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Resumo:

Neste trabalho foi avaliada a diversidade e estrutura genética da espécie Coffea arabica por meio de marcadores
microssatélites. No total, 115 acessos do Banco Ativo de Germoplasma do IAC foram avaliados, sendo 100 acessos de C.
arabica, 5 acessos de C.eugenioides, 4 acessos de C. racemosa ¢ 6 acessos de C. canephora. Entre os acessos de C.
arabica, 13 foram cultivares comerciais desenvolvidas pelo IAC, 13 acessos provenientes do Iémen e 74 acessos de
ocorréncia espontdnea e subespontanea em diferentes regides da Etiopia e Eritréia, consideradas centros de origem e
diversificagdo da espécie. A analise de agrupamento baseada nas distancias genéticas de Jaccard evidenciou a estruturagao
genética dos acessos de C. arabica em dois grandes grupos: o material cultivado do Brasil e Iémen e os acessos
provenientes da Etidpia e Eritréia. As espécies diploides formaram grupos a parte. O grupo dos materiais cultivados
apresentou baixa diversidade genética e foi subdividido entre os acessos provenientes do Iémen e as cultivares do IAC.
Estes resultados estdo de acordo com a ja constatada estreita base genética do material cultivado e com a histdria evolutiva
de C. arabica. O estudo revelou também uma consideravel diversidade genética nos acessos de ocorréncia espontanea e
subespontanea presentes no BAG, principalmente Kaffa e Illubabor, indicando a importancia desse material como fonte de
variabilidade genética para fins de melhoramento do caffeeiro.
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GENETIC DIVERSITY OF Coffea arabica ASSESSED BY MICROSATELLITES MARKERS.

Abstract:

Genetic diversity among 115 coffee accessions from Bank Active of Germplasm of IAC was studied using SSR
markers. These germplasm represents 74 accessions of C. arabica derived from spontaneous and subspontaneous trees in
Ethiopia and Eritrea, the primary center of the species diversity, 13 commercial cultivars of C. arabica developed by the
IAC, 13 accessions of C. arabica from Yemen, 5 accessions of C.eugenioides, 4 accessions of C. racemosa and 6
accessions of C. canephora. All studied species were separated by a cluster analysis based on Jaccard’s coefficient.
Differentiation between the cultivated plants of C. arabica and accessions derived from spontaneous and subspontaneous
trees was verified. Cultivated plants showed a low genetic diversity with a subdivision in two groups: accessions from
Yemen and brazilian commercial cultivars. These results agreed with the well-described narrow genetic basis of C. arabica
and supported evolutionary history of the species. The study also showed a significant genetic diversity of accessions from
Ethiopia and Eritrea included in the BAG of IAC indicating its importance as source of genetic variability for coffee
improvement.
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Introducao

O café (Coffea sp) é um dos principais produtos agricolas no mundo, sendo o Brasil o maior produtor e exportador
mundial. C. arabica e C. canephora sdo as duas Unicas espécies que produzem bebida com valor comercial do género,
representado por aproximadamente 100 distintos taxa, sendo que a primeira contribui com 70% da produgdo do pais
(CONAB, 2005). C. arabica é autocompativel e a Unica espécie tetraploide (2n = 4x = 44) do género, enquanto as demais
sdo dipléides (2n = 2x = 22) e geralmente autoincompativeis (Krug & Carvalho, 1951). E endémica de terras de altitude do
sudoeste da Etidpia (Sylvain, 1955), mas também ha registros de ocorréncia da espécie no Suddo (Thomas, 1942) e Quénia
(Berthaud & Charrier 1988).

O inicio do cultivo do café ardbica deu-se no I€men ha cerca de quinhentos anos. No inicio no século 18,
progénies de uma unica planta foram levadas da Indonésia para a Europa e depois para o continente Americano,
constituindo-se na base genética das principais cultivares plantadas tanto no Brasil, como em outros paises (Chevalier &
Dagron, 1928; Carvalho, 1945). Com o objetivo de conservacdo dos recursos genéticos de C. arabica, a FAO organizou
nos anos 1964-1965 uma expedi¢do de coleta de germoplasma cafeeiro de ocorréncia espontidnea e subespontanea nas
regides de ocorréncia natural da espécie, tendo sido coletadas 621 amostras de sementes da espécie (FAO, 1968), sendo que
destas, 308 encontram-se em cole¢des vivas do IAC. Embora este material ja tenha sido avaliado quanto as principais
caracteristicas agronomicas (Carvalho et al., 1962; Carvalho et al., 1983; Silvarolla et al., 2000), pouco se sabe sobre a sua
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diversidade ou estrutura genética em funcdo dos diferentes locais onde as coletas foram realizadas. Portanto, o presente
trabalho teve por objetivo principal avaliar a diversidade e estrutura genética de acessos de C. arabica presentes no Banco
Ativo de Germoplasma do IAC por meio de microssatélites.

Material e Métodos

No total foram avaliados 115 gendtipos presentes no Banco Ativo de Germoplasma do IAC: 100 acessos de C.
arabica, sendo 74 de ocorréncia espontdnea e subespontanea nas regides da Etiopia e Eritréia, 13 cultivares comerciais
desenvolvidas pelo programa de melhoramento do IAC e 13 acessos provenientes de material cultivado no I[émen (Tabela 1
e Figura 1). A amostragem dos acessos provenientes de diferentes locais de coleta da Etiopia e Eritréia foi proporcional a
representatividade dos mesmos no BAG. Também foram incluidos 5 acessos de C.eugenioides, 4 acessos de C. racemosa e
6 acessos de C. canephora por serem espécies importantes na
historia evolutiva do café e por possuirem genes de interesse
para o melhoramento do cafeeiro.

O DNA total foi extraido de folhas jovens, de acordo
com o método desenvolvido por Stewart Jr. & Via (1993),
baseado no uso de CTAB.

Dezesseis locos SSR foram utilizados neste estudo em
fun¢do do maior grau de polimorfismo detectado em linhagens
comerciais de C. arabica (Maluf et al. 2005). As condigdes de
amplificacdo foram: 40 ng de DNA gendmico, 1 mM de tampao,
0,2 mM de dNTP, 2mM de MgCl,, 5 pmoles de cada primer e
T _ 1,25 U de Tag DNA polimerase em 25 uL de reagdo. O ciclo
o p it total de amplificagdo foi de 5 minutos de desnaturagdo a 95°C,
N\ : seguido por 30 ciclos de 1 min. de desnaturagdo a 95°C, 1 min.
de anelamento dos primers a 60°C e 1 min. de elongacdo a 72°C
e, ao final, 5 min. de elonga¢do a 72°C. Os primers foram
marcados com fluorescéncia e os fragmentos amplificados foram
separados através de eletroforese em gel de poliacrilamida (5%),
espontaneas dos acessos de C. arabica presentes no banco sob condicégs denaturantes, no segﬁenciador. autqmético (ABI
ativo de germoplasma do IAC. 377). A analise dos produtos amplificados foi realizada através
Fonte: Anthony et al. (2001). dos programas GENESCAN e GENOTYPER (Applied

Biosystem).

Os acessos foram caracterizados pela presenga (1) ou
auséncia (0) de bandas ou alelos. A distdncia genética entre todos os acessos foi estimada como o complemento do
coeficiente de Jaccard (Link et al. 1995) que por sua vez foi utilizada para realizagdo da analise de agrupamento (UPGMA),
seguida da analise de consisténcia da arvore pelo método “bootstrap” para 1000 re-amostragens (Felsenstein 1985). As
analises foram realizadas com o programa Treecon (Van de Peer & Watcher 1994).
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Figura 1. Locais de coleta das formas espontaneas e sub-

Tabela 1: Acessos de Coffea avaliados.

Grupos ou espécies Numero de acessos
Eritréia (ER) 1
Geisha (GE) 1
Sidamo (ST) 6
Harar (HA) 2
Shoa (SH) 3
Kaffa (KA) 34
[lubabor (IL) 16
Gojjan (GO) 11
Iémen (IE) 13
C. eugenioides 5
C. canephora 6
C. racemosa 4
Cultivares comerciais 13

TOTAL 115




Resultados e Discussao

Os 16 pares de primers utilizados amplificaram um total de 121 fragmentos ou alelos. Apesar de o marcador
utilizado apresentar expressdo co-dominante, a caracterizagdo molecular foi realizada considerando-se a presenca ou
auséncia de bandas, ndo sendo possivel identificar individuos heterozigotos ou homozigotos devido a natureza polipldide
da espécie C. arabica.

A andlise de agrupamento apresentada na Figura 2 mostrou claramente a separagdo entre as espécies estudadas,
sendo C. canephora geneticamente mais proxima de C. arabica, seguido de C. eugenioides. Este resultado é coerente com
uma das hipdteses sobre a origem botanica da espécie C. arabica, que seria um hibrido natural de C. canephora e C.
eugeniodes (Lashermes et al., 1999). No entanto, estudos realizados por Lashermes et al. (1993), Ruas et al. (2000) e
Silvestrini et al. (em prepara¢do) mostraram maior proximidade genética de C. eugenioides com C. arabica do que com C.
canephora. Estes resultados contrastantes podem estar relacionados com o diferente marcador utilizado nestes estudos
(RAPD) e/ou com os diferentes critérios de amostragem do material avaliado. Conforme também observado nestes
trabalhos, C. racemosa foi a espécie mais distante geneticamente de C. arabica e das demais espécies do género Coffea.

Com relagdo a avaliagdo da diversidade dentro de C. arabica, dois grupos principais foram identificados. O
primeiro formado pelo material cultivado do Brasil e Iémen, e o segundo pelos acessos de ocorréncia espontidnea ou
subespontanea. Este Gltimo grupo apresentou consideravel diversidade genética quando comparado ao material cultivado,
principalmente os acessos de Kaffa e Illubabor. Houve uma tendéncia de separagdo dos acessos de Sidamo em relagdo aos
oriundos do outro lado do Great Rift Valley: Kaffa, Gojjam, Illubabor, Eritréia (Figuras 1 e 2). No entanto, nao foi
verificada uma estruturagdo consistente entre os grupos, como nos trabalhos de Lashermes et al. (1996) e Anthony et al.
(2001). Este resultado indica a origem comum dos acessos das diferentes regides, confirmando a hipdtese de que as plantas
de C. arabica do sudeste da Etidpia foram introduzidas pelo homem a partir de plantas existentes na regido sudoeste
(Anthony et al. 2001).

Dentro do grupo dos cultivados observou-se nitida estrutura genética, com os acessos do Iémen divergindo das
cultivares comerciais, ambos os grupos com baixa diversidade genética. Estes resultados estdo de acordo com a ja
constatada estreita base genética do material cultivado (Lashermes et al., 1996; Anthony et al. 2001; Maluf et al. 2005) e
com a historia evolutiva de C. arabica, ou seja, os cafeeiros atuais originaram-se de poucas plantas introduzidas no pais no
inicio século XVIII, que por sua vez sdo provenientes dos primeiros cultivos da espécie no Iémen no século XVI (Chevalier
& Dagron, 1928; Carvalho, 1945).

De um modo geral, os dados moleculares revelados pelos marcadores microssatélites confirmaram as relacdes
filogenéticas entre as espécies do género Coffea estudadas, bem como foram eficientes para estruturar e quantificar a
variabilidade genética dentro de C. arabica. Os acessos espontaneos e subespontaneos de C. arabica presentes no Banco
Ativo de Germoplasma do IAC representam uma consideravel fonte de variabilidade genética para fins de melhoramento.
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Figura 2 — Dendrograma com 115 acessos de Coffea baseado nas distancias genéticas de Jaccard obtidas por marcadores
microssatélites, utilizando-se o método UPGMA. Numeros nos ramos correspondem aos valores de “bootstrap” acima de

50% (1000 re-amostragens).



