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RESUMO: A qualidade de bebida do café é fator fundamental para sua comercializacéo, pois agrega valor ao produto,
garantindo maior competitividade e melhores pregcos no mercado. A composic¢éo quimica do café é um dos fatores que
determinam a qualidade da bebida. Seu sabor e seu aroma sdo resultantes da presenca combinada de varios
constituintes, dentre os quais os acidos clorogénicos, os diterpenos e os aglcares. O objetivo deste trabalho foi buscar
polimorfismos a partir de PCR-RFLP utilizando primers baseados em sequéncias ESTs de genes relacionados com a
qualidade de bebida. Para isso foi utilizado o DNA de uma popula¢do F, formada a partir da autofecundagdo de um
hibrido interespecifico de Coffea arabica e C. canephora. Os resultados revelaram um total de doze marcas
polimérficas na populacdo. Dentre essas marcas, quatro foram obtidas através da presenca e da auséncia da
amplificacdo dos genes. Oito combinacdes polimdrficas foram obtidas através da clivagem do produto de PCR por
quatro enzimas de restricdo (Taqgl, BsuRI, Rsal e Hhal). Com a validacdo dos polimorfismos encontrados nos
amplicons, essas marcas estdo sendo utilizadas para trabalhos de mapeamento na populagédo de arabustas com objetivo
de identificar QTLs relacionados a concentracdo de compostos como cafeina, acidos clorogénicos, diterpenos, acglcares,
bem como de proteases.
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OBTENTION OF MOLECULARS MARKERS BY PCR-RFLP OF GENES ASSOCIATED
WITH COFFEE QUALITY

ABSTRACT: Coffee cup quality is a fundamental aspect for its commercialization as it aggregates value to the
product. allowing competitiveness and better market prices. The coffee chemical composition is one of the factors that
determine the cup quality. Coffee flavor and aroma result from several components, among which are chlorogenic
acids, diterpenoids and sugars. The purpose of this study was to find PCR-RFLP polymorphisms using primers based
on EST sequences of genes putatively involved in coffee cup quality. For this,, a F2 population of an interspecific
hybrid of Coffea arabica and C. canephora was used. The results revealed twelve polymorphic markers in the
population. Among these markers, four were obtained due to the presence or the absence of amplicons. Eight
polymorphic combinations were obtained by the cleavage of PCR product using four restriction enzymes (Tagl, BsuRl,
Rsal e Hhal). With the validation of polymorphisms, these marks are being used for genetic mapping in this population
to identify QTLs related to coffee bean components such as caffeine, chlorogenic acids, diterpenes and sugars.
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INTRODUCAO

A composicao quimica do café é um dos fatores que determinam a qualidade da bebida (Favarin et al., 2004).
Seu sabor e aroma sdo resultantes da presenca de constituintes quimicos tais como, os &cidos clorogénicos, 0s
diterpenos e os aglcares. A cafeina, um dos principais componentes quimicos do café, ndo tem influéncia no sabor e no
aroma, mas é um dos compostos mais importantes com relacdo as qualidades nutracéuticas da bebida. Os teores dos
compostos quimicos presentes nos graos de café variam de acordo com as diferentes espécies de Coffea (Leroy et al.,
2006), sendo a variacdo destes compostos entre e dentro das espécies comerciais de café, C. arabica e C. canephora,
um importante carater para 0 melhoramento genético das mesmas.

A identificacdo dos genes ligados a qualidade de bebida do café é um dos principais objetivos de diversas
pesquisas realizadas visando o melhoramento de cafeeiros (Ferrdo et al., 2007). Marcadores moleculares ligados a
caracteristicas de importancia econdmica, como a qualidade de bebida, podem permitem a selecdo em geracles
segregantes, minimizando os custos e o tempo no desenvolvimento de novas variedades, principalmente em se tratando
de culturas perenes como o café.
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Atualmente, existe grande variedade de marcadores moleculares disponiveis para diversas espécies vegetais e
esses marcadores podem ser utilizados para as mais diversas aplicagdes (Caixeta et al., 2009). Uma das principais
utilizagbes dos marcadores moleculares é a construgdo de mapas genéticos ou de ligagdo, com objetivo de localizar
QTLs de interesse. Entretanto, este é um processo demorado e dispendioso que, juntamente com o baixo nivel de
diversidade genética dentro da espécie, dificultam a construgdo do mapa genético para C. arabica (Pearl et al., 2004).
Estudos com marcadores de DNA revelaram que a variedade “Hibrido de Timor”, derivada de um cruzamento
interespecifico espontaneo entre C. arabica e C. canephora, apresentou maior diversidade genética, facilitando o
trabalho de mapeamento genético (Lashermes et al., 2000).

Para facilitar o desenvolvimento de novos marcadores moleculares para o café, uma das metodologias é a
analise de sequiéncias dos bancos de dados. As sequéncias transcritas de DNA, Expressed Sequenced Tag (EST),
disponibilizadas nos bancos publicos, sdo fontes atrativas para a identificacdo de marcas polimorficas baseadas nas
sequéncias de genes candidatos (Hu e Vick, 2003). As marcas sdo geradas pela combinacdo de primers desenhados a
partir das sequéncias EST de interesse. Para aumentar as chances de obtencéo de marcadores polimérficos, o produto de
amplificagdo via PCR pode ser digerido por enzimas de restricdo gerando polimorfismos de tamanho (Konieczny e
Ausubel, 1993). Portanto, o objetivo deste trabalho foi buscar polimorfismos nos genes relacionados com qualidade de
bebida, através da  metodologia de PCR-RFLP (Reacdo em  Cadeia da  Polimerase -
Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restri¢do), em uma populacdo de mapeamento origindria de um
cruzamento interespecifico de C. arabica e C. canephora.

MATERIAL E METODOS

Para a busca de polimorfismos relacionados com a qualidade de bebida do café foi utilizada uma populagéo F2
constituida de 144 plantas obtidas na estacdo experimental do IAC, em Mococa-SP. A geracdo segregante F2 foi obtida
a partir do cruzamento entre o parental (1) C. arabica cv. Bourbon Vermelho e o parental (2) C. canephora cv. Robusta
duplicado e da autofecundacdo do hibrido tetrapldide F1. O material resultante deste cruzamento revela teores variados
de cafeina, acidos clorogénicos, diterpenos e agucares, sendo propicio para obtencdo de marcas gendmicas.

Folhas de plantas adultas da geragdo F, foram colhidas na estacéo experimental do IAC e enviadas ao IAPAR,
em Londrina-PR. As amostras foliares foram maceradas em nitrogénio liquido e congeladas a -80°C. A extracdo de
DNA das amostras foi realizada seguindo o protocolo de extracdo do método MATAB (Risterucci, 2000) e quantificado
em espectrofotdmetro.

No banco de ESTs do projeto “Genoma Café” foram realizadas buscas de sequéncias relacionadas com as rotas
da biossintese de cafeina, acidos clorogénicos, diterpenos e agucares (Vieira et al., 2006). Foram selecionados quatro
genes para aglcares: sacarose sintase (SUS), invertase de parede celular (CWI), fosfato sintase de sacarose (SPS), UDP
glucose pirofosforilase (UGPase); seis para diterpenos: kaureno oxidase (KO), 1-deoxy-D-xilulose 5-fosfato
reductoisomerase (DXR), 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase — (HMGR), isopentenil difosfato sintase
(IDS), mevalonato difosfato decarboxilase (MPDC), 2C-metil- D -eritritol-2, 4-ciclodifosphate sintase (MECPS), cinco
para é&cidos clorogénicos: fenilalanina aménia-liase (PAL), cinamato 4-hiroxilase (C4H), coumarato 3-hidroxilase
(C3H), hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL) e hidroxicinamoil-CoA:D-quinato hidroxicinamoil transferase (CQT); e
cinco para a cafeina: cafeina sintyase (CFS), teobromina sintase (TBS), N- metil transferase (NMT), xantosina metil
transferase (XMT), S-adenosil-I-metionina (SAM). Para alguns genes foram desenhados mais de um par de primers
em um total de 53 pares (Tabela 1).

A amplificacdo dos genes foi realizada via PCR utilizando primers especificos e estas foram visualizadas por
eletroforese em gel de agarose, na concentragdo de 1%.0s produtos da amplificacdo que ndo revelaram polimorfismos
foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Taql, BsuRI, Rsal e Hhal (10 U por reacéo), para verificar a
presenca de polimorfismos de restri¢do entre os individuos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram definidos 53 pares de primers para os genes candidatos nas rotas metabdlicas de alguns dos principais
compostos presentes nos grao de café: cafeina, acidos clorogénicos, diterpenos e acglcares. Os primers foram testados
inicialmente nos dois parentais, no hibrido F1 e em uma amostra de nove individuos F2 da populagdo de mapeamento.
Cinquenta pares de primers produziram amplificados nessa etapa inicial. Dentre estes primers, somente quatro
revelaram polimorfismo de auséncia e presenca (TBS_1A, CWI_S2, CWI_C2, SUS_S2), que quando testados em toda
a populagdo (144 individuos) apresentaram segregacdo de 3:1 e 1:1 (Figura 1). Visando aumentar o nimero de
polimorfismo, as reacBes que apresentaram bandas monomorficas foram digeridas separadamente com quatro enzimas
de restricdo (Taql, BsuRlI, Rsal e Hhal) que revelaram seis combinagdes polimorficas (SAM_A x BsuRI; SPS_S1 x
Rsal; IDS_C1 x Taql; HMGR_C3 x BsuRl; 4Cl_C6 x Rsal; 4Cl_C7 x BsuRI; PAL_C3 x BsuRIl; CQT_C4 x BsuRl)
(Tabela 1, Figura 2). Duas dessas combinagdes revelaram duas bandas polimorficas (HMGR_C3 x BsuRl e IDS_C1 x
Tagl) enquanto as outras combinacdes apresentaram uma banda polimérfica.
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Figura 1 — Presenca de polimorfismos gerados por amplificacdo do gene de invertase de parede (primer
CWI_S2) Colunas representam fragmentos de DNA amplificados de individuos da populagdo (110 até
165), incluindo os parentais Robusta (Rob) e Bourbon (Bou) e o F1.

Tabela 1: Resultado de analise de polimorfismos nas combinagdes de primers e enzimas de restrigdo na

populacédo segregrante F2 (C. arabica x C. canephora)

Enzima de Restricdo

Enzima de Restricdo

Primer Taql Rsal BsuRlI Hhal  Primer Taql Rsal BsuRl Hhal
Cafeina Ac.Clorogénicos

3,7DMT_B - - - - PAL_C1 - - - -
CFS_1#8 - - - - PAL_C3 - - + -
CFS_1B - - - - PAL_C4 - - - -
CFS_1C - - - - C4H_C4 - - - -
CFS_1D - - - - 4CL_C2 - - - -
CFS_4 - - - - 4CL_C3 - - - -
NMT_A - - - - 4CL_C4 - - - -
NMT_B - - - - 4CL_C5 - - - -
NMT_C - - - - 4CL_C6 - - + -
SAM_A - - + - 4CL_C7 - - - -
SAM_B - - - - C3'H_C13 - - - -
TBS_ 2B - - - - CQT_C1 - - - -
TBS_2C - - - - CQT_C4 - - - -
TBS 1A* - - - - CQT _C11 - - - -
Aclcares Diterpenos

CWI_C1 - - - - KO_C2 - - - -
CwI_cC2* - - - - HMGR_C1 - - - -
CWI_C3 - - - - HMGR_C2 - - - -
CWI_C5 - - - - HMGR_C3 - - + -
CWI_C8 - - - - HMGR_Singl - - - -
CWI_singl - - - - IDS C1 + - - -
CWI_sing2* - - - - MECPS_C1 - - - -
SUS_singl - - - - MPDC_C2 - - - -
SUS sing2 * - - - - MPDC_C2 - - - -
SUS_sing3 - - - -

SPS_Cla - - - -

SPS_Cib - - - -

SPS_C3 - - - -

SPS_s1 - + - -

SPS_s2 - - - -

UGPase_C1 - - - -

+ Combinacdo de Primer x Enzima de restricdo polimorfica
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Figura 2 - Presenca de polimorfismos gerados por digestdo do fragmento do gene para sucrose fosfato
sintase (primer SPS_S1)em digerido com enzima de restricdo Rsal. Colunas representam fragmentos de
DNA amplificados e digeridos de individuos da populacéo (1 a 54).

A construcdo de um mapa genético para a espécie C. arabica é importante para 0 melhoramento da cultura do
café, sobretudo na melhoria da qualidade de bebida. No entanto, a busca de marcadores moleculares para esta espécie
ndo tem sido fécil devido a sua natureza tetrapldide e ao baixo nivel de diversidade genética, atribuida ao nimero
restrito de ancestrais e a autogamia da planta (Steiger et al., 2002).

A utilizacdo da técnica de amplificacdo de genes candidatos revelou polimorfismos dentro da populagéo,
porém em baixo nimero. Sendo assim, a digestdo enzimatica de produtos da PCR é uma alternativa para explorar a
variacdo de sequéncia entre individuos de uma populagdo (Ma et al., 2004). Os polimorfismos gerados estdo sendo
incluidos dentro do mapa genético da populagdo de Arabusta, com um custo relativamente baixo, pois utilizam recursos
ja disponiveis como o banco de EST do café e técnicas de facil implementacdo em laboratérios de biologia molecular.

CONCLUSOES

Apesar do baixo nimero de polimorfismos encontrado, a metodologia de PCR-RFLP em sequiéncias ESTs é
uma alternativa para aumentar o nimero de marcas polimorficas detectaveis e identificar marcadores funcionais dentro
de uma populacdo de mapeamento.
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