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Resumo- O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de amplificacdo cruzada de 21 marcadores
microssatélites entre espécies do género Coffea. Marcadores SSR originalmente desenvolvidos para Coffea
arabica foram utilizados em reagGes de PCR para avaliacdo de amostra de DNA de nove genotipos de
cafeeiro da espécie Coffea canephora. Os genotipos avaliados pertencem ao banco de germoplasma do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (Incaper). Na avaliacdo da
transferabilidade dos loci, foi verificado que, dos primers SSR analisados, 13 (61,9%) geraram produtos de
amplificagdo satisfatorios para as analises moleculares, dos quais sete apresentaram-se polimorficos.
Apenas dois microssatélites (SSRCa018 e SSRCa087) revelaram PIC consideraveis. Com relacdo as
analises de variabilidade genética, os gendtipos ES-Robusta Precoce e o ES-Robusta tardio foram os mais
similares e o ES-Robusta IAC2286-3 e ES-Robusta tardio os mais divergentes. Nao foram identificados
grupos por meio do agrupamento UPGMA, sendo necessario a avaliagdo de um maior nimero de loci para

adequada estimativa da variabilidade genética entre os genoétipos de café aqui estudados.
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Introducéo

O género Coffea abriga mais de 100 espécies
(DAVIS e STOFFELEN, 2006) dentre as quais,
Coffea arabica e Coffea canephora (café robusta)
respondem por quase todo o café produzido e
comercializado no mundo. O café arabica
representa mais de 60% desta producao sendo
cultivado em regifes mais frias, geralmente em
altitudes acima de 500 metros. Desta espécie

pode ser obtida uma producdo de cafés mais

finos, com melhor aroma e sabor. O café robusta,
responde por aproximadamente 40% da producao
mundial e é adaptado & regides mais quentes e
de altitudes abaixo de 500 metros. Seus frutos
originam um café de bebida neutra, utilizado na
producdo de café solivel e em “blends” com
arabica (SEAG, 2008).

Com relacdo aos aspectos genéticos e
morfoagronémicos, plantas da espécie C.
(2n=2x=22

auto-incompatibilidade

canephora séo dipléides
Cromossomos),  com
genética do tipo gametofitica e reproduzem-se
por fecundacdo cruzada (CHARRIER e

BERTHAUD, 1985). Em razd8o de sua forma
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natural de reproducdo, as lavouras de café
robusta sdo de grande heterogeneidade, com
plantas muito distintas quanto a arquitetura da
parte aérea, ao formato e tamanho dos gréos, a
época e uniformidade de maturacdo dos frutos,
suscetibilidade a pragas e doencgas, tolerancia a
seca, ao vigor vegetativo, a capacidade produtiva,
entre outros, sendo dificil a caracterizacdo de
variedades dentro da espécie (CHARRIER e
BERTHAUD, 1985; BERTHAUD, 2001).

Considerando a situacdo acima descrita,
estudos a respeito da diversidade genética entre
gendtipos em um banco de germoplasma ou em
um programa de melhoramento tornam-se
indispenséaveis. Tal informacdo esta relacionada
ao fornecimento de um amplo suprimento de
variacdo alélica que pode ser usada para criar
novas combinacdes de genes favoraveis. Sob o
ponto de vista agrondmico, a importancia dessa
variabilidade dentro de uma populagdo é que sem
ela a selecdo nédo é possivel (CRUZ e REGAZZI,
1997). A utilizacdo de marcadores moleculares de
DNA na caracterizagdo do germoplasma do
cafeeiro é tida como referéncia na determinacéo
da variabilidade genética (CUBRY et al., 2008;
FERRAO et al., 2009). A andlise da diversidade e
a selecdo de caracteristicas agronémicas
monitoradas por marcadores  moleculares
baseiam-se no principio de que se um gene, ou
um bloco de genes, encontra-se ligado a um
marcador genético de facil identificacdo, entao,
esse marcador pode ser usado para selecionar a
caracteristica de interesse em um programa de
melhoramento.

Devido & sua maior praticidade, atualmente os
marcadores moleculares mais usados no
melhoramento sdo o0s microssatélites (Simple
Sequence Repeats — SSR) (LITT e LUTY, 1989),

sendo de natureza codominante e baseados na
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técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(Polymerase Chain Reaction - PCR). Em resumo,
a caracterizacdo de individuos utilizando
marcadores moleculares de DNA pode otimizar e
facilitar a distingdo entre gendétipos relacionados,
aumentando a eficiéncia na orientacdo de
cruzamentos entre materiais genético em um
programa de melhoramento. Desta forma esse
estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
amplificacdo cruzada de 21 marcadores
microssatélites entre as espécies de Coffea.
Marcadores SSR originalmente desenvolvidos
para Coffea arabica foram utilizados em reacdes
de PCR para avaliacdo de amostra de DNA de
nove gendtipos de cafeeiro da espécie C.

canephora.

Materiais e Métodos

O material genético utilizado neste estudo faz
parte do banco de germoplasma do Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (Incaper). Foram avaliados neste
estudo nove diferentes gendtipos de C.
canephora: ES 83, ES 02, ES 153, ES 03, ES
Bucobensi 04, ES Robusta IAC2286-3, ES
Robusta precoce, ES Robusta tardio e ES
Conilon JP.

Amostras de folhas de cada gendtipo foram
coletadas no Incaper e armazenadas a —30 T no
laboratério do CCAUFES até serem utilizadas
para extracdo do DNA. A extracdo foi feita de
acordo com o protocolo de Doyle e Doyle (1990),
com modificacBes propostas por Abdelnoor et al.
(1995).

Foram utilizados 21 primers de SSR
desenvolvidos partir de sequéncias genémicas da
espécie C. arabica (MISSIO et al. 2009). As
reacbes de amplificacdo foram feitas em um

volume total de 20uL, contendo Tampé&o Taq 10x
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2 uL; Agua ultrapura 10,18 pL; MgCI2 0,4 pL;
0,3 uL de cada um dos desoxinucleotidios (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP); 1uL+1uL de primer, 0,12
UL enzima Taq polimerase e, aproximadamente,
5 puL de DNA. As amplificagBes foram efetuadas
em termociclador, constituido da seguinte
sequéncia: touchdown programado para 10 ciclos
94°Ca30s,66°Ca30s,72°C a30s e outro
de 30 ciclos de 94 °Ca30s,57°Ca30se 72°C
a 30 s. Apods os 30 ciclos, foi realizada uma etapa
de extensdo final de 8 minutos a 72 °C e,
finalmente, a temperatura reduzida a 4 °C. Ap6s a
amplificagdo foram adicionados, a cada amostra,
3 pl do corante tipo IV (0,25% de azul-de-
bromofenol e 60% de glicerol). Estas amostras
foram aplicadas em gel de acrilamida 0,6%,
contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e
submerso em tampdo TBE (Tris-borato 90 mM,
EDTA 1 mM). A separagao eletroforética ocorreu
em um periodo de cerca de 3 h, a 110 volts. Ao
término da corrida, os géis foram visualizados em
Transiluminador UV.

O registro de dados moleculares foi feito a
partir das bandas polimérficas detectadas entre

0s gendtipos. Foi gerada uma matriz, onde a
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codificacdo (1, 2, 3, ..., n) é de acordo com o

namero de alelos para cada loco. Os homozigotos
sdo representados por 11, 22, 33, ... nn, e 0s
heterozigotos por 12, 13, 23, ... n, sendo o valor 0
destinado a falta de informacdo (dado perdido)
sobre o individuo. Os valores de similaridade
genética foram estimados através do quadrado da
distancia Euclidiana média a partir de variaveis
padronizadas. As estimativas de dissimilaridade
genética (dii’) foram feitas de acordo com o
complemento aritmético do coeficiente de
coincidéncia simples e posteriormente organizado
em matrizes, para serem empregadas na analise
de agrupamento pela ligagdo média entre grupos
(UPGMA). As analises de divergéncia genética e
de agrupamento foram realizadas com o auxilio

do programa Genes (CRUZ, 2001).

Resultados

Dos 21 pares de primers SSR analisados, 13
(61,9%) geraram produtos de amplificacdo
satisfatérios para as analises moleculares, dos

quais 7 apresentaram-se polimorficos (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliacdo das amplificacdes obtidas com os 7 loci microssatélites que revelaram polimorfismos

entre os individuos de Coffea canephora utilizados no presente estudo.

Loci SSRCa018 SSCa021 SSRCa040 SSRCa045 SSRCa054 SSRCa084 SSRCa087 Média
Ta 57 57 57 57 57 57 57

N 6 2 2 2 2 3 3

Ho 0,6667* 0,2222 0,0** 0,625 0,875 0,6667 0,8571** 0,559
He 0,7778 0,1975 0,4688 0,4297 0,4922 0,4938 0,6122 0,496
PIC 0,7456 0,178 0,3589 0,3374 0,3711 0,4377 0,5298

TA — Temperatura de anelamento; N — Numero de alelos detectados; Hp — heterozigozidade observada; Hg

— heterozigozidade esperada; PIC — contelido de informacao de polimorfismo; Desvio significativo do

Equilibrio de Hardy-Weinberg — (* P < 0,005; **P < 0,001)
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Utilizando quadrado da distancia Euclidiana avaliados. Os resultados estdo apresentados na

média, foram obtidos os valores de divergéncia tabela 2.

genética entre os gendtipos de Café aqui

Tabela 2 - Valores de divergéncia genética entre os nove genotipos de Coffea canephora estimados através

do quadrado da distancia Euclidiana média

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0
2 0,449 0
3 0,621 0,225 0
4 0,656 0,562 0,518 0
5 0,587 0,604 0,552 0,173 0
6 0,565 0,707 0,690 0,656 0,483 0
7 0,656 0,552 0,449 0,363 0,535 0,725 0
8 0,759 0,604 0,552 0,414 0,587 0,776 0,156 0
9 0,742 0,742 0,569 0,604 0,569 0,759 0,242 0,242 0

1-ES83;2-ES02;3-ES153;4-ES03;5-ES04; 6 —ES 2286-3; 7 - ES Robusta Precoce; 8 - ES
Robusta Tardio; 9 - ES Conilon JP

Discusséao Em um estudo similar ao aqui exposto, Baruah
Os experimentos agqui conduzidos et al. (2003) encontraram cerca de 33% de
caracterizam a priori um teste de transferabilidade eficiéncia nos ensaios de transferabilidade dos
dos marcadores entre espécies do género Coffea. marcadores SSR. Por fim, PEAKALL et al. (1998),
Os resultados apresentados na tabelal, em trabalhos de amplificagdo cruzadas com
revelaram uma elevada eficiéncia de amplificacé@o microssatélites entre espécies do género Glycine,
(13 - 61,9% - dos 21 marcadores SSR utilizados), discutem que ha uma elevada taxa de
com um percentual satisfatério de locos amplificacdo cruzada destes marcadores entre
polimorfismos detectados (sete - 53,84% - dos 13 taxons filogeneticamente relacionados, o que
marcadores). Entretanto ao comparar os loci possibilita uma alternativa menos custosa para o
polimorficos, foi observado uma grande variagéo desenvolvimento de microssatélites em espécie.
no nivel de polimorfismo detectado, o marcador De acordo com os resultados (Tabela 2),
SSRCa018 revelou seis alelos e um valor de PIC pode-se observar o grau divergéncia genética
(Polymorphism Information Content) 0,7456 entre os acessos considerando os loci utilizados.
enquanto apenas dois alelos foram detectados As estimativas obtidas sdo um indicativo dos
com o marcador SSCa021 e um PIC de 0,178. valores de variabilidade genética existente entre
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os clones de C. canephora aqui avaliados. Os
gendtipos que se mostraram menos divergentes
foram ES Robusta Precoce e ES Robusta Tardio.
Ao contrario, entre ES Robusta IAC 2286-3 e ES
Robusta Tardio foram estimados os menores
valores de dissimilaridade. Estes dados séo
contrastantes em relacdo as informacdes
genealdgicas e de caracteres fenotipicos dos
gendtipos de cafeeiro aqui avaliados, o que pode
ser atribuido ao reduzido numero de loci
utilizados nas andlises. Os procedimentos de
agrupamento propostos na metodologia né&o
possibilitaram a identificacdo de grupos,
sugerindo uma base genética estreita entre os
gendtipos de C. canephora e que deverdo se
avaliados um maior nimero de loci para
adequada estimativa da variabilidade genética,
bem como da melhor discriminacdo dos genétipos
guanto a sua similaridade genética, no sentido de
relacionar a caracterizagdo molecular e
fenotipica. Concluindo, Baruah et al. (2003) e
Cubry et al. (2008) afirmam que estudos de
transferabilidade de marcadores SSR e aplicacédo
destes em trabalhos de diversidade entre
espécies do género Coffea contribuem para
tornar mais eficientes o processo de selecéo e a
orientacdo de cruzamentos no melhoramento

genético do cafeeiro.

Concluséo

Foi verificada a elevada eficiéncia de
amplificacdo cruzada de primers SSR entre as
espécies Coffea arabica e Coffea canephora, o
gue sugere sua utilizacdo em trabalhos futuros
como ferramentas auxiliares em programas de

melhoramento genético do cafeeiro robusta.
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