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RESUMO: O programa de melhoramento genético do cafeeiro demanda alto custo e disponibilidade de tempo até o
langamento de cultivares, sendo a utilizacdo de marcadores moleculares uma técnica auxiliar que pode permitir maiores
ganhos em um menor intervalo de tempo. Objetivou-se com o presente estudo verificar a existéncia de diversidade
genética em progénies de cafeeiro derivadas do cruzamento entre Hibrido de Timor e Catuai utilizando marcadores
microssatélites. Foram estudadas 82 progénies de cafeeiro em geracdo Fs, derivadas do cruzamento entre Hibrido de
Timor 440-10 e Catuai Amarelo IAC 86, juntamente com os parentais que foram utilizadas como testemunhas.
Utilizou-se 44 pares de iniciadores microssatélites nas testemunhas, sendo que 11 apresentaram polimorfismo, com uma
média de 4,5 alelos amplificados por marcador nas progénies estudadas. Pelo agrupamento UPGMA, verificou-se que
as progénies foram agrupadas em trés principais grupos, sendo os parentais inseridos em grupos distintos. Pela analise
das coordenadas principais, verificou-se que as duas coordenadas explicaram 21,11% e 15,92% da diversidade genética
das progénies.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores de DNA, SSR, Hibrido de Timor.

GENETIC DIVERSITY OF COFFEE PROGENIES (Coffea arabica L.) EVALUATED BY
MICROSATELLITES MARKERS

ABSTRACT: The coffee breeding program demand high cost and time availability until the variety is released. But
with the aid of molecular marker techniques it is possible to get more gain with the short period of time. This work was
done with the objective of verifying the genetic diversity among the progenies of coffee Arabica derived from the
crossing of Hibrido de Timor and Catuai using microsatellite marker. In the study a total of 82 Fs progenies derived
from the crossing of Hibrido de Timor 440-10 and Catuai Amarelo IAC 86 including the parental cultivars were
evaluated. Forty-four primers of microsatellite marker were used on the parental cultivars to verify its polymorphism.
Among 44 primers, 11 primers presented polymorphism with mean number of allele 4.5 per marker among the
progenies studied. Using the UPGMA clustering analysis method the progenies were clustered into three groups and the
parental cultivars were classified in distinct groups. The principal coordinate analysis showed similar trend as presented
by UPGMA clustering, being the first two coordinates explained 21.11 and 15.92%, respectively.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café do mundo. No ano de 2014, foram produzidos aproximadamente 32
milhdes de sacas de Coffea arabica e 13 milhdes de sacas de Coffea canephora (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2014).

Um dos objetivos dos programas de melhoramento genético do cafeeiro é a obtencdo de cultivares de C. arabica com
boas caracteristicas agrondmicas e resistentes as pragas e doencas. Com isso, o desenvolvimento de métodos
alternativos que podem auxiliar nestes programas € de grande importancia, visto que podem proporcionar maior
eficiéncia, velocidade e direcionamento. Neste contexto, inserem-se os marcadores moleculares que oferecem uma série
de vantagens, entre elas: estabilidade, reducdo no nimero de plantas testadas em comparagdo a selegdes fenotipicas,
deteccdo de variabilidade em todos os tecidos vegetais, independente da fase de desenvolvimento (AGARWAL et al.,
2008) e ainda a ndo influéncia do ambiente, como os marcadores morfolégicos. Estes marcadores podem se associar a
caracteristicas de interesse como produtividade, resisténcia a pragas e doencas, entre outros.
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Entre os marcadores utilizados no cafeeiro estdo os microssatélites, sequéncias de DNA constituidas de um a seis
nucleotideos que estdo espalhados ao acaso no genoma com uma frequéncia relativamente alta (AKKAYA et al., 992).
Em relacdo a outras técnicas, os microssatélites ganharam consideravel importancia no melhoramento genético de
plantas por apresentar alto polimorfismo no género Coffea.

Neste contexto, objetivou-se verificar a existéncia de diversidade genética em progénies de cafeeiro derivadas do
cruzamento entre Hibrido de Timor e Catuai, por meio de marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

As atividades experimentais foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da EPAMIG, localizado em
Caldas-MG. Foram utilizadas 82 progénies de cafeeiro, em geracdo Fs, pertencentes ao Programa de Melhoramento
Genético do Cafeeiro conduzido em Minas Gerais, derivadas do cruzamento entre Hibrido de Timor 440-10 e Catuai
Amarelo IAC 86, juntamente com os parentais que foram utilizados como testemunha (CA- Catuai Amarelo e HT-
Hibrido de Timor). Para extracdo do DNA, utilizou-se a metodologia de Nunes et al. (2011).

Foram testados nas testemunhas, 44 pares de marcadores microssatélites indicados na literatura como polimorficos para
C. arabica. As reacdes foram realizadas em termociclador em programa Touchdown- PCR e o produto da reacdo
submetido a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 6%. Apés a corrida, os géis foram corados com nitrato
de prata, como descrito por Creste et al. (2001).

A fim de estudar a diversidade genética entre as progénies de cafeeiro foi estimado o coeficiente de similaridade de
Jaccard, utilizando o programa estatistico GENES. Por meio do programa MEGA 6.06 e baseado na distancia genética
de Jaccard (1-coeficiente de similaridade de Jaccard), foi realizado o agrupamento das progénies pelo método de média
aritmética ndo ponderada, UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic average). A analise das
coordenadas principais (PCoA) foi realizada pelo programa GenAlex 6.2, também baseado na distancia genética de
Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De todos os pares de iniciadores utilizados nas testemunhas, apenas 11 apresentaram polimorfismo. Esse baixo
polimorfismo em C. arabica é conhecido (BERTRAND et al., 2001), visto que a espécie possui base genética estreita,
reproducdo por autofecundacdo, tetraploidia (CRISTANCHO e ALVARO, 2008), baixa frequéncia de regides de
microssatélites no genoma (CRISTANCHO e ALVARO, 2008) e, nesse caso especifico, todas as progénies sio
oriundas de apenas dois diferentes genitores. Baixo polimorfismo também foi relatado por Combes et al. (2000) os
quais encontraram cinco marcadores microssatélites polimérficos em 11 testados em C. arabica e Cristancho e Alvaro
(2008) que também observaram cinco marcadores microssatélites polimérficos em 12 testados em gendtipos
tetraploides de Coffea.

Observou-se entre 2 a 8 alelos polimérficos nas progénies Fs, sendo que cada marcador produziu, em média, 4,5 alelos
polimérficos amplificados. Alguns desses marcadores apresentaram até 100% de polimorfismo, a exemplo do marcador
SSRCafé-14 (Tabela 1). Esses resultados demonstram que o nimero total de alelos polimérficos em uma populacéo
depende do seu tamanho, sua constituicdo genética e ainda dos diferentes marcadores microssatélites utilizados.
Resultados com dimensdes semelhantes sdo descritos por Missio et al. (2009) que verificaram média de 5,1 alelos
polimorficos por marcador em cultivares de Coffea.

Tabela 1 Marcadores moleculares, nimero de alelos polimérficos obtidos e percentagem de polimorfismo nas progénies

de C. arabica
Cadigo Marcador Referéncia Alelos Polimorfismo (%)
SSRCafé 4 SSRCa087 Missio et al. (2009) 05 80,0
SSRCafé 13 CFGAT792b Cristancho e Alvaro (2008) 07 85,7
SSRCafé 14 CFCA281 Cristancho e Alvaro (2008) 04 100,0
SSRCafé 15 CFGAB27 Cristancho e Alvaro (2008) 06 50,0
SSRCafé 19 CFCA360 Cristancho e Alvaro (2008) 03 66,0
SSRCafé 20 AJ250254 Combes et al. (2000) 04 100,0
SSRCafé 32 AJ308819 Rovelli et al. (2000) 04 100,0
SSRCafé 37 BQ448809 Rovelli et al. (2000) 04 75,0
SSRCafé 39 EU597602 Lépez-Gartner et al. (2009) 02 100,0
SSRCafé 40 EU597603 Lépez-Gartner et al. (2009) 07 100,0
SSRCafé 41 EU597604 Lopez-Gartner et al. (2009) 08 100,0

O coeficiente de similaridade de Jaccard é um tipo de analise que visa comparar o nimero de presenca de alelos comuns
e 0 namero total de alelos envolvidos, excluindo o nimero de auséncias conjuntas. O método de agrupamento UPGMA,
utilizando a distancia genética de Jaccard, possibilitou estabelecer trés principais grupos distintos, constatar que as
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progénies apresentam alta dissimilaridade genética e ainda verificar que os marcadores microssatélites utilizados foram
eficientes para separar as progénies.

As progénies que receberam os nimeros 12 e 13 demonstraram a maior similaridade (Figura 1), ou seja, 0 maior
namero de alelos em comum. Ambas foram obtidas da selecdo das mesmas plantas e devido a reproducdo por

autogamia, essas progénies possivelmente possuem alta homozigose, podendo até serem réplicas dentro da populacéo,
tendo em vista os alelos estudados.

Figura 1 Estimativa de dissimilaridade genética, por meio dos marcadores microssatélites, utilizando o método de
agrupamento UPGMA

O grupo formado com o maior niimero de progénies foi 0 um, o qual se inseriu 0 Hibrido de Timor. Os germoplasmas
utilizados como testemunha (Hibrido de Timor 440-10 e Catuai IAC 86) foram agrupados em grupos distintos. Vale
ressaltar que todas as progénies Fs sdo derivadas do mesmo cruzamento, o que demonstra a grande divergéncia genética
dos parentais, caracteristica essa muito desejada em programas de melhoramento que objetivam aumento da base
genética (MISSIO et al., 2009). Trabalhos de pesquisa relatam a eficiéncia dos marcadores moleculares microssatélites
em diferenciar genotipos de C. arabica de Hibrido de Timor e seus cruzamentos (MISSIO et al., 2009; SETOTAW et
al., 2010), fato também evidenciado neste estudo.

Em relacéo a andlise das coordenadas principais (PCoA) as informagdes obtidas corroboram com os dados observados
no dendrograma e exibem o relacionamento genético das populacdes e suas proximidades (Figura 2). Em geral, a
maioria das progénies se aproximou do Hibrido de Timor, situando-se abaixo da coordenada dois. Enquanto a cultivar
Catuai Amarelo IAC 86 se posicionou de maneira isolada e dispersa das demais progénies.
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Figura 2 Andlise das coordenadas principais por meio dos marcadores microssatéties, das 82 progénies de cafeeiro
juntamente com os parentais Catuai Amarelo IAC 86 e Hibrido de Timor 440-10
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A Dbaixa percentagem de variabilidade explicada pelos eixos um e dois, respectivamente, de 21,11% e 15,92% indicou
que as coordenadas principais foram capazes de explicar pequena parte da diversidade. Utilizando os marcadores
microssatélites, AFLP e RAPD, Setotaw et al. (2010) por meio da analise das coordenadas principais explicaram 47,7%
e 19,9% da variacdo total dos acessos de Hibrido de Timor, valor esse superior ao encontrado no presente estudo. Do
mesmo modo, Souza et al. (2013) explicaram 19,1% e 5,8% do total da variabilidade do germoplasma C. canephora no
Brasil utilizando marcadores microssatélites.

CONCLUSOES

v Verificou-se por meio dos marcadores microssatélites que ha diversidade genética nas progénies Fsde cafeeiro.
v' O agrupamento UPGMA permitiu a insercdo das progénies em trés principais grupos.
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