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RESUMO: Em um programa de melhoramento, o estudo da diversidade genética em bancos de germoplasma (BAGs) é
de primordial importancia, principalmente no inicio, na defini¢do de estratégias de agdes. Com o advento dos
marcadores baseados em DNA e da percep¢do das suas vantagens, tornou-se crucial o uso dessa técnica na
complementag¢do do acesso a diversidade genética, de forma a suplementar e refinar as classificagdes com base em
marcadores morfologicos. Dessa forma, esse trabalho objetivou comparar o poder discriminatdrio e a eficiéncia dos
marcadores moleculares RAPD, AFLP e SSR na estimativa das similaridades genéticas de 94 subamostras de Coffea
canephora, mantidas no programa de melhoramento genético da Embrapa Rondénia. Para isso, os pardmetros niveis de
polimorfismos e informatividade dos marcadores foram considerados. Nessas analises foi possivel observar que o nivel
de polimorfismo para os trés marcadores foi alto, quando comparado com o polimorfismo em Coffea arabica outra
importante espécie do género Coffea. Além disso, os marcadores SSRs destacaram-se pelo alto teor informacional,
enquanto que os AFLPs foram eficientes na deteccdo de grandes quantidades de polimorfismo com o uso de poucos
primers. Com isso, nossos resultados demonstraram que para estudos de diversidade todos os trés marcadores sao
eficientes, no entanto, a escolha de uma metodologia em detrimento de outra deve ser feita com cuidado, levando em
consideracdo o objetivo de cada trabalho, assim como, os recursos disponiveis.

Palavras-Chave: Diversidade genética, marcadores moleculares, DNA, melhoramento genético.

COMPARATIVE STUDY OF THE LEVEL OF POLYMORPHISM AND
INFORMATIVENESS ACCESSED BY RAPD, AFLP AND SSR MARKERS IN THE
ESTABLISHMENT OF GENETIC RELATIONSHIPS IN Coffea canephora.

ABSTRACT: In breeding program, the study of genetic diversity in bank of germplasm is very important, especially in
the initiation, when define strategic of actions. The advent of DNA-based markers and perception of its advantages, has
become crucial to use this technique to complement access to genetic diversity in order to supplement and refine the
classifications based on morphological markers. Thus, this study compares the discriminatory power and efficiency of
RAPD, AFLP and SSR in the estimation of genetic similarities of 94 subsamples of Coffea canephora, kept in the
breeding program of Embrapa Rondonia. For this, the parameters levels of polymorphism and informativeness of the
markers were considered. In these analysis we observed that the level of polymorphism for the three markers is higher
than in Coffea arabica, another important species of the genus Coffea. Moreover, SSRs markers were highlighted by the
high informational content, while AFLPs were effective in detecting large amounts of polymorphism using few primers.
Thus, our results demonstrated that for diversity studies, all three markers are efficient, however, the choice of one
methodology over another must be done carefully, taking into account the objective of each work, as well as the
resources available.

Key Words: genetic diversity, molecular markers, DNA, breeding program
INTRODUCAO

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, que contém aproximadamente 500 géneros e mais de seis mil
espécies. Dentre todos estes géneros, particular atencdo tem sido dada ao género Coffea, ao qual inclui duas espécies
cultivadas de grande importéncia econdmica: Coffea arabica L. (2n = 4x =44) e C. canephora Pierre ex Froehner (2n =
2x = 22). Nos ultimos anos, a produgdo mundial de C. canephora foi de aproximadamente 46 milhdes de sacas, que
corresponde a 35 a 40 % de todo o café colhido no mundo. Com produgdo anual de 10,6 milhdes de sacas (CONAB,
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2010), o Brasil destaca-se como o segundo maior produtor, permitindo que o agronegécio da cultura atue de forma
importante na geragdo de empregos, tributos e formagao de receita cambial, desempenhando assim, papel fundamental
no desenvolvimento social e econdmico do pais (Ferrdo et al., 2007).

Muitos dos avangos observados na cultura devem-se a ciéncia do melhoramento genético que tem participado
nesse processo objetivando atender as exigéncias do consumidor, garantir a sustentabilidade do ambiente e garantir
maior retorno socioecondmico para a cafeicultura e para a sociedade como um todo. No entanto, o sucesso desses
programas depende, primeiramente, da existéncia de variabilidade genética na populagdo de base. Para isso, os bancos
de germoplasma apresentam papel de destaque ja que visam a manutencdo dos recursos genéticos e a disponibilizacio
dessa variabilidade para os melhoristas.

O banco ativo de germoplasma (BAG) de cafeciro da Embrapa Rondonia merece destaque, uma vez que
apresenta a particularidade de conter, além do germoplasma coletado no préprio Estado, expressivo nimero de
subamostras resultantes de intercdmbios com outras institui¢des, compondo desse modo, uma variabilidade importante e
representativa do germoplasma cultivado e conservado no Brasil (Souza et al., 2003). Todavia, um ponto a ser
considerado no cafeeiro ¢ a demora para que uma caracteristica de interesse possa ser expressa, uma vez que, trata-se de
uma cultura perene com longo periodo juvenil (Ferrdo et al., 2009). E, portanto, de fundamental importancia o uso de
técnicas que acelerem o acesso a variabilidade do germoplasma. Nesse sentido, a introducdo de técnicas moleculares
tem permitido avaliacdes mais rapidas, faceis e exatas da variacdo genética, proporcionando maior precisdo nas
mensuragdes da divergéncia genética e oferecendo grande contribui¢do nos programas de melhoramento (Russell et al.
1997).

Nos ultimos anos, o niimero de ensaios moleculares disponiveis aumentou significativamente, com cada
método diferindo em principios, aplicagdes, tipo ¢ nimero de polimorfismos detectados, e custo/tempo requeridos. Para
estudos de diversidade no género Coffea, diferentes marcadores tem sido utilizados, com destaques para o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence
Repeats).Porém, a decisdo da técnica mais apropriada para um determinado tipo de estudo, ndo ¢ uma tarefa obvia.
Sendo assim, o melhor entendimento da eficiéncia dessas metodologias ¢ considerado primordial nos estudos de
caracterizacdo e classificacdo de germoplasmas, sendo um pré-requisito de grande valia em programas de
melhoramento genético de plantas. Estudos comparativos das diferentes técnicas moleculares, objetivando mensurar a
variabilidade genética, ja foram realizados em diversas espécies, no entanto, ndo ha relatos de estudos comparativos
desse tipo com a espécie C. canephora, o que é necessario, visto a importancia dessas informagdes em estudos de
diversidade.

Dessa forma, propde-se nesse trabalho comparar o poder discriminatério e a eficiéncia dos marcadores
moleculares RAPD, AFLP e¢ SSR na estimativa das similaridades genéticas de 94 subamostras de C. canephora,
oriundos de diferentes instituigdes de pesquisa do Brasil, mantidos no programa de melhoramento genético da Embrapa
Rondénia, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Para avaliacdo da diversidade e da capacidade discriminante dos marcadores moleculares, foram utilizadas 94
subamostras de C. canephora oriundas de diferentes instituicdes de pesquisa do Brasil, e atualmente mantidos na
Colecdo de Germoplasma de Café da Embrapa Ronddnia, em Ouro Preto do Oeste-RO. Estes genoétipos representam
tanto o germoplasma cultivado, quanto os utilizados nos programas de melhoramento no Brasil. Estes foram
introduzidos na Embrapa Rondonia durante as trés tltimas décadas, por meio de sementes ou enxertos dos bancos de
germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Sdo Paulo; e do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), Espirito Santo. Além dessas subamostras, foram incluidas na avaliagdo algumas
outras coletadas em areas tradicionais de producdo de café no Estado de Ronddnia (Souza et al., 2003). Segundo
avaliagdes fenotipicas realizadas anteriormente, as subamostras provenientes do IAC foram alocadas no grupo varietal
Robusta, enquanto que os materiais do Incaper no grupo varietal Conilon. J4 as subamostras provenientes de coletas no
Estado de Rondonia, sdo de grupo varietal incerto, uma vez que as mesmas ndo foram fenotipadas.

Para as analises moleculares folhas jovens e completamente desenvolvidas de cada cafeeiro foram coletadas,
congeladas a -80 °C, liofilizadas, trituradas e conservadas a -20 °C. O DNA genomico foi extraido conforme protocolo
descrito por Diniz et al. (2005).

Analises Moleculares
RAPD

Para genotipagem do material, 17 primers dos Kits da Operon Technology® (OPA-10; OPC-07; OPC-10; OPI-
20; OPN-05; OPN-07; OPN-09; OPR-01; OPX-05; OPX-11; OPAB-04; OPAL-08; OPAM-07; OPAN-19; OPAQ-03;
OPAS-09; OPAU-02) foram utilizados. A reacdo de amplificagdo dos fragmentos de DNA foi realizada de acordo com
a metodologia utilizada por Ferrao et al. (2009).

AFLP



VII Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

As analises dos marcadores AFLP foram realizadas de acordo com a metodologia utilizada por Brito et al.
(2007). Quatro combinagdes de primers foram escolhidas (E-CTC / M-AGC; E-CTC / M-AGT; E-CAT / M-AGT ¢ E-
CGC/M-ATA).

SSR
Para genotipagem do material foram utilizados 19 primers de microssatélite (SSRs). A reagdo de amplificacdo
dos fragmentos de DNA foi realizada de acordo com a metodologia utilizada por Missio et al. (2009).

Anélise dos dados

Marcadores RAPD e AFLP foram codificados como matrizes de dados bindrios (presenca/auséncia de bandas:
1 ou 0). Os marcadores SSRs foram classificados como co-dominantes de acordo com o tamanho molecular de cada
alelo. O estudo comparativo da eficiéncia dos trés marcadores moleculares (RAPD, SSR e AFLP) foi realizado
comparando os niveis de polimorfismos e informatividade de cada técnica, através do calculo dos seguintes parametros:

1) Numero de ensaios ou primers (U);

2) Numero de bandas polimoérficas (N,);

3) Numero de bandas ndo polimoérficas (Nyy);

4) Ntimero médio de bandas polimérficas por ensaio (Np/U);

5) Numero de locos (L): no caso de RAPD e AFLP, o numero méaximo de locos € igual ao niimero total de bandas (N;)
obtido para cada tipo de marcador. Em SSR esse valor corresponde ao numero de unidades de ensaio (primers), uma
vez que esse tipo de marcador faz uso de primers que amplificam sequéncias especificas do genoma;

6) Numero de locos por unidade de ensaio (n,= L/U);

7) Numero médio de alelos por locos (Nav). Para SSRs a média de alelos por locos foi calculada de acordo com a
formula: Nav = Np/L. Para RAPDs e AFLPs foram considerados dois alelos por ensaio (Nav=2);

8) Expectativa de heterozigosidade (He): calculado de acordo com a formula: He = 1- Zp;%, onde p; é a frequéncia
alélica para inésimo alelog

9) Expectativa média de heterozigosidade por loco polimérfico (Hep): calculado por meio da formula: Hep = 1- Zp® / B;
10) Fragdo de loco polimoérfico (B): calculado de acordo com Powell et al. (1996), B =Np/Np + Nnp;

11) Numero de alelos efetivos por loco (n.) de acordo com Morgante et al. (1994): n. = [1/ Zp;*] / Np, onde p é a
frequéncia alélica para inésimo alelo;

12) Numero total de alelos efetivos (Ne) definido por Pejic et al. (1998) como: Ne = Xn,;

13) indice de eficiéncia do ensaio (Ai) calculado de acordo com Pejic et al. (1998):  Ai=Ne/U;

14) O nimero de marcadores polimérficos simultaneamente analisados em um tnico gel, foi definido por Powell et al.
(1996) como Efeito da Relagdao Multiplex (E) e calculado de acordo com a formula: E =n,f;

15) Eficiéncia na detec¢do de polimorfismo, chamado de indice de marca (MI) e definido por Powell et al. (1996)
como: MI = E.Hep.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os trés marcadores moleculares utilizados neste estudo foram eficientes na discrimina¢do das 94
subamostras de C. canephora analisadas (Tabela 1).

Tabela 1: Niveis de polimorfismos e comparagdo da informatividade dos marcadores RAPD, AFLP ¢ SSR em 94
subamostras de C. canephora do BAG da Embrapa Rondénia.

Parametros avaliados e abreviagdes Marcador Molecular
RAPD AFLP SSR
Numero de unidades de ensaio (primers) U 17 4 19
Numero de bandas polimoérficas Np 65 93 92
Numero de bandas ndo polimorficas Nnp 17 24 0
Numero médio de polimorfismo/ensaio Np/U 3,82 23,25 4,84
Numero de locos L 82 117 19
Numero de locos/ensaio Nu 4,82 29,25 1,00
Numero médio de alelos por locos Nav 2,00 2,00 4,84
Heterozigosidade esperada He 0,28 0,25 0,52
Heterozigosidade esperada por loco polimoérfico Hep 0,36 0,31 0,52
Numero de alelos efetivos por loco n, 1,76 1,66 2,08
Numero total de alelos efetivos Ne 114,66 154,96 39,70
Fracdo de loco polimorfico B 0,79 0,79 1,00

indice de eficiéncia do ensaio Al 6,74 38,74 2,08
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Eﬁciéncia da relag@o multiplex E 3,8 23,10 1,00
Indice de marca MI 1,37 7,16 0,52

No presente trabalho foi possivel observar que o nivel de polimorfismo para os trés marcadores foi alto,
quando comparado com o polimorfismo em Coffea arabica (Maluf et al., 2005), outra importante espécie do género
Coffea. No entanto, essas diferengas podem ser explicadas com base na origem e na forma de reproducio das espécies
em questao.

Endémica de terras de altitude do sudoeste da Etidpia, mas também com registros de ocorréncia no Suddo e
Quénia, o inicio do cultivo do café arabica deu-se no Iémen ha cerca de quinhentos anos, sendo que, no inicio do 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. O resultado
disso, somado ao modo de reproducdo (autdbgama), ¢ uma base genética estreita que reflete diretamente no baixo nivel
de polimorfismo. Por outro lado, e espécie C. canephora é endémica das regides ocidental, centro-tropical e subtropical
do continente Africano, compreendendo grandes areas da Republica do Guiné, Costa do Marfim, Suddo, Uganda entre
outros paises. Quanto ao cultivo, registros histoéricos mostram que se iniciou no Congo, em 1870, estendendo-se para
regido central da Africa e, posteriormente, por intermédio de intercAmbios, para Indonésia, Java e continente
Americano. O resultado disso, somado a poliniza¢ao cruzada (alogamia), é a formagdo de populagdes com grande
variabilidade, com individuos altamente heterozigotos e, consequentemente, com alta taxa de polimorfismo (Ferrao et
al., 2007).

Diferentes estudos t€ém mostrado que os marcadores SSR detectam niveis de polimorfismos superiores, quando
comparados com outros marcadores moleculares (Powell et al., 1996; Russel et al., 1997; Pejic et al., 1998). Segundo
esses autores, isso se deve a forma de geragdo de polimorfismo (replication slippage) e a natureza co-dominante do
marcador, que permite a avaliacdo de grande niimero de alelos contribuindo com elevados niveis de polimorfismo. No
entanto, esses resultados podem variar de espécie para espécie (Belaj et al., 2003). Em batata (McGregor et al., 2000) e
em inhame (Mignouna et al., 2003), por exemplo, os resultados obtidos com AFLP foram considerados melhores do
que com os SSRs e RAPDs, sugerindo que a escolha da metodologia depende do background genético da espécie em
questdo (McGregor et al., 2000).

Neste trabalho, observou-se que para a espécie C. canephora os marcadores AFLPs destacaram-se na detecgdo
de polimorfismos com o uso de poucos ensaios (primers), o que resultou em elevados valores de indice de eficiéncia de
ensaio (Ai), numero de locos por unidade de ensaio (Nu), eficiéncia da relacdo multiplex (E) e indice de marca (MI).
Por outro lado, os marcadores SSRs, destacaram-se pelos elevados valores de nimero médio de alelos por locos (Nav) e
heterozigosidade (He).

Segundo Powell et al. (1996), a eficiéncia de um marcador é dado pelo balango entre o nivel de polimorfismo
detectado (contetido informacional) e a quantidade de polimorfismo detectado por unidade de ensaio (primers). Esses
dois parametros sdo representados, respectivamente, na forma de heterozigosidade (He) e de eficiéncia da relacdo
multiplex (E), sendo que, o produto desses parametros fornece uma medida global de eficiéncia do marcador,
denominado indice de marca (MI).

Para o marcador SSR, apesar do alto valor de heterozigosidade (He = 0,52), observou-se um baixo valor de
indice de marca (MI = 0,52). Por outro lado, o marcador AFLP apresentou o menor valor de heterozigosidade (0,25) e o
maior de indice de marca (7,16). Segundo Belaj et al. (2003), essa discrepancia entre valores de indice de marca,
observada para os dois marcadores, ¢ causado pela grande influéncia do nimero de bandas no célculo do valor final de
MI. Marcadores de amostragem ampla e simultinea do genoma, como ¢ o caso dos AFLPs, tendem a apresentar
maiores valores de indice de marca do que marcadores loco-especifico como os SSRs (Baraket et al. 2010).

No entanto, Pejic et al. (1998) e Gallego et al. (2004) citaram que a interpretacdo desses dados apontam para a
maior informatividade dos SSRs, principalmente pelos altos valores de He e Nav. Enquanto que os AFLPs, por
apresentarem os maiores valores de MI, Ai e E, sdo mais eficientes na detecgdo de grandes quantidades de
polimorfismo com o uso de poucos ensaios. Ja as analises dos RAPDs, mostraram que esses marcadores situam-se em
posicdo intermediaria para a maioria dos pardmetros avaliados, ndo sendo nem tdo informativo como os SSRs e nem tdo
eficientes na deteccdo de polimorfismos como os AFLPs. Resultados semelhantes foram encontrados em cevada
(Russel et al., 1997), milho (Pejic et al., 1998), oliva (Belaj et al., 2003), damasco (Lamia et al., 2010) e figueira
(Baraket et al. 2010).

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que todos os trés marcadores, apesar das vantagens e desvantagens, sdo
eficientes para estudos genéticos em C. canephora. No entanto, a escolha de uma técnica em detrimento de outra deve
ser feita com precaucdo, levando em consideragdo o propdsito da pesquisa, a estrutura genética dos genotipos e os
recursos disponiveis.
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