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RESUMO

O Coffea canephora uma das duas espécies cultivadas comercialmente
no mundo. A producdo nacional € muito importaneapa safra de 2013 a
producdo é estimada em aproximadamente 26% dagéodunundial. CCoffea
canephorapossui grande variabilidade genética devido sugaahia. Por outro
lado essa variabilidade genética é importante pasa programas de
melhoramento do cafeeiro, pois fornece uma fonteale®s genes. O estudo
molecular da diversidade genética vem se demolstrearda vez mais eficiente,
necessario e refinado, uma vez que as técnicasufales estdo evoluindo e os
descritores morfolégicos estdo se tornando ingufies para a descricdo de um
individuo. Os marcadores moleculares microssasélitel SSR (Simple
Sequence Repedtssdo marcadores co-dominantes, utlizados com uma
frequéncia cada vez maior para estudos de divesidte populagbes. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidaeleégica de genétipos do Banco
Ativo de Germoplasma — BAG do Incaper, bem como uiregdo de
descendentes mantidos no campo da EMBRAPA CerraBasa ambos
objetivos, marcadores SSR foram utilizados e anfeados do produto da PCR,
analisados em sequenciador automatico (ABI 313@d)n esses resultados foi
possivel observar ampla variabilidade genéticaeemis parentais e seus
descendentes. Foi possivel concluir com a anaéiseaternidade, que a planta
“PARG60” é a mais recorrente na populagdo, com 24,4é frequéncia. Esses
marcadores foram também utilizados num estudo sle ¢isando a analise de
uma planta isolada deC. canephora suspeita de se reproduzir por
autofecundacéo. Os resultados preliminares obtidstram que essa planta ndo
€ autogama mais se reproduz de maneira alégama.

Palavras chaveCoffea canephora. Variabilidade genética. Marcadores
moleculares fluorescentes. Andlise de paternidade.



ABSTRACT

The Coffea canephor& one of the two species commercially cultivated
in the world. National production is very signifitaas it is estimated for the
harvest of 2013, a share of 26 % of the total Bieaziprocessed coffeeC.
canephorahas a large genetic variability of plants becahsy tare alogamous.
On the other hand this genetic variability is ofpomtance for the genetic
improvement programs of coffee, because it is th&ce of new genes. The
molecular study of coffee genetic diversity is bmawg increasingly efficient,
necessary and refined, since the molecular techaique evolving and the
morphological descriptors are becoming inadequatettfe description of an
individual. The microsatellite molecular markers 88R (Simple Sequence
Repeats), are co-dominant markers, used with istrgdrequency for studies
of diverse populations. The aim of this study wasewaluate the genetic
diversity of genotypes from the Active GermplasnnBa BAG of Incaper as
well as a fraction of offspring generated by suahepts, which are maintained
in the experimental field of Embrapa Cerrados. Arotobjective was the
analysis of paternity in the population. For botljeatives, SSR markers have
been used and fragments of the PCR product, amhlyzautomatic sequencer
(ABI 3130xI). With the results, we observed thatrth is a large genetic
variability among the parents, and its offsprirtgvas possible to conclude from
paternity-analysis results, that the plant "PAR®G@S the most recurrent in the
population, with 24.44 % of the frequency. Thesekais were also used in a
study aiming to analyze the case of an isolatedt@fC. canephorasuspected
to reproduce by self-fertilization. Preliminary ults show that this plant is not
autogamous but reproduces so allogama.

Keywords: Coffea canephora. Genetic variability. Fluorescent molecular
markers.
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1 INTRODUCAO

O géneroCoffeaé composto por mais de 120 espécies catalogadas.
Porém dentre essas, somente duas sdo exploradasci@mente de forma
significativa, oCoffea arabicae oCoffea canephoréDAVIS, 2010; DAVIS et
al., 2006). OC. arabicaé uma planta alotetraploide (2n = 4x = 44) e auttma
possui uma taxa de autofecundacdo de aproximadand®¥ (CHARRIER;
BERTHAUD, 1985, FERRAO et al., 2007; KOCHKO et al2010;
MONTAGNON; CUBRY; LEROY, 2012). OC. canephora,popularmente
conhecido como Robusta ou Conilon no Brasil, é usspécie diploide
(2n=2x=22 cromossomos) alégama e autoincompatiegleticamente que
representa uma fatia do mercado nacional em toend8086 (AGUIAR et al.,
2005; COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB2013).

A produc¢éo nacional dO. canephorana safra 2012 representou 24,38%
do total produzido, sendo a maior parte deste midduno estado do Espirito
Santo (CONAB, 2013). O interesse comercial no Rizhésna maior parte das
industrias de café sollveis e para constituicadldadscom o C. arabica
devido seu sabor mais acentuado, formando o eqailde aroma e sabor
desejado pelos baristas, ou ainda na indUstriaafz&atica e alimenticia por
maiores niveis de sélidos sollveis e cafeina (enotde 2%) (IVOGLO et al.,
2008; KOCHKO et al., 2010; LEROY et al., 2011).

O consideravel volume de café Robusta produzidm éoute incentivo
para a criacdo, desenvolvimento e conducdo de gray de melhoramento
genético dcC. canephoraPara conseguir obter algum avan¢co em um programa
de melhoramento genético, é necessério que hajabiiglade genética na
espécie a ser trabalhada. Caracteristica estdméate encontrada ne&.
canephoradevido sua forma de reproducdo, amplo centro dgewrie a
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presenca da auto incompatibilidade genética do gigmetofitica no loco S
(FABER, 1910 citado por CONAGIN; MENDES, 1961).

Esta diversidade, por sua vez, é de suma impoaémdnteresse no
melhoramento do cafeeiro e tem contribuido inteesden para a
sustentabilidade da cultura, incorporando, por nu&ocruzamentos, ganhos
genéticos para produtividade e outras caractasstie interesse agronémico, tal
como elevacdo da qualidade e atender aos desafiesites das mudancas
climaticas, por exemplo, buscando novas plantass tolerantes aos estresses
tanto biticos e também abibticos que podem seuithes nos programas de
melhoramento genético cafeeiro.

A introducdo de métodos biotecnolégicos tem grapdincial para
auxiliar os programas de melhoramento genético tar atipidos avangos na
geragdo de novas cultivares, principalmente emuradt perenes, como o
cafeeiro, que possuem aspectos biologicos pecsilitais como grande periodo
de ciclo reprodutivo, a reproducdo sexuada e aes%ap de caracteres ao longo
de varias idades, pois essas caracteristicas ltificta execucdo de técnicas
classicas de melhoramento.Pesquisas nessa aregamvaapidamente e suas
aplicacdes com resultados praticos para o melharangenético ja podem ser
observados em algumas culturas (REZENDE et al2)201

A sele¢do genética com base em dados fenotipicmdes a campo
constitui o fundamento do melhoramento genéticovencional do cafeeiro,
tanto para a definicdo dos cruzamentos a serei@aeas visando a geracdo de
novos genétipos, como na identificacdo dos indv$dsuperiores a serem
usados comercialmente. Uma forma de armazenawagshilidade natural é a
formacgéo de Bancos Ativos de Germoplasma (BAG)BAG&s sdo de extrema
importancia para os programas de melhoramento igengbis contém o maior
nimero possivel de individuos geneticamente distinservindo de base

genética para os programas de melhoramento. Destsaf condutores dos
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programas de melhoramento conseguem ter acesstfoamacfes das mais
diversas caracteristicas, de cada individuo cadmgno BAG (BOREM;
MIRANDA, 2009). Como forma alternativa para elevar eficiéncia nos
processos de avaliagcdes, Lande e Thompson (19%@yederam a Selecdo
Auxiliada por Marcadores moleculares (SAM ou MAS émglés ‘Marker
Assisted Selectid)) que consiste na utilizagdo simultdnea dos déelustipicos
e dados moleculares em ligacdo muito proxima caunal locos controladores
de caracteristicas quantitativas (QTLQuantitative Traits Lo¢) (REZENDE
et al., 2012).

A grande vantagem da utlizagdo da genética malecipelo
melhoramento genético aplicado é a utilizacdo alirdas informacBes das
sequéncias de DNA (particularmente/especialmenge plimorfismos dessas
sequéncias entre individuos ou populacdes) na &elegropiciando alta
eficiéncia na mesma, rapidez na obtencéo de gagdmaiticos e baixos custos
(ap0s identificacdo dos marcadores), quando compaieom a selecdo baseada
em fenotipagem. Os marcadores moleculares apresetdanbém muitas
caracteristicas interessantes e proveitosas nooragliento genético, pois nao
interagem com o ambiente, sdo passiveis de aplicagaqualquer estagio de
desenvolvimento e conseguem distinguir individuetetozigotos (marcadores
co-dominantes). Revelando-se assim um recurso refiifiente ndo sé na SAM,
mas também na identificacdo de individuos, protefficultivares, andlise de
paternidade e de diversidade genética (BOREM; MIRAN2009; MORAIS;
MELO, 2011; REZENDEet al., 2012).

No sentido de integrar ferramentas moleculares @ogramas de
melhoramento genético do cafeeiro, os objetivosedeabalho foram por meio
de marcadores moleculares microssatélites (charteadbém de “SSR” para

“Simple Sequence Repégts
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a) Estudar a diversidade genética de 48 individuosepte no BAG do
INCAPER de uma populacédo (descendéncialCdeanephoravar.
Conilon (266 plantas) obtida por polinizacdo abdda 48 parentais
e, mantida nos campos experimentais da Embrapadoetr

b) Avaliar o potencial desses marcadores na identéicalos genitores
dos individuos analisados na populacao;

c) Utilizar esses marcadores num estudo de caso vsaadalise uma
planta isolada deC. canephorasuspeita de se reproduzir por

autofecundacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Coffea canephora

O C. canephordfoi descrito em 1895 por Louis Pierre e classificad
pelo botanico Albrecht Froehner em 1897 durante uewasdo do género
Coffea E uma planta arbustiva e perene, que em condigéas de altitude e
regime hidrico, pode chegar a 8 metros de alturasi®m caules lenhosos e
multiplos, folhas lanceoladas, grandes com nervusabentes e bordas
onduladas (FERRAO et al., 2007).

E comum a comunidade cafeeira referir-seCacanephoracomo Café
Robusta, isso devido a robustez da espécie tratndie tolerancia ou até
mesmo, para alguns clones, resisténcia a bichoimifleeucoptera coffeella
(GUERREIRO FILHO, 2006), ferrugemHémileia vastatri, déficit hidrico
(MARRACCINI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2005) e nematobides
(Meloidogyne exigyadBERTRAND; ANTHONY; LASHERMES, 2001).

O C. canephoraé originario das regifes de baixas altitudes asalt
temperaturas e umidade do continente africano, mEnpdendo uma faixa que
estende-se do Guinée Costa do Marfim (grupo Guo)ean a Republica
Democratica do Congo, Republica Centro Africano,Camarfes (grupo
congolés) (MONTAGNON; LEROY; ESKES, 1998).

Com base em marcadores enzimaticos Berthaud (X2&fBriu que a

espécieC. canephordosse dividida em dois grupos:

a) O grupo Congolés que possui maior concentracidfmea/Central,
na bacia do rio Congo e também em pais ao reder damo

Camarbes, Uganda e angola, por exemplo;
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b) O grupo Guineano restringe-se originalmente a aestte da Africa,
entre a Guiné e a Costa do Marfim.

Montagnon, Leroy e Yapo (1992) subdividiram o grgpomgolense em
SG1 e SG2, posteriormente, em 1999, também com basestudos de
isoenzimas, foram identificados mais dois subgryBos C), formando assim 4
grupos menores (Figura 1).

O subgrupo SG1 compreende os individuos da regidGabao e do
Congo, enquanto que o sub-grupo SG2 representaiwsdos da regido da
Republica Democratica do Congo,Republica CentrécaAfra (sub-grupo B) e
Camardes (sub-grupo C).

Figural Origem geografica dos principais gruposétieos do Coffea
canephora

Fonte: Montagnon, Cubry e Ler¢3012)
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A introducdo de mais de uma variedade nesse tipdadeura é
essencial, pois @offea canephoraassim como outras espécies da familia
Rubiaceae (excecdo o C. arabica e o C. heterocalyx apresenta
autoincompatibilidade do tipo gametofitica (DEVREUXt al., 1959;
LASHERMES et al., 1996), multialélica para o loco(S, S e Q) e
monogénica. Uma planta é considerada como autojpativel, quando a
mesma ¢é fértil, porém, de alguma maneira, rejei@aprio poélen, evitando
assim consanguinidade (ASQUINI et al., 2011; FABER®10 citado por
CONAGIN; MENDES, 1961; NETTANCOURT, 1997). No tipae
incompatibilidade presente i canephorao processo ocorre pela dificuldade
ou retardo do crescimento do tubo polinico nolpisfuando os alelos do lécus
S do pélen sdo idénticos aos alelos do pistilom&mmdo um dimero de
glicoproteinas (ASQUINI et al., 2011; FERRAO et aD07).

2.1.1 Variedade Conilon

Ao nivel molecular foi mostrado que a variedadealatente conhecida
no Brasil como o Café Conilon, é préxima genetica@elas plantas do grupo
SG1 encontradas na bacia do rio Kouilou. Acreditaise, quando essas plantas
foram importadas da Africa para o Brasil, aconteeralgumas distorcdes
ortograficas (“u” virou “n”) do nome original “Koliou” que passou a ser
conhecida popularmente por Conilon (FERRAO e8i07).

Essa espécie despertou interesse dos cafeiculfpresapresentar
resisténcia a ferrugem asiatica causada pelo fuHgmileia vastatrix
(CAPUCHO et al., 2011), que na ilha de Java e atgunegides da Asia foi
grande problema nos cafezais @ arabica no inicio do século XIX
(MONTAGNON; LEROY; ESKES, 1998). Em alguns casodéma da

resisténcia a ferrugem, o Conilon também apredswaiatolerancia ao estresse
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hidrico (FERRAO; FONSECA; FERRA®000; MARRACCINI et al.,2012).
O Instituto Capixaba de Assisténcia Técnica e B&enRural (INCAPER)
identificou varias plantas, dé. canephoravar. Conilon tolerantes (como os
clones 14, 73 e 120) e sensiveis (como o clon@@2)éficit hidrico (FERRAO
et al., 1999). Essas plantas foram analisadasvab miorfol6gico e fisioldgico
(DAMATTA et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004, 200BRAXEDES et al.,
2005) e mais recentemente ao nivel da expressaemEs (“transcritdbmico”)
(MARRACCINI et al., 2012) o que permitiu de identificar varios genes
candidatos para a tolerancia a seca.Ao nivel agrmod plantas “elites” d€.
canephoravar. Conilon ja entram na composicdo das variedaltesis que o
INCAPER distribuida na forma de estacas para osiadfores do estado do
Espirito Santo que é o maior produtor nacional GlecanephoraConilon
(FERRAO et al., 1999).

2.2 Melhoramento genético do cafeeiro

O melhoramento genético baseia-se na selecdo deidimos
diferenciados, que possuem caracteristicas de ess®er agrondmico ou
comercial. Inicialmente essas sele¢bes eram rdakzaem um conhecimento
cientifico de genética ou metabdlitos envolvidosmcas caracteristicas,
consistindo basicamente em observacdes e seleclidieluos ao longo dos
anos e das safras, para as caracteristicas ageasdghe interesse tais como
vigor das plantas, a florada, a produtividade,espastas aos estresses biodticos
(suscetibilidade/resisténcia a ferrugem) e abiéti@uscetibilidade/tolerancia a
seca), por exemplo. ApGs as descobertas de Memdelhhecimento cientifico
passou a ser utilizado na conducdo de experimentoedhoramento genético,
propiciando os melhoristas obterem plantas diféaglas, de forma orientada
(BOREM; MILACK, 1999).
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Um dos pré-requisitos para a condugdo de um pragrata
melhoramento genético € a existéncia e o conhetintendiversidade genética
da espécie, pois com base nestas, sao realizagdsnegamentos e definidas as
estratégias de trabalho (BERED; NETO; CARVALHO, 19FERRAO;
FONSECA; FERRAOQ, 2000; FONSECA et &Q01).

Os processos de selecdes e cruzamentos propicisitleiveis ganhos
em adaptabilidade ao clima, regimes hidricos eaga®, bem como aumento na
gualidade e volume de producgdo das culturas. A plkentisto sdo as plantas
geradas a partir do cruzamento do hibrido de Tijmor hibrido natural entre.
arabicae C. canephoraobjetivando tolerancia a ferrugem asiatica caagado
fungoHemileia vastatrixMiranda, Perecin e Pereira (2005) demonstraramaque
progénie (F5) H419-3-1-1-14 obtida pelo cruzamesntre Catuai amarelo e
Hibrido de Timor apresentou maior producdo em &slag variedade Catuai,
ambos sob ataque do fungo. A cultivar Icatu foideba partir da duplicagéo
cromossémica da IAC 37 e posterior cruzamento comulvar Bourbon
vermelho, sendo também sendo assim um exemplo desacuobtida
artificialmente para resisténcia a ferrugem aaleAZUOLI et al., 2007). E a
utilizacdo da cultivar Apoatd como porta enxertoapasisténcia a nematoides
(DIAS et al., 2011).

2.3 Diversidade genética ddC. canephora

OC. canephora possui floracdo gregaria, comum em espécies
autoincompativeis. Este tipo de floracdo compreemdeelativo sincronismo da
floracdo dos individuos de determinada regido. Beocespecifico do café, a
florada ocorre geralmente de 6 até 10 dias ap@hasgms (como pelo menos
10mm de agua)ou do retorno de irrigacdo que acerdapés um periodo de
estiagem (FERRAO et al., 2007).
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A grande heterogeneidade genética e fenotipica pllaistas d€.
canephoraé de valor inestimével para os programas de matherto genético,
pois ela serve como fonte de genes que podem seasiara criar novos
clones. Entretanto, ao nivel dos cafeicultoresetrbgeneidade fenotipica da
lavoura é totalmente indesejada, pois os tratdsreis como um todo, tornam-
se dificultados devido as variagfes entre vigorteparquitetura, maturacgéo,
além da possibilidade de grandes diferencas daifivathde entre uma planta e
outra. Estas caracteristicas sdo comumente endastem cafezais obtidas a
partir de sementes (IVOGLO et al., 2008).

Para diminuir a diferenca fenotipica entre as pkrde uma lavoura
gerada a partir de sementes e suas consequentgsfatesidades, é muito
comum a formacgédo de lavouras com variedades clpnafggadas por estacas a
partir de clones “elites” (MELO; SOUSA, 2011), assiodos os individuos sao
geneticamente idénticos e por consequéncia, apaesem mesmo fendtipo o
que permite organizar melhor as lavouras, por el@nespm planto em linha de
clones (o que facilita a colheita). E valido lenthijae no caso d6. canephora
essas lavouras devem ser composta por varias asekivcompativeis
geneticamente para a lavoura produzir.

A utilizacdo de cultivares clonais e a necessiddde plantio de
diferentes cultivares geneticamente compativeigrgaf a necessidade dos
estudos genéticos dd. canephoraOs testes realizados para identificacdo de
variedades compativeis é realizada até entdo sememt campo, pela
polinizacéo artificial e observacdo da producéo.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos awdb ou
guantificando geneticamente a compatibilidade gemétntre variedades de
Conilon com o intuito de indicar os individuos @riedades mais compativeis.

Com estudos baseados em DNA é possivel a idegfificados

individuos mais recorrentes na descendéncia, imdepée do motivo para tal
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(maior produgcdo de podlen, taxa de fecundacdo méévadn, maior

compatibilidade genética, entre outros fatoresp®na estimar qual ou quais
plantas ou variedades sdo mais indicadas para s#ileradas em uma lavoura
clonal em funcgéo da frequéncia observada dos gmrsbiaternos e maternos. A
analise de paternidade realizada neste traballm t&ste genético por meio de
marcadores moleculares SSR capaz de facilmente g&ratipo de informacéo
a partir do cruzamento de dados obtidos em umltralide genotipagem dos

descendentes e ascendentes.

2.4 Marcadores genéticos e o estudo da diversidade géna

Desde os tempos de Mendel, até meados dos anos fGarcadores
fenotipicos eram utilizados nas selecbes gendbmidas programas de
melhoramento genético e na construcdo de mapagadéidé (BERED; NETO;
CARVALHO, 1997; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

No inicio da década de 80, foram introduzidos osrcadores
moleculares nos estudos genéticos como uma noeadergsa ferramenta para
complementar as avaliacdbes morfologicas. Ferreir&Grattapaglia (1998)
evidenciam que além do fato dos marcadores moit@égerem basicamente
restritos as espécies tidas como modelos de estiadgasnética (milho, tomate e
ervilha), ha naturalmente nas populacdes segregame pequeno nimero de
marcadores morfolégicos distintos associados a@ciafsticas de importancia
econdmica. Tornando-se assim um dos fatores liteitgoara seu emprego em
programas de melhoramento.

Lande e Thompson (1990) sugeriram a selecdo dssigbr marcadores
moleculares (SAM), para auxiliar o melhoramentoégien. A SAM consiste na
utilizacdo marcadores moleculares ligados genedotenpréximos a alguns

locos controladores de QTL'sQUantitative Traits Logi previamente
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identificados e validados, para reforcar ou predizeacteristicas fenotipicas e
também para estudo de diversidade (RESENDE &(4l8).

Os marcadores utilizadospara detectaros polimooem nivel de
DNA foram:

a)

b)

c)

Os RFLPs Restriction Fragment Length Polymorphjsm
(BOTSTEIN et al, 1980; KY et al., 2000; PAILLARD;
LASHERMES; PETIARD, 1996) que foram o0s primeiros
marcadores utilizados para construcdo de mapamyaghd. Esses
marcadores baseiam-se em hibridizacdo e tem bandimento em
funcdo da grande quantidade de gDNA necessaria;

Os RAPDs Random Amplified Polymorphic DNAANTHONY et
al.,, 2001; OROZCO-CASTILLO et al.,1994) que foram os
primeiros marcadores baseados em amplificacdeP@R. Mesmo
com baixa reprodutibilidade, eles s&o utilizadosdai hoje em
estudos de diversidade genética;

Os AFLPs Amplified Fragment Length PolymorphisKY et al.,
2000; STEIGER et al., 2002) demandam bastante tenpdo de
obra, e foram bastante empregado em estudos genétit geral do

café.

Mais recentemente, os marcadores SSHRegle Sequence Repgats

também conhecidos como microssatélites passaran wikizados, sendo seus

principais usos o de estudo de diversidade genéGt#BRY et al., 2008;

GELETA

et al, 2012; MISSIO et al.2009); SNPs Single Nucleotide

Polymorphism (COMBES et al., 2000; CUBRY et a2008,2012; GELETA et

al., 2012) também permitem estudos de diversidadétigga, bem como estudos

individualizados em cada forma alélica @Qeffea arabicae COS Conserved
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Ortholog Set (PONCET et al., 2006; PRAKASH et al., 2005; SILVERINI et
al.,, 2008), em estudos comparativos de genes dafifezentes espécies
relacionadas.

O desenvolvimento de marcadores moleculares a r patb
sequenciamento em larga-escala de EEXpreéssed Sequence J4YIEIRA et
al., 2006) (o primeiro passo para a gendmica do cafemr@ssencial para (i)
avaliar a diversidade genética dentro das duasipaiis espécies cultivad&s
canephorae C. arabica(MISHRA et al., 2011; VIDAL et al., 2010; VIEIRAte
al., 2010) (ii) analisar a diversidade de espédelvagens e as relacdes
filogenéticas dentro do género (ANTHONY et al., 20O (iii) detectar
introgressodes e rearranjos estruturais (PRAKASIHI.et2005); (iv) identificar
QTLs (PINTO et al., 2007), e (vi) caracterizar amgipais genes de interesse
(ALVARENGA, 2011; ALVARENGA et al., 2010; PEREIRA al., 2011).

Os marcadores moleculares também foram utilizadoa ponstruir
mapas genéticos dé. canephora(LERQY et al.,2011) e identificar QTLs
(PRIYONO et al., 2010; PRIYONO; SUMIRAT, 2012). Umapa genético é
essencial para a montagem do genoma e para l@gédizée genes alvo de
interesse. Um mapa altamente saturad@.deanephorga esta disponivel e vai
ser (til para a integracdo de mapas genéticoscedie montagem da sequéncia
do genoma completo.

No café, os marcadores moleculares tém sido wdizgrincipalmente
para avaliar a diversidade genética da espéciestraim mapas genéticos e
identificar locos quantitativos (QTLs) ligados aaracteristicas de interesse

comercial ou agronémica.
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2.5 Marcadores moleculares SSR fluorescentes

Marcadores moleculares do tipo microssatélite (S$Rypura 2)
apresentam boas caracteristicas como multi-alatleide co-dominancia que
propiciam ampla cobertura do genoma (AGGARWA et 2a007). Esses
marcadores consistem em um par de pequenas sempiénalectidicas (em
torno de 20 pares de bases) sintetizadas artifieisiee que sdo complementares
ao genoma do individuo a ser analisado. Essespéojsenos fragmentos séo
chamados derimerse flanqueiam uma regido especifica do genoma cooten
pequenas repeticdes de alguns pares de baséérépetitivo) (Figura 2). Essas
repeticbes devem ser presentes em todos os ind#vida espécie estudada e

podem ser de dois (dinucleotidicos) até seis grdmses (hexanucleotidicos).

Mg_360_F I,

ACAGTAGTATTICATGCCACATCC
TGACGGACGCTACFIGTCATCATAAAGT ACGGTGTAGGGCIGCACGGACGCAACTCAGG TEC TGAACGAGGTTGGGEAATGCCTC

ACATTIGATIGCCTCTIGACC
GAATACCTAAATGTAAACT AACGOAGAACT GGG CAGIATCATOGGATTCOACAATGLACGTCGCCT AGOTGAACGACGTTO

Mg 360 B |

L'ATL'GUAr']'t'(jz\'.’ti'l't’(’(j[t.'lt.i-.-\l’.'b(.iA"-'L{ ACACACACACACACACACMCTATGTACGGCTGCACGGACGCAACTCAGAG

Figura 2 Figura representativa do marcador Mg_366vard [F] e reverse
[R]), amplicon e respectivomotif (microsatelite, SSR) repetitivo
(CA,, indicado em vermelho)

Quanto utilizados esses marcadores e submetidosCR, Bao
sintetizadas milhares de cépiasvitro dessa regido delimitada por tais, sendo
possivel visualizd-las em gel de agarose, acrilamdd em sequenciador

automatico. Quando hé variacdo na quantidade dssvpe tainotif se repete, é
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possivel visualizar dois fragmentos. S&o justamesdgsas variacbes das
repeticbes dosmotifs que geram as informacBes genéticas obtidas pelos
microssatélites, seja ela variacdo alélica (honosgEigou hetorozigose) e
variagdo génica entre individuos (CARPENTIERI-PIEDL GARCIA;
RIVALDI, 2006).

Centenas de marcadores SSRs foram obtidos a garbibliotecas de
microssatélites, sequenciamento de clones genbrdeasafé em cromossomo
artificial de bactéria (BACs), ou bibliotecas deTE{Etiquetas de Sequéncias
Expressas) a partir de. cDNA @e arabica(BARUAH et al., 2003; MISSIO et
al., 2011) eC. canephora(DUFOUR et al., 2001; HENDRE et al., 2008;
LEROQY et al., 2005; PONCET et al., 200Primers derivados a partir dessas
sequéncias geralmente apresentam ampla transigaaeilno cruzamento entre
espécies (PONCET et al., 2004). Bancos de dadotermm informagbes e

sequéncias de marcadores microssatélites, esfimnélieis conforme a tabela 1.

Tabela 1 Alguns bancos de dados contendo infornsagdeu sequéncias de
marcadores moleculares do tipo SSR

Nome Tipo de dados Referéncia
Projeto Genoma Café EST, SSR, SNP, Vieira et al. (2006)
CBP & D -Café- Brasil Elem. de transposic¢ao
Coffe DNA - Universidade EST, SSR Rezende et al. (2012)
de Trieste - Italia retrotransposons

Mocca DBIRD - France SSR, Seq. DNA, mapas Plechakova et al.

genéticos e diversidade (2009)

Estudos recentes realizado €ncanephora C. arabicaconfirmaram

gue os microssatélites foram eficientes nos estddodiversidade do cafeeiro
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(LEFEBVRE-PAUTIGNY et al.,2010; MONTAGNON; CUBRY; LEROY,
2012).

Os marcadores moleculares SSR podem sdo marcagiEméscos co-
dominantes, ou seja, utilizando-os é possivelmgjstr individuos homozigotos
e heterozigotos apés amplificacdo em PCR. A visagdio convencional do
produto da PCR é realizada em géis de agaroseaefdamida corados com
brometo de etidio e nitrato de prata respectivamédevando em consideracéo a
presenca e auséncia de fragmentos, nos géis ymiadi na forma de banda ou
ainda, embora pouco utilizada, a visualizacdo pdoreadiografia, quando
realizada PCR comprimers marcados com radioisétopos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os SSR também poder ser marcados com uma fluosscéa
extremidade 5’ (MISSIAGGIA; GRATTAPAGLIA, 2006) daodo que quando
excitados por determinado comprimento de onda ggaride acordo com o
fluordforo utilizado), 0 mesmo emite uma luminesgérem outro comprimento
de onda.Essa absorcdo e reflexdo da fluorescémcimitp a visualizacdo e
analise dos fragmentos obtidos em sequenciadomatitm.

A utilizacdo deprimersmarcados vem se apresentando uma opc¢ao mais
especifica e refinada quando comparada com as olegias de marcacdo pos-
amplificacdo, pois essa técnica permite melhorididcacao entre individuos (&
capaz de descriminar diferencas de até um par s8,bé possivel a utilizacao
de varios marcadores na mesma reacdo (multiplee3ded que ndo haja
sobreposicao de tamanhos de fragmentos com as sesmes. Neilan, Wilton
e Jacobs (1997) descrevem o desenvolvimento eagfiicde marcadores
moleculares universais fluorescentes; Lopez-Gagnat. (2009) e Silvestrini et
al. (2008), utilizando microssatélites fluorescentgsasgdos em sequenciador
automatico para estudo de diversidade genética ifdeemmtes espécies de

cafeeiro, obtiveram bons resultados. Cubry et(2008), utilizandoprimers
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universais M13, constatou dentro do gén€affeagrande diversidade génica
entre populagcbes selvagens e Faria et(2011) obteve alta resolucdo na
diferenciacdo de individuos dEucalyptus utilizando SSR tetra, penta e

hexanucleotidico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

3.1.1 Avaliar e caracterizar geneticamente a didade genética de 314
(48 pais e 266descendentes) individuo€deanephoravariedade Conilonpor
meio de marcadores moleculares microssatélites.

3.1.2 Avaliar e caracterizar geneticamente, poronu® marcadores
moleculares microssatélites, uma planta isolad@.deanephorasuspeita de se

reproduzir por autofecondacao.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a relac@o genética da populacdo adaidom 0s grupos
de diversidade d€. canephora

3.2.2 Avaliar a eficiéncia do uso de marcadores emdares na
identificac@o de progenitores em uma populaca@.dmnephora

3.2.3 Avaliar geneticamente a possibilidade datéx@a de uma planta
deC. canephorautofecundante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram coletadas folhas frescas da terceira axiiarfde 48 parentais
(diretamente no banco ativo de germoplasma do INEF§Pbem como de 266
pertencentes a uma populacdo (x 3500 individuos)Cdecanephoravar.
Conilon, mantida na Embrapa Cerrados e obtidas rér ge um pool de
sementes geradas a partir da polinizacdo abergtaig parentais.

As amostras foram imediatamente envoltas em emdradade papel
aluminio devidamente identificadas e acondicionaasgelo. Em laboratério,
as amostras foram armazenadas em ultra-freez& {p@rentais) ou em freezer
-20°C (populacao), até a extracéo de DNA.

4.2 Obtencéo de DNA gendmico foliar

Uma pequena quantidade de material vegetal foi epzlda em
nitrogénio liquido e uma aliquota desse materi@Dif2y), acondicionada em
micro tubos. A extracdo de DNA seguiu o protocoboextracdo de Doyle e

Doyle (1990) com modificacdes:

a) Tampado: CTAB 2%, NaCl 2M; Tris-HCI 100mM (pH8)EDTA
25mM (pH8);

b) Volume inicial de tamp&o CTAB: 750 pL (pré-aquec&65°C) + 3
pL de 28-Mercapto-Etanol;

¢) Incubacéo: 65°C por 1 hora;

d) Centrifugacdo 1:16002,2g¢



e) Lavagem dqellet Etanol 70%;
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f) Centrifugacao pés-lavagem: 16002,8 por 3 minutos;

g) Secagem dpellet 10 minutos a temperatura constante de 37°C;
h) Ressuspensao ¢ellet 30 uL de agua ultra pura autoclavada.

A quantificacao foi realizada em espectrofotémetootipo NanoDrop

(ND-1000), aliquota dos e estas aliquotas diluddasig/pL.

Foram utilizadas também algumas aliquotas de DNAdméco de

alguns representantes de diferentes gruposCdecanephoraextraido e

gentilmente cedido pelo Dr. Thierrie Leroy (tab2)a

Tabela 2 Relagdo de representantes do diferenigsogrcom respectivos
grupos a quais estéo classificados

Individuo Grupo Individuo Grupo
C1006 B C3001 SG1
C4003 C C3008 SG1
C4021 C UEO020 SG2
G1003 G UNO12 SG2
G7001 G C5001 SG2
1637-1 SG1 C2014 SG2
1648-1 SG1 uw148 SG2

4.3 Marcadores moleculares fluorescentes

Osprimersdinucleotidicos utilizados no presente estudo fodascritos

e utilizados (em um conjunto maior de iniciadoresjn sucesso em varios
trabalhos (CUBRY et al., 2008, 2012; PONCET et24104, 2007).
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As origens das sequéncias gwsnerse o nimero do acesso no EMBL
estdo indicados na tabela 3. Para o presente estidomarcadores foram
sintetizados com marcacdo fluorescente na extrelidd com diferentes
fluoréforos (6-FAN, na cor azul [absor@éd@.494nm e emissad n,o18nm]
NED na cor amarela [absor@d@,546nm e emissad,576nm] e HEX na
coloracdo verde [absorggigy 535nm e emissabn,556nm]) de maneira que
somente dorward ou reverseforam marcados e cada qual, somente com um

fluorocrémo, conforme Tabela 3.



Tabela 3 Detalhes d@simersSSR utilizados

Nome Sequéncia I\Igzg N° derep. FIr. EMBL Ac. N° Orig. Seq. Orig. Primer
Me_13 _F AGAGGGATGTCAGCATAA
- - CA, CT 6,8 6-FAN  AJ871892 Leroy et al. (2005) Leroy et al. (2005)

Me_13 R ATTTGTGTTTGGTAGATGTG
Mg_257_F GACCATTACATTTCACACAC

CA 9 6-FAN  AJ250257 Combes et al. (200@pncet et al. (2004)
Mg_257_F GCATTTTGTTGCACACTGTA
Mg_360_F ACATTTGATTGCCTCTTGACC :

CA 10 6-FAN AM231555 Dufour et al. (2001’ Poncet et al. (2007)
Mg_360_F ACAGTAGTATTTCATGCCACATCC
Mg_501_F CACCACCATCTAATGCACCT

TG 8 6-FAN AM231576 Dufour et al. (2001)Poncet et al. (2007)
Mg_501_F CTGCACCAGCTAATTCAAGC
Mg_753_ F GGAGACGCAGGTGGTAGAAG .

CA 15 6-FAN  AJ308753 Rovelli et al. (2000; Poncet et al. (2004)
Mg_753_F TCGAGAAGTCTTGGGGTGTT
Mg_358_F CATGCACTATTATGTTTGTGTTTT

CA 11 HEX  AM231554 Dufour et al. (2001Poncet et al. (2007)
Mg_358_F TCTCGTCATATTTACAGGTAGGTT
Mg_368_F TCCTACCTACTTGCCTGTGCT i

TG 13 HEX  AM231558 Dufour et al. (2001, Poncet et al. (2007)
Mg_368_F CACATCTCCATCCATAACCATTT
Mg_445_ F CCACAGCTTGAATGACCAGA

CA 10 HEX AM231567 Dufour et al. (2001Poncet et al. (2007)
Mg_445_F AATTGACCAAGTAATCACCGACT
Mg_779_F TCCCCCATCTTTTTCTTTCC .

TG 17 HEX AJ308779 Rovelli et al. (2000’ Poncet et al. (2004)
Mg_779_F GGGAGTGTTTTTGTGTTGCTT
Mg_461_F CGGCTGTGACTGATGTG AC 9 NED  AM231570 Dufour et &2001) Poncet et al. (2007)

GE



“Tabela 3, conclusao”

Nome Sequéncia '\ézg N° derep. FIr. EMBL Ac. N° Orig. Seq. Orig. Primer

Mg_461 R AATTGCTAAGGGTCGAGAA
Mg_477 F  CGAGGGTTGGGAAAAGGT
Mg_477 F ACCACCTGATGTTCCATTTGT

Nota: Os nomes dgsrimers sdo indicados junto com as sequénciamosfs repetitivos [otif Rep), o nimero de repeticbes dos
motifs (N° de rep), o fluor6foro (FIr) utilizado na magéd, o nimero de acesso da sequéncia no bancodds da

GenBank/EMBLgue permitiu de desenhar o parptaner SSR, e as referéncias detalhando a origem dasrszgsi&Orig.
Seq) e a origem dgwimers(Orig. Primer).

16 NED  AM231574 Dufour et al. (2001 Poncet et al. (2007)

9€
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Considerando o tamanho dos fragmentos esperado REU& al.,
2012), a cor emitida pelo fluorocromo de cada ndoca a temperatura de
anelamento, foi possivel a utilizacdo dos mesmosdeas composicdes. As
misturas utilizadas permitiram a analise dos frago® amplificados sem
problemas de sobreposicdo de fragmentos e corbslfr4).

Tabela 4 Composicdo dos sistemas multiplegpriteers ampliconobtido (pb)
e cor do fluorocrémo utilizado em cada marcador

MULTIPLEX 1 AMPLICON (pb) COR FLUOR.
Mg_368 148-176 Verde
Mg_445 265-279 Verde
Mg_461 75-95 Amarelo
Mg_477 246-265 Amarelo
Mg_501 126-144 Azul
Mg_753 265-300 Azul

MULTIPLEX 2 AMPLICON (pb) COR FLUOR.
Me_13 267-272 Azul
Mg_257 90-140 Azul
Mg_360 196-229 Azul
Mg_358 167-277 Verde
Mg_779 100-119 Verde

4.4 Condicbes de PCR

As reacbes de PCR foram realizadas em termociclési@®-RAD-

T100™ Thermal Cycley comum volume final de 10 ul utilizando os reagent



38

do QIAGEN® Multiplex PCR Kit seguindo as especificagbes de amplificacdo
indicada pelo fabricante, com modificagcbes de H@aOvolume recomendado,
pois para tais analises necessita-se apenas uguatalideste volume para as
analises posteriores em sequenciador automatic BABDXI.

As condicdes de termociclagem foram realizadas giateente
conforme recomendacdes do fabricante (15 min —,98868 — 94°C, 90s — 60°C,
90s — 72°C] x 45 ciclos, e 10min — 72°C de extefigad).

4.5 Analise de fragmentos

Em uma aliquota de 1uL de cada produto das PCRenfmisturados a
luL de fragmentos padrées marcados com ROX (BRONDAN
GRATTAPAGLIA, 2001) (que servem como parametro parasoftware
GeneMapper® V4.1 Applied Biosysteealizar os calculos dos tamanhos dos
fragmentos amplificados) e 8 uL de Formamida HIApPplied Biosystemsom
posterior desnaturagdo em termociclador (95°C pwointitos). Em seguida, as
amostras foram eletro injetadas em um sequenciadatomatico
modeloABI3130 XL, Applied Biosystemsjilizando-se capilares de silica
fundida de 36 cm de comprimento e 50um de didmpte@nchidos com
polimero do tipo POP7 conforme recomendacdo dactatie para analise de
fragmentos.Os dados foram coletados, utilizanditro e leitura do tipo D,
gue é especifico para tais marcadores.

A visualizacdo dos fragmentos resultantes dos ofdetrgramas foi
realizada no program@eneMapper®V4.1 Applied Biosystemngual gerou os
dados genotipicos (eletroferogramas e tabela detigagem), sendo que os
dados destas analises, foram arredondados pelmdditrExcel 2010®. As

informacfes de distancia génica foram obtidas agiises noGenAlex-
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Microsoft Excel(verséo 6.5) (PEAKALL; SMOUSE, 2012), a partir diedos

arredondados.

4.6 Analise dos eletroferogramas

Os dados de frequéncia alélica, heterozigos e a&mez observada,
contetdo informativo de polimorfismo (PIC), equilib de Hardy-Weinberg,
alelo nulo e probabilidades médias de exclusaoraapel pai (com e sem um
dos supostos pais conhecidos), foram obtidos nogrgmma Cervus
(KALINOWSKI et al., 2007).

4.7 Distancia genética

A genotipagem obtida a partir da andlise de fragaserpermite
inferéncias sobre a distancia genética entre owithobs. Foram realizadas
diferentes comparacdes entre 0s parentais e ossegpiantes de grupos de
diversidade d€. canephorapreviamente descritos. Todas as andlises se deram
a partir da submissao de dados de genotipageniiseatid distancia genética do
GenAlex programa de andlise genética no Microsoft Excelrsgo 6.5)
(PEAKALL; SMOUSE, 2012), o qual gera matrizes dssithilaridade genética.
Para a construcdo dos dendogramas, a similaridgadmlculada (1- valor da
distAncia genética/100) e as matrizes de simildedaxportados para o
programaon-line DendroUPGMA (GARCIA-VALLVE; PUIGBO, 2009) no
qual gerou-se dendrogramas do tipo UPGMA.
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4.8 Analise de estrutura populacional

A partir dos dados de genotipagem de todos osithais analisados
(314 amostras = 48 parentais do BAG do INCAPER 6 Pfantas da
descendéncia), foi realiza uma andlise de clusigiiz probabilistica utilizando-
se 0 método Bayesiano, realizada co®oftware Structure 2.3.4A analise foi
realizada com o modeloatimixturg, onde as frequéncias alélicas foram
correlacionadas, aplicando-se um periodokden-in” de 1000 e 100 interacdes
para a coleta de dados. As analises foram reatizaden k (tamanho da
populacéo) variando de 2 a 5, realizadas com Si¢géps independentes cada. O
modelo para o critério de escolha do k mais prdvdee o de Delta k
(EVANNO; REGNAUT; GOUDET ,2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Utilizagcdo dosprimers marcados

Os primers utilizados apresentaram amplificagdo na maiorepdds
individuos submetidos a analise (Figura 3),de mgei@l, apresentaram boas
amplificacdes e ndo houveram problemas com as gaesa

Numero de individuos analisados (N)

304 303 302 304 304 309

286 281 287 298

240

isados

Individuos anal

A S N S N AN 3\
DS A N I A A A\ P LR

é&a/ é\%/ é\%/ @%/ §Q‘\c:(,/ é\%/ Q\%/ é\%/ V\\%/ é\%/ é\%/

Primers

Figura 3 Representacdo gréafica do nimero de ingdigidnalisados para cada
primer (Total = 314)

Com base nos dados obtidos na andlise de fragmesiipada a partir
do produto de PCR com o DNA genémico dos individepsmersem questéao,
foi possivel comparar os tamanhos dogpliconsobtidos neste trabalho com os
tamanhos esperados (disposto na tabela 5).
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Tabela5 Tabela comparativa dos tamanhoardplicons(pb) obtidos por no
presente trabalho

Primer Ampliconesp. (pb) Ampliconobs. (pb)

Me_13 267 267-272
Mg_257 103 99-140
Mg_358 248 167-277
Mg_360 213 196-229
Mg_368 160 148-176
Mg_445 274 265-279
Mg_461 82 75-95
Mg_477 268 246-265
Mg_501 147 126-144
Mg_753 294 265-300
Mg_779 116 100-119

Nota: Esp: informagbes nédo publicadas (Thierry kerpesquisador do Cirrad.
Comunicacgao feita em 22 abr. 2013). Obs; tamanbssreados neste trabalho.

Os tamanhos dos alelos obtidos, de forma gerategmonderam ao
tamanho esperado, com excec¢do piers Mg_477 e Mg_501, sendo que
ambos apresentaram fragmentos com no minimo tnés pke bases menores
gue o esperado, evidenciando a possibilidade demalgmutacdo, do tipo
delecdo, na regido amplificada da populagdo adaljseu ainda diferenca de
sensibilidade da técnica utilizada pelo Dr. T. lyefgel de Acrilamida) e deste

trabalho.

5.2 Frequéncia alélica da populacao e parentais

A partir dos dados de genotipagem foi possiveizaabs analises dos
parametros genéticos e eficiéncia dos marcadot#zando-se oSoftware

Cervus (tabela 6). Os dados apresentados na tabela @neiddn que os
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marcadores Me_13, Mg_358, Mg_360, Mg_753 e Mg_présentaram valores
da heterozigos e esperattekp calculada a partir da equacéo 8.4 (NEI, 1978) e
assumindo o equilibrio deardy-Weinbergabaixo de 0,5, evidenciando indicios
gue odoci em questao, tém baixo potencial informativo dediidade genética
por apresentarem uma alta frequéncia de homozigose.

Tabela 6 Tabela representativa da heterozigosidddervada e esperada e
equilibrio deHardy-Weinberg

Locus Hobs Hexp HW

Me_13 0, 017 0, 041 ND
Mg_257 0, 623 0, 682 ik
Mg_358 0, 292 0, 353 NS
Mg_360 0, 454 0, 496 NS
Mg_368 0, 693 0, 691 NS
Mg_445 0,175 0, 651 ND
Mg_461 0,578 0, 606 i
Mg_477 0, 450 0, 559 ik
Mg_501 0, 559 0, 540 *

Mg_753 0, 470 0, 491 i
Mg_779 0, 239 0, 233 NS

Cubry et al.(2008) evidenciaram que tanto o locus Me_13, quanto
Mg_257 apresentaram-se capazes de identificar pdlsmo, porém a
populagdo analisada estava em homozigose, pottéotie com valor zero. O
presente trabalho apresentou resultado semelhatale @m valor préximo a
zero (0, 017) para primer Me_13, possivelmente devido ao elevado nimero de
alelos nulos (0, 3565), enquanto que o Mg_257 ratitemente do trabalho
apresentado pelo autor acima citado, apreseftis elevado (0, 623). Nesse
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parametro, quanto maior o valor “encontrado” mailnpirfica é a populacéo
analisada.

Ainda é possivel observar que os individuos ardiis& submetidos ao
teste deHardy-Weinbergapresentaram significancia de 5% para o marcador
Mg_501 e 0,1% nos marcadores Mg_257, Mg_461, Mg e4¥ig_753 (Tabela
5). Faria et al(2010) ao analisar uma popula¢éo Elecalyptusaponta como
possiveis causas da significancia deste teste angoimidade entre espécies,
presenca de alelos nulos ou elevada taxa de hoosezita populacao.

Também com base nos dados obtidos pela genotipdggropulagéo, é
possivel obter algumas outras informacgfes a resgei marcadores utilizados
tal como o Contetdo Informativo de PolimorfismoGPlo nimero de alelos
amplificados e os alelos nulos encontrados (respaecente Figuras 4 - A, B e
C).

A Contetdo Informativo de Polimorfismo B [Numero de alelos amplificados (K)
(PIC)
-§ 11 1010
nesz 0552‘35359 5280,5110,507) 405 ‘-‘_E 20
BSlB 0,221 E‘ 5
|BDﬂ1 I l 1 l
_____ o K]
[T}
«3"@&‘7«:\4\@’%'\”’ =
& i é,e P SR A SR S0P iy 9 m@ og: & @ ,,_u‘J @ «'\ - q«f’:

Sl &’& »\:&* fo \W ‘s&/ & 987

Frimers Primers

Alelos nulos encontrados

05729

0,081

el | 00188 - F(null)
s -

CQuantidade de alelos nulos
]
b
@
L
e

,,,,,,,,,

o1 0.011 0,0348

B T e T VT T e e

A a8 b g o o g% g g aec
Primars

0.0044
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Figura4 Representacdo grafica contendo valores)deIC — Polymorphic
Information Conten; B) Numero de Alelos amplificadtambém
chamado de fator K); e C) Numero de alelos encdagayerados a
partir da frequéncia alélica encontrada pela amélésfragmentos por
meio de marcadores moleculares microssatélites

O PIC —Polymorphic Information Conteng uma forma de medir a
guantidade de informacédo de polimorfismo que cadecador é capaz de gerar
para cada locus. Assim, analisando-se os dadosempaelos (Figura 4A),
verifica-se que na populacdo analisada, os mareadbte_13, Mg_358 e
Mg_779 apresentaram os menores valores de PIC4(Q, @ 318 e 0, 221
respectivamente), sendo “portanto” pouco infornztivcom relacdo a
diversidade. Por outro lado, destacam-se como wares com alto poder
informativo o Mg_257, Mg_368 e Mg_445, com PIC d&82; 0, 652 e 0, 586,
respectivamente.

O numero de alelos amplificados (Figura 4B) tam&éoma forma de
guantificar a diversidade genética, visto que & a riqueza de variacdes
alélicas, sendo que quanto maior o numero de alafpglificados, maior
informacédo da diversidade gerada pelo marcadoteNes0, pode-se observar
novamente, que juntamente com o Mg_501, os mareadde_13, Mg_358 e
Mg_779, quando comparados com o0s demais marcad@m@sn 0S Menos
informativos, pois apresentaram os menores ninteraselos amplificados.

Um alelo é tido como nulo F rftill") (Figura 4C), quando por algum
motivo, houver falhas na reacdo de PCR. Essassfglealem ocorrer por
competicdo natural na PCR, mutacdes nos sitiosndraento doprimers
comumente do tipo INDEL (insercdes e/ou delecbaspantuais SNPsSfngle
Nucleotide Polymorphisyre podendo assim interferir fortemente nas arstise
genotipagem (DAKIN; AVISE, 2004; FARIA et aR010).
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Os loci Mg_368, Mg_501 e Mg_779, apresentaram valores ivegat
para os alelos nulos (Figura 3C). Esse comportam&esperado em l6cus com
excesso de gendtipos heterozigotos observados.s Jnancadores Me_13,
Mg_358, Mg_445 e Mg_477 ha um numerorill) acima de 0,05, podendo
justificar assim, a néo significancia no teste Hirdy-Weinbergno primer
Mg_358, bem como a impossibilidade de realizacdanddise nos l6cus Me_13
e Mg_445, que apresentaramrkil{) consideravelmente acima de 0,5 (Figura 2,
painel C) e baixalobs (tabela 5), indicando assim a possibilidade désse
possuir bastante variagéo alélica, porém baixambow@mcao.

Vale ressaltar que o marcador Mg 445, embora teprasentado
valores elevados para o PIC (Figura 4A) e numercaldtos amplificados
(Figura 4B), o mesmo também apresentou valoresaddsv de alelos nulos
(Figura 4C), indicando que o mesmo € informativorém a populacdo
analisada possui alta taxa de homozigose neste. locu

A Tabela 7 apresenta as estimativas de parametoosnsks,
probabilidade de exclusdo de paternidade (PE) bapitidade de identidade
(PI), para os onze marcadores moleculares utilzadeste estudo. A
probabilidade de exclusdo de paternidade (PE) sjuorele ao poder com o qual
um locus é capaz de excluir um individuo selecionadoneamente como
parental de um descendente. Os valores PE-1 comdsm as probabilidades de
exclusdo de um parental candidato com um dos patsecidos e os valores PE-
2 se referem as probabilidades de exclusdo com samb@ais desconhecidos
(situacdo da populacéo alvo deste trabalho). Aaghitidade de identidade (PI)
corresponde a probabilidade de dois individuost@ies apresentarem o
mesmo gendtipo (CUBRY et al., 2008; FARIA et 2010, 2011; PONCET et
al., 2004).

O poder combinado dos 1ibci estudados alcangou um valor de
Probabilidade de Identidade (Pl) da ordem de 5,a0%(tabela 7) o que,
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7

conforme relatado na literatura, é suficiente paracorreta e precisa
discriminacdo de individuos em plantas, tais corbseosado ndEucalyptus
(SANSALONI, 2008). Esse parametro é probabilidade diferenciar dois

individuos com mesma frequéncia alélica.
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Tabela 7 Estimativas de parametros forenses, pbel@xclusdo com um pai
conhecido (PE-1), pais desconhecidos (PE-2) e pilidede de
identidade (PI)

Loci PE-1 PE-2 Pl

Me 13 0,021 0,042 0,919
Mg_257 0,442 0,627 0,149
Mg_358 0,177 0,295 0,454
Mg_360 0,344 0,549 0,244
Mg_368 0,496 0,694 0,118
Mg_445 0,408 0,586 0,174
Mg_461 0,367 0,538 0,206
Mg_477 0,355 0,539 0,220
Mg_501 0,356 0,550 0,223
Mg_753 0,288 0,453 0,287
Mg_779 0,146 0,260 0,550
Poder combinado 0,986 0,999 5,0E-07

Os valores de PE-2 apresentados na tabela 7, mogtr& com excecao
dos marcadores Me_13, Mg_358, Mg_753 e Mg_779, stode outros
marcadores apresentaram valores de PE-2 superdor@s, apresentando
portanto um nivel de confiabilidade mais elevadegdba-se que os valores de
PE-2 combinado foi da ordem de 99,9%, indicando gsses marcadores
utilizados em conjunto, sédo capazes de excluir 39 parentais identificados
erroneamente. Nesse aspecto, relatos na literatostram que marcadores
dinuclecotideos como os que foram utilizados nesiele, sdo certamente mais
potentes para essa aplicacdo, quando comparadesaacadores tetra e penta
nucleotideos, ou seja, com repeticdo de quatroneocbases nitrogenadas
repetitivamente (KIRST et aR005; SANSALONI, 2008).
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5.3 Analise da distancia génica dos pais

O resultado de clusterizacdo por UPGMA, obtido patdilise da
distancia genética (NEI, 1978), utilizando-se samers dados dos parentais
oriundos do INCAPER é mostrada na Figura 5. Obsseva formacéo de varios
subgrupos, indicando a existéncia de diversidadétiga consideravel no grupo
de parentais.
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Figura5 Dendrograma por agrupamento UPGMA, oldighartir da matriz de
similaridade genética dos parentais, construida lzase na distancia
genética de Nei (1978), calculada a partir dos slaldgogenotipagem
de 11 marcadores moleculares microssatélites
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Os resultados demonstram que existe variabilidadeétiga nos
parentais oriundos do BAG do Incaper e que boa phos individuos, entre o
PARO3 e o PAR32 (conforme dados da Figura 5), megpussuindo
coancestralidade, geram varios subgrupos. O PAR@2a& planta que merece
atencao especial, pois ela se destaca de todostmws @lones parentais, por
apresentar-se isolada em um sub-agrupamento.

O grupo contendo os individuos PARO1, PAR66, PARF3SR1111 e
PAR 222 (no canto superior da Figura 5), tambérdestaca por ser bastante
distinto dos demais e ndo conter sub-agrupamenuisando que essas plantas
sdo bastante proximas.H& também trés sub-gruposregrcompostos apenas
por dois individuos (PAR11 e PAR22, PAR30 e PARBBR151 e PAR24).
Esse comportamento ao mesmo tempo em que os diszrilo restante dos
parentais, indica que possivelmente sejam irmaosgefa, ao mesmo tempo em
que ha grande variabilidade genética dentro do BAdéstambém individuos
geneticamente semelhantes.

Uma segunda andlise foi realizada, inserindo oseseptantes de
diferentes grupos da diversidadeGlecanephorgtabela 2), com o objetivo de
verificar a similaridade dos parentais com os regm&antes dos grupos,

conforme o dendograma apresentado na figura 6.
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Figura 6 Dendrograma UPGMA representando a sirddde genética entre
0os representantes dos diferentes grupos de diadesidie C.
canephorae dos parentais (PAR) oriundos do BAG do INCAPER
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Novamente foi possivel observar uma grande vaidaoié genética
entre os individuos, porém com essa segunda an@isearam-se basicamente
dois grandes grupos.

O primeiro agrupamento € composto pelos represeistaios grupos
SG1, SG2, B e C de diversidade @e canephoracom cinco representantes
(PARO1, PAR66, PAR33, PAR1111 e PAR222) proveneme INCAPER
(Figura 6). Esses cinco individuos sédo justamest@ue na andlise anterior
(Figura 5), formavam um grupo a parte. Essa nouatelizacdo sugere que
esses parentais estdo mais préximos geneticament® doancestral selvagem.

O segundo grande grupo, composto apenas pelostgiaresegue o
mesmo agrupamento observado sem a introducéao pleseatantes dos grupos.
Novamente, o PARO2 chama atencédo dentro do seggmgho, pois o ainda
compdem sozinho, um sub-grupo.

Para facilitar a visualizagédo da andlise da siidiate entre os parentais,
representantes dos diferentes subgrupo€ doanephorae a populagéo, foi
adotada a clusterizacdo probabilistica pelo mét8&yesiano, conforme
demonstrado na Figura 7. Esta clusterizacao flizeel® noSoftware Structure

2.3.4onde foram analisadas as 325 amostras.



54

i Populagic

@ sot
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Figura 7 Clusterizacdo Bayesiana dos individuospopulacdo (pontos em
Rosa), os parentais oriundos do INCAPER (pontomehtos), e os
representantes dos grupos de diversidadeC deanephora(SG1,
pontos verdes; SG2, pontos azuis e Guineano, pamntas:|os)

Os resultados indicam claramente a formacdo degiajsos distintos
(vértices inferiores do triangulo) compostos dogeptis (vermelho) e
individuos da populacdo, além de individuos da |la@dw intermediarios e
dispersos entre os vértices da base (Figura 7in Alsto, os resultados mostram
uma maior proximidade genética dos membros do g&@®d (pontos verdes),
com os parentais e a populacdo de Conilon estultatiafato, também pode ser
claramente visualizado quando os dados séo apadssnpara representar a
distncia genética entre os clusters utilizando-sdgoritmoNeighbor-Joining
(Figura 8). Estes resultados confirmam estudosriarde de uma maior
proximidade deC. canephoravar. Conilon com os membros do grupo SG1 de
Congolese (CUBRY et al., 2008; LAMBOT et al., 2008)
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Figura 8 Representacdo da distancia genética estbelustersidentificados
utilizando-se o algoritmdleighbor-Joining(NJ), obtido por meio das
andlises com seoftware Structure 2.3.4

A ilustracéo da Figura 7 mostra também um agruptram/olvendo os
representantes dos outros grupos de diversidadeoldgsta (SG2- azul e
Guineano- amarelo), no vértice superior do tridmgussim como alguns
membros dos parentais (vermelho) e alguns indigidi® populacdo (rosa).
Desta forma, pode-se concluir que existe variam@genética consideravel na
populacdo estudada, com certa estruturacdo, makémantom individuos

dispersos e presentes nos diferentes agrupamentos.

5.4 Analise de paternidade

Os resultados das analises de paternidade, remlizath software
Cervusaos niveis de confianca (80/95%), encontram-sesaptados na tabela
8. Os resultados indicam que as analises foranemfics em identificar os

parentais para todos os individuos analisados palagao.
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Com base nesses resultados, foi também possiwifickr os parentais
mais frequentes (Tabela 9). E evidente que os f@@sepossuem participacéo
genética em quantidade bastante variada e ao mesnp® muito discrepante,
variando de 0,38% a 24,44% de recorréncia.



Tabela 8 Provaveis parentais dos individuos dalpopa deC. canephoravar. Conilon, identificados por meio de
analises com eoftware Cervus

Populacdo  1°Pai 2°%Pai Populacdo  1°Pai 2%Pai Populacdo 1°Pai 2°Pai
Clone 120 PAR222 PARG66 L5P25 PARO8_1 PAR12 L7P60 PARO6 PAR14
Clone 14 PAR1111 PAR333 L5P28 PAR32 PARG0 L7P64 ARR2 PAR32
Clone 22 PAR1111 PAR148 L12P57 PARO3 PAR13 L7P66 PAR12 PAR32
Clone 73 PAR222 PARG66 L12P65 PAR12 PAR28 L7P67 REA PAR12
L10P102 PARO8_1 PAR60 L12P66 PAR13 PARG0 L1P16 RPA PAR25
L10P11 PAR31 PARG0 L12P68 PARO7 PARG0 L1P19 PAR31 PAR60
L10P14 PAR22 PARG66 L12P78 PARO6 PARO7 L1P20 PARO3 PARG60
L10P17 PAR31 PARG0 L12P84 PARO7 PARG0 L1P32 PAR15 PARG0
L10P18 PARO7 PAR31 L12P97 PARO6 PARG6 L1P35 PAR59 PARG0
L10P22 PARG0 PAR78 L13P104 PARO7 PAR31 L1P37 PAR1 PAR78
L10P23 PAR12 PAR70 L13P15 PARO4 PARO7 L1P49 PARO4 PARO5
L10P25 PARO5 PAR12 L13P21 PAR24 PARG0 L1P50 PAR15 PARG6
L10P38 PAR22 PARG0 L13P35 PAR17 PAR70 L1P60 PARO4 PAR160
L10P48 PARO8_1 PAR31 L13P52 PAR24 PAR29 L1P62 PR PAR23
L10P52 PAR28 PAR78 L13P54 PARO5 PAR148 L1P65 PAR1 PAR70
L10P61 PARO8_1 PAR66 L13P60 PARO7 PAR12 L20P119 AR®% PARO8_1
L10P66 PARO4 PARG6 L13P63 PAR15 PAR74 L20P47 PARO PAR11
L10P68 PARO7 PAR14 L13P83 PAR12 PAR18 L20P73 PRARO PAR24
L10P93 PAR15 PAR160 L14P24 PARO4 PAR78 L20P93 PAR PAR22
L10P95 PAR17 PARG0 L14P33 PARO3 PARO4 L21P12 PAR1 PAR31
L10P96 PAR12 PAR14 L14P71 PARO7 PAROS_1 L21P122 ARGB_1 PAR25
L11P20 PARO9 PAR12 L14P73 PARO6 PAR148 L21P19 PAR PAR70
L11P37 PAR13 PARG0 L14P75 PARO6 PAR130 L24P106 ROGRA2 PAR29
L11P46 PAR23 PAR78 L14P76 PARO8_1 PAR16 L24P143 AR®B_2 PAR74
L11P47 PARO7 PARG0 L14P80 PAR148 PAR70 L24P50 PAR PAR78
L11P48 PARO3 PARG0 L14P88 PARO4 PAR31 L2P10 PAR14 PAR30

LS



“Tabela 8, continuacao”

Populagdo 1°Pai 2°Pai Populacdo  1°Pai 2°Pai Populacdo 1°Pai 2°Pai
L11P51 PARO5 PAR28 L15P113 PARO5 PAR29 L2P13 PARO PAR130
L11P53 PAR12 PAR78 L15P14 PAR31 PARG0 L2P21 PAR15 PAR78
L11P56 PAR31 PARG0 L15P19 PAR08_1 PAR148 L2P23 REA PARG0
L11P58 PARO4 PARG0 L15P35 PARO6 PARG6 L2P30 PAR14 PAR28
L11P62 PARO6 PAR23 L15P99 PARO6 PAR74 L2P32 PAR26 PAR29
L11P74 PARO4 PAR160 L16P49 PARO7 PAR148 L2P33 FAR PAR35
L11P76 PAR18 PARG0 L16P72 PAR31 PAR78 L2P34 PARO8 PARG60
L11P84 PAR12 PAR160 L16P75 PAR31 PARG0 L2P38 PARO PAR25
L11P98 PARO7 PAROS_1 L17P106 PARO9 PAR11 L2P41 REGA PAR12
L12P08 PARO6 PARG6 L18P102 PAR12 PAR148 L2P44 PAR PARG60
L12P15 PAR23 PAR78 L18P21 PAR12 PAR32 L2P45 PAR12 PAR151
L12P17 PARO4 PAR160 L18P52 PARO2 PAR147 L2P48 PAR PAR26
L12P27 PARO5 PARG0 L18P56 PARO9 PAR148 L2P57 PAR1 PAR151
L12P41 PARO5 PAR23 L18P72 PARO8_2 PAR148 L2P59 REA PAR121
L12P44 PARO4 PAR14 L18P82 PARO5 PARO8_2 L2P62 PAR PARG60
L12P49 PAR31 PARG0 L19P126 PARO5 PAR74 L2P64 PAR3 PAR60
L12P51 PAR31 PARG0 L19P130 PARO8_1 PAR74 L2P65 RERA PAR30
L12P54 PAR13 PAR152 L19P57 PARO9 PAR148 L2P67 PAR31 PARG0
L3P17 PARO4 PARG0 L19P59 PARO9 PAR14 L2P70 PARO4 PARO6
L3P19 PARO4 PAR28 L1P15 PARO3 PARG0 L2P71 PARO4 ARPB
L3P21 PAR147 PAR30 L5P32 PARO7 PARG0 L3P15 PAR121PAR31
L3P22 PAR10 PAR28 L5P33 PAR31 PARG0 L3P16 PARO7 ARPB
L3P24 PAR147 PAR222 L5P39 PAR11 PAR78 L7P68 PAR60 PAR78
L3P35 PAR11 PAR151 L5P45 PAR12 PAR151 L7P73 PARO8 PARG60
L3P37 PAR31 PARG0 L5P48 PAR160 PARG0 L7P84 PARO6 PAR31
L3P38 PARO3 PAR31 L5P50 PARO3 PARG0 L7P85 PARO4 AR®5
L3P40 PARO3 PAR31 L5P60 PAR31 PARG0 L7P89 PAR29 AR®5

8G



“Tabela 8, continuacao”

Populacdo  1°Pai 2%Pai Populacdo  1°Pai 2°%Pai Populacdo  1°Pai 2°Pai
L3P42 PAR10 PAR30 L5P66 PAR11 PARG0 L8P12 PAR60 ARP8
L3P50 PAR1111 PAR78 L5P71 PAR12 PAR130 L8P13 PAR1 PAR19
L3P55 PAR121 PAR130 L5P72 PARO7 PAR130 L8P15 PAR1 PAR70
L3P56 PARO3 PARG0 L6P22 PAR31 PARG0 L8P23 PAR31 ARHY
L3P57 PAR12 PAR23 L6P23 PARO8_1 PAR78 L8P36 PAR12 PAR16
L4P09 PAR13 PARG0 L6P26 PAR12 PAR160 L8P37 PARO4 PARO6
L4P10 PARO3 PARG0 L6P27 PARO6 PAR333 L8P42 PARO6 PAR14
L4P13 PARO5 PAR59 L6P28 PAR151 PARG0 L8P45 PARO4 PAR31
L4P14 PAR151 PAR20 L6P37 PAR31 PARG0 L8P46 PARO4 PAR22
L4P16 PAR12 PAR151 L6P38 PARO4 PAR13 L8P48 PARO7 PARG66
L4P21 PAR12 PAR121 L6P42 PARO9 PAR121 L8P50 PARO7 PAR31
L4P23 PAR13 PARG0 L6P45 PARO3 PAR12 L8P53 PARO4 AR®B_2
L4P26 PAR15 PAR160 L6P46 PARO7 PAR121 L8P56 PAR13 PAR74
L4P30 PAR10 PAR147 L6P49 PARO6 PARO7 L8P62 PARO7 PAR152
L4P45 PARO3 PARO7 L6P50 PARO8_2 PAR66 L8P64 PAR13 PAR160
L4P47 PARO9 PAR14 L6P54 PARO5 PARO9 L8P66 PAR15 ARPR2
L4P48 PAR160 PAR20 L6P61 PAR12 PAR78 L8P69 PARO5 PAR13
L4P51 PARO8_1 PAR160 L6P63 PARO5 PARG66 L8P75 PARO PAR66
L4P53 PARO7 PARG0 L6P66 PAR23 PARG0 L8P76 PARO4 ARR2
L4P56 PAR16 PARG0 L6P67 PAR151 PAR78 L8P80 PARO4 PARO6
L4P61 PAR31 PARG0 L6P73 PAR130 PAR151 L9PO7 PARO8 PARG66
L4P62 PAR147 PARG6 L6P75 PARO6 PARG6 L9P112 PARO4 PARO0S8_1
L4P66 PAR12 PAR130 L6P85 PAR130 PAR31 L9P113 PARO PAR66
L4P67 PAR147 PAR19 L6P87 PARO8_1 PAR160 L9P17 PAR PAR12
L4P69 PAR23 PARG0 L7P17 PARO8_1 PAR12 L9P23 PARO3 PARO5
L4P71 PARO8_1 PAR12 L7P26 PAR16 PARG0 L9P50 PAR12 PAR23
L4P74 PAR31 PARG0 L7P28 PARO7 PARG0 L9P53 PARO8_RARG0

6G



“Tabela 8, conclusao”

Populacdo  1°Pai 2°Pai Populacdo  1°Pai 2°Pai Populacdo  1°Pai 2°Pai
L5P02 PAR30 PAR59 L7P45 PAR11 PAR130 L9P66 PARO6 PAR13
L5P16 PAR16 PARG0 L7P47 PARO9 PAR12 L9P70 PARO7 ARGO
L5P17 PARO8_1 PAR121 L7P50 PARO8_1 PAR12 L9P73 REA PARO7
L5P18 PAR31 PARG0 L7P52 PAR12 PARG66 L9P91 PARO7 ARPL
L5P20 PAR12 PARG66 L7P55 PARO3 PARG0 L9P92 PAR13 ARGO
L5P21 PARO7 PAR11 L7P57 PARO8_1 PAR12 L9P95 PAR PAR13

09
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E valido ressaltar que os clones 14 e 120 apreseiniarancia a seca,
enguanto que o clone 22 é sensivel (MARRACCINI.eR812) e que os clones
22 e 14 apresentam-se na analise de paternidabel§T8 como meio irmaos,
ou seja possuem um dos pais em comum (PAR1111pytar lado, os clones
73 e 120 tolerantes a seca apresentam-se como, iterd@o como pais as
plantas PAR222 e PARG6.

Tabela 9 Frequéncia da recorréncia de cada pamaagao

Pais Candidatos  Frequéncia % Pais Candidatos ué&mne@ %
PARG0 24,44 PAR28 2,26
PAR12 14,29 PAR70 2,26
PAR31 12,41 PAR74 2,26
PARO4 10,9 PAR10 1,88
PARO7 10,15 PAR15 1,88
PARO08_1 9,4 PAR16 1,88
PARO6 7,89 PAR29 1,88
PARG66 7,89 PAR30 1,88
PAR78 7,14 PAR24 15
PARO3 6,02 PAR32 15
PARO5 5,64 PAR59 15
PAR160 4,89 PAR1111 1,13
PAR151 4,51 PAR19 1,13
PAR09 4,14 PAR222 1,13
PAR13 4,14 PAR25 1,13
PAR130 4,14 PAR333 1,13
PAR148 4,14 PAR152 0,75
PAR23 3,76 PAR17 0,75
PAR121 3,38 PAR18 0,75
PAR147 3,38 PAR20 0,75
PAR11 3,01 PAR26 0,75
PAR14 3,01 PARO2 0,38
PAR08_2 2,26 PAR35 0,38
PAR22 2,26

Pode-se observar que os parentais PAR 60, PARAR, 3R, PAR04 e
PAROQ7, foram os que apresentaram maior ocorrélsteapode indicar que estes
parentais tem uma compatibilidade e/ou sincronidmdlorescimento com um
maior numero de plantas da amostra de 48 parentais.
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5.5 Genotipagem de uma planta com suspeita de autofealacao

Como indicado previamente, as plantas da espg&cieanephorasdo
alégamas. No entanto a possibilidade de exist&deiama planta de Robusta
auto-compativel, seria de extrema importdncia pag programas de
melhoramento genético de plantas, pois permitirffarmacéo de lavouras de
Conilon obtidas a partir das suas proprias semedéstartando a necessidade
de propagar para os agricultores os clonesCdecanephorapor estacas,
permitindo assimo uso de lavouras geneticamenteop@éneas compostas de
somente um clone. Além disso, poderia ser intenésdaansferir esse carater
em outras plantas da espécie para propagar rapitmeom custo reduzidos
clones de interesse agrondmicos como o0s toleramtesca. Por acaso, foi
encontrada no municipio de S&o Gabriel de Palhé&-na propriedade do
engenheiro agrbnomo Jodo Luis Perinni uma Unicatplde café aparamente
isoladas de outras plantas @e canephordtrutificando em seus quatro ramos
ortotropicos (cada ano com alta producdo), mesnmo @® ramos protegidos
para impedir a alopolinizagdo e com fendtipo caréstico de Robusta (Figura
9). Esses fatores contrariam o conhecimento dent#f as descrigcbes boténicas
do C. canephora

Para investigar a hipétese de uma possivel desaobberuma planta
com provavel mutacdo natural no locus SCdeanephorale forma a tornar-se
autégama, a possibilidade de tratar-se de umaaplauimérica, tripléide (do
tipo arabusta) ou ainda, tratar-se ndao de uma,simasle duas plantas. Foram
realizados clones via estacas e também coletadasnges desta planta para

avaliacdo da descendéncia.
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-
, : ] <
Figura9 Planta com suspeita de auto-compatibéidaehcontrada no

municipio de S&do Gabriel da Palha — ES, na propdieddo Eng.
Agrénomo Joéo Luis Perinni (foto)

Tendo em vista as informacgdes a respeito da eficién confiabilidade
dos dados gerados a partir da genotipagem com adeismarcadores SSR
marcados fluorescentemente foram analisados 13widsctes desta planta,
sendo 8 obtidas por estaquia e 5 por germinacasedentes oriundas da
mesma.

Pequenas alteracdes de metodologia foram adotadaselacdo ao
estudo anterior, sendo que estas consistiram nbsernédéntica a descrita
anteriormente seguida por uma segunda eletrof@eseapilar de 50 cm de
comprimento &ize Standardl|Z -500 —Applied Biosystens.

Neste uso préatico/aplicado da técnica, foi possavelmplificacdo em
somente oito marcadores Mg_368; Mg_445; Mg_461; MJ; Mg_501;
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Mg_753; Mg_360 e Mg_779. Com esse conjunto de rdares, foi possivel
obter dados de genotipagem de todos os individuesegtdo apresentados na
Tabela 10. Os eletroforegramas obtidos para caddasses pares geimers
sdo mostrados também (Anexo, Figuras 13 até 2@ectgamente para 0s

primerscitados acima)



Tabela 10 Resultado da genotipagem dos oito clobtdos por estacas e cinco descendentes obtid@g@eninacdo
de sementes originadas a partir da planta com isaisigeautofecundacéo

Mg 360a/b Mg 368a/b Mg 445a/b Mg 46la/b Mg 477alb gv50lalb Mg 753a/b Mg 779alb

ESTACAL 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACA2 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACAS 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACA4 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACAS 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACA®6 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACA7 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
ESTACAS 202/204 171/173 279/279 82/90 259/279 133/144 /2 119/119
SEMENTE1 202/204 171/173 279/279 82/90 255/259 133/144 /2 107/119
SEMENTE2 204/206 171/173 279/279 82/82 255/259 133/144 /2 107/119
SEMENTES3 204/204 171/173 279/279 90/90 259/279 133/144 /2 107/119
SEMENTE4 202/206 171/171 279/279 90/90 255/259 133/144 /2 107/119
SEMENTES 202/204 171/171 279/279 82/90 255/259 133/144 /2 119/119

G9
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Esses dados mostram que os marcadores molecutdizedas foram
eficientes em comprovar a identidade genotipictodas as plantas produzidas
por estacas, pois todas as estacas testadas apmegEmOtipos iguais entre si,
embora os diferentes ramos da planta mae ndo tesidanncluidos na analise
em questdo. Esta inclusdo eliminaria a hipotestratar-se de mais de uma
planta ou de quimérica.

Entretanto no caso das plantas produzidas por sespe@m alguns
casos, alelos diferentes dos presentes nas estacam observados. Por
exemplo, nos resultados do marcador Mg_360, o a¥Ié apareceu nas
plantulas derivadas da semente 2 e 4 (Tabela 10).

Evidencia-se nos dados genotipicos, que entre aatagl obtidas por
sementes, a “semente 2 e semente 4" apresentargificapdo de alelos
distinto as estacas (206, 255 e 107) panariosersMg_360, Mg_477 e Mg_779
respectivamente (Tabela 10). Estes dois individo@sn os representantes das
plantas obtidas por sementes que apresentaram maioero de lécus com
distincdo das estacas. Por outro lado, ha ainda répresentantes do mesmo
grupo também destacados (semente 2 e sementeeSypgesentam apenas um
alelo distinto dos amplificados (I6cus Mg_779 e MiG7) no grupo de plantas
obtidas por estacas.

Exemplos da existéncia de alguns desses aleloemé@mntrados nas
estacas sdo apresentados na Figura 10, a qual @osmmpor perfis
eletroforéticos de uma representante das plantidasipor estacas (estaca 8) e
por uma do grupo obtida por semente (semente 2).
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Figura 10 Eletroferograma da analise de fragmeobdglo com a técnica de
eletroforese em sequenciador automatico a partprdduto de PCR
amplificado com osprimers Mg_360, Mg_477 e Mg_779 de um
clone (estaca 8) e um descendente (semente 2)

E possivel observar que no perfil eletroforético semente 2
amplificado com o marcador Mg_477 (Figura 11), aspn¢ca de um pico de
tamanho aproximado de 279 pb, o qual ndo foi censitb na tabela de
genotipagem (Tabela 10) pois, quando sobrepostomgificacdes dgrimer
Mg_455 e Mg_477, verificou-se que por falha noesist de filtragem do
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sequenciador automético para os diferentes flubnoos (quando utilizado
como marcador padrdo o LIZ-500), havia sobreposi#o picos dogprimers
acima listados. Foi possivel chegar a esse resyltadmente quando foi
realizada a mesma andlise utilizando o marcadaiépaROX (LI et al., 2001),
gque nao apresentou tal alelo de aproximadamentet279

Com base em todas as informacgBes evidenciadas ,acbtidas pela
andlise de fragmentos por meio de marcadores matesumicrossatélites,
pode-se afirmar que a planta analisada apresemés fadicativos genéticos de
gue ndo se trata de uma possivel mutante autogemsaha presenca de alelos
diferentes dos obtidos nos clones em lwés sendo que um deles é o Mg_779,
gue na analise anterior, demonstrou-se com baixenpial informativo de
polimorfismo.

Utilizando os dados genotipicos da planta de Rabusim suspeita de
autogamia, foi possivel realizar a clusterizac&oyrRGMA (NEI, 1978) em um
dendrograma (Figura 11). Objetivando a visualizagéifica da similaridade
entre os individuos obtidos da planta com suspleitautogamia.
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ESTACAL
ESTACA2
ESTACA3
ESTACA4
ESTACAS

ESTACAG6

ESTACA7

ESTACAS

SEMENTE!L

SEMENTES

SEMENTE2

SEMENTE4

SEMENTE3

Figura 11 Dendrograma representando os 13 indigidascendentes da planta,
com suspeita de autofecundacdo, obtido a partir dbodos de
genotipagem clusterizados por UPGMA apresentansimgaridade
genética entre os individuos

Avaliando o dendrograma (Figura 11), € possivekntas que embora
as plantas obtidas por sementes da planta comitsudpeautogamia, “sementes
3 e 5" apresentarem na tabela de genotipagem @3beapenas um alelo
distinto dos encontrados nas estacas, as mesmasfondim agrupadas
diretamente, sendo a planta “semente 4" agrupadapraxima. Esse fato pode
ser justificado pela auséncia de segregacdo emsdioei (Mg_368, Mg_445,
Mg_501 e Mg_753) da planta 4 obtidas por sementes.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

e)

9)

As estimativas de parametros genéticos dos maesadanleculares
utilizados nesse estudo mostraram que pelo menosdos onze
marcadores microssatélites sdo informativos e atkgu para 0s
estudos realizados neste trabalho;

As estimativas de pardmetros forenses dos marcaduseculares
utilizados neste estudo, também confirmaram a ficiérecia para a
realizacdo dos estudos de paternidade deste toabalh

Os estudos de diversidade genética mostraram gpepalacédo

estudada neste trabalho, contém consideravel atéle genética;

Os resultados das andlises realizadas cepftware Structure 2.3.4
confirmaram estudos prévios de uma similaridad€ deanephora
var. Conilon com membros do grupo de diversidad&; SG

Os resultados das analises de paternidade foracrersaéis em
identificar os provaveis parentais de cada indiwida populacao,
assim como descrever parentais com maior ocorréncia

O parental “PAR60” é a planta mais recorrente naulazao,

indicando que o0 mesmo tem elevada taxa de poli&izae

fecundacado, sendo talvez uma planta recomendaval ganpor

uma variedade clonal;

O conjunto de 8 marcadores moleculares microstestélitilizado

nas analises apresentadas, foi capaz de analiseticggnente o
gendtipo de 8 plantas oriundas de estacas e de abtapl
descendentes de sementes obtidas a partir de amiza pleCoffea

considerada como apresentando alogamia;
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h) As andlises genéticas das estacas apresentarad@sgeds entre

K)

elas, comprovando que as mesmas tém como origenesanan
planta;

Para essas estacas, losi Mg_445 e Mg_753 apresentaram-se
homozigotos enquanto os demlais apresentaram-se heterozigotos
Nas plantas obtidas a partir de sementes da plaéts osloci
Mg_360, Mg_477 e Mg_779 apresentaram alelos difeseidos
encontrados nas estacas;

Embora haja fortes indicios fenotipicos que essatalrealmente
seja uma planta autégama pela grande quantidafiietds obtidos a
cada safra, os dados genotipicos apresentadosieigifieque nao se
trata de uma planta autdgama;

Estudos posteriores (citometria, nova analise genébm material
vegetal coletados de todos os ramos da planta atgapmatriz
separadamente, aumentar 0 namero de marcadoresutacds)
devem ser realizados para descartar todas as $egéeteriormente
levantadas.
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7 PERSPECTIVAS

A técnica bem como os marcadores microssatélitéizadbs neste
estudo apresentaram-se eficientes, cumprindo coabjetivos propostos neste
trabalho, que é um real auxilio/necessidade pgeograma de melhoramento
genético do café. Entretanto, estudos a respeitusi®s devem ser realizados
para avaliar a viabilidade financeira para impleéta desta metodologia na
rotina do programa de melhoramento. Se viavel, pede levada em
consideracdo também a possibilidade da sintese al®snmarcadores
fluorescentemente marcados, inclusive ligados a QPara que ao mesmo
tempo em que é estudada a diversidade genéticéin-agageneticamente

também caracteristicas de interesse.
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ANEXOS

Em anexo é possivel observar os eletroferogramdilosb pelas
amplificacdes dogimer Mg_360 para as estacas (1 ate 8) propagadas adzarti
planta deC. canephorasuspeita de se reproduzir por autofecondagéo rérigu
12).

Os eletroferogramas obtidos com os paregrikeersMg_360, Mg_368,
Mg_445, Mg_461, Mg_477, Mg_501, Mg 753 e Mg_779apas plantas
oriundas de sementes (semente 1 ate 5) e a plem&daiencia (estaca 8) estao
também demonstrados nas Figuras 13 até 20, respeetite. As plantas que
apresentaram alelos deferentes aos encontrad@daméss obtidas por estaquia,
quando analisados com os marcadores Mg 360, MgedMg_779 estdo

identificados (com uma estrela) nas figuras (14e 28, respectivamente).
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estrela (*).



