicamente (Ferreira, 2013;
Pagiatto, 2013; Scholz et al. 2016).

2.1.2 Aspectos Econémicos

Responsavel por pouco mais de 30% da producdo mundial de café,
o Brasil lidera o mercado produtor, seguido de Vietna, Coldmbia e Indonésia.
Além disso, € também o maior exportador e recentemente 0 maior consumidor
dentro desse cenario internacional (Silva, 2016). No centro-sul do pais
destacam-se, respectivamente, os estados: Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo e Parana, que apresentam maior area em producdo (em hectares),
produtividade (sacas/hectare) e produgao (mil sacas beneficiadas). (CONAB,
2017). Na regido norte o destaque é para o estado de Rondénia e na regido

nordeste as maiores areas em produgao sao encontradas no estado da Bahia.

Cerca de 70% da producao total € de C. arabica ou café arabica
enquanto que C. canephora, também chamado de conilon ou robusta,
representa aproximadamente 30%. Em 2016 as maiores areas em produgao de
café arabica se concentravam nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,
Espirito Santo, Bahia e Parana, enquanto a producdo do café robusta era
distribuida principalmente entre Espirito Santo, Bahia e Rondbénia (CONAB,
2017).

O primeiro levantamento da safra brasileira de 2017 aponta que a
producao total de café (arabica e conilon) ficara entre 23 e 25 sacas/hectare,

ou seja, de 46,65 a 47,51 milhdes de sacas (60 Kg de café beneficiado).
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Havera assim uma redugao de 15 a 7,5%, em relagao a safra de 2016 de 51,37
milhdes de sacas (60 Kg de café beneficiado), devido ao ano de bienalidade
negativa, caracteristica de plantas perenes como €& o caso do cafeeiro
(CONAB, 2017).

O café arabica tem uma estimativa de produtividade total entre 23,48
e 25,40 sacas/hectare para 2017. O estado do Parana ja foi o maior produtor
nacional e hoje conta com uma area de 46.240 mil hectares, com uma
produtividade média de 27,03 sc/ha. Além disso, estima-se um aumento de
14,6 a 24,2% em relacdo a safra de 2016, devido a uma inversdo da
bienalidade para o estado, que sera positiva, apés a geada de 2013 (CONAB,
2017).

2.1.3 Melhoramento do Cafeeiro

O melhoramento tradicional do cafeeiro tem mostrado resultados
expressivos, entretanto, sua eficiéncia é restringida devido as caracteristicas
botanicas do género Coffea, sendo uma planta perene e que apresenta um
longo periodo juvenil. Ainda ha a complexidade do controle genético das
caracteristicas de interesse que sdo, na maioria dos casos, poligénicas, com

custos de caracterizacao altos.

Como a base genética de C. arabica é estreita (Lashermes et al.,
1996), ha um limite na diversidade molecular observada e consequentemente
nas possibilidades de melhoramento. No entanto, devido sua importancia e seu
valor econdmico (Hein & Gatzweiler, 2006), os gendtipos de café arabica
originarios da Etiopia podem ser explorados, pois constituem uma grande fonte
de alelos para o melhoramento genético. Entre as caracteristicas variaveis
observadas nos genotipos da Etidpia observa-se, por exemplo, diferentes
niveis de cafeina (Silvarolla, Mazzafera & Fazuoli, 2004) e diterpenos (Scholz
et al., 2016), resisténcia a doengas e pragas (Van Der Vossen & Walyaro,
1980; Van Der Graaff, 1981; Kushalappa & Eskes, 1989; Anzueto et al., 2001)
e produtividade (Bertrand et al., 2005).

A caracterizagdo dos recursos geneéticos de C. arabica, de grande

importancia para o melhoramento do cafeeiro, vem sendo realizada, tanto
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fenotipica (Carvalho et al., 1983; Montagnon & Bouarmont, 1996; Mazzafera et
al.,, 1990; Silvarolla, Mazzafera & Fazuoli, 2004), como genotipicamente
(Lashermes et al., 1996; Anthony et al., 2001; Anthony et al., 2002; Aga et al.,
2003; Chaparro et al., 2004; Aga et al., 2005, Silvestrini et al., 2007), mostrando
que existe uma diferenciagao tanto molecular como fenotipica, relacionada ao
centro de origem da espécie. No entanto, esses estudos nao identificaram
associacbes entre marcadores e caracteristicas de interesse para o

melhoramento genético.

O desenvolvimento de novas tecnologias, principalmente com os
sequenciamentos de nova geragdo (NGS — Next Generation Sequencing), vem
permitindo um avango no melhoramento vegetal em geral (Metzker, 2010). O
sequenciamento do genoma inteiro ou parte dele facilita a obtencdo de
polimorfismos, que podem gerar os marcadores moleculares, responsaveis
pela distincdo de individuos geneticamente diferentes (Faleiro, 2007).
Microssatélites (SSR), ou mais atualmente, SNPs vém sendo utilizados no
melhoramento do cafeeiro, como em estudos prévios de analise de estrutura de
populacgdes (Aggarwal et al., 2007; Silvestrini et al., 2007; Lopes-Gartner et al.,
2009), resisténcia a doengas (Alvarenga et al., 2011; Pereira et al., 2011) e
diversidade e mapeamento genético (Cubry et al., 2008; Geleta et al., 2012;
Moncada et al., 2016).

2.2 Fenotipagem
2.2.1 Compostos Bioquimicos

Por apresentar melhor qualidade na bebida, o café arabica é
preferido entre as demais espécies (De Castro & Marraccini, 2006) e por isso é
responsavel por 70% do café consumido no mundo, liderando o mercado
consumidor (CONAB, 2017).

O café possui, além da mais conhecida e estudada cafeina, muitos
componentes importantes presentes desde o grédo até a bebida final. A
composi¢cao quimica dos graos do café cru faz parte de muitos fatores que

determinam a qualidade do café. A identificacdo desses componentes faz-se
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importante para indicar as caracteristicas desejaveis da bebida. (Ferrao et al.,
2003).

Encontrada em uma quantidade de 1 a 4% do peso seco, a cafeina
(1,3,7-trimetilxantina), principal alcaloide presente nos graos de café, apresenta
propriedades estimulantes ao sistema nervoso central (Esquivel & Jimenéz
2012). De acordo com alguns estudos que relacionam o consumo de cafeina
com a saude, houve um menor risco de doencga de Parkinson e diabetes tipo 2
associado a ingestao de café. Outros, porém fazem a associagdo do consumo
exagerado da bebida com desenvolvimento de alguns tipos de céncer e

doencas cardiovasculares (Cornelis, 2014).

No cafeeiro, a cafeina encontrada em folhas jovens, atua como
pesticida natural (Nathanson, 1984; Hollingsworth, Armstrong & Campbell,
2003; Guerreiro Filho & Mazzafera, 2003). O conteudo de cafeina na bebida
final contribui para o amargor, estando assim relacionado a sua qualidade
(Farah et al., 2006). Mesmo com o processo de torra, este composto da fragao
hidrossoluvel do grao, apresenta-se estavel e é pouco afetado pela degradacao
(Moreira, Trugo & De Maria, 2000).

Em razdo dos seus efeitos na saude e em como esses teriam
relagcdo com a genética do individuo, podendo associa-los tanto a riscos quanto
a beneficios (The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al.,, 2014),
busca-se uma bebida de melhor qualidade, como o café arabica, e que possa
atender a baixos indices de cafeina (Teixeira, 2011) ou mesmo que
descafeinado, seja por processos de descafeinizacdo, ou naturalmente

(Silvarolla, Mazzafera & Fazuoli, 2004).

Outro grupo da fragdo hidrossoluvel do grdo e também importante
para a qualidade da bebida sdo os &acidos clorogénicos (ACG), que
correspondem de 6 a 12% do peso seco (Farah et al., 2005). Estes compostos
secundarios sao formados por reagdes de esterificacdo entre o acido quinico
junto a acidos hidroxindmicos, como o acido caféico e assim s&do denominados
polifendis (Garambone & Rosa, 2007; Farah et al, 2008).
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O grao de café verde apresenta maiores teores de ACG (Farah et al.
2006; Jeszka-Skowron et al. 2016) e o processo de torra destréi e transforma
progressivamente esse composto no grdo (Garambone & Rosa, 2007),
resultando em substancias fendlicas que contribuem para o amargor da bebida
(Clifford, 1985; Campa et al. 2005). Também no grao de café os ACGs
apresentam atividades antioxidantes (Jeszka-Skowron et al. 2016) o que
promove propriedades benéficas para a saude, como atividades antivirais,
hipoglicémicas, hepatoprotetoras e antiespasmoddicas (Farah & Donangelo,
2006; Tfouni et al., 2014).

Especialistas em café indicam o café arabica apresentando melhor
bebida do que o café robusta (De Castro & Marraccini, 2006; Jeszka-Skowron
et al. 2016). Se considerarmos uma bebida de melhor qualidade como
contendo um baixo teor de ACG, corrobora com o conteudo de ACG
encontrado nessas duas espécies de café: C. canephora (robusta) apresenta
maiores teores (11.3% do peso seco) de ACG do que C. arabica (4.1% do peso
seco) (Ky et al., 2001).

A sacarose representa mais de 90% de todos os oligossacarideos
presentes nos graos de café verde (Esquivel & Jiménez, 2012). Com o
processo de torra os carboidratos podem ser encontrados de 38 a 42% do peso
seco do grao (Belitz, Grosch & Schieberle, 2009) e contribuem para a formacéao
do aroma, reagindo com aminoacidos e determinando o perfil dos compostos
volateis (Ky et al., 2000). O café arabica apresenta teores mais elevados de
agucar (9.2% do peso seco em meédia) do que o café robusta (5.5% do peso
seco em média) (Ky et al.,, 2001). Como é um importante componente do
aroma do café, quanto maior for seu teor no grao verde, mais intenso sera o
sabor da bebida (Ky et al., 2000).

Triacilglicerdis, esterdis, tocoferdis e diterpenos compde a fracao
lipidica dos gréos de café verde (Esquivel & Jiménez, 2012). Localizados no
endosperma dos graos, o teor lipidico no café arabica € em média 15% do
peso seco e no café robusta contém cerca de 10% (Speer & Kolling-Speer,

2006). O dleo do café pode ser extraido e comumente é utilizado em industrias
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cosmeéticas, por contribuir com a umidade natural da pele e apresentar

propriedades de protecao solar (Ferrari et al., 2010; Wagemaker et al., 2011).

Compreendendo em até 20% dos lipidios totais, os diterpenos —
cafestol e caveol — agem contra toxinas, podendo assim ter um efeito
hepatoprotetor nos consumidores do café (Speer & Koalling-Speer, 2006; Lee,
Choi & Jeong, 2007). Além disso, é relatado que os diterpenos podem
apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e anticarcinogénicas
(Cavin et al., 2002; Esquivel & Jimenéz, 2012). No entanto, observou-se
também que um aumento no nivel de colesterol estaria correlacionado aos
diterpenos (Kurzrock & Speer, 2001), e que seu teor presente na bebida
poderia ser maior ou menor de acordo com o preparo do café (Urgert et al.,
1995; Urgert & Katan, 1997; Ricketts et al., 2007).

Apesar de contribuir para a formagao do sabor da bebida, ainda ha
poucos estudos sobre as propriedades bioquimicas e moleculares das
proteinas do café (Acuna et al., 1999; Shimizu & Mazzafera, 2000). O conteudo
médio nas sementes de café arabica € de 10 a 14% do peso seco (Clifford,
1985). As proteinas se acumulam durante o desenvolvimento da semente e
apo6s a germinagcdo vao sendo degradadas em aminoacidos (Shimizu &
Mazzafera, 2000). Durante a torra, as proteinas que ainda estdo estocadas nas
sementes sofrem desnaturacédo, e com a hidrélise das ligagdes peptidicas séo
liberadas aminas e carbonilas, que contribuem para o aroma da bebida. A
composi¢cdo de proteinas nos graos verdes, como também a espécie e/ou
variedade do café, além do tempo de maturacédo do fruto, tudo isso implica no

teor de proteinas encontrado nos graos torrados (Fernandes et al., 2001).

Os taninos s&o substancias complexas classificadas como
polifendis, e segundo sua estrutura quimica, podem ser classificados em
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Quando sao solluveis em agua,
apresentam a propriedade de adstringéncia, o que interfere na qualidade da
bebida (Ferrdo et al., 2003). Os taninos condensados sao responsaveis pela
producao de pigmentos avermelhados (antocianidinas), sendo encontrados em
maior quantidade nas variedades de café amarelo do que em café vermelho

(Ferrdo et al. 2003; Esquivel & Jimenéz, 2012). E descrito que os taninos
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podem apresentar propriedades bactericidas, fungicidas e antivirais (Scalbert,
1991; Okuda, Yoshida & Hatano, 1993), além de acgao antitumoral (Okuda,
Yoshida & Hatano, 1989).

Como observado, a ocorréncia de muitos componentes determinam
a composi¢cao quimica dos graos de café cru, fazendo com que diferentes
fatores impliquem na qualidade da bebida. Os estudos ja citados demostraram
como cada um desses fatores pode contribuir nas caracteristicas desejaveis da
bebida, e, além disso, comentaram que a composi¢ao quimica depende tanto
da espécie estudada como também das condicbes ambientais que

proporcionam essa composigao (Ferrao et al. 2003).
2.2.2 NIR

A espectroscopia do infravermelho proximo (Near Infrared
Spectroscopy — NIR) € uma técnica que emprega um tipo de espectroscopia
vibracional de fétons de energia que corresponde a faixa de comprimento de
onda de 750 a 2.500 nm, ou seja, a regidao do espectro eletromagnético logo
apos a regido visivel (Pasquini, 2003). Quando ha a incidéncia dessa radiagéo
em determinada molécula, esta apresenta uma vibragao de seus atomos em
maior amplitude, pois ha uma transferéncia de energia de radiacdo para
energia mecanica dos atomos. Assim, a diferenga entre as forgcas das ligagdes
quimicas dos compostos vai resultar diferentes espectros NIR (Pasquini, 2003;
Araujo, 2007; De Beer et al., 2011).

Determinacdes diretas das amostras, sem a necessidade de pré-
tratamento; resultados rapidos; quantificagdo de amostras liquidas ou sdlidas,
de forma simples, rapida e segura, além da realizagdo de analises néao
destrutivas sédo algumas das vantagens em se utilizar a técnica de NIR
(Pasquini, 2003; Conesa et al., 2007). No entanto ha a necessidade de uma
etapa anterior, para uma correlagdo entre os espectros obtidos e os valores
atribuidos como parametro daquele determinado grupo de amostras, que € a

chamada calibragéo (Araujo, 2007; Morgano et al., 2007; Pagiatto, 2013).

Em cafeeiro, a técnica de NIR tem sido recentemente empregada na

verificacdo da diversidade dos compostos quimicos do café (Aluka, et al.,
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2016), na identificagdo de origem geografica e genotipica de cultivares
(Villegas et al., 2014; Marquetti et al., 2016), na verificagdo do grau de
torrefagdo entre café arabica e robusta (Bertone et al., 2016) e também na
quantificacdo de compostos quimicos, com base em modelos de calibracéo
(Pagiatto, 2013; Villegas et al., 2014; Marquetti et al., 2016), como a

determinacao de cafeina em cafés soluveis (Gorla et al., 2015).

A quantificacdo de compostos quimicos para C. arabica da Etiopia
da colegdao do IAPAR também vem sendo analisada pela técnica de NIR
(Pagiatto, 2013; Scholz et al. 2011, 2016), metodologia também utilizada neste

trabalho.
2.3 Genotipagem
2.3.1 SNPs

Para muitas culturas, a aplicagdo de marcadores moleculares nos
estudos de diversidade genética e/ou melhoramento € uma realidade. No caso
de C. arabica existe uma limitagdo na identificacado de marcadores polimérficos,
o que compromete o desenvolvimento de ferramentas que ajudem no
melhoramento genético do cafeeiro. As causas para essa dificuldade sdo
principalmente a natureza poliploide da espécie e a estreita base genética dos
bancos de germoplasma disponiveis (Anthony et al., 2002; Poncet et al., 2006;
Aggarwal et al., 2007).

Os marcadores moleculares sao ferramentas que permitem detectar
variabilidade no DNA dos individuos analisados. Podem ser utilizados em
varias etapas do melhoramento de plantas, por exemplo, na analise de
diversidade genética, na genotipagem de individuos ou também no
mapeamento de regides gendmicas de interesse (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Uma classe importante de marcadores moleculares sao os
polimorfismos de nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphism — SNP).
Estes marcadores apresentam alta frequéncia no genoma na maioria dos
organismos, incluindo plantas, podendo potencialmente identificar mutagdes.

Vale ressaltar que a maioria dos polimorfismos entre individuos de uma mesma
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espécie esta associada a diferenga de um unico par de bases na sequéncia do
DNA (Rafalski, 2002).

Os SNPs surgem por mutagcdo e sdo herdados como variantes
alélicas. Se os SNPs estiverem localizados em regidbes nao codantes sao
denominados andnimos, porém, em regides codantes podem ser sinbnimos
(n&o alteram o coddn de tradugédo), neutros (alteram o cédon de tradugdo, mas
ndao a proteina codificada) ou nao sindnimos (alteram o codon e
consequentemente a proteina) (Pierce, 2011). Como constituem as formas
mais abundantes de variacdo do genoma, os SNPs podem fornecer uma fonte
para saturacdo de mapas genéticos, aumentando a sua precisdo. Também
podem ser utilizados na analise de caracterizagdo de recursos genéticos, por
meio da identificacdo de gendtipos e/ou cultivares, além da atuagdo como
ferramentas para selegdo assistida por marcadores (Rafalski, 2002; Moncada
et al., 2016), estudos de associagdo (Wang et al., 2015), andlises de
diversidade genética (Tessema et al.,, 2011) e mapas genéticos (Moncada et
al., 2016).

SNPs podem ser detectados por meio de varias técnicas, a maioria
delas envolvendo um conhecimento prévio das sequéncias de DNA de
diferentes gendtipos, 0 que no passado encarecia o custo da implementagéo
para a sua identificacdo. As novas tecnologias de sequenciamento em larga
escala (Metzker, 2010), permitem a analise de varias sequéncias de individuos
e oferecem a possibilidade da descoberta de polimorfismos de nucleotideo a

custos mais baixos (Wiedmann et al., 2008; Maughan et al., 2009).
2.3.2 GBS

A genotipagem por sequenciamento (Genotyping by Sequencing —
GBS) é uma das novas metodologias de genotipagem em larga escala que
utiliza o sequenciamento de ultima geracao, apresentando-se como um sistema
altamente multiplexado, mas ao mesmo tempo simples e ideal para estudos de
populacdo, como caracterizacdo e mapeamento, contribuindo com o

melhoramento de diversos organismos (Elshire et al., 2011).
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E um método direto para pequenos genomas, mas também
assegura o enriquecimento ou a redugcdo da complexidade de genomas
grandes, garantindo sobreposicdo suficiente na cobertura das sequéncias
dessas espécies. A redugdo da complexidade do genoma é feita por enzimas
de restricdo, que é realizada de maneira facil, rapida, extremamente especifica
e altamente reprodutivel, podendo atingir as regides importantes do genoma
que sao inacessiveis aos métodos de captura de sequéncia (Mamanova, et al.,
2010; Elshire et al., 2011).

O método de sequenciamento multiplex é possivel com a marcagao
dos fragmentos de DNA, cortados pela enzima de restricdo, por barcodes,
sequéncias curtas de DNA que se ligam a esses fragmentos, upstream a regiao
de corte da enzima (Craig et al., 2008; Elshire et al., 2011). Uma placa de 96
pocos pode ser sequenciada simultaneamente: a amostra de DNA, (mais o
barcode e seus adaptadores) é digerida pela enzima de restrigdo, fazendo com
que os adaptadores se liguem as extremidades dos fragmentos; apds séo
adicionados primers especificos aos adaptadores e é realizada uma PCR. Logo
depois ha uma etapa de purificagdo e assim os fragmentos s&o sequenciados
em seguida (Elshire et al., 2011). Os SNPs s&o identificados apos a
sobreposi¢cao dos fragmentos de uma mesma regido genémica dos diferentes

gendtipos e 0 mapeamento em um genoma de referéncia.

O baixo custo da genotipagem por sequenciamento tem atraido mais
buscas por marcadores e mapas saturados (Spindel et al., 2013). Vantajoso
também para espécies que nao possuem genoma de referéncia, o GBS
proporciona a descoberta de novos SNPs e a genotipagem com 0os mesmos,
de forma simultdnea (Kim et al., 2016). Uma desvantagem no uso dessa
técnica seria o grande numero de dados gerados, e a dificuldade nas analise
de bioinformatica (Spindel et al., 2013). No entanto programas cada vez mais
simples e que conseguem resolver alguns problemas gerados por esse grande
numero de dados vem sendo desenvolvidos, ajudando nas analises (Glaubitz
et al., 2014).

Espécies com genoma de referéncia bem estabelecidos tém

mostrado bons resultados com a técnica de GBS. Utilizando essa técnica um
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grande numero de SNPs foi encontrado por Lu et al. (2013), em Panicum
virgatum L., uma graminea perene. Para este e outros estudos a técnica de
GBS também foi usada para mapeamento (Spindel et al., 2013; Velmurugan, et
al., 2016; Henning et al., 2016; Celik et al., 2016), utilizando um genoma de

referéncia.

Alguns avangos com espécies poliploides e que ndo apresentam
genoma de referéncia também tem sido mostrados, sendo benéfico para
muitas culturas (Kim et al., 2016). Como exemplo de espécie alopoliploide,
destaca-se o algodao (Gossypium hirsutum L.). Esforcos em busca de um
genoma de referéncia de qualidade para essa espécie tém sido mostrados,
usando diversas tecnologias, dentre elas também o GBS (Li et al., 2015; Zhang
et al., 2015). Tanto esses como em outros trabalhos, destaca-se o desafio em
trabalhar com os complexos genomas poliploides, apresentando algumas

alternativas para compreendé-los.

O uso da tecnologia de GBS em café também tem apresentado
resultados expressivos. Moncada et al. (2016) desenvolveram um mapa de
ligagdo para C arabica, a partir de marcadores microssatélites (Simple
Sequence Repeats — SSR) associados a QTLs (Quantitative Trait Loci — QTL)
juntamente com SNPs obtidos a partir de GBS, a fim de aumentar a robustez
do mapeamento. Com isso um mapa genético com mais de 800 marcadores
SNP e SSR foi desenvolvido, identificando QTLs associados com a producgéao
de café, altura da planta e tamanho do gréo, representando um avango na
implementagdo da selegao assistida por marcadores, em programas de

melhoramento genético do cafeeiro.

Um recente estudo, trabalhando com diferentes espécies do género
Coffea, demonstrou o uso do GBS para a analise filogenética desse género.
Através dessa técnica pode-se demonstrar que a Africa ou a Asia seria a
localidade ancestral mais provavel para a origem do género. Além disso, a
distribuicao evolutiva do conteudo de cafeina, importante para a qualidade da
bebida, também foi detalhada (Hamon et al., 2017).

2.3.3 GWAS
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Estudos de associagdo e mapeamento genético, combinados a
dados fenotipicos fornecem a base para o relacionamento marcador—
caracteristica (Kim et al., 2016). Estudos de associagcdo gendémica ampla
(Genome-Wide Association Study — GWAS) verificam se um conjunto de
variantes genéticas, como os SNPs, em diferentes individuos estaria associado
a alguma caracteristica de interesse destes individuos. O GWAS comumente
necessita da genotipagem e a fenotipagem de um grupo de individuos,
deteccdo de variantes e imputacdo, extracdo dos dados das marcas e

mapeamento associativo (Wang et al., 2015).

Em espécies poliploides, os resultados demonstrados pelo GWAS
mostraram-se uma 6tima ferramenta, pois mesmo nesses genomas complexos
foi possivel obter associacdo de marcadores (Li et al., 2015; Zhang et al.,
2015), a fatores ambientais (Jia et al., 2014) e na identificagdo de genes

candidatos a caracteristicas especificas (Su et al., 2016).

Estudos de associacdo tém avancado em café, como demonstrou
um recente estudo com C. canephora (Andrade et al., 2017). Nele foram
validados SNPs no genoma de C. canephora, com ampla cobertura. Outros
estudos em café, utilizando a técnica de GBS para o desenvolvimento de
estudos de associagéo, envolvem os efeitos na ingestdo do café (Amin et al.,
2012; The Coffee and Caffeine Genetics Consortium et al., 2015), ambos
ressaltando o efeito da cafeina presente na bebida.

Estudos de associagao iniciais com C. arabica proveniente do centro
de origem demonstraram resultados satisfatérios até o momento (Pereira et al.,
2016), com a identificacdo de 6696 SNPs obtidos através de GBS, com
cobertura de 39 vezes no genoma de referéncia C. canephora. Além disso, a
associacdo entre os SNPs e a fenotipagem da colecdo de C. arabica
demonstrou diferencas de distribuicdo geografica dos gendtipos e SNPs
relacionados com a producdo de compostos bioquimicos envolvidos com a

qualidade da bebida como lipidios e diterpenos.

Neste trabalho busca-se a associacdo de SNPs obtidos por GBS

com nova caracterizacao fenotipica da colegcao de C. arabica proveniente da
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Etidpia, a fim de aumentar o conhecimento genético da espécie e contribuir

para o melhoramento genético do cafeeiro.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Contribuir para identificagdo de novos marcadores moleculares e

associar estes marcadores com caracteristicas agronémicas de interesse.
3.2 Especificos

e Fenotipar gendtipos da colecdo da Etidopia do IAPAR pela
tecnologia de NIR;

e Caracterizar a composi¢ao quimica dos graos de café verde
dessa colecao;

e Genotipar a colecao da Etiopia do IAPAR pela tecnologia
GBS;

o |dentificar e caracterizar os polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs);

e Avaliar as associagdes entre os dados de genotipagem e

fenotipagem, aplicando a estratégia de GWAS.
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4 CAPITULO I: Analise geral da composicio quimica de genétipos de café

arabica da Etidpia
4.1 RESUMO

Gendtipos de Coffea arabica originados da Etiépia concentram boa parte da
variabilidade encontrada para esta espécie e podem contribuir para estudos de
melhoramento do café. Técnicas modernas de fenotipagem e genotipagem
permitem novas abordagens de estudos genéticos, onde a associagdo de
fendtipos com marcadores moleculares podem ser realizadas com precisao
cada vez maior. Neste estudo, utilizando a analise NIR nds avaliamos a
composi¢ao de sete compostos bioquimicos do café verde de 66 gendtipos de
C. arabica originados da Etiépia. Correlagdo positiva e significativa entre
proteinas e cafeina se manteve entre os dois anos avaliados, assim como
correlagdo negativa significativa entre lipidios e sacarose. A analise do
agrupamento hierarquico identificou trés grupos entre os gendtipos, dentre eles
um que apresenta baixos niveis de acidos clorogénicos e cafeina, além de um
teor maior de acucar, tanto em 2012 como em 2015. Diferengas encontradas
entre os teores de acidos clorogénicos nos anos avaliados e as correlagdes
desse componente com os demais demonstraram a importancia da coleta de
frutos com maturagdo homogénea, a fim de se obter resultados semelhantes
em avaliagbes por mais de um periodo com o0 mesmo material. Os resultados
obtidos também podem ser utilizados em estudos de associagdo genética com
marcadores moleculares visando facilitar a selecdo de cafés com maior
qualidade de bebida.

Palavras-Chave: Coffea arabica; Genoétipos da Etidpia; Fenotipagem;

Conteudos quimicos; NIR.
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General chemical composition analysis of Arabica coffee genotypes from

Ethiopia
4.2 ABSTRACT

Coffea arabica genotypes originating from Ethiopia concentrate part of the
variability observed for this species and can contribute for coffee breeding
studies. Modern techniques for phenotyping and genotyping allow new
approaches to genetic studies, where their association can be performed with
increasing accuracy. In this study, using NIRs analysis we evaluate composition
of seven biochemical compounds in green coffee beans of 66 C. arabica
genotypes from Ethiopia. Significant positive correlation between protein and
caffeine remained between the two years evaluated, as well as significant
negative correlation between lipids and sucrose. The analysis of hierarchical
clustering identified 3 groups among genotypes one of them who with low levels
of both chlorogenic acids and caffeine and higher sugar content, both in 2012
and 2015. Differences between chlorogenic acid contents in the evaluated
years and correlations of this component with the others demonstrated the
importance of fruits collecting with homogeneous maturation, in order to obtain
similar results in evaluations for more than one period with the same material.
The results presented can also be used in genome wide association studies to
identify markers that can be used in coffee breeding towards cup quality.

Keywords: Coffea arabica; Ethiopian genotypes; Phenotyping; Chemical

contents; NIR.
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4.3 INTRODUGAO

O café é uma das bebidas mais populares mundialmente e
representa uma das mais importantes fontes de renda agricola em paises
tropicais. O género Coffea compreende 124 espécies, no entanto somente 10
sdo cultivadas em todo mundo (Bekele 2005; Davis et al. 2011). Coffea arabica
e Coffea canephora sdo as mais importantes economicamente, responsaveis
por 80 e 20% da produgéao brasileira (Conab 2016). C. arabica tem origem na
Etiépia (Anthony et al. 2002), enquanto C. canephora origina-se na Africa

Ocidental e Central (Davis et al., 2011; Jeszka-Skowron et al. 2016). Dentro

dos cultivares de C. arabica ha uma base genética estreita, devido a sua
origem. A espécie € autdgama e a dispersdo de poucos gendtipos originou a
maioria dos cultivares, utilizados em diferentes sistemas de produg¢ao, com um
gargalo da diversidade genética de gendtipos cultivados (Steiger et al. 2002;
Anthony et al. 2002; Vidal et al. 2010).

Compostos como cafeina e acidos clorogénicos (ACG) estdo entre
uma grande variedade de substancias biologicamente ativas nos graos de café,
que lhe confere um sabor unico e aromatico (Johnston et al. 2003). Estes
compostos secundarios sdo responsaveis pela acidez e adstringéncia e em
atribuir amargor, o que influencia o sabor da bebida e consequentemente sua
qualidade (Tfouni et al. 2014). O acumulo de ambos nas sementes em
maturagao (Clifford & Kazi 1987), a contribuigdo a resisténcia do fruto contra
estresses bioldgico e mecanico (Macheix et al. 1990) e também a qualidade da
bebida (Clifford 1985; Farah et al. 2006) s&o caracteristicas conhecidas desde
o inicio do século XIX (Anthony et al. 1993).

A cafeina é o principal alcaloide presente nos graos de café verde e
torrado e um potente estimulante do sistema nervoso central — SNC (Esquivel
& Jimenéz 2012). Nas plantas atua como pesticida natural (Nathanson, 1984;
Hollingsworth, Armstrong & Campbell, 2003; Guerreiro Filho & Mazzafera,
2003) e seu conteudo na bebida final contribui para o amargor (Farah et al.,
2006). Os acidos clorogénicos sao ésteres de acido quinico e acido caféico,

classificados como polifendis encontrados em frutas e no café (Garambone &
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Rosa 2007). Durante o processo de torra o ACG é degradado em compostos

fendlicos, o que também proporciona amargor a bebida (Campa et al. 2005).

Além da cafeina e ACG, outros componentes importantes
determinam a qualidade do café, como os acucares, lipidios, proteinas e
taninos. Os agucares contribuem para a formagdo do aroma, reagindo com
aminoacidos e determinando o perfil dos compostos volateis (Ky et al. 2000). O
conteudo lipidico € determinado de acordo com o tipo de preparo da bebida,
(Urgert et al. 1995; Urgert & Katan 1997; Ricketts et al. 2007), influenciando
nos niveis de diterpenos, uma das principais fragdes lipidicas do café. As
proteinas também estdo envolvidas com o aroma, pois durante a torra aquelas
que ainda estdo estocadas nas sementes sofrem desnaturagéo, e com a
hidrolise das ligagdes peptidicas sao liberadas aminas e carbonilas (Fernandes
et al., 2001). J& os taninos apresentam a propriedade de adstringéncia,

interferindo no sabor do café (Ferréo et al. 2003).

O Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) mantém uma coleg¢ao de
132 gendtipos de C. arabica provenientes da Etiopia, resultado de uma
pesquisa organizada pela FAO na década de 60 (FAO 1968). Modelos de
previsao para aquisicdo de espectros no infravermelho préximo (NIR) de cada
componente foram desenvolvidos anteriormente, criando um banco de dados
com base na andlise de amostras de café, dentre cultivares tradicionais e
genotipos selvagens, coletadas em varias estagdes na regidao cafeeira do
Estado do Parana. (Scholz et al 2014a, b). Variagbes morfolégicas e
agrondmicas, além de diferengas bioquimicas e moleculares desta colegao tém
sido avaliadas em menor escala (Scholz et al. 2016). Nao ha descricéo
abrangente da maioria dos gendtipos desta colegao por multiplos anos. Neste
trabalho, analisamos a composi¢gao quimica dos graos de café verde dessa
colegéo, obtida através da Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIRS),

considerando a diversidade do material estudado.
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4.4 MATERIAIS E METODOS
4.4.1 Material Vegetal

Nos anos de 2012 e 2015 foram coletados frutos de 66 gendtipos
(Suplementar 1) dentre os 132 gendtipos de C. arabica da colegédo do IAPAR.
Os gendtipos utilizados foram aqueles que mantiveram produtivos naqueles
anos. Os frutos foram coletados e secados naturalmente em caixas com fundo
de malha. Apds secos, os frutos foram descascados mecanicamente e entdo,
armazenados em sacos de papel em local seco e escuro. Para analise, os
graos de café verde foram congelados com nitrogénio liquido, moidos em
moinho de disco PERTEN 3600 e passados em peneiras com malha 0,5 mm.
Apés a moagem, as amostras foram colocadas em frascos plasticos

identificados e foram mantidas congeladas a -18 C até posterior analise.
4.4.2 Anélise no NIRS

A composigdo quimica geral das amostras coletadas dos 2 anos
(2012 e 2015) foi analisada utilizando a Espectroscopia no Infravermelho
Proximo (NIRS), no espectrofotometro NIRSystem 6500, com reflectancia
difusa e regido espectral de 400 a 2500 nm. Modelos de previsao
desenvolvidos anteriormente (Scholz et al 2014a, b) foram empregados para
cada componente. Foram realizadas varreduras entre 1100 e 2300 nm em
intervalos de 2 nm, utilizando-se uma cubeta retangular contendo 6 g de café
moidos e em temperatura ambiente. Todos os calculos foram feitos usando os
softwares |ISIscan e WinISI 4.5 (Infrasoft Internacional, Porto Matilda,

Pennsylvania - EUA).
4.4.3 Analise Estatistica

Toda a analise estatistica foi realizada pelo software XLSTAT
(Addinsoft 2010). Analise de Componentes Principais (ACP) e Analise de
Agrupamento Hierarquico (AAH) foram aplicadas a matriz formada por
gendtipos e componentes quimicos. Os dados utilizados para HCA foram
primeiramente normalizados, e em seguida, aplicado o algoritmo de Ward com

distancia Euclidiana em conjunto para definir os grupos. A correlacdo de
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Pearson (a = 0,05) mostra uma estimativa da relagdo bilateral entre os

conteudos quimicos.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados sete componentes bioquimicos de gréos de café
verde de 66 gendtipos da colegdo do IAPAR coletados nos anos de 2012 e de
2015. Além dos acidos clorogénicos e da cafeina, também foram avaliados os
teores de acucares totais, sacarose, lipideos, proteinas e taninos. As tabelas 1
e 2 mostram os valores médios, maximo e minimo para essas variaveis. Devido
a diferengas significativas de um ano para outro encontradas para ACG e
proteinas (Suplementar 2), ndo utilizou-se a matriz contendo a média dos dois
anos.

Tabela 1 Valores minimos, maximos e médios e coeficiente de variacdo para os
compostos quimicos dos gendtipos de café da Etidpia coletados em 2012.

Compostos® Minimo Maximo Média Desvio padrdo  CV %

ACG 6,44 10,92 8,06 0,87 10,79
AT 3,26 8,47 5,46 1,05 19,32
Sacarose 3,1 8,26 5,34 1,05 19,63
Cafeina 1,03 1,61 1,26 0,13 10,01
Lipidios 11,32 15,34 13,79 0,87 6,31
Proteinas 12,59 17,62 14,89 1,08 7,28
Taninos 417 6,19 5,34 0,38 7,15

ACG acidos clorogénicos CV coeficiente de variacao
AT acgucares totais
2 Expresso g100™

Tabela 2 Valores minimos, maximos e médios e coeficiente de variacdo para os
compostos quimicos dos gendtipos de café da Etidpia coletados em 2015.

Compostos?®

Minimo Maéaximo Média Desvio padrdo CV %

ACG 1,66 6,92 4,15 1,00 24,13
AT 3,41 7,58 5,44 0,88 16,16
Sacarose 2,65 7.1 4,99 0,91 18,27
Cafeina 0,88 1,6 1,28 0,15 12,15
Lipidios 12,63 17,05 14,73 0,91 6,17
Proteinas 11,68 16,4 14,09 1,11 7,89
Taninos 4,03 6,6 5,45 0,59 10,78

ACG acidos clorogénicos CV coeficiente de variagao
AT acgucares totais
2 Expresso g100™
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Os acidos clorogénicos sao encontrados em maior quantidade em
graos de café verde, estando assim relacionados também com a maturagao do
grao (Jeszka-Skowron et al. 2016; Farah et al. 2006). Estudos anteriores com
C. arabica demonstraram que o teor em cafés cultivados pode variar entre 6 a
12 g100™" (Farah et al. 2005). Nesse estudo o contetido de ACG apresentou
valores variando de 6,44 a 10,92 g100'1 em 2012 e de 1,66 a 6,92 g100'1 em
2015. Na coleta de 2012 os valores foram proximos aos anteriormente
encontrados. No entanto na coleta de 2015 foram encontrados valores mais
baixos e com alto CV (24,13 %). Essa discrepancia pode ser explicada devido
a presenca de frutos verdes na coleta de 2012 e frutos com maturagdo mais

uniforme na coleta de 2015.

Bebidas com teor de sacarose mais elevado sao preferidas a
aquelas que ndo o apresentam. O teor de sacarose em outros gendtipos da
Etidpia pode variar de 6,40 a 9,06 g100™" (Tessema et al. 2011). Nos gendtipos
avaliados aqui este teor teve valores variando de 3,10 a 8,26 g100™" em 2012 e

de2,65a7,10 g100'1 em 2015, como observado nas tabelas 1 e 2.

Em relacdo aos teores de cafeina, para acessos da Etiopia
cultivados no IAC foram encontrados valores de 0,00076 g100™, considerado
um café descafeinado, a 1,65 g100™" (Silvarolla et al. 2004). Em um estudo
prévio da colegcao do IAPAR foi encontrado teores de cafeina variando de 0,72
a 1,23 g100" (Scholz et al 2016). Os teores de cafeina encontrados neste
trabalho tiveram valores variando de 1,03 a 1,61 g100”" em 2012 e de 0,88 a
1,6 g100'1. Esse aumento pode ser explicado devido a processos de adubacgao

que foram aplicados a partir de 2011.

C. arabica apresenta maior teor lipidico que C. canephora
(Mazzafera et al. 1998). Durante a torra, compostos lipossoluveis ficam retidos
na fase lipidica do café, o que confere aroma a bebida (Scholz et al. 2016).
Para os gendtipos deste estudo, os valores do teor lipidico variaram de 11,32 a
15,34 g100™" em 2012 e de 12,63 a 17,05 g100™ em 2015, valores semelhantes

aos encontrados anteriormente (Scholz et al. 2016).

A proteina encontrada nos graos de café é ainda pouco estudada,

sendo relacionada com o acumulo de compostos nitrogenados (Acuia et al.
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1999). Para cultivares de café ja foram encontradas variagdes de 14,5 a 17,0
g100™ (Scholz et al. 2011) mas também variando entre 16,10 a 18,0 g100™
(Kitzberger et al. 2013). Os teores de proteinas totais encontrados aqui
variaram de 12,59 a 17,62 g100" em 2012 e de 11,68 a 16,4 g100" em 2015
(Tabelas 1 e 2).

Taninos sao substancias complexas, classificadas como polifendis.
Quando hidrossoluveis apresentam sabor adstringente, o que interfere na
qualidade da bebida (Ferrdao et al. 2003). Os teores de taninos do presente
estudo variaram de 4,17 a 6,19 g100" em 2012 e de 4,03 a 6,6 g100™ em

2015, sofrendo pouca variagao entre os anos estudados (Tabelas 1 e 2).
4.5.1 Correlagéo entre as variaveis

Tabela 3 Correlacido de Pearson entre os componentes nos gendtipos de café da
Etidpia coletados em 2012.

Variaveis ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
ACG 1
AT -0,090 1

Sacarose -0,058 0,992 1

Cafeina 0,396 -0,061 -0,064 1

Lipidios -0,144 -0,339 -0,388 -0,128 1

Proteinas 0,431 -0,287  -0,277 0,631 -0,030 1

Taninos 0,424 -0,233 -0,236 0,481 0,036 0,110 1

Os valores em negrito séo diferentes de 0 com um nivel de significancia a=0,05

Tabela 4 Correlacido de Pearson entre os componentes nos gendtipos de café da
Etidpia coletados em 2015.

Variaveis ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
ACG 1
AT 0,238 1

Sacarose 0,197 0,992 1

Cafeina 0,171  -0,237 -0,216 1

Lipidios -0,157 -0,381 -0,369 0,208 1

Proteinas 0,286 -0,257 -0,250 0,769 0,146 1

Taninos -0,284 -0,409 -0,373 0,444 0,629 0,159 1

Os valores em negrito séo diferentes de 0 com um nivel de significdncia a=0,05
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A analise de correlacao entre os compostos foi realizada, mostrando
padrao similar nas correlacbes entre os compostos nos dois anos avaliados
(Tabelas 3 e 4).

Em 2012 seis correlagdes positivas e quatro correlagdes negativas
foram observadas entre os compostos analisados (Tabela 3). A maior
correlagdo positiva foi entre cafeina e proteinas, resultado ja esperado e
observado, visto que ambos componentes dependem dos compostos
nitrogenados que se acumulam durante a formagao do fruto (Scholz et al.
2016). A aplicacao de fertilizantes durante a época anterior a colheita também
pode explicar essa forte correlagdo. A maior correlagdo negativa significativa foi
entre sacarose e lipidios (r = - 0,388 — Tabela 2). Isto é bastante interessante
uma vez que confirma um padrao observado no desenvolvimento do grao onde
o acumulo de lipideos cessa enquanto o acumulo de agucares € continuo até o

final da sua maturagao (Joét et al., 2010).

A analise de 2012 também demonstrou uma correlagéo significativa
positiva entre ACG e cafeina (r = 0,396). Anthony et al. (1993) mostraram esse
tipo de correlagdo em um estudo interespecifico dentro do género Coffea.
Outros estudos ja haviam relatado essa correlacdo devido a existéncia de
complexo cafeina-ACG nos graos (Campa et al. 2005, D’Amelio et al. 2009;
Scholz et al. 2016). Além disso, em testes com cafés cafeinados e
naturalmente descafeinados, foi observado que: o conteudo de ACG em cafés
cafeinados é cinco vezes maior que em cafés descafeinados (Ky et al. 1999).
No entanto essa correlagdo € mais bem compreendida quando se estuda os
isdmeros de ACG separadamente (Ky et al. 1999 ,Campa et al. 2005, Ky et al.
2013).

Em 2015 foram encontradas cinco correlagdes positivas e sete
correlagdes negativas entre os compostos analisados (Tabela 4). A correlagao
entre cafeina e proteinas se manteve e foi a maior correlagdo positiva
encontrada (r = 0,769). Também foi mantida a correlagdo negativa entre
sacarose e lipidios (r = -0,369). No entanto, a maior correlagdo negativa
apresentada foi entre taninos e acgucares totais (r = - 0,409). Também em

relagdo aos taninos, uma correlagdo negativa significativa com ACG (r = -
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0,284) foi encontrada em 2015 e que diferiu de 2012, onde essa correlagao foi
positiva (r = 0,424). A coleta de frutos de maturagao incompleta influencia as
concentracbes desses compostos (Vaast et al, 2006; Scholz et al, 2011) e a
correlacao positiva de 2012 entre taninos e ACG pode ser explicada devido aos

altos valores de ACG encontrados nesse ano.

A correlagéo positiva significativa entre ACG e cafeina encontrada
anteriormente em 2012 ndo se manteve em 2015. Essas diferencas podem
estar relacionadas a discordancia encontrada nos conteudos de ACG entre os
anos de 2012 e 2015, mostrando a importancia da coleta de frutos com
maturagdo homogénea. Além disso, essas variagdes podem ser atribuidas as

diferentes respostas ao ambiente, considerando os dois anos estudados.

Outros estudos que demonstram correlagdes entre os componentes
quimicos do café trabalharam com um numero reduzido de amostras. Este é o
primeiro estudo que utiliza uma amostragem superior, com 66 gendtipos, para

a melhor compreensao dessas correlagdes.

4.5.2 Anélise de Componentes Principais (ACP) e Anélise de Agrupamento
Hierarquico (AAH)

A ACP foi utilizada para analisar a estrutura dos dados nos dois
anos, a fim de dar uma nocado dos grupos de gendtipos em relagdo a sua
composig¢ao quimica. A projecao de 2012 dos gendtipos e as variaveis podem
ser observadas na biplot da Figura 1, onde os dois primeiros eixos explicam
65,48 % da variagao total (37,6 % para PC1 e 27,88 % para PC2). Os
genotipos localizados do lado esquerdo da Figura 1 sdo caracterizados por
apresentar altos niveis de cafeina, ACG, proteinas, taninos e lipideos; apenas
0s niveis de agucares totais e sacarose foram baixos para estes gendétipos. Por
outro lado podemos observar que houve a separagao dos gendétipos de acordo

com o teor de agucar.

Ja a projecdo de 2015 dos gendtipos e as variaveis podem ser
observadas na biplot da Figura 2, onde os dois primeiros eixos explicam 67,55
% da variagao total (42,96 % para PC1 e 24,60 % para PC2). Os gendtipos

localizados do lado esquerdo da Figura 2 sédo caracterizados por apresentar
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altos niveis de cafeina, proteinas, taninos e lipideos. Niveis de acucares totais,

sacarose e acidos clorogénicos foram baixos para estes gendtipos.
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Figura 1 ACP dos compostos bioquimicos de 66 gendtipos de café da Etidpia de 2012.
Os grupos destacados em diferentes cores correspondem aos formados no
dendograma a seguir.
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Apods a estrutura sugerida pelo ACP, observando a existéncia de

grupos entre as amostras, foi aplicada também a andlise de agrupamento

hierarquico (AAH), classificando os grupos com base em uma matriz de

dissimilaridade (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 Dendrograma com base na analise de agrupamento hierarquico para os
componentes quimicos de 66 gendtipos de café da Etidpia de 2012.
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Figura 4 Dendrograma com base na analise de agrupamento hierarquico para os
componentes quimicos de 66 gendtipos de café da Etidpia de 2015.
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Nos calculamos os valores médios de cada composto para cada
grupo separado no AAH (Tabelas 5 e 6). Para os dados de 2012, no grupo 1
estdo os genotipos com baixo conteudo de ACG, baixa cafeina e maior teor de
agucares, principalmente a sacarose, dentre os grupos formados. Este grupo
de gendtipos pode ser particularmente importante para a produgao de café
relacionado a qualidade. Baixos teores de ACG e cafeina estao relacionados a
uma melhor qualidade do café, bem como ao maior teor de agucar.

Tabela 5 Valores médios para sete compostos do café verde de trés grupos de
genotipos definidos pelo AAH entre 66 gendtipos de café da Etidpia em 2012.

Grupo ACG? AT?  Sacarose® Cafeina® Lipidios® Proteinas® Taninos?®
G1 7,67 6,29 6,14 1,19 13,73 14,10 5,20
G2 8,00 4,50 4,40 1,21 14,20 15,10 5,19
G3 8,62 5,22 5,10 1,40 13,51 15,74 5,64

ACG acidos clorogénicos  CV coeficiente de variagao
AT acucares totais
®Expresso g 100

No grupo 2 estdo os genodtipos que apresentaram conteudos
intermediarios de ACG e cafeina e baixo conteudo de agucares. No grupo 3
ficaram os genodtipos que apresentaram altos conteudos de ACG, conteudo

intermediario de agucares e alto conteudo de cafeina.

Para os dados de 2015 no grupo 1 também estao os gendtipos com
conteudo intermediario de ACG, baixa cafeina e maior teor de acucares, dentre
os grupos formados.

Tabela 6 Valores médios para sete compostos do café verde de trés grupos de
gendtipos definidos pelo AAH entre 66 gendtipos de café da Etiopia em 2015.

Grupo ACG? AT?  Sacarose® Cafeina® Lipidios® Proteinas® Taninos?®
G1 4,21 6,24 5,81 1,17 14,13 13,44 4,99
G2 3,89 4,86 4,38 1,27 15,47 13,93 5,83
G3 4,48 5,23 4,81 1,41 14,40 15,21 5,47

ACG &cidos clorogénicos  CV coeficiente de variacédo
AT agucares totais
®Expresso g 100

No grupo 2 estao os gendtipos que apresentaram baixo conteudo de

ACG, conteudo intermediario de cafeina e baixo conteudo de acgucares. No
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grupo 3 ficaram os gendtipos que apresentaram altos conteudos de ACG e
cafeina, conteudo intermediario de acgucares. Lembrando que nessa coleta de
2015, os conteudos de ACG sofreram uma grande mudanga em relagdo ao ano
de 2012, por apresentarem auséncia de frutos verdes, que compromete no teor
final de ACG.

Apesar de haver diferengas entre os gendtipos dos grupos entre os
dois anos estudados, uma parte deles se mantém nas duas avaliagdes (Tabela
7).

Tabela 7 Classificagao de agrupamento hierarquico a partir de 66 genétipos de café da
Etiépia em 2012 e em 2015.

2012 2015
Classe 1 2 3 Classe 1 2 3
Objetos 27 18 21 Objetos 23 26 17
E007 EO018 EO039 E007 EO018 EO039
E021 E025 EO046 E021 EO025 EO068
E116 EO041 EO057 EO41 EO047 EO081
E123b E044 EO068 EO44 EO057 EO087
E148 E047 EO087 EO46 E114 E159
E174 EO081 E126 E116 E123b E189
E218 E114 E152 E123a E124 E209
E220 E123a E159 E126 E148 E315
E221 E124 E201 E130 E152 E325
E238 E130 E302 E174 E199 E332
E270 E189 E308 E221 E201 E370
E272 E199 E315 E267 E208 E383
E301 E208 E331 E270 E218 E458
E320 E209 E332 E272 E220 E486
E324 E267 E335 E301 E238 E511
E325 E370 E383 E302 E308 E514
E364 E456 E486 E320 E324 E621
E368 E458 E511 E331 E335
E386 E516 E368 E364
E408 E546 E386 E450
E450 E621 E408 E454
E454 E516 E456
E457 E546 E457
E464 E464
E467 E467
E514 M7846

M7846
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Mesmo com a necessidade de realizar analises sensoriais desses
grupos, essa caracterizagao bioquimica pode auxiliar a escolha de gendtipos a

serem utilizados em programas de melhoramento genético.
4.6 CONCLUSAO

A analise geral da composi¢ao quimica de gendtipos da colegao da
Etiopia localizada no IAPAR revela e ainda corrobora com dados anteriores a
variabilidade genética existente neste material. Nos dois anos avaliados, um
grupo de gendtipos com baixos niveis de acidos clorogénicos e cafeina, além
de um teor maior de acucar foi apresentado podendo ser de utilidade aos

programas de melhoramento.

Destaca-se a importancia de uma coleta mais homogénea de frutos
maduros, a fim de ndo haver diferencas entre os teores quimicos avaliados no
mesmo material e em diferentes anos. Apesar disso, algumas variagbes podem
ser atribuidas também as diferentes respostas ambientais, nos periodos

avaliados.

Os dados de fenotipagem também serao utilizados em estudos de
associacdo com marcadores moleculares, visando a producédo de ferramentas

biotecnolégicas que facilitem o melhoramento de cafeeiros.
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Suplementar 1a — Conteudo de acidos clorogénicos (ACG), agucares totais (AT), sacarose, cafeina, lipidios, proteinas e taninos encontrados nos

Genétipos  ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos Genétipos ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
E007 6,87 7,99 7,88 1,26 12,37 15,88 4,17 E267 8,05 4,89 4,63 1,11 15,10 14,42 5,25
E018 8,09 4,65 4,56 1,20 14,14 15,32 5,04 E270 8,19 8,47 8,26 1,15 13,38 14,15 4,63
E021 7,85 6,46 6,44 1,14 13,22 15,08 4,66 E272 7,66 7,35 7,18 1,30 13,79 14,11 5,08
E025 8,66 4,96 5,08 1,13 13,97 15,32 4,70 E301 7,84 7,11 6,93 1,25 13,33 13,84 5,56
E039 7,83 5,10 4,72 1,37 14,58 15,16 5,37 E302 8,64 5,21 5,21 1,35 12,97 15,56 5,94
E041 7,88 4,81 4,60 1,27 14,59 14,49 5,51 E308 9,17 4,73 4,41 1,38 14,92 14,75 5,59
E044 7,97 5,17 5,24 1,24 13,62 14,44 5,16 E315 10,92 3,62 3,72 1,42 13,23 17,62 5,83
E046 8,59 6,93 6,87 1,34 13,20 15,98 5,80 E320 8,49 6,30 6,20 1,18 13,07 13,28 5,66
E047 777 4,59 4,37 1,24 14,70 14,89 5,61 E324 8,58 6,01 5,94 1,30 14,48 13,60 5,71
E057 9,02 5,35 5,32 1,48 14,36 16,38 5,68 E325 7,16 4,15 4,24 1,06 14,33 13,42 5,31
E068 10,03 5,24 5,15 1,39 15,21 16,14 6,14 E331 8,40 5,09 5,03 1,37 11,32 14,94 5,36
E081 8,87 4,10 4,13 1,17 15,06 15,06 5,36 E332 9,39 5,73 5,83 1,44 12,05 14,16 5,92
E087 9,72 6,36 6,42 1,61 12,55 17,31 5,27 E335 7,55 5,30 5,18 1,30 12,28 15,03 5,22
E114 777 3,98 3,88 1,28 15,34 15,43 5,30 E364 7,78 6,24 6,16 1,03 13,64 14,02 4,68
E116 7,13 6,91 6,87 1,32 13,78 13,77 5,07 E368 7,27 5,28 5,09 1,03 14,19 12,84 5,30
E123a 9,32 4,43 4,54 1,13 12,68 15,57 5,11 E370 7,82 4,15 4,04 1,18 12,27 14,29 5,23
E123b 8,20 6,90 6,69 1,20 13,92 14,34 5,57 E383 6,93 4,53 4,29 1,40 14,97 15,94 5,53
E124 7,77 3,26 3,10 1,25 14,66 16,12 5,01 E386 6,74 6,35 6,25 1,32 12,43 14,08 5,47
E126 9,47 4,89 4,69 1,28 13,84 15,18 5,69 E408 6,82 5,89 5,85 1,14 13,68 12,77 4,92
E130 8,61 4,92 4,94 1,21 13,52 14,57 5,23 E450 7,10 5,54 5,46 1,17 14,26 12,59 5,48
E148 8,66 6,41 6,28 1,19 12,97 14,15 5,29 E454 7,49 5,92 573 1,29 14,19 15,82 5,33
E152 8,09 4,21 4,00 1,56 13,83 15,43 6,19 E456 6,70 3,60 3,57 1,31 14,80 15,07 5,36
E159 9,55 5,71 5,58 1,44 12,38 17,23 5,55 E457 6,44 4,71 4,52 1,06 13,82 13,84 4,92
E174 8,32 6,49 6,38 1,19 12,24 13,85 5,25 E458 7,97 4,40 4,30 1,20 14,28 16,45 4,51
E189 7,28 5,04 4,73 1,23 14,63 15,05 5,09 E464 8,41 5,34 5,04 1,07 13,83 13,98 5,87
E199 7,71 4,85 4,52 1,25 14,40 15,59 5,18 E467 8,06 6,30 6,02 1,09 14,37 12,67 5,46
E201 9,31 5,26 5,12 1,42 14,36 15,35 5,47 E486 7,68 5,47 5,45 1,26 12,93 15,25 5,83
E208 8,39 4,39 4,36 1,18 14,31 14,95 5,49 E511 7,20 4,71 4,55 1,28 13,54 16,24 5,56
E209 7,32 4,72 4,62 1,22 13,51 14,80 5,32 E514 7,31 6,49 6,16 1,11 14,34 13,41 4,88
E218 7,47 5,96 6,05 1,11 14,19 14,64 4,93 E516 7,13 4,73 4,56 1,36 13,82 15,24 5,29
E220 7,94 5,94 5,66 1,37 14,45 15,51 5,29 E546 8,34 6,20 6,21 1,41 13,15 15,46 5,79
E221 7,68 6,53 6,42 1,19 14,00 14,48 5,50 E621 8,07 517 4,80 1,47 14,27 16,15 5,46
E238 8,44 6,36 5,95 1,32 14,32 14,98 5,22 M7846 7,32 6,35 6,15 1,24 14,03 15,52 5,18
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cafés da Etiopia coletados em 2012
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Suplementar 1b — Conteudo de acidos clorogénicos (ACG), agucares totais (AT), sacarose, cafeina, lipidios, proteinas e taninos encontrados nos

Genétipos  ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos Genétipos ACG AT Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
E007 3,24 5,91 5,64 1,16 13,16 14,27 4,03 E267 4,07 5,93 5,32 1,26 14,03 13,71 5,01
E018 1,66 3,73 3,36 1,29 15,86 14,09 6,13 E270 4,25 6,73 6,32 1,12 12,63 13,04 4,56
E021 2,95 7,08 6,79 0,99 13,72 13,09 4,18 E272 3,43 7,58 7,10 1,15 13,09 12,57 4,51
E025 4,03 4,78 4,36 1,06 15,66 13,61 5,46 E301 5,31 6,46 6,02 1,22 13,53 13,60 5,33
E039 6,40 6,21 5,71 1,60 13,64 15,87 5,13 E302 3,76 6,12 5,84 0,88 13,92 11,68 5,23
E041 3,99 5,46 5,07 1,16 13,47 12,74 5,11 E308 3,92 4,96 4,35 1,08 15,37 12,33 5,02
E044 4,29 5,78 5,24 1,24 14,09 13,70 4,76 E315 4,12 5,93 5,40 1,36 14,32 15,26 6,12
E046 5,35 5,91 5,48 1,29 14,89 14,30 5,64 E320 4,96 6,98 6,48 1,24 13,98 13,62 5,01
E047 4,12 4,35 3,83 1,28 16,52 14,91 6,10 E324 4,40 5,91 5,67 1,25 15,58 12,83 6,27
E057 5,20 4,82 4,28 1,55 16,10 15,49 6,06 E325 3,79 5,37 4,87 1,32 14,66 14,69 5,73
E068 6,92 6,65 6,23 1,60 14,32 16,40 5,30 E331 3,03 5,63 5,22 1,06 13,97 11,87 5,53
E081 4,43 5,32 4,88 1,29 14,58 14,08 5,19 E332 2,26 5,12 4,90 1,39 14,95 14,18 5,88
E087 3,83 5,00 4,68 1,46 14,87 16,20 6,13 E335 3,57 5,71 5,45 1,05 15,47 11,68 5,83
E114 3,38 4,55 4,05 1,37 16,02 15,45 5,35 E364 2,88 6,03 5,54 1,08 15,08 13,81 5,88
E116 3,29 6,65 6,34 1,30 15,49 13,81 5,57 E368 3,78 5,73 5,28 1,20 14,63 12,60 5,36
E123a 6,17 6,38 5,94 0,95 15,52 14,10 4,61 E370 6,33 4,97 4,69 1,29 14,25 14,23 5,24
E123b 4,95 5,11 4,67 1,35 16,44 14,73 6,22 E383 4,39 4,78 4,37 1,43 14,28 15,28 4,88
E124 5,30 4,55 3,89 1,14 15,09 14,02 4,59 E386 4,02 6,20 5,68 1,26 14,60 13,31 4,94
E126 3,24 6,33 5,87 1,27 15,39 15,22 5,40 E408 4,06 6,27 5,65 1,08 14,33 12,14 4,96
E130 5,07 5,42 5,06 1,19 14,00 14,24 4,70 E450 3,91 5,67 5,33 1,31 15,40 13,14 6,10
E148 3,74 5,11 4,59 1,27 14,85 14,22 6,40 E454 4,98 5,13 4,52 1,26 15,80 14,47 5,28
E152 3,11 4,34 3,96 1,39 14,52 13,63 6,49 E456 4,51 3,41 2,65 1,15 14,16 14,14 5,19
E159 5,07 5,69 5,19 1,48 13,97 15,59 4,80 E457 3,51 4,81 4,11 1,17 14,37 13,31 5,18
E174 4,20 5,74 5,39 1,23 13,56 13,40 4,89 E458 2,84 5,01 4,68 1,40 15,08 14,74 5,52
E189 3,23 4,18 3,75 1,44 14,62 15,68 5,82 E464 3,76 4,84 4,53 1,45 15,42 14,12 6,25
E199 3,47 3,61 3,00 1,21 15,60 13,71 5,47 E467 2,91 4,59 4,10 1,24 14,44 12,53 6,52
E201 4,72 5,13 4,61 1,22 15,26 13,56 5,50 E486 3,77 5,05 4,68 1,44 14,80 15,38 5,86
E208 4,43 5,67 5,16 1,50 17,05 13,76 6,60 E511 5,85 5,05 4,39 1,26 13,70 15,48 5,06
E209 4,78 4,73 4,31 1,32 13,44 15,20 5,01 E514 3,72 5,32 4,98 1,33 15,53 14,53 5,68
E218 3,92 5,33 4,85 1,15 14,98 13,51 5,61 E516 4,02 6,03 5,57 1,20 13,92 13,89 5,05
E220 4,66 5,61 5,15 1,46 15,69 14,75 5,99 E546 5,25 7,00 6,66 1,37 14,23 14,73 5,39
E221 5,00 6,19 5,70 1,20 14,77 13,54 5,03 E621 4,48 4,47 4,07 1,60 13,86 15,72 5,68
E238 3,36 3,55 3,07 1,40 15,48 14,83 5,96 M7846 2,61 5,16 4,92 1,45 15,94 15,66 6,22
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Suplementar 2 — ANOVA para componentes do café de 66 gendtipos apresentou
diferencas significativas para ACG e proteinas entre os dois anos analisados (2012 e
2015).

ACG AT  Sacarose Cafeina Lipidios Proteina Taninos
Ano F 1611,130 0,240 62,349 4,273 21,628 261,794 2,317
Pr>F 0,016 0,710 0,080 0,287 0,135 0,039 0,370
" F 3,325 23,017 23,639 17,279 0,771 23,201 1,979

Gendtipo

Pr>F 0,415 0,164 0,162 0,189 0,741 0,164 0,520
Ano*Genétino F 2,286 8,365 7,214 7,682 0,406 6,505 0,937
P Pr>F 0,489 0,269 0,289 0,281 0,879 0,304 0,695

ACG acidos clorogénicos
AT agucares totais
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5 CAPITULO IlI: Estudo de associagdo genémica ampla (GWAS) em uma
colecao de Coffea arabica

5.1 RESUMO

Responsavel por 70% do café consumido mundialmente, o café arabica
apresenta melhor qualidade de bebida, sendo preferido dentre as demais
espécies. Entre os fatores que determinam sua qualidade esta a composicéao
quimica dos graos do café cru, que indica as caracteristicas desejaveis da
bebida. Para avaliar a diversidade genética dessa espécie de grande
importancia comercial e descobrir marcas associadas as caracteristicas de
qualidade, uma colegao constituida por 157 gendtipos de Coffea arabica foi
genotipada utilizando a abordagem de genotipagem por sequenciamento
(GBS). Um subconjunto de 66 gendtipos que representaram a diversidade
dentro dessa colecéao foi caracterizado fenotipicamente para teores bioquimicos
relacionados a qualidade da bebida. Utilizando o modelo linear generalizado
(GLM) foi conduzido o estudo de associagdo genémica ampla (GWAS). Um
total de 6210920 tags produzidas pelos reads single-end, a partir das
bibliotecas formadas pelo GBS, foi mapeado no genoma diploide de C.
canephora, e foram identificados 6.696 SNPs, com profundidade média de 39X.
Os SNPs foram filtrados para MAF >0.05, Call Rate >0.8 e heterozigosidade <
0.9, fornecendo 2460 marcas que foram usados nas analises nas analises de
associacao da colecao da Etiopia do IAPAR. O GWAS foi realizado utilizando o
software TASSEL 5.2.20, em um conjunto de 66 gendtipos de C. arabica
analisados quanto a composi¢cdo quimica do grao de café verde, incluindo
cafeina, acidos clorogénicos, agucares totais, sacarose, lipidios, proteinas e
taninos. Foram encontrados 44 SNPs significativos associados a esses
componentes, considerando aqueles que foram comuns em trés diferentes
perfis de analises. Nesse trabalho também foram identificadas marcas que
estariam associadas as vias de acidos clorogénicos, cafeina, lipidios, proteinas
€ sacarose, responsaveis pela qualidade da bebida, dentro de uma colecéo de
genotipos com maior variabilidade genética.

Palavras-chave: Café Arabica; genotipagem por sequenciamento; fenotipagem;

qualidade de bebida.
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Genome-Wide Association Study (GWAS) in a Coffea arabica collection
5.2 ABSTRACT

Responsible for 70% of the coffee consumed worldwide, the Arabica coffee
presents better cup quality, being preferred among the other species. Among
the factors that determine its quality is the chemical composition of the green
coffee beans, which indicates the desirable characteristics of the beverage. To
evaluate the genetic diversity of this species of great commercial importance
and discover marks associated with quality characteristics, a collection
consisting of 157 genotypes of Coffea arabica was genotyped using the
genotyping-by-sequencing approach (GBS). A subset of 66 genotypes that
represented diversity within this collection was phenotypically characterized for
biochemical levels related to the cup quality. Using the generalized linear model
(GLM) the genome-wide association study (GWAS) was conducted. A total of
6210920 tags produced by single-end read, from libraries formed by GBS, was
mapped in the diploid genome of C. canephora, and 6.696 SNPs were
identified, with an average depth of 39X. SNPs were filtered for MAF > 0.05,
Call Rate > 0.8 and heterozygosity < 0.9, providing 2460 marks that were used
in the association analysis of the IAPAR Ethiopian collection. The GWAS was
performed using the software TASSEL 5.2.20, in a set of 66 C. arabica
genotypes analyzed for the chemical composition of the green coffee bean,
including caffeine, chlorogenic acids, total sugars, sucrose, lipids, proteins and
tannins. We found 44 significant SNPs associated with these components,
considering those that were common in three different analysis profiles. In this
work, we also identified marks that would be associated with chlorogenic acids,
caffeine, lipids, proteins and sucrose, biochemical compounds responsible for
the cup quality, within a collection of genotypes with greater genetic variability.

Keywords: Arabica coffee; Genotyping-By-Sequencing; Phenotyping; Cup
Quality.
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5.3 INTRODUGAO

O café é um dos principais produtos agricolas mais comercializados
e consumidos no mundo, e uma das commodities mais valorizada nos
mercados internacionais. Atualmente o Brasil € responsavel por pouco mais de
30% da produgcdo mundial de café e lidera o mercado produtor, seguido de
Vietna, Colbmbia e Indonésia. Além disso, € também o maior exportador e
recentemente foi considerado o maior mercado consumidor dentro desse

cenario internacional (Silva, 2016).

Embora o género Coffea compreenda 124 espécies, somente 10 séo
cultivadas em todo mundo (Bekele, 2005; Davis et al. 2011). Cerca de 70% da
producdo brasileira €& de Coffea arabica, enquanto Coffea canephora
representa aproximadamente 30%, sendo as espécies mais importantes

economicamente (Conab 2016).

Por apresentar melhor qualidade na bebida, o café arabica é
preferido entre as demais espécies (De Castro & Marraccini, 2006) e por isso &
responsavel por 70% do café consumido no mundo, liderando o mercado
consumidor (Conab, 2017). Desde o grédo até a bebida final, muitos
componentes importantes estao presentes no café. A composi¢cdo quimica dos
graos do café cru faz parte de muitos fatores que determinam a qualidade e a
identificacdo desses componentes faz-se importante para indicar as

caracteristicas desejaveis da bebida. (Ferrao et al., 2003).

Compostos como a cafeina, os acidos clorogénicos, a sacarose, 0s
lipidios, as proteinas e os taninos sao responsaveis por contribuir com o sabor
e 0 aroma do café e assim estariam relacionados a sua qualidade (Ky et al.,
2000; Fernandes et al., 2001; Ferrao et al., 2003; Campa et al. 2005; Farah et
al., 2006; Esquivel & Jiménez, 2012). Cafeina e acidos clorogénicos atribuem
ao café acidez e adstringéncia, conferindo uma bebida mais amarga em altas
concentracbes (Tfouni et al. 2014). Os taninos, juntamente com esses
compostos, também apresentam a propriedade de adstringéncia (Ferrao et al.
2003). Os acgucares, no processo de torra, reagem com aminoacidos e
determinam o perfil dos compostos volateis, assim como as proteinas, que na

desnaturagado liberam aminas e carbonilas, contribuindo para o aroma da
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bebida (Ky et al. 2000; Fernandes et al., 2001). Ja os lipidios influenciam tanto
no sabor, quanto no aroma, e de acordo com o preparo do café, influenciam os
niveis de diterpenos, uma das principais fragdes lipidicas do grdo (Urgert &
Katan 1997; Ricketts et al. 2007).

A hibridizagdo natural entre os progenitores diploides Coffea
eugenioides e Coffea. canephora originou C. arabica (Lashermes et al., 1999),
espécie alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos) e que apresenta sistema
reprodutivo predominantemente autégamo (Prakash et al., 2002). Além disso,
C. arabica apresenta uma origem recente (Lashermes et al., 1999; Vidal et al.,
2010), o que confere a essa espécie uma baixa diversidade genética
(Lashermes et al., 1996). No entanto, uma maior variabilidade é encontrada no
centro de origem de C. arabica, no sudoeste da Etiopia (Anthony et al., 2001;
Silvestrini et al., 2007).

Em busca dessa variabilidade, prospec¢des foram organizadas para
coletar gendtipos originarios dessa regiao (FAO, 1968) e as amostras coletadas
foram encaminhadas para seis institutos: na india, na Tanzania, na Eti6pia, na
Costa Rica, no Peru e em Portugal (Lashermes et al., 1996; Silvestrini et al.,
2007). O |Instituto Agronémico de Campinas (IAC) obteve parte destes
genotipos do Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE — Costa Rica), e desses, 132 gendtipos foram fornecidos ao Instituto
Agrondémico do Parana (IAPAR). As plantas vém sendo cultivadas em campo e,
nos ultimos anos, caracterizadas fenotipica e genotipicamente (Ferreira, 2013;
Pagiatto, 2013; Scholz et al. 2016).

Os recursos genéticos de C. arabica sao restritos devido a sua
natureza alopoliploide e a sua baixa diversidade compromete a busca por
novos marcadores moleculares para estudos da espécie. Atualmente ha
disponivel apenas o genoma de um de seus progenitores diploides, C.
canephora (Denoeud et al., 2014; Dereeper et al., 2015), servindo como base
aos estudos genéticos. Apesar das pesquisas, ndo ha o genoma de referéncia
para C. arabica relatado na literatura. Recentemente, um mapa genético para a

especie foi descrito, utilizando diferentes tipos de marcadores relacionados a
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QTLs, a partir de uma populacéo F, de progenitores comerciais (Moncada et
al., 2016).

Esses recursos sdo importantes para os estudos de associacao
genbmica ampla (GWAS), que verificam se um conjunto de variantes
genéticas, como os SNPs, em diferentes individuos estaria associado a alguma
caracteristica de interesse (Wang et al., 2015). Alguns avangos com espécies
poliploides e que nao apresentam genoma de referéncia também tem sido
mostrados (Jia et al., 2014; Li et al., 2015; Zhang et al., 2015; Su et al., 2016).
Em café estudos preliminares tem revelado resultados satisfatorios, tanto para
C. canephora (Andrade et al., 2017) como também para C. arabica (Pereira et
al., 2016).

Novas tecnologias de sequenciamento tém permitido um avango no
melhoramento vegetal em geral (Metzker, 2010), o que tem contribuido para os
estudos de associagdo. A genotipagem por sequenciamento (GBS) caracteriza-
se por ser uma metodologia de genotipagem em larga escala, em um sistema
multiplexado, direto e que assegura o enriquecimento ou a redugdo da
complexidade de genomas grandes por enzimas de restricdo, garantindo
sobreposicao suficiente na cobertura das sequéncias, visando a identificacédo
de polimorfismos (Elshire et al., 2011). O baixo custo dessa metodologia tem
atraido a busca por marcas e mapas mais saturados, tanto em espécies
diploides (Spindel et al., 2013; Celik et al., 2016; Henning et al., 2016;
Velmurugan, et al., 2016) como também em poliploides (Lu et al., 2013; Li et
al., 2015; Zhang et al., 2015; Moncada et al., 2016). O grande numero de
dados gerados é em parte resolvido, por programas que auxiliam nas analises
(Bradbury et al, 2007; Glaubitz et al., 2014).

Neste trabalho, para uma melhor compreensdo da diversidade
genética de uma colecdo de gendtipos de C. arabica da Etidpia obteve-se
SNPs por GBS, utilizando como genoma de referéncia um de seus ancestrais
diploides, C. canephora. Além disso, a estratégia de GWAS foi utilizada para
identificar marcas associadas aos conteudos bioquimicos dos gendétipos dessa

colecao.
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5.4 MATERIAIS E METODOS
5.4.1 Material Vegetal

No presente estudo foram analisados 66 genoétipos de C. arabica
coletados pela missdo da FAO (FAO, 1968) no centro primario de origem da
espécie, a Etidpia, e mantidos a campo no IAPAR (23°23’00”S e 51°11°30"W).

5.4.2 Genotipagem por Sequenciamento

Os DNAs de alto peso molecular foram extraidos de folhas de
plantas individuais usando o protocolo CTAB com modificagdes (Doyle.& Doyle,
1990; Brasileiro & Carneiro, 1998). A genotipagem por sequenciamento foi
realizada pela Genomic Diversity Facility LIMS, em Cornell University (Ithaca,
NY — EUA). Para a preparacao das bibliotecas a enzima de restricao Pstl foi
utilizada, seguindo os protocolos descritos em Elshire et al. (2011). Um total de
157 gendtipos de C. arabica, incluindo os gendtipos do centro de origem,
cultivares e outros gendtipos introduzidos na colegdo, provenientes da
Republica de Camardes, (Suplementar 1), foram distribuidos em duas placas
de 96 pocgos e enviados para o sequenciamento single-end usando o lllumina
HiSeq2000. O TASSEL-GBS pipeline descrito em Glaubitz et al. (2014) foi
utilizado para a identificagcdo dos SNPs (TASSEL versao 3.0.166).

5.4.3 Fenotipagem para Compostos Bioquimicos

Frutos maduros foram coletados em 2012 e 2015, entre os meses de
abril e junho, periodo de maior maturagdo dos frutos. Um painel de 66
gendtipos da colegdo de C. arabica do IAPAR foi utilizado (Suplementar 2),
representando a sua diversidade. Os frutos maduros foram secos naturalmente
em caixas com fundo de malha. Apds secos, os frutos foram descascados
mecanicamente e entdo, armazenados em sacos de papel em local seco e
escuro por um periodo de trés meses. Os graos de café verde foram
congelados com nitrogénio liquido, moidos em moinho de disco PERTEN 3600
e passados em peneiras com malha 0,5 mm. Apos a moagem, as amostras
foram colocadas em frascos plasticos identificados e foram mantidas

congeladas a -18 C até posterior analise.
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A composigao quimica geral das amostras coletadas foi analisada
utiizando a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS), no
espectrofotometro NIRSystem 6500, com reflectancia difusa e regido espectral
de 400 a 2500 nm. Modelos de previsdo desenvolvidos anteriormente (Scholz
et al 2014a, b) foram empregados para cada componente. Foram realizadas
varreduras entre 1100 e 2300 nm em intervalos de 2 nm, utilizando-se uma
cubeta retangular contendo 6 g de café moidos e em temperatura ambiente. Os
softwares |ISIscan e WinlSI 4.5 foram utilizados para os calculos. A analise
estatistica foi realizada pelo software XLSTAT (Addinsoft, 2010).

5.4.4 Estrutura Genética da Colegao e Desequilibrio de Ligagao

Para analisar a estrutura genética da populagdo foi utilizado o
método proposto por Alexander et al. (2009). O numero mais provavel de
grupos em que a populacao pode ser estruturada foi estimado com base nos
valores de entropia cruzada (Zhou et al. 2009). Essa analise foi realizada com

auxilio do software Sniplay (Dereeper et al., 2011).

A estrutura populacional também foi analisada por meio da analise
de componentes principais com base nos 2460 SNPs utilizando o programa
TASSEL 5.2.20 (Bradbury et al., 2007).

O desequilibrio de ligagao (DL) foi estimado entre cada par de SNPs
de um mesmo cromossomo com menos de 20% de dados perdidos e
frequéncia do menor alelo maior que 0.05 (MAF > 0.05). O DL foi estimado de
acordo com Weir (Weir & Cockerham, 1984) pelo calculo de r’ para cada pare
de SNPs usando o software TASSEL 5.2.20 (Bradbury et al., 2007). De acordo
com os padrdes de DL obtidos em todo o painel, estimou-se o numero de
marcadores necessarios para 0 mapeamento associativo considerando o limiar
?=0,2.

As distancias fisicas correspondentes a esses limiares foram obtidas
a partir da regressao nao-linear da decomposi¢do de DL com a distancia. O
namero de SNPs necessarios para os estudos de associacao considerando

estes limiares foi calculado dividindo o tamanho do genoma de C. canephora
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(710 Mb, Denoeud et al., 2014) pela distancia de decaimento DL para todo o

painel de associagao.
5.4.5 Associagcdo Genbémica Ampla

A analise de associagao entre os 2460 marcadores SNPs e os
teores de acidos clorogénicos, cafeina, acucares totais, sacarose, lipidios,
proteinas e taninos foi realizada utilizando modelos lineares generalizados
(GLM). Para correcédo do efeito da estrutura populacional, uma matriz de
estrutura populacional considerando os trés primeiros componentes da PCA foi
incluida no modelo. Todas essas analises foram realizadas utilizando o
software TASSEL 5.2.20 (Bradbury et al, 2007). Para verificar o ajuste do
modelo para cada caracteristica, foram gerados os graficos Quantile-Quantile
(Q-Q) plots, mostrando a distribuicdo dos p-values observados em relagéo aos
p-values esperados. Foram considerados significativamente associados as
caracteristicas fenotipicas analisadas os SNPs que apresentaram p-value <
0,005 e com MAF (minor allele frequency) maior que 0,005. O banco de dados
Coffee Genome Hub (Dereeper et al., 2015) foi usado para mapear os SNPs no
genoma de C. canephora. Genes localizados no intervalo de 100 Kb foram
considerados como candidatos a associacdo com as caracteristicas
fenotipicas. Para comparar a distribuicdo dos valores fenotipicos dos individuos
com diferentes gendtipos para os SNPs significativos (homozigotos para os
diferentes alelos e os heterozigotos) foram construidos graficos box plots com

auxilio do programa R.
5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.5.1 Analise Fenotipica

Foram analisados os teores de sete componentes bioquimicos de
graos de café verde de 66 gendtipos da colegdo do IAPAR (Suplementar 2),
coletados nos anos de 2012 e de 2015: acidos clorogénicos, cafeina, agucares

totais, sacarose, lipideos, proteinas e taninos.
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Tabela 1 Valores minimos, maximos e médios e coeficiente de variacdo para os
compostos quimicos dos gendtipos de café da Etidpia coletados em 2012 e 2015

2012 2015
Compostos® Minimo Maximo Média CV% Compostos? Minimo Maximo Média CV %
ACG 6,44 10,92 8,06 10,79 ACG 1,66 6,92 4,15 24,13
AT 3,26 8,47 5,46 19,32 AT 3,41 7,58 5,44 16,16

Sacarose 3,1 8,26 5,34 19,63 Sacarose 2,65 71 4,99 18,27
Cafeina 1,03 1,61 1,26 10,01 Cafeina 0,88 1,6 1,28 12,15
Lipidios 11,32 15,34 13,79 6,31 Lipidios 12,63 17,05 14,73 6,17

Proteinas 12,59 17,62 14,89 7,28 Proteinas 11,68 16,4 14,09 7,89
Taninos 417 6,19 5,34 7,15 Taninos 4,03 6,6 5,45 10,78

ACG 4&cidos clorogénicos  CV coeficiente de variagdo
AT agucares totais

3 Expresso g100™

Na analise dos dois anos observou-se uma alta variabilidade dos
gendtipos para as caracteristicas estudadas. Foi observada uma diferenca
expressiva dos valores de ACG entre 2012 e 2015. Os acidos clorogénicos séo
encontrados em maiores concentragcbes em graos de café verde, e esta
concentracao € sabidamente relacionada também com o grau de maturagao do
grao (Farah et al. 2006; Jeszka- Skowron et al. 2016). Em 2012 concentrag&o
de ACG variou de 6.44 a 10.92 g100™", valores préximos aos encontrados por
outros autores que analisaram os teores de ACG em graos verdes de cafés
cultivados (Farah et al. 2005). A redugéo da concentragdo desse composto no
ano de 2015 deve-se a coleta de frutos com maturacido mais uniforme, com a

separacgao de frutos verdes dos frutos cereja.

Correlagbes positivas significativas entre cafeina e proteinas se
mantiveram nos dois anos estudados (ry; = 0,631 e rys = 0,769) (Tabela 2).
Isso pode ser explicado pelo fato de que no metabolismo de ambos
componentes, participam compostos nitrogenados que se acumulam durante a
formagao do fruto (Scholz et al. 2016). Nos dois anos foram observadas
correlagdes negativas entre sacarose e lipidios (r2o12 = -0,388 € ryp15 = -0,369).
No desenvolvimento do grédo, o acumulo de lipideos cessa enquanto o acumulo

de agucares é continuo até o final da maturagéo (Joét et al., 2010).
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Tabela 2 Correlacdo de Pearson entre os componentes nos gendtipos de café da
Etidépia coletados em 2012 e 2015.

2012
Variaveis ACG AT  Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
ACG 1
AT -0,090 1
Sacarose -0,058 0,992 1
Cafeina 0,396 -0,061 -0,064 1
Lipidios -0,144 -0,339 -0,388 -0,128 1
Proteinas 0,431 -0,287 -0,277 0,631 -0,030 1
Taninos 0,424 -0,233 -0,236 0,481 0,036 0,110 1
2015
Variaveis CGA AT  Sacarose Cafeina Lipidios Proteinas Taninos
ACG 1
AT 0,238 1
Sacarose 0,197 0,992 1
Cafeina 0,171 -0,237 -0,216 1
Lipidios -0,157 -0,381 -0,369 0,208 1
Proteinas 0,286 -0,257 -0,250 0,769 0,146 1
Taninos -0,284 -0,409 -0,373 0,444 0,629 0,159 1

Os valores em negrito séo diferentes de 0 com um nivel de significancia

a=0,05

As correlagdes significativas entre ACG e cafeina e entre ACG e

taninos foram diferentes entre os anos estudados. Enquanto em 2012 houve

uma correlagao significativa positiva entre ACG e cafeina (r = 0,396), em 2015

ela nao foi significativa. Ja a correlacdo entre ACG e taninos apresentou

resultados opostos: em 2012 ela foi positiva (r = 0,424) e em 2015 ela foi

negativa (r = - 0,284). A coleta de frutos de maturacdo incompleta influencia as

concentracbes desses compostos (Vaast et al, 2006; Scholz et al, 2011). A

presenca de frutos verdes, consequentemente, de um maior teor de ACG

(Jeszka- Skowron et al. 2016) pode explicar em como esse teor aumentado

influenciou nas correlagées entre os compostos, o que nao foi observado em

2015, onde houve a coleta de frutos com maturacdo homogénea.
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5.5.2 GBS e Detecg¢ao dos SNPs

Os reads single-end produzidos pelas bibliotecas GBS de 157
genotipos de C. arabica renderam 6.210.920 tags. Dessas, apenas 20%
alinharam-se no genoma de referéncia, o ancestral diploide C. canephora, em
posi¢cdes unicas. Contudo, foram identificados 6.696 SNPs, com profundidade
média de 39X.

Apos a fitragem para MAF > 0.05, Call Rate > 0.8 e
heterozigosidade < 0.9, foram obtidos 2.460 marcadores SNPs de alta
qualidade que foram usadas nas analises de estrutura populacional e de
associacao. O trabalho de identificacdo de marcas em espécies alotetrapldides
como C. arabica € mais complexo do que em espécies diploides, ja que existe
uma dificuldade em identificar os SNPs proprios da espécie daqueles que
mostram as diferencas entre os dois subgenomas diploides (Vidal et al. 2010,
Logan-Young et al. 2015). Para isso a filtragem pela heterozigosidade < 0.9
permitiu que esses apenas SNPs segregantes entre os homozigotos fossem
identificados e utilizados nas analises de estrutura populacional e de
associacao, pois aqueles que demonstravam as diferengcas entre os

subgenomas (heterozigosidade = 1) foram descartados.
5.56.3 Analise da Estrutura Genética da Colegéo e Desequilibrio de Ligagéao

Os valores da entropia cruzada da analise da estrutura genética
populacional indicaram que o numero mais provavel de grupos em que a
populagdo pode ser dividida (K) é 2, embora a estruturagdo em 3 grupos (K =

3) também apresentou um baixo valor de entropia cruzada (Figura 1A).
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Figura 1 - Valor de entropia cruzada em func&o do numero de grupos (A) e estrutura
populacional dos gendtipos de C. arabica com K = 3 (B).

Considerando a estrutura populacional em trés grupos (Figura 1B),
13 gendtipos do Oeste do Vale do Rift e um do Leste (E238) foram alocados no
grupo Q1. O grupo Q2 foi formado por sete gendtipos, todos do Oeste. Ja no
grupo Q3, formado por 45 gendtipos, ficaram alocados o maior numero de
gendtipos do Leste analisados (E007, E018, E021), dentre os demais gendtipos
do Oeste do Vale do Rift.

Na analise do decaimento do DL foi observado um valor de r? = 0,2
entre SNPs posicionadas a 4.3 Mb de distancia entre si (Figura 2). Com base
nesse valor de decaimento, estimamos que o numero de marcadores
necessarios para realizar GWAS dividindo o tamanho do genoma (710Mb —
genoma de C. canephora) pela distancia em que r* = 0,2 (4.3 Mb). Assim,
verificou-se que 1.651 SNPs sao suficientes para realizar GWAS com cobertura
razoavel do genoma. No presente trabalho foram utilizados 2.460 SNPs
distribuidos por 11 cromossomos do genoma de referéncia, o que indica que

uma boa cobertura do genoma.
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Figura 2 Decaimento do DL (medida por r?) em fungéo da distancia genética em pb
para o painel de C. arabica.

5.5.4 Estudos de associagdo para os componentes bioquimicos do café verde.

As analises de associacdo genémica foram realizadas considerando
os resultados das fenotipagens realizadas em dois anos (2012 e 2015) e
também considerando a média dos dois anos. Apds deteccdo dos SNPs
significativos nas diferentes analises (2012, 2015 e média) foi possivel

identificar aqueles comuns entre elas.
Acidos Clorogénicos (ACG)

Para acidos clorogénicos, foram encontrados 27, 12 e 20 SNPs
significativamente associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura
3), com p-values entre 9.797 a 0.005. Foram detectados sete SNPs comuns
entre 2012 e a média (S2 4604235, S2 27727131, S2_ 43079004,
S5 11612082, S7_18668686, S8 29163163 e S9 2563555) (Tabela 3). A
Figura 4 mostra a distribuicdo dos valores fenotipicos entre diferentes
genotipos para o SNP S8 29163163, significativamente associado a ACG.
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Figura 3 Manhattan e Q-Q plots para os teores de acidos clorogénicos em 2012, 2015
e meédia.
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Figura 4 Valores fenotipicos entre diferentes genétipos para o SNP S8 29163163,
significativamente associado ao teor de ACG nos graos. Os homozigotos para o alelo
referéncia e para o alelo alternativo estdo representados em verde e vermelho,
respectivamente, e os heterozigotos em amarelo.
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Para o SNP S8 29163163, individuos com gendtipo com alelo
referéncia (verde) mostraram uma concentragdo de ACG superior a dos
individuos heterozigotos (amarelo) e a dos individuos com alelo alternativo
(vermelho). O SNP S8 29163163 localiza-se dentro do gene Cc08 g14110
(Tabela 3), que codifica a proteina contendo o dominio PAS da familia tirosina
quinase. Essa proteina atua como regulador negativo na via de resposta ao
etileno (Kieber et al, 1993), envolvido na maturagdo do fruto do cafeeiro, e que
promove um aumento da atividade respiratéria no inicio da maturagcado. Nesse
periodo, além de outros eventos, ocorre a sintese de etileno enddgeno,
afetando o metabolismo de acucares e de acidos clorogénicos, além de
promover a degradacao da clorofila e aumento da sintese de carotenoides,
antocianinas e antocianidinas, flavonoides que dardo coloracido aos frutos
maduros (Martinez et al, 2014).

Cafeina

Foram detectados 5, 15 e 14 SNPs significativamente associados ao
teor de cafeina em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura 5), com p-
values entre 1.24° a 0.005. Foram observados um SNP comum entre 2012 e a
média (S4_1614149), trés SNPs comuns entre 2015 e a média (S2_25412500,
S2 5043332 e S8 _25559580) e um SNP comum entre todos as analises
(S9_2563555) (Tabela 3). A Figura 6 mostra a distribuicdo dos valores
fenotipicos entre diferentes gendtipos para os SNPs significativamente

associados a cafeina.
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Figura 5 Manhattan e Q-Q plots para os teores de cafeina em 2012, 2015 e média.
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Figura 6 Valores fenotipicos dos diferentes gendtipos para os SNPs S2 5043332,
S4 1614149 e S9 2563555, significativamente associados ao teor de cafeina nos

graos.
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Para o SNP S2_5043332 (Figura 6A), os individuos com gendtipo

com alelo referéncia (verde) mostraram uma concentracdo de cafeina

significativamente maior do que individuos heterozigotos (amarelo), seguido de

individuos com alelo alternativo (vermelho). Para o SNP S4_1614149 (Figura

6B) os individuos homozigotos para o alelo referéncia apresentaram teor de

cafeina superior a dos individuos heterozigotos. Ja para o SNP S9 2563555

(Figura 6C),

individuos com gendtipo com alelo

referéncia (vermelho)

mostraram uma concentracdo de cafeina significativamente maior do que

individuos heterozigotos (amarelo), seguido de individuos com alelo alternativo

(verde).
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Apesar de ndo se terem sido identificados SNPs ligados a genes
especificamente relacionados as etapas finais da via de biossintese da cafeina,
foram detectados SNPs posicionados proximos a genes relacionados ao
metabolismo de proteinas. Como foi observado na analise fenotipica, o teor de
cafeina nos graos é fortemente correlacionado ao teor de proteinas (rp12 =
0,631 e ryp15 = 0,769; Tabela 2). Assim, encontramos os SNPs S2 5043332,
S4 1614149 e S9 2563555, relacionados a genes envolvidos com a via de

ubiquitinagao das proteinas.

O SNP S2 5043332 esta posicionado proximo (78536 pb
downstream) ao gene Cc02_g06280, envolvido com a proteina componente do
complexo de ubiquitina-proteina ligase APC / C, que controla varios passos
chave no ciclo celular mediando a ubiquitinagéo e subsequente degradacao de
proteinas alvo tais como ciclinas (Heyman et al, 2011). O SNP S4_1614149
esta posicionado proximo (71740 pb upstream) ao gene Cc04_g02170, que
codifica a proteina ubiquitina carboxil-terminal hidrolase 6, envolvida no
reconhecimento e hidrélise da ligagao peptidica no C-terminal Gly da ubiquitina
e no processamento de precursores de poli-ubiquitina, bem como o de
proteinas ubiquitinadas (Moon et al, 2005). J& o SNP S9 2563555 esta
posicionado proximo (89587 pb upstream) ao gene Cc09 _g03100, envolvida na
estabilidade da proteina pds-traducional (Bostick al., 2004), além do gene
Cc09_g03020 (8804 pb downstream), um provavel transportador de aménio,
envolvido na absor¢édo de aménio do solo (Gazzarrini et al., 1999). Esse SNP
apresentou o menor p-value e explica 30% da varia¢do fenotipica (Rsq = 0,30)
do teor de cafeina nos grdos, o que corrobora com a correlagdo positiva

observada entre os teores de cafeina e proteinas.
Acucares Totais (AT)

Para agucares totais foram encontrados 5, 10 e 31 SNPs
significativamente associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura
7), com p-values entre 5.46™° a 0.005. Foram detectados dois SNPs comuns
entre 2012 e a média (S3_12834205 e S6_10652258), quatro SNPs comuns
entre 2015 e a média (S2_18205445, S7_7540264, S8 2154851 e



79

S11_3798869) e 2 SNPs comuns entre todos os perfis de analises
(S4_7902771 e S6_16281119) (Tabela 3).

Figura 7 Manhattan e Q-Q plots para os teores de AT em 2012, 2015 e média.
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Sacarose

Para sacarose foram encontrados 6, 11 e 35 SNPs
significativamente associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura
8), com p-values entre 3.15° a 0.005. Foram encontrados dois SNPs comuns
entre 2012 e a média (S3_12834205 e S6_10652258), quatro SNPs comuns
entre 2015 e a média (S2_18205445, S7 7540264, S8 2154851 e

S11_3798869) e dois SNPs comuns entre todos os perfis de analises
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(S4_7902771 e S6_16281119) (Tabela 3), as mesmas marcas encontradas
para agucares totais. Essa coincidéncia corrobora com a correlagao positiva
encontrada para o teor desses dois compostos, nas analises fenotipicas, tanto
em 2012 como em 2015 (r = 0,992). A Figura 9 mostra a distribuicdo dos
valores fenotipicos entre diferentes gendtipos para SNPs significativamente

associados a sacarose.

Figura 8 Manhattan e Q-Q plots para os teores de sacarose em 2012, 2015 e média.
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Figura 9 Valores fenotipicos entre diferentes gendtipos para os SNPs S2_18205445 e
S7 7540264, significativamente associados ao teor de sacarose nos graos.
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Para o SNP S2_18205445 (Figura 9A), os individuos com gendtipo
com alelo referéncia (verde) mostraram uma concentragdo de sacarose
significativamente maior do que individuos heterozigotos (amarelo), seguido de
individuos com alelo alternativo (vermelho). Para o SNP S7_7540264 (Figura
9B) os individuos homozigotos para o alelo referéncia apresentaram teor de

cafeina superior a dos individuos heterozigotos.

O SNP S2_ 18205445 esta posicionado proximo (82862 pb
upstream) ao gene Cc02_g20460, que codifica a proteina Pirofosfatase
inorganica soluvel 1, que controla o equilibrio das reagbes gliconeogenicas na
fase de estabelecimento de plantulas. Além disso, determina a taxa de glicdlise
citosolica, disponibilizando carbono para o acumulo de lipidios armazenados
nas sementes (Meyer e al, 2012), lembrando que ha uma correlagcdo
significativa negativa entre esses dois compostos durante o desenvolvimento
do fruto. Ja o SNP S7_7540264 esta posicionado proximo (82862 pb upstream)
ao gene Cc07_g10450, que codifica a proteina fructose-bisfosfatase aldolase 2,
que desempenha um papel fundamental na glicélise e na gliconeogénese. Esta
proteina esta relacionada com a sintese do D-gliceraldeido 3-fosfato e fosfato

de glicerona a partir de D-glucose (Lu et al., 2012).
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Lipidios

Para lipidios foram encontrados 28, 2 e 16 SNPs significativamente
associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura 10), com p-values
entre 3.12”° a 0.005. Foram encontrados cinco SNPs comuns entre 2012 e a
média (S6_7634389, S6_ 14809031, S8 27153678, S10_3632868 e
S11_6285049) e um SNP comum entre 2015 e a média (S2_251546) (Tabela
3). A Figura 11 mostra a distribuicdo dos valores fenotipicos entre diferentes

gendtipos para os SNPs significativamente associados a lipidios.

Figura 10 Manhattan e Q-Q plots para os teores de lipidios em 2012, 2015 e média.
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Figura 11 Valores fenotipicos entre diferentes gendtipos para os SNPs S2 251546 e
S8 27153678, significativamente associados ao teor de lipidios nos graos.
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Para o SNP S2_251546 (Figura 11A), individuos com gendtipo com
alelo referéncia (vermelho) mostraram uma concentragao de lipidios superior a
dos individuos heterozigotos (amarelo) e a dos individuos com alelo alternativo
(verde). Para o SNP S8 27153678 (Figura 11B) individuos com gendtipo
heterozigoto (amarelo) mostraram uma concentragdo de lipidios superior aos

individuos homozigotos (verde e vermelho).

O SNP S2 251546 esta posicionado préximo (28872 pb
downstream) ao gene Cc02_g00250, relacionado ao fator de transcrigao
MYB30, alvo da proteina Myb 1. Esse fator regula a expressdo dos genes que
codificam as quatro enzimas que formam o complexo de acil-coA elongase,
que sintetiza os acidos graxos de cadeia muito longa. (Raffaele et al., 2008),
relacionando-se assim a biossintese de lipidios. Ja o SNP S8 27153678 esta
posicionado préoximo (814 pb upstream) ao gene Cc08_g11900, relacionado a
oleosina, podendo ter um papel estrutural para estabilizar o corpo lipidico
durante a dessecacdo da semente, evitando a coalescéncia do oleo. Pode
também proporcionar sinais de reconhecimento para ancoragem de lipase

especifica em lipdlise durante o crescimento de plantulas. (Lee, Ratnayake &
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Huang, 1995). Genes relacionados apresentam expressao diferencial no

desenvolvimento e geminagao das sementes de café (Simkin et al., 2006).
Proteinas

Para proteinas foram encontrados 5, 12 e 5 SNPs significativamente
associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura 12), com p-values
entre 2.20* a 0.005. Foram encontrados dois SNPs comuns entre 2015 e a
média (S6_772355 e S6_36332515) e um SNP comum entre todos os perfis de
analises (S2_4604235) (Tabela 3). A Figura 13 mostra a distribuicdo dos
valores fenotipicos entre diferentes gendtipos para os SNPs significativamente

associados as proteinas.

Figura 12 Manhattan e Q-Q plots para os teores de proteinas em 2012, 2015 e média.
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Figura 13 Valores fenotipicos entre diferentes gendtipos para os SNPs S2 4604235 e
S6_772355, significativamente associados ao teor de proteinas nos graos.
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Para o SNP S2_4604235 (Figura 13A), individuos com gendétipo com
alelo referéncia (vermelho) mostraram uma concentragcéo de proteinas superior
a dos individuos heterozigotos (amarelo) e a dos individuos com alelo
alternativo (verde). Para o SNP S6_772355 (Figura 13B) individuos com
gendtipo heterozigoto (amarelo) mostraram uma concentragdo de lipidios

superior aos individuos homozigotos (verde e vermelho).

O SNP S2 4604235 esta posicionado proximo (21210 pb
downstream) ao gene Cc02_g05840, que codifica a serina protease, essencial
para a liberacdo de mucilagem de cascas de sementes. Para isso desencadeia
0 acumulo e/ou ativagcdo de enzimas modificadoras da parede celular,
necessarias para o afrouxamento da parede celular externa primaria e para
auxilio no inchago da mucilagem (Rautengarten et al., 2008). Ja o SNP
S6_772355 esta posicionado proximo (55654 pb upstream) ao gene
Cc06_g00980, que codifica a proteina de sobreprodugdo de etileno 1,
regulador essencial da via do etileno, além de estar envolvida na via da

ubiquitinagao, relacionada a modificagdo das proteinas (Christians et al., 2009).

Taninos
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E para taninos foram encontrados 11, 8 e 15 SNPs
significativamente associados em 2012, 2015 e média, respectivamente (Figura
14), com p-values entre 7.44° a 0.005. Foram encontrados trés SNPs comuns
entre 2012 e a média (S2_54222076, S9_ 1240734 e S10_3633116) e quatro
SNPs comuns entre 2015 e a média (S1_9508368, S4_ 25726475, S6_5679004
e S7_4132022) (Tabela 3). Para taninos nédo foi encontrada alguma
causalidade entre os SNPs significativos, nos diferentes perfis de analises, com

genes referentes ao metabolismo desse componente.

Figura 15 Manhattan e Q-Q plots para os teores de taninos em 2012, 2015 e média.
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Tabela 3 SNPs associados com as concentracbes de ACG, cafeina,
AT/sacarose, lipidios, proteinas e taninos posicionados dentro (HIT) ou perto
de genes candidatos relacionados com o metabolismo desses componentes.

SNP Genes
Componente Analise significativo p-value associados Distancia
12/m S2 4604235 0,001
12/m S2_27727131 0,001
12/m S2 43079004 0,001
ACG 12/m S5 11612082 0,001
12/m S7_18668686 1,20E-04
12/m S8_29163163 3,80E-04 Cc08 _g14110 HIT
12/m S9 2563555 0,002
15/m S2 25412500 0,005
15/m S2 5043332 0,003 Cc02_g06280 4964796
Cafeina 12/m S4 1614149 0,003 Cc04_g02170 1693439
15/m S8 25559580 9,10E-04
12/15/m  $9_2563555  1.24E-05  Cc09-903100 89587
- Cc09_g03020 8804
15/m S2_18205445 0,005 Cc02_g20460 82862
12/m S3 12834205 0,003
12/15/m  S4_7902771 0,002
AT/Sacarose 12/m S6_10652258 0,003
12/15/m  S6_16281119 0,001
15/m S7_7540264 0,003 Cc07_g10450 85270
15/m S8 2154851 1,36E-04
15/m S11_3798869 0,005
15/m S2_251546 3,11E-04 Cc02_g00250 28872
12/m S6_7634389 0,003
Lipidios 12/m S6_14809031 0,004
12/m S8_27153678 0,002 Cc08_g11900 814
12/m S10_3632868 0,002
12/m S11_6285049 0,001
12/15/m  S2_4604235 0,004 Cc02_g05840 21210
Proteinas 15/m S6_772355 0,004 Cc06_g00980 55654
15/m S6_36332515 0,003
15/m S1_9508368 0,005
12/m S2_54222076 0,004
Taninos 15/m S4 25726475 0,004
15/m S6_5679004 0,004
15/m S7_4132022 0,005
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12/m S9_ 1240734 0,002
12/m S10_3633116 1,96E-04

5.6 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram identificados 44 marcadores SNPs associados
aos teores de acidos clorogénicos, cafeina, agucares totais, sacarose, lipidios,
proteinas e taninos, considerando aqueles que foram comuns nas analises
fenotipicas de 2012 e de 2015.

Além disso, o mapeamento desses SNPs do genoma de referéncia
de C. canephora permitiu encontrar marcas dentro e préximas a genes que
estariam associados as vias metabdlicas de acidos clorogénicos, cafeina,

sacarose, lipidios e proteinas, responsaveis pela qualidade da bebida.

Esses resultados também demonstraram a grande diversidade entre
0s genodtipos da colecdo de C. arabica da Etiopia, podendo ser amplamente

explorados para o melhoramento genético do cafeeiro.
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5.8 MATERIAL SUPLEMENTAR

Suplementar 1 — Lista dos gendétipos de C. arabica enviados para a genotipagem por
sequenciamento (GBS).

Gendtipos N°na Colecdo Gendtipos N°na Colegio Genétipos N°na Colegdo

1 BA10_057 54 E209 031 107 E456_062
2 E007_087 55 E213_211 108 E457_477
3 EO012_136 56 E218_581 109 E458_097
4 EO16_298 57 E220 127 110 E464 417
5 E017_419 58 E221_214 111 E466_125
6 E018_494 59 E233 015 112 E467 045
7 E021_011 60 E237_071 113 E478 408
8 E022_163 61 E238_022 114 E481_238
9 E025_308 62 E254_284 115 E486 189
10 E030_075 63 E261_052 116 E490_516
11 E037_676 64 E265_101 117 E494_173
12 E038_043 65 E267_090 118 E505_140
13 E039 434 66 E268_067 119 E511_157
14 E041_079 67 E270 044 120 E514 129
15 E044 122 68 E272 143 121 E516_069
16 E046_021 69 E279 618 122 E534_036
17 E047 267 70 E283 096 123 E546_118
18 E055_005 71 E287_029 124 E552 323
19 EO057_496 72 E298_382 125 E565_010
20 EO061_126 73 E301_111 126 E571 072
21 E068_014 74 E302_083 127 E621_139
22 EO071_258 75 E308 049 128 M7846_67
23 E080_584 76 E315_081 129 SEL_106
24 E081_041 77 E320_145 130 Catuai_V26
25 E085_085 78 E324_093 131 M_Novo38
26 E087_194 79 E325 522 132 Typica
27 E089_391 80 E326_124 133 Bourbon
28 E114_447 81 E327 032 134 IAPAR59
29 E116_061 82 E331_280 135 L1C1
30 E118_213 83 E332_023 136 L3C3
31 E123a_231 84 E333_104 137 C. canephora
32 E123b_121 85 E335_219 138 C. eugenioides
33 E124 245 86 E338_218 139 Java1
34 E126_359 87 E340_179 140 Javab6
35 E130_169 88 E344_008 141 Java15
36 E131_018 89 E351_248 142 Java26
37 E146_012 90 E363_735 143 Et34 1
38 E148_254 91 E364_059 144 Et34_2
39 E152_017 92 E368_600 145 Et34_5



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

E159_180
E164_417
E169_180
E174_164
E179_650
E180_070
E181_358
E183_138
E189_119
E190_013
E196_117
E199 011
E201_134
E208_193

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106

E370_196
E383_142
E386_131
E389 133
E401_643
E404_135
E408_001
E409 114
E419_098
E428 109
E439_094
E442 279
E450_235
E454_ 107

146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

Et34_6
Et34_8
Et34_12
Et34_14
Et34_17
Et19_14
IPR99
IPR100
IPR101
IPR102
IPR103
IPR104
IPR105
IPR107
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Suplementar 2 — Amostragem de 66 gendtipos da colecdo de C. arabica do IAPAR
utilizada nas analises de fenotipagem e nos estudos de associagao (GWAS).

Genodtipos N° na Origem Genoétipos N° na Origem Genobtipos N° na Origem
colecao colecao colegao
1 E007 L 23 E159 0] 45 E332 O
2 E018 L 24 E174 0] 46 E335 O
3 E021 L 25 E189 O 47 E364 O
4 E025 O 26 E199 O 48 E368 O
5 E039 o] 27 E201 O 49 E370 O
6 E041 o] 28 E208 O 50 E383 O
7 E044 O 29 E209 O 51 E386 O
8 E046 O 30 E218 O 52 E408 O
9 E047 O 31 E220 0] 53 E450 0]
10 E057 O 32 E221 0] 54 E454 O
11 E068 O 33 E238 L 55 E456 O
12 E081 O 34 E267 O 56 E457 O
13 E087 o] 35 E270 O 57 E458 0]
14 E114 0] 36 E272 O 58 E464 O
15 E116 O 37 E301 O 59 E467 O
16 E123a O 38 E302 O 60 E486 O
17 E123b O 39 E308 0] 61 E511 O
18 E124 o] 40 E315 0] 62 E514 O
19 E126 O 41 E320 O 63 E516 O
20 E130 O 42 E324 O 64 E546 O
21 E148 o] 43 E325 0] 65 E621 0]
22 E152 o] 44 E331 O 66 M7846 O




98

6 CONCLUSAO GERAL

Nesse trabalho foram realizadas a fenotipagem e a genotipagem de
uma colecdo de genotipos de Coffea arabica provenientes da Etiopia. A
caracterizagdo fenotipica de dois anos, para diferentes componentes
bioquimicos indicou, nas duas analises, um grupo de gendtipos que pode ser
util aos programas de melhoramento, com baixos niveis de acidos clorogénicos
e cafeina, além de um teor maior de agucar. A importancia de uma coleta mais
homogénea de frutos maduros foi destacada, a fim de nao haver diferengas

entre os teores quimicos avaliados no mesmo material e em diferentes anos.

A realizacdo da genotipagem dessa colegédo pela técnica de GBS
permitiu a descoberta de novos SNPs para C. arabica, mesmo a partir do
genoma de referéncia diploide de Coffea canephora. Com os resultados de
fenotipagem associados aos resultados de genotipagem realizamos o GWAS,
identificando SNPs ligados aos teores de acidos clorogénicos, cafeina,
acgucares totais, sacarose, lipidios, proteinas e taninos. O mapeamento desses
SNPs no genoma de C. canephora permitiu identificar varios genes envolvidos
nas vias metabodlicas de acidos clorogénicos, cafeina, sacarose, lipidios e

proteinas, responsaveis pela qualidade da bebida.

A utilizacdo dessa estratégia também desenvolvera resultados
expressivos para avaliagdo da diversidade em gendétipos nessa colegdo. Além
da caracterizagdo de grupos de gendétipos com caracteristicas fenotipicas
similares, as informacdes geradas aqui podem auxiliar na identificagdo precoce
de materiais genéticos de interesse. A partir dessas informacdes, os SNPs
encontrados juntamente com os dados de fenotipagem serdo utilizados

futuramente na construgcado de mapas genéticos de associagao de C. arabica.

Deste modo, abre-se uma imensa oportunidade de se utilizar tais
ferramentas para auxiliar os programas de melhoramento do cafeeiro, com

reducao de custos e tempo.



