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FERREIRA, Rafaelle Vecchia. Genotipagem de uma colecdo de Coffea arabica
utilizando marcadores microssatélites. 61 f. 2013. Mestrado em Genética e
Biologia Molecular — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2013.

RESUMO

O Brasil € o maior produtor mundial de café, além de ser o maior exportador e
segundo maior consumidor. O melhoramento tradicional de cafeeiros tem mostrado
expressivos resultados em relacdo ao aumento da produtividade e tolerancia a
estresses bidticos e abidticos. Entretanto, a eficiéncia do melhoramento
convencional € limitada em cafeeiros por ser uma espécie perene, com um longo
periodo juvenil, e com baixa variabilidade genética entre as principais cultivares
comerciais. Portanto, a identificacdo de marcadores moleculares relacionados a
caracteristicas de interesse seria de extrema valia, permitindo maiores ganhos
genéticos por ciclo de selecdo. Estudos preliminares com o0s marcadores
microssatélites em uma colecdo de Coffea arabica proveniente do centro de origem
(Etiopia) permitiram a selecdo de 48 locos microssatétites para futuras analises de
diversidade. Neste trabalho validamos 8 locos microssatélites para discriminar novos
acessos de C. arabica introduzidos na colecéo. Estes 8 locos geraram um total de 19
alelos, com uma média de 2,3 alelos por loco. A andlise genotipica indicou quais
acessos corresponderiam corretamente aos acessos ET34, Java e ET19. Os locos
microssatélites utilizados foram eficientes para discriminar os acessos de C. arabica
provenientes de Camarfes e o numero de locos utilizado (8) também foi suficiente
para a separacdo entre 0S acessosS com seus respectivos gendtipos. Em um
segundo trabalho, com a finalidade de aumentar o conhecimento sobre a
diversidade molecular dentro do centro primario de origem de C. arabica, os 48
microssatélites foram utilizados na anélise de 132 gendtipos que compdem a
colecdo da Etidpia, utilizando um sistema semi-automatizado de deteccdo dos
alelos. Os fragmentos de PCR dos 132 genotipos foram separados por eletroforese
capilar através do sequenciador automatico de DNA. A diversidade genética dos
acessos de C. arabica foi avaliada pelo nimero médio de alelos por loco (A) e pela
porcentagem de locos polimoérficos (P). Além disso, foi realizada a andlise de
distancia genética, a partir da construcdo de um dendograma, usando o software
DARwin 5. Quarenta e trés locos microssatélites produziram 256 alelos para a
colecdo de C. arabica do centro de origem. Trinta e oito deles foram considerados
polimorficos segundo a analise dos alelos, com numero médio de 6,6 alelos por loco.
A porcentagem de locos polimérficos (P) observada foi de 79,16%. Também foi
confirmada a transferabilidade de locos desenvolvidos para C. canephora para os
genotipos de C. arabica analisados. O dendograma construido a partir dos dados
obtidos separou os gendtipos em 2 grandes grupos, porém ndo houve a separacao
geografica entre leste e oeste do Vale do Rift (Etiopia). A técnica semi-automatizada
foi eficiente para a genotipagem da cole¢éo da Etiépia, pois houve uma reducéo de
tempo e trabalho no processo de genotipagem.

Palavras-chave: Coffea arabica. Diversidade. marcadores microssatélites.



FERREIRA, Rafaelle Vecchia. Genotyping of a collection of Coffea arabica using
microsatellite markers. 61 p. 2013. Mestrado em Genética e Biologia Molecular —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2013.

ABSTRACT

Coffee is one of the main agricultural commodities and Brazil is their largest producer
and exporter, being also the second largest consumer market. Coffee breeding has
shown impressive results in terms of increased productivity and tolerance to biotic
and abiotic stresses. However, the efficiency of conventional breeding is limited. The
identification of molecular markers linked to traits of interest would be extremely
valuable, allowing greater genetic gain per cycle of selection. Therefore, we start to
use SSRs markers to characterize a wild population of Coffea arabica, originated
from the center of origin, called Ethiopia collection. Preliminary studies with
microsatellite markers in this collection allowed the selection of 48 loci for future
analyzes of diversity. One initial work reported here, used eight microsatellites to
discriminate new accessions of C. arabica introduced in the collection. The genotypic
analysis of three new access, was able to distinguish them and correctly identified
the new access. In a second work, the 48 microsatellite loci were tested with the 132
genotypes that make up the collection. PCR fragments of 132 genotypes were
separated by capillary electrophoresis. The genetic diversity of accessions of C.
arabica was evaluated by the average number of alleles per locus (A) and the
percentage of polymorphic loci (P). A dendogram with the genetic distance was build
using the software Darwin 5. Forty-three microsatellite loci yielded 256 alleles for the
collection of C. arabica center of origin. Thirty-eight of them were polymorphic. An
average number of alleles per locus 6,6 were found. The percentage of polymorphic
loci (P) was 79.16%. It was also confirmed the transferability of loci detected for C.
canephora for genotypes of C. arabica collection. The dendrogram constructed
separated the collection into two large groups, but there was no geographical
separation between east and west of the Rift Valley (Ethiopia). The semi-automated
genotyping technique was efficient to characterize the collection of Ethiopia, with a
reduction in both time and effort to perform the work.

Key words: Coffea Arabica. genetic diversity. microsatellite markers.



2.1
211
2.2
221
2.2.2
2.3

SUMARIO

INTRODUGAO . .......cuiiieeeieeeeeeeeee e, 10
REVISAO DE LITERATURA ..o 12
GENERO COffBA ...veueiieieieiiieiciee e 12
Coffea arabiCa .......cuuuuuiiei e 13
MARCADORES MOLECULARES ..., 14
Marcadores MiCroSsatélites........ccccccviiiiiiiiiii 17
Marcadores microssatélites em Coffea ........c.cccuvvvvvvvviviiiiiiiiiiiiininnnnn. 21
SISTEMAS AUTOMATIZADOS DE GENOTIPAGEM

UTILIZANDO SSR....ooiie e 25
OBUIETIVOS ..ottt e e e e eeeeas 28

CAPITULO 1- Identificacdo de novos acessos de Coffea arabica

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5

CAPITULO

introduzidos na cole¢do da Etiopia do IAPAR .......cccccceeeeenn, 29
RESUMO ...ttt et e e e e e e st e e e e e e e e nann 29
INTRODUGAO . ... .ottt ettt es st 30
MATERIAIS E METODOS......cooiiiiiiieieiieieeeieie e 32
Material vegetal ... 32
Isolamento do DNA genOMICO ......ccuuviiiiieeeeeeeeeeieie e 33
Amplificacdo dos locos microssatélites via PCR ..........ccccevvvuennn... 33
Eletroforese dos fragmentos .......ooouuuiiiiiiiiiiiiiiic e 34
ANAalise doS dadOS ......coooeiiiiiiiii 34
RESULTADOS E DISCUSSAO. ......cociceeeeeeeeeeeeeeeee e 35
CONCLUSOES. ..ottt 39

2 - Genotipagem de uma colecdo de Coffea arabica

utilizando marcadores microssatélites.........ccccoeeeeiiiiiininnnnnnn. 40
RESUMO ... ittt e e e e e e e e e e e e e e 40
INTRODUGAO . .......coiiieeeieeeeeeeeee e, 41
MATERIAIS E METODOS......coiiiieie ettt 44

Material Vegetal ..o 44



2.2 Isolamento do DNA genNOMICO.......ccovuuiiiiie e 45

2.3 Amplificacdo dos microssatélites Via PCR ........cccoooeeiiiiiiiiiiiiieeeeee, 46
2.4 AN&lise doS dadOS ......cooiiiiiiiiiiii 48
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ovieiiriiieieiee st 49
3.1 Caracterizacdo dos locos microssatélites .........ccccvvvvvviciiieeeeeeeeeennnns 49
3.2 Transferabilidade dos marcadores microssatélites .......................... 51
3.3 Diversidade genN@tiCa.........cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 51
4 CONCLUSOES ...ttt 55

REFERENCIAS oo e ettt et 56



10

1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de café, além de ser o maior
exportador e segundo maior consumidor. Duas espécies do género Coffea, Coffea
arabica e Coffea canephora sao cultivadas mundialmente, sendo que a espécie C.
arabica representa cerca de 70% do café cultivado. Nos dias atuais, devido as
exigéncias cada vez maiores do mercado consumidor e as preocupacfes com
mudancas climaticas, a qualidade do café e a tolerancia da planta aos estresses
bidticos e abidticos vém se tornando o foco central da maioria dos programas de

melhoramento.

O melhoramento tradicional de cafeeiros tem mostrado expressivos
resultados em relacdo ao aumento da produtividade e tolerancia a estresses bidticos
e abidticos. Entretanto, a eficiéncia do melhoramento convencional é limitada devido
a caracteristica perene dessa espécie, ao longo periodo juvenil e a complexidade do
controle genético das caracteristicas de interesse, que séo, na maioria dos casos,
poligénicas, com custos de caracterizacdo altos. Portanto, a identificacdo de
marcadores moleculares relacionados a caracteristicas de interesse seria de
extrema valia, permitindo maiores ganhos genéticos por ciclo de selecdo. No
entanto, para que iSso ocorra, existe a necessidade inicial de um estudo da
diversidade da espécie para essas caracteristicas. Nas Américas, os cultivares de C.
arabica derivam basicamente de duas variedades botanicas: Typica e Bourbon.
Sendo assim, a diversidade genética dos gendtipos cultivados € pequena, o que
gera restricdes tanto para os programas de melhoramento, quanto para os trabalhos

de busca de marcadores polimorficos para auxiliarem esses programas. Uma
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variabilidade genética maior é encontrada nas colecfes de acessos provenientes do
centro de origem, a Etiopia, e que podem ser utilizadas como fonte de genes de

interesse para o melhoramento do cafeeiro.

O Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) possui uma cole¢cédo de
132 acessos de C. arabica originarios da Etiopia (centro de origem) e a avaliacdo
desses acessos com marcadores moleculares constitui uma ferramenta importante
para a caracterizacdo da diversidade genética e para o mapeamento de
caracteristicas de interesse. Esta caracterizacdo genotipica de uma colecdo de
cafeeiros provenientes da Etiopia ser4 o ponto de partida para o mapeamento de

genes ou marcas de interesse agronémico.

Em estudo anterior, foram pré-selecionados 48 locos microssatélites
polimdrficos a partir de gendtipos que representavam parte da diversidade da
colecdo. Na primeira parte deste trabalho, 8 destes locos microssatélites foram
validados através da identificacdo de novos acessos de C. arabica que vieram

recompor a colecdo da Etiopia do IAPAR.

Visando o trabalho em larga escala para o estudo de toda a colecéo
da Etidpia, na segunda parte do trabalho, foi implementada a metodologia de
genotipagem utilizando um sistema semi-automatico de eletroforese capilar

associada a deteccéo por fluorescéncia em sistema multiplex.

Este trabalho fornecerd subsidios para estudos futuros de
associacdo em C. arabica e permitira, em curto ou médio prazo, a identificacdo de

ferramentas moleculares para os programas de melhoramento dessa espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Coffea

Originario da Etiopia, o género Coffea pertence a familia Rubiaceae
e é formado por cerca de 100 espécies (VIEIRA et al., 2006). Este género se divide
em quatro secOes: Eucoffea que apresenta 24 espécies, Marcarocoffea com 18
espécies, Argocoffea com 11 espécies e Paracoffea com 13 espécies. Entre essas
secdes, a de maior importancia econdmica é a Eucoffea, pois abrange as espécies
mais cultivadas para o consumo do café, que por sua vez se divide ainda em
subsecbes, dentre as quais a Erythrocoffea, que apresenta as espécies Coffea
arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehner (BRIDSON e VERDCOURT,

1988).

A maioria das espécies conhecidas do género é diploide (2n = 2x =
22 cromossomos) e predominantemente alégama. Coffea arabica, no entanto, é
classificada como alotetraploide (2n = 4x = 44 cromossomos), oriundo dos
progenitores diploides Coffea eugenioides e Coffea canephora (LASHERMES et al.,

1999) e com um sistema reprodutivo predominantemente autégamo.

Dentro do género Coffea, comercialmente sdo importantes as
espécies C. arabica e C. canephora (BARUAH et al.,, 2003), que correspondem,
respectivamente, a 70% e 30% do café produzido mundialmente (YU et al., 2011). A
primeira estimativa de producao de café para a safra 2013 indica que o Brasil devera
colher entre 46,98 e 50,16 milhdes de sacas de 60 quilos do produto beneficiado

(CONAB, 2013).
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2.1.1Coffea arabica

As principais cultivares comerciais de C. arabica derivam, na grande
maioria, das variedades Typica e Bourbon, originalmente introduzidas no Brasil em
1727 e 1859, respectivamente (ANTHONY et al., 2001). Com isso, a base genética
das cultivares comerciais é estreita e a diversidade molecular observada entre eles é
baixa (ANTHONY et al., 2002; STEIGER et al., 2002). Todavia, uma maior
variabilidade é observada no centro primario de diversidade de C. arabica, que se
encontra nos altiplanos do sudoeste da Etiopia (ANTHONY et al., 2001,
SILVESTRINI et al., 2007). Prospeccdes foram organizadas para coletar genotipos
originarios dessa regido pela FAO (1968) e as amostras coletadas foram
encaminhadas para seis institutos: na india, na Tanzania, na Etiopia, na Costa Rica,
no Peru e em Portugal. Amostras destes acessos foram repassadas por sementes
ao IAC, que por sua vez forneceu 132 acessos ao IAPAR. As plantas vém sendo
cultivadas em campo e, nos Uultimos anos, caracterizadas fenotipica e

genotipicamente.

A importancia e o valor econdmico dos recursos genéticos de C.
arabica, oriundos da Etiépia, foram discutidos por Hein e Gatzweiler (2006). Estes
autores avaliaram algumas caracteristicas alvo que j& foram identificadas como
variaveis entre os genétipos da Etiépia como, por exemplo, baixos niveis de cafeina
(SILVAROLLA et al., 2004); resisténcia a doencas e pragas: como Colletotrichum
kahawae (VAN DER VOSSEN e WALYARO, 1980); Hemileia vastatrix (VAN DER
GRAAFF, 1981; KUSHALAPPA e ESKES, 1989); Meloidogyne incognita (ANZUETO
et al.,, 2001) e produtividade (BERTRAND et al., 2005). Devido ao seu valor
econdémico, pois constituem uma grande fonte de alelos para o melhoramento

genético, os recursos genéticos de C. arabica da Etiopia, vém sendo caracterizados,
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tanto fenotipica (CARVALHO et al., 1983; MONTAGNON e BOUHARMONT, 1996;
MAZZAFERA et al., 1990; SILVAROLLA et al., 2004) como molecularmente
[LASHERMES et al., 1996 (RAPD); ANTHONY et al.,, 2001 (RAPD); ANTHONY et
al., 2002 (AFLP e SSR); AGA et al., 2003 (RAPD); CHAPARRO et al., 2004 (RAPD);
AGA et al.,, 2005 (ISSR), SILVESTRINI et al., 2007 (SSR)]. Esses estudos
mostraram que existe uma diferenciacéo tanto fenotipica como molecular, quanto a
origem do material na Etiopia, entre as regides Leste e Oeste do Vale do Rift, esta
altima localizado no centro de origem primario de C. arabica. Entretanto, nenhum
desses estudos foi planejado especificamente para identificar as associa¢gdes entre
marcadores e caracteristicas de interesse para o melhoramento genético. No
entanto, a analise da estrutura de populacdes constitui uma fonte de alelos para o
melhoramento genético, inclusive para o cafeeiro, fornecendo informacdes

importantes para os programas de melhoramento.

2.2 MARCADORES MOLECULARES

Entende-se como marcador genético qualquer caracteristica,
processo bioquimico ou fragmentos de DNA herdavel que permitam a distincdo de
individuos geneticamente diferentes (FALEIRO, 2007). Quando esta caracteristica
esta relacionada ao DNA, fala-se de um marcador molecular. Quando o marcador
possui alteracbes na sequéncia de nucleotideos na molécula de DNA, essas

alteracOes sdo denominadas de polimorfismos.

Os distintos tipos de marcadores moleculares hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade existente no DNA
e assim variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, a

natureza do marcador (dominante ou codominante), o custo, a facilidade de uso e a
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consisténcia e repetibilidade, caracteristicas importantes na escolha do marcador a

ser utilizado (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizacdo ou amplificacdo de DNA (MILACH,1998). Na hibridizacdo, uma pequena
sequéncia € marcada radioativamente e ligada ao DNA dos individuos, utilizando o
principio de pareamento de bases do DNA. Neste caso enquadram-se O0s

marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (MEYER, 2002).

J& aqueles identificados por amplificacdo de DNA, ou seja, que tem
como base a PCR, incluem os marcadores RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA), Microssatélites ou SSR (Short Tandem Repeats), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism), entre outros

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros marcadores desenvolvidos que detectavam as
diferencas entre individuos diretamente no DNA foram os RFLPs (BOREM e
CAIXETA, 2006). Porém por seu desenvolvimento apresentar um processo caro e
laborioso e, além disso, a utilizacdo de sondas radioativas, esta técnica nao permite
a automatizacdo de suas etapas, o que torna dificil em estudos de populacdo
(BOREM e CAIXETA, 2006). No entanto ainda hoje é encontrado na literatura o uso
deste tipo de marcador, como por exemplo, em estudos de diversidade (MISHRA et

al, 2012).

Por outro lado, marcadores identificados por amplificagéo,
especialmente RAPDs, sdo mais faceis de manipular e de custo menor, embora

sejam de resultados menos consistentes. Marcadores microssatélites e AFLP
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revelam mais polimorfismo e tém sido as melhores opcdes para espécies onde este

polimorfismo é limitado (MILACH, 1998).

ApOGs o sequenciamento do genoma humano, os marcadores SNPs
ganharam mais notoriedade. Com base na deteccéo de polimorfismos resultantes da
alteracdo de uma Unica base no genoma, € possivel evidenciar a presenca de SNPs
em espécies vegetais, inclusive em café (MISHRA et al, 2011). Eles podem ocorrer
tanto em regides expressas quanto ndo expressas, € ao se considerar que muitos
desses SNPs estao localizados no interior de regides génicas, haverd entdo uma
reducao de tempo e custos na obtencéo de genes de interesse agronémico (BOREM

e CAIXETA, 2006).

Ha& uma diferenca importante a ser considerada para se escolher
qual marcador devera ser utilizado. Um determinado tipo de marcador que distingue
os individuos homozigotos dos heterozigotos gera um grande volume de
informacBes para estudos genéticos e para aplicacdes em programas de
melhoramento de plantas. Estes sdo ditos marcadores codominantes e entre eles
encontramos o0s marcadores RFLP, microssatélites e SNPs. Por outro lado,
marcadores ditos dominantes ndo permitem a distingdo de individuos homozigotos
dominantes de heterozigotos. A presenca de determinado fragmento pode ser
devido a amplificacdo dos dois alelos de um loco, no caso de um individuo dipléide
homozigoto, ou de apenas um alelo, quando a banda € originada da amplificacédo de
um individuo heterozigoto. Os marcadores RAPD e AFLP apresentam este tipo de

comportamento dominante (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Portanto, os diferentes tipos de marcadores moleculares apresentam

suas vantagens e desvantagens. Tendo em vista a codominancia e o multialelismo,
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0s marcadores microssatélites ou SSR sdo 0s que possuem maior conteudo de
informacé&o de polimorfismo, ou seja, “PIC” (Polymorphism Information Content) na
terminologia de marcadores moleculares. Os altos valores de PIC dos SSRs
permitem que, teoricamente, qualquer populacdo segregante possa ser usada como
referéncia para estudos de ligacdo e mapeamento genético (FERREIRA e

GRATTAPAGLIA, 1998).

2.2.1Marcadores Microssatélites

Os genomas de eucariotos sdo densamente povoados por
sequéncias simples repetidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos
repetidos em tandem (LIT e LUTY, 1989; TAUTZ, 1989; WEBER e MAY, 1989).
Essas regides sdo denominadas microssatélites, SSR (Simple Sequence Repeats)
ou STR (Short Tandem Repeats) (BOREM e CAIXETA, 2006) e sdo encontradas
abundantemente em uma ampla diversidade de espécies de eucariotos e procariotos
e mesmo no genoma cloroplastidial de plantas (HEARNE et al., 1992; QUELLER et
al., 1993; JARNE e LAGODA, 1996). Sao distribuidas em todo o genoma,
flanqueadas por sequéncias altamente conservadas, e podem ocorrer tanto em
regides codificadoras quanto aquelas que nao codificam sequéncias transcritas

(RAMALHO et al, 2012).

A regido microssatélite é originada durante a replicacdo do DNA,
devido ao pareamento desalinhado de sequéncias repetidas, também conhecido
como crossing over desigual (RAMALHO et al, 2012). Pode acontecer também o
deslize da DNA polimerase (strand-slippage) durante a duplicagdo da molécula

(LEVINSON e GUTMAN, 1987; SCHLOTTERER e TAUTZ, 1992). Os alelos diferem
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porque mostram numeros distintos de repeticbes em tandem, devido a um destes

mecanismos.

Os microssatélites sdo classificados em trés familias: repeticdes
puras, compostas e interrompidas. Nas repeticdes puras, os locos de microssatélites
sdo formados por um Unico motivo repetido (5 TATTATTATTATTATTAT 3’); nas
repeticbes compostas, mais de um motivo compdem o0 microssatélite, e nas
repeticdes interrompidas os motivos sdo intercalados por nucleotideos que nao
fazem parte da unidade de repeticdo (5 CACATTCACACACATTCAZ’) (PINTO et al,

2001).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites séo
geralmente conservadas entre os individuos de uma espécie, permitindo a selecao
de primers especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA
repetitivo (BOREM e CAIXETA, 2006). Os segmentos amplificados a partir destes
sitios de anelamento de iniciadores apresentam em geral um elevado polimorfismo,
produto da presenca de diferencas no niumero de elementos repetidos. Desta forma,
cada sequéncia repetitiva, independentemente do elemento repetitivo (CA, GC, TG,
ATC), constitui-se num loco génico altamente variavel, multialélico e de grande
conteudo informativo em relacdo a uma espécie. Cada segmento amplificado de
tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco dentro da

populacao (SILVA, 2009).

Marcadores moleculares microssatélites tem sido desenvolvidos
para varias especies de plantas cultivadas (OLIVEIRA, 2006; MISSIO et al., 2009;
PEREIRA, 2010; ALVARENGA et al., 2011; PEREIRA et al., 2011; CUNHA, 2011)

devido a alguns fatores, como reprodutibilidade e simplicidade da técnica, pequena
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guantidade de DNA requerida, baixo custo, grande poder de resolucéo e altos niveis
de polimorfismo (BOREM e CAIXETA, 2006). A natureza multi-alélica, heranca
codominante, alta abundéancia e ampla cobertura do genoma s&o fatores que
caracterizam o0s estes marcadores como boas ferramentas para os estudos de

diversidade e construcado de mapas genéticos (AGGARWAL et al., 2006).

Para a identificacdo de microssatélites, observam-se as seguintes
estratégias: método padrdo, método automatico e método de sequenciamento
(HOSHINO et al., 2012).

No método padrdo € necesséaria a construgdo de uma biblioteca
genbmica enriquecida, onde ha hibridizacdo com sondas contendo sequéncias
repetitivas, clonagem e sequenciamento de clones hibridizados positivamente e
desenho de oligonucleotideos iniciadores (primers) flanqueando o0s SSRs
encontrados. Baruah et al. (2003) desenvolveram nove novos primers para
identificacdo de microssatélites a partir de uma biblioteca genémica parcial de um
gendtipo elite de arabica (C. arabica var. HDT — Hibrido-De-Timor). Estes foram
testados em genotipos de C. arabica, C. canephora, outras espécies de Coffea e
ainda espécies do género Psilanthus. Entre os genotipos de C. arabica os novos
primers revelaram baixo polimorfismo, quando comparados com os genotipos de C.
canephora. Ja entre as outras espécies de Coffea e as do género Psilanthus, os
novos primers apresentaram elevado polimorfismo, sugerindo o potencial dos
marcadores microssatélites para outras analises de cafeeiro.

Também a partir de uma biblioteca genémica enriquecida, Moncada
e McCouch (2004) demonstraram o uso de 34 SSRs no estudo da diversidade entre
espécies diploides e tetraploides em Coffea. As espécies diploides apresentaram um

namero médio de alelos por loco superior as espécies tetraploides. No entanto, entre
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as espécies tetraploides, aquelas do centro de origem apresentaram um numero
médio de alelos por loco superior ao das cultivares, demonstrando que aquelas
provenientes do centro de origem podem ser usadas como fonte de variacao
genética para outros estudos.

Com o advento da bioinformética e o acumulo de informacdes de
sequéncias gendmicas disponiveis nos bancos de dados, o método automatizado
vem sendo usado para o desenvolvimento de marcadores SSRs, a partir da analise,
por programas computacionais, de sequéncias de DNA presentes em bancos de
dados publicos. Essas sequéncias de DNA, que sdo na grande maioria sequéncias
transcritas (ESTs), podem ser analisadas usando diferentes programas de
computador hoje disponiveis. Os marcadores SSRs provenientes das ESTs (EST-
SSR) possuem a vantagem adicional de serem desenvolvidos a partir de regides
transcritas do genoma, o que pode aumentar sua eficiéncia na selecéo assistida por
marcadores (BOREM e CAIXETA, 2006). Um estudo descrito por Bhat et al. (2005)
pode exemplificar a origem dos SSRs a partir de ESTs. Nele 14 pares de oligos
foram desenhados a partir de uma biblioteca de cDNA de folhas da variedade de
café “CxR” (hibrido entre C. congensis e C. canephora). Os primers foram testados e
nove deles foram validados, mostrando a potencial utilizacdo destes para analises

genéticas do germoplasma do cafeeiro.

JA a metodologia por sequenciamento seria a mais utilizada
atualmente. A partir do sequenciamento de um genoma inteiro, ou apenas de uma
parte dele, utilizando metodologias de alta capacidade, obtém-se regides ricas em
microssatélites e a assim pode-se desenhar os primers especificos para essas

regides.
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Os marcadores SSRs, juntamente com SNPs pela natureza
codominante, tem sido os marcadores de preferéncia para as analises de estrutura
de populacdes (ZHU et al., 2008). A disponibilidade desses marcadores inclusive em
estudos prévios de analise de estrutura de populacées em cafeeiro (SILVESTRINI et
al., 2007, LOPES-GARTNER et al., 2009) pode facilitar a identificacdo das marcas

polimorficas na colecdo da Etidpia deste estudo

2.2.2 Marcadores microssatélites em Coffea

Os estudos de marcadores microssatélites em cafeeiros objetivam
suprir a necessidade do desenvolvimento de programas de melhoramento para esta
cultura. Dentre eles encontramos o trabalho de Moncada e McCouch (2004), onde
foram analisados 34 locos microssatélites na diversidade entre espécies diploides e
tetraploides em Coffea. O estudo indicou que as espécies tetraploides provenientes
do centro de origem poderiam ser usadas como fonte de variagdo genética para
outros estudos. Silvestrini et al. (2007), utilizou 16 locos microssatélite em 115
acessos de Coffea, dentre eles acessos do centro de origem (Etiopia), cultivares
comerciais, originados do Yemen e também de outras espécies. Os acessos do
centro de origem foram distribuidos em dois grupos, separados de acordo com a
origem geogréfica, aléem de um grupo dos cultivares comerciais e outro grupo
separado, das demais espécies. Outro exemplo de emprego destes marcadores
pode ser observado no trabalho de Hendre et al.(2008) no qual se obteve nove
novos locos que poderédo ser utilizados em mapas de ligacédo de C. canephora, além

de avaliar sua transferabilidade as espécies de cafeeiro relacionadas.

A partir de bibliotecas gendmicas ao acaso, Cristancho e Gaitan

(2008) identificaram locos de microssatélites para C. arabica var Caturra. Dos 12
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locos de microssatélites desenvolvidos, 9 foram polimérficos em gendtipos diploides
(C. liberica e C. eugenioides), enquanto 5 foram polimorficos em genotipos
tetraploides (Hibrido de Timor e C. arabica var Caturra), confirmando uma maior
diversidade genética em espécies diploides. Com o estudo de Missio et al. (2009),
foram construidas duas bibliotecas gendmicas enriquecidas, a partir do genotipo de
C. arabica var Bourbon Amarelo, com o objetivo de desenvolver novos locos
microssateélites. Um total de 96 pares primers SSR foi desenhado e testado em dois
genotipos de C. arabica (Hibrido de Timor e Catuai). Noventa novos locos

microssatélites foram validados para futuros estudos genéticos de C. arabica.

Outro estudo demonstrou o0 desenvolvimento de locos
microssatélites para identificacdo de variedades brasileiras de Coffea arabica. Vieira
et al. (2010) desenvolveu 127 locos microssatélites, 19 deles a partir de analise de
banco de dados para C. arabica e DNA de cloroplasto e os demais a partir de
biblioteca enriquecida de C. arabica var Catuai Vermelho. Estes foram testados em
19 variedades brasileiras de C. arabica e em 6 hibridos interespecificos de C.
arabica, C. liberica e C. canephora. Dos 127 locos testados, 22 apresentaram
polimorfismo entre as 25 amostras, que foram separadas em 2 grupos, um composto

por somente variedades brasileiras e outro de hibridos interespecificos.

Em trabalho realizado em nosso laboratério (FERREIRA, 2010), 292
locos, desenvolvidos tanto para C. arabica quanto para C. canephora e construidos
a partir de bibliotecas genbmicas enriquecidas no Centre de Cooperation
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD), foram
avaliados quanto ao nivel de polimorfismo. Um perfil de 24 gendétipos foi utilizado,
incluindo 13 gendtipos da colecdo do IAPAR de C. arabica (Etidpia), 3 cultivares, 2

outras espécies distintas (C. canephora e C. eugenioides) e 5 gendétipos parentais de
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populacdo de mapeamento. Um total de 105 locos foi analisado nos 24 gendétipos do

painel em estudo (Figura 01A) e o restante foi analisado por uma estratégia dos

pools de DNA (Figura 01B).
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Figura 1 - Gel de Poliacrilamida revelando o polimorfismo de locos microssatélite em
gendtipos de Coffea. A - Perfil de amplificacdo do loco 270 em gendétipos
individuais; B - Identificagdo de locos polimorficos pela estratégia de pools de
DNA (G1, G2 e G3 = grupos). As setas indicam polimorfismos observados dentro
dos grupos. Ferreira, 2010.

Foram constituidos grupos de genétipos de Coffea arabica com base
em dados de diversidade fenotipica. Dentre os gendétipos de C. arabica utilizados,
houve a separacéo destes em trés grupos distintos: um com 6 plantas representando
genotipos do leste do Vale do Rift (Etidpia), outro com 8 plantas representando
genotipos do oeste do Vale do Rift e um terceiro grupo representado por um uUnico

genotipo. Assim pode-se validar grande parte dos primers microssatélites.
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Os locos microssatélites que revelaram polimorfismos pela

estratégia de pools de DNA (Figura 01B) foram, apds este processo, testados no
painel de 24 gendtipos em estudo, a fim de valida-los para esta populacédo (Figura

02).
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Figura 2 - Perfil de amplificacdo do loco 501 na andlise com o painel dos 24 gendtipos.
Ferreira, 2010.

Considerando apenas 0s acessos da Etiopia, obteve-se 48 (19%)
locos microssatélites polimorficos. Destes 48, 14 deles apresentaram mais de dois

alelos.

Portanto, neste trabalho prévio, foi possivel selecionar os locos
microssatélites que poderiam ser utilizados em estudos futuros de diversidade

genética e estudos de mapeamento de Coffea arabica.
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2.3 SISTEMAS SEMI-AUTOMATIZADOS DE GENOTIPAGEM UTILIZANDO

SSR

Para a genotipagem de cole¢cbes ou populagcdes com centenas de
individuos, é necesséario que se estabelecam sistemas de analise automatizada
como, por exemplo, sistemas multiplex com marcagdo fluorescente. Esta
metodologia apresenta uma gama de vantagens sobre as metodologias
convencionais, tais como as analises em géis de poliacrilamida, incluindo rapidez e
precisdo na geracdo de dados, analise simultanea de vérios locos e minimizacéo da

manipulagdo manual (AZEVEDO, 2007).

A PCR multipla ou multiplex é uma variante da PCR, na qual dois ou
mais locos sdo simultaneamente amplificados na mesma reacdo ou, ainda,
amplificados em reacdes distintas, mas genotipados simultaneamente. O
desenvolvimento de um sistema multiplex requer: 1) selecao de locos de acordo com
a variacdo de tamanho de alelos em cada loco, evitando sobreposicdo de faixas de
alelos em locos marcados com o mesmo fluorocromo; 2) PCR de cada loco sob as
mesmas condi¢cdes de amplificacdo; 3) PCR multiplo numa mistura equimolar dos
primers; 4) ajuste do tempo e temperatura de extensdo; 5) ajuste do tempo e
temperatura de anelamento; 6) ajuste da quantidade de locos em multiplex; e 7)
ajuste da concentracdo do tampdo. Esta técnica tem permitido a ampliacdo
simultanea de varios locos na mesma reacdo e tornou-se um meio rapido e

conveniente para a pesquisa laboratorial (SCHUCK, 2007).

Convencionalmente, a amplificacdo de fragmentos de DNA via PCR

de um ou mais locos microssatélite é realizada utilizando um dos primers marcados
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com fluorocromo. Em um analisador automatico de fragmento, como o ABI3130 XL

(Applied Biosystems, USA), os fragmentos séo separados e detectados a laser.

Como alternativa de economia de fluorescéncia, € descrito na
literatura (SCHUELK, 2000) a técnica de primers tailed, com a utilizacdo de trés
primers em uma mesma reacdo de PCR. Nesta técnica, em um dos primers
convencionais, geralmente o forward, € acrescentada uma “cauda”, ou seja, uma
extensdo da regido 5’ para posterior anelamento de um terceiro primer, que estara
carregando a fluorescéncia, se anelando entdo no complemento da cauda. No
entanto é importante que a sequéncia da cauda seja incomum a sequéncia do
organismo que sera genotipado, sendo a sequéncia do primer M13 de plasmideo
bacteriano a mais utilizada como cauda para todas as fluorescéncias (SCHUELK,

2000).

Desta forma é possivel que varios primers marcados, cada qual com
a sua fluorescéncia, sejam colocados juntos em um mesmo triplex. Os grupos
(triplex) sdo formados ndo s6 com base nas cores, mas também baseado no
tamanho dos fragmentos identificados em corrida de géis de poliacrilamida, para que

ndo haja sobreposicdo entre os alelos.

Esta metodologia j& foi estabelecida em diversos trabalhos em
cafeeiros, tanto em C. arabica (SILVESTRINI et al., 2007; LOPES-GARTNER et al.,
2009; TORNINCASA et al., 2010; GELETA et al., 2012; AERTS et al., 2012), como
em outras espécies de Coffea (TORNINCASA et al., 2010; KRISHNAN et al., 2012).
Assim, para o trabalho de genotipagem da colecdo de C. arabica da Etidpia descrito
a seguir, esta técnica foi considerada necessaria, devido ao grande numero de

genotipos e também ao numero de locos testados.
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Uma reacdo de PCR com varios primers ao mesmo tempo gera

vantagens, com a reducéo de tempo, trabalho e custos. E, a analise de varios locos
ao mesmo tempo nesta metodologia semi-automatica, gera economia de tempo e
aumento da acuracia na coleta de dados e o processamento da informacao

(AZEVEDO, 2007).
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3 OBJETIVOS

Os principais objetivos desse trabalho foram:

1. Validar os marcadores microssatélites para discriminacdo de acessos de

Coffea arabica;

2. Otimizar o uso de marcadores microssatélites através de um sistema
automatizado de deteccéo;
3. Aumentar o conhecimento sobre a diversidade molecular dentro do centro

primario de origem de Coffea arabica;
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CAPITULO 1 - Identificacdo de novos acessos de Coffea arabica introduzidos

na colecédo da Etiopia do IAPAR

RESUMO

Marcadores microssatélites foram utilizados na discriminacdo de novos acessos de
Coffea arabica que foram introduzidos na colecao da Etiopia do IAPAR, provenientes
de uma colecdo similar na Republica de Camardes. Inicialmente 46 acessos de
Camarbes foram repassados para a Embrapa CPAC (Embrapa Cerrados —
Planaltina-DF), onde ficaram em quarentena. Em seguida, estes acessos foram
transferidos para o IAPAR, porém durante 0s processos de quarentena e
transferéncia, alguns dos acessos foram misturados. Visando identificar
corretamente 0s acessos e também validar os SSRs previamente identificados,
todos os 46 acessos foram analisados em géis de poliacrilamida. Os 8 locos
microssatélites utilizados geraram um total de 19 alelos, com uma média de 2,3
alelos por loco. A variacdo alélica foi de 2 a 3 alelos por loco. Para realizar as
analises de divergéncia genética uma matriz de distancia foi computada e utilizada
para obter uma arvore (dendograma) de diversidade global. Observou-se 3
diferentes agrupamentos entre os acessos ET34, Java e ET19. A analise genotipica
dos diferentes locos microssatélites indicou quais acessos corresponderiam
corretamente a ET34, Java ou ET19, ja que este Ultimo teve o papel de controle
positivo. Os marcadores microssatélites foram eficientes para discriminar os acessos
de C. arabica provenientes de Camardes e o numero de locos utilizado (8) também
foi suficiente para a separacéo entre 0s acessos com seus respectivos genotipos.
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1 INTRODUCAO
Os marcadores moleculares tém sido utilizados em anélise genética
de plantas para a identificacdo de variedades e testes de identidade genética, para
verificar a paternidade de hibridos, para estimar diversidade genética do
germoplasma, avaliar a estrutura genética de populacdes ou para identificar regides

gendmicas associadas as caracteristicas de interesse econémico (LAMAS, 2010).

A identificacdo de variedades com base em aspectos morfolégicos
muitas vezes € insuficiente e demorada para espécies perenes, como é o caso de
Coffea arabica, que apresenta uma diversidade estreita, por se tratar de uma
espécie de origem recente (LASHERMES et al., 1999). Deste modo, o uso de
marcadores moleculares para distincdo de variedades oferece vantagens em relacao
aos estudos morfolégicos, por apresentar uma resposta mais rapida e também por

nao ser influenciado pelo ambiente (LAMAS, 2010).

Os marcadores microssatélites tem alta capacidade de resolver
diferencas genéticas, quando comparados as outras classes de marcadores
moleculares. O grande poder de discriminacdo dos microssatélites justifica seu uso
guando se pretende distinguir variedades ou cultivares de uma mesma espécie. Um
exemplo esta no estudo de Schuck et al. (2010), onde houve a necessidade de uma
identificacdo precisa de variedades de uva Goethe, importante para atender aos
requisitos de denominacdo de origem e indicacdo de procedéncia. O sucesso da
utilizacdo dos marcadores microssatélites foi confirmado, apontando as duas
variedades estudadas como idénticas, porém Uunicas e diferentes de outras

variedades.
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Assim, definiu-se a utilizacdo dos marcadores microssatélites para

um estudo de identificacdo de novos acessos de Coffea arabica que foram
introduzidos na colecdo da Etiopia do IAPAR, provenientes de outra colecdo que
estava presente na Republica de Camardes. Inicialmente 46 acessos daquela regido
foram repassados para a Embrapa CPAC (Embrapa Cerrados — Planaltina-DF) onde
ficaram em quarentena. Em seguida estes acessos foram transferidos para o IAPAR.
No viveiro do IAPAR plantas com etiquetas "ET34" (17 mudas), "Java" (27 mudas) e
“ET19” foram recebidas. Porém durante a quarentena e no deslocamento, alguns
dos acessos foram misturados, sendo proposta uma avaliacdo molecular para
distinguir os respectivos acessos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi validar os
marcadores microssatélites para estudos de identificacdo de variedades através da

discriminac&o de novos acessos de Coffea arabica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Um conjunto de 44 acessos de Coffea arabica inicialmente
identificados como “ET34” e “Java” foram recebidos da Embrapa CPAC, juntamente
com 2 acessos de ET19 (Tabela 1). As mudas destes acessos ficaram
acondicionadas em viveiros até a coleta de folhas para o isolamento do DNA

gendmico.

Tabela 1 - Conjunto de 46 acessos de C. arabica e identificag&o original utilizada na
analise com os marcadores microssatélites. ET19 1 e ET19 2 séo os
controles positivos.

Identificac&o Acesso Identificacdo Acesso
1 ET341 24 JAVA7
2 ET34 2 25 JAVA 8
3 ET34 3 26 JAVA9
4 ET34 4 27 JAVA 10
5 ET345 28 JAVA 11
6 ET346 29 JAVA 12
7 ET347 30 JAVA 13
8 ET348 31 JAVA 14
9 ET349 32 JAVA 15
10 ET34 10 33 JAVA 16
11 ET34 11 34 JAVA 17
12 ET34 12 35 JAVA 18
13 ET34 13 36 JAVA 19
14 ET34 14 37 JAVA 20
15 ET34 15 38 JAVA 21
16 ET34 16 39 JAVA 22
17 ET34 17 40 JAVA 23
18 JAVA 1 41 JAVA 24
19 JAVA 2 42 JAVA 25
20 JAVA 3 43 JAVA 26
21 JAVA 4 44 JAVA 27
22 JAVA 5 45 ET191
23 JAVA 6 46 ET192
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2.2 Isolamento do DNA gendmico

O DNA genbdmico foi isolado a partir de folhas de mudas pelo
método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990). Aproximadamente 5 g de folhas de cafeeiro
foram maceradas em nitrogénio liquido e acondicionadas em tubos falcon de 50 ml.
Apls a maceragcao seguiu-se 0s passos descritos em Brasileiro e Carneiro (1998),
com as modificacdes necessarias para evitar a oxidacao do material e para purificar
o DNA obtido, como a adicdo de 0,4 ml de metabissulfito de sédio 10% ao tampéao

de extracao e purificagcdo com fenol-cloroférmio, respectivamente.

Apés a extracdo, a qualidade e a integridade do DNA extraido foi
verificada por gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. As amostras

foram quantificadas por espectrofotometria.

2.3 Amplificacdo dos locos microssatélites via PCR
Foram utilizados 8 locos microssatélite (Tabela 2) para as analises
de genotipagem, sendo que estes foram escolhidos por apresentarem resultados

polimérficos em trabalho anterior (FERREIRA, 2010).

Tabela 2 - Lista dos locos microssatélites utilizados nas analises dos 46 novos
acessos de C. arabica introduzidos na colecéo do IAPAR

Loco Amplitude do Loco (pb) Espécie Tipo de repeti¢do Cod. Internacional Lab. de Origem
260 120 - 180 Coffea arabica, clone Zapll.47 (CT)9(CA)8(CT)4(CA)5 AJ250260 IRD
270 215 - 255 Coffea arabica var HTD, clone 1-D8 (CA)10(TA)8 AY220270 CCMB
350 430 - 470 Coffea canephora, clonel26 (GT)8 AM231550 CIRAD-IRD
414 120 - 180 Coffea canephora, clonel26 (CA)9 AM408638 CIRAD-IRD
501 130- 170 Coffea canephora, clonel26 (TG)8 AM231576 CIRAD-IRD
503 180 - 220 Coffea canephora, clone126 (AC)9 AMA408715 CIRAD-IRD
512 185 - 270 Coffea canephora, clonel26 (AC)11 AM408724 CIRAD-IRD
514 320 - 360 Coffea canephora, clone126 (AC)8 AMA08726 CIRAD-IRD

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em um volume final

de 10 pl, contendo 25 ng de DNA genémico, 2 pl do tamp&do 5X (Green Go Taq®
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Flexi — Promega), 1,6 mM de dNTPs (dNTP-Solu¢do Mix — Amresco), 0,5 mM de
MgCl,, 1 uM de cada primer (forward e reverse) e 1 U de Tag DNA polimerase (Go
Taq® Flexi — Promega). As amplificacdes foram realizadas no termociclador
GeneAmp® - PCR System 9700 (Applied Biosystems), com o seguinte programa:
95°C por 2 minutos; seguido de 30 ciclos de 95°C por 50 segundos; 50°C por 1

minuto, 72°C por 30 segundos, e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

2.4 Eletroforese dos fragmentos

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em
géis de poliacrilamida 10%, por aproximadamente 4 horas. Para estimar os
tamanhos dos fragmentos, foi utilizado marcador com fragmento de DNA padrao
com escala de 50 pb. Os fragmentos foram corados com brometo de etidio e a

aquisicdo da imagem foi realizada através do sistema digital Kodak KS 120.

2.5 Anaélise dos dados

Os fragmentos separados nos géis de poliacrilamida correspondem
aos diferentes alelos para cada loco. Os dados tabulados foram utilizados para
acessar o numero de alelos e a frequéncia alélica por loco. Para realizar as analises
de divergéncia genética, uma matriz de distancia foi computada utilizando o software
DARwin 5 (PERRIER et al. 2003). Esta matriz foi utilizada para obter uma arvore
(dendograma) de diversidade global, esperando-se assim identificar corretamente os

diferentes acessos de C. arabica, segundo seus genétipos.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os géis de acrilamida foram analisados e foi observado um total de
19 alelos, com uma média de 2,3 alelos por loco microssatélite. A variacao alélica foi
de 2 a 3 alelos por loco. A relacdo dos alelos encontrados e suas frequéncias

absolutas e relativas constam na Tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncias alélicas encontradas nos 46 novos acessos de C. arabica
introduzidos na colecédo da Etiépia do IAPAR apés analise com SSR.

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa
Loco N°de Alelos a b o Total a b C Total
270 2 46 46 92 0.5 0.5 1
350 2 23 46 69 0.3 0.7 1
414 2 30 46 79 04 0.6 1
503 2 46 46 92 0.5 0.5 1
514 2 46 46 92 0.5 0.5 1
260 3 9 38 45 92 0.09 0.41 0.5 1
501 3 46 46 46 130 0.3 0.3 0.3 1
512 3 2 29 46 77 0.03 0.37 0.6 1

De acordo com os dados encontrados anteriormente (Ferreira,
2010), apenas o loco 270 permaneceu apresentando 2 alelos distintos observados.
Os demais locos (350, 414, 503, 514, 260 e 501) apresentaram, neste estudo, um
namero menor de alelos do que foi observado anteriormente. No entanto o alelo 512,
que havia apresentado 2 alelos distintos no trabalho de selecdo de marcadores

polimorficos, apresentou neste estudo um alelo a mais, diferente dos anteriores.

Os 17 gendtipos de ET34 e os 27 gendétipos de Java foram avaliados
com o0s 8 locos microssatélites selecionados (Tabela 2) e apresentaram perfil

eletroforético como o da Figura 1.
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Figura 1 - Perfil eletroforético dos acessos de C. arabica de Camardes para o loco 350. Em
vermelho, os acessos etiquetados como ET34, em azul os etiquetados como
Java e em verde os acessos identificados como ET19 (controle). M — Marcador
de peso molecular. As setas indicam as contamina¢fes de ET19 tanto em Et34
como em Java.

No perfil eletroforético para o loco microssatélite 350 observa-se que
tanto nos acessos etiquetados como ET34 como nos etiquetados como Java héa
“contaminacgfes” de ET19, ou seja, os alelos encontrados para o controle sdo os

mesmos encontrados em ambos 0s gendétipos etiqguetados de maneira inadequada.

Com as informacfes obtidas de todos os alelos foi construido um
dendograma para a verificacdo de diversidade entre os acessos analisados.
Esperava-se 3 diferentes agrupamentos entre os acessos ET34, Java e ET19, o que
foi observado (Figura 2). A analise genotipica dos diferentes locos microssatélite
indicou quais acessos corresponderiam corretamente a ET34, Java ou ET19, ja que
este ultimo teve o papel de controle, pois eram as Unicas plantas onde ndo havia

erro de identificacao.

O dendograma gerado € apresentado na Figura 2. De acordo com
as analises realizadas, em verde estdo os acessos ET19, em vermelho os acessos

ET34 e em azul os acessos Java. Observa-se que dos inicialmente 17 acessos
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ET34, 7 se agruparam com o controle ET19 e dos 27 acessos inicialmente Java, 3
estdo no grupo com ET19. Portanto, dentre os acessos analisados, ha somente 10

correspondentes ao gendtipo ET34 e 24 correspondentes ao gendtipo Java.
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Figura 2 - Estruturacdo da diversidade genética encontrada em 46 acessos de C. arabica
proveniente de Camardes, obtida por marcadores microssatélites. No
agrupamento verde, correspondente aos acessos ET19, os acessos destacados

em azul tinham a classificagdo de Java; j4 os destacados em vermelho tinham a
classificacédo de ET34.

O dendograma também revela que muitos acessos, tanto em ET19,
ET34 e em Java, podem ser considerados clones de uma mesma planta.
Observando a distribuicdo, tem-se 7 acessos de ET19, 4 acessos de ET34 e apenas
2 acessos de Java. No total, portanto, houve a introducdo de 13 novos acessos a

colecdo da Etidpia do IAPAR, provenientes da colecdo da Republica de Camardes.
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De acordo com Mittal e Dubey (2009), a diversidade genética pode

ser avaliada com os marcadores microssatélites entre diferentes individuos da
mesma espécie, como € o caso deste estudo. Assim, foi possivel a discriminacao

dos grupos por este marcador.

A discriminacdo, ou seja, a distincdo de uma cultivar de outra é
pratica utilizada para proteger os direitos de propriedade intelectual de novas
variedades por empresas comerciais (WANG et al., 2009). Isto foi demonstrado por
Schuck et al. (2010) com a sele¢des de uva Goethe, visando atender aos requisitos
de denominagcdo de origem e indicacdo de procedéncia. No caso dos acessos
estudados neste trabalho, ndo havia a necessidade destes requisitos, porém os
marcadores microssatélites fizeram seu papel na distingdo e correta discriminagéo

de gendtipos de cafeeiro.
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4  CONCLUSOES
Os 8 locos microssatélites utilizados foram suficientes e eficientes
para discriminar os acessos de C. arabica provenientes de Camardes, entre 0s seus

3 genatipos.

Um total de 19 alelos foi observado, com uma média de 2,3 alelos

por loco microssatélite.

Treze novos acessos, provenientes da colecdo da Republica de
Camardes, foram introduzidos na cole¢cdo de C. arabica da Etiopia alocada no

IAPAR.
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CAPITULO 2 - Genotipagem de uma colecdo de Coffea arabica utilizando

marcadores microssatélites

RESUMO

O Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR) possui uma colecao de 132 acessos
originarios da Etiopia (centro de origem) e a avaliacdo desses acessos com
marcadores moleculares constitui uma ferramenta importante para caracterizagao da
diversidade genética. A partir de dados de 292 locos microssatélite analisados
anteriormente, foram selecionados os 48 locos mais informativos para a colecao da
Etidpia. Para essa selecédo foram levados em consideracdo o seu polimorfismo, sua
distribuicdo ao longo do genoma, sua frequéncia alélica e seu valor do Contetdo de
Informacao do Polimorfismo (PIC). Os fragmentos de PCR dos 132 acessos foram
separados por eletroforese capilar através do sequenciador automatico de DNA. A
determinacdo de alelos foi realizada utilizando-se o software Gene Mapper® ID. A
diversidade genética dos acessos de C. arabica foi avaliada pelo numero médio de
alelos por loco (A) e pela porcentagem de locos polimérficos (P). Além disso, foi
realizada a andlise de distancia genética, a partir da constru¢cdo de um dendograma,
usando o software DARwin 5. Quarenta e trés locos microssatélites produziram 256
alelos para a colecédo de C. arabica do centro de origem. Trinta e oito deles foram
considerados polimorficos segundo a analise dos alelos. Um nimero médio de 6,6
alelos por loco foi encontrado. A porcentagem de locos polimérficos (P) observada
foi de 79,16%. Também foi confirmada a transferabilidade de locos desenvolvidos
para C. canephora para genétipos de C. arabica. O dendograma construido a partir
dos dados obtidos separou os acessos em 2 grandes grupos, porém nao houve a
separacdo geogréfica entre leste e oeste do Vale do Rift (Etibpia). A técnica semi-
automatizada foi eficiente para a analise da colecdo da Etiopia, pois houve uma
reducéo de tempo e trabalho no processo de genotipagem.
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1 INTRODUCAO
O café € uma das commodities agricolas mais importantes do
mundo. O Brasil ocupa posicdo de destaque, sendo o maior produtor e exportador
mundial, e o segundo maior consumidor da bebida. Essa lideranca mundial é
resultado, em parte, dos esforcos da pesquisa brasileira para colocar a disposicao
dos agricultores cultivares com alta capacidade produtiva. O melhoramento
tradicional do cafeeiro tem mostrado resultados expressivos. Entretanto, a base
genética das cultivares comerciais de C. arabica € bastante limitada e a diversidade
molecular observada entre elas é baixa, dificultando os trabalhos de genética e

melhoramento.

Para evitar as limitacdes da estreita base genética utilizada em
melhoramento e consequentemente da baixa diversidade molecular em C. arabica,
trabalhos de busca de marcadores podem, alternativamente, explorar a maior
diversidade existente em gendtipos provenientes do centro primario de diversidade

desta espécie.

Os marcadores microssatélites tém fornecido informacfes em
estudos de diversidade genética (MONCADA e MCCOUCH 2004), considerados 0s
marcadores ideais para este fim devido as vantagens que apresentam como alta
reprodutibilidade, nédo requer radioatividade, sdo conservados entre espécies,
apresentam um maior conteudo informativo por loco, além de serem automatizaveis

em sistemas multiplex (AZEVEDO, 2007).

Trabalhos visando a automacdo da genotipagem com
microssateélites vém sendo desenvolvidos. Silvestrini et al. (2007) utilizaram a técnica

de multiplex para caracterizacdo de 115 acessos das espécies de C. arabica, C.
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eugenioides, C. racemosa e C. canephora. Houve, neste caso, a separacdo dos
acessos por origens geograficas, de acordo com o centro de origem de C. arabica
(Etiopia). Além disso, o estudo mostrou, como esperado, uma baixa diversidade
genética entre as plantas cultivadas, porém uma diferenca genética significativa

entre os acessos da Etidpia ndo cultivados.

Outro trabalho que utilizou a metodologia multiplex em cafeeiro foi
desenvolvido por Lopez-Gartner et al. (2009). Neste estudo, foram utilizados 47
locos microssatélite a fim de avaliar a variabilidade genética e a estrutura
populacional de 68 acessos de C. arabica, além de trés espécies dipléides. Como
esperado, trés grupos foram formados, referentes as trés espécies diploides, além
de um grupo correspondente aos acessos de C. arabica. Estes também foram

separados de acordo com a origem geogréafica.

Um estudo recente com a mesma metodologia utilizou 12 locos
microssatélite para avaliar 260 plantas, de 26 populacdes distintas de cafeeiros da
Nicaragua (GELETA et al.,, 2012). Foram encontrados 8 locos polimorficos para
essas plantas, indicando que o nivel de diversidade genética de C. arabica daquele

pais é muito baixo.

Visto a utilizacdo com sucesso da metodologia multiplex em muitos
estudos com cafeeiro, em especial, com C. arabica, foi proposto a implementacao
desta metodologia no laboratério e estudo da colecdo originada da Etidpia

encontrada no IAPAR.

Entre os anos de 1964-1965 foram coletados acessos de C. arabica
do seu centro primario de diversidade na Etiépia (FAO, 1968). As amostras colhidas

foram encaminhadas para seis institutos (india, Tanzania, Eti6pia, Costa Rica, Peru,
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Portugal). Amostras destes acessos foram repassadas por sementes ao IAC que por
sua vez forneceu 132 acessos ao IAPAR. De cada acesso original o IAPAR mantém

de uma a 12 plantas, com um total de 700 cafeeiros.

Portanto neste trabalho esperamos estabelecer a metodologia de
genotipagem multiplex e avaliar a diversidade genotipica dos acessos de C. arabica

da Etiopia, para posteriormente iniciarmos estudos de estrutura desta colecao.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram escolhidos, de acordo com critérios fenotipicos, 132 acessos,
isto €, uma planta de cada acesso correspondente. A grande maioria tem origem na
regido Oeste do Vale do Rift (124 genotipos) e oito acessos sdo da regido leste

(provincias de Harar e Sidamo) (Tabela 1).

As coletas da colecdo foram realizadas no periodo de agosto a
dezembro de 2010, apds foi iniciado o processo de extracdo do material genémico
dos gendtipos coletados. Todo o material foi macerado em nitrogénio liquido e

armazenado em tubos falcon em ultra freezer até a etapa de extracao.
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Tabelal- Lista com os 132 acessos de C. arabica e suas respectivas origens
geograficas em relacdo ao Leste (L) e oeste (O), do Vale do Rift, na
Etidpia.

Acesso  N°naColecdo Origem Geografica Acesso N°naColecdo Origem Geogréfica Acesso  N°naColegdo Origem Geogréfica

1 007/87 L 45 Caf075 o 89 022/163 L

2 017/46 L 46 Caf076 o 90 174/164 (o]

3 123/121 (o] 47 Caf078 o 91 130/169 (o]

4 237/171 L 48 Caf079 o 92 494/173 (o]

5 272/175 [o] 49 Caf081 o 93 340/179 (o]

6 332/24 (o] 50 Caf083 [¢] 94 169/180 (o]

7 454/107 (] 51 Caf085 o 95 486/189 (o]

8 516/069 [o] 52 Caf090 o 96 208/193 (o]

9 565/10 o 53 Caf091 o 97 087/194 (o]
10 408/001 (o] 54 Caf093 o 98 370/196 o
11 420/004 o] 55 Caf094 o 99 218/199 (o]
12 344/008 o] 56 Caf095 o 100 221/214 (]
13 021/011 L 57 Caf096 o 101 338/218 o
14 146/012 [¢] 58 Caf097 o 102 335/219 (o]
15 190/013 o] 59 Caf098 o 103 460/235 (]
16 068/014 (o] 60 Caf099 [¢] 104 481/238 o
17 233/015 [¢] 61 Caf101 o 105 1247245 (o]
18 152/017 [o] 62 Caf104 o 106 351/248 (o]
19 131/018 o 63 Caf106 o 107 148/254 o
20 046/021 [¢] 64 Caf107 o 108 071/258 (o]
21 209/031 [o] 65 Caf108 o 109 047/267 (o]
22 327/032 o] 66 Caflll o 110 442/279 (o]
23 088/035 (o] 67 409/114 o 111 331/280 (o]
24 534/036 o] 68 196/117 o 112 254/284 (]
25 Caf040 o] 69 546/118 o 113 016/298 (o]
26 Cafo41 (o] 70 189/119 o 114 023/308 o
27 038/043 [¢] 71 044/122 o 115 552/323 (o]
28 270/044 o] 72 326/124 o 116 181/358 (]
29 467/045 (o] 73 466/125 o 117 126/359 o
30 308/049 (] 74 061/126 o 118 298/382 (o]
31 Caf051 o] 75 220/127 o 119 089/391 (]
32 Caf052 o] 76 514/129 o 120 478/408 (]
33 Caf054 [¢] 7 386/131 o 121 464/417 (o]
34 Caf056 [o] 78 389/133 o 122 039/434 (o]
35 Caf057 o] 79 201/134 o 123 457/477 (]
36 Caf058 (o] 80 404/135 o 124 018/494.1 L
37 Caf059 (o] 81 012/136 L 125 057/496 (o]
38 Caf061 (o] 82 118/137 o 126 490/516 (o]
39 Caf062 (o] 83 183/138 [¢] 127 325/522 o
40 Caf064 [¢] 84 621/139 o 128 080/584 (o]
41 Caf067 o] 85 505/140 o 129 368/600 (o]
42 Caf070 o 86 238/142 L 130 401/643 (o]
43 Caf072 (] 87 320/145 o 131 179/650 (o]
44 Caf073 [o] 88 511/157 [¢] 132 055/702 o

2.2 Isolamento do DNA gendmico

O DNA gendmico foi isolado a partir de folhas de plantas adultas
pelo método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990). Aproximadamente 5 g de folhas de
cafeeiro foram maceradas em nitrogénio liquido e acondicionadas em tubos falcon
de 50 ml. ApGs a maceracao seguiu-se 0s passos descritos em Brasileiro e Carneiro

(1998) com as modificacdes necessarias para evitar a oxidacdo do material e para
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purificar o DNA obtido, como a adi¢cdo de 0,4 ml de metabissulfito de sédio 10% ao

tampéao de extracao e purificacdo com fenol-cloroférmio, respectivamente.

Apés a extracdo, a qualidade e a integridade do DNA extraido foi
verificada por gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. As amostras

foram quantificadas por espectrofotometria.

2.3 Amplificacdo dos microssatélites via PCR
A partir de uma analise prévia de 292 locos microssatélite, foram
selecionados os 48 mais informativos (Tabela 2) para a colecdo, em estudo anterior

(FERREIRA, 2010).

As amplificacdes realizadas no método semi-automatico para o0s
locos marcados com fluorescéncia foram preparadas individualmente, em um
volume final de 10 pl, contendo 25 ng de DNA genémico, 2 ul do tampéo 5X (Buffer
Go Taq® Flexi — Promega), 1,6 mM de dNTPs (dNTP-Solugédo Mix — Amresco), 0,5
mM de MgCl,, 0,8 uM do primer forward, 0,1 uM do primer reverse, 0,1 uM do primer
M13 marcado com fluorescéncia (6-FAM, NED ou HEX) e 1U de Taq DNA
polimerase (Go Taq® Flexi — Promega). As amplificacdes foram realizadas no
termociclador GeneAmp® - PCR System 9700 (Applied Biosystems), com o seguinte
programa: 95°C por 2 minutos; seguido de 30 ciclos de 95°C por 50 segundos; 50°C

por 1 minuto, 72°C por 30 segundos, e extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os primers para amplificacdo dos locos microssatélites (Tabela 2)
tiveram sua sequéncia forward acrescida de uma cauda com a sequéncia do primer
M13-universal, numa estratégia descrita por Schuelke (2000). Trés tipos de

fluorescéncia foram utilizados para a marcacédo da cauda M13: 6-FAM, NED e HEX.
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As diferentes fluorescéncias permitem a analise de multiplos locos no mesmo capilar

de injecdo, tornando o sistema de deteccao multiplex.

Tabela 2 - Locos microssatélites utilizados na genotipagem da colecao de C. arabica
da Etiopia e suas informacdes referentes a amplitude, multiplex formados,
espécie de origem, tipo de repeticdo, codigo no Genbank e laboratério de

origem.

Loco Amplitude do Loco (pb) Multiplex  Fluoréforos Espécie Tipo de repeticdo  Cod. Internacional Lab. de Origem
Cma 0179 170- 210 HEX Coffea arabica, Bourbon Tekisic (GA)12 Universidade de Trieste

411 210 - 250 1 FAM Coffea canephora, clone 126 (TC)9 AM408635 CIRAD-IRD
Cma 0166 370 - 410 NED Coffea arabica, Bourbon Tekisic (TG)9 Universidade de Trieste

454 230-270 HEX Coffea canephora, clone 126 (AC)8 AMA408675 CIRAD-IRD

471 320 - 360 2 FAM Coffea canephora, clone 126 (Ccmi2 AM231572 CIRAD-IRD

394 130-170 NED Coffea canephora, clone 126 (TG)9 AM231563 CIRAD-IRD

416 230-270 HEX Coffea canephora, clone 126 (T)20(TG)8(GT)9 AMA408640 CIRAD-IRD
Cma 0103 190 - 230 3 FAM Coffea arabica, Caturra (TG)19 Universidade de Trieste

318 330- 370 NED Coffea canephora, clone 126 (AT)10(TG)9 AM408746 CIRAD-IRD

395 130-170 HEX Coffea canephora, clone 126 (GM13 AM231564 CIRAD-IRD
Cma 0127 180 - 220 4 FAM Coffea arabica, Caturra (AC)6(TCAC)4(AC)5 Universidade de Trieste

377 240 - 420 NED Coffea canephora, clone 126 (GT)8 AMA408606 CIRAD-IRD

465 155 - 195 HEX Coffea canephora, clone 126 (AC)9 AMA408682 CIRAD-IRD
Cma 0105 200 - 240 5 FAM Coffea arabica, Caturra (CT)9(CA)2GA(CA)8 Universidade de Trieste
Cma 0109 280 - 320 NED Coffea arabica, Caturra TGTGXXXTGTG Universidade de Trieste
Cma 0168 190 - 230 HEX Coffea arabica, Bourbon Tekisic (TG)14(AG)8 Universidade de Trieste

355 160 - 210 6 FAM Coffea canephora, clone 126 (TG)15 AM231552 CIRAD-IRD

772 280 - 320 NED Coffea arabica, Caturra 8(CT)11(CA)10(CT) AJ308772 Universidade de Trieste

523 190 - 230 HEX Coffea canephora, clone 126 (TG)8 AMA408734 CIRAD-IRD

363 140 - 180 7 FAM Coffea canephora, clone 126 (AT)6(AC)7 AM408597 CIRAD-IRD

271 210 - 250 NED Coffea arabica (GA)8 AY220271 CCMB

356 175-215 HEX Coffea canephora, clone 126 (Te)14 AM231553 CIRAD-IRD

270 215 - 255 8 FAM Coffea arabica (CA)10(TA)8 AY220270 CCMB

258 110- 170 NED Coffea arabica, Caturra (TG)17 AJ250258 Universidade de Trieste

365 160 - 200 HEX Coffea canephora, clone 126 (TG)8 AMA408598 CIRAD-IRD

272 180 - 220 9 FAM Coffea arabica (CTC)7 AY220272 CCMB

260 120 - 180 NED Coffea arabica, Caturra (CT)9(CA)8(CT)4(CA)5 AJ250260 IRD

462 125 - 165 HEX Coffea canephora, clone 126 (CA)10(TA)7 AMA408680 CIRAD-IRD

382 80 - 120 10 FAM Coffea canephora, clone 126 (CA9 AM408611 CIRAD-IRD
Cma 0200 220 - 260 NED Coffea arabica, Bourbon Tekisic (TG)5 Universidade de Trieste
Cma 0117 170- 210 HEX Coffea arabica, Caturra (GC)4(GT)16 Universidade de Trieste
Cma 0118 70- 120 11 FAM Coffea arabica, Caturra (GT)9GACA(GA)12 Universidade de Trieste
Cma 0209 110 - 150 NED Coffea arabica, Bourbon Tekisic (CAT(TA)8 Universidade de Trieste
Cma 0113 175-215 HEX Coffea arabica, Caturra (GT)9 Universidade de Trieste

414 120- 180 12 FAM Coffea canephora, clone 126 (CA9 AM408638 CIRAD-IRD

350 430 - 470 NED Coffea canephora, clone 126 (GT)8 AM231550 CIRAD-IRD

254 165 - 205 HEX Coffea arabica, Caturra (CA)15 AJ250254 IRD

314 190 - 230 13 FAM Coffea canephora, clone 126 (AC)8 AM408742 CIRAD-IRD

327 140 - 180 NED Coffea canephora, clone 126 (CA)9 AM231546 CIRAD-IRD
Cma 0198 190 - 230 HEX Coffea arabica, Bourbon Tekisic (TG)9(AG)18 Universidade de Trieste
Cma 0199 130-170 14 FAM Coffea arabica, Bourbon Tekisic (CM11 Universidade de Trieste

766 230- 270 NED Coffea arabica, Caturra (AC)9(TC)9(AC)5 AJ308766 Universidade de Trieste

503 180 - 220 HEX Coffea canephora, clone 126 (AC)9 AM408715 CIRAD-IRD

335 100 - 140 15 FAM Coffea canephora, clone 126 (CA)8 AM408758 CIRAD-IRD

344 130- 170 NED Coffea canephora, clone 126 (AC)9 AM408766 CIRAD-IRD

509 125-175 HEX Coffea canephora, clone 126 (CT)10(CA)15 AM408721 CIRAD-IRD

512 185- 270 16 FAM Coffea canephora, clone 126 (AC)11 AM408724 CIRAD-IRD

514 320 - 360 NED Coffea canephora, clone 126 (AC)8 AM408726 CIRAD-IRD

Os produtos de PCR de cada trés locos marcados foram utilizados
para a formacdo de um multiplex, a fim de se analisar simultaneamente trés locos
microssatélite. Para a separacado dos fragmentos, 1,5 uL do multiplex dos produtos

de PCR foi adicionado a 9 uL do mix ROX. Este foi composto por formamida e pelo
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padrdo interno de peso molecular GenScan™ ROX 500™ (Applied Biosystems,
USA), misturados numa propor¢cdo de 9:1, respectivamente. Em seguida as
amostras foram desnaturadas com o objetivo de separar a dupla hélice em fitas
simples, a uma temperatura de 95°C, durante 5 minutos, e imediatamente resfriadas

em gelo, para impedir o re-anelamento do DNA.

2.4 Anadlise dos dados

Os fragmentos de PCR foram separados por eletroforese capilar
através do sequenciador automatico de DNA modelo ABI3130 XL (Applied
Biosystems, USA). O tamanho dos alelos para os fragmentos separados foi
determinado utilizando-se o software Gene Mapper® ID versdo 4.1. Nas analises
dos locos microssatélite, os alelos foram identificados como picos de
eletroferogramas com tamanhos determinados em pares de bases pela comparacao

automatizada com o padrao interno de fragmentos de DNA de tamanho conhecido.

A diversidade genética dos acessos de C. arabica foi avaliada pelo
nimero médio de alelos por loco (A) e pela porcentagem de locos polimorficos (P). A
foi calculado a partir do numero total de alelos obtidos pelo nimero total de locos
analisados. Ja P foi calculado pelo numero de locos polimérficos pelo nimero total

de locos analisados.

Com o total de dados obtidos, ou seja, com todos os alelos para
cada loco tabulados, foi realizada a andlise de distancia genética, a partir da
construcdo de um dendograma, usando o software DARwin 5 (PERRIER et al.,

2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo dos locos microssatélites

De um total de 48 locos microssatélite utilizados neste trabalho, 38
foram considerados polimorficos para colecdo de C. arabica da Etidpia. Os locos
394, 382, Cma 0113; 327 e 766 foram considerados monomorficos para as analises
com a colecao, pois somente alguns genoétipos apresentaram 0S mesmos picos, ou
seja, os mesmos alelos. De fato, foi observado no trabalho de selecdo destes
microssateélites baixos valores de PIC, como 0.07 para os locos 394 e 382 e 0.29
para o loco Cma 0113 e valores medianos para o loco 327, apresentando PIC 0.47 e

o loco 766, com valor de PIC de 0.50.

Houve ainda falhas em 5 locos, dentre os 48 estudados (Cma 0166,

Cma 0109, 772, Cma 0200 e 350), e estes foram excluidos das analises.

Quarenta e trés pares de primers microssatélites produziram um
total de 256 alelos, com a variacdo de um, para os locos monomorficos, a quatro
alelos por loco, um numero superior ao encontrado por Cubry et al (2008), que
obteve dos genotipos de C. arabica do centro de origem no maximo 2 alelos por
loco. Do total de alelos produzidos, 8 tiveram frequéncias superiores a 0.6; a grande
maioria dos alelos encontrados tiveram frequéncias inferiores a 0.2 e 56 tiveram

frequéncias entre 0.2 e 0.6 (Tabela 3).

O numero médio de alelos por loco (A) foi de 6,6 alelos, distribuidos
entre os 132 acessos estudados. Os locos 395 e 254 apresentaram a maior
quantidade de alelos diferentes por loco, com 12 e 13 alelos, respectivamente. Os

locos 514, 462, 318, 416, Cma 0198, 471, 271, Cma 0209, 344, 363, 365, 272, Cma
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0118, 335, 454 e 465 apresentaram um numero de alelos inferior ao observado na

média (A) (Tabela 3).

A porcentagem de locos polimorficos (P) observada foi de 79, 16%,
considerando apenas os locos polimorficos dentre o total de locos analisados na

colegédo da Etiopia.

Tabela 3 - Frequéncia relativa dos alelos de C. arabica encontrados para os locos
polimorficos, analisados através do software Gene Mapper® ID.

Frequéncia Relativa

Loco N° de Alelos a b [ d e g h i j k | m n
514 2 0.33 0.66
462 2 0.54 0.46
318 2 0.3 0.7
416 3 0.48 0.19 0.33
Cma 0198 3 0.93 0.03 0.03
471 4 0.4 0.1 0.1 0.4
271 4 0.03 0.69 0.2 0.12
Cma 0209 4 0.43 0.14 0.3 0.14
344 4 0.32 0.23 0.44 0.01
363 5 0.03 0.36 0.11 0.44 0.06
365 5 0.57 0.36 0.01 0.04 0.02
272 5 0.03 0.24 0.19 0.31 0.35
Cma 0118 5 0.1 0.05 0.1 0525 0.225
335 5 0.35 0.54 0.06 0.05 0.005
454 6 0.06 0.16 0.23 0.004  0.008 0.54
465 6 0.07 0.42 0.35 0.03 0.04 0.09
411 7 0.017 0.21 0.06 0.05 0.004 0.64 0.013
Cma 0103 7 0.16 0.004 0.05 0.16 0.2 0.12 0.29
Cma 0127 7 0.006 0.14 0.25 0.52 0.036  0.036  0.006
377 7 0.01 0.525 0.09 0.355  0.005  0.005 0.01
Cma 0168 7 0.005 0.11 0.41 0.46 0.009 0.005 0.005
356 7 0.02 0.01 0.02 0.62 0.08 0.18 0.05
260 7 0.51 0.004  0.004 0.1 0.2 0.02 0.15
414 7 0.1 0.4 0.02 0.08 0.1 0.1 0.2
314 7 0.11 0.004 0.44 0.04 0.01 0.004 0.01
509 7 0.09 0.6 0.22 0.02 0.04 0.02 0.02
Cma 0179 8 0.007 0.07 0.07 0.08 0.007 0.38 0.38 0.007
523 8 0.1 0.02 0.009 0.01 0.009  0.009 0.4 0.4
Cma 0199 8 0.004  0.004 0.07 0.02 0.41 0.004 0.4 0.1
503 8 0.02 0.01 0.06 0.4 0.2 0.19 0.13 0.005
355 9 0.09 0.03 0.004  0.004 0.37 0.03 0.41 0.04 0.01
Cma 0105 10 0.02 0.01 0.05 0.005 0.05 0.04 0.005 0.22 0.6 0.01
270 10 0.09 0.54 0.19 0.03 0.006 0.02 0.03 0.03 0.02 0.07
258 10 0.008 0.51 0.004 0.04 0.02 0.04 0.07 0.21 0.04 0.05
Cma 0117 10 0.03 0.05 0.01 0.2 0.3 0.2 0.1 0.02 0.14 0.02
512 10 0.27 0.15 0.02 0.02 0.04 0.17 0.03 0.02 0.06 0.2
395 12 0.006 0.048 0.006 0.036 0.19 0.096 0.078 0.036 0.11 0.11 0.072 0.21
254 13 0.08 0.09 0.04 0.03 0.006 0.07 0.13 0.12 0.1 0.02 0.2 0.06 0.07
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3.2 Transferabilidade dos marcadores microssatélites
Foi confirmada a transferabilidade dos marcadores microssatélites
dentro do género Coffea. Os locos desenvolvidos para C. canephora apresentaram

boa amplificacdo nos gendtipos de C. arabica estudados.

Dos 48 locos avaliados, 24 deles foram desenvolvidos para C.
canephora, e todos eles amplificaram os acessos de C. arabica. Trés deles foram
monomorficos e os demais polimérficos para os acessos de C. arabica. Sendo o loco
395 desenvolvido para C. canephora, foi dos que apresentou 0s maiores nimeros
de alelos encontrados por loco. A transferéncia de locos microssatélites entre
espécies do género Coffea ja havia sido relatada por Combes et al (2000) e Poncet

et al (2004), com sucesso semelhante a este trabalho.

3.3 Diversidade genética
Foi construido um dendograma de diversidade genética para 0s
acessos da colecao estudada (Figura 1). A relacdo com o nimero apresentado no

dendograma com seu acesso esta na Tabela 1.

Pode ser observado a formacéo de 2 grandes grupos entre os 132
acessos estudados. Um dos acessos, o de numero 102, que corresponde ao acesso
335/219, ficou isolado e destacou-se dos demais. Este acesso, segundo andlises
fenotipicas, também é considerado diferente dos demais da colecédo de C. arabica.
Por esta caracteristica ele foi considerado para a formacdo de populacdes de
mapeamento, com a finalidade de futuros estudos de genética e melhoramento em

C. arabica da Etiopia.
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N&o houve uma separacéo significativa dos grupos de acordo com a

origem geografica (MONTAGNON e BOUHARMONT, 1996), como demostrado no
trabalho de Silvestrini et al (2007), que observou, dentre os acessos de C. arabica,
dois grupos, um com acessos do leste do Vale do Rift e outro com acessos do oeste.
No grupo em azul no dendograma apresentado na Figura 1, ha somente dois
acessos do leste do Vale do Rift, 0 016/298 (113) e o 338/218 (101), os outros 21

acessos sao da regido oeste.

Os outros acessos do leste do Vale do Rift ficaram no outro grupo

(verde), porém nao ficaram no mesmo subgrupo.

Dentro dos dois grupos citados, ainda houve a discriminacdo de
varios subgrupos. Embora a distancia genética entre eles seja baixa (0,1) pode-se
inferir, baseado também em outros trabalhos, que os acessos de C. arabica do
centro de origem tem uma diversidade genética maior que outros acessos
(ANTHONY et al., 2001; SILVESTRINI et al., 2007), como por exemplo, 0S acessos
comerciais. Apesar deste trabalho ndo analisar acessos comerciais, 0 dendograma
gerado a partir somente dos acessos de C. arabica do centro de origem reforca a
sua diversidade. Outros estudos (CUBRY et al., 2008; LOPEZ-GARTNER et al.,
2009) usaram outras espécies e acessos comerciais de C.arabica para o estudo de
diversidade genética, e também reforcaram o fato que ha uma diversidade genética

maior nos acessos de C. arabica do centro de origem.

Embora apresentando uma discriminacéo de grupos distintos, entre
0S acessos do centro de origem, acessos comerciais e outras espécies, todos esses
trabalhos demonstram o uso dos marcadores microssatélites com alto poder

discriminatorio, principalmente dos acessos do centro de origem (Etiopia).
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Figura 1: Dendograma com base nas distincias genéticas obtidas por microssatélites entre 132 acessos de C. arabica da Etidpia.
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Apesar de resultados diferentes dos trabalhos anteriores, segundo a

classificacdo geografica de origem dos acessos de C. arabica, os locos
microssateélites estudados forneceram informacdes adicionais sobre a estrutura

genética da colecao de C. arabica da Etiopia alocada no IAPAR.

Também a técnica de genotipagem automatizada, ja utilizada em
outros trabalhos (MALUF et al., 2005; SILVESTRINI et al., 2007; CUBRY et al.,
2008; LOPEZ-GARTNER et al., 2009; GELETA et al., 2012), foi eficiente para a
genotipagem da colecdo da Etidpia, pois houve uma reducédo de tempo e trabalho no

processo.
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4  CONCLUSOES
Quarenta e trés locos microssatélites produziram 256 alelos para a
colecdo de C. arabica do centro de origem. Trinta e oito deles foram considerados

polimorficos.

Um numero médio de 6,6 alelos por loco foi encontrado. A

porcentagem de locos polimérficos (P) observada foi de 79, 16%.

Foi observada a transferabilidade de locos desenvolvidos para C.

canephora para os acessos de C. arabica da colegéo.

O dendograma construido a partir dos dados obtidos separou os
acessos em 2 grandes grupos, porém nao relacionados com a origem geografica,

leste e oeste do Vale do Rift (Etiopia).

A técnica de genotipagem semi-automatizada foi eficiente para a
genotipagem da colecdo da Etiépia e houve uma reducdo de tempo e trabalho no

processo de genotipagem.
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