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RESUMO: Polimorfismos de modificagdes nucleotidicas (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms, INDELs —
Insertion / Deletions) tém uma alta freqiiéncia nos genomas da maioria dos organismos, incluindo plantas. Eles vém se
tornando a escolha principal de marcador para trabalhos de melhoramento, genotipagem e diagnéstico. A identificacdo
destes polimorfismos ira fornecer marcadores que poderdo ser utilizados para 0 mapeamento genético, estudos de
genética de populacdo e de associacdo. Portanto, os objetivos deste trabalho foram: 1) identificar in silico SNPs e
INDELS existentes em seqiiéncias de ESTs disponiveis; e 2) analisar a diversidade nucleotidica em Coffea spp. Um
pipeline para identificacdo de SNPs e INDELSs foi desenvolvido utilizando seqiiéncias de ESTs disponiveis de Coffea
spp. Foi utilizado uma estratégia para deteccdo de SNPs em dentro de 23.019 contigs. Um total 23.062 SNPs e 2.165
INDELS foram encontrados em 5184 contigs que continham pelo menos quatro ESTs. Analises in silico permitiram a
identificacdo de diferentes alelos de C. canephora e C. eugenioides que estdo presentes em C. arabica. A maioria dos
ESTs de C. arabica vieram de apenas dois alelos, uma evidéncia molecular sobre a especiacdo de C. arabica. De acordo
com essas analises cerca de 55% das seqiiéncias de C. arabica sdo derivadas do genoma de C. eugenioides e 45% de C.
canephora. Além disso, foi possivel observar que o genoma de C. eugenioides contribui principalmente para genes
relacionados a metabolismo basal, enquanto que os genes de C. canephora estdo envolvidos com sinais de traducéo e
regulacdo da expressdo génica. Anélises in vivo estdo sendo realizadas através do sequenciamento de diversos genes em
24 gendtipos de Coffea sendo 12 de C. arabica, 9 de C. canephora e trés de outras espécies de Coffea, para uma analise
maior da diversidade nucleotidica do género. Resultados referentes ao sequenciamento do gene de sacarose fosfato
sintase (SPS) apresentaram 21 polimorfismos, sendo a maioria interespecificos (C. arabica, C. canephora, C.
eugenioides e C. racemosa). Para os gen6tipos de C. canephora foram observados nove polimorfismos intraespecificos.
Ja os polimorfismos encontrados entre 0s gendtipos de C. arabica forma os mesmos detectados entre C. canephora e C.
eugenioides.
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IN SILICO AND IN VIVO ANALYSIS OF THE NUCLEOTIDE DIVERSITY IN Coffea spp.

ABSTRACT: Single nucleotide polymorphisms are the most abundant polymorphisms in the genomes analyzed to
date. They are becoming the main choice of molecular markers for breeding, genotyping, and diagnosis purposes, due to
the large amount of sequences data available. Identification of those nucleotide polymorphisms will provide useful
markers for genetic mapping, population genetics and association studies. It will also provide criteria to infer the
evolutionary history of the analyzed genes, which can be relevant to select the best candidate genes to test in future
association studies. For those reasons, the objectives of this work were: 1) identify and validate both in silico and in
vivo, the SNPs and INDELS existing in EST resources; and 2) analyze the nucleotide diversity in Coffea spp., in
addition to selected C. arabica cultivars. A Pipeline for identification of SNPs and INDELS was generated using
sequences from the Brazilian ESTs Coffee Genome Project as well as other Coffea sequences available in GenBank.
The pipeline was carried out by a haplotype —based strategy to detect reliable SNPs in 23.019 contigs assembled. A total
of 23.062 SNPs e 2.165 INDELS were identified in 5184 contigs with more than four ESTs assembled. With the
haplotype-based strategy, it was possible to define the probable ancestral of C. arabica transcripts. The majority of
ESTs from C. arabica, came from only two different alleles, providing molecular evidences about C. arabica
speciation. According to our analysis, approximately 55% of C. arabica sequences were derived from C. eugenioides,
and 45% were considered as come from C. canephora. Interestedly, C. eugenioides contributes mostly with genes
related to basal metabolism and the secondary metabolism, while genes C. canephora genes are involved with signal
transduction and gene expression regulation. The in vivo analyses are being performed by sequencing PCR fragments of
several genes in 24 Coffea genotypes corresponding respectively to 12 C. arabica, 9 C. canephora and 3 Coffea spp.
Genotypes belonging to C. arabica and C. canephora were chosen in order to represent the largest diversity possible.
Sequencing results from Sucrose Phosphate Sintase gene in those genotypes reveal the presence of SNPs mainly in
interspecific sequences. A higher number of SNPs intraspecific was also observed for C. canephora. Intraespecifc
SNPs for C. arabica were the same observed in the two ancestral genomes, C. canephora and C. eugenioides.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de ferramentas biotecnol6gicas, como marcadores moleculares pode acelerar programas de melhoramento
através de selecdo assistida por marcadores. No entanto, para C. arabica, o nimero de marcadores polimdrficos
disponiveis é pequeno, comparado com outras importantes espécies vegetais, dificultando o desenvolvimento deste tipo
de estratégia. Uma das razBes para isso é a baixa diversidade existente dentro dos acessos de C. arabica, dificultando o
trabalho de busca de marcadores polimorficos. Polimorfismos de modificacdes nucleotidicas (SNPs — Single Nucleotide
Polymorphisms, INDELs — Insertion / Deletions) tm uma alta frequéncia nos genomas da maioria dos organismos,
incluindo plantas. Eles vem se tornando a escolha principal de marcador para trabalhos de melhoramento, genotipagem
e diagnostico. Os SNPs e INDELS podem ser detectados através de varias técnicas, a maioria delas envolvendo um
conhecimento prévio das sequéncias de DNA de diferentes genétipos, o que no passado encarecia 0 custo de
implementacdo para a sua identificacdo. Atualmente, projetos de sequenciamento em larga escala oferecem a
possibilidade da descoberta de polimorfismos de nucleotideos a custos mais baixos, pois variagdes podem ser
encontradas computacionalmente pela analise da sua redundancia em banco de dados.

Com os dados de ESTs disponiveis, tanto do projeto Genoma Café, como de bancos publicos, foi desenvolvido
um pipeline de identificacdo de polimorfismos de nucleotideos (LGE — http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Neste
trabalho reportamos a validacdo in silico de SNPs e INDELs a partir deste pipeline, assim com um analise da
diversidade através da andlise de seqiiéncias de uma populagdo maior de gendtipos e espécies de Coffea sequenciadas
previamente.

MATERIAL E METODOS

Para a montagem hibrida entre os transcriptomas de Coffea arabica e Coffea canephora um total de 267533
ESTs, 78,182 de C. canephora e 189,351 de C. arabica, sendo 6 gen6tipos de canephora e apenas 2 de arabica (Mundo
Novo e Catuai). Esses dados sdo derivados de 48 bibliotecas que foram coletadas do Projeto Genoma Café Brasileiro e
de sequiéncias disponibilizadas em banco publicos (Lin et al 2006).

Antes da montagem as sequéncias foram trimadas, removendo seqiiéncia de vetor, seqiiéncias ribossomais,
caudas polyA/T e descartando seqiiéncias de baixa qualidade. Toda a montagem foi feita com o programa CAP3, cujos
parametros foram ajustados para minimizar a ocorréncia de agrupamentos de paralogos, permitindo uma sobreposi¢édo
minima de 100 bp com similaridade minima de 95%.

QualitySNP (http://www.bioinformatics.nl/tools/snpweb/) foi o programa utilizado para descoberta de SNPs in
silico. Este software utiliza uma estratégia baseada na reconstrugdo de haplétipos baseado nos padrdes de SNPs
encontrados nos ESTs utilizados na montagem dos Contigs hibridos de C. arabica e C. canephora. Para filtrar falsos
SNPs o QualitySNP faz um filtro pela qualidade do cromatograma e pela redundancia de sequéncias. Todas as
informacdes geradas pelo QualitySNP sobre os Contigs, ESTs e SNPs (incluindo informagdes dos haplotipos, posicao
dos SNPs, etc) sdo armazenadas em um bando de dados mysql. Essa base de dados também possui informagdes sobre
anotacdo automatica e manual dos genes. Scripts em PERL foram desenvolvidos para minerar esse banco de dados e
buscar similaridades entre haplétipos de C. arabica e C. canephora. Os ESTs de hapl6tipos de arabica que agruparam
com ESTs de haplétipos de canephora foram considerados como ESTs de origem do ancestral C. canephora (CAcc) e,
por exclusdo, os que ndo foram similares com canephora foram considerados ESTs de origem do ancestral C.
eugenioides (CAce).

Para os trabalhos de valida¢do dos SNPs in vivo e andlise de diversidade nucleotidica foram coletadas folhas
dos seguintes gendtipos: - oito de Coffea arabica da colec¢do da Etidpia do IAPAR(E007, E237, E017, E238, E123A,
E123B, E464, E516), representativos do centro de origem da C. arabica, e gen6tipos comerciais de Coffea arabica: cv
Typica e cv Bourbon, Catuai e cv Mundo Novo. Também foram coletadas folhas de Coffea canephora G21. Coffea
eugenioides Coffea racemosa e Psilanthus bengalensis. A extracdo do DNA foi realizada seguindo o protocolo do
método MATAB 2% de acordo com protocolo de Risterucci et al. (2000) com modificagdes.

Foram realizadas PCR com as amostras de DNA acima com primers que amplificam regides de genes que
codificam para agUcares (invertase de parede celular, invertase vacuolar, fosfato sacarose sintase (SPS), sacarose sintase
1, Sacarose sintase 2,) diterpenos (kaureno oxidase, copalil difosfato sintase, kaureno sintase) Alcool desidrogenase
(ADH1.1), DNA cloroplastico (rpl16) e mitocondrial (Cox 3).

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados e quantificados para seqlienciamento dos genes
utilizando o ABI13130 XL Genetic analyzer. Os produtos de PCR foram seqiienciados e analisados utilizando o software
Codon Code Aligner.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da construgdo do pipeline (Figura 1), um total 23.062 SNPs e 2.165 INDELS foram encontrados em
5184 contigs que continham pelo menos quatro ESTs. Os polimorfismos detectados aos niveis interspecificos (Coffea
arabica vs Coffea canephora) dentro do banco de dados EST (busca in silico) foram verificados. Observou-se a
ocorréncia de dois grupos de haplétipos dentro da espécie alopoliploide Coffea arabica, cada um apresentando alta
similaridade com Coffea canephora e Coffea eugenioides respectivamente. E importante notar que a maioria dos
polimorfismos encontrados dentro de Coffea arabica estd no estado heterozigoto e que esses polimorfismos
correspondem aos alelos detectados respectivamente dentro de C. canephora e C. eugenioides (espécies ancestrais de C.
arabica).
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Figura 1. Pipeline utilizado para a montagem e descoberta de SNPs em larga escala.

Através do agrupamento dos haplétipos de C. arabica com C. canephora foi possivel identificar que
aproximadamente 45% de todos 0s ESTs expressos tem origem no ancestral canefora e 55% no ancestral eugenioides.
Os genes cujo maior responsavel pelos transcritos foi o C. eugenioides estdo mais relacionados com metabolismo basal
e metabolismo secundério, enquanto 0s genes com mais transcritos de origem de C. canephora estdo mais envolvidos
com transducdo de sinal e regulacdo da expressdo génica.

Entre os dois gendtipos de C. arabica disponiveis no banco de dados do Projeto Genoma Café Brasileiro
apenas 13 polimorfismos foram encontrados em 1847 Contigs (unigenes). Devido essa baixa diversidade observada, foi
iniciado um trabalho de sequenciamento de genes relacionados com qualidade em genétipos de C. arabica
representativos do centro de origem, além de cultivares comerciais.

Foi realizada a amplificagdo dos 16 genotipos com 16 pares de primers , sendo 13 relacionados ao
metabolismo de agucares e diterpenos, 1 com ADH (&lcool desidrogenase) e 2 com genes do cloroplasto e da
mitocOndria - para estudo comparativo da evolucdo dos genes candidatos.. Apos verificar que todos os genoétipos
produziam fragmentos amplificados com todos os primers previamente definidos, as amostras foram amplificadas,
purificadas e sequlienciadas.

Até o presente momento somente as seqiiéncias obtidas para um fragmento (679 bp) do gene que codifica para
SPS foram analisadas. Vinte e dois polimorfismos incluindo 21 SNP e um microssatélite foram detectados (Tabela 1).
Na maioria dos casos os polimorfismos detectados correspondem a polimorfismos entre Coffea canephora e Coffea
eugenioides (10 polimorfismos) e polimorfismos detectados entre genétipos de Coffea canephora (9 polimorfismos). Os
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trés Ultimos polimorfismos correspondem a polimorfismos entre Coffea racemosa e Coffea arabica e Coffea canephora
e a polimorfismos heterozigotos na planta de Coffea racemosa analisada (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 : Caracteristicas dos polimorfismos detectados num fragmento do gene SPS (679 bp) num painel de 21 genotipos de Coffea spp

N'omeldo Seqiéncia antes do polimorfismo Seqiéncia depois do polimorfismo TIpO (.je Allelol Allelo Nivel do polimorfismo
polimorfismo polimorfismo 2
1 AAAAGGAATTTACAACACCTATAC GGCATAACTTAGTTGGCCACTTTA SNP A G Entre Cc e Ce
2 AATTTACAACACCTATACGGCATAACTT|GTTGGCCACTTTAGTTTAA SNP A C C.rouentre CceCr
3 CTTAGTTGGCCACTTTAGTTTA CCCATTTATCAACAGGTCGAAAGCAC SNP A G Entre Cc e Ce
4 CAACCGTGCCAGTTTCAAAGC AGAACGAAATTAACGAATAGAATCATAC [SNP A G C.c
5 CCGTGCCAGTTTCAAAGCAAGAAC AAATTAACGAATAGAATCATAC SNP C G C.c
6 ATAGAATCATACACTGATGG TTTTATCAGGGTAT SNP C T C.c
7 TACACTGATGGTTTTTATCAGGG ATCATAACAAGGTAGC SNP C T Entre Cc e Ce
8 GTTTTTATCAGGGTAT ATAACAAGGTAGCAAAACTTTT SNP C T C.c
9 CAGGCCAATTATTAACACGA GTTCATGTCAAACTTTTCTGT SSR (AT)3 [(AT)4 Entre Cc e Ce
10 TCATGTCAAACTTTTCTGTG TGTGCGGAAGTGCAAATTTCTAGCTTTT [SNP A C Entre Cc e Ce
11 TAGCTTTTGAGAACCCCTAGCTTTTC |AACGAGTCGCGCAGCTCAGCAC SNP C T Entre Cc e Ce
12 AGAACCCCTAGCTTTTCCAA GAGTCGCGCAGCTCAGCAC SNP C T Entre Cc e Ce
13 TGAGAACCCCTAGCTTTTCCAACGA  [TCGCGCAGCTCAGCACTGCTG SNP C G C.c
14 AGCTTTTCCAACGAGTCGCGCAG TCAGCACTGCTGCAGTCTTCACT SNP C T Entre Cc e Ce
15 TTCCAACGAGTCGCGCAGCTCAGC CTGCTGCAGTCTTCACTTGTC SNP A T C.c
16 CAACGAGTCGCGCAGCTCAGCAC GCTGCAGTCTTCACTTGTCTGAA SNP A T Entre Cc e Ce
17 TCCAACGAGTCGCGCAGCTCAGCACT [CTGCAGTCTTCACT SNP G T Entre Cc e Ce
18 AGCTCAGCACTGCTGCAGTCTTCACT [GTCTGAATAAGGTTCGGATTGTCA SNP C T C.c
19 TGCCACCACATCGGTAAG GGGTAGCTTCTGTTGGCATGAAGTTGG |SNP C T C.rouentre CceCr
20 GTTGGCTGCTTTCTCCACTGCAAAC  |CCTTTCAGTATCACAGACT SNP C T C.c
21 CCTTTCAGTATCACAGACTT TGCACACCACCAAGTAATCCTT SNP A G C.c
22 CTTTCTCCAACAAAAACCACCAC TTTGACAAATCCATACCCCATCG SNP C T C.rouentre CceCr

Tabela 2- Diversidade nucleotidica do fragmento do gene SPS (679 bp) dentro dum painel de 21 gendétipos de Coffea spp. Linhas correspondem aos
genotipos. Colunas com nimeros (1-22) correspondem ao polimorfismo encontrado de acordo com a tabela 1.

Genétipo Espécie Grupo genetico® 45|66 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17] 18] 19] 20] 21| 22
E-017 C. arabica Ethiopian3 A|lG|T NA]NA|NA[NA[NA]NA]NA]NA| NA[NA|NA| NA}
E-123A C. arabica Ethiopian4 AlG|T NA[NA|NA|NA|NA[NA|NA|NA[NA|NA|NA|NA]
E-123B C. arabica Ethiopian4 AlG|T NA[NA|NA|NA|NA[NA]NA]|NA[NA|NA|NA|NA]
E-237 C. arabica Ethiopian2 A|G|T NA]NA|NA[NA[NA]NA]NA]NA| NA[NA|NA] NA}
E-238 C. arabica Ethiopian4 A|lG|T NA]NA|NA[NA[NA]NA]NA]NA| NA[NA|NA| NA}
E-464 C. arabica Ethiopianl A|lG|T NA[NA|NA|NA|NA[NA|NA]|NA[NA|NA|NA|NA]
E-516 C. arabica Ethiopianl A|G|T NA]NA|NA[NA[NA]NA]NA]NA| NA[NA|NA] NA}
Bourbon C. arabica Bourbon A|G|T NA|NA]|NA|NA[NA]|NA|NA[NA|NA|NA| NA| NA|
Typica C. arabica Typica A[G|T NA|NA|NA[NA[NA]NA]NA| NA| NA[NA|NA|NA}
Catuai C. arabica A|lG|T NA[NA|NA|NA|NA[NA]NA]NA[NA|NA| NA|NA]
Mundo Novo C. arabica _ A|lG|T NA[NA|NA|NA|NA[NA] NA]NA[NA| NA]NA|NA]
G2020 C. canephora Guinea G |A[A|JA|G|IC| T T| 4]A[C|C|IG|C|A|T|G|T]T[C]|A]|NA
C1007 C. canephora Congolese B G |A[AJA]JC|T|T|C|4]|A|[C|CJCIC|A|T|G|C|T[TIG]|T
C4001 C. canephora Congolese_C G |A[A]A T|T|C|4|A|C|IC|IG|C|A|T|GIC|IT]|T]|A]|NA
C3001 C. canephora Congolese_SG1 G |A[A T{T|C|4|A|C|IC|IC|CIA|T|G|C|T|T]|]A|[NA
G21 C. canephora Congolese_SG1 G |A[A T{T|J]C|]4]|]A]C|C|C]|C TIG|IC|T|T T
C2011 C. canephora Congolese_SG2 G |A[AJA]JC|T|T|C|4]|A|C|C CIA[T[G|C|T|T NA]
UW099 C. canephora Uganda_Selvagem| G |[A|A]|JA|JC|T|T|JC| 4]|]A|C]|C CIA|T]|G q T[T NA]
UW002 C. canephora Uganda_Selvagem| G |A[AJAJC|T|T|C| 4]|A|C|C|IG|C|A|T|G|T|T]T]|A]|NA
Coffea eugenioides [C. eugenioides A |A|[G|IA|G|T|C|T|3|C|T|T[IG|T|AJA|JT|ITIT|T|A|T
Coffea racemosa _|C. racemosa AW A[AIG[T[ T T[S[A[T|C|G|T[A[TIG]|T TIAlC

2 Grupos genéticos baseados em Anthony et al (2001) para Coffea arabica e Montagnon (2000) para C.canephora

NA : informag&ao n&o disponivel, apos o polimorfismo 9 (microssatélite), heterozigoto nos accessos de C. arabica néo foi possivel analisar as sequéncias.

Em relacdo aos 11 gendtipos de Coffea arabica seqlienciados, 5 polimorfismos foram detectados em uma
regido de 295 bases. Todos esses polimorfismos estdo num estado heterozigoto e correspondem a polimorfismos
interspecificos entre C. canephora e C. eugenioides (Tabela 2). A presenca de um “motif” microssatélite heterozigoto
(polimorfismo 9 na Tabela 1) em todos os gendtipos de Arabica ndo permitiu a analise das seqiiéncias apds esse
polimorfismo. Apesar da utilizacdo de gendtipos dos diferentes grupos de diversidade de Coffea arabica (Anthony et
al., 2001) nenhum polimorfismo foi detectado entre os genotipos de Arabica analisados. Isso pode ser explicado pelo
fato da Coffea arabica ser uma espécie alopolipldide autégama recente o que contribui para uma variabilidade genética
baixa. Além disso, nesse ensaio preliminar, as seqiiéncias foram feitas sem clonagem dos fragmentos, o que dificulta a
deteccdo de polimorfismos presente em baixas doses, ou seja, um alelo mutante dentro dos quatro possiveis. As
seqUiéncias para os demais genes estdo sendo analisadas para confirmar os resultados obtidos para o fragmento de SPS.



VI Simpdsio de Pesquisa dos Cafés do Brasil

CONCLUSOES

Os resultados obtidos, baseados no sequenciamento direto de produto PCR (sem clonagem), sugerem que para
0 pequeno nimero de genes analisados até agora, a diversidade nucleotidica presente dentro de cada genoma ancestral
de Coffea arabica é limitada. Os resultados também indicam a necessidade da clonagem do produto de PCR para C.
arabica antes do sequenciamento para permitir a analise da diversidade de cada homologo com uma melhor precisdo no
caso da existéncia de polimorfismos presentes em baixas doses.

AGRADECIMENTOS
Esse projeto foi financiado pelo CBPD- Café. SD Lannes e LP Ferreira —Bolsistas do CBPD-Café. K Yanagui

bolsista do Programa de Iniciagdo Cientifica do IAPAR — ProlCl. Ramon Vidal Bolsista FAPESP.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Anthony F et al. (2001) Genetic diversity of wild coffee (Coffea arabica L.) using molecular markers. Euphytica 118:
53-65

Lin C. et al. 2005. Coffee and tomato share common gene repertoires as revealed by deep sequencing of seed and cherry
transcripts Theor Appl Genet. 112(1): 114-130

Montagnon C (2000). Optimisation des gains génétiques dans le schéma de sélection récurrente réciproque de Coffea
canephora Pierre. ENSA Montpellier, France, PhD thesis

Risterucci AM et al. (2000). A high-density linkage map of Theobroma cacao L. Theor Appl Genet. 101(5-6): 948-955

Vieira et al. 2006. Brazilian coffee genome project: an EST-based genomic resource Braz. J. Plant Physiol., 18(1):95-
108



