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Resumo

O Coffea canephora, especialmente o conilon, possui grande relevancia socioecondmica para o
Espirito Santo, sendo cultivado amplamente por sua alta produtividade e adaptacdo. A propagacao
clonal é pratica consolidada, mas a auséncia de ferramentas moleculares confiaveis compromete a
identidade genética das mudas, favorecendo erros e fraudes. A caracterizagdo morfoldgica € limitada,
reforgcando a necessidade do uso de marcadores moleculares, como os microssatélites (SSR), que sao
precisos e reprodutiveis. Neste estudo utilizamos um conjunto de SSRs selecionados aplicados ao
clone LB80, revelando divergéncias genéticas entre amostras comercializadas oriundas de diferentes
viveiros, 0 que indica falhas na fidelidade clonal e riscos a uniformidade produtiva. Os resultados
confirmam a eficiéncia dos SSRs como ferramenta de certificacdo, destacando a necessidade de
politicas de controle genético para garantir autenticidade, rastreabilidade e sustentabilidade da
cafeicultura capixaba.
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Introdugédo

O Coffea canephora é uma das espécies de maior importancia econémica para o Brasil, e apresenta
grande relevancia socioeconémica para o Espirito Santo (CONAB, 2021), sendo majoritariamente
cultivado em diferentes regides e responsavel por significativa parcela da produgéo nacional, sendo
responsavel por expressiva geragao de emprego e renda. Entre suas variedades botanicas, destacam-
se o conilon e o robusta, amplamente cultivados em fungéo de sua rusticidade, elevada produtividade
e adaptagao as condigdes locais.

No atual cenédrio da cafeicultura capixaba, a propagacdo clonal é uma pratica consolidada e
amplamente utilizada para garantir uniformidade, produtividade e qualidade (Silva et al., 2023).
Entretanto, a auséncia de ferramentas moleculares padronizadas para a verificagdo da identidade
genética dos clones favorece a ocorréncia de erros e fraudes na produgéo e comercializagdo de mudas,
comprometendo a sustentabilidade da cadeia produtiva.

A caracterizagado morfolégica, embora util, apresenta limitagées devido a influéncia do ambiente e a
semelhanga fenotipica que clones geneticamente distintos podem apresentar (Kirag et al., 2022),
dificultando a certificagdo e a rastreabilidade de materiais clonais, representando um desafio para o
setor. Sendo assim, torna-se essencial o desenvolvimento de métodos complementares, robustos e
independentes do ambiente, capazes de assegurar a correta identificacdo genética desses materiais.
O uso de marcadores moleculares de DNA surge como uma ferramenta estratégica, por serem
independentes do ambiente, reprodutiveis e capazes de fornecer informagdes detalhadas sobre a
identidade genética dos individuos. Dentre os diferentes tipos de marcadores, os marcadores
microssatélites (SSR) que constituem uma ferramenta molecular de alta preciséo, destacando-se por
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se apresentarem altamente polimérficos, serem multialélicos, codominantes e locus-especificos,
possibilitando a confiabilidade na geracéo de perfis moleculares individuais (fingerprints) (Geethanjali,
et al., 2024; Sulistyawati et al., 2024).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi testar e validar um conjunto de marcadores SSR,
altamente polimérficos e reprodutiveis para comparar o perfil molecular de alelos do clone comercial
de C. canephora LB80, oriundo de 13 viveiros e jardins clonais do estado do Espirito Santo. Os
resultados obtidos subsidiardo analises de diversidade genética, determinagdo de relagdes de
parentesco, detecgdo de misturas e caracterizagdo de grupos varietais, contribuindo para maior
seguranga na producgao, certificacao, fiscalizacdo e comercializagdo de mudas clonais no Espirito
Santo.

Metodologia
Material Vegetal e extragdo do DNA

Foram coletadas 32 mudas amostras do clone LB80 de C. canephora, incluindo um material clonal
de referéncia fornecido pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(INCAPER), mudas e matrizes de jardins clonais de 13 viveiros no estado do Espirito Santo (Tabela 1).
As amostras coletadas foram armazenadas no freezer a -80 °C por aproximadamente 24 horas, e em
seguida liofilizadas por 72 horas e maceradas. Para extragdo de DNA foi utilizado o protocolo CTAB,
com modificagdes (Zaidan et al., 2023), no qual utilizou-se 80 a 100 mg de tecido vegetal macerado.
Em seguida, o DNA foi ressuspenso em 40 yL de TE com RNAse (40 ug/mL) e deixado em banho-
maria a 37°C por 30 minutos.

As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotdbmetro, no NanodropTM 2000, e adotou-
se o parametro de pureza com relagéo de absorbancia de 260 a 280 nm (A260/A280), considerando a
faixa ideal entre 1,8 até 2,0. A avaliacado de integridade do DNA foi realizada através da eletroforese
com gel de agarose a 0,8% corado com GelRed®, e as amostras extraidas foram diluidas para a
concentragdo final de 20 ng uL-' de DNA e armazenadas em freezer a -20°C para serem utilizadas nas
analises moleculares por SSRs.

Tabela 1. Listagem dos viveiros, regidao onde se encontram e identificagdo das amostras oriundas de
cada um dos viveiros. Os viveiros que possuem jardim clonal, as amostras seguem: duas primeiras
amostras sdo mudas e a terceira amostra a matriz do jardim clonal. Os viveiros sem jardim, as amostras
sao constituidas por 2 mudas.

Viveiro Regido | Jardim clonal Igzgt;i:zfaéso

Incaper Sul Referéncia 1
Viveiro 1 | Noroeste Sim 2,3e4
Viveiro 2 | Noroeste Sim* S5eb
Viveiro 3 | Serrana | N&o/ Lavoura 7,8e9
Viveiro 4 | Serrana Sim 10, 11e 12
Viveiro 5 | Serrana Sim 13,14 e 15
Viveiro 6 | Serrana Nao 16 e 17
Viveiro 7 | Serrana Nao 18e 19
Viveiro 8 | Noroeste Sim 20,21e22
Viveiro 9 | Nordeste N&o 23e24
Viveiro 10 | Nordeste Nao 25e 26
Viveiro 11 | Nordeste Nao 27e28
Viveiro 12 | Nordeste Nao 29e 30
Viveiro 13 | Nordeste Sim* 31e32

Fonte: os autores.
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*Os viveiros 2 e 13 possuem jardim clonal, entretanto ndo se obteve amostras das matrizes clonais.

Genotipagem por marcadores SSR

Foram utilizados sete SSR para a analise de polimorfismo nos 32 individuos, sendo eles: CAM 16
((TC)11), CAM 22 ((AT)15), CAM 33 ((A)13 -5bp (AG)18), CC2P4 ((AT)22), CaEST-002 e SSR34
((AC)10 (CA)6) (Hendre, 2008; Ogutu et al., 2016; De Faria Silva et al., 2024). As reagdes de PCR
foram feitas com um volume final de 20 pL, contendo: 20 ng/uL de DNA, 1 X de PCR Buffer, 1 U Taq
DNA polimerase, 0,5 mM de cada primer F/R, 0,2 mM de dNTP e 1,5 mM de MgCI2 (Genbiotech). Para
as amplificacbes foram utilizadas as mesmas condi¢gdes no termociclador Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler (ThermoScientific®), alterando apenas as temperaturas de anelamento de cada marcador de
acordo com as referéncias de desenvolvimento deles. A reagéo seguiu por 1 ciclo de trés minutos, a
94 °C, 35 ciclos com 30 segundos, a 94 °C, 30 segundos a 55°C (CAM 16, CaEST-002 e SSR34), a
53°C (CC2P4), a 58°C (CAM 22 e CAM 33) e um minuto a 72 °C, com extenséo final de dez minutos,
a 72 °C. A analise dos produtos de PCR e analise do polimorfismo inicial foi feita através de eletroforese
em gel de poliacrilamida (10%) corado com GelRed®, com géis fotodocumentados.

Andlise Estatistica

A andlise de agrupamento utilizando a matriz de distancia euclidiana e similaridade, e o heatmap de
polimorfismo a partir da genotipagem, foram feitos utilizando os pacotes readr, dplyr, pheatmap,
RColorBrewer e o programa RStudio (Posit team, 2025), combinado com o ambiente R (R Core Team,
2024).

Resultados

O agrupamento através da matriz de similaridade genética (Figura 1) indica que as amostras nao
sao0 geneticamente idénticas. A amostra utilizada como referéncia fornecida pelo INCAPER deveria
agrupar-se com as demais amostras. Entretanto, ha formagéo de ramos distintos entre e dentro dos
viveiros, mostrando a divergéncia genética, sugerindo que parte das mudas comercializadas como
LB80 n&o corresponde de fato ao clone original.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade genética de 32 amostras do clone LB80 de Coffea canephora
de 13 viveiros do Espirito Santo, incluindo material de referéncia fornecido pelo INCAPER. A analise
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foi realizada a partir de sete SSR, revelando a formagédo de grupos distintos e a presenca de
polimorfismo entre mudas. Fonte: os autores.

Além disso, foi observado a presenca de polimorfismo entre os marcadores, isto &, diferengas no
padrao alélico entre os 32 individuos. A presenca de diferentes padrdes de cor na Figura 2 indica que
nem todas as amostras compartiiham o mesmo perfil genético esperado do LB80. Esse resultado
confirma que apenas parte dos viveiros mantém a identidade genética, demonstrando que a divergéncia

genética encontrada pode comprometer a uniformidade, produtividade e a qualidade do café produzido.
Heatmap de Alelos (SSR)
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Figura 2. Heatmap da distribuicdo de alelos obtidos a partir de sete marcadores SSR em 32 amostras
do clone LB80 de Coffea canephora, incluindo material de referéncia do INCAPER e individuos de 13
viveiros do Espirito Santo. A variagdo de cores representa diferengas no perfil alélico entre os
genotipos, evidenciando a presenga de polimorfismo e a formacgao de padrées heterogéneos. Fonte:
os autores.

Discussao

A andlise de identidade genética entre mudas e matrizes do clone LB80 utilizando sete SSR permitiu
identificar variagbes genéticas relevantes entre mudas comercializadas. provenientes de diferentes
viveiros do Espirito Santo. O dendrograma revelou a formagéo de grupos distintos, demonstrando que
nem todas as plantas comercializadas como LB80 compartilham o mesmo perfil genético do material
de referéncia fornecido pelo INCAPER.

Essa divergéncia indica que parte das mudas em circulagdo néo correspondem fielmente ao clone
original, refletindo falhas no processo de produ¢ao de mudas, seja na rastreabilidade e/ou distribui¢cao
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das mudas, ou ainda mutagdes genéticas pontuais e naturais que podem ocorrer durante a propagagao
vegetativa. De acordo com Hofmeister e colaboradores (2020), o acimulo de mutagdes somaticas pode
levar a divergéncia genética e, ocasionalmente, também fenotipica entre linhagens vegetativas dentro
de um mesmo individuo e entre individuos. Essas muta¢des podem surgir de erros durante a replicagao
ou de danos ao DNA causados por mutagénicos exégenos ou reagdes enddgenas a qualquer momento
durante o crescimento celular (Gao et al., 2016).

Os heatmaps de alelos confirmam esse cenario, uma vez que evidenciam a ocorréncia de
polimorfismo entre os individuos analisados. Enquanto algumas amostras apresentaram padrdes
alélicos homogéneos e compativeis com o clone de referéncia, outras mostraram variagao significativa,
sugerindo a presenga de materiais geneticamente distintos. Essa heterogeneidade pode resultar tanto
de mutagdes, quanto da introdugdo acidental de plantas oriundas de sementes, de erros de
identificacdo nos viveiros ou até mesmo da comercializagdo de clones diferentes sob a mesma
denominacéao de LB80.

Do ponto de vista agrondbmico, essas discrepancias sao preocupantes, uma vez que a propagagao
clonal visa assegurar uniformidade e estabilidade produtiva. Estudos anteriores reforcam esse alerta,
destacando a importancia do controle genético rigoroso para garantir a autenticidade de clones em
programas de melhoramento e sistemas de produgéo de mudas (Ferrdo et al., 2019; Zaidan et al.,
2023).

Ademais, os resultados obtidos evidenciam a eficiéncia dos SSRs na detecg¢ao de variagao genética
entre individuos do mesmo clone em C. canephora, corroborando sua aplicabilidade como ferramenta
de certificacdo e rastreabilidade. A implementacao de analises moleculares rotineiras nos viveiros pode
contribuir para assegurar a identidade genética dos materiais clonais disponibilizados ao produtor,
fortalecendo a cadeia produtiva e evitando perdas associadas a utilizagdo de mudas geneticamente
inconsistentes.

Conclusao

Os resultados demonstram que ha variagao significativa entre materiais de LB80 de diferentes
viveiros, evidenciando problemas relacionados a fidelidade clonal na cadeia de produgédo de mudas de
C. canephora no Espirito Santo. Sendo assim, destacando-se a necessidade de politicas de certificagdo
genética e uso de marcadores moleculares, associando a transferéncia de tecnologia e conscientizagao
dos viveiristas para garantir a pureza e a autenticidade do material comercializado, sendo fundamentais
para a consolidacdo da cafeicultura sustentavel, garantindo a qualidade e competitividade do café
conilon no cenario nacional e internacional.
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