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“Para mim o sabor do café ndo vem do paladar,
vem do coragao...”

(Gabriela Ester Ferraz)



RESUMO

O café é a segunda bebida mais consumida no Brasil, ficando atrds apenas da agua. Assim, é
constante a busca dos produtores por cultivares com alta qualidade sensorial de bebida, para
atender as diversas preferéncias dos consumidores, almejando um maior valor agregado. A
analise sensorial, nos ultimos anos, passou por mudancas em sua forma de avaliacdo, uma vez
que o mercado esta mais exigente com relacdo a qualidade de bebida do café. Neste contexto,
objetivou-se identificar genotipos de Coffea arabica L. com qualidade de bebida superior e
verificar a existéncia de diversidade genética por meio de marcadores SNPs. Os geno6tipos
avaliados tinham aproximadamente dez anos de idade e apresentavam alta diversidade
morfolégica, destacando-se quanto ao porte, cor dos brotos, frutos grandes de coloracdo
vermelha, com elevada porcentagem de grdos com tamanho de peneira igual ou superior a 16.
Para verificar a qualidade dos grdos os gendtipos foram analisados quanto a qualidade sensorial
de acordo com a metodologia proposta pela Specialty Coffee Association (SCA). A diversidade
genética foi estimada com o auxilio de marcadores moleculares SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms). Para a extracdo de DNA, foram coletadas folhas totalmente expandidas de 15
genotipos e 62 acessos pertencentes ao banco de germoplasma da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerias. Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Culturas Perenes Sustentaveis, Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos, Servico de Pesquisa Agricola (USDA — USA). Um total de 288 SNPs candidatos foram
selecionados. A estrutura genética da populacdo foi determinada usando o software de anélise
de agrupamento Bayesiano STRUCTURE v2.3.422. Além disso, uma analise de agrupamento
usando 0 UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) foi realizada para
examinar melhor a relacdo genética entre 0s genotipos com o0s acessos. O dendrograma
UPGMA foi gerado a partir da matriz de distancia resultante usando o programa de computador
PHYLIP versdo 3.697. Os marcadores SNPs utilizados se mostraram eficientes, permitindo o
agrupamento de acessos semelhantes em caracteristicas fenotipicas e/ou genealdgicas. Os 15
gendtipos possuem variabilidade genética intraespecifica, bem como apresentam alta
similaridade genética com o acesso Mundo Novo. Os genétipos de café avaliados apresentam
alta qualidade sensorial, classificados como especiais pela metodologia SCA, com pontuacéo
acima de 80, categorizados como muito bom e excelente. O gendtipo 7 se destacou quanto a
qualidade sensorial, se mostrando promissor na obtencdo de progénies para futuros programas
de melhoramento.

Palavras-chave: Andlise sensorial; Marcadores moleculares; Variabilidade genética; Coffea
arabica.



ABSTRACT

Coffee is the second most consumed beverage in Brazil behind only water. Thus, a search for
cultivars with high sensory quality of drink is constant by producers to serve the various
categories of consumers, aiming at greater added value. A sensory analysis, in recent years, has
undergone changes in its form of evaluation, since the market is more demanding with regard
to the quality of coffee drink. In this context, the objective was to identify genotypes of Coffea
arabica L. with superior drink quality and to verify the existence of genetic diversity through
SNPs of markers. The genotypes are approximately ten years old and have morphological
diversity, with emphasis on the size, color of the sprouts, large red fruits with a high percentage
of grains with a sieve size 16 and above. To check the quality of the beans, genotypes were
analyzed for sensory quality according to the methodology proposed by the Specialty Coffee
Association (SCA). Genetic diversity was estimated with the help of molecular markers SNP
(Single Nucleotide Polymorphisms). For the extraction of DNA, fully expanded leaves were
collected from 15 genotypes and 62 accessions belonging to the germplasm bank of the
Agricultural Research Corporation of Minas Gerias. Later as sent to the Laboratory of
Sustainable Perennial Crops, United States Department of Agriculture, Agricultural Research
Service (USDA - USA). A total of 288 candidate SNPs selected. The genetic structure of the
population was provided using the Bayesian STRUCTURE v2.3.422 cluster analysis software.
In addition, a cluster analysis using the UPGMA (Unweighted peer group method with
arithmetic mean) was performed to better examine the genetic relationship between genotypes
and accessions. The UPGMA dendrogram was generated from the resulting distance matrix
using the computer program PHYLIP version 3.697. The SNPs markers used here are excellent
for grouping similar accessions in phenotypic and / or genealogical characteristics. The 15
genotypes have intraspecific genetic variability, as well as high genetic similarity with the
Mundo Novo access. The formulated coffee genotypes have high sensory quality, classified as
special by the SCA methodology, obtaining scores above 80 categorized as very good and
excellent. Genotype 7 stands out in terms of sensory quality, showing promise in obtaining
programs for future breeding programs.

Keywords: Sensory analysis; Molecular markers; Genetic variability; Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

O café é a segunda bebida mais consumida no Brasil, ficando atrds apenas da agua.
Assim, é constante a busca dos produtores por cultivares com alta qualidade sensorial de bebida,
para atender as diversas preferéncias dos consumidores (UFER; LIN; ORTEGA, 2019). Os
consumidores buscam por produtos com especificagdes singulares que promovam experiéncias
unicas com relacdo ao sabor (CARVALHO; PAIVA; VIEIRA, 2016), ou uma oportunidade de
estreitamento das relacGes sociais ao saborear um café (HAMON et al, 2017). J& os produtores
almejam um maior valor agregado ao seu produto (BACELAR et al, 2020), pelo aumento da
qualidade aliada ao desenvolvimento tecnolégico.

Nesse contexto, as pesquisas visando o melhoramento para qualidade de bebida se
tornam extremamente importantes (CONCEICAO; ELLERY JUNIOR; CONCEICAOQ, 2019).
Produtores e pesquisadores da &rea buscam por cultivares que apresentem, frequentemente,
nuances e sabores especificos e primordiais (FIGUEIREDO et al., 2018), ou até mesmo
espécies diferentes com potencialidades de novos sabores (DAVIS et al., 2020).

Todavia, é grande a complexidade envolvida da determinacdo da qualidade da bebida
do café (LEROY et al., 2006). Fatores genéticos (SCHOLZ et al., 2011) e ambientais
(BERTRAND et al., 2012) afetam o sucesso dos processos fisiologicos da planta que
determinardo a formacdo de compostos quimicos como proteinas, 6leos, agtcares em diferentes
combinacoes e niveis (MALTA; CHAGAS, 2009). Estas combinacdes, ap0s o processamento
de pds-colheita e torra, formardo compostos volateis e ndo volateis determinantes na
constituicdo do aroma e sabor do café (SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014).

Sabe-se que cafés que apresentam boa qualidade de bebida possuem elevados indices
de trigonelina (CAMPA et al., 2004; FARAH et al., 2006), lipideos (SANT’ANA et al, 2018)
e sacarose (BOREM et al., 2016; CAMPA et al., 2004; FARAH et al., 2006). Além destes,
existem compostos que apresentam potencial de uso como discriminantes de cultivares
promissoras para alta qualidade de bebida, tais como o &cido araquidico e 0 acido estearico para
0 grupo Bourbon; os acidos miristico e linoléico e sacarose para o grupo exotico (Pacamara,
Laurina, Guesha, dentre outros); e os acidos laurico, palmitoléico e oleico, e o teor de proteinas
para o grupo Hibrido de Timor (MALTA et al., 2020). Ja os acidos clorogénicos e cafeina em
quantidades elevadas proporcionam cafés de baixa qualidade (BARBOSA et al., 2019) como
ocorre em C. canephora (KOSHIRO et al., 2007).

Apesar dos esforgos para obter uma metodologia complementar, a forma mais utilizada

de se classificar as amostras de café é pela avaliacdo sensorial por meio da “prova de xicara”.
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Dentre as diversas opcdes, a metodologia da Specialty Coffee Association (SCA) é a mais
utilizada para o mercado de cafés especiais. Essa metodologia busca valorizar os diversos
aromas e sabores apresentados pelos cafés. A classificacdo quanto aos defeitos € rigorosa, ha
processos cuidadosos de torra e moagem fazendo com que, apenas amostras de cafés elite
alcancem boas pontuagdes (POLTRONIERI; ROSSI, 2016).

Diante desse cenério, é crescente a necessidade da obtencdo de cultivares que
apresentem qualidade de bebida superior. Para isso, uma ferramenta interessante no
melhoramento genético do cafeeiro sdo os marcadores moleculares. Estudos tém revelado
marcadores que estdo associados a compostos indicadores de qualidade de bebida como os
lipideos (SANT’ANA et al., 2018), trigonelina, cafeina (TRAN et al., 2018) e &cidos
clorogénicos (IVAMOTO et al., 2013).

Além do mais, os marcadores permitem diversas outras aplicacfes, como a analise de
parentesco para controle de qualidade, rastreabilidade genética no apoio de produgdo de
cultivares elite para mercados premium, e direito de propriedade intelectual na protecdo de
cultivares (ZHOU et al., 2016). Nessa conjuntura, os marcadores de nucleotideo Unico (Single
Nucleotide Polymorphisms — SNP) vem sendo muito utilizados, em razdo de apresentarem
ampla distribuicdo no genoma, serem codominates e bialélicos, fornecendo uma fonte ilimitada
de informacgdes (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

O presente trabalho teve como objetivo identificar gendtipos de café com qualidade de
bebida superior, e verificar a existéncia de diversidade genética entre 0s gendtipos por meio de

marcadores SNPs.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O melhoramento genético na espécie Coffea arabica

As primeiras plantas de cafeeiro foram introduzidas no Brasil por volta de 1727. Essas
plantas pertenciam a espécie Coffea arabica e a cultivar era denominada Tipica. Essa cultivar
foi responsavel pelo desenvolvimento inicial da cafeicultura brasileira. Algumas mutac6es na
cultivar Tipica deram origem as cultivares Amarelo de Botucatu e Maragogipe. Com a
necessidade de ampliar as opgdes de cultivares com maior produtividade, foi introduzida a
cultivar Bourbon Vermelho, originaria da Ilha de Reunido - Antiga Bourbon, considerada de
boa qualidade e elevada produtividade para a época (CARVALHO, 2007; PESTANA, 2015).

Grande parte da producdo mundial de café ardbica baseia-se em cultivares
desenvolvidas a partir do melhoramento da cultivar Tipica e genotipos de Bourbon, ou de
plantas origindrias de cruzamentos como, por exemplo, a cultivar Mundo Novo que,
possivelmente, resultou de um cruzamento natural entre as cultivares Sumatra e Bourbon
Vermelho (CARVALHO, 2008). Atualmente, o mercado ja dispbe de cultivares bem mais
modernas e produtivas que as Bourbons comparando-as em altitudes mais baixas, uma vez que,
em elevadas altitudes (acima de 1000 metros em média) e baixas temperaturas, as Bourbons
ainda fazem parte das cultivares que produzem bebidas com maior qualidade (BOREM et al.,
2016; CARVALHO et al., 2011).

A espécie C. arabica € a Unica dentro do género Coffea que € alotetraploide, 2n = 4x =
44 (MENDES, 1946), e apresenta autopolinizacéo. E considerada uma espécie de base genética
estreita, devido a sua origem ter ocorrido de um evento de poliploidizacdo, evolutivamente
recente, a partir do cruzamento de duas espécies alégamas e diploides, Coffea canephora e
Coffea eugenioides, do historico de sua distribuicdo geografica pelos paises no mundo dar-se
pela migragdo de poucas sementes que originaram as cultivares arabicas utilizadas e por ser
autdogama apresenta altas taxas de endogamia (SCALABRIN et al., 2020).

Estudos realizados por Setotaw et al., (2013) constataram que apenas sete ancestrais
colaboraram em 97,55% para a base genética das cultivares brasileiras de C. arabica. Sendo
que 52,76%, 19,05% e 11,59% do pool génico das cultivares existentes vieram das cultivares
Bourbon Vermelho, Sumatra e Hibrido de Timor, respectivamente. Segundo Van der VVossen,
Bertrand e Charrier (2015), situacdo parecida, relacionada a variabilidade genética, ocorre em
paises da América Latina que, conjuntamente ao Brasil, correspondem por aproximadamente

85% da producdo mundial de café arabica.
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O conhecimento da diversidade genética existente na espécie permite aos melhoristas
uma melhor caracterizagdo da cultura, consequentemente, uma definicdo mais assertiva das
estratégias de melhoramento genético a serem utilizadas (FERRAO et al., 2015). O melhor
conhecimento dos grupos com maior similaridade genética possibilita uma tomada de decisdo
mais acertada, por exemplo, na escolha de genitores, visto que, quanto mais contrastantes forem
0s genitores, maior a variabilidade genética na populacéo, e a probabilidade da obtencdo e
selecdo de individuos transgressivos superiores é aumentada (PEREIRA et al., 2013).

Na espécie C. arabica foi verificada a presenca de planta macho estéril, o que facilitara
a obtencdo de hibridos. Georget et al. (2019) obtiveram o hibrido F; Starmaya a partir do
cruzamento de plantas de clones advindas do mutante natural CIR-SMO01, macho estéril, com
plantas doadoras de pdlen da cultivar Marsellesa. Esse hibrido se mostrou vidvel para
propagacdo por sementes e apresentou melhores caracteristicas agronémicas em termos de
tamanho de grdos, produtividade média e vigor, do que sua cultivar genitora Marsellesa e
Caturra vermelho, usada como controle. Além disso, o hibrido apresentou também bom
desempenho para qualidade de bebida quando comparado com outras cultivares.

Inicialmente, os programas de melhoramento do cafeeiro focaram principalmente na
obtencdo de cultivares com maior produtividade, precocidade de maturacdo e resisténcia a
doengas, caracteristicas que eram importantes para que 0 pais conseguisse avangar para novos
mercados. No entanto, as exigéncias do mercado hoje visam atender aos interesses dos
consumidores quanto a qualidade fisica e sensorial dos cafés, agregando mais valor e
possibilitando que o mercado brasileiro aumente sua competitividade (GUERREIRO-FILHO;
MALUF, 2019). Sendo assim, produtores e pesquisadores da area buscam por cultivares que
apresentam nuances e sabores especificos e primordiais (FIGUEIREDO et al., 2018), ou até

mesmo a descoberta de espécies com potencialidades de novos sabores (DAVIS et al., 2020).

2.2 Qualidade da bebida do café

Uma das formas de se verificar a qualidade do café é por meio da diversidade de aromas
e sabores que eles apresentam. Quanto mais raros e diversificados, melhor é a qualidade
sensorial (GIOMO; BOREM, 2011). Para ser classificado como especial, o café precisa ter
aromas e sabores com notas a atributos singulares como, por exemplo, os florais e frutados,
muito caracteristicos de bebidas de alta pontuacdo nas escalas de avaliagdo (FASSIO et al.,
2019).

Essa diversidade de sabores € determinada de acordo com a composi¢do quimica
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presente no gréo cru (BOREM, 2008). As combinacdes, apds o processamento de pds-colheita
adequado e torra, formardo compostos volateis e ndo volateis determinantes na constitui¢cdo do
aroma e sabor do café (SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014). Por isso, o café
também pode ser qualificado pela quantificacdo de seus compostos quimicos, demonstrando
assim, sua qualidade de bebida.

E grande a complexidade envolvida da determinagdo da qualidade de bebida do café
(LEROQY et al., 2006). Uma vez que envolve a constituicdo genética da cultivar (SCHOLZ et
al., 2011), os fatores climaticos como a temperatura (BERTRAND et al., 2012), a localizagéo
geogréfica, 0 manejo em campo, o espagamento, o ciclo bienal de producdo, a ocorréncia de
parasitas desfolhantes e o fornecimento de nutrientes no cafeeiro afetam o sucesso dos
processos fisioldgicos da planta que determinardo a formagdo de compostos como proteinas,
oleos, acucares em diferentes combinacdes e niveis (MALTA; CHAGAS, 2009).

Ha diferentes formas de avaliar a qualidade de bebida do café. Durante muitos anos a
prioridade era a degustacdo que separava as bebidas brasileiras nas categorias: mole, dura, riada
erio (SILVA; CORTEZ, 1998). Variaveis destas categorias também foram criadas, no entanto,
esta forma de analise era muito limitada e extremamente subjetiva. Em meados da década de
80 comeca a ser divulgado o termo de café especial, que foi trazido por Erna Knutsen, da
Knutsen Coffee Ltd, em um discurso em 1978 (QUINTAO; BRITO; BELK, 2017).

Logo apos, foi criada nos Estados Unidos a Specialty Coffee Association of America -
SCAA. Essa associacdo propagou o termo de cafés especiais pelo mundo. Atualmente, a SCAA
também inclui o continente Europeu, e passou a ser denominada de Specialty Coffee Association
— SCA. Essa é uma associa¢do que traz junto da sua criagdo uma metodologia de analises
sensoriais que buscam valorizar os diversos aromas e sabores apresentados pelos cafés, e tem
por interesse estabelecer uma analise mais objetiva por meio de pontuacdes de 0 a 10 em 10
quesitos importantes apresentados pelo café, totalizando 100 pontos. A SCA apresenta também
uma metodologia de classificacdo rigorosa quanto aos defeitos apresentados pelas amostras de
café, processos cuidadosos de torra e moagem que fazem com que, apenas amostras de cafés
elite alcancem boas pontuagdes (POLTRONIERI; ROSSI, 2016).

Um dos primeiros trabalhos buscando uma alternativa menos subjetiva as provas de
xicara foi o estudo realizado por Carvalho et al. (1994). Os autores buscaram estabelecer os
principais componentes quimicos relacionados a boa bebida do café, para serem usados na
avaliacdo e selecdo das melhores cultivares e amostras, com o intuito da obtencdo de métodos
mais simples e de maior reprodutibilidade, trazendo um resultado mais completo. Algumas

metodologias estabelecidas por esses autores ainda sdo utilizadas na determinacdo de
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componentes quimicos relacionados a qualidade de bebida dos cafés.

Muitos estudos se baseiam em pesquisas que buscam uma metodologia alternativa a
prova de xicara, uma vez que que ela € questionada quanto ao grau de subjetividade. Até o
momento, 0 que se tem sdo compostos com potencial de uso como discriminantes de cultivares
promissoras para alta qualidade de bebida, tais como o acido araquidico e o acido estearico para
0 grupo Bourbon; os acidos miristico e linoleico e a sacarose para o grupo exético (Pacamara,
Laurina, Guesha, dentre outros); e os acidos laurico, palmitoleico e oleico, além do teor de
proteinas para o grupo Hibrido de Timor (MALTA et al., 2020), ou como indicador de
qualidade de bebida (BOREM et al., 2016). Contudo, ainda n&o esta totalmente elucidado como
eles se relacionam entre si na determinacéo da qualidade.

Sabe-se que boas bebidas apresentam altos indices de trigonelina (CAMPA et al., 2004;
FARAH et al., 2006), lipideos (SANT’ANA et al, 2018) e sacarose (BOREM et al., 2016;
CAMPA et al., 2004; FARAH et al., 2006), e que acidos clorogénicos e cafeina em quantidades
elevadas séo encontrados em bebidas de baixa qualidade (BARBOSA et al., 2019) como ocorre
em C. canephora (KOSHIRO et al., 2007). Entretanto, isso ndo é uma regra geral. O fato de
ndo se ter uma receita pronta para determinados padrées de qualidade ocorre devido a elevada
interacdo genotipos x ambientes (VAN DER VOSSEN; BERTRAND; CHARRIER, 2015), e
ao grande numero de compostos envolvidos na determinacdo da qualidade de bebida. Esses
aspectos devem ser considerados uma vez que possuem interferéncia direta na formulacéo de
compostos quimicos durante todo o processo de formacéao dos frutos.

O que ja se sabe é que fatores e condi¢des que geram a abundancia de recursos
necessarios durante um periodo mais longinquo de maturacdo, refletem positivamente na
qualidade organoléptica dos frutos e que plantas com menor quantidade de frutos apresentam
melhor qualidade (BOTE; VOS, 2017). A altitude também é um fator ambiental que influencia,
por exemplo, no processo de maturacdo, pois para que a maturagcdo aconteca em um maior
espaco de tempo, o que favorece a qualidade de bebida (CAMPAROTTO; CAMARGO;
MORAES, 2012), é preciso uma menor amplitude térmica que comumente ocorre em ambientes
com altitudes acima de 1000 metros, proporcionando gréos de maior qualidade (BOREM et al.,
2019).

O que tem ficado evidente € que ndo € necessariamente a quantidade de cada composto,
mas sim, a combinacdo entre eles, que proporciona uma bebida diferenciada, um “efeito
sinérgico”, termo usado por Bandeira et al. (2009) quando relacionam a qualidade de bebida a
defeitos apresentados pelas amostras de gréos, onde a contribui¢do dos fatores em conjunto é

maior que a soma de suas contribuic@es individualmente. O sinergismo € um termo usado na



19

farmacologia, mas se enquadra muito bem no contexto da qualidade de bebida do café, pois se
trata da adicdo ou potenciacdo dos efeitos de componentes quimicos combinados entre si (DO
VALE, 1994). Por isso, faz-se necessario mais estudos e pesquisas para identificacdo de quais
composicdes quimicas melhor arranjadas entre si promovem a melhor bebida. Contudo, devido
a grande quantidade de compostos envolvidos, esses resultados tendem a ser elucidados a um
longo prazo.

Ante ao exposto, é possivel hipotetizar que a origem de uma boa qualidade de bebida
estd na composicdo do material genético, ou melhor, de que exista uma combinacao génica que
responda, constantemente, de maneira positiva as diferentes condi¢cdes ambientais as quais o
genotipo é submetido, garantindo maior plasticidade diante de seu habitat, propiciando alta
qualidade sensorial. Contudo, ndo se trata de alta diversidade genética, pois em estudo realizado
por Scalabrin et al. (2020), os autores comprovaram que a base genética de C. arabica é estreita
e até menor do que era esperado. Assim, a qualidade de bebida é a combinacgdo favoravel do
background que a cultivar possui. Segundo Giomo e Borém (2011), cultivares do grupo
Bourbon apresentam elevada estabilidade genética para qualidade de bebida.

Segundo Montagnon, Marraccini e Bertrand (2012), no melhoramento do cafeeiro
podem ser utilizadas estratégias de sele¢do que visam o incremento da caracteristica estudada,
produtividade e/ou resisténcia a doencas e 0 aumento de qualidade dos cafés, simultaneamente.
Os autores comentam que a qualidade pode ser uma caracteristica da cultivar, sendo um
diferencial de mercado, concedendo maior exclusividade ao que lhe é produzido. Sendo assim,
o melhoramento deve ser uma prioridade para os envolvidos nesse setor, pois 0 mercado que
visa qualidade de bebida do café se encontra em constante crescimento e os consumidores estao
cada dia mais conscientes do que estdo consumindo (MONTAGNON; MARRACCINI;
BERTRAND, 2012).

Visando atender a crescente demanda de cultivares que possuem um diferencial de
qualidade de bebida, diversos estudos buscam encontrar marcadores moleculares que estdo
associados a genotipos que exibem excelente qualidade de bebida (TRAN et al., 2018;
SANT’ANA et al.,, 2018; IVAMOTO et al., 2013). Dentre os marcadores moleculares mais
utilizados em estudos de diversidade em café estdo os SNPs (SOUSA et al., 2017a) e as
sequéncias simples repetidas (Simple Sequence Repeats — SSR) também chamadas de
microssatélites (SANCHEZ et al, 2020). O uso de marcadores é uma ferramenta interessante,
que junto a fenotipagem, € muito vantajosa para a selegdo de gen6tipos com maior qualidade

sensorial.
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2.3 Marcadores moleculares

O uso de marcadores baseados no DNA vem contribuindo para o melhoramento do
cafeeiro, uma vez que facilitam a analise do material genético, possibilitando acesso direto ao
genoma, e isolando a variagdo genética da variagdo ambiental (MOTTA et al, 2014). Os
marcadores moleculares podem ser classificados como sequéncias de pares de bases
nucleotidicas do tipo microssatélites (SSR), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(Randon Amplified Polimorphic DNA - RAPD), polimorfismo de comprimento de fragmentos
de DNA (Resctriction Fragment Length Polymorphism - RFLP), hibridizagdo in situ por
fluorescéncia (Fluoresce in situ hybridization - FISH), hibridizag&o gendmica in situ (Genomic
In Situ Hybrization - GISH) (CARVALHO, 2008), dentre outros.

Como ja citado, os marcadores podem ser também formados de um unico nucleotideo,
0s SNPs, que podem ser originados por mutac¢des pontuais no DNA, como as transversoes e
transicdes, ou a adicdo e delecdo de nucleotideos. Os SNPs sdo abundantes e amplamente
distribuidos no genoma, podem estar presentes em praticamente todos os loci génicos, tanto em
regibes codantes (éxons), quanto em regifes ndo-codantes (introns e regides intergénicas),
fornecendo um numero ilimitado de informagcbes no genoma, facilitando a verificagdo de
relagBes entre gendtipo e fendtipo. Ademais, os SNPs sdo codominantes, possibilitando a
diferenciacdo de individuos homozigéticos dos heterozigéticos (TURCHETTO-ZOLET et al.,
2017).

Devido aos beneficios e a praticidade da utilizacdo dos SNPs, estes marcadores vém
sendo usados para associacdo a qualidade do café. Ja estdo descritos estudos que identificaram
loci de genes relacionados as vias metabolicas que afetam o contetido de trigonelina e cafeina
(TRAN et al., 2018), bem como genes candidatos envolvidos na determinacdo de lipideos
(SANT’ANA et al., 2018) e acidos clorogénicos (IVAMOTO et al., 2013). Esses marcadores
podem contribuir para reducdo da duracdo dos ciclos de selecdo, sendo utilizados como
preditores moleculares (o que ja é feito em outras culturas) para caracteristicas relacionadas a
qualidade do café, causando um impacto positivo na diminuigdo dos custos de avaliacdo
fenotipica. No entanto, por ser uma tecnologia recente, ainda esta sendo aperfeicoada (TRAN
et al., 2016).

Resultados importantes foram obtidos com marcadores SNPs em estudos relacionados
a estrutura populacional. Sousa et al. (2017a) avaliaram progénies derivadas do cruzamento das
cultivares de C. arabica Catuai e Hibrido de Timor, agrupando-as de acordo com sua genealogia

e trouxeram uma discussao sobre o impacto da estrutura genética na obtencéo de cultivares
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melhoradas com relacdo a resisténcia a ferrugem em C. arabica.

Nos estudos de diversidade genética, 0 DNA fingerprinting (impressao digital) € uma
metodologia que vem alcangando grande utilizacdo. Essa se refere a identificacdo das diferentes
ordens, composi¢coes e comprimento das sequéncias de DNA entre os diferentes organismos, e
recebe este nome por assemelhar-se a especificidade da impressao digital humana (TIAN et al.,
2015), possibilitando uma diferenciagdo de organismos geneticamente relacionados, como é o
caso das cultivares de C. arabica, que tem sua variabilidade genética reduzida (SETOTAW et
al., 2013; SOUSA et al., 2017b).

Desse modo, para que seja mapeado o nimero e a distribuicdo dos SNPs da espécie em
estudo, é necessario a realizacdo do sequenciamento de seu genoma. Para tanto, diversos
métodos estdo disponiveis e, dentre eles, esta a abordagem de genotipagem por sequenciamento
(Genotyping by Sequency - GBS), sendo uma opcdo, principalmente, para organismos com
genomas grandes e/ou diversos. Ela se baseia, por exemplo, no uso de enzimas de restricdo no
preparo da biblioteca para o sequenciamento e consiste, basicamente, das seguintes etapas:
extracdo, quantificacdo e qualidade do DNA gendmico; fragmentacdo do DNA de todas as
amostras com enzimas de restricdo e ligacdo de adaptadores com codigo de barras; apdés, € feita
uma reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) para que acontega 0
agrupamento e a amplificacdo das amostras. Nessa etapa, apenas amostras curtas (<1 kb) sdo
amplificadas; em seguida é feito 0 sequenciamento e a analise das sequéncias com ou sem
suporte de um genoma de referéncia, e identificacdo dos SNPs (DAVEY et al., 2011;
TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

O sequenciamento GBS é interessante por ndo necessitar do desenvolvimento prévio de
marcadores, por demandar de uma quantidade pequena de DNA por amostra e permitir que as
amostras de varios individuos sejam genotipadas simultaneamente (sistema “multiplex”),
porque, nessa metodologia, a amostra de cada individuo recebe a sequéncia indexadora de
quatro a nove pares de bases junto ao adaptador, conhecida como codigo de barras ou
“barcode”. Sendo assim, cada amostra terd sua prépria sequéncia permitindo sua identificacdo
na hora do sequenciamento, possibilitando a analise dos SNPs. A metodologia GBS possibilita
analises muito mais completas em estudos de diversidade genética, de genémica populacional,
selecdo gendmica em programas de melhoramento, filogenia e filogeografia. (DE FARIA;
GRATTAPAGLIA, 2014).
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DIVERSIDADE GENETICA DE GENOTIPOS PROMISSORES E ACESSOS DE
CAFE ARABICA

RESUMO

A andlise sensorial nos ultimos anos passou por mudancas em sua forma de avaliagdo, uma vez
gue o mercado aumentou as exigéncias de qualidade de bebida do café. Diante deste cenério, é
crescente a necessidade da obtencéo de cultivares que apresentem qualidade superior, tanto dos
grédos, como da bebida. Objetivou-se identificar gendtipos de Coffea arabica L. com qualidade
de bebida superior e verificar a existéncia de diversidade genética entre eles. Foi realizada a
avaliacdo da qualidade por meio de classificacdo sensorial de acordo com a metodologia
proposta pela Specialty Coffee Association (SCA). A diversidade genética foi estimada com o
auxilio de marcadores moleculares SNPs. Foi utilizado o DNA das folhas de 15 gendtipos e 62
acessos pertencentes ao banco de germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas
Gerais. Um total de 288 SNPs foram selecionados. A estrutura genética da populacédo foi
determinada pelo software de analise de agrupamento Bayesiano STRUCTURE v2.3.422. O
dendrograma UPGMA foi gerado a partir da matriz de distancia resultante usando o programa
PHYLIP 3.697. Os marcadores SNPs utilizados se mostraram eficientes agrupando acessos
semelhantes em caracteristicas fenotipicas e/ou genealdgicas. Os 15 genotipos possuem
variabilidade genética intraespecifica, bem como apresentam alta similaridade genética com o
acesso Mundo Novo. Os gendtipos de café avaliados apresentam alta qualidade sensorial,
classificados como especiais pela metodologia SCA, obtendo pontuacdo acima de 80,
categorizados como muito bom e excelente. O gen6tipo 7 se destaca quanto a qualidade
sensorial, se mostrando promissor na obtencdo de progénies para futuros programas de
melhoramento.

Palavras-chave: Analise sensorial; Marcadores moleculares; Variabilidade genética, Coffea
arabica.

ABSTRACT

Sensory analysis in recent years has undergone changes in the way it is evaluated once the
market has increased the quality requirements of coffee drink. In view of this scenario, there is
a growing need for obtaining cultivars that present superior quality in both grains and drink.
The objective of this study was to identify genotypes of Coffea arabica L. with superior drink
quality and to verify the existence of genetic diversity among them. Quality assessment was
performed through sensory classification according to the methodology proposed by the
Specialty Coffee Association (SCA). Genetic diversity was estimated with the help of SNPs
molecular markers. DNA from the leaves of 15 genotypes and 62 accessions belonging to the
germplasm bank of the Agricultural Research Corporation of Minas Gerais was used. A total
of 288 SNPs were selected. The genetic structure of the population was determined by the
Bayesian cluster analysis software STRUCTURE v2.3.422. The UPGMA dendrogram was
generated from the resulting distance matrix using the PHYLIP 3,697 program. The SNPs
markers used here proved to be efficient, grouping similar accessions in phenotypic and / or
genealogical characteristics. The 15 genotypes have intraspecific genetic variability, as well as
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high genetic similarity with the Mundo Novo access. The evaluated coffee genotypes have high
sensory quality, classified as special by the SCA methodology, obtaining scores above 80
categorized as very good and excellent. Genotype 7 stands out in terms of sensory quality,
showing promise in obtaining progenies for future breeding programs.

Keywords: Sensory analysis; Molecular markers; Genetic variability, Coffea arabica.

1 INTRODUCAO

O café é a segunda bebida mais consumida no Brasil, ficando atrds apenas da agua.
Assim, a busca por estratégias que resultem em cafés de alta qualidade sensorial € constante
pelos produtores, visando atender as diversas preferéncias dos consumidores (UFER; LIN;
ORTEGA, 2019). Os consumidores buscam por produtos de especificacdes singulares que
promovam experiéncias Unicas com relacdo ao sabor (CARVALHO; PAIVA; VIEIRA, 2016),
ou uma oportunidade de estreitamento das relacfes sociais ao saborear um café (HAMON et
al, 2017). Ja os produtores almejam um maior valor agregado ao seu produto (BACELAR et
al, 2020), procurando aumentar a qualidade aliada ao desenvolvimento tecnolégico.

E grande a complexidade envolvida na determinacéo da bebida do café (LEROY et al.,
2006). Fatores genéticos (SCHOLZ et al., 2011) e ambientais (BERTRAND et al., 2012)
afetam o sucesso dos processos fisiologicos da planta que determinardo a formacgdo de
compostos quimicos como proteinas, 6leos, aclcares em diferentes combinacfes e niveis
(MALTA; CHAGAS, 2009). Essas combinac6es, apds o processamento de pos-colheita e torra,
formardo compostos volateis e ndo volateis determinantes na constituicdo do aroma e sabor do
café (SUNARHARUM; WILLIAMS; SMYTH, 2014).

Sabe-se que cafés que apresentam boa qualidade de bebida possuem elevados indices
de trigonelina (CAMPA et al., 2004; FARAH et al., 2006), lipideos (SANT’ANA et al, 2018)
e sacarose (BOREM et al., 2016; CAMPA et al., 2004; FARAH et al., 2006). Ja 0s 4cidos
clorogénicos e cafeina em quantidades elevadas proporcionam cafés de baixa qualidade
(BARBOSA et al., 2019), como ocorre em Coffea canephora (KOSHIRO et al., 2007).

Por mais que a quantificagdo de componentes quimicos se apresente como uma
metodologia complementar promissora na avaliacdo de qualidade do cafe, a forma mais
utilizada de se classificar as amostras € a avaliacdo de sua qualidade sensorial, por meio da
“prova de xicara”, devido a sua praticidade e ao baixo custo de avaliacdo. Dentre as diversas

opcoes, a metodologia da Specialty Coffee Association (SCA) é a mais utilizada para 0 mercado
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de cafés especiais. Essa metodologia busca valorizar os diversos aromas e sabores apresentados
pelos cafés. A classificacdo quanto aos defeitos é rigorosa, a granulometria dos frutos €
uniforme e ha processos cuidadosos de torra e moagem fazendo com que apenas amostras de
cafés elite alcancem boas pontuacdes (POLTRONIERI; ROSSI, 2016).

Na metodologia SCA, pontua¢Ges no quesito total acima de 80 sdo consideradas
especiais e se dividem em: muito boas (80 a 84,99 pontos), excelentes (85 a 89,99 pontos) e
excepcionais (acima de 90 pontos) (SCA, 2020). Pontuacdes categorizadas como excelentes e
excepcionais tém um maior grau de dificuldade para serem conquistadas, pois a cada ponto
superior a 85 existe uma maior harmonizacao das qualidades apresentadas pelo café (qualidade
do grdo, composi¢do quimica, processos de torra, moagem). Consequentemente, cafés que
alcancam pontuacdes acima de 90 se destacam em grandes concursos e conquistam precos
recordes de mercado (BSCA, 2020). Ademais, cafés com elevada pontuacdo apresentam
aromas e sabores com notas e atributos singulares como, por exemplo, os florais e frutados,
determinantes para diferencia¢do das amostras (FASSIO et al., 2019).

E crescente a necessidade de obter cultivares que apresentem qualidade superior tanto
dos grdos, como da bebida. Produtores e pesquisadores da area buscam por cultivares que
apresentem, frequentemente, nuances e sabores especificos e primordiais (FIGUEIREDO et al.,
2018), ou até mesmo espécies diferentes com potencialidades de novos sabores (DAVIS et al.,
2020).

Estudos buscam conhecer a diversidade genética do cafeeiro, tanto ao nivel de espécies
(HUANG et al., 2020), como de variedades (MEKBIB et al., 2020). Esse conhecimento auxilia
na escolha das melhores estratégias de conducdo das populacdes segregantes, dentre elas a
identificacdo de genitores contrastantes e complementares para as caracteristicas almejadas.
Assim sendo, é possivel aliar boa produtividade, qualidade e bons indices de diversidade
genética.

Para o avanco na obtencdo de cultivares promissoras em qualidade de bebida, uma
ferramenta interessante no melhoramento genético do cafeeiro sdo os marcadores moleculares.
Esses marcadores permitem diversas aplicagdes, como em analises de diversidade genética,
anteriormente citada, para identificacdo de melhores genitores (PEREIRA et al., 2013), analise
de parentesco para controle de qualidade, rastreabilidade genética no apoio da producéo de
cultivares elite para mercados premium, e direito de propriedade intelectual na protecdo de
cultivares (PRUVOT-WOEHL et al.,2020; ZHOU et al., 2016).

Estudos tém revelado marcadores associados a compostos indicadores de qualidade de
bebida como os lipideos (SANT’ANA et al., 2018), trigonelina, cafeina (TRAN et al., 2018) e
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acidos clorogénicos (IVAMOTO et al., 2013). Nessa conjuntura, os marcadores de nucleotideo
unico (Single Nucleotide Polymorphisms — SNP) vém sendo muito utilizados, em razdo de
apresentarem ampla distribuicdo no genoma, serem codominantes e bialélicos, fornecendo uma
fonte ilimitada de informac6es (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

O presente trabalho teve como objetivo identificar genotipos de café com qualidade de
bebida superior e verificar a existéncia de diversidade genética entre os genotipos por meio de

marcadores SNPs.

2 METODOS

2.1 Localizacao e implantacdo do experimento

Foram utilizados 15 gendtipos de café oriundos de um programa de melhoramento
genético iniciado no Sitio Gabriela, localizado no municipio de Inconfidentes, Sul do Estado
de Minas Gerais, Brasil. A média anual de precipitacio no municipio € de 1471,6 mm,
apresentando estacdes de verdes umidos e invernos secos (CAETANO; BARBOSA, 2019). A
area possui relevo de Mares de Morros e esta localizada em um recorte da Serra da Mantiqueira
que faz parte do Bioma Mata Atlantica (SOUZA,; SILVA, 2016). A altitude da propriedade é
de 1007 m e o solo é classificado em sua classe textural como argilo-arenoso.

Os genotipos foram selecionados dentro de um talhdo da cultivar Mundo Novo por
apresentarem caracteristicas morfologicas distintas das demais plantas, caracteristica de plantas
segregantes. As plantas selecionadas destacaram-se quanto ao porte, cor dos brotos e frutos
grandes de coloragdo vermelha com elevada porcentagem de gréos retidos em peneiras de
tamanho igual ou superior a 16 (média de 91,4% em avaliacdo realizada no ano de 2015 — dados
ndo mostrados). O experimento foi instalado em dezembro de 2009 com espacamento de 1,5 m
entre plantas e 2,5 m entre linhas, em delineamento inteiramente casualizado. A implementacgéo

e conducao foram realizadas de acordo com recomendacdes técnicas para a cultura do cafeeiro.

2.2 Andlises sensoriais

Devido a segregacdo, houve a alternéncia da bienalidade de producéo apresentada pelos
genotipos. Do total de 15 genotipos, apenas seis obtiveram producao de frutos suficientes para
a realizagdo das analises sensoriais. Os frutos foram coletados em est&dio cereja, por meio de

coleta seletiva, seguindo para secagem pelo processo natural. Como controle, foram utilizadas
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duas cultivares: Catuai Vermelho e Mundo Novo, oriundas da mesma propriedade.

A colheita dos frutos ocorreu em 2019 e, no méaximo em seis horas apés a coleta, foram
levados ao terreiro de cimento e distribuidos uniformemente em peneiras (com moldura de
madeira e tela com malha de 2,00 x 1,00 mm, fabricada com fios de arame) tendo suas amostras
separadas. A secagem foi finalizada quando os graos atingiram a umidade de 11 a 12 %. Em
seguida, as amostras foram beneficiadas e encaminhadas para as analises laboratoriais.

A analise sensorial foi realizada por trés provadores credenciados, de acordo com a
metodologia proposta pela Specialty Coffee Association (SCA), correspondentes a trés
repeticbes. Segundo essa metodologia, cada atributo avaliado (uniformidade, auséncia de
defeitos, dogura, fragréncia e aroma, sabor, acidez, corpo, finalizagéo, equilibrio e final) recebe
notas de 0 a 10, de acordo com a intensidade nas amostras conforme terminologia apresentada
por Lingle (1986). De acordo com a classificacdo SCA, o café que alcanca pontuacdo menor
que 80 pontos ndo se enquadra como especial, de 80 a 84,99 ¢ classificado como muito bom,
de 85 a 89,99 como excelente e acima de 90 pontos é denominado excepcional.

2.3 Avaliacao de diversidade genética

2.3.1 Material vegetal e extragdo de DNA

Para o sequenciamento, foram coletadas folhas totalmente expandidas que se
encontravam no terceiro par de folhas dos ramos plagiotropicos, no terco médio da planta. As
folhas foram colocadas em tubos de polipropileno tipo Falcon de 50 ml, com amostras
separadas individualmente para cada um dos 15 gen6tipos. O mesmo processo foi realizado
para 62 acessos coletados no banco ativo de germoplasma (BAG) da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (Epamig). Esses acessos foram incluidos buscando verificar a
existéncia de padrbGes de variabilidade genética dos genotipos em estudo, identificando a
existéncia de semelhancas e divergéncias entre os conjuntos génicos dos genotipos e da
populagéo do banco de germoplasma.

Para a extracdo de DNA, as folhas de café foram maceradas em mortar com o auxilio
de pistilo, utilizando nitrogénio liquido, e logo apos, 200 mg de material vegetal foi armazenado
em tubos tipo eppendorf de 2 ml. Para extragdo, foi utilizado o Protocolo CTAB de Healey et
al., (2014), com algumas alteracdes. As analises de quantidade e qualidade foram realizadas no
espectrofotometro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Foram utilizados 1,5 ul. de cada

amostra observando-se a concentracdo do DNA e as relacdes de pureza Azeozso € A2601230,
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priorizando, valores entre 1,8 a 2,0 para as duas relagdes. Posteriormente, as amostras foram
encaminhadas ao Laboratorio de Culturas Perenes Sustentaveis, Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos, Servico de Pesquisa Agricola (USDA — USA).

2.3.2 Selecéo e genotipagem de marcadores SNP

Um total de 288 SNPs candidatos foram selecionados a partir das sequéncias SNP
publicadas por Merot-L'anthoene et al. (2019). O sistema de genotipagem nanofluidica
Fluidigm (South San Francisco, CA, EUA) foi usado para avaliar os marcadores SNP putativos
para a identificacdo do genotipo. O Assay Design Group da Fluidigm Corp. (South San
Francisco, CA, EUA) desenhou e produziu os primers SNP putativos para PCR especifica de
alelo competitivo, permitindo a pontuacéo bialélica de SNPs em loci especificos (KBioscience
Ltd, Hoddesdon, Reino Unido).

O protocolo seguido para genotipagem dos SNPs foi através do Fluidigm 96.96
Dynamic ArrayTM (Fluidigm, San Francisco, CA). Cada 96.96 Dynamic Array pode realizar
96 amostras contra 96 ensaios SNP, gerando um total de 9.216 pontos de dados em um Unico
experimento. Uma caracteristica chave desse protocolo é a inclusdo de uma reacdo de
amplificacdo direcionada especifica (Specific Targeted Amplification - STA) (WANG et al.,
2009), que permite o enriquecimento de moléculas modelo para cada reacdo individual do
Integrated Fluidic Circuit® (IFC), o que facilita a multiplexacdo durante a genotipagem. Uma
vantagem do STA é que ele permite o uso de amostras de DNA limitadas ou de baixa qualidade,
e reduz o viés que pode ocorrer quando as amostras sdo colocadas nos 96 poc¢os do IFC. Como
os tecidos da folha do café contém altos niveis de polissacarideos e polifendis que podem inibir
a amplificacdo por PCR, a etapa STA foi recomendada. A reacdo STA foi realizada conforme
descrito no Fluidigm SNP Genotyping User Guide, PN 68000098 Rev I1 (Fluidigm, 2013). O
master mix STA consistia em 2,5 uL de TagMan® Taq polimerase (Life Technologies,
Carlsbad, CA), PreAmp Master Mix (2X), 1,25 pL de Pooled assay mix (0,2X) e 1,25 puL de
DNA genbémico para uma rea¢do total com volume de 5,0 pL.

A PCR foi realizada com uma etapa de desnaturacao inicial de 95°C por 10 min, seguida
por 14 ciclos de um perfil de amplificacdo de duas etapas consistindo de 15 segundos a 95°C e
4 minutos a 60°C. O DNA amplificado resultante foi entdo diluido 1:5 em tampéo TE para
reduzir a concentracdo de quaisquer subprodutos de PCR restantes. As amostras foram entéo
genotipadas usando o nanofluidico 96.96 Dynamic ArrayTM IFC (Integrated Fluidic Circuit;
Fluidigm Corp.). O 96.96 Dynamic Array IFC para genotipagem SNP foi descrito por Wang et
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al. (2009). Imagens fluorescentes de ponto final do IFC 96.96 foram adquiridas em um gerador
de imagens EP1TM (Fluidigm Corp.). Os dados foram registrados com uso do software

Fluidigm Genotyping Analysis (Fluidigm, San Francisco, CA).

2.4 Andlises estatisticas

2.4.1 Dados sensoriais

As andlises estatisticas univariadas para os dados sensoriais foram realizadas com
auxilio do software GENES (CRUZ, 2016) e, ap0s detectar diferenca significativa por meio de
analise de variancia, para comparacao entre as médias foi utilizado o teste Scott-Knott (1974)

em nivel de 5% de probabilidade.

2.4.2 Dados moleculares

Os dados moleculares foram organizados no Microsoft Excel 2007 para cada loci SNP
amplificado. Amostras e loci SNPs ndo amplificados em mais de 10% foram excluidos da
analise de dados subsequente. Em seguida, os dados foram aprimorados e analisados quanto ao
desequilibrio de ligacdo (LD), usando o software SNP & Variation Suite v8.x (Golden Helix,
Inc., Bozeman, MT, www.goldenhelix.com). O limite foi definido como r?=0,8. Os loci SNP
com LD préximo e uma menor frequéncia de alelo (Minor Allele Frequency - MAF) < 0,05
foram removidos.

Foram estimados a heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada, indice de
informacdo de Shannon e coeficiente de endogamia para medir a informatividade dos
marcadores SNPs retidos usando o programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A
MAF foi calculada usando o software SNP & Variation Suite v8.x (Golden Helix, Inc.,
Bozeman, MT, www.goldenhelix.com).

A estrutura da populagdo das amostras de café foi determinada usando o software de
analise de agrupamento Bayesiano baseado em modelo STRUCTURE v2.3.422. Foi utilizado
0 modelo de mistura e a analise foi realizada sem pressupor qualquer informacéo prévia sobre
0S grupos genéticos ou origens geograficas das amostras. Dez execuc¢des independentes foram
avaliadas para cada namero fixo de clusters (valor K) variando de 1 a 10, com um comprimento

de burnin de 50.000 seguido por 100.000 interacGes.
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O software CLUMPP 1.1 (JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007) foi usado para
encontrar os alinhamentos ideais de execugdes independentes e a saida foi usada diretamente
como entrada em um programa de visualizacdo de cluster DISTRUCT 1.1 (ROSENBERG et
al., 2001). O namero mais provavel de clusters foi detectado utilizando os métodos de Evanno,
Regnaut e Goudet (2005), bem como o método proposto por Puechmaille (2016). Neste método,
o valor médio do limite de ades&o foi estabelecido em 0,5. A analise foi realizada usando o
programa online STRUCTURE SELECTOR (LI; LIU, 2018).

Para ilustrar as relacbes genéticas entre 0s grupos e subgrupos de germoplasma, a
analise multivariada baseada na distancia foi realizada nos dados individuais. A distancia e a
covariancia nao foram padronizadas. Além disso, uma analise de agrupamento usando o
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) foi realizada para examinar
melhor a relacdo genética entre 0s genotipos e os acessos. Para avaliar as relacdes filogenéticas
entre os grupos de germoplasma, a distancia genética pareada com base na proporcéo de alelos
compartilhados foi determinada seguindo o programa MICROSATELLITE ANALYZER
(DIERINGER; SCHLTTERER, 2003). O dendrograma UPGMA foi gerado a partir da matriz
de distancia resultante usando o programa de computador PHYLIP versdo 3.697
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.htm I). O dendrograma foi visualizado com o
programa FigTree v1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagéo sensorial

Os dados da caracterizacdo sensorial estdo dispostos na Tabela 1. Como ja comentado,
apenas seis dos 15 genotipos obtiveram quantidade suficiente de grdos para realizar as analises
sensoriais. Todos 0s genotipos e as cultivares se classificaram como bebidas especiais segundo
o0 protocolo de classificagdo da SCA. Pode-se destacar que o gendtipo 7 diferiu dos demais,
apresentando o melhor desempenho sensorial (87,50), se categorizando como bebida de
gualidade excelente, assim como 0s genotipos 8 e 1. Apenas o genétipo 14 ndo diferiu dos
controles, apresentando classificagdo como muito bom. Na descricao do perfil sensorial (Tabela
2), descrita com base nas nuances identificadas pelos provadores Q-graders em avaliacdo feita
por meio da prova de xicaras, 0s gendtipos apresentaram notas florais e frutadas caracteristicas
de cafés que apresentam pontuaces elevadas, categorizadas como excelentes ou excepcionais

de acordo com a metodologia utilizada. S&o identificadas também varias outras nuances em
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diferentes intensidades.

Tabela 1 - Pontuagdo total segundo a metodologia SCA, obtida em analise
sensorial univariada para seis gendtipos e duas cultivares
controle (Catuai Vermelho e Mundo Novo) referentes ao ano

safra 2018/20109.

Gendtipos/Cultivares controle Pontuacao*

7 87,50 a

8 86,83 b

1 86,66 b

10 85,00 ¢

9 84,66 ¢

Mundo Novo 84,16 d

14 84,00 d

Catuai Vermelho 83,66 d

CV% 0,45

Fonte: Do autor (2020)

Tabela 2 - Nuances identificadas por trés provadores com base na metodologia descrita pela
SCA em seis geno6tipos de café e duas cultivares controle.

GENOTIPOS/
CULTIVARES DESCRICAO SENSORIAL
CONTROLE
1 Acidez viva e brilhante, corpo cremoso e aveludado, sabor floral, frutas
amarelas, mel, melado, mascavo, finalizacdo longa e prazerosa.
7 Acidez viva, corpo cremoso e macio, floral, mel, limonada suica,
frutado, finalizacdo longa e doce.
8 Acidez viva e adocicada, corpo cremoso e macio, frutas amarelas, floral,
mel, rapadura, mascavo, finalizacdo longa e doce.
9 Acidez viva, corpo cremoso, dogura alta, mel, caramelo, chocolate ao
leite, finalizacdo longa e prazerosa.
10 Acidez adocicada, corpo cremoso, mascavo, caramelo, finalizagéo
longa.
14 Acidez média, corpo cremoso, caramelo, chocolate ao leite, mascavo,
finalizagdo longa e doce.
Mundo Novo Acidez adocicada, corpo cremoso, dogura alta, frutas amarelas,
caramelo, mascavo, chocolate ao leite, finalizagdo longa.
Catuai Acidez média, corpo cremoso, limpo, caramelo, chocolate ao leite,
Vermelho mascavo, finalizagdo longa.

Fonte: Adaptado de Nadaleti (2020).



36

3.2 Avaliacdo da diversidade genética

Com a utilizacdo de 288 marcadores moleculares SNPs foi gerado um dendrograma
(Figura 1) obtido pelo método de agrupamento UPGMA. Os autovalores foram extraidos da
matriz de similaridade genética encontrada entre os 62 acessos do banco de germoplasma e 0s
15 genotipos.

Foi observado a formacao de dois grandes grupos. No grupo |, sdo formados varios
subgrupos, dentre eles se encontra o subgrupo que compreende os 15 gendtipos, demonstrando
que estes gendtipos possuem similaridade genética entre si e compartilham grande parte dos
mesmos SNPs. No entanto, mesmo os genétipos formando um Unico grupo, eles se separam em
pequenos agrupamentos, demonstrando que ha variabilidade genética intraespecifica entre eles.

O subgrupo que compreende 0s gendtipos esta integrado dentro de um grupo maior onde
estdo contidos os acessos Mundo Novo IAC 379/19, Purpuracea MGO0138, Icatu precoce
IAC3282, Acaud e um hibrido (Acesso BAG 0179 R1) advindo do cruzamento de Catuai X
Amphilo, demostrando uma proximidade genética entre 0s gendtipos e essas cultivares.

Outros subgrupos demonstram a eficacia dos marcadores genéticos SNPs aqui
utilizados, que possibilitaram a identificacdo de semelhancas entre os conjuntos génicos da
populacéo, coerentes com dados fenotipicos e de genealogia. Pode-se destacar o agrupamento
dos acessos do grupo Catucai - Catucai Amarelo 24/134, Catucai Amarelo 2SL, dos acessos
pertencentes ao grupo Catuai - Catuai Vermelho, Catuai Amarelo IAC 62, Catuai Vermelho
IAC 99, Catuai Vermelho IAC 144. Outro agrupamento advém dos acessos do grupo Bourbon
- Bourbon Amarelo Acesso BAG 0038, Bourbon Vermelho Acesso BAG 0083.

Um agrupamento muito interessante que merece destaque foi formado pelos acessos
Gueisha, Gueisha porte baixo, Conilon 213 (C. Canephora), Robusta (C. Canephora), IAC 125
RN, Tupi IAC 1669-33, Polisperma Acesso BAG 0225 R2, Obatd IAC 1669-20, Sarchimor
MG8840, uma vez que todos eles apresentam resisténcia ao fungo da ferrugem alaranjada
(Hemileia vastatrix).

Com relagdo as similaridades genealdgicas, um subgrupo compreendeu 0s seguintes
acessos: Catigud MG2, Pau Brasil MG1, Progénie H 493-1-2 cv 134, MGS Paraiso, MGS
Catigua 3, Progénie Grupo Catigua H514, Progénie Grupo Ametista H-516-2-1-1-7-1, MGS
Ametista. Todos esses acessos se originaram do cruzamento da cultivar Hibrido de Timor com
cultivares do grupo Catuai. Esse fato justifica a presenca do acesso Hibrido de Timor UFV 408-
11 nesse subgrupo.

No gréafico gerado pelo software Structure (Figura 2) o valor mais alto do nivel de
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estrutura genética da populacio em estudo correspondeu ao delta K igual a 2 (APENDICE A).
Este valor de K=2 indica que 0s gendtipos e acessos formam dois grupos (Figura 2), bem como,
pode ser observado no dendrograma (Figura 1). Os geno6tipos e 0s acessos que compartilham
da mesma cor possuem em comum o0s mesmos SNPs, consequentemente apresentam
frequéncias alélicas em comum.

Acessos compreendidos no grupo | (Figura 1) apresentam majoritariamente a coloragéo
azul (Figura 2) e possuem acessos que passaram por programas de melhoramento genético,
sendo esses registrados mais recentemente no Registro Nacional de Cultivares (MAPA, 2020)
ou se encontram como linhagens avancadas. Esses acessos exibem excelente desempenho
agrondémico, evidenciando que possuem frequéncias alélicas que foram direcionadas por meio
de processos de melhoramento genético, visando objetivos pré-estabelecidos.

O agrupamento Il (Figura 1) contém geno6tipos que exibem a maior proporcao de cor
laranja (Figura 2). Nele estdo contidas cultivares que sdo conservadas em bancos de
germoplasma visando a preservacao de recursos genéticos ou para sua utilizacdo como parentais
em cruzamentos que almejam genes envolvidos em processos especificos. Sao acessos que,

normalmente, fazem parte da colecéo base do banco de germoplasma.
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Figura 1 - Dendrograma obtido pelo método UPGMA de 62 acessos e 15 gendtipos do género

Coffea utilizando 288 marcadores SNP.
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Figura 2 - Analise da estrutura genética de 62 acessos e 15 gendtipos (nimeros de 1 a 15) obtida
por meio do software Structure com K=2, baseado em 288 marcadores SNPs.
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4 DISCUSSAO

Muitas cultivares amplamente adotadas no inicio dos programas de melhoramento
genético de café no Brasil foram identificadas em propriedades particulares, devido a se
sobressairem quanto a producdo e/ou qualidade de bebida. Nessa conjuntura pode-se destacar
as cultivares Mundo Novo, Amarelo de Botucatu, Maragogipe Vermelho, Caturra Vermelho,
Caturra Amarelo, Bourbon Amarelo (CARVALHO, 2007; CARVALHO, 2008). Esses
gendtipos ampliaram os programas de melhoramento, pois trouxeram fatores de interesse
agrondmicos que agregaram maior produtividade, coloragdo amarela dos frutos, melhor
qualidade de bebida e porte reduzido das plantas (CARVALHO, 2007).

Os gendtipos utilizados neste trabalho foram selecionados devido ao seu destaque dentro
de um talhdo da cultivar Mundo Novo. Os 15 gendtipos apresentavam caracteristicas
morfolégicas distintas das demais plantas, se destacando quanto ao porte, cor dos brotos e frutos
grandes de coloracdo vermelha com elevada porcentagem de grédos retidos em peneira de
tamanho igual ou superior a 16 (média de 91,4% em avaliacdo realizada no ano de 2015 — dados
ndo mostrados), granulometria estabelecida de acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 8, de 11
de junho de 2003 (BRASIL, 2003).

A granulometria dos grdos de café possui uma relacdo indireta importante com a
qualidade sensorial. Do ponto de vista técnico, a desuniformidade dos grdos pode fazer com
que em uma mesma amostra, apos 0 processo de torra, se encontrem grdos crus, com elevada
acidez, juntamente a grdos queimados ou carbonizados, que aumentam o amargor da bebida
(SENAR, 2017). Sendo assim, o mercado atribui maior valor as amostras de cafés com maior
uniformidade, preferencialmente aquelas com a granulometria que se enquadra nos crivos das
peneiras que retém os grdos no tamanho 16 e acima (FERREIRA et al, 2013; MAPA, 2003).

Diante da excelente qualidade dos grdos, analises sensoriais foram realizadas em
amostras de café advindas destes 15 gendtipos. Nos resultados aqui apresentados constatou-se
a existéncia de genotipos promissores para qualidade sensorial, considerando as altas
pontuacgdes alcancadas por eles (Tabela 1), que se enquadram nas categorias de muito bom ou
excelente. Na descricao do perfil sensorial obtida por meio da prova de xicaras (Tabela 2) sdo
identificadas varias nuances em diferentes intensidades. Os genotipos apresentaram notas
florais e frutadas, caracteristicas de amostras de cafés com qualidade superior e pontuacdes
elevadas, como demonstrado nos trabalhos de BERTRAND et al., 2012 e FASSIO et al., 20109.
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De acordo com Giomo e Borém (2011), a diversificacdo dos atributos é uma
caracteristica de extrema importancia na cultivar, visto que no mercado de cafés especiais
quanto mais raros e exoticos forem os perfis sensoriais, mais valorizados seréo os cafés.

Pontuacdes finais de avaliacdo sensorial que se enquadram como excelentes (85 a 89,99
pontos) ou excepcionais (acima de 90 pontos) possuem um grau de dificuldade maior para
serem conquistadas, pois exigem uma maior harmonizacdo dos varios quesitos de qualidade
apresentados pelo café. Nesse contexto, o0 comportamento do gendtipo 7 é extremamente
relevante, pois no agrupamento de médias ele se destacou frente os demais, alcancando a maior
pontuacgéo no quesito total, com uma nota de 87,50 (Tabela 1).

Em avaliacdo realizada no ano safra 2014/2015, o gen6tipo 7 obteve pontuacdo média
de 88,12 no quesito total (Dados ndo mostrados), mesmo diante da grande seca ocorrida no
verdo de 2014 (COELHO et al., 2016), aliada a elevadas temperaturas e menor umidade relativa
do ar. Esse gendtipo vem mantendo uma estabilidade em relacdo a qualidade sensorial
demostrando um desempenho diferencial, com maior estabilidade ante as mudancas ambientais.

No dendrograma (Figura 1) os resultados evidenciam que os 15 genotipos testados
exibem variabilidade genética intraespecifica, pois formam pequenos agrupamentos dentro de
um subgrupo maior. Ademais, é possivel verificar que o potencial agronémico promissor se
justifica pela insercdo do subgrupo dos gendtipos dentro do agrupamento |, que contém em sua
maioria as cultivares mais recentemente lancadas e que apresentam excelente desempenho
agrondmico.

Estudos que buscam conhecer a diversidade genética do cafeeiro, tanto ao nivel de
espécies (HUANG et al., 2020), como de variedades (MEKBIB et al., 2020), estdo sendo cada
vez mais realizados. Esse conhecimento auxilia na escolha das melhores estratégias de
conducéo das populacbes segregantes, dentre elas a identificacdo de genitores contrastantes e
complementares para as caracteristicas almejadas. Assim sendo, nesses genotipos e acessos em
estudo, sdo abertas possibilidades de serem aliados boa produtividade, qualidade e bons indices
de diversidade genética.

Os acessos Mundo Novo TAC 379/19 e Purpuracea MGO138 apresentam alta
similaridade genética com 0 agrupamento que compreendeu 0s 15 genoétipos (Figura 1) e
compartilham quase a totalidade da mesma estrutura genética (cor azul - Figura 2). Purpuracea
caracteriza-se por uma mutacdo somatica condicionada por um par de genes recessivos (prpr).
Plantas de C. arabica que possuem esse fator genético manifestam em suas folhas estipulas e
hastes de tonalidade arroxeada (ANTUNES FILHO; CARVALHO, 1954; KRUG, 1949).

Devido a alta proximidade apresentada no dendrograma, juntamente com a descricao fenotipica
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feita pelos melhoristas envolvidos no programa de melhoramento da Epamig, este acesso
nomeado de Purpuracea, trata-se de um gendtipo oriundo da variedade de Mundo Novo que
possui os alelos recessivos prpr.

E possivel inferir que os 15 gendtipos ndo sdo plantas de uma cultivar diferente das
demais que se encontravam no mesmo local de plantio (cultivar Mundo Novo). Essa inferéncia
é validada devido aos coerentes agrupamentos dos acessos, tanto os que compartilham da
mesma genealogia - grupo Catuai, Bourbon, Catucai, os descendentes do cruzamento Hibrido
de Timor x Catuai Vermelho, os 15 genotipos (Figura 1) — quanto aqueles que compartilham
de caracteristicas fenotipicamente uniformes — grupo resistente a ferrugem alaranjada (Ver
Resultados — Figura 1).

Mundo Novo é uma cultivar que apresenta 6timo aspecto vegetativo e dispde de um
sistema radicular bem desenvolvido, condi¢es que refletem na elevada producdo de café
beneficiado, que podem alcancar até 100 sacas por hectare (CARVALHO, 2008;
GUERREIRO-FILHO; RAMALHO; ANDRADE, 2018). Apresenta alta capacidade de rebrota
e se destaca como uma das cultivares mais produtivas de C. arabica devido a sua alta
estabilidade e adaptabilidade. Esse conjunto favoravel de fatores faz com que as linhagens
advindas da cultivar Mundo Novo sejam amplamente adotadas pelos produtores, se tornando
uma das cultivares mais plantada no pais (Instituto Agrondmico de Campinas-1AC, 2020;
TASSONE et al., 2019).

Entretanto, até entdo, cafés da cultivar Mundo Novo ndo apresentaram potencial para o
mercado de cafés especiais de alto valor agregado, porque dificilmente atingem a classificacdo
categorizada como excelente (FASSIO et al., 2019). Diferentemente, os acessos Maragogipe
(CARVALHO, 2008), Bourbon (BOREM et al., 2016), Pacamara (FASSIO et al., 2019) e
Gueisha (BSCA, 2020), tém reconhecidas superioridades em relacdo as pontuacGes sensoriais
totais.

Dentre quatro acessos de Mundo Novo - Mundo Novo Amarelo Acesso BAG 1222,
Mundo Novo Acesso BAG 1230, Mundo Novo Acesso BAG 1238, Mundo Novo Acesso BAG
1256 - deste Banco de Germoplasma avaliados por Sobreira et al. (2016), apenas Mundo Novo
Acesso BAG 1256 alcangou pontuacdo total média de 85,55.

Ante o exposto, algumas hipoteses para a diferenciacdo desses genotipos podem ser
consideradas. A primeira é a mutacdo. Genes envolvidos em estruturas reprodutivas podem ter
passado pelo processo de mutacdo e ter como consequéncia 0 aumento do fruto e/ou a
combinacdo em diferentes niveis de sua composicdo quimica. Em tomate - Solanun

lycopersicun, mutacfes na sinalizacdo do peptideo CLV3 promovem a superproliferacdo de
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células tronco, o que afeta positivamente o tamanho do meristema floral, resultando no
desenvolvimento de 6rgédos extras nas flores e, consequentemente, frutos maiores (YUSTE-
LISBONA, et al, 2020).

Uma outra possibilidade é a ocorréncia de eventos de poliploidizacdo. Mesmo o café
sendo uma espécie alotetraploide, pode acorrer eventos de poliploidizacdo resultando em
plantas hexaploide, octoploide (MENDES, 1946). O aumento do tamanho e diversidade na
qualidade dos frutos ja foi verificado em espeécies que passaram por inducéo a poliploidia, como
Averrhoa carambola L. (HU et al., 2020) e Actinidia chinensis (WU et al., 2012).

Portanto, baseado nos resultados aqui apresentados, sdo abertas novas perspectivas para
outros estudos que podem trazer novas e potenciais informagdes para o setor cafeeiro, levando
a descoberta de alelos raros, contribuindo para o conhecimento da determinacéo da qualidade
sensorial em plantas de C. arabica. Testes em futuras progénies irdo contribuir para o
desenvolvimento de cultivares comerciais promissoras que aliem alta qualidade sensorial a
excelente desempenho agrondmico, bem como a obtencéo de genitores de bom desempenho

sensorial.

5 CONCLUSOES

Os marcadores SNPs utilizados se mostraram eficientes em agrupar acessos semelhantes
em caracteristicas fenotipicas e/ou genealdgicas.

Os 15 genotipos possuem variabilidade genética intraespecifica, bem como apresentam
alta similaridade genética com o acesso Mundo Novo.

Os seis genotipos de café avaliados apresentam alta qualidade sensorial, classificados
como especiais pela metodologia SCA, obtendo pontuacdo acima de 80, categorizados como
muito bom e excelente.

O genotipo 7 se destaca quanto a qualidade sensorial, se mostrando promissor na
obtencéo de progénies para futuros programas de melhoramento.
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APENDICE A - AK calculado. O valor modal dessa distribuicdo é o K (*) verdadeiro ou

o valor mais alto do nivel de estrutura, aqui dois clusters.
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Fonte: Do autor (2020).



