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Resumo

Este trabalho objetivou estudar a estrutura genética em populagdes de C. canephora, usando
marcadores microssatélites. Avaliaram-se 130 acessos, conservados na Estacdo Experimental da
Embrapa Rond6nia, em Ouro Preto do Oeste-RO, provenientes dos Bancos de Germoplasma do IAC,
EPAMIG/UFV, INCAPER e de coletas no Estado de Ronddnia. Foram utilizados 22 pares de primer
desenvolvidos pelo Laboratério de Biotecnologia do Café da Universidade Federal de Vigosa
(Biocafé-UFV). A populacdo do IAC apresentou maior nimero de alelos/loco, maior diversidade
genotipica, maior riqueza alélica e maior propor¢ao de alelos raros. Observou-se déficit de
heterozigotos, em todas as populacdes e as diferencas genéticas dentro das populagdes contribuiram
mais para a diversidade total do que as diferencas entre cada uma. Os acessos formaram trés grupos,
representados pelas populagdes do [INCAPER], da [Embrapa Rondonia] e [IAC + EPAMIG/UFV],
respectivamente.

Introducao

O café canéfora (Coffea canephora) originou-se no centro-oeste africano e é uma espécie dipldide
(2n=22), alégama, auto-incompativel, que consiste de arvoretas rusticas, com vasta ramificacdo
ortotrépica. Os graos dessa espécie produzem uma bebida de sabor e aroma neutros, com maior teor de
cafefna e sélidos soluveis, em comparacdo com o café ardbica (Coffea arabica). Por esse motivo, é
utilizado no preparo dos cafés soliiveis e na composi¢do de misturas com café ardbica torrado e moido
(CHARRIER & BERTHAUD, 1988). Atualmente, € cultivado na Africa, Asia e América do Sul,
sendo Vietnd e Brasil os principais paises produtores, responsaveis por 37% e 24% da produgdo
mundial, respectivamente (USDA, 2009).

Os programas brasileiros de melhoramento genético de C. canephora sdo bem supridos por um
importante pool génico conservado nos Bancos de Germoplasma (BAGs) do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), em Sdo Paulo; do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdao
Rural (INCAPER), no Espirito Santo; da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG)/Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Minas Gerais e da Embrapa, em Rond6nia. A
colecdo de germoplasma da Embrapa Rondo6nia possui 719 acessos de C. canephora, sendo 25
progénies introduzidas por meio de sementes a partir dos BAGs do IAC e da EPAMIG/UFV e 29
clones introduzidos do BAG do INCAPER. Os demais acessos compreendem clones de plantas
coletadas em areas tradicionais de cultivo no Estado de Ronddnia (SOUZA et al., 2003).

Embora muitos acessos dessas cole¢des tenham sido avaliados por meio de caracteres fenotipicos
(SOUZA et al., 2003; FONSECA et al., 2006; IVOGLO et al., 2008) e marcadores RAPD (FERRAO
et al., 2007; SILVESTRINI et al., 2008), € premente a necessidade de mais informacdes sobre a
diversidade e a estrutura genética desse germoplasma. Essas informacdes poderdo contribuir para
melhor conservacdo e uso desses acessos, aumentando a eficiéncia dos BAGs e dos programas de
melhoramento genético.

Os microssatélites, por apresentarem alta reprodutibilidade, multialelismo, heranca co-dominante,
alto grau de polimorfismo, relativa abundéancia e boa cobertura do genoma (POWELL et al., 1996),
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sdo os marcadores mais adequados para o estudo simultdneo da diversidade e da estrutura genética de
populagdes. Apesar dessas vantagens, ainda sdo escassos os estudos de diversidade no germoplasma
brasileiro de C. canephora utilizando microssatélites. Desse modo, esse trabalho objetivou avaliar a
diversidade e a estrutura genética do germoplasma de C. canephora oriundo de diferentes instituicdes
de pesquisa, usando marcadores microssatélites.

Material e métodos

Foram avaliados 130 acessos mantidos na Colec@o de Germoplasma de Café da Embrapa Rondoénia,
em Ouro Preto do Oeste-RO, oriundos das seguintes colecdes de germoplasma: IAC (43 acessos),
EPAMIG/UFV (11 acessos) e INCAPER (40 acessos), além de acessos coletados em lavouras do
Estado de Rondonia (36 acessos).

O DNA gendmico foi extraido de folhas liofilizadas, conforme descrito por Diniz et al. (2005).
Foram utilizados 22 marcadores microssatélites desenvolvidos pelo Laboratério de Biotecnologia do
Café da Universidade Federal de Vigosa (Biocafé-UFV), a partir de sequéncias EST (Expressed
Sequence Tags) ndo redundantes do Projeto Brasileiro do Genoma do Café. A reacdo para
amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada em um volume total de 20ul contendo 50ng de
DNA, 0,6 unidades de Tag DNA polimerase, tampao 1x, ImM de MgCl,, 150uM de cada dNTP e
0,1uM de cada primer. Utilizou-se o procedimento fouchdown-PCR, que consistiu na desnaturagio a
94°C por 2 minutos, seguida de 13 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 67°C
até 55°C por 30 segundos, reduzindo-se 1°C a cada ciclo, e extensdo a 72°C por 30 segundos. Apds os
13 ciclos, realizaram-se mais 30 ciclos com desnaturag¢do a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Incluiu-se uma ultima etapa de extensdo a 72°C
por 8 minutos. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida desnaturante 6% e os fragmentos
amplificados foram visualizados por meio de coloragdo com prata.

Para cada loco, individuos com uma e duas bandas foram classificados como homozigotos e
heterozigotos, respectivamente e calcularam-se: nimero médio de alelos; percentagem de locos
polimérficos e heterosigozidade média. Para cada populagdo, foram calculados: estatistica Fis de
Wright (WEIR & COCKERHAM, 1984); riqueza alélica; proporcdo de alelos raros; e riqueza
genotipica (indice de Shannon-Wiener). As distancias entre pares de acessos foram estimadas por
meio da andlise fatorial de correspondéncia, usando o software Darwin 5.0 (PERRIER et al., 2003) e a
estrutura genética das populacdes foi analisada por meio da AMOVA (EXCOFFIER et al., 2005). Os
pardmetros de diversidade foram estimados com o software Genetix 4.02 (BELKHIR, 2001).

Resultados e Discussao

Para a andlise da estrutura genética, os acessos foram divididos em quatro populagdes. A populacdo
do TAC, composta por 43 individuos, apresentou maior nimero médio de alelos por loco (5,0 alelos),
maior diversidade genotipica (H’=1,805) e maior riqueza alélica (rA=3,56). Por outro lado, a
populacdo do INCAPER, composta por 40 acessos, apresentou menor diversidade para a maioria dos
pardmetros considerados. Além disso, apenas 75% dos locos foram polimérficos nesse grupo
(Tabela 1). A maior diversidade entre os genétipos do IAC pode ser atribuida ao fato desta colecdo ter
sido composta por introducdes sucessivas de acessos de C. canephora de diferentes origens
(FAZUOLLI. 1986). Ja no caso do INCAPER, a maioria dos acessos constitui-se de clones de plantas
selecionadas em lavouras do tipo varietal Conilon, introduzido no Espirito Santo, no inicio do século
passado (FERRAO et al. 2007). A populagio da EPAMIG/UFV, com 11 acessos, apresentou maior
riqueza de alelos privados (rAP=0,38) e a da Embrapa Rondo6nia apresentou maior freqiiéncia de
alelos raros (aR=31,03%) (Tabela 1), o que sugere a existéncia de importante variabilidade nessas
colecdes.

As comparacdes entre a heterozigosidade observada (Ho) e o indice de diversidade (Hs) (Tabela 1)
em cada populacdo revelaram déficit de heterozigotos, que foi maior na populacdo da Embrapa
Ronddbnia. A média do indice de diversidade (0,519) foi alta em relagdo a diversidade total (Ht=0,651),
o que sugere que as diferencas genéticas dentro das populagdes contribuiram mais para a diversidade
total do que as diferencas entre as populagdes. Esse resultado também foi observado na AMOVA, na



qual se verificou que 36% e 64% da variancia molecular total foram devidos as diferencas entre e
dentro das populagdes, respectivamente. O coeficiente de endogamia, representado pela estatistica Fis
de Wright, também foi estimado para cada colecdo (Tabela 1). Maior Fis foi observado na populagao
da Embrapa Rondonia, o que € reflexo do déficit de heterozigotos mencionado anteriormente e pode
indicar a ocorréncia de fixag@o de alelos nessa populagao.

Com base na andlise fatorial de correspondéncias entre pares de acessos (Figura 1), verificou-se a
formacdo de trés grupos, sendo que dois apresentaram-se mais coesos € foram compostos
principalmente por acessos da colecdo do INCAPER e da Embrapa Ronddnia, respectivamente. O
terceiro, mais disperso, foi constituido de acessos das cole¢des do IAC e EPAMIG/UFV, sugerindo
tratar-se de uma mesma populagdo. De fato, parte do BAG da EPAMIG/UFV foi estabelecida com
progénies de acessos do IAC (Antonio Carlos Baido de Oliveira, comunicagdo pessoal), o que explica
a similaridade entre as amostras dos dois BAGs.

Conclusoes

Os microssatélites utilizados apresentaram elevado grau de polimorfismo, o que possibilitou uma
satisfatoria compreensdo da estrutura das populagdes avaliadas. Maior diversidade foi observada na
populagao do IAC. Verificou-se déficit de heterozigotos em todas as populagdes. Além disso, as
diferencas genéticas dentro das populagdes contribuiram mais para a diversidade total do que as
diferencas entre elas. Os acessos formaram trés grupos, representados pelas populagdes do
[INCAPER], da [Embrapa Rondonia] e [IAC + EPAMIG/UFV], respectivamente.
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Tabela 1. Parametros de diversidade estimados em quatro populag¢des de Coffea canephora de
diferentes colecdes de germoplasma no Brasil, por meio de 20 marcadores microssatélites.

Populacao N a P H’ rA TrAP aR (%) Ho Hs Ht Fis
TIAC 43 50 100 1,805 3,56 0,250 19,00 0,501 0,618 0,187
EPAMIG/UFV 11 39 90 1,457 3,36 0,380 10,39 0,516 0,585 0,096
Embrapa Rondénia 36 44 100 1,332 3,00 0,190 31,03 0,293
INCAPER 40 3,3 75 0,959 2,36 0,190 27,69 0,296 0,372 0,193
Média 0,412 0,519 0,651

Numero de acessos (N); média do nimero efetivo de alelos por loco (a); percentual de locos polimérficos (95%)
(P); indice genotipico de Shannon-Wienner (H’); riqueza alélica r(A); riqueza de alelos privados r(AP);
percentual de alelos raros (aR%) heterozigosidade observada (Ho); indice de diversidade génica dentro da
populagdo (Hs); diversidade génica total (Ht); coeficiente de endogamia (Fis).
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Figura 1. Andlise Fatorial de Correspondéncias de 130 acessos de Coffea canephora. Pontos de diferentes formatos
representam a origem dos acessos: Embrapa Rondonia (losango); Incaper (circulo); IAC (tridngulo); e EPAMIG/UFV
(quadrado)



