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RESUMO: O desenvolvimento de mapas genéticos ¢ uma das aplicagdes de maior impacto da tecnologia de
marcadores moleculares quando o interesse ¢ a localizagdo de genes que controlam caracteristicas de importancia
econdmica, como producdo de grios, qualidade, altura de planta, teor de proteina, resisténcia a doengas, etc. Elas
resultam da acdo cumulativa de um conjunto de genes e tais caracteristicas sdo denominadas poligénicas e os locos que
as controlam chamados de QTL. Apesar da sua importincia economica de destaque, ha poucos estudos de mapas
genéticos associados a marcadores moleculares no cafeeiro. O crescente interesse sobre a qualidade de bebida no café
estimula a utilizagdo de marcadores moleculares para utilizagdo em praticas de selegdo assistida. Uma classe importante
de marcadores moleculares consiste no polimorfismo de nucleotideo tinico (SNPs e INDELSs) derivado de diferencas em
um tnico par de bases na seqiiéncia do DNA de individuos de uma mesma espécie. Como constituem as formas mais
abundantes de variagdes do genoma, os SNPs podem fornecer uma fonte para saturagdo de mapas genéticos,
aumentando sua precisdo. Assim, o presente estudo teve por finalidade detectar e validar marcadores do tipo SNPs
derivados de genes envolvidos com qualidade de bebida em café para fins de mapeamento.
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POLYMORPHISM DETECTION OF SINGLE BASE (SNPs) THROUGH THE TECHNIQUES
OF PCR-RFLP AND ARMS-PCR IN COFFEE

ABSTRACT: The development of genetic maps is an application with the greatest impact of the technology of
molecular markers when the interest is the location of genes controlling economically important traits, such as yield,
quality, plant height, protein content, disease resistance, etc. They result from the cumulative action of a set of genes
and these are called polygenic traits and the loci that control called QTL. Despite its economic importance, there are
few studies of genetic maps associated with molecular markers in coffee. The growing interest about the quality of
drinking coffee promotes the use of molecular markers for use in assisted selection practices. An important class of
molecular markers consisting of single nucleotide polymorphisms (SNPs and INDELSs) derived from differences in a
single base pair in the DNA sequence of individuals from the same species. As they are the most abundant forms of
genome variation, SNPs may provide a source for saturation of genetic maps, increasing its accuracy. Thus, this study
aimed to identify and validate markers like SNPs derived from genes involved in coffee-beverage quality for mapping
purposes.
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INTRODUCAO

Os mapas genéticos sdo considerados ferramentas de grande impacto para estudos de heranga e de manipulagéo
de germoplasma. Um mapa genético é uma maneira de observar a segregagdo de genes ¢ mostrar a relacdo fisica entre
eles. Destaca-se por auxiliar na fundamentagao de estudos comparativos e de evolugdo, no entendimento dos processos
biologicos e organizagdo cromossomica e, quando saturado, proporciona simplificagdo na manipulagdo genética
(EMBRAPA, 2006). Uma importante aplicagdo dos mapas genéticos ¢ a localizacdo de genes que controlam
caracteristicas de importancia economica, como producdo de grios, qualidade, altura da planta, teor de proteina, etc,
que resultam da acdo cumulativa de um conjunto de genes. Essas caracteristicas sdo denominadas poligénicas,
quantitativas ou de heranca complexa, e os locos que as controlam sdo chamados de QTL's (TANKSLEY, 1993).
Normalmente sdo encontrados estudos de mapas genéticos utilizando as regides intergénicas do DNA. De acordo com
Cato et al. (2001), ha algumas vantagens para o uso de seqiiéncias expressas (ESTs) ao invés de seqiiéncias andénimas
de DNA como marcadores genéticos para a construgdo de mapas genéticos. Quando o marcador EST estd
geneticamente associado com a caracteristica de interesse é possivel que o gene mapeado afete diretamente a
caracteristica e se apresenta homologia a genes candidatos ou esteja diferencialmente expresso no tecido de interesse,
pode ser utilizado em mapeamento genético. Desta forma, os ESTs tém sido utilizados como fonte de marcadores
moleculares para mapeamento em plantas (SCOTT et al., 2000; da SILVA et al., 2001; da SILVA, 2001).
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Poucos estudos de mapas genéticos associados a marcadores moleculares foram realizados no cafeeiro. Paillard
et al. (1996) construiram um mapa de ligacdo na espécie Coffea canephora (2n=22) a partir de uma populagao de
duplo-haploides obtida artificialmente por Couturon (1982). Ky et al. (2000) apresentaram um mapa de ligagdo baseado
em marcadores AFLP e RFLP, a partir de um cruzamento interespecifico entre espécies silvestres do género Coffea
pseudozanguebarie (2n=2x=22) e Coffea liberica dewerei (2n=2x=22). Lashermes et al. (2001) incluiram marcadores
microssatélites no mapa de ligagdo da populagdo de duplo-hapldides de C. canephora, encontrando resultados mais
satisfatorios na associagdo destes locos e identificagdo de gametas masculinos e¢ femininos. Em Coffea arabica,
Teixeira-Cabral et al. (2004) mapearam 93 loci RAPD em uma populagdo RC1 proveniente do cruzamento entre a
cultivar Mundo Novo e o Hibrido de Timor CIFC 2570, sendo este ultimo utilizado como genitor recorrente. Pearl et al.
(2004) construiram um mapa genético de ligagdo de uma populacdo pseudo- F2 de cruzamentos das cultivares Mokka e
Catimor utilizando a técnica de AFLP.

O crescente interesse sobre a qualidade de bebida no café estimula a utilizagdo de marcadores moleculares para
utilizagdo em praticas de selecdo assistida. Uma classe importante de marcadores moleculares consiste nos
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs e INDELs) que sdo diferencas de um tinico par de bases na seqiiéncia do
DNA entre membros individuais de uma mesma espécie. Os SNPs surgem por mutagdo e sdo herdados como variantes
alélicas, podendo ou ndo gerar diferengas fenotipicas (HAYASHI et al., 2004). Como constituem as formas mais
abundantes de variagdes do genoma, os SNPs podem fornecer uma fonte para saturagdo de mapas genéticos,
aumentando sua precisdo, podem ser utilizados também na andlise e caracterizag@o de recursos genéticos, possibilitando
um melhor gerenciamento dos mesmos para o melhoramento vegetal, e atuam como ferramentas para selegdo assistida
por marcadores (RAFALSKI, 2002). Portanto, o presente trabalho teve por objetivo obter marcadores SNPs de genes
relacionados com a qualidade da bebida através da analise do banco de seqiiéncias do genoma café para fins de
mapeamento genético.

MATERIAL E METODOS

A populagdo para fins de genotipagem por marcadores SNPs ¢é constituida por 90 plantas F2 mantidas na
Estagdo Experimental de Mococa do IAC. O cruzamento original partiu de plantas existentes de C. arabica cv Bourbon
Vermelho (P1), de C. canephora cv Robusta 4n (P2,1330) e do hibrido tetraploide entre ambas (F1, H2460-10-1). O
parental P1 ¢ halotetraploide (2n=4x=44), enquanto o parental P2, originalmente ¢ diploide (2n=2x=22) e teve seu
numero de cromossomos duplicado antes de ser usado como doador no cruzamento. O parental P2 possui forte barreira
de fertilidade e sempre foi utilizado como progenitor masculino.

A busca de sequéncias génicas iniciou-se por aquelas depositadas no banco de ESTs do projeto Genoma Caf€.
A prospeccao foi realizada na base de dados utilizando os termos para genes ligados a qualidade de bebida.

Tetra-primer (ARMS-PCR): Para a detecgdo in silico dos SNPs foi utilizado o software CODONCODE
ALIGNER v. 3.5.7 (CodonCode Corporation), onde as sequéncias de C. arabica e C. canephora foram alinhadas e
comparadas, assim, permitindo a localizacdo destes. O desenho dos primers para amplificagdo dos genes que codificam
Acido Clorogénico (CQT), Invertase (CWI), Agucar (INVAC), Fenilalanina (PAL) e Sacarose Sintase (SUSY 1 e
SUSY?2) foi realizado com bases nas sequéncias analisadas contendo SNP de cada um dos genitores. O aplicativo web
utilizado foi o Tetra-primer (ARMS-PCR) - http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html - desenvolvido
especialmente para esse tipo de técnica.

O método Tetra-primer Amplification Refractory Mutation System (ARMS - PCR) (YE et al., 2001) consiste
em uma reag¢do onde se emprega quatro primers para amplificar um fragmento longo de DNA usado como controle da
reacdo, e até outros dois fragmentos, cada um representando um alelo determinado pelo SNP. Os primers que
amplificam o fragmento maior sdo denominados primers externos (Fe e Re, para os primers forward e reverse,
respectivamente), enquanto os primers alelo-especifico sdo denominados primers internos (Fi e Ri, para os primers
foward e reverse, respectivamente). Para aumentar a especificidade da reagdo, é introduzida uma base ndo-
complementar na penultima posi¢do da extremidade 3' de cada um dos dois iniciadores alelo-especifico.

Os amplificados gerados foram analisados em gel de agarose (2%) e a genotipagem ocorreu na forma de
presenga ou auséncia (1 e 0) de fragmentos, permitindo a geragdo de uma matriz de dados cujas analises estatisticas
serdo usadas, posteriormente, para o mapeamento desses genes na populagdo-mapa de referéncia.

PCR-RFLP: Foram desenvolvidas atividades de analise in silico desses genes e obtido o perfil de
polimorfismos de restricdo nos genitores da populagdo mapa (ardbica e conilon), bem como no hibrido F1. Foram
desenhados primers no aplicativo web PRIMER3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000) para amplificacdo de genes que
codificam para Cisteina Proteinase, Aspartico e B-Fructosidase/Invertase (CWI), Sacarose Fosfato Sintase (SPS) e
Sacarose Sintase (SUSY). Os amplificados gerados por PCR de amplificagdo especifica nos genitores, hibrido F1 e na
populagdo F2 foram digeridos por enzimas de restri¢ao (Alu I, Dde I, Eco RI, Hae III, Mse I, Msp I, Fnu DII, Taq I e
Scr FI) e o produto analisado em gel de agarose (1,2%). Os individuos foram genotipados da mesma forma que no
método anterior.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relag@o aos genes candidatos identificados no banco de ESTs do genoma café e com provavel influéncia na
qualidade de bebida foram identificados e analisados 28 genes com relagdo direta com a qualidade de bebida em café e
destes, 8 apresentaram polimorfismo genético para fins de mapeamento.

Tetra-primer (ARMS-PCR): A procura por SNPs candidatos nas sequéncias dos fragmentos obtidos por meio
da identificagdo no banco de ESTs foi estabelecida pelo software CODONCODE ALIGNER, que possibilitou a analise
concomitante das sequéncias igualmente alinhadas base a base. Através desta analise foi possivel desenhar quartetos de
primers — Tetra-primers (ARMS-PCR) - para 6 genes (tabela 1) do total de 26 analisados.

Tabela 1 — Sequencias dos Tetra-primers desenhados, posi¢des dos polimorfismos e tamanhos esperados para cada alelo (AE, em
pb) para genotipagem de SNPs em Coffea.

GENE PRIMERS SEQUENCIAS (5" -3") ALELO POSICAO SNP AE (pb)
CQT1 - Fi TGCAAAAAGAATCCACCAC C Fi+Re (alelo C): 202
CQT1 -Ri TATCCATTCTTGCCAAGTCA T 1169 Fe+Ri (alelo T): 297
CQT1 - F CACCTGAACAACTTAGCCAG
Q < Fe+Re (controle): 460
CQT]1 - Re ATATGAATAGGTCTGCCCCA
CQT2 - Fi CATGCCACTCTTCCACAG G Fi+Re (alelo G): 219
cQr CQT2 - Ri CTCAGAAATCGTACAGGACCT A 1468 Fe+Ri (alelo A): 294
CQT2 - Fe ACTTAAGATCAGCCCTGGAT
Fe+Re (controle): 474
CQT2-Re CTCTGGCCATGATAAAGAAA
CQT3 - Fi CATCTCTGCACTTCATCACTA A Fit+Re (alelo A): 159
CQT3 - Ri AGCTATGTCTGA CCAGGC G 2773 Fe+Ri (alelo G): 109
CQT3 - Fe GGTAACTCGTTTCAAGTGTG Fe+Re (controle): 229
CQT3 -Re ATCTGATTTTAGITGAGGGG
CWII - Fi CTCCAGAGAACAAAAGCA A Fi+Re (alelo A): 181
CWII - Ri TCTCTGAATGAGCTTGACTC G sa1 Fe+Ri (alelo G): 269
CWII - Fe TTAATCAACTGGAACCCTC
Fe+Re (controle): 412
w1 CWII - Re GTATTGAATACAGTGGGTGC
CWI2 - Fi CGCGATTGGAACATAGGT T Fi+Re (alelo T): 169
CWI2 - Ri GAAAACATCCTTGGAATTCG C 857 Fe+Ri (alelo O): 251
CWI2 - Fe GTCGAGGAAAAGCACTTCTG i
Fe+Re (controle): 382
CWI2 - Re AATGACTCGTTGATCCAACC
INVACI - Fi TGACAAGAAGACTGGAACACAC C Fi+Re (alelo C): 179
INVAC INVACI - Ri ACCGGCCATTGAAGTCTA T 1365 Fe+Ri (alelo T): 253
INVACI - Fe CGAATAACAATAAGTGGACCC
Fe+Re (controle): 392
INVACI - Re TGCCTCACTATCCACTTCAA
PALI - Fi CAACGGGACCGAAACTTG G Fit+Re (alelo G): 210
PAL PALI - Ri CGAGTGAGGCAATGTGTCAG C 670 Fe+Ri (alelo C): 231
PALI - Fe GTTAAGGTGGA GCTGTCGGA
Fe+Re (controle): 403
PALI - Re TGTAGGAGAGCGGAACCAAA
SUSYI1.1 - Fi CTGATGAGAACCCTTGCA A Fi+Re (alelo A): 185
SUsYl SUSYI.1 - Ri TGGTAATACAAGICAACGAC G 505 Fe+Ri (alelo G): 252
SUSYI1.1 - Fe TTGTGGTGCTTCTACAGG
Fe+Re (controle): 399
SUSYI1.1 - Re AACGAATAGCAGTAGICAGC
SUSY2.1 - Fi CAATACAAGGGCAAGCCG G Fi+Re (alelo G): 196
SUSY2.1 - Ri GATCCTGTCGTTAAGCATCCTT A 238 Fe+Ri (alelo A): 235
SUSY2.1 - Fe AAGAACTCGITGATGGAAGCA
Fe+Re (controle): 391
SUSY2 SUSY2.1 - Re CATTTCCAAGACACGCTCAG
SUSY2.2 - Fi GCCAGGATTATACAGAGITTTG G Fit+Re (alelo G): 181
SUSY2.2 - Ri CAAAAACATCAATGCCAGGT A 1192 Fe+Ri (alelo A): 260
SUSY2.2 - Fe AACACAGTGTACCATTGCTCA
Fe+Re (controle): 399
SUSY2.2 - Re AGGTGTTCCTCATTCTCCAC

Através do perfil de amplificagdo dos genitores e do hibrido F1 (figura 1), os conjuntos de quatro primers
foram amplificados na populagdo mapa para geragdo de uma matriz de dados.

P2 F1 P2 F1_ P4

Fe+Re+Fi Fe+Re+Ri

Fe+Re+Fi+Ri
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Figura 1 — Perfil de amplificagdo do quarteto de primers para SUSY?2.2 nos genitores ¢ hibrido F1, sendo o ladder de 250 pb ¢ as 6
combinagdes entre os primers externos (Fe e Re) e internos (Fi e Ri). Tamanhos dos amplificados: Fet+Re — 400pb; Fe+Ri— 250pb;
Fi+Re — 200pb; Fe+Re+Fi — 400pb e 200pb; FetRe+Ri — 400pb e 250pb ¢ Fet+Re+Fi+Ri —400pb, 250pb ¢ 200pb

A partir da matriz de dados gerada pela genotipagem dos fragmentos foi realizado um teste de qui-quadrado
(%), através do software R 2.13.0 (IHAKA & GENTLEMAN, 1996) para saber se os marcadores gerados apresentaram
segregacdo na propor¢do esperada (3:1). A partir deste calculo foi fornecido o p-value (valor p) que consiste na
significancia do resultado. O nivel de significancia adotado foi de 5% (0,05). Portanto, aqueles que obtiveram valores
de p-value abaixo de 0,05 obedeceram a propor¢do esperada. Dos 20 marcadores obtidos, 15 (75%) apresentaram
resultados satisfatdrios (tabela 2).

Tabela 2 — Valores do calculo qui-quadrado e p-value gerados a partir das analises das freqiiéncias esperadas e observadas pelo
software R 2.13.0

Gene Alelo Qui-quadrado (xz) p-value
COT1 Fi+Re (alelo C) 10.9635 0.0009293
Fe+Ri (alelo T) 14.8356 0,0001173
coT2 Fi+Re (alelo G) 8.4429 0,003665
Fe+Ri (alelo A) 9.2466 0,002359
coT3 FitRe (alelo A) 2.0137 0,1559*
Fe+Ri (alelo G) 9.2466 0,002359
1 3k
CWII F1+ReA (alelo A) 0.2237 0,6362
Fe+Ri (alelo G) 16.9909 3.756e-05
Fi+ .
CWI2 i+Re (alelo T) 12.8265 0,0003417
Fe+Ri (alelo C) 3.8402 0,05004*
Fi+ . *
AC i+Re (alelo C) 2.0137 0,1559
Fe+Ri (alelo T) 12.8265 0,003417
PAL Fi+Re (alelo G) 14.8356 0,0001173
Fe+Ri (alelo C) 0.7717 0,3797*
. ] ] "
SUSY1 Fi+Re (alelo A) 21.7397 3.123e-06
Fe+Ri (alelo G) 8.4429 0,003665
SUSY2.1 Fi+Re (alelo G) 21.7397 3.123e-06
Fe+Ri (alelo A) 21.7397 3.123e-06
" ] ] ~
SUSY2.2 Fi+Re (alelo G) 21.7397 3.123e-06
Fe+Ri (alelo A) 21.7397 3.123e-06

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

PCR-RFLP: A busca de polimorfismo dentro dos genes de proteases (cisteinas e aspartico) e agucares (CWI,
SUSY e SPS) foi feita a partir da digestdo dos amplificados dos genes gerados com cinco a oito enzimas de restri¢do,
tanto nos genitores como no hibrido F1. As combinagdes gene amplificado-enzima que revelaram sitios polimorficos
com pelo menos uma delas em cada loco (figura 2) foram adotadas para genotipagem da popula¢do mapa (figura 3).

ladder Scr FI Fnu DII
250pb

Figura 2 — Enzimas usadas para buscar polimorfismo no gene que codifica sacarose fosfato sintase (SPS). Enzima que apresenta
polimorfismo: Taq I (400 pb)
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Figura 3 - Mapa de restrigdo para o gene que codifica sacarose fosfato sintase (SPS) digerido pela enzima Taq I. Fragmento
polimorfico: 400 pb.

A partir da matriz de dados gerada pela genotipagem dos fragmentos digeridos (mapa de restri¢do), foi
realizado o teste de qui-quadrado para saber se os marcadores gerados pela restricdo apresentaram segregagao na
proporg¢ao esperada. Dos 8 marcadores obtidos, 5 (62,5%) obedeceram a esta proporcao (tabela 3).

Tabela 3 — Genes de proteases e agucares, enzimas de restrigdo usadas para obten¢do de polimorfismo para a genotipagem da
populacdo mapa, tamanho dos fragmentos polimorficos e suas segregagdes.

Genes Enzimas testadas Genotipagem Fragmentos polimorficos Segregagdo
" Cisteina 5 Alu I, Dde I, Eco RI, Hae III, Mse Te Msp I Mse I 300 pb (3:1)
% Cisteina 8 Alu I, Dde I, Eco RI, Hae III, Mse Te Msp 1 Hae III 750 ¢ 1000 pb (9:1)*e(3:1)
ﬁ Cisteina 22 Alu I, Dde I, Eco RI, Hae IIT, Mse Te Msp 1 Msp 1 600 ou 1750 pb (9:1)*
= Aspartico Fnu DII, Hae III, Eco RI,Msp e Taq I Msp I 3000 pb (9:1)*
8 CWIc4 Alu T, Scr FIL, Fnu DII, Hae TII, Eco Rle Msp 1 Msp I 600 pb (3:1)
§ SUSYc6  Alu L, Scr FI, Fnu DII, Hae III, Eco RI, Msp I, Mse Ie Taq I Taq I 400 pb (31)
=3 SPS ¢2 Alu T, Scr FI, Fnu DII, Hae III, Eco RI,Msp I, Mse Te Taq I Msp I 500 pb (3:1)

*marcadores que ndo atingiram a segregagao esperada para genotipagem (3:1)

As técnicas usadas permitiram a obtencdo de 20 marcadores SNPs (15 ARMS-PCR e 5 PCR-RFLP) que
apresentaram polimorfismos e que tiveram segregacao dentro da propor¢do esperada. A partir dos dados gerados por
esses marcadores sera possivel adicionar novas marcas no mapa de ligagdo dessa populagdo, assim, tendo uma maior
informagdo genética e estrutural.

CONCLUSOES

As metodologias de PCR-RFLP ¢ ARMS-PCR sdo estratégias que apresentaram resultados satisfatorios para a
detecg¢@o de polimorfismos de tinica base (SNPs) de genes relacionados com a qualidade de bebida do café e com
grande potencial para mapeamento genético em café.
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