TEREZINHA APARECIDA TEIXEIRA CABRAL

PADROES MOLECULARES, DIVERSIDADE GENETICA E MAPA
PARCIAL DE LIGAGCAO DO CAFEEIRO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para
obtencéo do titulo de “Doctor Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2001



Aos meus pais, Paulo (in memoriam) e Maria
Aos meus irmaos, José, Munico e Leila
Ao meu esposo Joseé Flavio

A minha sobrinha Bruna



AGRADECIMENTO

A Deus, pela vida.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade em realizar este
Curso.

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico), pela concessao da bolsa.

Ao Professor Ney, pela dedicagcao e orientacao e, principalmente, pela
preocupacao com a formagéao de um profissional competente.

Ao Professor Laércio Zambolim, pela confianca, pelo apoio, pelas
sugestdes e pelo empenho na realizagéo do trabalho.

Ao pesquisador da EPAMIG Dr. Antonio Alves Pereira, pela amizade,
pelo incentivo e pelo exemplo de amor apesquisa.

Ao Professor Everaldo Gongalves de Barros, pelo apoio, pelo
aconselhamento e sugestdes.

Ao Professor Cosme Damido Cruz e ao Dr. Ivan Schuster, pela valiosa
colaboracao durante a realizagédo do trabalho e curso.

Aos professores da Universidade Federal de Vigosa, pelos
conhecimentos transmitidos.

Aos colegas de curso e de laboratério, pelo convivio.

Aos funcionarios Delfim, Geraldo, Valtinho e José Carlos, pelo apoio na
conducao do trabalho.

Aos meus amigos Raquel de Freitas, Leonardo Parequi, Giovana

Torres e Barbara Fontes, pelo convivio e demonstragdes de carinho e amizade.



Aos meus pais, pelo exemplo de perseveranga, de simplicidade e amor
ao proximo.

A meus irmaos e sobrinhas, por serem a minha familia.

Ao meu esposo José Flavio, pelo amor, pelo companheirismo, pelo
incentivo, pela compreensao e pelo desprendimento demonstrados em todos
0s momentos de nossa convivéncia.

A FAPEMIG, AFINEP e ao CBP&D -Café, pelo apoio financeiro.



iINDICE

Pagina

RESUMO ...ttt vii

ABSTRACT ...ttt n s iX

1. INTRODUGAO . .......oeeevreeieeeeeeeeeesesessssesseesessessssssssssssssssssssssssssansnens 01

2. REVISAO DE LITERATURA......ooeeeeeeeeeeeeeee et 03

P2 T O I o7 (1= o J SRS 03

2.1.1. Taxonomia € CtOgeNELiCa. .......cceeereereireriere e 03

2.1.2. Diversidade genétiCa.........coceerereirenenreree e 14

2.1.3. Genética e melhoramento.........ccoceevereereeneeneese e 16

2.1.4. Resisténcia a Hemileia vastatriX..........cccoceeeveeeeeeesesesesnenn 20

2.2. Marcadores genétiCOS. .......couvireerereieereeseee e 25

2.2.1. Marcadores moleculares.........c.cccueveeeveeeiensieescee e 26

2.3. Mapas de lIgaCA0........coiuriiriereerieeie et 28

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cooooeeeeeeeeeeeeeees s 32
DISTANCIAS GENETICAS ENTRE ACESSOS DO SUBGENERO

Coffea AVALIADAS POR MARCADORES RAPD........cccccceiieiieeieenenne 42

RESUMO ...ttt ettt ne 42

1. INTRODUGAO......ooceeeseeeeeeeeeee e seesse s ees s essessssssss s ses s snesnesnaens 43

2. MATERIAL E METODOS.........oooueeeeeeeeeeeeseeseseessseesssess s ssssssesssnees 46

3.RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coeieeeeeereeeeeeeereeeseseeseseenessessesasnesnanes 50

4.CONCLUSOES........ooeeeeeeeeeessees s sess s 66

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ooverveerevissesessssesssssessssesssaees 67



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CLONES DE CAFEEIROS
DIFERENCIADORES DE Hemileia vastatrix Berk. Et Br........................
RESUMO ...ttt na e nnns
1. INTRODUGAO .. .....cooeeeererseeeeeeeeeeseesssssssssessesessssssssssssssssssssssssssssssssenes

2. MATERIAL E METODOS.............
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.
4. CONCLUSOES.......ccooveeeeeerenenn.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

MAPA PARCIAL DE LIGACAO GENICA DE Coffea arabical..............
RESUMO ...ttt

1. INTRODUGAO. ..o

2. MATERIAL E METODOS.............
3. RESULTADOS E DISCUSSAO...

4. CONCLUSOES.........ooececeeeeeeeeeeeeeeeeeeeease e 103

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi

70
71
74
77
83
84
87
87
89
93
96



RESUMO

TEIXEIRA-CABRAL, Terezinha A., D.S., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2001. Padroes moleculares, diversidade genética e mapa parcial de
ligacao do cafeeiro. Orientador: Ney Sussumu Sakiyama. Conselheiros:
Antonio Alves Pereira, Everaldo Gongalves de Barros e Laércio Zambolim.

Cinquenta e dois primers arbitrarios foram utilizados para avaliar a
reprodutibilidade e a influéncia do numero de marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) na estimagdo de distancias genéticas entre 40
acessos do género Coffea do banco de germoplasma da UFV/EPAMIG (incluindo
4 espécies diferentes). A técnica RAPD mostrou-se adequada para a estimacéo
de distancias genéticas (complemento de Jaccard) entre acessos de Coffea,
obtendo-se nivel de reprodutibilidade de 76,88%. O numero de locos nao
influenciou a formagéo dos grupos principais, mas influenciou a ordenagéao dos
acessos dentro dos subgrupos. Para a caracterizacdo molecular de 18 clones
diferenciadores de racas de Hemileia vastatrix foram utilizados 35 primers da
Operon Technologies, Inc. Os 35 primers identificaram 158 locos polimérficos. O
agrupamento, utilizando o método UPGMA, foi realizado com base na matriz de
valores de dissimilaridades (complemento de Jaccard), e os grupos formados
foram compativeis com as informagdes disponiveis na literatura sobre a origem
genealdgica. A técnica RAPD foi eficaz na caracterizagdo dos clones
diferenciadores, produzindo marcas especificas para cada clone. O mapa parcial
de ligac&o génica para Coffea arabica L. foi construido a partir de uma populagéo
segregante RC1 obtida do cruzamento entre Mundo Novo (IAC 464-18) e Hibrido

viii



de Timor (CIFC 2570), sendo este ultimo utilizado como genitor recorrente. Foram
obtidos 93 marcadores RAPD, dos quais 87 (93,5%) apresentaram segregacao
1:1 (P>0,01), quatro (4,4%) segregacédo 2:1 (P>0,05) e dois (2,2%) segregacao
5:1 (P>0,05). Para construcdo do mapa, foram utilizados os 87 marcadores que
segregaram 1:1, sendo que cinco ndo mostraram-se ligados aos grupos formados.
Oitenta e dois marcadores RAPD resultaram em oito grupos de ligagéo cobrindo
540,6 cM. Os grupos obtidos tiveram uma boa densidade de marcadores, exceto
dois grupos. O maior intervalo entre dois marcadores foi 36.4 cM, e 94,5% dos
intervalos ndo excederam a 20 cM. O tamanho dos grupos de ligacao apresentou
alta correlagdo com o numero de marcadores (r=0,887), indicando distribuicao
aleatéria dos marcadores nos grupos. O numero de grupos de ligacao é inferior ao
correspondente numero hapldide de cromossomos (22) e, portanto, 0 genoma da

espécie foi parcialmente explorado e muitas regides aindanao foram identificadas.



ABSTRACT

TEIXEIRA-CABRAL, Terezinha A., D.S., Universidade Federal de Vicosa, July
2001. Molecular patterns, genetic diversity and partial linkage map of
coffee plant. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Committee members:
Antonio Alves Pereira, Everaldo Goncalves de Barros and Laércio
Zambolim.

Fifty two arbitrary primers were used to evaluate the reproductibility and
the influence of the marker numbers RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) in estimating the genetic distances among 40 accesses of the Coffea
genus from the germplasm bank of UFV/EPAMIG (including 4 different
species). The RAPD technique was shown to be appropriate for estimating the
genetic distances (Jaccard complement) among Coffea accesses, as a
reproductibility level of 76.88% is obtained. The loci nhumbers did not influence
the formation of the main groups, however it influenced the ordering of the
accesses within subgroups. For molecular characterization of 18 coffee
differentials to identify Hemileia vastatrix races, 35 primers from Operon
Technologies, Inc were used. The 35 primers identified 158 polymorphic loci.
The grouping by the UPGMA method was accomplished based on dissimilarity
values matrix (Jaccard complement), and the formed groups were compatible to
the information available in literature on genealogical origin. The RAPD
techniqgue was effective in characterization of the coffee differentials, so
producing specific marks for each clone. The partial genetic linkage map for
Coffea arabica L. was built from a segregative RC1 population obtained from
crossbreeding between Mundo Novo (IAC 464-18) and Timor Hybrid (CIFC



2570), with the latter used as recurrent genitor. The following were obtained: 93
RAPD markers, from which 87 (93.5%) showed segregation 1:1 (P>0.01), four
(4.4%) segregation 2:1 (P>0.05), and two (2.2%) segregation 5:1 (P>0.05). For
map construction those 87 markers segregating 1:1 were used, and five
showed no linkage to the formed groups. Eighty two RAPD markers resulted
into eight linkage groups covering 540.6 cM. The obtained groups showed to
have a satisfactory marker density, exception for two groups. The wider range
between two markers was 36.4 cM, and 94.5% of the ranges did not exceed to
20 cM. The size of the linkage groups highy correlated to the number of
markers (r=0.887), indicating random distribution of the markers within groups.
The number of the linkage groups is lower to the corresponding haploid number
of chromosomes (22), therefore the species genoma was patrtially explored, and

many areas were not still identified.
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1.INTRODUCAO

O café é um produto de exportacdo e muitos paises estao envolvidos
na sua produgdo, comercializagdo e consumo. No mercador internacional
movimenta, anualmente, bilhdes de dblares, sendo que para o Brasil, maior
produtor e exportador mundial, o cultivo do café tem importante papel
econdmico e social.

A producdo mundial de café concentra-se em duas espécies: Coffea
arabica L (café arabica), a Unica espécie alotetrapldide e autofértil do género, e
Coffea canephora Pierre et Froenher (café robusta), dipléide e auto-
incompativel. C. arabica € responsavel por 70% da produgdo mundial e 99% da
producado da América Latina, por estar associada a bebida de alta qualidade.

Pesquisas na area do melhoramento genético do cafeeiro, realizadas
no Brasil, resultaram na obtengdo de cultivares com alto potencial produtivo,
mas sensiveis a estresses bidticos e abibticos. Por se tratar de uma cultura
perene e de periodo juvenil longo, o melhoramento genético do cafeeiro &
lento, sendo importante a implementagéo de técnicas que facilitem e acelerem
a selecdo e avaliacdo de materiais superiores dentro de um programa de
melhoramento. Entre essas técnicas estdo a caracterizacdo de gendtipos, a
obtencdo de informacdes sobre diversidade genética em bancos de
germoplasma e a construcado de mapas de ligacao.

Para realizacdo de estudos de caracterizagdo, de diversidade e
mapeamento genético, € necessario dispor de marcadores genéticos de facil
monitoramento, que sejam identificaveis em qualquer idade da planta, revelem

grande numero de polimorfismos e ndo sejam influenciados pelo ambiente.



Com o advento das técnicas de biologia molecular, foram
desenvolvidos varios tipos de marcadores genéticos baseados na analise direta
do DNA, os denominados marcadores moleculares. Uma nova geragao de
marcadores moleculares, baseados na amplificacdo de fragmentos de DNA e
separacdo dos fragmentos por eletroforese para visualizagdo dos
polimorfismos, surgiu com o desenvolvimento da tecnologia da reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR). Tais marcadores possuem 0s requisitos
necessarios a constituicio de um bom marcador genético. Uma desses
marcadores denominado RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) detecta
polimorfismos de sequéncias de nucleotideos baseado na amplificagcdo de
DNA, usando como iniciador um oligonucleotideo de seqiéncia arbitraria
(primer). Esses marcadores sdo faceis de serem detectados, pois né&o
requerem informacdes sobre a sequéncia de DNA a ser amplificada ou a
sintese de primers especificos, permite a automatizacdo do processo e requer
pequena quantidade de DNA.

Este trabalho foi desenvolvido objetivando avaliar a diversidade
genética, obter padrdes moleculares e construir um mapa parcial de ligacdo

para o cafeeiro, utilizando-se marcadores RAPD.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O cafeeiro

2.1.1. Taxonomia e citogenética

Um estudo detalhado da taxonomia de Coffea e sua distribuicao
geogréfica foi feita pelo botanico Francés Auguste Chevalier. Em 1940 e 1942
Chevalier publicou revisdes gerais das espécies de Coffea e em 1947
estudando detalhadamente o material existente em herbario reuniu 60 espécies
do género em quatro secles: Eucoffea, Mascaracoffea, Argocoffea e
Paracoffea. A secao Eucoffea englobando as principais espécies (KRUG e
CARVALHO, 1951).

Leroy, em 1980, propds excluir do género Coffea as se¢cées Argocoffea
e Paracoffea, permanecendo apenas Eucoffea (atualmente denominada
Coffea) e Mascaracoffea, e subdividir o género em trés subgéneros, isto €,
Coffea, Psilanthopsis e Baracoffea (CHARRIER e BERTHAUD, 1985). A
contagem de cromossomos foi feita para a maioria das espécies do género
Coffea, sendo o0 numero bésico para o género 11 cromossomos
(BOUHARMONT, 1963; CHARRIER e BERTHAUD, 1985).

O subgénero Coffea € composto por aproximadamente 100 espécies,
das quais duas sao economicamente importantes, isto é, Coffea arabica e C.
canephora (CHARRIER e BERTHAUD, 1985). A espécie C. arabica é

tetrapléide (2n=4x=44) e autocompativel, multiplicando-se predominantemente



por autofecundacdo, com taxa de fecundacdo cruzada da ordem de 10%
(KRUG, 1936; KRUG, 1945; CARVALHO e KRUG, 1949; CARVALHO, 1988).
As demais espécies deste subgénero sao dipléides (2n=2x=22) e auto-
incompativeis, multiplicando-se na natureza exclusivamente por fecundagéo
cruzada (KRUG, 1936, 1937; SYBENGA, 1960; BOUHARMONT, 1963; LEROY
e PLU, 1966; CHARRIER e BERTHAUD, 1985; CARVALHO, 1988;
CARVALHO et al., 1991).

Nas espécies C. canephora, C. congensis e C. dewvrei existe o
fendmeno da auto-incompatibilidade genética. Em C. canephora, o mecanismo
genético da auto-incompatibilidade é definido por uma série de genes
alelomorfos S, que controlam as relacbes entre o tubo polinico e o estigma
(CONAGIN e MENDES, 1961). A auto-incompatibilidade em C. canephora do
tipo gametofitica controlada por um unico loco (loco S) foi comprovada em
analise molecular. O loco S esta ligado a um marcador RFLP (g1069D) no
grupo de ligagdo 9. Nenhum recombinante foi observado entre o marcador
g1069D e o loco S, em uma populacdo de 23 duplo-haploides. A
disponibilidade de um marcador ligado do loco S deve facilitar a anélise
genética de auto-incompatibilidade, em programas de melhoramento do
cafeeiro (LASHERMES et al., 1996).

A contagem e medicdo dos cromossomos somaticos de diversas
espécies de Coffea mostrou que, embora os numeros de cromossomos,
comprimentos e morfologia ndo tenham sido muito diferentes no género, foi
possivel separar algumas espécies de outras, com base nesse estudo
(BOUHARMONT, 1958). Vinte e dois cromossomos somaticos foram
encontrados em seis espécies de Coffea: C. arnoldiana, C. bengalensis, C.
carrissoi, C. kapakata, C. ligustroides e C. racemosa. Os comprimentos dos
cromossomos das seis espécies estudadas foram comparados &ueles das
espécies previamente estudadas por BOUHARMONT (1958). Nenhuma
diferenca foi constatada entre os diferentes idiogramas observados no género,
pelo menos para seus primeiros quatro cromossomos. O comprimento relativo
de cada cromossomo e a localizacdo de seus centrdmeros sao similares em
todas as espécies (BOUHARMONT, 1963).

Analise precisa do cariograma de Coffea arabica, por meio de analise
de imagem, permitiu a identificacdo dos pares de homoélogos e dos grupos



cromossOmicos que sugere a tetraploidia desta espécie. O complemento
cromossémico desta espécie pdde ser subagrupado em 11 conjuntos de dois
pares de homologos, considerando sua similaridade morfolégica. Os dois
conjuntos dipléides confirmam a heranca tetraploide de C. arabica (FONTES e
CARVALHO, 2000). Os cromossomos de Coffea sao relativamente pequenos
(1-3um), mas meétodos modernos de coloragdo de cromossomos
(bandeamento) abrem possibilidades de estudo da morfologia de cromossomos
em maiores detalhes. Todas as espécies do género Coffea mantiveram uma
estrutura cromossémica similar, que provavelmente originou do mesmo
genoma basico A (origem monofilética) (CHARRIER e BERTHAUD, 1985).

Pesquisas realizadas em C. arabica, e em algumas outras espécies
dipldides, permitiram a identificagdo do numero e morfologia dos cromossomos
em paquiteno ligados ao nucléolo. Os cromossomos diferem em comprimento
total e na relagdo de comprimento dos bragos. Das nove espécies dipldides
analisadas, seis mostraram apenas um cromossomo nucleolar ligado a um
unico nucléolo. Duas espécies, C. racemosa e C. salvatrix apresentaram dois
cromossomos ligados a um s6 nucléolo, enquanto C. stenophylla revelou
numero variavel de um a trés. C. arabica possui dois cromossomos ligados a
um Uunico nucléolo. As espécies C. canephora e C. congensis, distintas
morfologicamente, apresentam, no brago maior do bivalente nucleolar, o
mesmo numero € 0 mesmo padrdo de distribuicdo de cromoémeros, tendo
comprimento diferente em cada espécie (PINTO-MAGLIO e CRUZ, 1987).

Observagbes realizadas sobre a microsporogénese, nas variedades
Semperflorens e Caturra de Coffea arabica, mostraram que a formagao de
microsporos é normal. Poucas irregularidades foram observadas na distribui¢cdo
dos cromossomos, tendo, a grande maioria dos gametas, n=22 cromossomos,
sendo o comportamento meidtico normal, com pareamento na forma de
bivalentes, isto €, comportamento de uma planta dissémica (MENDES, 1950).

No estudo da microsporogénese e formacdo de sementes de uma
planta monossémica de café (Coffea arabica L.) com 2n=43 cromossomos, foi
observada a formacao de tetravalentes, de ocorréncia rara em C. arabica, que
pode ser explicada por alteracbes no controle genético do pareamento

cromossOmico, talvez devido airradiacdo a que foi submetido um dos pais, ou



em virtude da condigdo monossdémica da planta em estudo (FORNI-MARTINS
e CRUZ, 1989).

A hibridagdo da espécie C. arabica L. com outras espécies diploides
produz plantas tripldides (2n=33) altamente estéreis. Os retrocruzamentos dos
hibridos interespecificos com a espécie C. arabica sao dificeis e, quando
obtidos, o produto é muito variavel devido, principalmente, a sua constituicao
citolégica. Duas plantas obtidas pelo retrocruzamento de um hibrido tripl6ide
(C. arabica x C. canephora) com a espécie C. arabica demonstraram que 0
estudo da constituicdo de novas progénies pode levar a desc oberta de novas
plantas, cujas caracteristicas sejam as mais favoraveis. Ambas possuem 44
cromossomos (MENDES, 1951).

Hibridos triploides obtidos através da hibridagé@o interespecifica entre
C. arabica e C. canephora foram estéreis devido a irregularidades meioticas.
Com a duplicacao do numero de cromossomos destes hibridos, obtendo assim,
hibridos hexapldides, eliminou-se quase completamente a esterilidade. Essas
ocorréncias em hibridos interespecificos tripldides e hexapldides indicam
grande probabilidade de que C. arabica seja um alopolipléide (KRUG e
CARVALHO, 1951).

Vale chamar a atencdo para os hibridos interespecificos,
principalmente, aqueles que envolvem a espécie tetrapldide C. arabica, e
outras espécies dipléides, como C. canephora, C. dewevrei e C. congensis.
Estes hibridos tripléides, ap6s duplicacdo do numero de Ccromossomos,
poderao constituir fonte de novas formas de Coffea, permitindo a expansao do
cultivo do café. A espécie C. congensis é, fenotipicamente, bem semelhante a
C. canephora (KRUG e CARVALHO, 1952.).

Com base nos estudos de meiose (MEDINA, 1950; MENDES 1950) e
resultados de analises genéticas (KRUG e CARVALHO, 1951), CARVALHO
(1952) considerou que, sendo a origem alotetrapldide de C. arabica verdadeira,
o0 cruzamento que deu origem a essa espécie deve ter ocorrido ha muito
tempo. O autor discute que, do cruzamento entre as diversas variedades de C.
arabica com a variedade Tipica, foram obtidas relacdes simples,
correspondendo a segregagbes de um a dois genes e que nao foram

observadas relacdes correspondentes a segregacdes de tetraploides ou de



genes duplicados e concluiu que C. arabica comporta-se como um diploide
normal.

KAMMACHER e CAPOT (1972), estudando o pareamento
cromossdmico no hibrido entre C. arabica e C. canephora e 0S cromossomos
de C. arabica, concluiram que a espécie C. arabica nao € um autotetraploide,
mas um anfidipléide que é portador de dois genomas com n=11, um dos quais
possui cromossomos relativamente pequenos, extremamente similar a
estrutura cromossémica do genoma presente na espécie C. canephora.

Considerando que C. arabica é tetrapléide e C. canephora é dipléide,
pode-se admitir que, na origem espontanea do Hibrido de Timor, ou ndo houve
reducdo cromatica na formacédo dos esporos que originaram 0s gametas ou
houve uma duplicacdo cromossOmica no gameta de C. canephora. Em
centenas de metafases de células das plantas CIFC 832/1 e CIFC 832/2, o
numero de cromossomos encontrado com maior freqiéncia foi 44. Os
cromossomos nao apresentam grandes diferengas morfolégicas. Entretanto, é
possivel separar dois pares de cromossomos grandes, um par muito pequeno e
o restante de tamanho intermediario. Provavelmente estes dois pares maiores
sdo provenientes um de C. canephora e outro de C. arabica (RIJO, 1974).
Como o C. arabica € um alotetrapléide em que um dos ancestrais foi,
provavelmente, a espécie C. canephora, a facilidade de emparelhamento de
cromossomos homologos das duas espécies cruzadas seria favorecida
semelhantemente ao que acontece em Hordeum spp. (SCHOOLER, 1963; LIU
e SCHOOLER, 1965) e em Aegilops spp. (FELDMAN, 1965a,b). Nesses casos,
este genoma comum atuaria durante a hibridacdo como um tampao citolégico,
dando & formas grande estabilidade (RIJO, 1974).

Estudo citolégico realizado em material coletado da planta Fy (H2460),
que deu origem ao café Icatu (C. arabica x C. canephora), mostrou
irregularidade em todas as fases da meiose, ocasionando numero reduzido de
frutos e sementes e progénies com muitos individuos aneupléides. Embora a
planta hibrida tenha 44 cromossomos, parece ja haver, no tecido somatico,
uma instabilidade na divisdo mitética, explicando o aparecimento de algumas
células-maes de podlen com numero diferente de 44 cromossomos (42-46).
Como o genoma de C. canephora foi duplicado e existe a possibilidade deste
genoma ser comum a C. arabica, a reducao na fertilidade deste hibrido pode



ser atribuida a associacdo em multivalentes dos cromossomos durante a
sinapse, ocasionando uma separacao diferenciada. Isto talvez explique a alta
taxa de esterilidade apresentada pelo hibrido (BOAVENTURA e CRUZ, 1987).

O estudo do pareamento cromossdmico, com base no exame de 795
células em metafase | da meiose, foi realizado em trés variedades de C.
arabica. O modo de pareamento estritamente dipldide ocorreu em 2/3 dos
casos, sendo notados dois a oito univalentes em 25% das células examinadas.
O reagrupamento de bivalentes em associacdes secundarias foi frequente. Em
1/10 das placas metafasicas examinadas, observou-se formacao de um a trés
tetravalentes. A estrutura mais provavel de C. arabica é aquela de um
alotetrapléide segmentar, ou seja, formado pela justaposicao de dois genomas
de n=11, dos quais certos cromossomos conservam uma grande similaridade
(GRASSIAS e KAMMACHER, 1975).

Entre os varios cruzamentos interespecificos realizados em Campinas,
C. canephora e C. congensis foi o que produziu maior porcentagem de
plantulas, mas, os hibridos obtidos foram completamente estéreis. A facilidade
de cruzamento entre estas duas espécies foi conhecida pelos melhoristas de
Dutch, na Indonésia (CRAMER, 1957; FERWERDA, 1948). Quanto ao
cruzamento entre C. congensis e C. eugenioides, o sucesso ndo foi muito
grande, mas o hibrido obtido é vigoroso. E importante mencionar que as
espécies tetrapldides usualmente produzem mais sementes, quando usadas
como fémeas em cruzamentos com espécies diploides, e que a producgédo de
sementes foi maior em cruzamentos usando formas tetraploides induzidas
artificialmente das espécies dipléides (CARVALHO, e MONACO, 1967).

A alta freqiiéncia de bivalentes abservada em hibridos interespecificos
entre Coffea canephora e C. liberica indica consideravel homologia entre os
cromossomos destas espécies, sugerindo que elas podem ter um ancestral
comum. Elas podem ter sido mantidas separadas por alguma barreira de
incompatibilidade, mas algumas introgressbes podem ter ocorrido.
Aparentemente, a facilidade com que a hibridagéo entre espécies de café pode
ser realizada nem sempre esta correlacionada com relacbes gendmicas e
taxonémicas (CHINNAPPA, 1970).

Analise citogenética de hibridos F entre C. canephora e C. liberica
mostrou que o nivel de diferenciacdo cromossdmica entre estas duas espécies



é baixo, bem como o fato de elas possuirem 0 mesmo genoma basico. Isso é
confirmado pela presenca de numerosos multivalentes nos anfidiploides
obtidos pela duplicagdo do numero de cromossomos desses hibridos
(LOUARN, 1980).

Nos hibridos Fy entre Coffea canephora Pierre et e C. eugenioides
Moore, 35% das células analisadas conservaram um pareamento normal de 11
bivalentes. A fertilidade polinica dos hibridos (43%), que foi menor que dos pais
(96 e 89%), esta diretamente relacionada afalta de pareamento na metéfase |,
nestes mesmos hibridos. A maioria da segunda geracao € viavel; a fertilidade
polinica variou de 28 a 95% (LOUARN, 1976).

A poliploidia esta certamente envolvida na origem de C. arabica, e a
autopoliploidizacdo de uma espécie dipldide é muito improvavel. Exceto para
genes que controlam a cor de folhas jovens, mais de 40 caracteristicas foram
investigadas e todas mostraram heranga dissdmica (KRUG e CARVALHO,
1951). Além disso, apenas bivalentes ocasionais, uma média de 1,9-4,5/célula,
sdo formados na meiose de haplbides (di-hapléides) (MENDES e BACCHI,
1940; VISHVESHWARA, 1960; BERTHAUD, 1976). Diversos autores tém
postulado que C. arabica originou da hibridacao de espécies dipléides, seguida
pela duplicagdo de cromossomos e diferenciagcdo. Parece provavel que C.
eugenioides € uma das espécies mais préximas de C. arabica. Outras
provaveis espécies ancestrais incluem C. canephora, C. congensis, C. liberica
e C. dewevrei. Como pouco € conhecido sobre as relacdes filogenéticas entre
essas espécies diploides, € muito dificil determinar o mais provavel ancestral
de C. arabica. A luz dessa consideracdo, C. arabica pode, provavelmente, ser
propriamente considerada um alopolipléide segmentar no sentido definido por
STEBBINS (1947), conforme diversos autores sugeriram (MEDINA-FILHO et
al., 1984).

Foi sugerido (CRAMER, 1957; KRUG e CARVALHO, 1951) que C.
canephora e C. eugenioides podem estar relacionados com C. arabica, nao
apenas devido a sua distribuicdo geografica, mas, também, em razado das
similaridades morfolégicas de certas formas de C. eugenioides com alguns
mutantes de C. arabica. THOMAS (1944) registrou a presengca de C.
eugenioides e C. canephora nas mesmas areas de florestas de Uganda, e
como os hibridos artificiais entre essas espécies sao relativamente férteis,



produzem quantidades razoaveis de sementes a partir de flores de polinizagéo
aberta (CARVALHO e MONACO, 1967).

Com relagéo a origem de C. arabica, foi também assumido que pode
ser o produto de hibridacdo natural de C. eugenioides e C. congensis
(CRAMER, 1957), seguida por duplicacdo de cromossomos e diferenciacao.
Hibrido dipléide entre estas espécies possui semelhanca com C. arabica ao
nivel dipléide (CARVALHO e MONACO, 1967).

Hille Ris Lambers (citado por CRAMER, 1957) notou a ocorréncia
espontanea de C. eugenioides, C. congensis e C. canephora na mesma
localidade, na Africa. Estas espécies podem formar um Unico complexo, que
compartilha certos genes comuns. Cruzamentos entre C. eugenioides e C.
congensis ou C. eugenioides e C. canephora podem ter ocorrido no passado.
Poliploidia adicionaria razoavel fertilidade e preservaria as novas combinacoes.
Visto que o café é uma planta perene, a introgressao pode ter ocorrido entre
tetraploides e dipldides. Os retrocruzamentos para a forma tetrapléide
resultariam em uma grande combinacdo de caracteres das trés espécies
(CARVALHO e MONACO, 1967).

As relacbes genéticas entre dez espécies de Coffea, e algumas
cultivares de trés dessas espécies, foram estudadas quanto a composicao de
pigmentos flavandides e compostos fendlicos, sob o ponto de vista
quimiotaxonémico, sendo o0s dados obtidos analisados com recurso da
metodologia de taxonomia numérica. Comprovou-se a participacdao de C.
eugenioides, juntamente com C. liberica ou C. canephora, na formagéo da
espécie tetraploide C. arabica, ndo havendo, contudo, dados suficientes que
justifiguem a indicacao definitiva entre uma das duas Ultimas espécies. Foi
excluida a participacdo de C. congensis como possivel constituinte de C.
arabica, baseando-se nos resultados obtidos das plantas examinadas (LOPES
et al., 1984).

A andlise eletroforética do polimorfismo de cafeeiros baseado na
variacdo do DNA mitocondrial nas espécies C. canephora, C. eugenioides e C.
arabica mostrou que as espécies C. eugenioides e C. arabica possuem 0O
mesmo genoma mitocondrial, muito diferente daquele de C. canephora. Os
resultados obtidos sugerem que C. eugenioides e C. arabica sao descendentes
do mesmo ancestral préximo a C. eugenioides (BERTHOU et al., 1980). De
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acordo com a analise de DNA do cloroplasto (cpDNAs) nao ha diferenca entre
C. arabica e C. eugenioides e nem entre C. canephora e C. congensis. Com
relagdo aos padrées de restricdo de DNA da mitocdndria (mtDNAs), foram
verificadas similaridades entre C. arabica, C. eugenioides e C. congensis. O
padrao de cpDNA mostrou que as espécies C. canephora e C. congensis
podem ter origem comum, correspondendo & séries ro bustdides, sendo,
entretanto, levemente diferentes com relagdo ao padrdo de miDNA. Isso
sugere a diversificacdo deste grupo filogenético, antes da separacéo de C.
arabica e C. eugenioides (BERTHOU et al., 1983).

Pela andlise de afinidades seroldgicas entre as espécies de Coffea, foi
possivel verificar que C. arabica apresenta maior afinidade por C. congensis e
C. eugenioides, e depois por C. canephora (HOFLING e OLIVEIRA, 1981).
Esses resultados sugerem que as espécies C. eugenioides e C. congensis
apresentam maior possibilidade de terem participado da formacao de C.
arabica.

O DNA total de quatro espécies dipléides (C. eugenioides, C.
congensis, C. canephora e C. liberica) foi utilizado como sonda, em
preparacdes cromossdmicas de C. arabica (RAINA et al., 1998). C.
eugenioides marcou fortemente e preferencialmente 22 cromossomos da
espécie tetraploide C. arabica, enquanto os 22 cromossomos restantes foram
marcados com DNA de C. congensis. A similaridade entre C. arabicae as duas
espécies diploides foi confirmada pela técnica FISH (fluorescent in situ
hybridization), usando dois genes ribossémicos. Ficou confirmada a natureza
alotetrapléide de C. arabica, e a participacdo das espécies diploides C.
eugenioides e C. congensis em sua formacao.

Hibridizacdo in situ realizada em preparagbes cromossémicas de C.
arabica usando, como sonda, DNA total de C. canephora marcado com
digoxigenina e DNA total de C. eugenioides marcado com biotina, revelou que
22 cromossomos mostraram predominantemente fluorescéncia amarela,
sugerindo maior afinidade para sonda de DNA gendémico de C. canephora. Os
outros 22 cromossomos apareceram laranja-vermelho, sugerindo que a
coloragdo vermelha devido ao DNA gendmico de C. eugenioides foi mais
intenso que a fluorescéncia verde-amarelo. Esses resultados sugerem que C.

arabica € um anfidipléide formado pela hibridacdao entre C. eugenioides e C.
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canephora, ou ecotipos relacionados a esta espécie. Neste mesmo trabalho,
utilizando marcadores RFLP, os autores concluiram que o0s acessos
pertencentes & espécies canefordides (C. canephora e C. congensis) foram
agrupados juntos (LASHERMES et al., 1999).

Raina e colaboradores (1998) dispuseram de elementos comparativos
necessarios para a decisdo entre C. canephora e C. congensis, pois, utilizaram
o DNA gendmico dessas duas espécies como sonda. Este estudo comparativo
nao foi possivel no trabalho de Lashermes e colaboradores (1999) porque foi
utilizado, como sonda, apenas o DNA de C. canephora. Portanto, C.
eugenioides e C. congensis sao as possiveis espécies dipldides envolvidas na
formagéo de C. arabica.

Parece que todas as espécies dipldides de café preservaram a
identidade de sua origem comum, durante a histéria evolucionaria, apesar do
isolamento geografico. Um exemplo de espécies que sao morfologica e
ecologicamente distintas, mas mostram pareamento cromossémico normal e
boa fertilidade nos hibridos, sdo C. canephora (distribuicdo na Africa Central e
Oeste) e C. congensis (limitada aos bancos e ilhas inundadas do Congo e rio
Oubangui). A ultima espécie ocupa um ecotipo especifico, bem isolado por uma
barreira estritamente ecolégica (BERTHAUD e GUILLAUMET, 1978).

C. arabica pode ter originado de uma hibridacao natural entre duas
espécies dipldides ancestrais, seguida pela formacao de gameta nao-reduzido.
O grau de homologia dos dois genomas pode ter sido alto em conseqliiéncia da
origem monofilética das espécies participantes, mas varios mecanismos
(pareamento preferencial, regulacdo genética da sindpse) provavelmente
tenham exercido um importante papel na diploidizacdo progressiva do
arquétipo tetrapléide para o atual anfidipléide C. arabica (CHARRIER e
BERTHAUD, 1985).

O estudo do comportamento meiético de C. eugenioides, com 0
namero de cromossomos duplicado com colchicina (2n=44 cromossomos),
revelou que houve maior numero de monovalentes e menor numero de
tetravalentes e trivalentes do que em C. canephora com numero de
cromossomos duplicado com colchicina (2n=44). Portanto, parece que em café

o pareamento esta mais condicionado por fatores genéticos, pois, estas
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espécies possuem cromossomos de tamanho e morfologia semelhantes
(BOAVENTURA et al., 1988).

Em C. arabica, foram observadas similaridades estruturais em 12 pares
de bivalentes e presenca de duas associagdes secundarias. As associacdes
secundarias em C. arabica podem ser relatadas como uma evidéncia adicional
de homeologia entre alguns cromossomos desta espécie (PINTO-MAGLIO e
CRUZ, 1998).

A presenga ou auséncia de pareamento cromossémico nem sempre
indica relacao filogenética (De WET e HARLAN, 1972) porque existem muitos
exemplos em que autopolipldides ndo mostram multivalentes (processo de
poliploidizagédo) e alopolipl6ides nem sempre formam bivalentes (pareamento
preferencial). De acordo com JACKSON (1982), as denominadas
autopoliploidia, alopoliploidia e alopoliploidia segmentar, classificacbes dos
polipléides baseadas no comportamento de hibridos F+, representam condicdes
relacionadaa aacao génica no pareamento cromossdémico (STEBBINS, 1947).

Baseado na alta similaridade morfolégica observada entre os
cromossomos que formam o complemento C. arabica pode-se confirmar sua
condi¢@o alopolipldide segmentar. Esta similaridade morfolégica, contrastando
com o baixo nivel de anormalidade de pareamento, torna possivel a hipdtese
de que exista, nesta espécie, um sistema genético em que o pareamento entre
cromossomos homedlogos seja evitado pela agdo de genes como Ph,
encontrado em Triticum, Avena, Festuca Gossypium, Nicotiana e Lolium. O
efeito dessa classe de sistema génico é comum em alopolipléide segmentar,
em que ha restricdo de pareamento entre cromossomos homeodlogos. Em
autopoliploides, foram relatadas restricbes de pareamento mesmo entre
cromossomos homoélogos (PINTO-MAGLIO e CRUZ, 1998).

De 23 marcadores RFLP analisados, 18 (75%) apresentaram-se em
duplicatas nos acessos de C. arabica. Essas duplicagbes foram interpretadas
como representando os dois pares de cromossomos homedlogos esperados,
no caso de um genoma alotetrapléide. Em cinco locos, um unico alelo foi
detectado em C. arabica. Nao foi possivel decidir se os padrdes refletiram um
loco ou dois homozigotos, locos distintos compartiihando o mesmo alelo
(LASHERMES et al., 1999).
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Em uma progénie k de C. arabica, foram observadas segregacoes
dissdbmicas de alelos RFLP, com pareamento regular de bivalentes de
cromossomos homologos no hibrido F. Em contraste, locos RFLP seguiram
heranga tetrassdmica no hibrido arabusta (C. arabica x C. canephora), embora
tenha sido verificado predominio de bivalentes na meiose desses hibridos. Os
resultados sugerem que cromossomos homeodlogos ndo pareiam em C.
arabica, nao como consequéncia de diferenciagdo estrutural, mas, por causa
do funcionamento de genes de regulacdo de pareamento (LASHERMES et al.,
2000a).

O gene Ph1 (pairing homologous) em trigo (Triticum aestivum) é o
melhor exemplo geneticamente definido de genes controlando pareamento
(FELDMAN 1993; RILEY, 1960). Ele suprime pareamento de homedlogos,
enquanto permite pareamento regular de cromossomos homélogos. Um ou
diversos genes similares de controle de pareamento podem estar presentes em
C. arabica. Tais genes podem representar fatores-chave, que foram
conservados durante o processo evolucionario e sucesso do estabelecimento
de C. arabica (LASHERMES et al., 1999).

2.1.2. Diversidade genética

O café ardbica foi introduzido no continente Americano vindo do Yemen
via Java e Holanda, no inicio do século XVIII. Evidéncias historicas sugerem
que a populacao-base descendeu de poucas arvores. No Brasil, 0 progresso no
melhoramento do cafeeiro sé foi alcangcado com a introducdo de germoplasma
vindo das llhas de Sumatra e Réunion. Esses cafeeiros introduzidos deram
origem a dois tipos boténicos distintos: Coffea arabica var. Arabica, usualmente
denominada Tipica, que foi o primeiro café plantado na Asia e América Latina,
e Coffea arabica var. Boubon, que veio para a América do Sul através da ilha
de La Réunion, e antigamente era chamada Bourbon. A base genética do café
arabica Americano é dessa forma considerada estreita e representa apenas
uma pequena por¢do da variabilidade genética potencial disponivel dentro do
pool génico de café (CARVALHO, 1988).

A variacao intra-especifica em Coffea canephora e Coffea arabica,
incluindo o Hibrido de Timor, e as relagbes genéticas entre um grupo de
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acessos representando outras sete espécies, foram avaliadas usando-se
marcadores RAPD (LASHERMES et al., 1993). Variagdo intraespecifica foi
facilmente detectada em C. canephora e C. liberica, enquanto os primers
utilizados falharam na revelagdo de polimorfismos entre os acessos de C.
arabica. Extensa variacao inter-especifica foi observada. Dos 112 (23 primers)
fragmentos amplificados, nenhum polimorfismo foi detectado entre os seis
acessos de C. arabica. O Hibrido de Timor divergiu dos acessos de C. arabica,
apenas, pela auséncia de dois produtos amplificados e presenca de uma banda
adicional. A baixa diversidade molecular detectada em C. arabica, pode ter
diferentes origens. Primeiro, C. arabica como uma cultura autopolinizada &
altamente homozigota, e todas as mutagdes deletérias que poderiam contribuir
para diversidade molecular sdo eliminadas pela selecdo. Segundo, C. arabica
pode apresentar uma estreita base genética em relacdo asua génese, ou seja,
o evento de formacdo da espécie alotetrapléide C. arabica pode ter sido
relativamente recente, e envolveu um limitado numero de plantas. O alto grau
de similaridade (0,99) nos padrdes dos produtos amplificados, observados
entre C. arabica e Hibrido de Timor (832/1), sugere que uma hibridacao
interespecifica inicial deve ter ocorrido, seguida por diversos retrocruzamentos
espontdneos com C. arabica para gerar o Hibrido de Timor (LASHERMES et
al., 1993).

Utilizando marcadores RAPD, as espécies diploides C. liberica e C.
canephora foram separadas dos genoétipos de C. arabica. Os gendétipos de C.
arabica formaram trés grupos distintos, ou seja, germoplasma derivado da
Etidpia, o tipo Bourbon e tipo Tipica. Foram, também, identificados produtos
amplificados espécie-especificos e introgressdo de genes de C. canephora em
C. arabica (OROZCO-CASTILLO et al., 1994).

Andlise multivariada foi utilizada para avaliar 148 acessos de C.
arabica, com base em 18 caracteres morfolégicos e agronémicos. Dois grupos
foram formados: os acessos do grupo 1 (acessos da Etidpia coletados no oeste
do Great Rift Valley) possuem habito de crescimento mais ereto, folhas
menores e sdo, em média, mais resistentes aferrugem e CBD que os acessos
do grupo 2 (variedades cultivadas e acessos da Etidpia coletados no leste do

Great Rift Valley). Essa estrutura, juntamente com evidéncias histéricas, sugere
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que o grupo 1 ndo foi envolvido na domesticagéo de C. arabica (MONTAGNON
e BOUHARMONT, 1996).

Relagbes genéticas entre 18 acessos, representando 11 espécies de
Coffea, foram examinadas usando-se os marcadores RAPD e STS (sequence
tagged sites) de mitocondria e cloroplasto. As espécies mais proximas de C.
arabica foram: C. eugenioides (0,819), C. canephora (0,723) e C. stenophylla
(0,714). Foi verificado baixo nivel de variagdo intraespecifica em C. arabica,
guando comparada com C. canephora (OROZCO-CASTILLO et al., 1996).

A baixa diversidade genética, verificada em C. arabica, contrasta com a
consideravel variabilidade encontrada nas espécies diploides (BERTHAUD e
CHARRIER, 1988). Assim, as espécies dipléides proximas a C. arabica, tais
como C. canephora e C. congensis, constituem uma valiosa fonte de genes
importantes para o melhoramento do cafeeiro (CARVALHO, 1988). No Hibrido
Arabusta (C. arabica x C. canephora) verificou-se alto grau de pareamento
cromossémico intergendmico. Essa possibilidade de recombinacao
intergenémica, que é ausente ou rara em C. arabica, pode oferecer a
possibilidade de troca de genes entre os genomas homedlogos e constituir uma
fonte extremamente interessante de variabiliade genética (LASHERMES et al.,
2000a).

Entre gendtipos derivados do Hibrido de Timor, observou-se que a
diversidade genética era aproximadamente o dobro da diversidade verificada
em C. arabica. Embora representando apenas uma pequena proporcao da
diversidade genética disponivel em C. canephora, o Hibrido de Timor constitui
uma consideravel fonte de diversidade genética para o melhoramento de
arabica. Analise de parentesco genético entre gendétipos derivados do Hibrido
de Timor sugeriu que a introgressdo n&o foi restrita a substituicdo
cromossbmica, mas também envolveu recombinagcdes cromossOmicas
(LASHERMES et al., 2000b).

2.1.3. Genética e melhoramento

O modelo de classificagdo das espécies, proposto por HARLAN e De
WET (1971), e aplicado & espécies de Coffea, indicou grande potencial para o
melhoramento de C. arabica concentrado na reserva génica secundaria, ou
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seja, aquela encontrada em espécies afins. Dessa reserva, C. canephora, C.
congensis, C. racemosa e C. dewevrei, vém sendo exploradas como
importantes fontes de resisténcia a pragas e doencas e a condicées ambientais
adversas (CARVALHO et al., 1984). Para que o aproveitamento das espécies
silvestres seja mais eficiente, é essencial que se realizem pesquisas mais
detalhadas sobre as relagbes filogenéticas entre as espécies de Coffea e
géneros afins (CARVALHO et al., 1991).

KRUG e CARVALHO (1951) relataram que, durante 18 anos, cerca de
30 mutantes de C. arabica foram analisados. A maioria € originaria da mutacao
de um ou mais genes. Em C. arabica é conhecido um maior numero de
mutantes do que em C. canephora. Isso pode ser devido ao fato de C.
canephora ser auto-estéril, possuir polinizagcdo cruzada e, freqientemente, ser
reproduzida por estaquia, enquanto C. arabica € autofértil e propagada por
sementes. As chances de encontrar novos mutantes recessivos sdo maiores
em C. arabicaque em C. canephora.

As bases genéticas das principais diferencas existentes entre as
diferentes variedades de Coffea arabica, em relacdo acultivar Arabica, foram
determinadas no Instituto Agronémico de Campinas, durante cinqiienta anos de
pesquisa. Verificou-se que, embora a herangca seja simples, o efeito
pleiotrépico de certos genes €, muitas vezes, bastante acentuado. Outros
genes possuem efeito bem especifico, como é o caso do gene responsavel
pela cor do endosperma (cera) e o gene responsavel pelo angulo de insercao
dos ramos plagiotrépicos (erecta). Quatro genes que controlam o comprimento
do internédio e, consequentemente, a altura das plantas Caturra (Ct), Sao
Bernardo (Sb), Vila Lobos (VI) e San Ramon (Sr), apresentam dominancia
completa. Alguns genes analisados mostraram-se Uteis a investiga¢des béasicas
no cafeeiro, como o gene cera que foi utilizado como marcador genético para
avaliar a taxa de fecundagdo cruzada natural em ardbica. Outros genes
apresentam vantagens no melhoramento, pelo fato de contribuirem para
melhoria da produgcdo (gene tt do Bourbon), influir na precocidade de
maturagdo (gene xanthocarpa), modificar o angulo de insercdo dos ramos
plagiotrépicos (gene Er) e reduzir a altura das plantas sem prejudicar a
capacidade produtiva, facilitando tanto a colheita manual como a mecénica

(gene Ct). O conhecimento desses genes, de seus efeitos nas plantas, de
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interacbes com outros genes e tipo de heranga contribuiram para aumentar o
conhecimento sobre o cafeeiro do ponto de vista cientifico e orientou o
melhoramento de uma forma pratica e objetiva. Até o inicio da década de 90,
foram caracterizados cerca de 50 marcadores genéticos morfoldgicos do
cafeeiro (CARVALHO et al., 1991).

C. arabica é um dos poucos exemplos de planta perene, em que 0s
métodos comuns de melhoramento para culturas dipléides autdégamas foram
aplicados com sucesso. As variedades resultantes foram suficientemente
homogéneas para permitir propagacdo via semente, e praticamente todo
arabica plantado no mundo é estabelecido a partir de sementes. As novas
demandas para resisténcia a doengas, maior rendimento e melhoria de
qualidade, bem como a alteracdo na arquitetura da planta (crescimento
compacto), exige dos melhoristas programas complexos de cruzamentos e
retrocruzamentos, envolvendo a recombinacdo de muitos caracteres (van der
VOSSEN, 1985).

Selecdo individual de plantas seguida por avaliagdo de progénies,
hibridacdo e selecdo pedigree sdao os métodos mais empregados. Para a
transferéncia de genes controladores de caracteres especificos (internddios
curtos e resisténcia a pragas e doencgas), presentes em outras cultivares ou
espécies proximas, o retrocruzamento € utilizado. Em arabica, o rendimento €
altamente afetado pelo ambiente e, assim, a melhor avaliagdo de gendétipos
elite é feita em testes replicados de progénies, em multiplos locais e durante
varias estagdes de crescimento. O cafeeiro tem um longo ciclo de vida e a vida
econdmica da cultura deve ultrapassar 20 anos. Assim, ndo é surpresa que, em
progénies selecionadas, o vigor vegetativo seja altamente correlacionado com
o rendimento. Com base nestes principios, foram desenvolvidas cultivares de
C. arabica com potencial produtivo, em média, 300% superior a cultivar
Arabica, a primeira cultivar de café plantada no Brasil e também conhecida
como Tipica ou Nacional. Duas diferengas basicas sdo observadas entre as
cultivares atuais e a cultivar Arabica, sendo a primeira o vigor vegetativo, e a
segunda o componente béasico do rendimento (numero de flores por
inflorescéncia e o numero de inflorescéncias por axila foliar). Outros aspectos
que devem ser considerados em um programa de melhoramento, além do

rendimento total, sdo a densidade de sementes, a porcentagem de sementes
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anormais e relacdo entre café beneficiado e café em coco (MEDINA-FILHO et
al., 1984).

Atualmente, os programas de melhoramento estdo voltados para o
desenvolvimento de materiais que combinem alto rendimento com resisténcia a
estresses bidtico e abidtico e boa qualidade de bebida. Entre os estresses
bidticos, os que mais chamam a atencdo dos melhoristas sdo: a ferrugem
alaranjada causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., a coffee berry
disease (CBD) causada pelo fungo Colletotrichum kahawae, as lesbes foliares
causadas por larvas do inseto Leucoptera coffeella e danos provocados por
nematoéides de varias espécies. No caso dos estresses abibdticos, o que mais
preocupa € o dano causado pela geada e baixas temperaturas (MEDINA-
FILHO et al., 1984).

Métodos efetivos de selecdo para resisténcia a doencas séao
disponiveis, e a duracdo de programas de melhoramento objetivando ao
desenvolvimento de variedades resistentes depende da eficiéncia de selegcéao
para alto rendimento e boa qualidade do produto. Isso é mais critico, em paises
onde tradicionalmente sdo produzidos cafés de qualidade superior. Correlacdes
fenotipicas significativas observadas entre o rendimento dos 2-3 primeiros anos
e a producdo acumulada de 56 anos, e entre parametros de crescimento e
rendimento para ardbica e robusta, indicaram possibilidades de selecao
antecipada para potencial de rendimento (van der VOSSEN, 1985).

A produtividade de café beneficiado tem alta correlacdo genotipica com
o vigor vegetativo (0,905) e seca de ponteiros (-0,862). Portanto, estas
caracteristicas podem ser utilizadas com seguranca para avaliacédo indireta do
potencial produtivo do cafeeiro (SEVERINO et al., 2000).

Outro tipo de metodologia, que pode acelerar o melhoramento do
cafeeiro, € a propagacao clonal de gendtipos superiores via embriogénese
somatica (SANTOS et al.,, 2000), aproveitando inclusive os beneficios de
hibridos Fi (heterose para rendimento e melhor estabilidade rendimento)
(SRINIVASAN e VISHVESHWARA, 1978; van der VOSSEN, 1985; FONTES et
al., 2000).
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2.1.4. Resisténcia a Hemileia vastatrix

As interacbes Coffea-Hemileia vastatrix sao caracterizadas,
principalmente, pelas expressbes fenotipicas de incompatibilidade (imunidade
ou hipersensibilidade) e de compatibilidade com a formacédo de grandes
pustulas com esporulacdo abundante (congenialidade), ocorrendo, também,
expressOes intermediarias de resisténcia (manchas cloréticas com poucos
uredosporos e pustulas de tamanho pequeno a médio).

Em C. arabica, quatro genes dominantes, Sy1,2,4,5, simples ou
associados, condicionam o espectro de resisténcia dos grupos fisiolégicos de
café a, v, E, I, C, D, J, L, W a algumas racas fisiolégicas de H. vastatrix
(NORONHA-WAGNER e BETTENCOURT, 1967; BETTENCOURT e
NORONHA-WAGNER, 1971). Existem algumas indicagdes de que o gene Si4,
em condi¢cdes de baixa intensidade de luz, exibe dominéncia incompleta,
demonstrando que a resisténcia incompleta pode ser governada pela relagao
gene a gene (ESKES, 1983a).

As variedades Tipica, Bourbon, Caturra, Catuai, Mundo Novo, etc.
(grupo E) possuem o gene Sp5 e Kent's (grupo D) os genes Si2,5. Populacdes
da Etiépia presentes em todos 0s grupos acima carregam quatro genes
maiores, simples ou em associagdo. Esses genes sao superados, total ou
parcialmente, por racas com diferentes combinag¢des de genes de viruléncia v1,
v2, v4 e v5. A anadlise das interagdes hospedeiro-patdgeno permitiu reconhecer
a validade da teoria gene a gene (FLOR, 1955) para o complexo Coffea-
Hemileia vastatrix e, assim, inferir nos provaveis genétipos das racas
fisiolégicas estudadas do fungo (NORONHA-WAGNER e BETTENCOURT,
1967; BETTENCOURT e NORONHA-WAGNER, 1971). Entretanto, como nao
se conhecem todos os estadios do ciclo sexuado de H. vastatrix, a existéncia
desses genotipos para a viruléncia nao pbde, até agora, ser confirmada.

Os genes Sp2,3 correspondem a dois genes previstos por MAYNE
(1936) ao estudar, na india, as diferentes interacdes de selecdes de C. ardbica
e de segregantes tetrapdides de hibridos C. arabica x C. liberica com as racas
fisiologicas do fungo ali prevalecentes. Como o gene SH3 se encontra-se
apenas nos cafeeiros pertencentes a Selegdes Indianas desta origem

interespecifica, é provavel que provenha do genitor C. liberica (NORONHA-
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WAGNER e BETTENCOURT, 1967). Os genes Sy2,3 estdo associados ao
gene Sp5, condicionando os espectros de resisténcia dos grupos G (Sn3,5) e H
(SH2,3,5). Esses genes sao anulados, total ou parcialmente, pelas racas de
ferrugem com diferentes combinacdes de viruléncia v2, v3 e v5 (RODRIGUES
etal., 1975).

O Hibrido Timor foi estudado a partir de 1955 no Centro de
Investigacdes da Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Oeiras, Portugal. Através
da avaliagdo de duas plantas (CIFC 832/1 e 832/2) de fendtipo semelhante ao
do ardbica, originadas de sementes recebidas diretamente da Sociedade
Agricola Pétria e Trabalho em Timor, foi verificada resisténcia a todas as racas
de Hemileia vastatrix. A partir de 1960, clones e progénies do Hibrido de Timor
foram distribuidas pelo CIFC, diretamente ou através da Estagdo de
Quarentena dos Estados Unidos, para todas as estacdes experimentais dos
paises produtores de café. Admite-se, com base em informacdes colhidas na
ilha de Timor, que a populagdo do Hibrido de Timor, em sua maioria, tenha se
formado a partir de sementes de uma Unica planta existente em planta¢do de
arabica, estabelecida em 1917/18, nessa mesma ilha, a uma altitude de 800
metros. As observacdes feitas pela Missdao de Estudos Agrondémicos do
Ultramar (MEAU), em Timor, e as segregacdes de fendtipo proximo do robusta,
gue ocorrem por vezes, nas progénies de Hibrido de Timor, em estudo no CIFC
e nas estacdes experimentais, parecem confirmar a hipdtese desse cultivar ter
resultado de um cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, em que,
provavelmente, um gameta n&o-reduzido de robusta tenha combinado com
outro normal de arabica. De fato, encontram-se cafeeiros do Hibrido Timor
autoférteis e em condigao tetrapléides (2n=44), ao lado de plantas aneupléides
com numero variavel de cromossomos. Sua origem hibrida interespecifica é,
também, denunciada pelo elevado numero de graos ‘moca’ que algumas
plantas produzem. O fato de, em Timor, ser comum deixar nos viveiros, lado a
lado, cafeeiros arabica e robusta ja muito desenvolvidos e em frutificacéo,
certamente facilitou o aparecimento de hibridos entre ambas as espécies, uma
vez que as sementes ali obtidas sdo aproveitadas para a formacdo de novos
viveiros. Em 1955, o CIFC recebeu sementes que foram registradas como
CIFC 832, sendo as plantas 832/1 e 832/2 oriundas dessa introdu¢do. Em
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1960, um novo Ilote de sementes foi registrado como CIFC 1343
(BETTENCOURT, 1973).

A populagdo derivada do Hibrido de Timor possui cinco genes
dominantes, $45,6,7,8,9, condicionando, sozinhos ou associados, espectros de
resisténcia dos grupos R, 1, 2 e 3. Os genes Sy6 a SH9 sao provenientes de C.
canephora, um dos pais de Hibrido de Timor. Estes genes sé&o superados, total
ou parcialmente, pelas racas de ferrugem com diferentes combinacdes dos
genes v5, v6, v7, v8 e v9 (BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988). A
dominancia do gene S$6 (grupo R) foi demonstrada pelo cruzamento do clone
1343/269 (Hibrido de Timor) - grupo R - com o clone 849/1 (Matari) - grupo B -
dando origem a plantas exclusivamente do grupo R, sendo que na geragao F2
houve segregacdo tipica de um gene 3R:13 (BETTENCOURT et al., 1980).

Na populacao Icatu, também foi obtida informacao sobre a provavel
existéncia de oligogenes condicionando resisténcia completa ou incompleta a
algumas racas. A progénie autofecundada de H4782-10-225 inoculada com a
raca Il, mostrou taxa de segregacdo Mendeliana. Em muitas outras progénies,
foram identificados grupos distintos de plantas resistentes e suscetiveis, em
taxas que indicariam a presenca de um ou poucos genes, principalmente com
dominancia incompleta. Quando esses genes estiverem em homozigose ou
juntos, podem conferir resisténcia completa. E provavel que alguns desses
genes sejam idénticos aos genes maiores SH6 a SH9, detectados no
germoplasma de Hibrido de Timor ( ESKES et al., 1990).

O café Icatu originou-se do cruzamento do hapléide duplicado de C.
arabica, portanto, com 2n=44 cromossomos € homozigoto, com C. canephora
duplicado, também com 2n= 44 cromossomos, seguido de retrocruzamentos
com plantas selecionadas de C. arabica. As plantas oriundas desses
retrocruzamentos foi dada a denominacao de café Icatu (BOAVENTURA e
CRUZ, 1987; CARVALHO, 1982; CARVALHO, 1988).

Além dos genes Sy ja identificados pelo CIFC, um ou mais genes de
efeito maior, que ainda nao perderam a resisténcia completa, podem estar
presentes nos gendtipos do grupo A da populagéo Hibrido de Timor e Icatu
(BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988).

Os estudos genéticos, realizados no CIFC, basearam-se na analise

qualitativa das expressdes bem definidas de resisténcia completa (imunidade
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ou hipersensibilidade) e susceptibilidade. Existe, agora, maior interesse no
desenvolvimento de estudos com uma analise quantitativa de resisténcia
incompleta, usando, em adicao ao tipo de reagéo, outros parametros tais como
a freqliéncia de infeccéao, o periodo latente e produgéo de uredosporos.

Nos ultimos vinte anos, tem sido dada atencdo para a avaliacao da
resisténcia incompleta (RI) a H. vastatrix em C. arabica, C. canephora (Conilon)
e alguns hibridos interespecificos tais como Icatu e Catimor. Os resultados até
agora obtidos indicam a existéncia deste tipo de resisténcia, sendo que seu
controle genético parece ser oligogénico em alguns casos e poligénico em
outros (BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988).

Em C. arabica, a nao retencao de folhas com pustulas, pelos cultivares
Mundo Novo e Catuai Amarelo, caracteriza um tipo incomum de resisténcia
horizontal, em que a taxa de desenvolvimento da doenca néo é alterada e o
inicio da epidemia é retardado. Isto fica evidente, quando comparado com o
cultivar Harar, que apresenta uma grande capacidade de reter folhas com
pustulas (RIBEIRO et al., 1981). Variacdo para Rl em C. arabica a H. vastatrix
também foi investigada por ESKES e CARVALHO (1983). Esses
pesquisadores concluiram que existe correlacdo positiva entre rendimento e
nivel da doenca no campo, e que a variacdo genética para Rl entre cultivares
de C. arabica é relativamente pequena, sendo o0s resultados inconsistentes
entre os testes de resisténcia. Além do grupo E (Su5), outros grupos como C
(Su1,5) e D (SH2,5) também tém sido pesquisados com o objetivo de verificar o
grau de resisténcia residual, quando os genes de efeito maior sdo superados
pelas racas de viruléncia. E interessante notar que, em relagdo ao gene S2,
0s pesquisadores sdao unanimes em afirmar que este ndo apresenta efeito
residual; entretanto, em relacdo a S41, ha discordancia sobre a presenca ou
nao de efeito residual (BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988).

A pesquisa sobre RH em C. canephora tem focalizado a cultivar
Conilon, com indicacdao da ocorréncia de resisténcia raca especifica em varios
graus. Alguns genotipos parecem ter resisténcia monogénica dominante, mas
existe indicacdo da presenca de genes de efeito menores. Os componentes de
resisténcia correlacionam-se com o tipo de reagdo, sendo esta caracteristica
importante em estudos de resisténcia incompleta, pois, pode fornecer indicios
sobre possiveis mecanismos de resisténcia. A Rl a H. vastatrix em Conilon
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varia de acordo com a idade da folha e com a intensidade de luz, indicando
que, provavelmente, genes de efeito menores dependentes de condicbes
ambientais estejam presentes. Genes de efeito menores que séo influenciados
por fatores da planta e do ambiente ndo sdo continuamente operantes no
processo de resisténcia. Assim, a pressdo de selecdo para viruléncia
aumentada no patégeno nao é continua. Mutantes para viruléncia podem,
inicialmente, ter menor adaptagdo. Se a pressao de sele¢cdo nédo € constante,
tais mutantes séo, provavelmente, menos competitivos que outros gendtipos de
ferrugem. Desta maneira, a influéncia de fatores da planta e do ambiente na
resisténcia, como ocorre em Conilon, pode aumentar a durabilidade da
resisténcia (ESKES, 1983b).

Os hibridos interespecificos mais estudados para resisténcia a
ferrugem s&o derivados de cruzamentos, produzidos naturalmente ou
artificialmente, entre C. canephora e C. arabica, conhecidos como Catimor e
Icatu. Rl em Icatu é caracterizada, principalmente, pelo grau de
heterogeneidade de tipo de reagdo. Tipo de reagdo heterogénea tem sido
relacionada a genes maiores especificos, e a expressao desses genes pode
ser influenciada pela temperatura, intensidade de luz e, ou estaddio de
desenvolvimento da planta. Desta maneira, o tipo de reacdo heterogénea a
ferrugem do cafeeiro, em Icatu, deve estar relacionado com genes de raca
especifica que possuem uma expressdao instavel. Plantas com niveis
intermediarios de resisténcia mostram heterogeneidade de tipos de reagédo na
mesma planta e na mesma folha, quando inoculadas com culturas puras de H.
vastatrix, fato este que tem dificultado a classificacdo de Icatu em grupos
fisiolégicos de resisténcia (ESKES e COSTA, 1983). Estudos de heranca em
gendtipos de Icatu com niveis variaveis de resisténcia incompleta,
autopolinizados e, ou cruzados com Catuai, mostraram uma distribuicdo
bimodal para o tipo de reagdo, indicando heranca mono ou oligogénica
(BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988); entretanto, é possivel que resisténcia
incompleta, herdada poligenicamente, esteja presente em Icatu. Contudo, sera
extremamente dificil separar tal resisténcia da resisténcia incompleta
monogénica, a nao ser que sejam realizados estudos precisos sobre heranga
(ESKES e COSTA, 1983).
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Em contraste ao Icatu, Catimor esta bem definido nos grupos
fisiologicos A, 1, 2, 3, R de resisténcia vertical (RODRIGUES et al., 1975). Mas,
vale lembrar que estudos feitos por FONSECA (1979) e por ALMEIDA (1980)
constataram diferentes niveis de resisténcia horizontal nos gendtipos
segregantes para suscetibilidade. Observagdes a nivel de campo, na india,
com geracdes avancadas de Catimor, realizadas pelo CIFC, mostraram que
algumas plantas que ficaram infectadas apresentaram apenas niveis muito
moderados de doenca (BETTENCOURT e RODRIGUES, 1988).

Plantas derivadas do germoplasma de HT, com escores baixos para
tipo de reagdo (1 ou 2 na escala de 0 a 9) provavelmente possuem maior
nuamero e dose de genes que as plantas com escores maiores (3 a 4). Uma
conclusdo similar foi obtida a partir de estudos de genes maiores, que
conferem resisténcia a ferrugem em genoétipos de Icatu (ESKES e LEVY,
1987). Devido a esta aparente aditividade entre genes de resisténcia, a selecao
fenotipica para baixos tipos de reacdo a ferrugem, em derivados do HT e
gendtipos de Icatu, pode favorecer o acumulo desses genes. A combinagéo de
diversos genes em um genotipo, provavelmente, conduzira a resisténcia

duravel aferrugem do cafeeiro (ESKES et al., 1990).

2.2. Marcadores genéticos

Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas que possibilitem a
diferenciacdo entre individuos e que sejam reproduzidos na descendéncia.
Caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas ou moleculares podem ser usadas
como marcadores genéticos. Os primeiros marcadores utilizados em plantas
foram os marcadores morfologicos, determinados por mutagcdées simples em um
gene especifico. Embora sejam de facil monitoramento, possuem limitacdes,
tais como numero restrito de marcadores disponiveis, auséncia de ligagdo com
caracteristica de importancia econbémica, influéncia do ambiente e efeitos
deletérios das mutacoes.

Mais recentemente, um outro tipo de marcador genético comecgou a ser
utilizado, as isoenzimas (HEIDRICH-SOBRINHO, 1982). Por serem produtos
diretos da expressdo de genes, podem ser identificados em qualquer fase da
planta e nao interferem com o0 processo biologico que se deseja estudar
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(ROBINSON, 1998). Entretanto, possuem a desvantagem de evidenciar
namero limitado de polimorfismos entre gendétipos proximos, especialmente
entre gendtipos de Coffea arabical.. (OROZCO-CASTILLO et al., 1994).

2.2.1. Marcadores moleculares

Com o advento da biologia molecular, varios marcadores genéticos
baseados na analise direta do DNA foram desenvolvidos, e com a vantagem de
serem potencialmente ilimitados em numero. A utilidade desses marcadores de
DNA é determinada, em grande, parte pela tecnologia empregada para revelar
os polimorfismos. O primeiro e mais amplamente utilizado foi RFLP (Restriction
Fragment Length polymorphisms), primeiramente utilizado para mapeamento
(BOTSTEIN et al., 1980). A técnica do RFLP é baseada na digestdo do DNA
gendmico com enzimas de restricdo, na separacao dos fragmentos em gel de
agarose e na transferéncia destes para membranas de nitrocelulose, onde sé@o
hibridizados com sondas de DNA. As sondas sédo marcadas com nucleotideos
radioativos ou quimioluminescentes, e, apds a hibridizagdo, sdo expostas a um
filme de raio-X e submetidas ao processo de revelagdo. Os fragmentos serdo
detectados, se possuirem regidao de homologia asonda. Os marcadores RFLP
apresentam heranca codominante, sendo possivel a identificagdo de individuos
homozigotos e heterozigotos na populagdo. Outra importante vantagem dos
RFLPs é o fato de representarem locos Unicos em cada genoma, e
possibilitarem a utilizacdo de sondas heterdlogas, permitindo o mapeamento
comparativo entre espécies relacionadas. Uma grande limitacdo do RFLP é a
inexisténcia de bibliotecas de sondas para espécies pouco estudadas. Outra
limitagdo é sua complexidade técnica, o que requer laboratérios bem equipados
e mao-de-obra altamente especializada.

Novos marcadores genéticos baseados na amplificagcdo seletiva do
DNA tornaram-se possiveis gracas atecnologia da reacdo em cadeia da DNA
polimerase - PCR (MULLIS e FALOONA, 1987). Um desses marcadores foi
desenvolvido por Williams et al. (1990), sendo chamado RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA). O RAPD é uma variagao da técnica de PCR, e
detecta polimorfismos em seqiéncias de nucleotideos baseados na
amplificagdo de segmentos de DNA de até 2000 pb, distribuidos ao acaso no
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genoma. Como iniciadores (primer), sao utilizados decameros de nucleotideos
de sequéncia arbitraria, ndo sendo necessario 0 conhecimento prévio da
seqiéncia de DNA a ser amplificada. Duas outras vantagens desses
marcadores sao a automatizacao do processo e a pequena quantidade de DNA
requerida. Os polimorfismos revelados pela técnica RAPD sao oriundos de
mutacdes de ponto, ou delegdes no sitio de pareamento do primer ou inser¢cdes
entre os sitios de pareamento. Tais polimorfismos baseiam-se na presenga ou
auséncia do fragmento amplificado de DNA, sendo considerados marcadores
dominantes e, por isso nao distinguem locos em estado heterozigoto,
constituindo uma desvantagem do método (CARLSON et al., 1991). Uma outra
desvantagem é que o RAPD pode gerar padrdes de bandas variaveis, que nao
sédo devidos avariagdo genética, sendo chamados artefatos. Estes artefatos
contribuem para a nao reprodutibilidade e perda de confiabilidade do método,
em estudos genéticos. A concentracdo e pureza do DNA, concentracao de
Mg™ e controle térmico do termociclador sdo as principais fontes de artefatos
relatados em RAPD. Um alto nivel ce padronizacdo e controle € necessério
para que os produtos gerados pelo RAPD sejam reprodutiveis, marcados com
confianga e resolvidos consistentemente entre reagcdes amplificadas
separadamente (ELLSWORTH et al., 1993).

Os marcadores microssatélites também sado marcadores que se
baseiam em amplificagbes de PCR. Esses marcadores sdo denominados
repeticobes de sequéncias Unicas (SSR - simple sequence repeats) e
amplificam repeticbes de di-, tri-, tetra-, ou penta-nucleotideos. Tendo
disponiveis os primers de microssatélites, sdo de utilizagdo mais rapida, mais
econdmicos e requerem menos trabalho do que a utilizacdo de marcadores
RFLPs (DENNY el al, 1996). Sdo também codominantes e altamente
reprodutiveis.

O AFLP é uma classe recente de marcadores, que alia a especificidade
dos sitios de restricdo do RFLP & facilidades da amplificacdo da PCR,
apresentando-se como uma ferramenta util na caracterizagdo de genomas e no
mapeamento genético (VOS et al, 1995). Em espécies com bastante
variabilidade, pode-se obter grande numero de marcadores com apenas um
par de primers. O polimorfismo gerado por esta técnica é preferencialmente
dominante.
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2.3. Mapas de ligacao

O mapeamento gendmico de uma espécie consiste na producao de um
conjunto ordenado de informacdes sobre as seqiéncias de DNA que cobrem
todo o genoma. Os mapas, assim gerados, podem ser classificados em trés
tipos, isto é, genético, citogenético e fisico. Os mapas citogenéticos
representam a aparéncia de um cromossomo, quando examinado ao
microscopio. Particularmente importante é a aparéncia de regides de coloracao
diferencial (bandas), cada uma contendo milhares de pares de bases, de tal
modo que cada cromossomo tem um aparéncia unica. Tais mapas sao de
baixa resolucdo, mas servem para a importante funcdao de ajudar a identificar
cromossomos especificos e regides cromossémicas. Recentemente, tornou-se
possivel localizar segmentos de interesse do DNA em regiées cromossémicas
num mapa citogenético, usando-se métodos de microscopia fluorescente
(GREEN e WATERSTON, 1993).

Os mapas fisicos consistem de pontos de referéncia ordenados com
distancias conhecidas entre um e outro. Varios tipos de pontos de referéncia
sdo usados na construcao de mapas fisicos do DNA. Um deles € o local de
restricdo, identificando as localizagdes relativas dos sitios para as enzimas de
restricdo dentro de clones individuais, sendo que o padrao de tais sitios pode
ser usado para estabelecer a relacdo de sobreposigao entre os clones. Um
outro tipo de referéncia sdao os STS (sequence tagged site), definidos como
pequenas extensbes de seqiéncias de DNA, que podem ser detectadas
especificamente por um ensaio de PCR (GREEN e WATERSTON, 1993).

Os mapas genéticos, também conhecidos como mapas de ligacao,
refletem a localizacdo relativa de marcadores genéticos (em oposicdo aos
fisicos) dentro de um intervalo do DNA. Esses mapas tém um significado mais
abstrato do que os mapas fisicos ou citogenéticos, visto que o espagcamento
entre os marcadores € baseado em padroes de heranga ao invés de distancias
fisicas (GREEN e WATERSTON, 1993).

Os marcadores usados no mapeamento genético sdo derivados de
diferencas implicitas na seqiiéncia de DNA entre individuos. Eles permitem que
segmentos dos dois cromossomos homélogos sejam distinguidos e seguidos
de uma geracdo para a proxima. O processo de construcdo de mapas
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genéticos envolve o estabelecimento da relagdo entre diferentes marcadores a
medida que eles prosseguem através da meiose. Se dois conjuntos de
marcadores estao presentes em cromossomos diferentes, eles distribuem ao
acaso na meiose, e, portanto na proxima geracdo. Se, entretanto, o0s
marcadores estdo presentes no mesmo cromossomo, eles sdo herdados
juntos, exceto quando ocorre recombinacdo durante a meiose. Quanto mais
perto os dois marcadores estiverem um do outro noO Cromossomo, Menos
provavel sera a ocorréncia do evento de recombinagéo entre eles. Medindo-se
a freqiéncia de eventos de recombinacao, é possivel estimar a distancia
genética entre os marcadores e sua ordem relativa, permitindo, assim a
construcao de mapas genéticos.

Por meio do mapa genético, € possivel representar a ordem e a
distancia relativa entre os locos nos grupos de ligacdo. A distancia genética é
medida em termos de freqiiéncia de recombinacdo entre marcadores, que é
transformada em distdncia de mapa (centiMorgans) por meio de algoritmos
apropriados. As férmulas mais comumente utilizadas no mapeamento séo as
de Haldane e de Kosambi, sendo que a ultima considera a interferéncia parcial
entre permutas genéticas adjacentes. A freqiiéncia de recombinacao é variavel
entre diferentes regides do cromossomo, entre tipos de cromossomos € entre
espécies. Assim, mapas genéticos e fisicos fornecem informagdes diferentes
sobre o DNA. Os dois mapas sao colineares em relagdo a ordem dos
marcadores; entretanto, nao existe relacdo simples entre frequéncias de
recombinacgao (distancias genéticas) e distancias fisicas.

Uma das aplicagcbes mais importantes da tecnologia de marcadores
moleculares, no melhoramento de plantas, é a geracdo de mapas genéticos,
que podem ser usados para determinar a localizacdo de genes responsaveis
por caracteres simples e complexos. Para o caso de caracteres de heranca
simples, a identificacgdo de marcadores ligados a genes, que conferem
resisténcia a patdogenos, permite monitorar e acelerar a introgressdo desses
genes em cultivares comerciais, além de possibilitar a piramidacdo de genes
em uma unica cultivar. Marcadores ligados a genes de interesse também
podem fornecer um ponto de partida para a clonagem de genes baseada em
mapa (Map-Based Cloning). Por outro lado, a grande maioria dos caracteres de
importancia econdémica esta sob controle genético complexo, envolve a acao
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de varios genes, e é altamente influenciada pelas condicées ambientais, sendo
de dificil manipulacdo e compreensdo. Esses locos sdo denominados locos
controladores de caracteres quantitativos (QTLs - Quantitaive Trait Loci)
(GELDERMANN, 1975), sendo que, para a maioria desses caracteres, existem
poucas informacdes sobre o numero, posicdo cromossémica, magnitude do
efeito e interagdes entre os locos que controlam sua expressdo. Com o uso de
mapas genéticos e técnicas de mapeamento de QTLs, é possivel obter tais
informagdes. A disponibilidade de varios tipos de marcadores (morfologicos,
bioguimicos e moleculares), aliada ao surgimento de pacotes computacionais e
metodologias estatisticas apropriadas, tem permitido a constru¢cdo de mapas
genéticos saturados para um grande numero de espécies de plantas
(TANKSLEY et al. 1992; CAUSSE et al. 1994; REINISCH et al. 1994; BECKER
et al., 1995; PLOMION et al., 1995; BORNER e KORZUN, 1998; JOOBEUR et
al. 1998; SPADA et al. 1998 e VUYLSTEKE et al., 1999).

Complicagbes advindas da poliploidia podem dificultar 0 mapeamento
genético de espécies poliploides. Essas dificuldades incluem o grande nimero
de grupos de ligacao, a deteccao de locos multiplos por um Unico marcador e
comigracdo de fragmentos de diferentes locos que podem impedir a
interpretacédo de relagées alélicas e analises genéticas (O’'DONOUGHUE et al.,
1995).

Um mapa parcial de ligacao génica, para a espécie dipléide Coffea
canephora foi construido utilizando-se populacdo de duplos hapléides (DH)
(PAILLARD et al., 1996). Foram utilizados 100 marcadores RAPD e 47
marcadores RFLP, que mapearam 15 grupos de ligacao cobrindo 1402 cM. Foi
detectado baixo nivel de polimorfismo (18% RFLP e 29% RAPD), sendo que
81% marcadores RAPD e 85% marcadores RFLP segregaram 1:1. O cafeeiro
tem diversos fatores que dificultam estudos genéticos, tais como o baixo nivel
de polimorfismo (PAILLARD et al., 1993) e complicacbes inerentes a
poliploidia. No caso das espécies dipléides de Coffea, que se reproduzem
exclusivamente por fecundacdo cruzada, a dificuldade estd na obtencao de
populacbes segregantes derivadas de cruzamentos controlados (PAILLARD et
al., 1996).

Um outro mapa parcial de ligacdo génica para Coffea sp foi obtido, a
partir de 62 plantas RC+ oriundas do cruzamento entre C. pseudozanguebariae
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e C. liberica var. dewevrei, sendo o ultimo utilizado como genitor recorrente.
Foram mapeados 14 grupos de ligacdo, em que 167 marcadores AFLP e 13
marcadores RFLP cobriram 1144 cM. Foram observadas distorcoes de
segregacao em 30% dos locos, principalmente 3:1 e 1:3 (KY et al., 2000).
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DISTANCIAS GENETICAS ENTRE ACESSOS DO SUBGENERO Coffea
AVALIADAS POR MARCADORES RAPD

RESUMO

A diversidade genética de cultivares de Coffea arabica L. é
relativamente pequena e sua ampliacdo é importante para o futuro do
melhoramento do cafeeiro. Assim, informacdes sobre distancias genéticas
entre acessos de um banco de germoplasma, baseadas em marcadores
moleculares, sdo Uteis na avaliacdo da diversidade presente. Cinquenta e dois
primers arbitrarios foram utilizados para avaliar a reprodutibilidade e influéncia
do nimero de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) na
estimacado de distancias genéticas entre 40 acessos do género Coffea do
banco de germoplasma da UFV/EPAMIG (incluindo 4 espécies diferentes). A
técnica RAPD mostrou-se adequada para a estimagédo de distancias genéticas
entre acessos de Coffea, sendo satisfatério o nivel de reprodutibilidade
(76,88%), considerando-se duas avaliacbes sucessivas. O numero de locos,
considerado neste estudo, nao influenciou a formacao dos grupos principais,

mas influenciou a ordenacgao dos acessos dentro dos subgrupos.

Palavras indexadas: café, Coffea, marcadores RAPD, reprodutibilidade,
distancia genética, diversidade genética.
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1. INTRODUCAO

O subgénero Coffea compreende cerca de 100 espécies distribuidas
em diferentes se¢6es. Das espécies cultivadas, Coffea arabica L. (café arabica)
e Coffea canephora Pierre et Froenher (café robusta) sdo as de maior
importancia econémica, embora outras espécies tenham uma valiosa reserva
de genes para diferentes propostas do melhoramento genético. Na producao
mundial, Coffea arabica contribui com aproximadamente 70% por estar
associada com produto de qualidade superior.

Pesquisas na area do melhoramento genético do cafeeiro, realizadas
no Brasil, resultaram na obtencédo de cultivares com potencial produtivo 300%
superior ao das cultivares tradicionais. Entretanto, evidéncias histéricas indicam
que as populacdes basicas para as sele¢cdes das cultivares atuais originaram
de poucas plantas introduzidas, oriundas do Yemen. A ampliacdo da
diversidade genética tornou-se importante na promocdao do melhoramento
desta cultura (Medina-Filho et al.,, 1984). Informacdes sobre distancias
genéticas, entre acessos de um banco de germoplasma, sdo Uteis para
identificagéo da diversidade genética.

Durante muitos anos, melhoristas contaram com marcadores
fenotipicos para analisar a diversidade genética. Entretanto, tais marcadores
possuem limitagdes, incluindo a influéncia do ambiente e o numero restrito de
descritores. Mais recentemente, marcadores moleculares bioquimicos, tais
como as isoenzimas, tém sido usados com este propédsito, apesar de terem a

desvantagem do limitado numero de marcadores disponiveis. Isto é
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particularmente importante para espécies cultivadas com estreita base
genética. Em café, isoenzimas tém-se mostrado ineficientes no estudo de
diversidade genética (Berthou e Trouslot, 1977).

Com o advento da biologia molecular, varios marcadores genéticos
baseados na analise direta do DNA foram desenvolvidos, com a vantagem de
serem potencialmente ilimitados em nudmero. Montagnon and Bouharmont
(1996) analisaram a diversidade fenotipica entre 148 acessos de Coffea
arabica, com base em 18 marcadores morfoldgicos e agronémicos, e relataram
a importancia do uso de marcadores moleculares no estudo da diversidade
desses materiais. A utilidade desses marcadores de DNA é determinada, em
grande parte, pela tecnologia empregada para revelar os polimorfismos. O
primeiro e mais amplamente utilizado foi RFLP (Restriction Fragment Length
polymorphisms) (Botstein et al., 1980), que oferece a vantagem do grande
nimero de marcadores polimoérficos; entretanto, seu uso para estudos de
organizacao de germoplasmas é limitado pelo custo e uso intensivo de mao-de-
obra.

Com o desenvolvimento da tecnologia da reagdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR), véarias técnicas foram desenvolvidas para detectar
polimorfismos de DNA pela amplificagdo de fragmentos especificos de DNA e
separacdo dos fragmentos por eletroforese para visualizagdo dos
polimorfismos. Uma dessas técnicas foi desenvolvida por Williams et al. (1990)
e denominada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Estes marcadores
sdo faceis de serem detectados, pois, ndao requerem informagdes sobre a
sequéncia de DNA a ser amplificada ou a sintese de primers especificos. Duas
outras vantagens consistem na automatizacdo do processo e pequena
quantidade de DNA requerida. Estas vantagens fazem com que os marcadores
RAPD sejam escolhidos para determinacdo de similaridades genéticas
(Thormann e Osborn, 1992). Entretanto, o método RAPD pode gerar padrdes
de bandas variaveis, que nado sao devidos a variagdo genética e que sao
denominados artefatos. Estes artefatos contribuem para a nao reprodutibilidade
e perda de confiabilidade do método, em estudos genéticos. A concentragéao e
pureza do DNA, concentracdo de Mg** e controle térmico do termociclador séo
as principais fontes de artefatos relatados em RAPD. Um alto nivel de
padronizagcdo e controle é necessario para que os produtos gerados pelo
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RAPD sejam reprodutiveis, marcados com confianga e resolvidos,
consistentemente, entre reagdes amplificadas separadamente.

Outros marcadores baseados na PCR, como microsatélites e AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphism), também tém sido utilizados para
andlise de diversidade em culturas como soja (Akkaya et al., 1992), cevada
(Sanchez et al., 1996; Struss e Plieske, 1998), milho (Pejic et al., 1998) e arroz
(Fuentes et al., 1999), inclusive em Coffea (Lashermes et al., 2000).

Este trabalho teve objetivou avaliar a reprodutibilidade e a influéncia do
numero de marcadores RAPD na estimacao de distancias genéticas entre 40
acessos do género Coffea do banco de germoplasma da UFV/EPAMIG,

localizado no campus da Universidade Federal de Vigosa.
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2. MATERIAL E METODOS

Material genético

Na Tabela 1, encontram-se listados os 40 gendtipos do banco de
germoplasma, avaliados quanto a diversidade genética com base em
marcadores RAPD. Uma planta de cada acesso foi utilizada no presente
trabalho.

Extracao de DNA

O DNA foi extraido de folhas jovens, seguindo-se o protocolo
modificado de Doyle e Doyle (1990) com a adicdo de PVP-40 (soluvel) no
tampdo de extracdo. Apb6s a extracdo, o DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro e armazenado a 4°C. Na época da amplificacao, foi diluido
em TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) para uma concentracao final de
10 ng/pl.

Amplificacao de DNA e analise eletroforética dos produtos

O trabalho foi realizado em duas etapas de amplificagdes, sendo que
na primeira etapa foram utilizados 24 primers e na segunda 39 primers. Onze
primers foram comuns & duas etapas de amplificacbes. Os primers (Tabela 2)
séo de 10 bases, da Operon Technologies, sendo que as amplificacées foram
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feitas em termociclador Perkin-EImer 9600 e cada reagcdo contou com um
volume total de 25 ul, contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA
gendmico, 1 unidade de AmpliTag DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2
uM de primer, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris HCI pH 8,3 € 2 mM de MgClL e o
volume final completado com agua ultrapura. Foi utilizado o seguinte programa:
um ciclo para desnaturacdao (95°C por 1 min), 39 ciclos para amplificacao (15
seg a 94°C, 30 seg a 35°C, 60 seg a 72°C) e, para finalizar, 7 min a 72°C. Os
produtos das reacdes de amplificacdo foram separados por eletroforese em
geis de agarose 1,4%, corados com brometo de etidio, visualizados em UV e
fotodocumentados. RAPDs foram registrados como presenca ou auséncia de

bandas. Somente foram consideradas as bandas polimérficas mais nitidas.

Analise dos dados

A planilha de dados foi montada, atribuindo-se valor 1 para a presenca,
e 0 para a auséncia de bandas. Estimativas de similaridades genéticas foram
expressas como coeficientes de similaridades de Jaccard (Jaccard, 1901)
empregando-se a equagédo SG; = al/(a+b+c), em que SG; é a similaridade
genética entre os genodtipos i e j, a € 0 numero de bandas presentes em ambos
i e J, b € o numero de bandas presentes em j e ausentes j, e ¢ € 0 numero de
bandas presentes em j e ausentes em /. A conversao para distancia genética
(DG) foi feita, empregando-se a equagéo DG = 1- SGj. O programa GENES
(Cruz, 1997) foi utilizado para o célculo das distancias genéticas. O
dendrograma, baseado na matriz de distancias genéticas, foi obtido pela
analise de agrupamento do programa STATISTICA, verséo 5.0, usando-se o

método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic average).
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Tabela 1 - Acessos de Coffea utilizados para avaliagdo de distancias genéticas

com marcadores RAPD.

Genotipos

Origem

01. Coffea racemosa

02. Coffea congensis
03. Coffea canephoraT 3755

04. UFV 557-3

05. Hibrido de Timor CIFC 4106

06. Hibrido de Timor CIFC 2234

07. Tipica UFV 2945 (China)

08. Tipica UFV 536 (Portugal)

09. Catuai Vermelho IAC 15

10. Catuai Vermelho IAC 44

11. Catuai Vermelho IAC 99

12. Catuai Vermelho IAC 81

13. Catuai Amarelo IAC 30

14. Catuai Amarelo IAC 86

15. Catuai Amarelo IAC 47

16. Catuai Amarelo IAC 113

17. Mundo Novo IAC 464-18

18. Mundo Novo IAC 515-3

19. Mundo Novo IAC 376-4-32

20. Mundo Novo IAC 388-17-16

21. Mundo Novo IAC 376-4-22

22. Bourbon Amarelo UFV 535
(CENICAFE)

23. Bourbon UFV 2952

24. Bourbon UFV 2946 (China)

25. Bourbon UFV 2947 (China)
26. Caturra Vermelho CIFC 19/1

27. Catimor UFV 395-141 (Fsde CIFC

HW 26/5)
28. Catimor UFV 386-19 (F3 de CIFC
HW 26/5)

Coffea racemosa

Coffea congensis

Coffea canephora

C. racemosa x C. arabica

C. arabica x C. canephora

C. arabica x C. canephora

Coffea arabica

Coffea arabica

C. arabica (Caturra Amarelo x
Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x
Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Caturra Amarelo x

Mundo Novo)

C. arabica (Bourbon Vermelho x
Sumatra)

C. arabica (Bourbon Vermelho x
Sumatra)

C. arabica (Bourbon Vermelho x
Sumatra)

C. arabica (Bourbon Vermelho x
Sumatra)

C. arabica (Bourbon Vermelho x

Sumatra)
Coffea arabica

Coffea arabica
Coffea arabica
Coffea arabica
C. arabica(mutagdo em Bourbon Vermelho)

C. arabica (Caturra Vermelho x H.
Timor)
C. arabica (Caturra Vermelho x H.
Timor)

29. Catimor UFV 1310 (F, de CIFC HW  C. arabica (Caturra Vermelho x H.



26/5)

30. Catimor UFV 1359 (F4 de CIFC HW

26/5)

31. Catimor UFV 2983 (Fs de CIFC HW

26/5)

32.H484-2
33.H415-3

34. Mundindu UFV 315-76
35. Cachimor UFV 351-13

36. Cavimor UFV 357-4

37. San Ramon UFV 3094

38. Airi UFV 3095

39. Purpuracens UFV 4072

40.H 843

Timor)

C. arabica (Caturra Vermelho x H.
Timor)

C. arabica (Caturra Vermelho x H.
Timor)

C. arabica (Mundo Novo x H. Timor)
C. arabica (Catuai Amarelo x H.
Timor)

C. arabica (Mundo Novo x S 795)

C. arabica[(Vila Sarchi x H. Timor) x
Caturra Amarelo]

C. arabica|(Caturra x H. Timor) x
Catuai Amarelo]

C. arabica(mutagao em Tipica)

C. arabica (selecao em San Ramon)
C. arabica(mutacao em Catuai
Amarelo)

C. arabica (UFV 1359 x Maragogipe)

CENICAFE - Centro Nacional de Investigaciones del Café (Colémbia); CIFC — Centro de
Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (Portugal); ERU - Estacdo Regional de Vige (Angola);
IAC - Instituto Agronémico de Campinas (Brasil); T - Turrialba (Costa Rica); UFV - Universidade
Federal de Vigosa (Brasil); H— hibrido; HW— hibrido Wagner.

Tabela 2 - Lista de primers utilizados na avaliagdo de distancias genéticas

entre 40 gendtipos de cafeeiro.

Primers utilizados na 12

Primers utilizados na 22  Primers utilizados na 12

amplificagéao amplificagé@o e 22 amplificagbes
01. OPA-01 01. OPA-01 25.0PB-19 01. OPA-01
02. OPA-02 02. OPA-02 26.0OPB-20 02. OPA-02
03. OPA-04 03. OPA-05 27.0PC-09 03. OPA-05
04. OPA-05 04. OPA-07 28. OPE-01 04. OPA-10
05. OPA-10 05. OPA-08 29. OPE-08 05. OPA-18
06. OPA-12 06. OPA-09 30.0OPE-15 06. OPA-20
07. OPA-18 07. OPA-10 31.0OPE-19 07. OPB-01
08. OPA-20 08. OPA-11 32.0OPF-03 08. OPB-07
09. OPB-01 00. OPA-13 33. OPF-06 09. OPB-11
10. OPB-07 10. OPA-17 34.0OPF-14 10. OPB-12
11. OPB-11 11. OPA-18 35.0PG-09 11. OPC-09
12. OPB-12 12. OPA-19 36.0PG-16

13. OPC-01 13. OPA-20 37.0PG-17

14. OPC-02 14. OPB-01 38. OPH-16

15. OPC-03 15.0PB-02 39. OPH-17
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
.OPD-20

24

OPC-04
OPC-05
OPC-08
OPC-09
OPC-10
OPC-13
OPC-15
OPD-15

16. OPB-03
17. OPB-04
18. OPB-05
19. OPB-06
20. OPB-07
21.0PB-10
22. OPB-11
23.0PB-12
24. OPB-16

50



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Distancias genéticas com base em 151 locos RAPD

Os 24 primers utilizados na primeira etapa de amplificacbes deram
origem a 151 bandas polimoérficas, média de 6,29 bandas por primer. Sendo
que, 22 (14,57%) bandas foram polimérficas entre os acessos da espécies C.
arabica. A Figura 1 apresenta um exemplo de padrao eletroforético obtido com
o primer OPC-09.

As distancias genéticas, expressas como complementos aritméticos
dos coeficientes de Jaccard, obtidas para 40 gendtipos de cafeeiro e baseadas
nos 151 locos polimoérficos de marcadores RAPD (Tabela 3), variaram de 0%
(entre os gendtipos Mundo Novo IAC 515-3 e Mundo Novo IAC 388-17-16 e
entre Catuai Vermelho IAC 81 e Catuai Amarelo IAC 86, dentre outros pares) a
95% (entre as espécies C. racemosae C. canephora). O acesso mais proximo
de C. racemosa foi o acesso UFV 557-3, com 71,15% de distancia,
concordando com a origem genealdgica, pois este é descendente de C.
racemosa. Os acessos de C. arabica apresentaram uma distancia média de
89% da espécie C. racemosa Lashermes e colaboradores (1995), trabalhando
com marcadores RAPD, encontraram distancia de 95% entre C. arabica e C.

racemosa.
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Figura 1 - Perfil eletroforético de gendtipos de café obtido com o primer OPC-
09. Da esquerda para a direita: M - DNA marcador de peso
molecular 1 kb Ladder; 1 - C. racemosa; 2 - C. congensis;
3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - Hibrido de Timor CIFC 4106;
6 - Hibrido de Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945; 8 - Tipica UFV
536; 9 - Catuai IAC 15; 10 - Catuai IAC 44; 11 - Catuai IAC 99;
12 - Catuai IAC 81; 13 - Catuai IAC 86; 14 - Catuai IAC 47;
15 - Catuai IAC 113; 16 - Mundo Novo IAC 464-18; 17 - Mundo Novo
IAC 5153; 18 - Mundo Novo IAC 376-4-32; 19 - Mundo Novo IAC
388-17-16; 20 - Mundo Novo IAC 376-4-22; 21 - Bourbon Amarelo
UFV 535; 22 - Bourbon UFV 2952; 23 - Bourbon Vermelho UFV
2946; 24 - Bourbon Vermelho UFV 2947; 25 - Caturra CIFC 19/1;
26 - Catimor UFV 395-141; 27 - Catimor UFV 386-19; 28 - Catimor
UFV 1310; 29 - Catimor UFV 1359; 30 - Catimor UFV 2983;
31 - H 484-2; 32 - H 415-3; 33 - Mundindu UFV 315-76;
34 - Cachimor UFV 351-13; 35 - Cavimor UFV 3574; 36 - San
Ramon UFV 3094 e 37 - Airi UFV 3095.

A analise de agrupamento baseada nos complementos aritméticos de
Jaccard, utilizando o método UPGMA em torno de 19% de distancia genética
(Figura 2), definiu seis grupos: grupo A, com um genétipo (C. racemosa); grupo
B, com um genétipo (C. canephora); grupo C, com um genétipo (UFV 557-3);
grupo D, com um genétipo (C. congensis); grupo E, com um gendtipo (Hibrido
de Timor em geracao F1 CIFC 4106); e grupo F com os 35 gendtipos restantes.
A espécie mais distante de C. arabica foi C. racemosa, seguida por C.
canephora e C. congensis. Esta ordem de distancia esta de acordo com

publicagdes anteriores (Lashermes et al., 1995; Raina et al., 1998).
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Tabela 3 - Matriz de distancias genéticas expressas como complementos aritméticos dos coeficientes de Jaccard, e obtidas para
40 gendtipos de cafeeiro, baseadas em 151 (acima da diagonal) e 314 (abaixo da diagonal) locos polimoérficos de
marcadores RAPD.

Gendtipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

- 0,907 0,946 0,705 0,88 0,894 0,873 0,884 0,874 0,891 0,878 0,881 0,877 0,88 0,876 0,863 0,87 0,873 0,873 0,873 0,867 0,882
0,912 - 0,609 0,402 0,377 0,302 0,275 0,302 0,275 0,254 0,258 0,269 0,226 0,242 0,277 0,261 0,265 0,275 0,25 0,275 0,242 0,29
0,923 0,626 - 0,759 0,722 0,738 0,731 0,756 0,734 0,733 0,733 0,747 0,753 0,719 0,733 0,72 0,739 0,731 0,731 0,731 0,716 0,742
0,752 0,435 0,728 - 0,393 0,351 0,349 0,347 0,349 0,346 0,358 0,325 0,348 0,338 0,354 0,337 0,333 0,349 0,329 0,349 0,308 0,361
0,919 042 0,716 0,434 - 0,213 0,206 0,226 0,257 0,261 0,265 0,25 0,259 0,25 0,231 0,191 0,212 0,206 0,232 0,206 0,235 0,194
0,907 0,329 0,714 0,407 0,319 - 0,038 0,04 0,074 0,057 0,077 0,057 0,071 0,058 0,041 0,056 0,057 0,038 0,038 0,038 0,038 0,057
0,898 0,312 0,714 0,376 0,333 0,096 - 0 0,067 0,068 0,069 0,052 0,064 0,052 0,018 0,017 0,051 0 0,034 0 0,034 0,017
0,899 0,31 0,71 0,374 0,342 0,081 0,016 - 0,073 0,057 0,077 0,056 0,068 0,058 0,02 0,019 0,057 0 0,038 0 0,038 0,019
0,898 032 0,724 0,39 0,363 0,131 0,055 0,055 - 0,034 0,069 0,018 0,022 0,018 0,018 0,082 0,018 0,067 0,034 0,067 0,034 0,083

09 0329 0,719 0,39 037 0,121 0,076 0,061 0,039 - 0,07 0 0 0,018 0,019 0,083 0,035 0,068 0,034 0,068 0,035 0,085
0,902 0,342 0,704 0,397 0,373 0,131 0,085 0,07 0,079 0,054 - 0,054 0,022 0,054 0,056 0,085 0,053 0,069 0,035 0,069 0,036 0,086
09 0,318 0,713 0,381 0,36 0,108 0,061 0,046 0,024 0,015 0,054 - 0 0 0 0,068 0,018 0,052 0,018 0,052 0,018 0,069
09 0,318 0,706 0,39 035 0,135 0,061 0,061 0,024 0,045 0,069 0,031 - 0 0 0,064 0,022 0,064 0,022 0,064 0,022 0,085
09 0,318 0,713 0381 0,36 0,108 0,061 0,046 0,024 0,015 0,054 0 0,031 - 0 0,068 0,018 0,052 0,018 0,052 0,018 0,069
09 0,314 0,711 0,377 0,356 0,115 0,069 0,053 0,031 0,038 0,077 0,023 0,038 0,023 - 0,036 0,019 0,018 0,018 0,018 0,019 0,036
0,892 0,309 0,709 0,371 0344 0,104 0,04 0,024 0,048 0,054 0,063 0,039 0,054 0,039 0,047 - 0,067 0,017 0,05 0,017 0,051 0,034
0,898 0,312 0,714 0,376 0,344 0,109 0,016 0,031 0,04 0,061 0,07 0,046 0,046 0,046 0,054 0,024 - 0,051 0,017 0,051 0,018 0,068
0,898 0,312 0,714 0,376 0,344 0,109 0,016 0,031 0,04 0,061 0,07 0,046 0,046 0,046 0,054 0,024 0 - 0,034 0 0,034 0,017
0,897 0,322 0,72 0,382 0,346 0,119 0,024 0,04 0,048 0,07 0,079 0,055 0,055 0,055 0,063 0,032 0,008 0,008 - 0,034 0 0,051
0,9 0,32 0,717 0375 0,348 0,106 0,008 0,024 0,041 0,063 0,071 0,048 0,048 0,048 0,056 0,025 0 0 0,008 - 0,034 0,017
0,898 0,312 0,714 0,376 0,344 0,109 0,016 0,031 0,04 0,061 0,07 0,046 0,046 0,046 0,054 0,024 0 0 0,008 0 - 0,052
0,903 0,318 0,719 0,391 0,34 0,103 0,024 0,039 0,063 0,083 0,093 0,069 0,069 0,069 0,076 0,048 0,024 0,024 0,032 0,025 0,024 -
0,899 0,316 0,708 0,389 0,348 0,102 0,024 0,039 0,063 0,083 0,092 0,068 0,068 0,068 0,076 0,047 0,024 0,024 0,032 0,024 0,024 0,016
0,902 0,367 0,731 0,406 0,356 0,151 0,092 0,092 0,123 0,147 0,158 0,133 0,133 0,133 0,141 0,115 0,107 0,107 0,116 0,103 0,107 0,115
0,902 0,367 0,724 0,406 0,346 0,151 0,092 0,092 0,123 0,147 0,144 0,133 0,119 0,133 0,141 0,115 0,107 0,107 0,116 0,103 0,107 0,115
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1/: 1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 - M.Novo 515
3;19 - MNNovo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 - Bourbon UFV 2947; 26
Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV 2983; 32 - H 484-2; 33 - H 415-3;
34 —Mundindu; 35 — Cachimor; 36 — Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 3 - Cont.

Gendtipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

2¢ 089 0,312 0,708 0,375 0,354 0,101 0,053 0,038 0,062 0,067 0,076 0,053 0,067 0,053 0,06 0,016 0,038 0,038 0,047 0,04 0,038 0,046
27 09 033 0,697 0,346 0,303 0,123 0,107 0,093 0,129 0,132 0,142 0,119 0,119 0,119 0,126 0,095 0,107 0,107 0,109 0,104 0,107 0,114
2¢ 0,897 0,308 0,697 0,349 0,304 0,113 0,067 0,06 0,083 0,088 0,104 0,074 0,081 0,074 0,088 0,046 0,067 0,067 0,069 0,062 0,067 0,075
2¢ 0,901 0,31 0,704 0,373 0,331 0,1 0,053 0,038 0,076 0,081 0,09 0,067 0,081 0,067 0,074 0,046 0,063 0,053 0,062 0,047 0,053 0,061
3C 0,901 0,321 0,697 033 03 0,166 0,096 0,109 0,132 0,149 0,159 0,136 0,136 0,136 0,143 0,098 0,096 0,096 0,098 0,092 0,096 0,104
31 0,899 0,331 0,684 0372 0,341 0,156 0,115 0,101 0,123 0,127 0,137 0,113 0,113 0,113 0,121 0,068 0,101 0,101 0,097 0,104 0,101 0,109
3z 0,896 0,323 0,708 0,341 0,278 0,192 0,152 0,151 0,174 0,189 0,187 0,176 0,15 0,176 0,183 0,134 0,152 0,152 0,149 0,15 0,152 0,173
3¢ 0,903 0,323 0,695 0,365 0,313 0,145 0,102 0,088 0,11 0,101 0,096 0,087 0,101 0,087 0,108 0,075 0,088 0,088 0,09 0,091 0,088 0,109
34 0,893 0,338 0,715 0,389 0,358 0,129 0,054 0,054 0,092 0,111 0,114 0,097 0,083 0,097 0,104 0,078 0,069 0,069 0,078 0,056 0,069 0,077
3¢ 0,897 0,308 0,701 0,371 0,309 0,139 0,096 0,095 0,104 0,121 0,131 0,108 0,094 0,108 0,088 0,061 0,081 0,081 0,076 0,084 0,081 0,103
3€ 0,904 0,329 0,688 0,352 0,288 0,13 0,114 0,1 0,136 0,139 0,149 0,126 0,126 0,126 0,106 0,102 0,114 0,114 0,117 0,111 0,114 0,135
37 0,899 0,305 0,708 0,379 0,348 0,088 0,024 0,008 0,047 0,053 0,063 0,038 0,053 0,038 0,046 0,016 0,024 0,024 0,032 0,024 0,024 0,031
3 09 0314 0,71 0,386 0,346 0,101 0,039 0,023 0,047 0,063 0,062 0,038 0,053 0,038 0,046 0,031 0,039 0,039 0,047 0,04 0,039 0,047
3¢ 0,903 0,329 0,725 0,391 0,34 0,13 0,039 0,054 0,048 0,069 0,093 0,054 0,054 0,054 0,062 0,048 0,024 0,024 0,032 0,025 0,024 0,047
4C 09 0,312 0,694 0,347 0,313 0,154 0,083 0,096 0,091 0,109 0,119 0,096 0,096 0,096 0,103 0,069 0,068 0,068 0,07 0,07 0,068 0,076

1/: 1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 - M.Novo 515
3; 19 - MNovo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 296; 25 - Bourbon UFV 2947; 26
Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV 2983; 32 - H 484-2; 33 - H 415-3;
34 —Mundindu; 35 — Cachimor; 36 — Cavimor; 37 - San Ramon; 38— Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 3 - Cont.

Genotipos 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

0,875 0,889 0,897 086 0879 0,875 0,879 0,875 0,867 0,865 0,866 0,854 0,87 0,877 0,879 0,87 0,873 0,874
0,292 0,353 0,352 0,239 0,254 0,242 0,284 0,27 0,242 0,257 0,246 0,282 0,231 0,243 0,231 0,262 0,25 0,25
0,747 0,778 0,753 0,714 0,705 0,718 0,736 0,711 0,711 0,713 0,719 0,74 0,716 0,702 0,716 0,729 0,731 0,721
0,329 0,375 0,395 0,321 0,329 0,303 035 0,32 0,276 0,313 0,329 0,313 0,316 0,321 0,329 0,342 0,329 0,338
0,219 0,284 0,294 0,209 0,186 0,203 0,212 0,194 0,197 0,188 0,197 0,239 0.2 02 0,239 0,238 0,232 0,164
0,04 0,113 0,113 0,056 0,088 0,096 0,038 0,118 0,091 0,123 0,078 0,055 0,074 0,071 0,039 0,061 0,038 0,08

0 0,088 0,103 0,051 0,079 0,088 0 0,073 0,085 0,081 0,063 0,049 0,069 0,095 0,035 0,055 0,034 0,036

0 0,057 0,059 0,057 0,088 0,093 0 0,075 0,091 0,071 0,059 0,055 0,073 0,105 0,039 0,061 0,038 0,041
0,071 0,138 0,153 0,051 0,109 0,121 0,069 0,138 0,085 0,141 0,086 0,081 0,102 0,095 0,035 0,019 0,034 0,105
10 0,055 0,138 0,138 0,052 0,111 0,105 0,07 0,123 0,086 0,143 0,088 0,082 0,086 0,097 0,035 0,019 0,034 0,107
11 0,074 0,158 0,172 0,053 0,113 0,125 0,071 0,145 0,088 0,145 0,089 0,083 0,105 0,098 0,036 0,057 0,085 0,109
12 0,054 0,136 0,138 0,035 0,097 0,103 0,054 0,123 0,07 0,113 0,071 0,067 0,085 0,082 0,018 0 0,018 0,091
13 0,065 0,163 0,17 0,022 0,118 0,104 0,067 0,13 0,067 0,12 0,087 0,082 0,083 0,1 0,023 0 0,022 0,102
14 0,056 0,14 0,155 0,035 0,097 0,107 0,054 0,123 0,07 0,129 0,071 0,067 0,088 0,082 0,018 0 0,018 0,091
i5 0,02 0,111 0,127 0,036 0,085 0,094 0,019 0,077 0,073 0,102 0,071 0,053 0,074 0,085 0,019 0 0,018 0,058
16 0,018 0,103 0,119 0,034 0,094 0,07 0,018 0,065 0,068 0,065 0,069 0,065 0,052 0,109 0,052 0,055 0,05 0,036
17 0,055 0,138 0,153 0,034 0,095 0,105 0,053 0,125 0,069 0,127 0,054 0,066 0,086 0,081 0,018 0,019 0,017 0,089
18 0 0,088 0,103 0,051 0,079 0,088 0 0,073 0,085 0,081 0,063 0,049 0,069 0,095 0,035 0,055 0,034 0,036
19 0,086 0,121 0,136 0,017 0,079 0,088 0,035 0,107 0,052 0,111 0,053 0,049 0,069 0,065 0 0,019 0 0,071
20 O 0,088 0,103 0,051 0,079 0,088 0 0,073 0,085 0,081 0,053 0,049 0,069 0,095 0,035 0,055 0,034 0,036
21 0,036 0,123 0,138 0,018 0,081 0,089 0,036 0,109 0,052 0,113 0,054 0,05 0,07 0,066 0 0,019 0 0,073
22 0,019 0,105 0,121 0,068 0,095 0,105 0,018 0,091 0,102 0,097 0,07 0,066 0,086 0,111 0,053 0,073 0,051 0,055

O~NOoOOTRAWN =

©

23 - 0,089 0,093 0,055 0,085 0,089 0 0,074 0,089 0,069 0,057 0,053 0,07 0,102 0,038 0,059 0,036 0,039
24 0,114 - 0 0,138 0,161 0,169 0,073 0,143 0,155 0,148 0,143 0,102 0,15 0,177 0,125 0,148 0,121 0,13
25 0,114 0,016 - 0,153 0,175 0,169 0,089 0,148 0,169 0,177 0,158 0,117 0,155 0,19 0,14 0,158 0,136 0,145

1/ 1 - C. racamosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 - M.Novo 515
3;19 - MNovo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 - Bourbon UFV 2947; 26
Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV 2983; 32 - H 484-2; 33 - H 415-3;
34 —Mundindu; 35 — Cachimor; 36 — Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 3 - Cont.

Gendtipos 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
26 0,046 0,126 0,126 - 0,095 0,071 0,053 0,091 0,035 0,097 0,07 0,066 0,052 0,081 0,018 0,019 0,017 0,073
27 0,046 0,126 0,126 - 0,095 0,071 0,053 0,091 0,035 0,097 0,07 0,066 0,052 0,081 0,018 0,019 0,017 0,073
28 0,113 0,174 0,174 0,099 - 0,034 0,082 0,086 0,066 0,063 0,017 0,092 0,05 0,047 0,082 0,102 0,079 0,052
29 0,074 0,138 0,138 0,052 0,043 - 0,091 0,056 0,037 0,018 0,019 0,102 0,018 0,052 0,091 0,093 0,088 0,039
30 0,06 0,111 0,111 0,045 0,071 0,051 - 0,075 0,085 0,083 0,065 0,051 0,071 0,098 0,036 0,057 0,035 0,038
310,103 0,165 0,165 0,101 0,085 0,044 0,073 - 0,057 0,036 0,058 0,121 0,071 0,103 0,107 0,118 0,107 0,02
32 0,108 0,182 0,182 0,079 0,076 0,036 0,092 0,092 - 0,067 0,036 0,098 0,054 0,05 0,054 0,057 0,052 0,038
33 0,171 0,218 0,206 0,156 0,125 0,108 0,155 0,115 0,146 - 0,034 0,123 0,034 0,078 0,115 0,121 0,111 0,036
34 0,109 0,17 0,157 0,094 0,09 0,065 0,093 0,106 0,098 0,121 - 0,085 0,037 0,017 0,055 0,075 0,053 0,019
350,076 0,114 0,114 0,09 0,127 0,096 0,089 0,144 0,135 0,171 0,136 - 0,083 0,108 0,051 0,07 0,049 0,086
36 0,102 0,164 0,164 0,087 0,11 0,065 0,113 0,113 0,092 0,101 0,106 0,116 - 0,067 0,071 0,075 0,069 0,057
37 0,134 0,168 0,168 0,119 0,035 0,064 0,078 0,092 0,097 0,145 0,097 0,134 0,091 - 0,067 0,086 0,065 0,069
38 0,031 0,099 0,099 0,031 01 0,067 0,045 0,117 0,094 0,158 0,081 0,062 0,088 0,107 - 0,019 0 0,074
39 0,046 0,113 0,113 0,045 0,113 0,074 0,06 0,129 0,107 0,17 0,094 0,076 0,101 0,12 0,016 - 0,019 0,091
40 0,047 0,129 0,129 0,061 0,128 0,082 0,075 0,118 0,122 0,173 0,109 0,092 0,103 0,135 0,047 0,047 - 0,071

410,075 0,153 0,153 0,074 0,099 0,044 0,088 0,045 0,079 0,143 0,094 0,131 0,087 0,106 0,09 0,103 0,09 -

1/: 1 - G racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 - M.Novo 515
3; 19 - MNovo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 - Bourbon UFV 2947; 26
Caturra CIFC 19A; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV 2983; 32 - H 484-2; 33 - H 415-3;
34 —Mundindu; 35 — Cachimor; 36 — Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Considerando o limite de 9,5% de distancia genética, o grupo F foi
subdividido em trés subgrupos: subgrupo F1, com dois gendtipos (Bourbon
Vermelho UFV 2947 e Bourbon Vermelho UFV 2946); subgrupo F2, com nove
genotipos (H 484-2, H 843, Catimor UFV 2983, Catimor UFV 1359, Cachimor
UFV 351-13, Cavimor 357-4, Catimor UFV 386-19, H 415-3 e Catimor UFV
395-141); e subgrupo F3 com os 24 gendtipos restantes. Todos gendtipos do
subgrupo F2 sédo descendentes do Hibrido de Timor. O gendtipo Catimor UFV
1310, que é a geragao F4 do cruzamento entre Caturra Vermelho CIFC 19/1 e
Hibrido de Timor CIFC 832/1 ficou fora do grupo de descendentes do Hibrido
de Timor, aproximando-se mais de seu ancestral Caturra Vermelho. O Hibrido
de Timor, CIFC 2234 (UFV 376-52), originario da Tanzania de sele¢cées VCE
1587, com provavel resisténcia a Colletotricum kahawae agente causal da
doenca “coffee berry” (CBD), foi agrupado com as cultivares comerciais de
C. arabica o que estd de acordo com resultados obtidos por Fontes e
colaboradores (2000). Este material tem fenétipo semelhante a Mundo Novo.

Distancia Genética
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Figura 2 - Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de
distancias genéticas expressas em complementos de Jaccard,
estimadas entre 40 gendtipos de cafeeiro e baseadas em 151
marcadores RAPD oriundos de 24 primers.
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Distancias genéticas com base em 314 locos RAPD

Os 39 primers, utilizados na segunda amplificacdo, deram origem a 314
bandas polimoérficas (média de 8,05 bandas por primern. Considerando-se
apenas 0s acessos da espécies C. arabica, foram obtidas 64 (20,4%) bandas
polimorficas.

As distancias genéticas, obtidas para os 40 gendétipos de cafeeiros,
baseadas nas 314 bandas polimérficas (Tabela 3) variaram de 0% (entre os
genotipos Mundo Novo IAC 515-3 e Mundo Novo IAC 388-17-16 ou Catuai
Vermelho IAC 81 e Catuai Amarelo IAC 86, dentre outros pares) a 91% (entre
as especies C. racemosae C. canephora).

Em torno de 19% de distancia genética (Figura 3), os mesmos seis
grupos que constam na Figura 2 foram definidos, porém houve uma mudanca
na posicao de C. congensis e o Hibrido de Timor CIFC 4106. No agrupamento
apresentado na Figura 3, C. congensis ficou mais préximo do grupo de
gendtipos de origem arabica. Como a distancia entre C. congensis e cafeeiros
arabicos ndo € muito diferente da distancia entre o Hibrido de Timor e cafeeiros

arabicos, em torno de 30%, com a inclusdo de marcadores houve alteragao nas
posicoes.

Distancia Genética
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Purpuracens UFV 4072
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Mundindu UFV 315-76 |—
Bourbon UFV 2952
M.Novo IAC 515-3

M.Novo IAC 464-18
H. Timor CIFC 2234

Genétipos

Figura 3 - Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de
distancias genéticas expressas em complementos de Jaccard, estimadas entre

40 gendtipos de cafeeiro e baseadas em 314 marcadores RAPD oriundos de
39 primers.
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Considerando um limite de 9,5% de distancia genética, o grupo F foi
subdividido em sete subgrupos: subgrupo F1, com um genoétipo (H 484-2);
subgrupo F2, com dois gendtipos (Bourbon Vermelho UFV 2947 e Bourbon
Vermelho UFV 2946); subgrupo F3, com um gendétipo (Hibrido de Timor CIFC
2234); subgrupo F4, com um gendtipo (Cachimor UFV 351-13); subgrupo F5,
com um genétipo (H 415-3); subgrupo F6, com seis genétipos (H 843, Catimor
UFV 1359, Catimor UFV 2983, Catimor UFV 386-19, Cavimor UFV 3574 e
Catimor UFV 395-141); e subgrupo F7 com os 23 gendtipos restantes. Verifica
se que, com a inclusao de bandas polimérficas, o Hibrido de Timor CIFC 2234
foi separado do grupo de cultivares comerciais de C. arabica enquanto o
subgrupo F2 que consta na Figura 2 foi subdividido, originando os subgrupos
F1, F4, F5 e F6 que constam na Figura 3. Todos gendétipos do subgrupo F6
(Figura 3) sao descendentes do cruzamento entre Caturra Vermelho CIFC 19/1
e Hibrido de Timor CIFC 832/1.

Distancias genéticas com base em 348 locos RAPD

Considerando os produtos obtidos pelas amplificagdes com todos os 52
primers utilizados nas duas etapas de amplificagdes, tem-se 348 bandas
polimérficas (média de 6,69 bandas por primer. Estas 348 bandas vieram de
73 bandas repetidas nas duas amplificacbes, 54 bandas da primeira
amplificacao e 221 bandas da segunda amplificagdo, sendo que, 66 (18,97%)
bandas polimoérficas foram obtidas entre os cafés ardbicos. Portanto, verificase
que o numero total de marcadores polimérficos foi elevado; entretanto, dentro
da espécie C. arabica, o polimorfismo foi baixo.

As distancias genéticas obtidas para os 40 gendtipos, baseadas nos
348 marcadores RAPD (Tabela 4), variaram de 0% (entre os genétipos Mundo
Novo IAC 515-3 e Mundo Novo IAC 388-17-16 ou Catuai Vermelho IAC 81 e
Catuai Amarelo IAC 86) a 93% (entre as espécies C. racemosa e C.
canephora).

De acordo com o dendrograma (Figura 4), ao nivel de 19% de distancia
genética foram definidos os mesmos seis grupos que constam na Figura 3.
Considerando um limite de 9,5%, o grupo F foi subdividido em cinco subgrupos:
subgrupo F1, com dois genotipos (Bourbon Vermelho UFV 2947 e Bourbon
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Vermelho UFV 2946); subgrupo F2, com um genétipo (Hibrido de Timor CIFC
2234); subgrupo F3, com dois gendtipos (Cachimor UFV 351-13 e H 484-2);
subgrupo F4, com sete gendétipos (H 843, Catimor UFV 1359, Catimor UFV
2983, H 415-3, Catimor UFV 386-19, Cavimor UFV 357-4 e Catimor UFV 395-
141); e subgrupo F5 com os 23 gendtipos restantes. Os subgrupos F5 e F6, na
Figura 3, foram reunidos no subgrupo F4 da Figura 4, ou seja, o hibrido H 415-
3 voltou a fazer parte do subgrupo dos materiais descendentes do Hibrido de
Timor. Houve também a formacao de um subgrupo com os genétipos Cachimor
UFV 351-13 (descendente do cruzamento entre Villa Sarchi CIFC 971/10 e
Hibrido de Timor CIFC 832/2) e H 484-2, que também tém o Hibrido de Timor
como ancestral. Dentro do subgrupo F5 (cafeeiros arabicos) existe bastante
coeréncia na ordenacado dos gendtipos e, como estdo muito préximos, ndo
formam subgrupos. O gendtipo Airi (de porte baixo), por exemplo, € selecao de
San Ramon (segrega para porte). A cultivar Catuai Amarelo IAC 113 ficou mais
proxima das cultivares Mundo Novo do que das outras cultivares de Catuai.
Das cultivares de Catuai utilizadas neste trabalho, esta é a unica descendente
da planta 12 (H2077-2-12-113), as outras sao descendentes da planta cinco.

Os 23 gendtipos do subgrupo F5, na Figura 4, estdo proximos,
confirmando a pequena variabilidade genética das variedades comerciais de
café arabica, ja relatada por outros autores (Lashermes et al., 1993; 1995;
Orozco-Castillo et al.,, 1994; 1996). Verifica-se também a ampla diversidade
genética entre as espécies do género Coffea, e uma relativamente ampla
diversidade entre os gendtipos originarios do Hibrido de Timor, relatada
também por Lashermes e colaboradores (2000).
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Tabela 4 - Matriz de distancias genéticas expressas como complementos aritméticos dos coeficientes de Jaccard, e obtidas
para 40 genoétipos de cafeeiro, baseadas em 151 (acima da diagonal) e 314 (abaixo da diagonal) locos
polimérficos de marcadores RAPD.

Gendtipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 - 0,921 0,931 0,764 0,92 0,918 0,906 0,909 0,904 0,906 0,908 0,907 0,905 0,907 0,908 0,9 0,906 0,906 0,904 0,908 0,905 0,91
2 0,906 - 0,639 0417 0,401 0,315 0,291 0,301 0,296 0,299 0,307 0,293 0,291 0,293 0,296 0,294 0,285 0,291 0,29 0,298 0,287 0,297
3 0,946 0,556 - 0,742 0,73 0,729 0,726 0,722 0,733 0,729 0,726 0,724 0,72 0,724 0,722 0,721 0,728 0,726 0,732 0,729 0,725 0,731
4 0,673 0,457 0,759 - 0,42 0,392 0,368 0,366 0,371 0,366 0,369 0,361 0,368 0,361 0,366 036 0,363 0,368 0,366 0,368 0,349 0,382
5 0,9 0,436 0,708 0,455 - 0,286 0,297 0,306 0,331 0,333 0,351 0,328 0,322 0,328 0,322 0,302 0,316 0,306 0,318 0,31 0,312 0,302
6 0,894 0,343 0,689 0,452 0,281 - 0,085 0,078 0,127 0,11 0,113 0,103 0,124 0,103 0,107 0,099 0,104 0,098 0,106 0,094 0,092 0,092
7 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 - 0,007 0,058 0,069 0,071 0,063 0,056 0,063 0,043 0,029 0,035 0,014 0,036 0,007 0,022 0,022
8 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 - 0,065 0,064 0,066 0,057 0,064 0,057 0,037 0,022 0,043 0,022 0,044 0,015 0,029 0,029
9 0,896 0,361 0,723 0,465 0,353 0,107 0,074 0,074 - 0,029 0,059 0,022 0,015 0,022 0,015 0,058 0,036 0,043 0,037 0,045 0,036 0,065
10 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,037 - 0,029 0,007 0,028 0,007 0,015 0,057 0,049 0,056 0,05 0,058 0,049 0,076
11 0,889 0,353 0,705 0,463 0,344 0,077 0,04 0,04 0,111 0,077 - 0,036 0,058 0,036 0,044 0,058 0,05 0,058 0,051 0,058 0,051 0,079
12 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,037 O 0,077 - 0,021 0 0,007 0,056 0,042 0,049 0,043 0,056 0,042 0,069
13 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,087 0 0,077 0 - 0,021 0,015 0,057 0,035 0,043 0,036 0,044 0,036 0,063
14 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,037 0 0,077 0 0 - 0,007 0,05 0,042 0,049 0,043 0,05 0,042 0,069
15 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,037 O 0,077 0 0 0 - 0,03 0,036 0,029 0,087 0,03 0,036 0,051
16 0,87 0,294 0,689 0,415 0,281 0,074 0,038 0,038 0,107 0,074 0,077 0,074 0,074 0,074 0,074 - 0,036 0,015 0,036 0,015 0,036 0,036
17 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 - 0,021 0,015 0,022 0,014 0,043
18 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 - 0,022 0 0,022 0,022
19 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 - 0,023 0,015 0,043
20 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 - 0,015 0,022
21 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 0 - 0,043
22 0,913 0,353 0,733 0,463 0,29 0,077 0,04 0,04 0,111 0,077 0,08 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,04 0,04 004 0,04 0,04 -

23 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 0 0 0,04
24 0,891 0,371 0,739 0,439 0,364 0,111 0,077 0,077 0,143 0,111 0,115 0,111 0,111 0,111 0,111 0,111 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,115
25 0,891 0,371 0,739 0,439 0,364 0,111 0,077 0,077 0,143 0,111 0,115 0,111 0,111 0,111 0,111 0,111 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,115

1/: 1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 -
M.Novo 515-3; 19 - M.Novo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 -
Bourbon UFV 2947; 26 Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV
2983; 32 - H484-2; 33 - H 415-3; 34 — Mundindu; 35— Cachimor; 36 —Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39— Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 4 - Cont.

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
26 0,87 0,294 0,689 0,415 0,281 0,074 0,038 0,038 0,107 0,074 0,077 0,074 0,074 0,074 0,074 0 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0,077
27 0,898 0,286 0,674 0,405 0,273 0,138 0,107 0,107 0,167 0,138 0,143 0,138 0,138 0,138 0,138 0,138 0,107 0,107 0,107 0,107 0,107 0,143
28 0,878 0,257 0,652 0,381 0,242 0,167 0,138 0,138 0,194 0,167 0,172 0,167 0,167 0,167 0,167 0,103 0,138 0,138 0,138 0,138 0,138 0,172
29 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 O 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 0 0 0,04
30 0,872 0,314 0,696 0,35 0,25 0,172 0,143 0,143 0,2 0,172 0,179 0,172 0,172 0,172 0,172 0,107 0,143 0,143 0,143 0,143 0,143 0,179
31 0,875 0,286 0,674 0,366 0,219 0,138 0,107 0,107 0,167 0,138 0,143 0,138 0,138 0,138 0,138 0,071 0,107 0,107 0,107 0,107 0,107 0,143
32 0,875 0,286 0,674 0,366 0,273 0,2 0,172 0,172 0,226 0,2 0,207 0,2 0,2 0,2 0,2 0,138 0,172 0,172 0,172 0,172 0,172 0,207
33 0,898 0,286 0,674 0,405 0,273 0,138 0,107 0,107 0,167 0,138 0,143 0,138 0,138 0,138 0,138 0,138 0,107 0,107 0,107 0,107 0,107 0,143
34 0,87 0,343 0,717 0,415 0,333 0,074 0,038 0,038 0,107 0,074 0,077 0,074 0,074 0,074 0,074 0,074 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0,077
35 0,875 0,235 0,644 0,405 0,273 0,138 0,107 0,107 0,167 0,138 0,143 0,138 0,138 0,138 0,138 0,071 0,107 0,107 0,107 0,107 0,107 0,143
36 0,9 0,306 0,652 0,419 0,242 0,103 0,138 0,138 0,194 0,167 0,172 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,138 0,138 0,138 0,138 0,138 0,172
37 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 0 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 0 0 0,04
38 0,894 0,343 0,717 0,452 0,333 0,074 0,038 0,038 0,037 0 0,077 0 0 0 0 0,074 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0,077
39 0,891 0,324 0,711 0,439 0,313 0,038 O 0 0,074 0,038 0,04 0,038 0,038 0,038 0,038 0,038 0 0 0 0 0 0,04
40 0,875 0,286 0,674 0,366 0,219 0,138 0,107 0,107 0,167 0,138 0,143 0,138 0,138 0,138 0,138 0,071 0,107 0,107 0,107 0,107 0,107 0,143
1/:1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 -
M.Novo 5153; 19 - M.Novo 376-4-32; 20 - M.Novo 38817-16; 21 - MNovo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 -
Bourbon UFV 2947; 26 Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV

2983; 32 - H484-2; 33 - H 415-3; 34 — Mundindu; 35— Cachimor; 36 —Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 4 - Cont.

Gendtipos23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

1 0,905 0,913 0,916 0,897 0911 0,907 0911 0,908 0,907 0,911 0,906 0,897 0,904 0911 0,906 0,909 0,906 0,908
2 0,297 0,365 0,361 0,289 0303 0,282 0,299 0,308 0,312 0,289 0,299 0,314 0,284 0,299 0,28 0,293 0,291 0,292
3 0,719 0,745 0,738 0,717 0,705 0,7 0,718 0,709 0,697 0,717 0,712 0,724 0,707 0,697 0,72 0,716 0,732 0,709
4 0,376 0,406 0,404 0,358 0,342 0,339 0,363 0,339 0,349 0,335 0,349 0,361 0,361 0,338 0,36 0,37 0,368 0,342
5 0,312 0,329 0,329 0,32 0,27 0,277 0,295 0,273 0,316 0,243 0,293 0,318 0,276 0,266 0,316 0,322 0,316 0,277
6 0,092 0,158 0,154 0,097 0,124 0,11 0,096 0,16 0,151 0,173 0,13 0,116 0,132 0,131 0,085 0,105 0,111 0,141
7 0,022 0,098 0,093 0,056 0,098 0,068 0,042 0,095 0,114 0,122 0,083 0,049 0,081 0,105 0,029 0,05 0,043 0,075
8 0,029 0,093 0,088 0,05 0,093 0,07 0,03 0,103 0,108 0,13 0,077 0,057 0,089 0,1 0,022 0,043 0,05 0,083
9 0,065 0,141 0,137 0,057 0,125 0,09 0,085 0,135 0,116 0,162 0,098 0,091 0,096 0,119 0,043 0,036 0,029 0,09

10 0,076 0,161 0,158 0,056 0,122 0,088 0,082 0,145 0,113 0,17 0,082 0,101 0,106 0,116 0,042 0,035 0,042 0,101
11 0,079 0,166 0,162 0,057 0,125 0,097 0,085 0,149 0,116 0,174 0,085 0,097 0,109 0,119 0,043 0,051 0,058 0,103
12 0,069 0,154 0,151 0,049 0,115 0,082 0,075 0,138 0,107 0,163 0,075 0,095 0,099 0,11 0,085 0,028 0,035 0,094
13 0,063 0,15 0,146 0,056 0,11 0,082 0,083 0,133 0,101 0,147 0,096 0,076 0,081 0,105 0,043 0,036 0,029 0,08
14 0,069 0,154 0,151 0,049 0,115 0,082 0,075 0,138 0,107 0,163 0,075 0,095 0,099 0,11 0,085 0,028 0,035 0,094
15 0,051 0,14 0,136 0,043 0,107 0,077 0,057 0,116 0,103 0,15 0,083 0,085 0,09 0,107 0,029 0,022 0,029 0,077
16 0,036 0,126 0,121 0,029 0,093 0,056 0,043 0,09 0,077 0,111 0,064 0,077 0,056 0,1 0,029 0,05 0,043 0,056
17 0,043 0,13 0,126 0,035 0,104 0,075 0,063 0,114 0,095 0,14 0,069 0,069 0,074 0,098 0,021 0,043 0,021 0,082
18 0,022 0,111 0,106 0,042 0,098 0,068 0,042 0,095 0,101 0,122 0,069 0063 0,068 0,105 0,029 0,05 0,029 0,062
19 0,043 0,133 0,129 0,036 0,1 0,07 0,064 0,11 0,084 0,131 0,071 0,07 0,063 0,094 0,022 0,043 0,022 0,077
20 0,022 0,108 0,103 0,043 0,095 0,064 0,036 0,092 0,104 0,119 0,071 0,05 0,07 0,101 0,029 0,051 0,029 0,064
21 0,043 0,118 0,113 0,085 0,092 0,062 0,049 0,102 0,095 0,128 0,076 0,056 0,075 0,086 0,022 0,043 0,022 0,082
22 0,014 0,118 0,113 0,049 0,105 0,075 0,049 0,102 0,108 0,141 0,09 0,069 0,088 0,123 0,036 0,057 0,05 0,069
23 - 0,118 0,113 0,049 0,105 0,075 0,049 0,102 0,107 0,141 0,09 0,069 0,088 0,123 0,036 0,057 0,05 0,069
24 0,077 - 0,008 0,149 0,184 0,159 0,116 0,167 0,195 0,209 0,173 0,129 0,177 0,178 0,124 0,144 0,137 0,153
25 0,077 0 - 0,145 0,181 0,153 0,112 0,163 0,192 0,207 0,17 0,125 0,167 0,175 0,12 0,138 0,133 0,15

1/:1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 -
M.Novo 515-3; 19 - M.Novo 376-4-32; 20 - M.Novo 388-17-16; 21 - M.Novo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 -
Bourbon UFV 2947; 26 Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV
2983; 32 - H484-2; 33 - H 415-3; 34 — Mundindu; 35— Cachimor; 36 —Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Tabela 4 - Cont.

Gendtipos 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

26 0,038 0,111 0,111 - 0,097 0,062 0,056 0,107 0,075 0,146 0,082 0,088 0,08 0,104 0,028 0,049 0,042 0,075
27 0,107 0,172 0,172 0,138 - 0,033 0,072 0,084 0,078 0,11 0,066 0,115 0,083 0,032 0,098 0,117 0,11 0,09
28 0,138 0,2 0,2 0,103 0,034 - 0,062 0,054 0,048 0,088 0,049 0,094 0,047 0,053 0,075 0,088 0,075 0,048
29 0 0,077 0,077 0,038 0,107 0,138 - 0,068 0,099 0,133 0,082 0,088 0,106 0,079 0,056 0,076 0,069 0,075
30 0,143 0,207 0,207 0,107 0,103 0,069 0,143 - 0,1 0,095 0,095 0,138 0,105 0,091 0,121 0,14 0,121 0,048
31 0,107 0,172 0,172 0,071 0,069 0,034 0,107 0,036 - 0,138 0,088 0,132 0,086 0,084 0,088 0,108 0,101 0,081
32 0,172 0,233 0233 0,138 0,069 0,034 0,172 0,036 0,069 - 0,095 0,151 0,068 0,116 0,147 0,166 0,147 0,113
33 0,107 0,172 0,172 0,138 0 0,034 0,107 0,103 0,069 0,069 - 0,121 0,074 0,066 0,069 0,09 0,083 0,075
34 0,038 0,038 0,038 0,074 0,138 0,167 0,038 0,172 0,138 0,2 0,138 - 0,099 0,122 0,063 0,083 0,076 0,119
35 0,107 0,172 0,172 0,071 0,069 0,034 0,107 0,103 0,069 0,069 0,069 0,138 - 0,09 0,081 0,101 0,081 0,073
36 0,138 0,2 0,2 0,167 0,034 0,067 0,138 0,133 0,1 0,1 0,034 0,167 0,1 - 0,092 0,111 0,105 0,097
37 0 0,077 0,077 0,038 0,107 0,138 0 0,143 0,107 0,172 0,107 0,038 0,107 0,138 - 0,022 0,029 0,088
38 0,038 0,111 0,111 0,074 0,138 0,167 0,038 0,172 0,138 0,2 0,138 0,074 0,138 0,167 0,038 - 0,036 0,108
39 0 0,077 0,077 0,038 0,107 0,138 0 0,143 0,107 0,172 0,107 0,038 0,107 0,138 0 0,038 - 0,088
40 0,107 0,172 0,172 0,071 0,069 0,034 0,107 0,036 O 0,069 0,069 0,138 0,069 0,1 0,107 0,138 0,107 -

1/:1 - C. racemosa; 2 - C. congensis; 3 - C. canephora; 4 - UFV 557-3; 5 - H.Timor CIFC 4106; 6 - H.Timor CIFC 2234; 7 - Tipica UFV 2945 (China); 8 - Tipica UFV 536
(Portugal); 9 - Catuai 15; 10 - Catuai 44; 11 - Catuai 99; 12 - Catuai 81; 13 - Catuai 30; 14 - Catuai 86; 15 - Catuai 47; 16 - Catuai 113; 17 - M.Novo 464-18; 18 -
M.Novo 5153; 19 - M.Novo 376-4-32; 20 - M.Novo 38817-16; 21 - MNovo 376-4-22; 22 - Bourbon UFV 535; 23 - Bourbon UFV 2952; 24 - Bourbon UFV 2946; 25 -
Bourbon UFV 2947; 26 Caturra CIFC 19/1; 27 - Catimor UFV 395-141; 28 - Catimor UFV 386-19; 29 - Catimor UFV 1310; 30 - Catimor UFV 1359; 31 - Catimor UFV
2983; 32 - H484-2; 33 - H 415-3; 34 — Mundindu; 35— Cachimor; 36 —Cavimor; 37 - San Ramon; 38 — Airi; 39 — Purpuracens; 40 - H 843.
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Figura 4 - Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de
distancias genéticas expressas em complementos de Jaccard,

estimadas entre 40 genétipos de cafeeiro e baseadas em 348
marcadores RAPD oriundos de 52 primers.

Distancias genéticas com base em 73 locos RAPD

Dos 24 primers utilizados na primeira etapa de amplificagdes, 11 foram
utilizados na segunda. Esses 11 primers geraram 97 bandas polimérficas
(média de 8,82 bandas por primern na primeira etapa de amplificagbes, das
quais 73 repetiram os resultados, na segunda etapa de amplificagoes, para
todos os 40 gendtipos, o que representou 75,26% de bandas polimoérficas
repetidas. Dos 39 primers utilizados na segunda etapa de amplifica¢des, os 11
que foram utilizados nas duas etapas de amplificacbes geraram 93 bandas
polimérficas (média de 8,45 bandas por primen. Dessas 93 bandas, 73
repetiram na primeira etapa de amplificagdes, o que representou 78,49% de
bandas polimérficas repetidas. Portanto, a reprodutibilidade média dos
marcadores RAPD polimorficos foi 76,88%. Este valor estda proximo aguele
obtido por Skroch e Nienhuis (1995), que encontraram 76% para marcadores
RAPD em Phaseolus vulgaris L.

As distancias genéticas obtidas para os 40 gendtipos de cafeeiro,
baseadas nas 73 bandas polimoérficas repetidas nas duas reacdes de
amplificacdo (Tabela 4), variaram de 0% (entre os gendtipos Mundo Novo IAC
515-3 e Mundo Novo IAC 388-17-16 e entre Catuai Vermelho |IAC 81 e Catuai
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Amarelo IAC 86, dentre outros pares) a 95% (entre as espécies C. racemosae
C. canephora).

Analisando o dendrograma (Figura 5), ao nivel de 19% de distancia
genética, seis grupos foram definidos, os mesmos da Figura 2. Considerando o
limite de 9,5% de distancia genética, o grupo F foi subdividido em dois
subgrupos: o subgrupo F1, com nove genétipos (H 484-2, H 843, Catimor UFV
2983, Catimor UFV 1359, Cachimor UFV 351-13, Cavimor 357-4, Catimor UFV
386-19, H 4153 e Catimor UFV 395-141), e o subgrupo F2 com os 26
genotipos restantes. Os subgrupos F1 e F3, na Figura 2, correspondem ao
subgrupo F2 na Figura 5; portanto, com a inclusao de bandas polimérficas, foi
possivel separar os gendtipos Bourbon Vermelho UFV 2947 e Bourbon
Vermelho UFV 2946 do subgrupo das cultivares comerciais de arabica. As 73
bandas polimérficas foram suficientes para diferenciar Catuai de Mundo Novo,
mas nado distinguiram linhagens dentro de cada uma dessas cultivares.
Utilizando apenas as 73 bandas repetidas, a ordenagao dos genoétipos dentro
do subgrupo F2 foi mais coerente com a genealogia do que a ordenagao dentro
do subgrupo F3 utilizando-se as 150 bandas. Isto pode ser visto no

dendrograma (Figura 5) para os genotipos Tipica Vermelho UFV 2945 e Tipica
Vermelho UFV 536 e cultivares de Mundo Novo.
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Figura 5 - Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de
distancias genéticas expressas em complementos de &ccard,
estimadas entre 40 gendtipos de cafeeiro e baseadas em 73
marcadores RAPD oriundos de 11 primers, com duas repeti¢oes.
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CONCLUSOES

A reprodutibilidade média de marcadores RAPD foi 76,88%.

O numero de locos nao influenciou a formagao dos grupos principais,
mas influenciou a formagédo de subgrupos e a ordenacéo dos acessos dentro
dos subgrupos.

A avaliagdo de distancias genéticas entre grupos genealogicamente
distintos pode ser efetuada por marcadores RAPD sem repeticdo, desde que
sejam identificados marcadores em numero suficiente para tal.

A obtencéo de dados com repeticdo deve ser considerada na avaliagao
de distancias genéticas dentro de grupo de gendtipos genealogicamente
proximos, especialmente quando o numero de marcadores polimérficos for

baixo.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE CLONES DE CAFEEIROS
DIFERENCIADORES DE Hemileia vastatrix BERK. ET BR.

RESUMO

A caracterizagcdo molecular de clones diferenciadores de racas de
Hemileia vastatrix facilita e garante a manutencdo da identidade genética
destes clones, o que é importante para a identificacdo de racas do patdégeno.
Para a caracterizagdo molecular, estimacado das distancias genéticas e
comparagdo com a origem genealdgica de 18 clones de cafeeiros
diferenciadores, do programa de melhoramento da Universidade Federal de
Vicosa, foram utilizados 35 primers da Operon Technologies, Inc. Os 35
primers identificaram 158 locos polimoérficos, marcadores RAPD. O
agrupamento com base na matriz de valores de dissimilaridades genéticas foi
compativel com as informacbes disponiveis na literatura sobre a origem
genealégica. Foram identificados marcadores especificos para varios clones, e
a combinacdo de 12 marcadores RAPD permitiu a identificacdo dos clones

estudados.

Palavras indexadas: café, Coffea, RAPD, ferrugem-do-cafeeiro, clones

diferenciadores.
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INTRODUCAO

O fungo Hemileia vastatrix Berk. et Br., causador da ferrugem
alaranjada do cafeeiro, apresenta grande variabilidade, tendo ja sido
caracterizadas mais de 30 racas fisiol6gicas (Mayne, 1932; D’Oliveira, 1954-57;
Reyes, 1957; D’Oliveira e Rodrigues, 1960; Rodrigues Jr et al., 1975; Lopes e
Godinho, 1976; Zambolim et al., 1997), varias delas ocorrendo no Brasil
(Cardoso et al., 1981; Cardoso etal., 1988).

De acordo com estudo genético sobre o comportamento das progénies
de plantas de Coffea arabica L. e de hibridos interespecificos, quando
inoculadas com racas fisiolégicas de H. vastatrix, foi possivel identificar nove
genes dominantes Sk1,2,34,5,6,7,8,9, responsaveis pelo controle da
resisténcia a esta doenca (Mayne, 1936; Noronha-Wagner e Bettencourt, 1967;
Bettencourt e Noronha-Wagner, 1971; Bettencourt et al., 1980; Bettencourt e
Rodrigues, 1988). Os genes Su1,2,4,5 estao presentes na espécie C. arabica
(Noronha-Wagner e Bettencourt, 1967; Bettencourt & Noronha-Wagner, 1971).
O gene Si3 é encontrado apenas nos cafés ardbicas originarios da india e,
provavelmente, tenha provindo de C. liberica através de hibridacdo
interespecifica (Mayne 1936; Noronha-Wagner e Bettencourt, 1967). Os genes
S16,7,8,9 sdo provavelmente oriundos de C. canephora e, quando associados
a um ou mais genes desconhecidos, conferem resisténcia a todas as racas
conhecidas do fungo (Bettencourt e Rodrigues, 1988). Diferentes combinagoes
desses genes sdo encontrados nas populagdes derivadas do Hibrido de Timor.

Este hibrido é, provavelmente, resultante de um cruzamento natural entre C.
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arabica e C. canephora (Bettencourt, 1973), sendo bastante utilizado em
programas de melhoramento como fonte de resisténcia a Hemileia vastatrix.

Variedades hospedeiras usadas para identificacdo de ragas do
patdbgeno sado denominadas diferenciadoras. Para sistemas hospedeiro-
patdgeno em que o conceito gene a gene foi provado ou inferido, um grupo de
diferenciadoras em que cada membro possui apenas um Unico gene de
resisténcia foi considerado, por Flor, como o método mais eficiente e
informativo em estudos de variacdo do patégeno (Flor, 1971). A analise das
interacdes hospedeiro-patdgeno permitiu re conhecer a validade da teoria gene-
a-gene para o complexo Coffea-Hemileia vastatrix, e estudos extensivos
realizados no Centro de Investigagdo das Ferrugens do Cafeeiro - CIFC, em
Portugal, resultaram na selecdo de um grupo de cafeeiros diferenciadores
(Bettencourt, 1981).

A caracterizagdo de cafeeiros diferenciadores € importante para
garantir a manutengdo da identidade genética desses materiais, que é
indispensavel para propositos de identificacdo das ragas fisiolégicas de H.
vastatrix. Os marcadores mole culares baseados na andlise direta do DNA, por
serem potencialmente ilimitados em numero e nao sofrerem influéncia do
ambiente, sdo indicados para estudos de caracterizacao.

Entre as varias técnicas, desenvolvidas para detectar polimorfismos de
DNA, utilizando a tecnologia da reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) esta a técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), que foi desenvolvida por Williams et al. (1990). Esses
marcadores séo faceis de serem detectados, pois, ndo requerem informagdes
prévias sobre a sequéncia de DNA a ser amplificada e tém sido eficientes na
identificacao de acessos de café (Lashermes et al., 1993; Orozco-Castillo et al.,
1994; Lashermes et al.,, 1996; Orozco-Castillo et al., 1996). Duas outras
vantagens sdo a automatizacédo do processo e a pequena quantidade de DNA
requerida. Estas vantagens fazem com que marcadores RAPD sejam
escolhidos para a caracterizagdo de gendétipos em outras espécies (Thormann
e Osborn, 1992).

O objetivo deste trabalho foi a caracterizagdo molecular, estimagéao das

distancias genéticas e comparacdo com a genealogia de 18 clones de
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cafeeiros diferenciadores de racas fisioldgicas de Hemileia vastatrix por meio
de marcadores RAPD.
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MATERIAL E METODOS

Material genético: O material genético utilizado neste trabalho sdo clones de
Coffea sp usados como diferenciadores de ragas fisiologicas de Hemileia
vastatrix, pertencentes ao Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa, e foram obtidos por propagacédo vegetativa da coecgao
original do Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro - CIFC
(Tabela 1).

Extracao de DNA: DNA dos 18 gendtipos foi extraido de folhas jovens,
seguindo-se o protocolo modificado de Doyle e Doyle (1990) com a adigao de
PVP-40 (soluvel) no tampado de extragdo. Apds a extracdo, o DNA foi
quantificado em espectrofotdmetro e armazenado a 4°C. Para amplificacao, o
DNA foi diluido em TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) para uma
concentragéo final de 10 ng/pl.

Amplificacao de DNA e analise eletroforética dos produtos: Trinta e cinco
primers de 10 bases da “Operon Technologies” foram utilizados para amplificar
o DNA de cada um dos 18 gendtipos. A amplificagao foi feita em termociclador
Perkin-EImer 9600, e cada reacao contou com um volume total de 25 pl,
contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA gendmico, 1 unidade
AmpliTag DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM de iniciador, 50 mM
de KCI, 10 mM de Tris HCI pH 8,3 e 2 mM de MgCl, € o volume final
completado com agua ultrapura. Foi utilizado o seguinte programa: um ciclo

para desnaturagao (95°C por 1 min), 39 ciclos para amplificacao (15 seg a 94°
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C, 30 seg a 35°C, 60 seg a 72°C) e, para finalizar, 7 min a 72°C. Os produtos
das reagbes de amplificagdo foram separados por eletroforese em géis de
agarose 1,4%, corados com brometo de etidio, visualizados em UV e
fotodocumentados. RAPDs foram registrados como presenca ou auséncia de
bandas. Somente os polimorfismos observados em bandas nitidas foram
considerados.

Tabela 1 - Clones de cafeeiros diferenciadores de Hemileia vastatrix e
respectivas procedéncias.

Caodigo Descricao Procedéncia Grupo de Genes de
Resisténcia  Resisténcia
1. CIFC 110/5 S 4 Agaro Etiopia J Si4,5
2. CIFC 128/2 Dilla & Alghe Quénia o Sl
3. CIFC 87/1 Geisha Tanzéania C Sut,5
4. CIFC 635/3 S 12 Kaffa Etiopia w Sul1,4,5
5. CIFC 1006/10 KP 532 (Kent) Tanzania L Sul,2,5
planta 31
6. CIFC 134/4 S 12 Kaffa Etiopia | Sy1,4
7. CIFC 32/1 DK 1/6 india D Si2,5
8. CIFCHW 17/12 CIFC 35/2 x CIFC Portugal 0O Su1,2,4,5
134/4
9. CIFC H 152/3 CIFC 32/1 x CIFC Portugal Y Su2,4,5
110/5
10. CIFC 644/18 Hibrido Kawisari InQonéSia M Su?
11. CIFC 33/1 S 288-23 India G S.3,5
12. CIFC 147/1 CIFC 34/13 x CIFC  Portugal T Su1,3,4,5
110/5
13. CIFCH 153/2 CIFC 87/1 x CIFC Portugal 4 Su1,3,5
33/1
14. CIFC 4106 Hibrido de Timor Timor A S.5,6,7,8,9,?
15.CIFC 1343/269 Hibrido de Timor Timor R Sn6
16. CIFC 832/1 Hibrido de Timor Timor A Su5,6,7,8,9,?
17. CIFC H 419/20 MN 1535/33 x HW Portugal 3 Su5,6,9
26/13
18. CIFC H 420/10 MN 1535/33 x HW Portugal 1 Su5,6,7,9
26/14

Fonte: Adaptacao de Bettencourt (1981)

Hibrido Kawisari = C arabica x C. liberica; S 288-23 = C arabicax C. liberica;
CIFC 34/13 = S 353 4/5 = C arabicax C. liberica; Hibrido de Timor = C. arabica
x C. canephora; CIFC HW 26 = Caturra Vermelho CIFC 19/1 x Hibrido de Timor
CIFC 832/1; CIFC — Centro de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro (Oeiras
- Portugal); MN = Mundo Novo; H = hibrido.
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Analise dos dados: A planilha de dados foi montada, atribuindo-se valor 1
para a presenca e 0 para a auséncia de bandas. Estimativas de similaridades
genéticas foram expressas como coeficientes de similaridades de Jaccard
(Jaccard, 1901), utilizando-se a equacédo SGjj = a/(a+b+c), em que SG;j a a
similaridade genética entre os genodtipos i € j, a € o nimero de bandas
presentes em ambos i e j, b € o numero de bandas presentes emie ausentes
em j e ¢ € o numero de bandas presentes em j e ausentes em i. A conversao
para distancia genética (DG) foi feita, empregando-se a equacao DGjj= 1- SGi.
O programa GENES (Cruz, 1997) foi utilizado para o célculo das distancias
genéticas. O dendrograma, baseado na matriz de distancias genéticas, foi
obtido por meio da andlise de agrupamento do programa STATISTICA, versao
5.0, empregando-se 0 método UPGMA @nweighted pair-group method using
arithmetic average). Para a caracterizacdo dos clones, foi feita a comparacao
dos perfis eletroforéticos dos produtos amplificados no sentido de encontrar

padrées moleculares capazes de diferencia-os.

78



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis eletroforéticos, obtidos para café com a técnica de
marcadores RAPD, apresentaram bandas nitidas polimérficas, como o
apresentado na Figura 1, obtido com o primer OPB-18. Os 35 primers utilizados
geraram 158 bandas polimérficas, média de 4,5 bandas polimérficas por

primer.

Figura 1 - Perfil eletroforético de DNA obtido com o primer OPB-18 para os 18
clones de cafeeiros diferenciadores de Hemileia vastatrix. Da
esquerda para a direita: M - DNA marcador de peso molecular,
1 -17/12; 2 - 644/18; 3 - 110/5; 4 - 128/2; 5 - 420/10; 6 - 87/1;
7 -4106 (Hibrido de Timor); 8 - 33/1; 9 - 832/1; 10 - 635/3;
11 - 1343/269; 12 - 1006/10; 13 - 152/3; 14 - 134/4; 15 - 147/1;
16-419/20; 17 - 153/2 e 18 - 32/1.
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As distancias genéticas expressas em complementos atitméticos de
Jaccard, obtidas para os 18 clones de cafeeiros diferenciadores de ferrugem,
baseadas em 158 marcadores RAPD (Tabela 2), variaram de 4% (entre os
clones CIFC 128/2 e CIFC 87/1) a 91% (entre os clones CIFC 644/18 e CIFC
1343/269). A analise de agrupamento baseada nos complementos aritméticos
de Jaccard, utilizando-se o método UPGMA ao nivel de 39% de distancia
genética (Figura 2), definiu trés grupos: grupo A, com um clone (Hibrido
Kawisari CIFC 644/18); grupo B, com cinco clones (Hibrido de Timor CIFC
1343/269, Hibrido de Timor CIFC 4106, Hibrido de Timor CIFC 832/1, CIFC H
419/20 e CIFC H 420/10, ); e grupo C com os 12 clones restantes. O clone
mais divergente foi o Hibrido Kawisari CIFC 644/18 que é, provavelmente, um
hibrido natural tetraploide entre C. arabica e C. liberica, suscetivel apenas a
raca XlIl (Chaves, 1976). No grupo B, foram reunidos trés progénies de Hibrido
de Timor e dois hibridos derivados de cruzamentos envolvendo o Hibrido de
Timor CIFC 832/1.

O clone CIFC 4106 é a planta selecionada na llha de Timor,
supostamente o Hibrido de Timor em geracéao F1, reproduzida via propagacgao
vegetativa e introduzida no Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro.
Os outros dois acessos, CIFC 1343/269 e CIFC 832/1, sao clones derivados do
Hibrido de Timor e introduzidos no CIFC via sementes. Estes clones foram
introduzidos na UFV via propagacgao vegetativa, sob os registros UFV 516, UFV
305 e UFV 529, respectivamente. No grupo C, estédo incluidos nove materiais
de arabica e trés de arabica com introgressao de C. liberica.

Considerando o limite de 25% de distancia genética, os grupos B e C
foram subdivididos em trés subgrupos: subgrupo B1, com um clone (Hibrido de
Timor CIFC1343/269); subgrupo B2, com um clone (CIFC 4106); subgrupo B3,
com trés clones (CIFC 832/1, CIFC H 419/20 e CIFC H 420/10); subgrupo C1,
com dois clones (CIFC H 147/1 e CIFC 33/1); subgrupo C2, com um clone
(CIFC H 153/2); e subgrupo C3 com nove clones (CIFC 87/1, CIFC 128/2, CIFC
110/5, CIFC 1006/10, CIFC 635/3, CIFC 32/1, CIFC H 152/3, CIFC 134/4 e
CIFC HW 17/12). O trés acessos de Hibrido de Timor (CIFC 4106, CIFC
1343/269 e CIFC 832/1) ficaram em subgrupos diferentes, mostrando que,
embora o Hibrido de Timor seja derivado de uma unica planta (Bettencourt,
1973), existe bastante variabilidade nas populacdes e genoétipos derivados do
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Tabela 2 - Matriz de distancias genéticas expressas como complementos aritméticos dos coeficientes de Jaccard, obtidas para 18
clones de cafeeiros diferenciadores de ferrugem e baseadas em 158 locos polimérficos de marcadores RAPD.

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
CIFC HW 17/12 0

CIFC 644/18 0,875 0

CIFC 11055 0127273 0877193 0

CIFC 1282 0.2 0875 0,163636 0

CIFC H 420/10 0,266667 0839623 0267857 0254237 0

CIFC 87/1 0.2 0873874 0207547 004 0290909 0

CIFC 4106 0421687 0,844445 0,43038 0414634 0,27027 0413333 0

CIFC 33/1 0393443 08 0327273 04 0431035 0436364 0585366 0

CIFC 8321 0454545 0866072 0409836 0,396825 0236364 0403509 0324324 05569444 0

CIFC 635/3 0,145455 0842593 0,137255 0,113208 0218182 016 0405405 0392857 0392857 0

CIFC 1343/269 0419355 0,90991 0423729 0344828 0327586 0392857 0413333 055932 0403509 0333333 0

CIFC 1006/10 0,160714 0,842593 0,169811 0,178571 025 0,181818 0415584 0392857 0431035 0,1 0385965 0

CIFC H 152/3 0,107143 0848214 0,096154 0,142857 0220339 0,188679 04 0314815 0435484 0078431 0,366667 0076923 0

CIFC 134/4 0,071429 0,863248 0127273 0,20339 0,258621 0232143 0419753 0,389831 0,4375 0,00434 0419355 0,12963 0,074074 0

CIFC 14711 0338235 0,778761 0328125 0,382353 0,42029 0,40625 0522222 0,078431 0536232 0,34375 0514706 0359375 0307692 0352941 0

CIFC H 419/20 0397059 0,866667 0,354839 0323077 0172414 035 0316456 0484375 0,178571 0310345 0,383333 0,354839 0,34375 0369231 0486487 0

CIFC H 153/2 0328358 0,716981 0295082 0,348485 0393939 035 0476744 0403226 0507246 0275862 0461538 0328125 0269841 0323077 0323529 05 0

CIFC 32/1 0,1578%5 0850877 0,166667 0,1920982 0,22807 0222222 04125 0385965 042623 0,169811 0362069 0,166667 0075472 0,142857 0307692 0359375 03125 0
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Figura 2 - Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de
distancias genéticas expressas em complementos de Jaccard,
estimadas entre 18 clones de cafeeiros diferenciadores de
ferrugem e baseadas em 158 marcadores RAPD oriundos de 35
primers.

Hibrido de Timor (Lashermes et al., 2000). E coerente a formacéo do subgrupo
B3 (CIFC 832/1, H 419/20 e H 420/10), pois, o Hibrido de Timor CIFC 832/1 &
um dos genitores dos hibridos H 419/20 e H 420/10.

O clone CIFC 33/1 do subgrupo C1 é uma selecao obtida a partir do
cruzamento interespecifico entre C. arabica e C. liberica, realizado na Estagéo
Experimental de Balehonnur (india). Esta selecdo (CIFC 33/1) e a selecdo S
353 4/5 (CIFC 34/13), também oriunda da india, foram utilizadas no CIFC
(Portugal), em cruzamentos para a obtencéo dos hibridos CIFC H 147/1 do
subgrupo C1 e CIFC H 153/2 do subgrupo (Bettencourt, 1981). O subgrupo C3
€ composto por genotipos puros de arabica (cultivares, sele¢des ou hibridos).
O clone H 153/2 ficou numa posicao intermediaria entre o subgrupo C1 de
clones interespecificos C. arabica x C. liberica e o subgrupo C3 de arabicas
puros. Esta posicao esta de acordo com a genealogia, pois, este € um hibrido
oriundo do cruzamento entre os clones CIFC 87/1 e CIC 33/1 (Figura 2). A
ordenacédo dos clones, dentro do subgrupo C3, também concorda com a
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origem genealégica; por exemplo, CIFC 134/4 é um dos genitores do hibrido
HW 17/12, e CIFC 32/1 € um dos genitores do hibrido H 152/3. Verifica-se,
portanto, que houve coeréncia entre o agrupamento obtido com base nos
marcadores RAPD e a origem genealdgica dos clones. A correspondéncia
entre agrupamentos baseados em marcadores moleculares e a origem de
gendtipos do género Coffea foi obtida, também por outros pesquisadores
(Orozco-Castillo et al., 1994; 1996; Lashermes et al., 1997).

Dos 158 marcadores RAPD, 60 (38%) foram especificos para o clone
Hibrido Kawisari CIFC 644/18, dez (6,3%) especificos para o clone Hibrido de
Timor CIFC 4106 e seis (3,8%) especificos para o clone Hibrido de Timor CIFC
1343/269. Um menor numero de marcadores especificos foram obtidos para
outros clones, variando de um (para o clone CIFC 87/1) a quatro (para o clone
CIFC 419/20) marcadores. A comparagdao dos perfis eletroforéticos dos
produtos amplificados possibilitou a selecdo de 12 marcadores RAPD, cuja
combinagao, permitiu a identificacao dos 18 clones (Tabela 3). Os marcadores
OPA08-1125 e OPC08-1692 séo especificos aos clones com introgressao de
genes de C. liberica, enquanto os marcadores OPA01-1066 e OPAQ07-1565 sao
especificos aos clones com introgressdo de genes de C. canephora, e 0s
marcadores OPB07-1764, OPA09-1520, OPA18-1162, OPC03-1018 e OPB12-
2624 sao especificos aos clones de arabicas puros, sem introgressao recente
de genes de outras espécies. Em brocolos e couve-flor (Hu e Quiros, 1991),
aipo (Yang e Quiros, 1994), banana (Howell et al., 1994) e melao (Lee et al.,
1996), marcadores RAPD também foram apropriadamente utilizados para
identificagcao de cultivares e estudos de parentesco genético.

O padrdao molecular obtido podera ser usado para identificacdo dos
gendtipos estudados, o que auxiliara o trabalho de manutencao da identidade

genética dos clones de cafeeiros diferenciadores de ferrugem.
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Tabela 3 - Caracterizagdo molecular obtida com 12 marcadores RAPD para 18
clones de cafeeiros diferenciadores de Hemileia vastatrix.

Marcador Clones"

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
OPA01-10667 - - - - - - - - - - - - - + - + + +
OPA01-1532 + + + + + + + + + - + + + + + - + +
OPA07-0925 + + + + + + - + 4+ - + + 4+ - - - - -
OPA0O7-1565 - - - - - - - - - - - - - 4+ 4+ + + -
OPA08-1225 - - - - - - - - -« 4 - - 4 - - - - -
OPA09-1520 - + + 4 - - = = = = = - o - o o o .
OPA18-1162 - - - = 4+ - = = — = « - - - o - o .
OPA20-0867 - - - - + + + + + - - - - 4+ - - - 4
OPBO7-1764 - - - 4 - 4 - 4 - = = « -« < - - .
OPB12-2624 + + - + + + + + + + + + + + + + + +
OPC03-1018 - + + + + - + + + + + + + + + + + +
OPC08-1692 - - - - - - - - - 4+ - 4+ - - - - - -

1/:1 - CIFC 110/5; 2 - CIFC 128/2; 3 - CIFC 87/1; 4 - CIFC 635/3; 5 - CIFC 1006/10; 6 - CIFC
134/4; 7 - CIFC 32/1; 8 - CIFC HW 17/12; 9 - CIFC H 152/3; 10 - CIFC 644/18; 11 - CIFC 33/1;
12 - CIFC 147/1; 13 - CIFC H 153/2; 14 - CIFC 4106; 15 - CIFC 1343/269; 16 - CIFC 832/1; 17 -
CIFC H 419/20; 18 - CIFC H 420/10. 2/: + presenga da banda; - auséncia da banda.
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CONCLUSOES

Houve coeréncia entre o agrupamento obtido com base nos

marcadores RAPD e a origem genealdgica dos clones
O clones de cafeeiros diferenciadores de Hemileia vastatrix foram

caracterizados e diferenciados pelo padrdo molecular obtido.
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MAPA PARCIAL DE LIGACAO GENICA DE Coffea arabical.

RESUMO

Uma das aplicagbes mais importantes da tecnologia de marcadores
moleculares no melhoramento de plantas é a geracao de mapas genéticos, que
permitem a geracao de informacdes sobre a estrutura, organizagao e evolucao
do genoma. Em Coffea arabica L. (2n=4x=44), a constru¢do de mapas de
ligacdo tem sido particularmente dificil devido ao baixo nivel de polimorfismos e
complicagdes advindas da poliploidia. Marcadores RAPD foram utilizados para
a construcao de um mapa parcial de ligacao génica para Coffea arabical., a
partir de uma populagéo segregante RC+ obtida do cruzamento entre Mundo
Novo e Hibrido de Timor, sendo este ultimo utilizado como genitor recorrente.
Foram obtidos 93 marcadores RAPD, dos quais 87 (93,5%) apresentaram
segregacao 1:1 (P>0,01), quatro (4,4%) segregacao 2:1 (P>0,05) e dois (2,2%)
segregacao 5:1 (P>0,05). Para a construgcdo do mapa, foram utilizados os 87
marcadores que segregaram 1:1, sendo que cinco ndo mostraram-se ligados
aos grupos formados. Oitenta e dois marcadores RAPD resultaram em oito
grupos de ligacao cobrindo 540,6 cM. Os grupos obtidos tiveram uma boa
densidade de marcadores, exceto dois grupos. O maior intervalo entre dois
marcadores foi de 36,4 cM, e 94,5% dos intervalos ndo excederam a 20 cM O
tamanho dos grupos de ligacdo teve alta correlagdo com o numero de
marcadores (r=0,887), indicando distribuicdo aleatéria dos marcadores nos
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grupos. Entretanto, o niumero de grupos de ligacao é inferior ao correspondente
namero haploide de cromossomos (2); portanto, o0 genoma da espécie foi

parcialmente explorado e muitas regides ainda nao foram identificadas.

Palavras indexadas: café, Coffea arabica, RAPD, mapa de ligacao.
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INTRODUCAO

O cafeeiro pertence ao subgénero Coffea, familia Rubiaceae, formado
por aproximadamente 100 espécies (Charrier e Berthaud, 1985). Das espécies
cultivadas, Coffea arabica L (café arabica) e Coffea canephora Pierre et
Froenher (café robusta), sdo as mais importantes economicamente, sendo C.
arabica responsavel por 70% da producdo mundial e 99% da producao da
América Latina. C. arabica é alotetraplbide (2n=4x=44) e autofértil (Carvalho e
Krug, 1949; Krug e Carvalho, 1951; Carvalho, 1952; Charrier e Berthaud,
1985), enquanto as outras espécies sao diploides (2n=2x=22) e geralmente
auto-incompativeis (Conagin e Mendes, 1961; Monaco, 1972; Charrier e
Berthaud, 1985).

Por se tratar de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, o
melhoramento genético do cafeeiro €, via de regra, lento. Sendo assim, é de
fundamental importancia a implementagao de técnicas que facilitem e acelerem
a selecdo e avaliacdo de materiais superiores, em um programa de
melhoramento. A selecdo assistida por marcadores moleculares pode,
potencialmente, acelerar o progresso genético pelo aumento na eficiéncia de
selecdo, reducao no intervalo de geragdes e identificacdo de quebra de
ligagbes indesejaveis.

Inicialmente, os estudos genéticos eram realizados utilizando
marcadores morfoldgicos, tais como cor de flor, cor de semente, cor e tipo de
pubescéncia e albinismo. Os marcadores morfolégicos contribuiram

significativamente para o estabelecimento dos principios teéricos do
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mapeamento genético e das analises de ligacdo génica. No entanto, sua
utilizagdo na geragdo de mapas e no melhoramento foi limitada pelo nimero
reduzido de marcadores disponiveis, pela auséncia de ligacdo com
caracteristicas de importancia econdémica e pelos efeitos deletérios das
mutacoes.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, varios marcadores
genéticos baseados na andlise direta do DNA foram desenvolvidos, e com a
vantagem de serem potencialmente ilimitados em ndmero. O primeiro € mais
amplamente utilizado foi RFLP (Restriction Fragment Length polymorphisms)
(Botstein et al., 1980), que oferece a vantagem do grande numero de
marcadores polimorficos, mas tem limitagcdo de custo e complexidade técnica.

O desenvolvimento da tecnologia da reacdo em cadeia da DNA
polimerase (PCR) (Mullis e Faloona, 1987) possibilitou o surgimento de uma
nova geragcao de marcadores moleculares, baseados na amplificagdo de
fragmentos de DNA, e separagdo dos fragmentos por eletroforese para
visualizagdo dos polimorfismos. Uma destas técnicas foi desenvolvida por
Williams et al. (1990) e foi denominada RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). Estes marcadores sao faceis de serem detectados, pois, ndo requerem
informacdes sobre a seqiéncia de DNA a ser amplificada ou a sintese de
primers especificos. Duas outras vantagens sdo a automatizagéo do processo
e pequena quantidade de DNA requerida.

Uma das aplicagbes mais importantes da tecnologia de marcadores
moleculares, no melhoramento de plantas, € a geracao de mapas genéticos,
que podem ser usados para determinar a localizagdo de genes responsaveis
por caracteres simples e complexos. Para o caso de caracteres de heranga
simples, a identificacdo de marcadores ligados a genes que conferem
resisténcia a patdégenos permite monitorar e acelerar a introgressao destes
genes em cultivares comerciais, além de possibilitar a piramidagdo de genes
em uma unica cultivar. Marcadores ligados a genes de interesse também
podem fornecer um ponto de partida para a clonagem de genes baseada em
mapa (Map-Based Cloning). Por outro lado, a grande maioria dos caracteres de
importancia econémica estao sob controle genético complexo, envolve a agao
de varios genes, e é altamente influenciada pelas condigdes ambientais, sendo
de dificil manipulagdo e compreensao. Esses locos sao denominados locos
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controladores de caracteres quantitativos (QTLs - Quantitaive Trait Loci)
(Geldermann, 1975) e, para a maioria desses caracteres, existem poucas
informacgdes sobre o nimero, posi¢cdo cromossdémica, magnitude do efeito e
interacbes entre os locos que controlam sua expressdo. Utilizando mapas
genéticos e técnicas de mapeamento de QTLs, & possivel obter tais
informacdes.

O marco inicial do mapeamento genético foi o fendmeno da ligagéo
genética, explicada por Morgan em 1910. O mapeamento genético baseia-se
na hipétese de que a co-transmissao de dois marcadores reflete a proximidade
entre eles, criando a possibilidade de se ordenar, linearmente, a informacao
genética ao longo dos cromossomos. Os primeiros mapas genéticos de
espécies cultivadas (MacArthur, 1934; Emerson et al., 1935) foram construidos
antes mesmo do material genético ser atribuido ao DNA, sendo uilizados
caracteres de heranga simples.

A disponibilidade de varios tipos de marcadores (morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares), aliada ao surgimento de pacotes computacionais e
metodologias estatisticas apropriadas, tem permitido a construcdo de mapas
genéticos saturados para um grande numero de espécies de plantas (Tanksley
et al. 1992; Causse et al. 1994; Reinisch et al. 1994; Becker et al., 1995;
Plomion et al., 1995; Borner and Korzun, 1998; Joobeur et al. 1998; Spada et
al. 1998 e Vuylsteke et al,, 1999). Estes mapas permitem a geracdo de
informacdes basicas sobre a estrutura, organizacao e evolucao do genoma, a
localizagao das regides gendmicas que controlam caracteres de importancia, a
quantificagdo do efeito destas regides na caracteristica estudada, a
decomposicdo de caracteristicas complexas nos seus componentes
Mendelianos e a reunido de todas estas informacdes para serem usadas nos
programas de melhoramento.

Em Coffea arabica L., a construcdo de mapas de ligagdo tem sido
particularmente difici devido ao baixo nivel de polimorfismos (Paillard et al.,
1993; Orozco-Castillo et al., 1994; Lashermes et al. 1996, 1999) e
complicacdes advindas da poliploidia (Paillard et al. 1996). Estas complicacdes
incluem o grande numero de grupos de ligacdo, a detecgao de locos multiplos

por uma unica sonda, e a co-migracéo de fragmentos de diferentes locos que
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podem impedir a interpretacdo de relacdes alélicas e andlises genéticas
(O’'Donoughue et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi construir um mapa parcial de ligacdo
génica para Coffea arabica, utilizando-se marcadores RAPD.
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MATERIAL E METODOS

Material genético: Foi utilizada uma populagdo segregante com 104 plantas

RC1(H 789), obtida conforme o seguinte esquema:

Mundo Novo IAC 464-18 x Hibrido de Timor CIFC 2570
(P4) (P2)

U

H 464-2 x Hibrido de Timor CIFC 2570
(F1) (P2)

U

H 789 (H 789-1 aH 789-104)
(RC1)

Extracao de DNA: Folhas jovens foram maceradas em nitrogénio liquido,
sendo o macerado transferido para tubos de eppendorf contendo tampéao de
extracéo (sorbitol 0.35 M, Tris HCI 0.1 M pH 8.0, EDTA Na2 0.005 M), tampéao
de lise nuclear (Tris HCI 0.2 M pH 8.0, EDTA Nay 0.05 M, NaCl 2M, CTAB 2%),
bissulfito de sédio 0.02 M, sarcosil 0.8 % (w/v) e carvao ativado 1 % (w/v). As
amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por uma hora com agitacdo
de 15 em 15 minutos. Os tubos foram retirados do banho-maria, deixados em
repouso até atingirem temperatura ambiente, e igual volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foi acrescentado. Inversées suaves dos
tubos foram feitas durante 10 minutos e, em seguida, foi realizada
centrifugagao a 10.000 rpm por cinco minutos. A fase liquida (sobrenadante) foi
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transferida para um novo tubo, e igual volume de isopropanol gelado a —20 °C
foi adicionado. Os tubos foram invertidos vérias vezes até precipitar o DNA, e
centrifugados a 1000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (DNA) lavado com etanol 70 %. Apds descarte do alcool, o DNA foi
secado ao ar e dissolvido em TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) +
Rnase (50 pg/mL).

Amplificacao do DNA e analise eletroforética dos produtos: Seiscentos e
oitenta primers de 10 bases da “Operon Technologies” (kits OPA-OPZ e OPBA-
OPBH) foram utilizados para amplificar o DNA dos pais e da planta F. Os
primers, que geraram fragmentos polimorficos mais intensos entre os pais,
foram utilizados para amplificar o DNA de 12 plantas RC: escolhidas ao acaso.
Os primers, que confirmaram o polimorfismo, foram utilizados para amplificar o
DNA das 92 plantas restantes. A amplificacao foi feita em termociclador Perkin -
Elmer 9600, e cada reagéo contou com um volume total de 25 pl, contendo os
seguintes componentes: 25 ng de DNA gendmico, 1 unidade AmpliTag DNA
polimerase, 0.1 mM de cada dNTP, 0.2 uM de iniciador, 50 mM de KCI, 10 mM
de Tris HCI pH 8.3 e 2 mM de MgCk e o volume final completado com agua
ultrapura. Foi utilizado o seguinte programa: um ciclo para desnaturagéao (95°C
por 1 min), 39 ciclos para amplificacao (15 seg a 94°C, 30 seg a 35°C, 60 seg a
72°C) e, para finalizar, 7 min a 72°C. Os produtos das rea¢des de amplificacao
foram separados por eletroforese em geis de agarose 1.4%, corados com
brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados.
RAPDs foram registrados como presenga ou auséncia de bandas.

Analise dos dados e construcao do mapa: Somente as bandas polimérficas
(marcadores) mais nitidas foram consideradas na andlise dos dados.
Marcadores presentes no pai Mundo Novo e ausentes no pai Hibrido de Timor
foram analisados pelo teste do qui-quadrado (x?) para taxas de segregacdes
1:1, 5:1 e 2:1 na populacdo RC;. A proporcédo 1:1 é esperada para o caso de
heranca diss6mica e tetrassémica, em que a planta F; tenha apenas um alelo
dominante (i.e. Aa e Aaaa), a propor¢cao 5:1 para o caso de heranga
tetrassdmica em que a planta Fi tenha dois alelos dominantes (i.e. AAaa) e a
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proporcao 2:1 representa uma distorcao da segregacao 1:1. Para a construcao
do mapa de ligacdo, foram consideradas apenas o0s marcadores com
segregacao 1:1, que é a proporcao esperada para heranga dissémica em
populagcdo RC+. O programa MAPMAKER/EXP v. 3.0 (Lander et al. 1987) foi
utilizado para construcao do mapa de ligacdo. Analise de dois-pontos foi usada
para identificar os grupos de ligagdo com valores de recombinagao () maximo
de 0.4 e LOD escore minimo de 3.0. A fun¢do de Kosambi (Kosambi 1944) foi
usada para conversdo das taxas de recombinacdo em distancia de mapa

(centiMorgan cM).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 680 primers avaliados entre os pais e Fq, 146 (21,5 %)
amplificaram bandas especificas presentes em Mundo Novo e Fi e ausentes
no Hibrido de Timor. Em Coffea canephora, Paillard et al. (1996), trabalhando
com duplos hapléides (DHs), encontraram uma taxa de polimorfismo com
marcadores RAPD igual a 29 %, e em lentilha Eujayl et al. (1997) obtiveram
29,7 % em populacao Fo.

Desses 146 primers, 114 (78,9 %) foram selecionados por
apresentarem padrdo polimoérfico mais intenso e reprodutivel nas 12 plantas
RC1, pais e Fi. Eujayl et al. (1998), trabalhando com populagdes RILs
(Recombinant inbred lines) de lentilha, selecionaram 60,3 % dos primers
polimorficos entre os pais com base na reprodutibilidade dos fragmentos
amplificados e em Brassica napus (Foisset, 1996) 89,5% dos primers, 89% dos
sistemas enzimaticos e 84% das sondas RFLP, avaliados entre os pais foram
polimorficos.

Dos 114 primers selecionados, 80 (70,2 %) foram utilizados para amplificar o
DNA das 92 plantas restantes. Esses 80 primers deram origem a 93
marcadores RAPD (1,2 marcadores por primen, dos quais 87 (93,5 %)
apresentaram segregacéao 1:1 (P>0,01) (Tabela 1), quatro (4,3 %) segregacao
2:1 e dois (2,2 %) segregacao 5:1. Para os quatro marcadores que segregaram
2:1, houve excesso de heterozigotos. Excesso de heterozigotos também foi
verificado em distor¢cdes de segregacdo em algodao (Shappley et al., 1998) e

milho (Schon et al., 1993). Na espécie tetrapléide Prunus cerasuslL., Wang e
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Tabela 1 - Lista de marcadores RAPD segregando na proporcdo Mendeliana
esperada (1:1) e respectivos valores de quiquadrado e de
probabilidade. Primer com mais de um produto polimérfico foi
identificado com as letras a, b, c.

2 2

Marcador y° P Marcador g P Marcador X P

OPA-01 0,15 0,698 OPN-14 0,43 0,512 OPV-17 0,18 0,671
opPB-02 2,26 0,133 OPO-04 0,47 0,493 OPW-01 0,64 0,424
opPB-20 0,09 0,764 OPO-06a 0,04 0,841 OPW-08a 2,51 0,113
OPC-02 0,20 0,655 OPO-06b 0,16 0,689 OPW-08b 0,63 0,427
OoPD-13 0,09 0,764 OPO-15 0,79 0,374 OPW-13a 0,35 0,554
opD-14 0,11 0,740 OPP-01 0,80 0,371 OPW13b 0,35 0,554
OPE-19a 0,25 0,617 OPP-06 1,14 0,286 OPX-09 25 0,114
OPE-19b 0,25 0,617 OPP-08 1,64 0,200 OPX-10 0,0 1,000
OPF-05 0,96 0,327 OPP-16 1,38 0,240 OPY-01 2,56 0,109
OPG-06a 0,09 0,764 OPP-19 0,16 0,689 OPY-02 2,23 0,135
OPG-06b 0,09 0,764 OPQ-05a 0,01 0,920 OPY-03 0,04 0,841
OPG-11 1,04 0,308 OPQ-05b 0,47 0,493 OPY-17a 0,01 0,920
OPG-13 1,88 0,170 OPQ-06 0,35 0,554 OPY-17b 5,34 0,021
OPG-14 0,48 0,488 OPQ-12 2,46 0,117 OPZ-06 0,48 0,488
OPG-15 0,04 0,841 OPR-09 6,50 0,011 OPZ-08 0,04 0,841
OPHO08 6,19 0,013 OPR-16 3,47 0,062 OPZ-09 0,48 0,488
OPI-20 0,01 0,920 OPR-17 0,40 0,527 OPZ-14 0,64 0,424
OPJ11a 0,24 0,624 OPS-07a 1,38 0,240 OPZ-15 4,65 0,031
OPJ11b 0,48 0,488 OPS-07b 0,15 0,698 OPBA-06 0,15 0,698
OPJ17 0,00 1,000 OPS-09 2,23 0,135 OPBB-09 6,07 0,014
OPK-02 0,01 0,920 OPS-10a 1,38 0,240 OPBB-10 1,57 0,210
OPK-13a 2,80 0,094 OPS-10b 4,65 0,031 OPBC-18 0,35 0,554
OPK-13b 0,09 0,764 OPS-10c 2,46 0,117 OPBD-02 2,46 0,117
OPM-02 3,85 0,050 OPT-06 0,04 0,841 OPBD-05 0,48 0,488
OPL-11 6,07 0,014 OPU-09 2,27 0,132 OPBE-12 2,46 0,177
OPM-06a 3,12 0,077 OPU-14 1,92 0,166 OPBF-18 0,04 0,841
OPM-06b 0,00 1,000 OPV-07 2,86 0,091 OPBG-05 0,55 0,458
OPM-17 0,36 0,540 OPV-08 2,46 0,117 OPBG-19 3,12 0,077
OPM-18 0,04 0,841 OPV-15 0,25 0,617 OPBH-16 1,15 0,283
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colaboradores (1998) verificaram que, dos 110 marcadores RFLP com
proporcao esperada 1:1, 21 (19,1 %) segregaram na proporcéo 2:1, e trés (2,7
%) na proporcao 5:1. A segregagcao 2:1 é considerada uma distorcdo da
segregacao 1:1 e, provavelmente, isto ocorre devido aselecdo gametofitica ou
zigotos letais (Wang et al., 1998). Ja a proporgédo 5:1 pode ser resultante de
segregacao tetrassdmica (Allard, 1971; Sybenga, 1972).

Como C. arabica é um alotetrapléide (Krug e Carvalho, 1951; Carvalho,
1952) segmentar (Grassias e Kammacher, 1975; Medina-Filho et al., 1984;
Pinto-Maglio e Cruz, 1998), é esperado que ocorram segregacoes
tetrassdmicas em adigdo a segregagbes dissdmicas (Sybenga, 1972).
Entretanto, estudos de heranca tém demonstrado que C. arabica possui um
sistema genético exclusivamente dissémico (Krug e Carvalho, 1951; Carvalho,
1952; Lashermes et al., 2000). Estudos citogenéticos, realizados em C.
arabica, mostraram que apesar da grande semelhanca estrutural e morfoldgica
entre cromossomos homeodlogos, a formagédo de tetravalentes é rara,
prevalecendo a formacéo de bivalentes (Pinto-Maglio e Cruz, 1998). Na origem
de C. arabica provavelmente, houve duplicacdo dos genomas das duas
espécies genitoras; portanto, deve haver pareamento preferencial dos
homologos, mesmo havendo grande similaridade entre a maioria dos
cromossomos homeologos. Este pareamento preferencial pode ter controle
genético, como ocorre em trigo (Riley e Chapman, 1958; Riley et al., 1960;
Feldman, 1993), o que é discutido por Pinto-Maglio e Cruz (1998) e Lashermes
e colaboradores (2000) como possivel explicagdo da heranga dissémica em
C.arabica.

Pelo exposto acima, nao seria esperada segregacao 5:1 (tetrassémica)
na populagdo RC1. Entretanto, como o Hibrido de Timor esteve envolvido,
outras consideragdes deverdo ser feitas. O Hibrido de Timor €, provavelmente,
resultante de um cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, em que
um gameta ndo-reduzido de C. canephora tenha combinado com outro normal
de C. arabica (Bettencourt, 1973). Observacoes carioldgicas, realizadas nesse
hibrido, demonstraram que ha ocorréncia, com maior frequéncia, de 44
cromossomos 0s quais nao apresentam grandes diferengas morfolégicas (Rijo,
1974). Sabe-se que, durante a evolugdo do género Coffea, as estruturas
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cromossdmicas nao sofreram grandes alteragdes (Bouharmont, 1959; Charrier
e Berthaud, 1985). Como a espécie C. canephora é um possivel ancestral de
C. arabica, a facilidade de pareamento de cromossomos homedlogos das duas
espécies seria favorecida semelhantemente ao que acontece em Hordeum spp
(Schooler, 1963; Liu € Schooler, 1965) e em Aegilops spp (Feldman, 1965ab).
Nesses casos, este genoma comum atuaria durante a hibridagdo como um
tampao citologico, dando & formas grande estabilidade (Rijjo, 1974). Em
estudos de meiose, em hibridos interespecificos entre C. arabica e C.
canephora, verificou-se a formacdo de mono, bi, tri e tetravalentes, com
predominio de bivalentes (Kammacher e Capot, 1972; Owuor, 1985;
Boaventura e Cruz, 1987). Vale lembrar que tanto a formacdo de bivalentes
com pareamento ao acaso entre quatro comossomos, quanto a formagéao de
tetravalentes, resultam em segregacao tetrassémica.

Lashermes e colaboradores (2000), trabalhando com marcadores
RFLP, verificaram que os quatro conjuntos de cromossomos presentes no
hibrido Arabusta (hibrido artificial entre C. arabica e C. canephora) nao
apresentaram pareamente preferencial, como verificado em C. arabica, sendo
observados segregacao tetrassémica e eventos de dupla reducao. No presente
trabalho, foi verificada segregacao tetrassdémica em apenas 2,2% dos casos.
Isto pode ser devido: i) arecuperacdo, em parte, do pareamento preferencial
caracteristico da cultivar Mundo Novo (C. arabica) utilizada no cruzamento com
Hibrido de Timor; ii) a locos ainda em heterozigose na cultivar Mundo Novo; iii)
origem das marcas (cultivar Mundo Novo).

A maioria dos locos (93,5 %) apresentou segregacdo 1:1. Esta
proporcdo de segregacao é prevista em populagdo RC; tanto para herancga
dissébmica quanto para heranca tetrassémica, desde que a planta F tenha
apenas um alelo dominante (i.e., Aaaa e Aa). Caso a heranca seja
tetrassdmica, o loco em questao ndo estaria em homozigose na cultivar Mundo
Novo, tendo pelo menos um alelo recessivo (i.e. AAAa, Aaaa e Aaaa).

Para construgcdo do mapa, foram utilizados apenas os 87 marcadores
RAPD que segregaram 1:1 (Tabela 1). Destes 87 marcadores, cinco (OPK-02,
OPO-04, OPP-16, OPV-07 e OPBA-06) nao mostraram-se ligados aos grupos
formados. Os outros 82 foram mapeados em oito grupos de ligagédo cobrindo
540.6 cM (Figura 1). Considerando todos os grupos, a distancia média entre
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dois marcadores foi 7.3 cM, e dentro de cada grupo a distancia média variou de
3.47 cM (Grupo 7) a 18,7 cM (Grupo 8). O maior intervalo entre dois
marcadores foi 36.4 cM no Grupo 8, e 94.6 % dos intervalos foram menores do
que 20 cM, o que torna este mapa apropriado para o0 mapeamento de QTLs,
cujos modelos admitem intervalos de até de 20 cM entre marcadores. O
tamanho dos grupos de ligacao teve alta correlagdo com o numero de
marcadores (r = 0.887), indicando distribuicdo aleatéria dos marcadores nos
grupos. A correlagdo entre 0 numero de marcadores e o tamanho dos grupos
de ligacao também foi alta (r= 0.959) para o mapa de ligacdo em C. canephora
(Paillard et al., 1996). Esses autores observaram distancia média de 10 cM
entre dois marcadores, considerando todos o0s grupos, e dentro de cada grupo
variou de 3.25 a 18.3 cM, sendo que o maior intervalo foi 30.7 cM e 11
intervalos excederam a 25 cM.

O cafeeiro € um tetrapléide com numero basico igual a 11
cromossomos (x=11), e os estudos de mapeamento devem ser direcionados
para a identificacdo de 22 grupos de ligacao (n=22) e as relagées homedlogas
entre esses grupos. O mapa de ligagao de C. arabica, obtido neste trabalho, foi
formado por oito grupos de ligacao e cinco marcadores nao-ligados, indicando
qgue o genoma da espécie foi apenas parcialmente explorado, e muitas regides
ainda nao foram identificadas pelos marcadores.

Outros tipos de marcadores moleculares (isoenzimas, RFLP, AFLP e
SSR) poderao ser utilizados para a melhor cobertura do genoma do cafeeiro,
ou seja, formacao de novos grupos e saturagao dos intervalos nos grupos ja
obtidos. Para a identificagdo de grupos de ligagdo de homedlogos, deverao ser
utilizados marcadores que identifiquem alelos em diferentes grupos de ligacao,
como isoenzimas, RFLP e SSR. No presente trabalho, por exemplo, alelos
oriundos de quatro cromossomos com pareamento ao acaso e segregagao 1:1
podem ter sido mapeados no mesmo grupo, pois, 0 marcador e 0 agrupamento
aqui utilizados, juntamente com a falta de mapas de espécies dipléides para

comparagodes, nao oferecem condigdes para distingui-los.
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Figura 1 - Mapa parcial de ligacao génica de Coffea arabica L. com base
em marcadores RAPD. Distancias de mapa em cM (fungao de
Kosambi) sao indicadas aesquerda dos grupos de ligacao e os
nomes dos locos estdo adireita.
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A obtengado de mapas de ligacao de espécies dipléides do subgénero
Coffea, de preferéncia das possiveis espécies ancestrais de C. arabica,
também é importante para comparagoes e identificacao de grupos homélogos e
homedlogos. Na espécie tetrapldide Prunus cerasusL. (cereja azeda), das 82
sondas que identificaram fragmentos mapeados, 15 reuniram os critérios
necessarios para a identificacdo de grupos homedlogos. Nesse mesmo
trabalho, os autores concluiram que quatro grupos de ligagdo de Prunus
cerasus L podem ser homdlogos a quatro dos oito grupos de ligacao
identificados em Prunus persica (pessegueiro) e Prunus amygdalus
(amendoeira) (Wang et al., 1998). Estas relagdes de homeologia também foram
identificadas em espécies tetrapléides de algodao (Reinisch et al.,, 1994) e
espécie hexapléide de aveia (O’Donoughue et al., 1995), utilizando-se
marcadores RFLP e isoenzimaticos.

A disponibilidade de um mapa saturado de ligagdo génica €, sem
duvida, uma ferramenta 0til para o entendimento da genética do cafeeiro. Com
a integracdo de mapas moleculares e informagdes citoldgicas, geneticistas e
melhoristas estardo aptos a estudar e manipular caracteres complexos e obter

valiosas informag6es sobre o processo de evolugéo de polipléides.
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CONCLUSOES

Oitenta e sete (93,5%) marcadores apresentaram segregacao 1:1
(P>0,01), quatro (4,4%) segregacao 2:1 (P>0,05) e dois (2,2%) segregagéao 5:1
(P>0,05).

Foi obtido mapa parcial de ligagcdo para C. arabica formado por oito
grupos de ligacéao.

Os marcadores distribuiram aleatoriamente nos grupos (r=0,887).

O maior intervalo entre dois marcadores foi 36,4 cM, e 94,5% dos
intervalos ndo excederam a 20 cM.
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