Universidade
Estadual de LondRrina

MARCOS RAFAEL PEREIRA E SILVA

AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE E
DENTRO DE CULTIVARES DE CAFE (COFFEA ARABICA L.)
ACESSADOS POR MARCADORES AFLP

Londrina
2014



MARCOS RAFAEL PEREIRA E SILVA

AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE E
DENTRO DE CULTIVARES DE CAFE (COFFEA ARABICA L.)
ACESSADOS POR MARCADORES AFLP

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Agronomia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial
para a obtengdo do titulo Mestre em
Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Mauricio Ruas.

Londrina
2014



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)

S586a  Silva, Marcos Rafael Pereira e.
Avaliagédo da variabilidade genética entre e dentro de cultivares de
café (Coffea arabica L.) acessados por marcadores AFLP/ Marcos
Rafael Pereira e Silva. — Londrina, 2014.
62 f.: il.

Orientador: Paulo Mauricio Ruas.

Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pés-Graduagéo
em Agronomia, 2014.

Inclui bibliografia

1. Café — Melhoramento genético — Teses. 2. Hibridagao vegetal —
Teses. 3. Polimorfismo (Genética) — Teses. |. Ruas, Paulo Mauricio. Il.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias.
Programa de P6s-Graduagao em Agronomia. Ill. Titulo.

CDU 631.52:633.73




MARCOS RAFAEL PEREIRA E SILVA

AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE E DENTRO DE
CULTIVARES DE CAFE (COFFEA ARABICA L.) ACESSADOS POR
MARCADORES AFLP

Dissertagcao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Agronomia, da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial
para a obtengdo do titulo Mestre em
Agronomia.

BANCA EXAMINADORA

Orientador. Prof. Dr. Paulo Mauricio Ruas
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Eduardo Augusto Ruas
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Leandro Simbes Azeredo Gongalves
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 21 de fevereiro de 2014.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Paulo Mauricio Ruas, pela orientacdo, atencdo e
paciéncia.

Ao Dr. Tumoru Sera, pelas inumeras ajudas com relagdo as
informacdes dos materiais e sobre o melhoramento do café.

A Universidade Estadual de Londrina (UEL), Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR).

Ao Consoércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café e
ao CNPq pelo financiamento do projeto.

A chefia do departamento de Agronomia e Biologia Geral, e ao
programa de pdés-graduagao em Agronomia.

Aos meus pais, Antonio Carlos e Vera, e as minhas irmas, Kelly e
Michele, pelo incentivo em todos os momentos passados no mestrado. Sem o apoio
de vocés eu ndo conseguiria chegar até aqui.

Aos colegas do curso de pos-graduagao em Agronomia.

Aos estagiarios e colegas de laboratério: Camila Ronchi, Camila
Chaves, Gabriela, Sara, Katia, Eduardo, Nataiane, Bruna Gdes, Bruna Dall'Oglio e
Ana Paula, pela grande amizade e aprendizado, e que de alguma forma ajudaram
muito neste trabalho, em especial a Katia pela paciéncia das iniumeras idas e vindas
do sequenciador, e a Camila Chaves pela grande ajuda nas analises estatisticas.
Sou muito grato a vocés!

A Dr?. Ana Paula Silva Campos Gaino, pela co-orientacdo e amizade
durante esta caminhada.

Aos ex-colegas de laboratério de quando eu ainda era estagiario:
André, Bruno, Bruna, Diana, Carina, Lais, Luana, Leo, Jéssica, Natalia, Tiago, em
especial a Luana e Leo, pela inumeras ajudas prestadas na produgéo do artigo.

A minha namorada, Karina, pelo companherismo, amor e carinho em
todos os momentos nesta caminhada. Te amo!

Ao Dr. Eduardo Augusto Ruas e Dr. Leandro Simbes Azeredo
Gongalves por aceitarem o convite de participarem como membro da banca
examinadora desta dissertacao.

Aos meus amigos que, durante este periodo, n&o tive muito contato:
Rodney, Rodrigo e Lincoln.

A Deus.



SILVA, Marcos Rafael Pereira. Avaliacdo da variabilidade genética entre e dentro
de cultivares de café (Coffea arabica L.) acessados por marcadores AFLP.
2014. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) foi utilizada para
acessar a variabilidade e distancia genética de 15 populagdes de Coffea arabica L.,
obtidas do cruzamento de C. arabica x C. canephora e C. arabica x C. liberica, com
uma amostragem de 20 plantas por populacédo. Duas combinagcées de primers
seletivos de AFLP (EcoRI-AAC/Msel CTAG e EcoRI-AAC/Msel-CAAG) geraram 731
bandas. Entre as populacdes estudadas, a cultivar IPR 100 apresentou a maior
variabilidade genética, determinada pelo numero de locos polimorficos (276),
porcentagem de locos polimérficos (37,75%) e diversidade génica de Nei (0,22)
seguidas das cultivares IPR 97 (351, 48,01% e 0,20) e IPR 104 (327, 44,73% e
0,20). Pela analise de variancia molecular (AMOVA), 16,13% da variabilidade
genética encontra-se entre populagdes, enquanto 83,87% distribui-se dentro das
populacdes. Valores de Fsr par a par entre as populagbées mostraram que a maior
distancia encontrada foi de 0,330 entre as cultivares IPR 97 e IPR 102 e a menor
distancia (-0,001) foi entre as cultivares IPR 101 e IPR 105, as quais nado se
diferenciaram. Verificou-se que cultivares com diferentes numeros de geragdes de
selecdo nao apresentaram grandes diferengas na taxa de variabilidade genética e as
cultivares de origens semelhantes mostraram taxas diferentes de variabilidade
genética entre e dentro dessas populagdes. Os dados deste trabalho podem ser
utilizados em futuros programas de melhoramento genético de C. arabica

Palavras-chave: Distancia genética. Hibridos. Marcador molecular. Polimorfismo
genético.



SILVA, Marcos Rafael Pereira. Evaluate of genetic variability among and within
coffee cultivars (Coffea arabica L.) using AFLP markers. 2014. 62 p. Dissertation
(Master’s degree in Agronomy) - University of Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The AFLP technique (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) was used to access
the genetic variability of 15 populations in different generations of selection of Coffea
arabica L. Several of these populations were obtained by crossing of C. arabica with
C. canephora or C. arabica with C. liberica. Two selective AFLP primers
combinations (EcoRI-AAC/Msel CTAG e EcoRI-AAC/Msel-CAAG) generated 731
bands. Among the populations studied, the cultivar IPR 100 showed the greatest
genetic variability, determined by the number of polymorphic loci (276), percentage of
polymorphic loci (37.75%) and Nei's gene diversity (0.22), followed by IPR 97 (351,
48,01% e 0,20) and IPR 104 (327, 44,73% e 0,20). The molecular analysis of
variance (AMOVA) revealed that 16.13% of the genetic variability was found among
populations, while 83.87% was distributed within populations. Values of pairwise Fsr
among populations showed that the greatest distance was 0.330 between IPR 97
and IPR 102 and the shortest distance (-0.001) was between IPR 101 and IPR 105.
Cultivars with similar genetic background showed different levels of genetic
variability. It was also observed that cultivars with different numbers of generations of
selection did not show big differences in its genetic variability. Data from this study
can be used in future breeding programs of C. arabica.

Keywords: Genetic distance. Hybrids. Molecular markers. Genetic polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de café no Brasil, introduzido em 1727 (MENDES,;
GUIMARAES, 1998), se espalhou rapidamente pelo pais por razdo de suas
condigdes climaticas favoraveis, fazendo com que o café logo se tornasse um
produto-base da economia brasileira (ABIC, 2011). O pais € o maior produtor
mundial de café e segundo maior consumidor, sendo o estado de Minas Gerais o
maior produtor nacional, e o Parana responsavel por 4,2% de toda produgdao em
2011 (ICO, 2011).

A espécie Coffea arabica L. é considerada a mais importante
economicamente do género Coffea, contudo, possui uma base genética muito
estreita (FERWERDA, 1976; VOSSEN, 1985), diferentemente de Coffea canephora,
que por ser uma espécie aldbgama, apresenta uma maior variabilidade genética.

Materiais geneticamente melhorados envolvem muitas vezes,
analises complexas de caracteristicas agronémicas, o que torna dificil a selegdo pelo
grande numero de genes envolvidos. Com isso, estratégias de melhoramento, tais
como uso de marcadores moleculares, podem tornar os programas de
melhoramentos mais eficientes (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004). Assim, o uso
de marcadores moleculares para acessar o nivel de variagdo genética, bem como
sua distribuicdo entre e dentro de populagbes assume grande importancia por
permitir o direcionamento das estratégias de melhoramento, visando maximizar os
ganhos genéticos através dos ciclos de selegcao (DIAS, 1998).

A variabilidade genética conservada nos bancos de germoplasma
tem de ser caracterizada e identificada, e o uso de caracteristicas
morfoagronémicas, para tal, traz dificuldades e desvantagens. Diante disto, a
selecado assistida por marcadores moleculares tém sido utilizadas com frequéncia
para um rapido e eficiente acesso a variabilidade genética em bancos de
germoplasma e programas de melhoramento de varias espécies vegetais
(RAFALSKI; TINGEY, 1993). Dentre elas, ha a técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), que alia simplicidade de obtencao
de grande quantidade de marcadores sem necessidade de um sequenciamento
prévio.

Neste contexto, o objetivo do estudo foi verificar, por meio de

marcadores moleculares AFLP, a variabilidade genética entre e dentro de diferentes



11

cultivares de Coffea arabica em diferentes geracdes de selecdo, bem como verificar
a distancia genética entre as mesmas com o intuito de utilizar estes materiais em

futuros programas de melhoramento genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Originario da Abissinia, hoje Etidpia (em uma regido conhecida como
Kaffa), o cafeeiro foi uma planta descoberta por um pastor arabe que percebeu um
comportamento agitado de suas cabras apds consumirem pequenos frutos
vermelhos de um arbusto nativo (MATIELLI; RUGGIERO, 2005). Contudo, o
consumo do café s6 foi mencionado pela primeira vez pelo médico arabe chamado
Razes, no século X (SMITH, 1985), o qual era administrado como medicamento para
o sono e fadiga (TAUNAY, 1939).

O consumo do café foi difundido inicialmente entre a comunidade
arabe onde posteriormente se expandiu pelo Ocidente, Asia, Indonésia, Américas, e
Africa Tropical (MATIELLI; RUGGIERO, 2005). Ao fim do século XV, o café comegou
a ser comercializado na Europa, fazendo com que essa bebida fosse incluida na
vida e costumes ocidentais onde até entdo, durante muito tempo a Arabia era
praticamente a unica regiao produtora e exportadora de café (TAUNAY, 1939).

A cultura cafeeira, no fim do século XVIl e inicio do século XVIII,
espalhou-se pelas Américas Central e do Sul através da propagacao de uma unica
planta proveniente da Indonésia, cultivada no Jardim Botanico de Amsterda
(ANTHONY et al., 2001). As primeiras mudas de café no Brasil foram trazidas pelo
Sargento-Mor Francisco de Mello Palheta, a pedido do governador do Maranhao e
Grao Para, da Guiana Francesa em 1727 (MATIELLI; RUGGIERO, 2005; MENDES;
GUIMARAES, 1998).

Em termos econbmicos, a cultura cafeeira iniciou-se por volta de
1800 no estado do Rio de Janeiro. Através do Vale do Paraiba, a cultura do café
introduziu-se no estado de S&o Paulo onde, em 1830, ja havia grandes cultivos.
Sendo, naquela época, cultura ndmade, que exigia novas areas mais férteis, foi
responsavel pelo desmatamento de quase todo o estado de Sao Paulo,
implantando-se particularmente na regiao norte. Da mesma forma e pelas mesmas
razdes, alcangou o norte do estado do Parana, que passou a ser grande regiao
produtora desta cultura (JOLY; LEITAO FILHO, 1979).

Devido as condicdes climaticas favoraveis, o cultivo de café no Brasil

se espalhou de forma rapida, com producdo voltada para o mercado interno. Em
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pouco tempo, o café se tornou produto-base da economia brasileira onde, até entéao,
ocupava uma posicao relativamente secundaria. Durante quase um século, o café foi
a grande riqueza do pais, onde seu desenvolvimento foi acelerado em virtude de
divisas geradas pela economia cafeeira, inserindo o Brasil nas relacdes
internacionais de comércio (ABIC, 2011).

De acordo com a Organizagao Internacional do Café (ICO, 2011) o
Brasil € o maior produtor, seguido de Vietnam e Indonésia, e segundo maior
consumidor de café do mundo, sendo o estado de Minas Gerais responsavel por
51% da produgao nacional e o estado do Parana por 4,2% da produgao de café no
ano de 2011 (ABIC, 2011).

No Brasil, a producgéo total na safra 2010 foi de 48,09 milhdes de
sacas de 60 quilos de café beneficiado, a qual representou um acréscimo de cerca
de 22% em relagdo a safra anterior (CONAB, 2010). J& em relacdo a primeira
estimativa de produgao de café para a safra 2014, indica que o Brasil devera colher
entre 46,53 e 50,15 milhdes de sacas de 60 quilos do produto beneficiado (CONAB,
2014).

2.2 AESPECIE COFFEA ARABICA L.

A espécie C. arabica pode ter sido introduzido no Iémen por volta de
575 DC (WELLMAN, 1961) ou até mesmo de trés a quatro séculos antes (ESKES,
1989). Conhecida anteriormente como Jasminum arabicum, Linnaeus renomeou a
especie produtora de café arabica como Coffea arabica (TAUNAY, 1939).
Pertencente a familia Rubiaceae, com 2n = 44 cromossomos, é a unica espécie
alotetraploide, e se reproduz por autofecundagéo (THOMAZIELLO et al., 2000), com
taxa de reprodugéo cruzada de aproximadamente 10% (CARVALHO, 1988).

Devido sua reprodugdo predominantemente autdégama, (KRUG;
CARVALHO, 1951; FERWERDA 1976; CHARRIER; BERTHAUD, 1985; WRIGLEY,
1995), limitada area para seu desenvolvimento e origem considerada relativamente
recente (LASHERMES et al., 1996), a espécie C. arabica possui estreita base
genética (FERWERDA, 1976; VOSSEN, 1985), diferentemente da espécie Coffea
canephora, cuja auto-incompatibilidade e a forma de reproducdo sexuada garantem
uma maior variabilidade genética do que C. arabica. A base genética desta espécie

€ ainda mais estreita na América, devido a existéncia apenas de um pequeno
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conjunto de variagbes genéticas no pool génico da espécie neste continente
(ANTHONY et al., 2002; BERTRAND et al., 2000). Através do uso de técnicas de
citogenética e genética molecular, Lashermes et al. (1999), citado por Lashermes et
al. (2000) sugeriram que o cruzamento entre Coffea eugenioides, como parental
feminino, e Coffea canephora, ou ecétipos relacionados a estas duas espécies,
possam ter originado a espécie C. arabica.

O café arabico tem como seu centro primario de divergéncia
genética o sudoeste da Etidpia, na Africa, regido montanhosa entre 1000 e 2000
metros de altitude conhecida como Kaffa. Posteriormente, a espécie foi disseminada
a outras regides como Arabia, Yémen e Egito e que algumas plantas também foram
encontradas no Sudeste do Sudao e Norte do Quénia (ANTHONY et al., 2001).

Planta perene de porte arbustivo, o cafeeiro arabico produz frutos do
tipo baga, constituido normalmente por duas sementes que representam o seu
produto econdmico. A fertilizacdo ocorre 24 horas apos a polinizagado e a primeira
divisdo de célula do endosperma se da de 21-27 dias posterior a fertilizagdo, sendo
a primeira divisdo do embrido de 60-70 dias apds a polinizagdo (THOMAZIELLO et
al., 2000).

Por varios séculos, C. arabica tem sido cultivada e selecionada,
proporcionando o desenvolvimento de variedades distintas. A origem da maioria das
cultivares de café arabico, em todo o mundo, se deu por duas bases genéticas do
Iémen, descritas como duas variedades botanicas distintas: C. arabica var. arabica
(normalmente chamado de C. arabica var. typica Cramer) e C. arabica var. bourbon
(B. Rodr.) Choussy, denominadas Tipica e Bourbon, respectivamente (KRUG;
MENDES; CARVALHO, 1939; CARVALHO et al., 1969).

Considerada a espécie de maior interesse econdmico, C. arabica
constitui 70% da produgao mundial (CEPLAC, 2010). Trés variedades brasileiras séo
cultivadas, atualmente, em todo mundo por suas caracteristicas de alta
produtividade e por exibirem uma excepcional qualidade de bebida: Mundo Novo,
Caturra e Catuai (ANTHONY et al., 2001).

Apesar da base genética de C. arabica ser bastante limitada
(BERTHAUD; CHARRIER, 1988), as cultivares comercializadas apresentam grande
variabilidade botanica proporcionada por mutagdes, cruzamentos naturais e
artificiais (KRUG; MENDES; CARVALHO, 1938).
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2.3  ORIGEM DAS CULTIVARES EM ESTUDO

23.1 IPR97

Cultivar derivada do germoplasma Sarchimor, tem como
caracteristicas porte pequeno, arquitetura compacta, ramificagdo melhor que IAPAR
59 e Tupi, alto vigor vegetativo com maturagdo semi precoce, e o tamanho dos
graos é semelhante a Mundo Novo. A cor dos brotos é verde e dos frutos é
vermelha. Indicada preferencialmente para plantios adensados e superadensados
em regides de maiores altitudes, possui alta resisténcia a ferrugem. O material

tornou-se cultivar na geragéo de selegéo Fs. (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.2 IPR98

Originada do cruzamento entre Villa Sarchi CIFC 971/10 e Hibrido
de Timor CIFC 832/2, realizado no Centro de Investigagdes das Ferrugens do
Cafeeiro (CIFC), em Portugal, no qual recebeu a denominagao de H 361. A geragao
F. (H361-4) foi recebida pelo IAC que denominou LC 1669. Em 1975, o IAPAR
recebeu do IAC a geracéo F3; (LC 1669 Ep127 c.31), que passou a ser denominada
PR75163. Dessa progénie de 24 plantas, foi selecionada a planta 21, dando origem
a progénie F4, PR 75163-21, que deu origem a progénie Fs, PR LF 75163-21-10
(IPR 98) selecionada por ter maior ramificagao.

Como caracteristicas, as plantas provenientes desta cultivar séo de
pequeno porte, arquitetura compacta, ramificagdo abundante e alto vigor vegetativo
com maturagdo semi tardia. O tamanho dos graos € semelhante a Mundo Novo, e a
cor dos brotos é verde e os frutos na cor vermelha. Selecionada na regido do
arenito, onde a fertilidade natural do solo € menor e a temperatura € mais elevada.
Indicada preferencialmente para plantios adensados e superadensados em regides
com altitudes acima de 500m, possui alta resisténcia a ferrugem. O material tornou-

se cultivar na geragao de selecao Fs (SERA, comunicagao pessoal).
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2.3.3 IPR99

Derivada do germoplasma Sarchimor, é uma planta de pequeno
porte, arquitetura compacta, ramificada e tem alto vigor vegetativo com maturagao
semi tardia. O tamanho dos grédos € semelhante a Acaia (cruzamento das
variedades Sumatra e Bourbon Vermelho). A cor dos brotos é verde e dos frutos
amarela. Esta cultivar destaca-se pela maturacdo mais uniforme e qualidade de
bebida, sendo indicada preferencialmente para plantios adensados e
superadensados em regides de maiores altitudes. Possui moderada resisténcia a
ferrugem. O material tornou-se cultivar na geracdao de selecdo Fs (SERA,

comunicagéo pessoal).

2.34 IPR 100

Originada de Catindu (Hibrido natural entre C. arabica x C. liberica,
originado da india) (Catuai x C. arabica portador de genes de C. liberica), tem porte
médio e alto vigor vegetativo com maturagcdo tardia e tamanho dos gréos
semelhante a Catuai. A cor do broto é bronze e dos frutos sdo vermelhos. Adaptada
para solos pobres e temperaturas mais elevadas, possui moderada resisténcia a
ferrugem e ao nematdide M. paranaensis. O material tornou-se cultivar na geragéo

de selegao Fs (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.5 IPR101

Originado de Catindu (Hibrido natural entre C. arabica x C. liberica,
originado da india) (Catuai x C. arabica portador de genes de C. liberica), tem porte
médio e alto vigor vegetativo com maturacéo tardia e tamanho dos grdos maior do
que da Acaia. A cor do broto é verde e bronze e os frutos vermelhos. Indicada
preferencialmente para plantios adensados e para mercados especiais que preferem
graos graudos. Possui moderada resisténcia a ferrugem. O material tornou-se

cultivar na geragao de seleg¢ao F7 (SERA, comunicag&o pessoal).
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2.3.6 IPR 102

Cultivar derivada do germoplasma Catuai (Mundo Novo x Caturra) x
Icatu (hibrido artificial interespecifico entre C. arabica e C. canephora). Seu porte é
semelhante a Catuai, tem alto vigor vegetativo com maturagcdo mais tardia do que
Catuai e o tamanho dos graos é semelhante a Catuai. A cor dos brotos é verde e
bronze e dos frutos € vermelha. Possui moderada resisténcia a ferrugem, sendo
indicada preferencialmente para o escalonamento da colheita em regibes de
menores altitudes e solos arenosos no estado do Parana. O material tornou-se

cultivar na geragao de selecao Fg (SERA, comunicacao pessoal).

2.3.7 IPR103

Cultivar derivada do germoplasma Catuai (Mundo Novo x Caturra) x
Icatu (hibrido artificial interespecifico entre C. arabica e C. canephora), realizado
pelo IAC. Em 1977, o material foi introduzido no IAPAR sob a denominagéao de IAC
H 9878-EP 187, que passou a ser denominada IAPAR 77054. Por meio do método
genealodgico, foi selecionada a progénie IAPAR 77054-40, que deu origem a
progénie F5 IAPAR LF 77054-40-10.

Como caracteristicas, as plantas sao de porte médio, menor que
Catuai, tem alto vigor vegetativo, com maturagdo tardia e tamanho dos graos
semelhante a Catuai. A cor dos brotos é bronze claro e dos frutos, vermelho.
Indicada preferencialmente para o plantio adensado em regides de menores
altitudes e solos arenosos no Parana. Possui moderada resisténcia a ferrugem. O

material tornou-se cultivar na geragao de selegédo F7 (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.8 IPR 104

Cultivar derivada do germoplasma Sarchimor, é de pequeno porte e
ramificacdo melhor que do IAPAR 59. A maturacédo € semelhante a Mundo Novo,
contudo o tamanho dos grdos € maior. A cor dos brotos € verde e dos frutos é
vermelho. Possui resisténcia completa a ferrugem e é indicada preferencialmente

para plantios adensados e superadensados em regides com altitudes superiores a
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500m. O material tornou-se cultivar na geragao de selegcao Fg (SERA, comunicacao

pessoal).

239 [IPR105

Resultou do cruzamento entre Catuai x (H7314-4). O material
H7314-4 foi trazido da india, sendo o material com tolerancia & seca que resultou do
cruzamento espontaneo entre o C. arabica e C. liberica.

Tem porte médio, alto vigor vegetativo com maturagao super tardia e
tamanho dos graos semelhante a Mundo Novo. A cor do broto é bronze com frutos
vermelhos. Indicada preferencialmente para plantios adensados em regides com
altitudes menores e/ou regides quentes para escalonar a colheita e suportar melhor
o calor e solos mais pobres. Possui moderada resisténcia a ferrugem. O material

tornou-se cultivar na geracao de selegao Fg (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.10 IPR 106

A IPR 106 é derivada do germoplasma Icatu (hibrido artificial
interespecifico entre C. arabica e C. canephora).

Tem porte médio, maior que Catuai e alto vigor vegetativo com
maturagao uniforme e tardia. O tamanho dos grdaos é maior do que da Acaia e a cor
do broto é verde e bronze com frutos amarelos. Suscetivel a ferrugem, possui
resisttncia em grau moderado ao nematdide M. paranaensis. Indicada
preferencialmente para areas sujeitas a geada de irradiagdo nas regides mais
guentes do Parana com a presencga de M. paranaensis. O material tornou-se cultivar

na geracao de selegao Fg (SERA, comunicacgao pessoal).

2.3.11 IPR107

A cultivar IPR 107 é derivada do cruzamento entre IAPAR 59 x
Mundo Novo. Tem porte médio, alto vigor vegetativo com maturagdo semi precoce e
tamanho dos graos maior que Mundo Novo. A cor do broto é verde e bronze com

frutos vermelhos. Indicada preferencialmente para o plantio adensado em regides
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com maiores altitudes no Parana e possui resisténcia a ferrugem. O material tornou-

se cultivar na geragao de selecao F4 (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.12 IPR 108

Originada do cruzamento entre IAPAR 59 x Catucai (lcatu x Catuai),
tem porte médio, alto vigor vegetativo com maturacdo tardia e tamanho dos gréos
maior que Catuai. A cor do broto € verde e bronze com frutos amarelos e possui
resisténcia a ferrugem. Indicada preferencialmente para o plantio adensado com
menores altitudes e solos arenosos no Parana para o escalonamento da colheita. O

material tornou-se cultivar na geragao de selegéo Fs (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.13 IAPAR 59

Originado do cruzamento entre Villa Sarchi CIFC 971/10 e Hibrido
de Timor CIFC 832/2, realizado no Centro de Investigagdes das Ferrugens do
Cafeeiro (CIFC), em Portugal, onde recebeu a denominagao de H 361. A geracéao F,
(H361-4) foi recebida pelo IAC que denominou LC 1669. Em 1975, o IAPAR recebeu
do IAC a geragédo F3 (LC 1669 Ep127 c.506), que passou a ser denominada PR
75163. A progénie 75163-22 se destacou dando origem a cultivar IAPAR 59.

Apresenta arquitetura compacta e menor volume de copa,
caracteristicas desejaveis para adensamento de plantio. Os brotos sao de cor
bronze, com pequeno percentual de brotos verdes e frutos vermelhos. Precocidade
de produgado em relagdo a Catuai e graos maiores que Catuai. Tem boa qualidade
de bebida, semelhante a Catuai. Suscetivel a Cercéspora, bicho mineiro e
Pseudomonas, e resistente ao nematéide M. exigua, € indicada para regides mais
frias, chuvosas e solo mais argiloso ou com mais matéria organica, considerada
ideal para plantios adensados e superadensados, ideal 0,5m entre plantas. O

material tornou-se cultivar na geragao de selegédo Fs (SERA, comunicagao pessoal).

2.3.14 Catuai Vermelho IAC-99

Originou-se como produto de recombinagdo a partir de um

cruzamento artificial entre cafeeiros selecionados, pela produtividade, das cultivares
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Caturra Amarelo e Mundo Novo. A hibridacao foi realizada em Campinas, em 1949 e
o hibrido recebeu o prefixo IAC H 2077. Estas cultivares sao suscetiveis a ferrugem
e aos nematoides, mas possuem elevado vigor. O sistema radicular é bem
desenvolvido. As folhas novas sdo de cor verde-clara e as adultas, verde-escuro
brilhante. O material tornou-se cultivar na geracédo de selegao Fs (CARVALHO,
2008).

2.3.15 Obata IAC 1669-20

E derivada do cruzamento entre Villa Sarchi 971/10 com o Hibrido
de Timor 832/2, o qual gerou o hibrido F1 (H 361/4), realizado pelo Centro de
Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal. Apresenta
elevada resisténcia a ferrugem, € indicada preferencialmente para plantios
adensados. O material tornou-se cultivar na geracado de sele¢cao Fg (CARVALHO,
2008).

24 RECURSOS GENETICOS E MELHORAMENTO DO CAFE

Com o inicio das pesquisas com o cafeeiro, houve algumas
preocupacdes, e uma delas foi em relagdo ao estabelecimento de um banco de
germoplasma contendo as variedades e variagbes de C. arabica e também as
especies ja existentes, com o objetivo de preservagao e estudo do ponto de vista
evolutivo, taxondmico e quanto a possibilidade de seu aproveitamento no
melhoramento (CARVALHO; FAZUOLI, 1984). De extrema importéncia, estas
colegdes podem revelar relagdes interespecificas dentro do género Coffea e também
dar uma idéia global da variabilidade (CARVALHO; FAZUOLI, 1984; CHARRIER,
1978).

Em programas de melhoramento, hibridos naturais e artificiais
derivados do cruzamento entre C. arabica e C. canephora tém sido intensivamente
empregados. O Hibrido de Timor, o qual tem sido utilizado como uma ponte para
transferéncia de genes de resisténcia a ferrugem de C. canephora para cultivares de
C. arabica, € um bom exemplo disto (FAZUOLI et al., 1996).

A variabilidade conservada nos bancos de germoplasma deve ser

caracterizada e identificada, sendo realizado na maioria das vezes mediante uso de
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caracteristicas morfoagrondmicas. Sendo tais caracteristicas muito influenciadas
pelo ambiente e de expressao tardia, apresentam uma série de dificuldades e
desvantagens, onde, diante disto, as técnicas moleculares s&o importantes
ferramentas para um rapido e eficiente acesso a variabilidade genética que vem
sendo utilizados em bancos de germoplasma e programas de melhoramento de
varias espécies vegetais (RAFALSKI; TINGEY, 1993).

Desde 1932, o Instituto Agronémico de Campinas (IAC) desenvolve
um extenso programa de melhoramento genético do cafeeiro, onde grande numero
de cultivares foram selecionadas e recomendadas para plantio nas mais diversas
regides cafeeiras do Brasil (FAZUOLI, 1986; FAZUOLI et al., 2000). Materiais
geneticamente superiores obtidos por meio do melhoramento de plantas, envolvem
analises sobre caracteristicas agrondmicas, que na maioria sdo quantitativas e
complexas, o que torna dificil a sele¢cdo em razdo do grande numero de genes
envolvidos, suas interagcbes e também pela influéncia ambiental que interfere na
expressdo (MARQUES et al., 2001).

O banco de germoplasma do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia técnica e Extensdo Rural (Incaper), no estado do Espirito Santo,
apresenta 375 acessos, com 10 plantas por acesso, tendo como finalidade a
conservagao de materiais genéticos melhorados de C. canephora. Esta espécie,
além de grande importancia econbémica e social no estado do Espirito Santo, o
segundo maior produtor de café do pais, constitui-se atualmente em material
genético para estudos de resisténcia a ferrugem e nematoides, e de mecanismos
determinantes da tolerancia a seca (EIRA et al., 2007).

No Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), o banco de
germoplasma foi implantado em 1974 e vém sendo ampliado desde entéo, na sede,
em Londrina-PR. Com uma extensa colecdo, € composta principalmente por
germoplasma de C. arabica, com mais de mil acessos desta espécie e outras
inumeras espécies do género, e também de hibridos inter- e intra-especificos. Além
disto, o banco de germoplasma do IAPAR contém uma colegcéo de 144 acessos de
C. arabica coletados na Etidpia, centro de origem da espécie (EIRA et al., 2007).

O banco de germoplasma da Epamig (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) foi implantado na Fazenda Experimental de
Patrocinio, em 2005, sendo conservado inumeros germoplasmas da espécie

arabica, constituido principalmente por linhagens da maioria das cultivares
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comerciais. Atualmente, a colecédo € composta de 1326 acessos do germoplasma
arabico, coletados em varias localidades (EIRA et al., 2007).

A Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Minas Gerais, conta
com um banco de germoplasma criado em 1970/71, com cerca de 450 acessos,
constituindo de grande variabilidade genética, incluindo fontes de resisténcia a
Hemileia vastatrix e Meloidogyne exigua. Novas introducdes foram efetuadas ao
longo do tempo, onde em 2006, 1036 acessos foram plantados em nova area no
banco de germoplasma, na Estagdo Experimental do Aeroporto/UFV. O banco de
germoplasma da UFV tem sido bastante utilizado no Brasil em diversos programas
de melhoramento genético do cafeeiro, possibilitando o desenvolvimento de novas
cultivares (EIRA et al., 2007).

A Fundacdo de Apoio Tecnolégico a Cafeicultura (Fundagéao
Procafé), entidade privada e sem fins lucrativos, foi criada em 2001, em Varginha-
MG. Na Fazenda experimental de Varginha (FEV), € mantida a maior parte do banco
de germoplasma, instalado em 1976. A Fundagao possui catalogados 1518 acessos,
a maioria matériais genéticos de C. arabica, além de acessos de cultivares que
tiveram participagao da historia da cultura cafeeira no Brasil (EIRA et al.,2007).

Em 1978, foi criado o banco de germoplasma de café na Estacao
experimental da Embrapa Rondbnia, no municipio de Ouro Preto do Oeste,
Rondbnia (SOUZA et al., 2003), colecdo composta de 719 acessos de C. canephora,
1 acesso de C. congensis e 261 acessos de C. arabica (EIRA et al., 2007).

Entretanto, os programas de melhoramento podem se tornar mais
eficientes através da predicdo de ganhos por determinada estratégia de selegao,
antecipando o0 sucesso do esquema seletivo adotado, decidindo, com base
cientifica, por técnicas alternativas que possam ser mais eficazes (CRUZ; REGAZZI;
CARNEIRO, 2004). Ensaios de progénies tém sido realizados frequentemente nos
programas de melhoramento do cafeeiro, envolvendo familias em diferentes niveis
de endogamia com variancia da variabilidade genética dessas populagdes entre e
dentro das familias. Sendo assim, quando ha informacdes obtidas de plantas dentro
de parcelas, € possivel realizar tanto a selecdo entre progénies como também
dentro das familias, permitindo desta forma explorar a variabilidade de forma mais
eficiente e obter melhores ganhos (CRUZ, 2006).
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2.5 MARCADORES MOLECULARES

Nos ultimos anos, com os avangos da genética e da biologia
molecular, principalmente, o advento da tecnologia do DNA recombinante, da reagao
de polimerase em cadeia (PCR, Polimerase Chain Reaction) e do sequenciamento
automatico do DNA foram desenvolvidas poderosas técnicas para o
desenvolvimento de marcadores genéticos uteis na identificagdo, caracterizagéo e
avaliacdo dos recursos genéticos vegetais. Ha elevado numero de artigos cientificos
que fazem referéncia a tais marcadores no estudo de varias espécies e com as mais
diversificadas aplicacdes, evidenciando o impacto dessa tecnologia nos programas
de conservagao e uso dos recursos genéticos (AYAD et al., 1997).

Por muito tempo, os indicadores mais simples utilizados para
verificar a variabilidade genética foram os marcadores morfolégicos, entretanto estes
apresentam muitas alteragdes devido a influéncia ambiental. Para uma
determinagcdo mais segura da variabilidade genética, € necessaria a utilizacdo de
caracteristicas que n&o sofram influéncia ambiental (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Sendo assim, um método que permite a identificacdo de niveis de
variabilidade genética entre cultivares é o estudo de polimorfismo do DNA baseados
em marcadores moleculares. (CAIXETA; FERRAO; ZAMBOLIM, 2013).

O termo marcador indica que sua fungéo é identificar alguma coisa.
No presente contexto ele é utilizado para marcar alelos, colocando “pontos de
referéncia” sobre um local ou uma regido de um cromossomo para entao localizar
genes de interesse que sao de dificil identificacdo (RAMALHO; SANTOS; PINTO,
2008). Entende-se como marcador genético qualquer caracteristica, processo
bioquimico ou fragmentos de DNA herdavel que permita a distingdo 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 alteragdes sao
denominadas de polimorfismos.

Para ser considerado um bom marcador molecular, este deve reunir
uma série de caracteristicas para maximizar sua utilidade, entre elas, possuir uma
boa distribuicdo ao longo do genoma e alto grau de polimorfismo, aliado as analises
destes marcadores através de técnicas as quais devem ser rapidas, praticas e

reproduziveis em outros laboratérios de forma confiavel (MENDEZ et al., 2005).
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Dentre elas, a técnica mais utilizada para a detecgdo de regides de interesse do
DNA é a técnica da Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR), a qual consiste na
sintese in vitro de regides especificas do DNA, simulando a replicagao. Esta técnica
permite a detec¢cao de marcas no DNA, como por exemplo, os polimorfismos.

Atualmente, os inumeros tipos de marcadores moleculares
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 consisténcia e repetibilidade, caracteristicas importantes na
escolha do marcador a ser utilizado (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizagdo ou amplificacdo de DNA (MILACH, 1998). Na hibridizacdo, uma
pequena sequéncia é marcada radioativamente e ligada ao DNA dos individuos,
utilizando o principio de pareamento de bases do DNA. Neste caso enquadram-se
os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (MEYER, 2002).

Ja aqueles identificados por amplificacao 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; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros marcadores desenvolvidos que detectavam as
diferencas entre individuos diretamente no DNA foram os RFLP’s (BOREM,;
CAIXETA, 2006). Porém por seu desenvolvimento apresentar um processo caro e
laborioso e, além disso, a utilizacdo de sondas radioativas, esta técnica ndo permite
a automatizacdo de suas etapas, o que torna dificil em estudos de populagéo
(BOREM; 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).

Uma das técnicas desenvolvidas que complementam mais
precisamente a caracterizagdo de genodtipos sdo a eletroforese de isoenzimas, de
proteinas e de DNA (RAPD, RFLP). As proteinas e isoenzimas representam a
expressado de forma direta dos genes em um ambiente, ja a eletroforese do DNA
mede a variabilidade diretamente na cadeia de DNA (BUSTAMANTE; POLANCO-
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LOAIZA, 1999). Entretanto, o acesso a variabilidade genética em C. arabica através
do uso de alguns marcadores moleculares tem mostrado muitas dificuldades, devido
a falta de variagdo genética como observado com as isoenzimas (LOPES, 1993) e
RFLP (PAILLARD et al., 1996).

Por outro lado, marcadores identificados por amplificacao,
especialmente RAPD’s, sdo mais faceis de manipular e de custo menor, embora
sejam de resultados menos consistentes. Marcadores microssatélites e AFLP
revelam mais polimorfismo e tém sido as melhores opgdes para espécies onde este
polimorfismo é limitado (MILACH, 1998).

Microssatélites, também conhecidos como SSR (Simple Sequence
Repeats - Sequéncias simples repetidas) correspondem a sequéncias de DNA com
poucos pares de bases de comprimento (2-6), repetidas "in tandem", tais como
(AT)n e (ATT). A variagdo no numero (n) desses elementos repetidos gera grande
quantidade de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Apods o sequenciamento do genoma humano, os marcadores SNP’s
ganharam mais notoriedade. Com base na detecgao de polimorfismos resultantes da
alteracao de uma unica base no genoma, é possivel evidenciar a presenga de SNP’s
em espécies vegetais, inclusive em café (MISHRA et al., 2011). Eles podem ocorrer
tanto em regides expressas quanto n&o expressas, e ao se considerar que muitos
desses SNP’s estdo localizados no interior de regides génicas, havera entdo uma
reducdo de tempo e custos na obtengdo de genes de interesse agronémico
(BOREM; CAIXETA, 2006).

2.5.1 Aplicacdo do Uso de Marcadores Moleculares no Género Coffea com Enfase

nos Marcadores AFLP

Os marcadores moleculares tém sido utilizados em diversos estudos
genéticos, como os de diversidade genética e relagdes filogenéticas no género
Coffea.

As isoenzimas foram os primeiros marcadores moleculares
aplicados no género Coffea com pouco sucesso, as quais ndo puderam distinguir
entre tipos dentro da espécie C. arabica (BERTHOU; TROUSLOT, 1979;
BERTHAUD; CHARRIER, 1988). Desde entado, as relagdes taxonémicas dentro do
género Coffea tem sido estudadas utilizando variagbes do DNA (BERTHOU;
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MATHIEU; VEDEL, 1983), marcadores RAPD e organelas especificas de
marcadores baseados na PCR (OROZCO-CASTILLO et al., 1996). Orozco-Castillo
et al. (1994) distinguiram os grupos de cultivares arabica, Tipica e Bourbon,
utilizando marcadores RAPD. Estes marcadores tém sido usados para detectar
diversidade genética dos acessos dentro do café arabica silvestre, seis cultivares da
Etidépia e dois acessos derivados de Tipica e Bourbon (LASHERMES et al., 1996;
ANTHONY et al., 2001). Além destes, outros diversos marcadores de DNA estédo
disponiveis para medir a diversidade genética.

Mais recentemente, o potencial de aplicacdo tanto de marcadores
AFLP como microssatélites tem sido amplamente demonstrado em café. Os
marcadores AFLP tem sido utilizados com sucesso para detectar fragmentos
introgressivos em hibridos interespecificos derivados do cruzamento espontaneo
entre C. arabica x C. canephora (LASHERMES et al., 2000) e C. arabica x C. liberica
(PRAKASH et al., 2002), analisar a diversidade genética dentro e entre cultivares
(STEIGER et al., 2002), detectar introgressdes genéticas (PRAKASH et al., 2004) e
construir mapas de ligagdes genéticas (PEARL et al., 2004). J& os marcadores
microssatélites foram utilizados para analisar a segregacédo alélica em hibridos
obtidos do cruzamento entre C. arabica x C. canephora (HERRERA et al., 2002).
Além disso, a eficiéncia dos marcadores AFLP e microssatélites tem sido
demonstrada também no estabelecimento da origem das variedades cultivadas do
café arabico (ANTHONY et al., 2002).

Estudos comparativos utilizando os marcadores RFLP, RAPD, AFLP
e microssatélites tem mostrado que o AFLP € a técnica mais eficiente para estimar a
diversidade genética (POWELL et al., 1996; RUSSELL et al., 1997; PEJIC et al.,
1998), dispondo de muitas vantagens em relagdo aos outros marcadores de DNA. O
mais importante disto € que com o uso dos marcadores AFLP, n&o € necessario ter
informacgé&o prévia da sequéncia, produz grande numero de marcadores polimorficos
informativos por primer, requer apenas uma pequena quantidade de DNA, abrange
todo o genoma e é altamente reprodutivel (PORTIS et al., 2004; SHAN et al., 2004).

Desta forma, estes marcadores moleculares, tais como os RAPD,
AFLP e microssatélites constituem-se eficientes ferramentas em estudos genéticos,
como nas analises de diversidade genética tanto de café silvestre como de café
cultivado (ANTHONY et al., 2001; ANTHONY et al., 2002; MONCADA; MCCOUCH,
2004; SILVESTRINI et al., 2007; CUBRY et al., 2008; MALUF et al., 2005; VIEIRA,
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et al., 2010), fazendo com que a deteccao e quantificacdo da variagao genética em
especies vegetais seja muito importante para o sucesso das pesquisas de

conservagao genética e melhoramento de plantas.

2.5.2 AFLP (Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos Amplificados)

Dentre os marcadores moleculares, o AFLP destaca-se por sua
versatilidade na geracdo de informagdes, uma vez que, associa o polimorfismo
gerado por enzimas de restricdo com a capacidade de detecgéo da técnica de PCR.

O processo metodoldgico desta técnica € baseado por varias etapas,
onde inicialmente ha a clivagem do DNA genbmico com enzimas de restricao,
seguido da ligacdo de adaptadores especificos (que possuem terminais
complementares as extremidades resultantes da clivagem pelas enzimas de
restricdo), depois de uma selecao dos fragmentos amplificados, que se divide em
pré-seletivo (com primers contendo apenas um nucleotideo arbitrario adicional), e
seletivo (com primers contendo outros dois nucleotideos arbitrarios adicionais,
totalizando trés), e a ultima etapa consiste na analise do subconjunto de fragmentos
amplificados por eletroforese em gel ou capilar (CAIXETA; FERRAO; ZAMBOLIM,
2013).

A principal limitagdo dos marcadores AFLP consiste no baixo
conteudo de informagdo genética gerado por loco, isso porque, assim como 0s
marcadores RAPD, sdo de natureza dominante, ou seja, ndo permitem a distingéo
entre homozigotos e heterozigotos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
ZHIVOTOVSKY, 1999; COSTA et al.,, 2000). Dentre as vantagens do AFLP
destacam-se o grande numero de marcadores gerados, o alto poder de detecg¢ao da
variabilidade genética, a possibilidade de combinacdes entre primers e enzimas de
restricdo, ampla cobertura do genoma, além de serem altamente reprodutiveis
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Com a técnica de AFLP, primeiramente descrita por Vos et al.
(1995), é possivel explorar a simplicidade na geragdo de grande numero de
marcadores que envolvem todo o genoma, sem haver a necessidade de um
sequenciamento prévio. A técnica de AFLP consiste essencialmente em quatro
etapas (Vos et al., 1995):
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Etapa 1 — Clivagem de DNA gendmico:

Esta etapa é realizada pela adicdo de duas enzimas de restricao,
uma de corte raro que reconhece e corta seis pares de bases (ex. EcoRI) e uma de
corte frequente que reconhece apenas quatro pares de bases (ex. Msel). Com estas
reagcdes podem entdo ser gerados trés tipos de fragmentos; fragmentos grandes,
resultantes do corte com a enzima de corte raro; fragmentos pequenos, originados

pelo corte com a enzima de corte frequente; e fragmentos de tamanho intermediario.

Etapa 2 — Ligacao de adaptadores:

Consiste na ligacdo de adaptadores especificos que possuem
extremidades complementares as extremidades resultantes da clivagem pelas
enzimas de restricdo. Estes adaptadores possuem de 20 a trinta pares de bases,
cujas sequéncias sao diferentes para cada adaptador. Com este passo, um grande
numero de fragmentos poderia ser amplificados via PCR. No entanto, o numero de
fragmentos nesta etapa seria demasiadamente excessivo, tornando impossivel a
resolucao de fragmentos individuais, mesmo em gel de alta resolugdo. Assim, apoés
a ligagao dos adaptadores € feita uma diluicdo de 10 a 20 vezes de acordo com o

material estudado.

Etapa 3 — Pré-seletivo:

Esta etapa consiste de uma selecao inicial de fragmentos através da
utilizacao de primers de 20 a 25 pares de bases onde é adicionada um nucleotideo,
em relagdo a sequéncia dos adaptadores. Nesta fase, apenas fragmentos ligados
aos adaptadores que contenham esta base adicional serdo amplificados, limitando
assim o numero de fragmentos. O produto resultante da reagéo pré-seletiva € diluido

de 5 a 10 vezes, também dependendo do material estudado.

Etapa 4 — Seletivo:

Nesta etapa é feita uma nova sele¢cdo de fragmentos a serem

amplificados via PCR, através da utilizagdo de primers que contenham dois ou mais
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nucleotides seletivos, restringindo ainda mais o numero de fragmentos amplificados,
e assim, tornando possivel a resolucéo e visualizagdo de marcadores individuais. A

Figura 1 ilustra as etapas necessarias a obtengado de marcadores de AFLP.

Figura 1 — Etapas de reagao da técnica de marcadores moleculares AFLP.

@ EcoR 1 1 MseT

Digestio do DNA 5 —rA—3"
37 CTT, l AATI-—5

AATTC ———T
Ligacio de adaptadores G———fAT

EcoR I adaptador [11_[“' allm  Mse1adsprador

AATTC ——TTA E
TTAAG——AAT

Pré-amplhficacio l

EcoRI primer E-A I ASTTCA ————GTTA
N TTAAGT———-CAAT I Mse I primer M- C

Amplificacao l
EcoRIprimerE- Achn B AATTCAACA ————GTGGTTA I

B TTAAGTTGT———CACCAAT B MselprimerM- CAC
Fonte: DAMASCENO, 2010.
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3 ARTIGO A: AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE E
DENTRO DE CULTIVARES DE CAFE (Coffea arabica L.) ACESSADOS POR
MARCADORES AFLP

RESUMO: A técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) foi
utilizada para acessar a variabilidade e distancia genética de 15 populagbes de
Coffea arabica L., obtidas do cruzamento de C. arabica x C. canephora e C. arabica
x C. liberica, com uma amostragem de 20 plantas por populagédo. Duas combinagdes
de primers seletivos de AFLP (EcoRI-AAC/Msel CTAG e EcoRI-AAC/Msel-CAAG)
geraram 731 bandas. Entre as popula¢des estudadas, a cultivar IPR 100 apresentou
a maior variabilidade genética, determinada pelo numero de locos polimdrficos (276),
porcentagem de locos polimérficos (37,75%) e diversidade génica de Nei (0,22)
seguidas das cultivares IPR 97 (351, 48,01% e 0,20) e IPR 104 (327, 44,73% e
0,20). Pela analise de variancia molecular (AMOVA), 16,13% da variabilidade
genética encontra-se entre populagdes, enquanto 83,87% distribui-se dentro das
populacdes. Valores de Fst par a par entre as populagdes mostraram que a maior
distancia encontrada foi de 0,330 entre as cultivares IPR 97 e IPR 102 e a menor
distancia (-0,001) foi entre as cultivares IPR 101 e IPR 105, as quais ndo se
diferenciaram. Verificou-se que cultivares com diferentes numeros de geragdes de
selecdo nao apresentaram grandes diferencas na taxa de variabilidade genética e as
cultivares de origens semelhantes mostraram taxas diferentes de variabilidade
genética entre e dentro dessas populagdes. Os dados deste trabalho podem ser
utilizados em futuros programas de melhoramento genético de C. arabica.

Palavras-chave: Distancia genética. Hibridos. Marcador molecular. Polimorfismo
genético.

ABSTRACT: The AFLP technique (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) was
used to access the genetic variability of 15 populations in different generations of
selection of Coffea arabica L. Several of these populations were obtained by crossing
of C. arabica with C. canephora or C. arabica with C. liberica. Two selective AFLP
primers combinations (EcoRI-AAC/Msel CTAG e EcoRI-AAC/Msel-CAAG) generated
731 bands. Among the populations studied, the cultivar IPR 100 showed the greatest
genetic variability, determined by the number of polymorphic loci (276), percentage of
polymorphic loci (37.75%) and Nei's gene diversity (0.22), followed by IPR 97 (351,
48,01% e 0,20) and IPR 104 (327, 44,73% e 0,20). The molecular analysis of
variance (AMOVA) revealed that 16.13% of the genetic variability was found among
populations, while 83.87% was distributed within populations. Values of pairwise Fgsr
among populations showed that the greatest distance was 0.330 between IPR 97
and IPR 102 and the shortest distance (-0.001) was between IPR 101 and IPR 105.
Cultivars with similar genetic background showed different levels of genetic
variability. It was also observed that cultivars with different numbers of generations of
selection did not show big differences in its genetic variability. Data from this study
can be used in future breeding programs of C. arabica.

Keywords: Genetic distance. Hybrids. Molecular markers. Genetic polymorphism.
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3.1 INTRODUCAO

O centro de diversidade do café arabico (C. arabica L.) é a Etiopia. O
uso do café foi feito primeiramente por um pastor arabe que percebeu um
comportamento agitado de suas cabras apds consumirem pequenos frutos
vermelhos de um arbusto nativo (MATIELLI; RUGGIERO, 2005), porém o consumo
do café sé foi mencionado pela primeira vez por um médico arabe chamado Razes,
no século X (SMITH, 1985), o qual era utilizado como medicamento para o sono e
fadiga (TAUNAY, 1939).

Inicialmente o consumo do café foi difundido pela comunidade
arabe, e no fim do século XV comegou a ser comercializado na Europa. No fim do
século XVII e inicio do século XVIII, a cultura cafeeira espalhou-se pelas Américas
Central e do Sul através da propagacdo de uma unica planta proveniente da
Indonésia, cultivada no Jardim Botanico de Amsterda (ANTHONY et al., 2001), onde
a partir dai, as primeiras mudas de café foram trazidas da Guiana Francesa ao
Brasil pelo Sargento-Mor Francisco de Mello Palheta em 1727 (MATIELLI,
RUGGIERO, 2005; MENDES; GUIMARAES, 1998).

A introdugao do café no Brasil foi um marco importante na economia
do pais, onde devido as condi¢des climaticas favoraveis, o cultivo de café se
espalhou rapidamente com a producéo voltada para o mercado interno, tornando-se
produto-base da economia brasileira (ABIC, 2011). De acordo com a Organizagao
Internacional do Café (ICO, 2011) o Brasil € o maior produtor e segundo maior
consumidor de café do mundo, sendo o estado de Minas Gerais responsavel por
51% da producdo nacional e o estado do Parana por 4,2% da producao de café no
ano de 2011 (ABIC, 2011). A primeira estimativa de producédo de café para a safra
2014 indica que o Brasil devera colher entre 46,53 e 50,15 milhdes de sacas de 60
quilos do produto beneficiado (CONAB, 2014).

Com o inicio das pesquisas com o cafeeiro, houve algumas
preocupacdes, e uma delas foi em relagdo ao estabelecimento de um banco de
germoplasma contendo as variedades e variagbes de C. arabica e também as
espécies do género Coffea, com o objetivo de preservagcédo e estudo do ponto de
vista evolutivo, taxondmico e quanto a possibilidade de seu aproveitamento no
melhoramento genético do café (CARVALHO; FAZUOLI, 1984). Estas colecdes

podem revelar relagdes interespecificas dentro do género Coffea e também dar uma
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idéia global da variabilidade genética (CARVALHO; FAZUOLI, 1984; CHARRIER,
1978).

Desde 1932, o Instituto Agronébmico de Campinas (IAC) desenvolve
um extenso programa de melhoramento genético do cafeeiro, onde grande numero
de cultivares foram selecionadas e recomendadas para plantio nas mais diversas
regides cafeeiras do Brasil (FAZUOLI, 1986; FAZUOLI et al., 2000).

O banco de germoplasma do Instituto Capixaba de Pesquisa,
assisténcia técnica e extensdo rural (Incaper), no estado do Espirito Santo,
apresenta 375 acessos, com 10 plantas por acesso, tendo como finalidade a
conservagao de materiais genéticos melhorados de C. canephora. Esta espécie,
além de grande importancia econémica e social no estado do Espirito Santo, o
segundo maior produtor de café do pais, constitui-se atualmente em material
genético para estudos de resisténcia a ferrugem e nematoides, e de mecanismos
determinantes da tolerancia a seca (EIRA et al., 2007).

No Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), o banco de
germoplasma foi implantado em 1974 e vém sendo ampliado desde ent&o, na sede,
em Londrina-PR. Com uma extensa colecdo, € composta principalmente por
germoplasma de C. arabica, com mais de mil acessos desta espécie e outras
inumeras espécies do género, e também de hibridos inter- e intra-especificos. Além
disto, o banco de germoplasma do IAPAR contém uma colegéo de 144 acessos de
C. arabica coletados na Etidpia, centro de origem da espécie (EIRA et al., 2007).

O banco de germoplasma da Epamig (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) foi implantado na Fazenda Experimental de
Patrocinio, em 2005, sendo conservado inumeros germoplasmas da espécie
arabica, constituido principalmente por linhagens da maioria das cultivares
comerciais. Atualmente, a colecdo € composta de 1326 acessos do germoplasma
arabico, coletados em varias localidades (EIRA et al., 2007).

A Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Minas Gerais, conta
com um banco de germoplasma criado em 1970/71, com cerca de 450 acessos,
constituindo de grande variabilidade genética, incluindo fontes de resisténcia a
Hemileia Vastatrix e Meloidogyne exigua. Novas introdug¢des foram efetuadas ao
longo do tempo, onde em 2006, 1036 acessos foram plantados em nova area no
banco de germoplasma, na Estagdao experimental do Aeroporto/UFV. O banco de

germoplasma da UFV tem sido bastante utilizado no Brasil em diversos programas
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de melhoramento genético do cafeeiro, possibilitando o desenvolvimento de novas
cultivares (EIRA et al., 2007).

A Fundacdo de Apoio Tecnolégico a Cafeicultura (Fundagéo
Procafé), entidade privada e sem fins lucrativos, foi criada em 2001, em Varginha-
MG. Na Fazenda experimental de Varginha (FEV), € mantida a maior parte do banco
de germoplasma, instalado em 1976. A Fundacéao possui catalogados 1518 acessos,
a maioria matérias genéticos de C. arabica, além de acessos de cultivares que
tiveram participagao da historia da cultura cafeeira no Brasil (EIRA et al.,2007).

Em 1978, foi criado o banco de germoplasma de café na Estagao
experimental da Embrapa Rondénia, no municipio de Ouro Preto do Oeste,
Ronddnia (SOUZA et al., 2003), colecdo composta de 719 acessos de C. canephora,
1 acesso de C. congensis e 261 acessos de C. arabica (EIRA et al., 2007).

Os Hibridos naturais e artificiais derivados do cruzamento entre C.
arabica e C. canephora tem sido intensivamente empregados nos programas de
melhoramento do café, onde o Hibrido de Timor, utilizado como ponte para
transferéncia de genes de resisténcia a ferrugem de C. canephora para C. arabica, é
um exemplo disto (FAZUOLI et al., 1996), fazendo com que haja um incremento na
variabilidade genética do café arabico.

Os materiais geneticamente superiores obtidos através do
melhoramento, envolvem analises sobre caracteristicas agrondmicas, que na
maioria sdao quantitativas e complexas, o que torna dificil a selecdo em razao do
grande numero de genes envolvidos, suas interagdes e também pela influéncia
ambiental que interfere na expressao génica (MARQUES et al., 2001). Entretanto, os
programas de melhoramento podem se tornar mais eficientes através da predigédo de
ganhos por determinada estratégia de selegéo, antecipando o sucesso do esquema
seletivo adotado, e decidindo, com base cientifica, por técnicas alternativas que
possam ser mais eficazes (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

Diante disto, os marcadores moleculares vém sendo considerados
importantes ferramentas para um rapido e eficiente acesso a variabilidade genética
que vem sendo utilizadas em bancos de germoplasma e programas de
melhoramento de varias espécies vegetais (RAFALSKI; TINGEY, 1993).

Entre estas técnicas, a técnica de AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) (VOS et al. 1995) tem-se demonstrada ser de grande eficiéncia no

estudo da diversidade genética e analises introgressivas no género Coffea.
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Utilizando a técnica de AFLP, Anthony et al. (2002) e Steiger et al. (2002)
identificaram  diferentes acessos de C. arabica, e Dessalegn; Herselman;
Labuschagne (2008) fizeram a distingdo entre 28 gendtipos originarios da Etidpia.
Prakash et al. (2002) verificaram que a introgressdo de C. liberica em C. arabica
aumentou a variabilidade genética de C. arabica. A técnica de AFLP foi também
utilizada com sucesso por Noir et al. (2003) e Prakash et al. (2004) para identificar
genes resistentes a nematoides e resistentes a ferrugem em materiais resultantes da
introgressdo de C. canephora com C. arabica. Pearl et al. (2004) construiram um
mapa genético de C. arabica com um comprimento total de 1802,8 cM e uma
distancia meédia de 10,2 cM entre os marcadores adjacentes de AFLP. Todos estes
estudos demonstraram a eficiéncia da técnica de AFLP na avaliagao da variabilidade
genética, introgressdo e mapeamento em C. arabica.

Neste estudo, pretendeu-se verificar, por meio de marcadores
moleculares AFLP, a variabilidade genética entre e dentro de diferentes cultivares de
Coffea arabica em diferentes geragdes de selegdo, bem como verificar a distancia
genética entre as mesmas com o objetivo de utilizar estes materiais em futuros

programas de melhoramento genético.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Coleta de Material Vegetal
Para o desenvolvimento deste estudo, foram coletados tecidos
foliares de 20 plantas de 15 cultivares (Tabela 1) de Coffea arabica do Ensaio E1001

implantado em Londrina-PR, no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) e

armazenados imediatamente em gelo.
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Tabela 1 — Relagao das 15 cultivares de Coffea arabica, suas respectivas geracoes
de selecao e genealogias.

Cultivar Geracdo de Selecao Genealogia
IPR 97 Fg Germoplasma Sarchimor
IPR 98 Fg Germoplasma Sarchimor
IPR 99 Fg Germoplasma Sarchimor
IPR 100 Fs Catuai x Coffea liberica
IPR 101 F; Catuai x Coffea liberica
IPR 102 Fs Catuai x Icatu
IPR 103 F- Catuai x Icatu
IPR 104 Fs Germoplasma Sarchimor
IPR 105 Fs Germoplasma Catuai
IPR 106 Fg Germoplasma Icatu
IPR 107 Fq4 IAPAR 59 x Mundo Novo
IPR 108 Fs IAPAR 59 x Catucai
IAPAR 59 Fg Germoplasma Sarchimor
Catuai Vermelho IAC-99 Fs Caturra x Mundo Novo
Obatd IAC 1669-20 Fs Germoplasma Sarchimor

3.2.2 Extracdo e Quantificagdo do DNA

A extragdo do DNA de cada individuo foi realizada segundo
protocolo CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987) com algumas modificagdes para a espécie
estudada. Foram maceradas folhas jovens em nitrogénio liquido, posteriormente
acrescentando 700 pl de tampao de extracdo CTAB e 20 pl de beta-mercaptoetanol
e colocado em banho-maria a 65°C por 30 min, agitando-as a cada 10 min. Tiradas
as amostras do banho-maria, esperou-se esfriar as amostras, acrescentou-se 600 pl
de cloroférmio-isoamilico (24:1), e agitou-se até a homogeneizagdo por 8 min.
Centrifugou-se por 15 min a 15000 rpm e o sobrenadante foi transferido para novo
tubo. Foi adicionado 400 ul de isopropanol gelado, homogeneizado e colocados em -
20°C por 15 min (ou overnight). Apds, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
13000 rpm e retirado o sobrenadante cuidadosamente sem perder o pellet. Foi
lavado o pellet durante 3 a 4 min em 500 ul de etanol (70%) gelado, etapa repetida
2x. Depois foi lavado durante 2 a 4 min em 500 pl de etanol absoluto gelado. Feito
isto, foi ressuspendido o pellet em 50 yl de TE e 3 ul de RNase (110 mg/ml) em cada
amostra e levado a estufa por 30 min a 37°C. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas em geladeira até a realizagdo das quantificagées de DNA.

A concentragdo de DNA de cada amostra foi estimada utilizando o
quantificador de DNA Scandrop, segundo as instru¢gdes do fabricante e

posteriormente congeladas em freezer a -80°C.
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3.2.3 Reacgdes de AFLP

Cerca de 700 ng do DNA genémico foram digeridos com duas
enzimas de restricdo simultaneamente, 5 U de Msel e 5 U de EcoRI, em tampéao de
digestdo com um volume total de 20 pl. A reagéao foi incubada a 37°C por 18 h e, em
seguida, os fragmentos gerados foram ligados a adaptadores especificos, conforme
descrito por Vos et al. (1995). Para a ligagdo dos adaptadores, foi acrescentado ao
material digerido um mix contendo tampéao da T4 DNA ligase (1X, NaCl 0,5 M , BSA
1 mg/ml, DTT 5 mM), adaptadores Msel 50 mM, adaptadores EcoRI 5 mM, T4 DNA
ligase 1U e agua ultra pura para completar o volume de 10 pL. A reagao foi incubada
a 37°C por 3 h, 17°C por 30 min, 70°C por 10 min. A seguir 25 yl da reagéo de
restricdo-ligagéo foi diluida em 225 ul de agua ultra pura. A amplificacéo pré-seletiva
foi realizada utilizando o kit GoTaqg® Green Master Mix (Promega), primer pré-
seletivo 4,75 Mm, 3,0 pl da diluicdo da reagao de restrigao-ligagdo e agua ultra pura
para completar o volume de 10 yL. O programa da amplificacdo pré-seletiva foi
realizada em 1 ciclo de 72°C por 2 min, 20 ciclos de 90°C por 1 s, 56°C por 30 s e
72°C por 2 min seguido de 1 ciclo final de 60°C por 30 min. Em seguida, um volume
de 5 pl da reagao pré-seletiva foi diluido em 45 pl de agua ultrapura. Para a
amplificacdo seletiva foram utilizadas duas combinagbées de primers marcados com
fluoroforos (Primers EcoRI-AAC (NED-amarelo) / Msel-CTAG, EcoRI-AAC (HEX-
verde) / Msel-CAAG. As reagbes de amplificacdo seletiva foram compostas dos
primers seletivos Msel 5 yM e EcoRI 5 yM, GoTagq® Green Master Mix, 3 pL da
reacao da pré-amplificagcao diluida e agua ultra pura para completar o volume de 10
ML. O programa para amplificagao foi composto por 1 ciclo de 94°C por 2 min, 65°C
por 30 s e 72°C por 2 min; 8 ciclos de 94°C por 1 s, 64°C por 30 s e 72°C por 2 min;
23 ciclos de 94°C por 1 s, 56°C por 30 s e 72°C por 2 min e 1 ciclo final de 60°C por

30 min.

3.2.4 Preparagdes das Amostras para Eletroforese Capilar em Sistema

Automatizado

Para resolucéao dos produtos de PCR obtidos da reacao seletiva, as
amostras foram amplificadas com primers distintamente marcados com os

fluoréforos: verde (HEX) e amarelo (NED). A estas amostras foi adicionado 0,2 pl de



37

size standard (Liz 600) e 8,8 ul de formamida. Os produtos foram desnaturados a
95°C por 2 minutos e imediatamente levados ao gelo para submeter a eletroforese

usando o sistema automatizado 3500xL (Applied Biosystems).

3.2.5 Analise Estatistica

Os produtos de amplificagdo foram analisados por meio do programa
GeneMapper, para constru¢do de uma matriz binaria, levando em conta a presenca
(1) ou auséncia (0) de um determinado fragmento. O numero de locos polimdrficos,
a porcentagem de locos polimorficos, a diversidade génica de Nei (Hs) (1978), a
variabilidade genética entre e dentro das populagdes, indice de Fixagéo Alélica (Fst)
e 0 Fst par a par foram calculadas utilizando o programa Arlequin verséo 3.11
(EXCOFFIER et al., 2005). Os dendrogramas foram calculados através do método
UPGMA. Para os dendrogramas de cada cultivar foi utilizado o programa FAMD
versdo 1.3 (SCHLUTER; HARRIS, 2006) e para o dendrograma geral foi utilizado o
programa TFPGA verséo 1.3 (MILLER, 1997). Para identificar a formagéo de grupos
(k) das populagdes, foi utilizado o programa Structure versédo 2.3.3 (HUBISZ et al.,
2009). A analise de numero de clusters foi realizada seguindo o modelo misto com
periodo de comprimento de 10000 e 10000 repeticbes, o numero de clusters foi

determinado de acordo com Evano; Regnaut; Goudet (2005).
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4 RESULTADOS

Duas combinagdes de primers seletivos (NED-EcoRI-AAC / Msel-
CTAG, HEX-EcoRI-AAC / Msel-CAAG, geraram 731 bandas. A cultivar IPR 97
apresentou o maior numero de locos polimérficos (351) correspondendo a 48,01%
(Tabela 2), com uma diversidade génica de Nei de 0,20, seguidas das cultivares IPR
108 com 338 locos polimorficos (46,23%) e diversidade génica de Nei de 0,08 e IPR
99 com 330 locos polimorficos (45,14%) e 0,07 de diversidade génica de Nei. Com
menor numero de polimorfismos, a cultivar IPR 98 apresentou 205 locos polimorficos
(28,04%) e diversidade génica de Nei de 0,17, e a cultivar IAPAR 59 com 205 locos
polimorficos (28,04%) e diversidade génica de Nei de 0,15.

Tabela 2 — Numero de locos polimérficos, porcentagem de locos polimorficos,
diversidade génica de Nei (1978) das 15 cultivares de Coffea arabica.

Cultivar N° de locos Porcentagem de Diversidade génica
polimorficos locos polimérficos de Nei
IPR 97 351 48,01 0,20
IPR 98 205 28,04 0,17
IPR 99 330 45,14 0,07
IPR 100 276 37,75 0,22
IPR 101 236 32,28 0,17
IPR 102 293 40,08 0,07
IPR 103 212 29,00 0,17
IPR 104 327 44,73 0,20
IPR 105 288 39,39 0,18
IPR 106 253 34,61 0,17
IPR 107 209 28,59 0,16
IPR 108 338 46,23 0,08
IAPAR 59 205 28,04 0,15
Catuai Vermelho 253 34,61 0,19
IAC-99
Obatd IAC 1669-20 252 34,47 0,17

Hs = Diversidade génica de Nei.

Pela andlise da AMOVA, verificou-se que 16,13% da variabilidade
genética encontra-se entre as populagdes, enquanto 83,87% encontra-se dentro das

populagdes (Tabela 3).
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Tabela 3 — Analise da varidncia molecular (AMOVA) entre e dentro das 15
populagdes de Coffea arabica.

L Soma dos Componentes de Porcentagem
Fonte de variacéo G.L L LY
guadrados Variagao da Variacao
Entre as 14 2087,5 5,91 16,13+
Populaces
Dentro das 285 8767,4 30,76 83,87
Populacbes
Total 299 10854,9 36,68

(Fs1)=0,161. **P<0,01, significante com 1023 permutagdes.

Através da analise de distancia genética pelo Fst par a par (Tabela
4), observou-se que a maior distdncia encontrada foi de 0,330 (33%) entre as
cultivares IPR 97 e IPR 102, seguida das cultivares IPR 97 e IPR 108, que tiveram
uma distancia entre elas de 0,313 (31%) e as cultivares IPR 97 e IPR 99 de 0,305
(30%). Com o menor valor encontrado, as cultivares IPR 101 e IPR 105 néo se

diferenciaram (-0,001), ou seja, ndo houve distancia genética entre elas.



Tabela 4 — Distancia genética pelo Fst par a par entre as 15 populag¢des de Coffea arabica.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1-IPR 97 0,000
2-IPR 98 0,012 0,000
3-IPR 99 0,305 0,275 0,000
4-1PR 100 0,077 0,075 0,235 0,000
5-IPR 101 0,262 0,270 0,228 0,208 0,000
6-IPR 102 0,330 0,300 0,005 0,258 0,252 0,000
7-IPR 103 0,247 0,261 0,246 0,202 0,012 0,269 0,000
8-IPR 104 0,196 0,198 0,142 0,151 0,013 0,157 0,023 0,000
9-IPR 105 0,230 0,228 0,154 0,176 -0,001 0,168 0,023 -0,012 0,000
10-IPR 106 0,229 0,235 0,203 0,184 0,009 0,224 0,026 -0,013 -0,005 0,000
11-IPR 107 0,233 0,243 0,216 0,192 0,006 0,235 0,009 -0,007 -0,003 -0,009 0,000
12-IPR 108 0,313 0,281 0,080 0,248 0,258 0,056 0,263 0,149 0,151 0,207 0,215 0,000
13-lapar 59 0,258 0,267 0,248 0,216 0,011 0,272 0,012 0,023 0,022 0,022 0,016 0,252 0,000
14-Catuai* 0,045 0,012 0,268 0,040 0,253 0,284 0,244 0,178 0,204 0,214 0,220 0,248 0,249 0,000
15-Obat&’ 0,232 0,239 0,204 0,186 -0,003 0,225 0,006 -0,004 -0,008 -0,006 -0,005 0,202 -0,003 0,217 0,000

'Obata IAC 1669-20. “Catuai Vermelho IAC-99. P<0,01 dado por 1023 permutacdes.
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Na Figura 2, observa-se o dendrograma individual de cada cultivar,
mostrando a variabilidade genética de cada uma. Na Figura 3, é observado o
dendrograma geral envolvendo todas as cultivares estudadas, onde observa-se a
presencga de trés grupos principais: grupo 1 (G1): IPR 97, IPR 98, IPR 100, Catuai
Vermelho IAC-99 e IPR 99, grupo 2 (G2): IPR 105, Obata IAC 1669-20, IPR 104,
IPR 101, IPR 106, IPR 107, IPR 103 e IAPAR 59, e grupo 3 (G3): IPR 102 e IPR
108.

Figura 2 — Dendrograma construido com base na distancia genética de Nei (1978)
pelo método UPGMA entre os 20 individuos de cada cultivar. A. IPR 97;
B. IPR98; C. IPR99; D. IPR 100; E. IPR 101; F. IPR 102; G. IPR 103; H.
IPR 104; 1. IPR 105; J. IPR 106; K. IPR 107; L. IPR 108; M. IAPAR 59; N.
Catuai Vermelho IAC-99; O. Obata IAC 1669-20.
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Figura 3 — Dendrograma construido com base na distancia genética de Nei (1978)
pelo método UPGMA para as 15 cultivares de Coffea arabica.
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Através da analise Bayesiana, foi estimado o nimero de possiveis
agrupamentos populacionais, onde foi encontrado valor de k=3 (Figura 4). Observa-
se a formagdo de um primeiro grupo pelas cultivares IPR 97, IPR 98, IPR 100 e
Catuai Vermelho IAC-99, um segundo grupo pelas cultivares IPR 101, IPR 103, IPR
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104, IPR 105, IPR 106, IPR 107, IAPAR 59 e Obata IAC 1669-20, e um terceiro
grupo pelas cultivares IPR 99, IPR 102 e IPR 108.

Figura 4 — Estrutura genética das cultivares inferidas pela analise Bayesiana. O
eixo y indica a porcentagem de membros em cada agrupamento k. As
cultivares estdo indicadas no eixo x.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, verificou-se que a diversidade génica de Nei (Hs)
variou de 0,07 a 0,22 (Tabela 2). Geleta et al. (2012) usando 12 pares de primers de
microssatélites em 26 variedades de C. arabica, mostraram Hs = 0,29. Em
variedades da Etidpia, Anthony et al. (2001) encontraram Hs = 0,07 e Cubry et al.
(2008) mostraram uma diversidade média de 0,30. Como verificado, estes valores
de medida da variabilidade genética variam segundo as cultivares estudadas.
Setotaw et al. (2010) em acessos de hibrido de Timor com marcadores AFLP,
verificaram que a diversidade génica de Nei é de 0,135. Estes mesmos autores com
marcadores RAPD calcularam um valor de 0,153 e de 0,059 com o uso de
marcadores SSR. Os diferentes resultados para a diversidade génica de Nei devem
depender da origem das mesmas cultivares, isto é, se sao originadas de hibridos
interespecificos tais como Hibrido de Timor ou hibrido natural de C. arabica x C.
liberica ou se originaram de selecdo de C. arabica.

Analisando a Tabela 2, verificou-se que plantas que tem
porcentagem de locos polimérficos semelhantes, tais como IPR 97, IPR 99 e IPR
108 (48,01%, 45,14% e 46,23% respectivamente), apresentam na realidade valores
diferentes de diversidade génica. Estes dados mostram que apesar destas trés
cultivares terem uma porcentagem de locos polimérficos semelhantes, apresentam
valores diferentes de diversidade génica de Nei, pois este parametro genético em
duas cultivares é em torno de '3 (IPR 97 e IPR 99). Estas observagdes sdo
corroboradas pela Figura 2, pois a analise dos diferentes dendrogramas destas
cultivares mostra de uma maneira clara que a cultivar IPR 97 apresenta uma
variabilidade genética maior que as outras duas cultivares. Este tipo de analise pode
ser realizada na comparagado entre todas as cultivares analisadas neste trabalho.
Outro fato que se deve chamar a atencdo € a comparagao entre a Tabela 1 e a
Tabela 2. A cultivar IPR 107 foi selecionada até a geragdo F4 enquanto IPR 106
tornou-se cultivar na geragao Fs. Porém, as diversidades génicas de Nei (Tabela 2)
destas duas cultivares sao 0,16 e 0,17, respectivamente. Estes dados mostram que
mais geracgoes de selegdo ndo afetaram de maneira drastica a variabilidade genética
dos materiais selecionados. Isto provavelmente deve-se ao fato da cultivar IPR 107
(C. arabica x Hibrido de Timor (C. arabica x C. canephora) ser constituida por um

maior conteudo genético de café arabico, restringindo sua taxa de variabilidade
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genética apesar de ainda estar em geragao de selecao F4, e a cultivar IPR 106 (C.
arabica x C. canephora) ser constituida por um maior contelido genética de café
canéfora, fazendo com que esta cultivar, apesar de estar em processo de selegao
avancado (Fg), ainda disponha de uma taxa de variabilidade genética consideravel.
Também, devemos resaltar que a intensidade de selegao variou na obtencao destas
diferentes cultivares, o que explicaria em parte a diferenca de variabilidade genética
entre as cultivares obtidas em diferentes geracdes de selegéo.

Nas cultivares estudadas, quatro grupos podem ser separados: 1-
aquelas que vieram do cruzamento de C. arabica com Hibrido de Timor (IPR 97, IPR
98, IPR 99, IPR 104, IPR 107, IAPAR 59 e Obatd IAC 1669-20), 2- cultivares
provenientes do cruzamento entre C. arabica e C. canephora (IPR 102, IPR 103, IPR
106 e IPR 108). 3- Materiais provenientes do cruzamento entre C. arabica e C.
liberica (IPR 100, IPR 101 e IPR 105) e 4- materiais com somente germoplasma de
C. arabica (Catuai Vermelho IAC-99). Todavia, ao observarmos a Tabela 2, verifica-
se que o numero de locos polimérficos, porcentagem de locos polimérficos e
diversidade génica de Nei apresentam valores discrepantes, mesmo todas estas
cultivares sendo originarias do cruzamento de C. arabica com Hibrido de Timor.
Bertrand; Anthony; Lashermes (2001) baseado em distancia genética obtidos de
marcadores moleculares mostram que quanto a sua origem, os Hibridos de Timor
podem ser classificados em dois grupos: 1- o grupo de acesso derivado de CIFC
1343, e 2- os grupos de acesso derivados do acesso CIFC 832/1 e CIFC 832/2. A
diferengca entre os dois grupos deve ser devido a fragmentos cromossdmicos
derivados de C. canephora pela hibridag&o introgressiva, pois genes para resisténcia
encontrados em CIFC 1343 sao diferentes daqueles encontrados em CIFC 832/1 e
CIFC 832/2. Analisando 21 acessos derivados do Hibrido de Timor, Anthony et al.
(2001) verificaram que os fragmentos introgressos foram estimados em representar
8 - 21% do genoma de C. canephora. Assumindo um unico gendtipo, estes autores
estimaram que em torno de 51% do genoma de C. canephora esta representado no
Hibrido de Timor. Estes dados confirmam as diferengas nas variabilidades genéticas
encontradas neste estudo entre os materiais derivados do Hibrido de Timor (Tabela
2). Esta mesma variagdo foi observada na variabilidade genética das varias
cultivares originadas do cruzamento entre Villa Sarchi e Hibrido de Timor verificado
por Silveira et al. (2003), analisando a variabilidade genética das progénies IAPAR
75163/22, IAPAR 77028-11-1, IAPAR 77028-11-2, IAPAR 77028-11-3, IAPAR
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77028-11-4, IAPAR 77028-11-5 e IAPAR 77028-11-6. Estes autores verificaram uma
variagdo na porcentagem de locos polimérficos de 31,31% a 40,40%, enquanto
neste trabalho a variacdo da porcentagem de locos polimérficos nas cultivares que
originaram-se de Hibrido de Timor tiveram uma variacéo de 28,04% a 48,01%.

Tendo em vista as quatro cultivares (IPR 102, IPR 103, IPR 106 e
IPR 108) derivadas da hibridacdo entre C. arabica e C. canephora, também
observou-se uma grande diferengca entre os indices de variabilidade genética
(numero de locos polimorficos, porcentagem de locos polimérficos e diversidade
génica de Nei). E interessante observar que as cultivares IPR 102 e IPR 103 que
praticamente tiveram origens semelhantes (Catuai x Icatl) mostraram variabilidades
genéticas completamente diferentes, pois a primeira mostra uma porcentagem de
locos polimérficos de 40,08 e diversidade génica de Nei de 0,07 enquanto a segunda
mostra valores de 29,00 e 0,17, respectivamente. Provavelmente, isto pode ser
explicado pelo fato de que, apesar destas duas cultivares (IPR 102 e IPR 103) terem
uma mesma origem (C. arabica x C. canephora), podem ter sido submetidas a
pressao de selecao diferente para o carater selecionado; o fato de uma suposta
pequena populagdo amostral (F2) da cultivar IPR 102 estreitando a variabilidade
genética desta populagdo; e também o fator contaminagdo, fazendo com que
houvessem taxas de variabilidade genética bastante diferentes uma da outra apesar
de estarem praticamente em uma mesmo estagio de selegcédo (IPR 102: Fs e IPR
103: F7).

Analisando o terceiro grupo resultante do cruzamento entre C.
arabica e C. liberica, observou-se também diferengas na variabilidade genética. O
hibrido resultante do cruzamento entre C. arabica e C. liberica ocorreu
espontaneamente em plantacdes da india (S.26), sendo esta planta utilizada
posteriormente como fonte para resisténcia a ferrugem em varias regides onde o
café é cultivado (ANTHONY et al.,, 2001; PRAKASH et al., 2002). Anthony et al.
(2001) estudando os descendentes da planta S.288 e 17 linhagens resultantes da
introgressao entre S.288 x C. arabica var. Kent, verificaram uma grande variagao no
numero de bandas de AFLP entre as linhas resultantes da introgressdo. Também
verificaram que o numero de marcas que sofreram introgressdes estava restrito a
poucos fragmentos cromossémicos. Uma comparacao feita por Lashermes et al.
(2000) é que o numero de bandas polimérficas atribuido a introgressdo foram

maiores nos materiais originarios do Hibrido de Timor do que nos materiais
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originarios de S.288. Todavia, a analise da Tabela 2 mostra que as diferentes
origens entre as cultivares derivadas do Hibrido de Timor e do hibrido S.288, sao
semelhantes.

A andlise da variancia molecular (AMOVA) (Tabela 3) mostrou um
valor relativamente alto de variabilidade genética dentro de populagcbes (83,87%).
Silveira et al. (2003) em seu trabalho analisando seis progénies do IAPAR 77028-11
(germoplasma Sarchimor na geragao Fs), IAPAR 59 e Catuai Vermelho IAC-81,
encontraram variabilidade genética dentro de populacbes de 61,5% e entre
populagdes de 38,5%. Estas diferencas devem-se ao fato de que no presente
trabalho foram analisadas varias cultivares originadas do Hibrido de Timor, da
hibridacdo entre C. arabica e C. canephora, e cultivares provenientes da hibridacao
entre C. arabica e C. liberica, fato que aumentou a variabilidade genética dentro de
populacdes.

Neste trabalho, a analise do Fst par a par (Tabela 4) juntamente com
a diversidade génica de Nei (Tabela 2), mostrou cultivares com valores altos de
diversidade génica de Nei e valores altos de Fst. Estas cultivares no futuro podem
ser utilizados no sentido de se obter hibridos com melhor performance. Entre os
cruzamentos que poderiam fornecer melhores hibridos pode-se citar o cruzamento
entre as cultivares IPR 97 (Hs = 0,20) x IPR 101 (Hs = 017). Estas cultivares
mostraram valores de Fst de 0,26. Estes dados mostram que estas cultivares, além
de apresentarem boa variabilidade genética dentro, apresentam distancia genética
razoavel, condicdo essencial para obtencdo de bons hibridos. Alguns outros
exemplos de cruzamentos que podem ser recomendados por apresentarem
potenciais de formarem bons hibridos sdo os cruzamentos entre IPR 97 x IPR 104,
IPR 97 x IPR 106, IPR 97 x IPR 107.
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CONCLUSOES

1. O numero de geragdes de selegdo na obtengao de cultivares teve
pouca influéncia sobre o nivel da variabilidade genética dentro
das cultivares. Isto ocorreu pelo fato da intensidade de selegao

ser diferente na obtencao das diferentes cultivares estudadas;

2. Cultivares de origens semelhantes mostraram valores de

variabilidade genética dentro e entre diferentes;
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