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RESUMO

Foi utilizado neste estudo uma populagdo do programa de melhoramento do
cafeeiro do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa descendente
de cruzamentos entre linhagens de Catuai (Vermelho e Amarelo) e selegGes do Hibrido de
Timor. Um estudo com marcadores RAPD foi realizado para avahag¢io de hibridos F, de
café e respectivos progenitores. Analisaram-se 51 genétipos (10 progenitores Catuai, 12
progenitores Hibrido de Timor e 29 hibridos Fy). Para a certificagdo da natureza hibrida de
12 hibridos F, estudados, a analise RAPD também foi utthzada. No estudo da diversidade
genética, realizaram-se 157 reagOes, com 86 primers, tendo 53,5% deles apresentado
polimorfismo, totalizando 108 bandas polumorficas, com meédia de 2,35 bandas
polimoérficas/primer. Dentre os primers que apresentaram maior numero de bandas
polimorficas estdo: OPA-8, OPC-10, OPA-5 ¢ OPA-10. Com um limite de dissimilaridade
genética de 54%, o Hibrido de Timor UFV 427-15 permaneceu no grupo dos cultivares
Catuai. Dos 12 genétipos mais produtivos na geragdo F;, 11 tiveram sua natureza hibrida
confirmada. Marcadores RAPD foram eficientes na avaliagdo de diversidade genética em
C. arabica e¢ na certificagio da natureza hibrida de matenais genéticos obtidos por
cruzamentos artificiais.
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ABSTRACT

EVALUATION OF F; COFFEE HYBRIDS (Coffea arabica L.) AND
THEIR RESPECTIVE PROGENITORS WITH RAPD MARKERS

This study used a population owned by the coffee breeding program of the Plant
Pathology Department of the Federal University of Vigosa, descendant of crossings
between ancestries of Catuai with red and yellow berries and Timor Hybrid selections.
RAPD markers were used to evaluate the F, coffee hybrids and their respective progenitors.
To study the genetic diversity, 51 genotypes were analyzed (10 Catuai ancestors, 12 Timor
Hybrid ancestors and 29 hybrids F,). To determine the hybrid nature of the 12 F,
genotypes, the RAPD analysis was used. In the study of genetic diversity, a total of 157
reactions, with 86 primers were carried out, with 53.5% of them presenting polimorphic
bands, totalizing 108 with an average of 2.35 polimorphic bands/primer. The primers
presenting the greatest number of polimorphic bands were: OPA-8, OPC-10, OPA-5 and
OPA-10. Limited to a genetic distance of 54%, the Timor Hybrid UFV 427-15 remamed in
the group of Catuai. Eleven of the twelve more productive genotypes in the generation F,
confirmed their hybrid nature. RAPD markers were efficient to evaluate the genetic
diversity in C. arabica, and to certify the hybrid condition of the genetic matenals obtained
by artificial crosses. |

Key words: genetic diversity, coffec breeding.

INTRODUCAO

Os marcadores de DNA sdo, em varios aspectos, muito superiores
aos marcadores genéticos classicos, por apresentarem heranga mendeliana
simples, auséncia de efeitos de epistasia e resultarem de estudos com o
proprio DNA (gendtipo) e ndo com seus produtos (fenctipos),
apresentando ‘resultados experimentais consistentes, independentemente
das condigdes de ambiente, do orgao ou do estadio de desenvolvimento
das plantas amostradas. As avaliagdes com marcadores de DNA podem,
por exemplo, ser realizadas em estadios iniciais de desenvolvimento da
planta ou até mesmo na semente, apresentando resultados identicos aos
que seriam obtidos na fase adulta. Considerando que o café ¢ uma cultura
perene, de ciclo longo e que o melhoramento ¢ efetuado ao longo de vanas
geragdes de autofecundagbes ou retrocruzamentos, com avaliacOoes em
varias safras numa mesma geracdo, o desenvolvimento de variedades
melhoradas é bastante demorado. Além disso, os genotipos a serem
comparados muitas vezes podem ter idades diferentes e estarem
localizados em ambientes distintos e, mesmo assim, os resultados de
marcadores podem ser comparados; sobretudo os marcadores de DNA, que
podem ser obtidos em grande numero (milhares), possibilitando a obtencao
de fingerprinting detalhado, util para o estudo de diversidade genetica,
mapeamento genético, ligagdo génica, programas de melhoramento que
utilizam o retrocruzamento, entre outros. Desta forma, a incorporagio de
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técnicas avancadas de biotecnologia aos meétodos tradicionais de
melhoramento podera ser de grande valia para o melhoramento do cafeeiro
(2,9,11,12 15,18, 19).

A utilizacdo de marcadores moleculares em café tem dado grandes
contribuigdes aos estudos sobre a caracterizacdao, analise e utilizagido de
recursos geneticos desta cultura (6, 7, &). Dentre os marcadores
moleculares de DNA, a técnica de polimorfismo de segmentos de DNA
amplificados ao acaso (RAPD) é uma das opgdes disponiveis (4). Orozco-
Castillo et al. (10) concluiram que os marcadores RAPD sao eficientes na
obtencao de fingerprinting de acessos de café, sendo muito util nos estudos
de vanabilidade, identificacdo de acessos duplicados em colegoes,
estabelecimento de core collection e melhoramento por retrocruzamento
assistido por marcadores.

No Brasil, paralelamente aos programas de melhoramento do
cafeeiro, foram implantados bancos de germoplasma em mstituigdes como
o IAC, UFV e IAPAR, com o objetivo de coletar, caracterizar e conservar
o maximo de variabilidade genetica, fundamental para o sucesso dos
referidos programas. O banco de germoplasma da UFV/EPAMIG foi
implantado a partir da década de 70 e esta atualmente em fase de
reorganiza¢do, possuindo um programa de pesquisa, em andamento,
visando a caracterizacdo da vanabilidade genética por meio de marcadores
de DNA.

A UFV/EPAMIG possui, em andamento, um programa de
melhoramento visando resisténcia a ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix Berk. et Br). Com a utilizagdo das técnicas de marcadores de
DNA, sera possivel identificar rapidamente plantas geneticamente
superiores em cada geragao, reduzindo, assim, o tempo necessario para a
obtencdo de linhagens melhoradas, além de diminuir o tamanho da
populacdo a ser conduzida em cada geracdo. Estudos recentes tém
demonstrado que os marcadores de DNA podem ser de grande valor para
caracterizacgido, analise e utilizagao de recursos genéticos de cafe (8, 10, /6,
17). Assim sendo, o uso de marcadores de DNA pode facilitar a avaliagao
da diversidade genética entre os acessos de café e auxiliar na escolha de
progenitores dos programas de melhoramento por hibridagao,
possibilitando a obtengdo de novos cultivares resistentes a ferrugem num
menor periodo de tempo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a diversidade
genética presente entre varios acessos do Hibrido de Timor e do Catuai,
pertencentes ao programa de melhoramento do cafeeiro da UFV/EPAMIG,
e a certificacdo da natureza hibrida dos genotipos F, resultantes de seus
cruzamentos, por meio da técnica RAPD, visando a sele¢ao de hibridos
para futuros testes de resisténcia a doencas e mapeamento dos genes de
interesse.
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MATERIAL E METODOS

O matenial utilizado neste trabalho faz parte do banco de
germoplasma do programa de melhoramento do cafeeiro do Departamento
de Fitopatologia da UFV. Os progenitores Catuai Vermelho e Catuai

Amarelo que participaram dos cruzamentos fazem parte do grupo de
linhagens avaliado desde 1978 pela UFV ¢ EPAMIG.

Realizou-se um estudo da diversidade genética de 51 genotlpos 10
progenitores Catuai, 12 progenitores Hibrido de Timor e 29 hibridos
resultantes de diferentes combinagoes entre Catuai ¢ Hibrido de Timor, na
geracao F; (Quadro 1). Foram utilizadas informacoes de marcadores
moleculares RAPD para a obtengdo das medidas de dissimilaridade,
expressas pelo complemento antmeético do indice de Jaccard. Foram
realizadas 157 reacgoes, com 86 primers.

QUADRO 1 - Lista dos 51 genotipos de café estudados

Catuai Hibrido de Timor Hibridos F,

UFV 2143-193, UFV 376-2, UFV 427-15, H 332-1, H 332-3, H 332-5,
UFV 2143-235, UFV 435-1, UFV 438-52, H 332-6, H 341-11, H 342-1,
UFV 2143-236, UFV 439-2, UFV 440-22, H 342-2, H 342-5, H 342-7,
UFV 2144-32, UFV 441-1, UFV 442-108, H 342-8, H 348-2, H 348-3,
UFV 2144-35, UFV 443-3, UFV 445-46, H 348-4, H 348-7, H 348-9,

UFV 2144-36, UFV 446-8, UFV 529 H 415-1, H415-2, H 4154,
UFV 2144-260, H 418-6, H 419-8, H 419-10,
UFV 2145-79, H421-5, H427-2, H 429-1,

UFV 2145-113, H 430-1, H 505-9, H 506-3,
UFV 2148-57 H 511-1, H 513-5

Para a certificagdo da natureza hibrida dos genoétipos mais
produtivos na geracao F; foram também utilizadas informagOes de
marcadores moleculares RAPD. Empregaram-se 30 primers, sendo
escolhidos os 12 melhores quanto a nitidez das bandas de DNA obtidas.
Sao eles: OPA-4; OPA-8; OPA-10; OPA-16; OPA-17; OPB-19; OPB-20;
OPC-9; OPC-10; OPC-13; OPF-2; e OPG-6.

Para extracao do DNA, fo1 seguido um protocolo semelhante ao
usado por Silva (/4). Imediatamente apos a colheita das folhas, estas foram
maceradas na presenga de nitrogento liquido, num gral de porcelana, para
romper as paredes e membranas celulares do tecido fresco. Em seguida, foi
realizada a ressuspensao do tecido vegetal em 800 pl do tampao de
extragao (Tris-HCI 100 mM pH8,0; EDTA 20 mM; NaCl 1,4M; detergente
cationico CTAB (brometo de amonio trimetilhexadecil cationico) 1%; -
mercaptoetanol 0,2%; e PVP (polivinilpirrolidone) 1,5%), previamente
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aquecido a 65°C, visando a solubilizagio de membranas lipoprotéicas e
desnaturacio de proteinas enquanto o DNA ¢é protegido da agdo de
enzimas de degradagdo. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65°C,
por uma hora, sendo levemente agitadas a cada 10 min. Apos serem
resfriadas a temperatura ambiente, foram centrifugadas em microcentrifuga
DUPONT (Sorvall MC 12V), a 12.000 rpm, por 5 min.

O sobrenadante foi transferido para novo tubo, onde foram
adicionados 650 pl do solvente organico cloroférmio:alcool isoamilico,
numa propor¢ido de 24:1, ¢ misturado suavemente, por 10 min, até a
formacio de emulsio uniforme. A fase organica inferior (lipidios,
proteinas e a maioria dos polissacaridios) foi, entdo, separada da fase
aquosa superior (DNA, RNA e alguns polissacaridios) por centrifugagao
(10 min a 12.000 rpm). A fase aquosa foi transferida para novo tubo.

O processo de desproteinizagdo foi executado apenas uma vez. Na
etapa seguinte, foram adicionados 800 pl de isopropanol para precipitagao
do DNA/RNA. Apos homogeinizagdo, as amostras foram mantidas durante
a noite a —20°C. No dia seguinte, foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 10
minutos, e o sobrenadante eliminado, permanecendo o precipitado no
fundo do tubo. Em seguida, as amostras de DNA foram lavadas com

adicio de 300 ul de etanol 70% e, posteriormente, com adigao de 300 pl de
etanol 95%. Depois de centrifugadas, as amostras de DNA foram secas a

temperatura ambiente, por 15-20 min, ressuspendidas em 300 ul de TE
(Tris HC1 10 mM, EDTA | mM, pH 8,0), com 3 pl de RNAse 10 pg/ml, e
incubadas a 37°C, por 1 hora, e a 65°C, por 5 min. As amostras foram
centrifugadas e acrescidas de 600 pl de acetato de sédio 3M e 500 pl de
isopropanol, permanecendo a -20 °C, por duas horas, e novamente
centrifugadas. Apos descartar o sobrenadante, foram novamente lavadas
com etanol 70 e 95% e secas a temperatura ambiente por quatro horas, € 0

DNA foi ressuspendido com 300 pl de TE, com aquecimento, por 5 min, a
65°C. Ao final, as amostras foram armazenadas em geladeira a 4 °’C.

A concentragido de DNA foi determinada por lertura em
espectrofotometro a 260 nm. Foi também realizada a leitura a 280 nm para
se ter uma idéia da contaminagdo da amostra com proteinas. Alem disso,
fez-se a verificacdo da integridade do DNA por meio de eletroforese em
gel de agarose 1,4%. As amostras foram diluidas para uma concentragao
de trabalho de 10 ng/pl.

A amplificacdo de fragmentos de DNA foi1 realizada em
termociclador PERKIN ELMER 9600, seguindo o protocolo para o ensaio
RAPD, utilizando um programa composto por quatro etapas: primeira - um
ciclo de 1 min a 95°C; segunda - 39 ciclos de 15s. 2 94°C, 30 5. a 35°Cel
min a 72°C; terceira - um ciclo de 15 s. a 94 °C,305.a35°Ce7mina
72°C; quarta — resfriamento a 4°C. Foram utilizados 119 primers de 10
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bases da “Operon Technologies” (OP). Cada reagao de 25 ul possuiu
2,5 pl de KC1 50 mM; 2,5 ul de Tnis-HC1 10 mM; 2 ul de MgCl, 2 mM;
1,25 pl de dNTPs 100 uM (contendo os desoxirmbonucleotideos dATP,
dCTP, dGTP ¢ dTTP); 1 ul de primer 0,2 uM (oligonucleotideo. iniciador);
1 U de Taq DNA polimerase; 25 ng de DNA; e o volume completado com
agua ultrapura.

A analise dos fragmentos de DNA amplificados foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1,4%, a 100V, por quatro horas, em média.
Apos eletroforese, o gel foi colocado em solugao diluida de brometo de
etidio (1 pg/ml), por 20 min, para coloragdo, e em agua, por 40 min, para
descoloracao. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas, utihzando-se o aparelho EAGLE EYE D55.

Os dados foram tabulados considerando a presenca (/) ou auséncia
(0) das bandas amplificadas (reprodutiveis e mais intensas), originando
uma matriz que foi usada para calcular as distancias genéticas. Utilizando-
se o Programa GENES (3), estes dados foram submetidos a analise.
Estimou-se o grau de dissimilaridade genética pelo complemento
aritmetico do indice de Jaccard. A partir da matriz de dissimilaridade
genética, utillizando o metodo UPGMA (unweighted pair-group method
using arithmetic averages), fez-se o dendrograma das relagOes entre os
genotipos avaliados, resultando nos grupos de genétipos e suas respectivas
distancias genéticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padroes de bandas (presenca e auséncia) foram utilizados para
determinar o grau de dissimilanidade genética entre os genotipos
estudados. Foram empregados, neste trabalho, 86 primers, dos quais 46, ou
seja, 53,5%, ewvidenciaram polimorfismo. Obtiveram-se 108 bandas
polimorficas (média de 2,35 bandas polimorficas/primer).

Dentre os primers que apresentaram maior numero de bandas
polimorficas encontram-se o OPA-8, OPC-10, OPA-5 e OPA-10 com
nove, seis, cinco e cinco bandas polimorficas, respectivamente.

A matniz de distancias genéticas revelou a existéncia de distancias
reduzidas (até 0%), por exemplo: entre os genotipos de Catuai UFV 2144-
32 ¢ UFV 2143-193, Hibrido de Timor UFV 435-1 e planta hibrida F;
H332-1, plantas hibridas H 332-3 e H 342-5, e H 342-7 ¢ H 342-2. No
entanto, grandes distancias também foram observadas entre os genotipos
de Catuai, UFV 2143-235, UFV 2144-260, UFV 2145-79, UFV 2145-113
e UFV 2148-57, e varios plantas hibridas F; e entre a planta H 513-5 e
varias outras.
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Como pode ser visto no dendrograma da Figura 1, considerando um
valor de 74% de dissimilaridade, dois grupos de gendtipos se distinguem:
grupo A, com 15 genotipos (14 hibridos F, e 1 Hibrido de Timor), e grupo
B, com os outros 36 genotipos restantes.

Considerando o limite de 60% de dissimilaridade genética como
nivel de corte, um terceiro grupo é formado pela divisao do grupo B. Este
grupo € formado apenas por um genétipo, a planta H 513-5.

Se o limite de dissimilaridade genética for reduzido para 54%, o
grupo B passa a apresentar trés subgrupos. O primeiro formado pela planta
H 513-5, o segundo por 23 gendtipos (13 hibridos F; e 10 Hibndos de
Timor) e o terceiro por 12 gendtipos (10 de Catuai, 1 Hibrido de Timor e 1

No terceiro subgrupo encontram-se todos os progenitores Catuai
estudados e também o Hibrido de Timor UFV 427-15. Segundo Pereira
(/3), o Hibrido de Timor UFV 427-15 apresenta apenas um gene
dominante segregante conferindo resisténcia a ferrugem. Pelas avahagoes
realizadas no campo, este genotipo ja vem apresentando, ha algum tempo,
sintomas de suscetibilidade a ferrugem do cafeeiro. Além disso, foi
também observado que o fendtipo do UFV 427-15 se assemelha muito ao
fenotipo de C. arabica.

Se for considerado um limite de 44% de dissimilaridade genética, havera
uma subdivisio em nove subgrupos, sendo quatro deles origmados do grupo A e
os outros cinco do grupo B. Neste aparece o primeiro subgrupo formado pela
planta H 513-5; o segundo pela planta hibrida H 341-11 e o Hibndo de Timor
UFV 529; o terceiro por oito Hibridos de Timor; o quarto por 12 hibnidos F; e um
Hibrido de Timor (UFV 376-2); e o quinto pelos 10 Catuai (todos), o Hibrido de
Timor UFV 427-15 e a planta H 415-2.

Ao confrontar as distancias genéticas no presente trabalho com
dados de campo dos 51 gendtipos estudados (5), observa-se que o grupo
dos hibridos F, mais produtivos, que apresentaram tambem elevada
heterose, situa-se numa posi¢do intermediaria aos dois grupos em que
estdo os seus progenitores (grupo dos Catuai e grupo dos Hibridos de
Timor) e que o grupo dos hibridos menos produtivos localiza-se a esquerda
do grupo dos Hibridos ds Timor.

Lashermes et al. (8), por meio da analise da diversidade genetica
pela técnica RAPD, evidenciaram uma base genética estreita entre
cultivares comerciais (irées Typica e trés Bourbon) e larga entre outros
acessos da Etiopia e (. .iv:a.

O Hibrido de Tu~or UFV 529 no limite de 49% de dissimilaridade
ja se situa fora do grupo formado pelos outros acessos do Hibrido de
Timor. Este genétipo corresponde ao CIFC 832/1, um dos descendentes do
Hibrido de Timor pertencente ao grupo fisiologico A, resistente a todas as
racas conhecidas dr Smoo Hemileia vastatrix Berk. et Br.
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O baixo polimorfismo molecular observado em C. arabica por
outros autores (/, 6, 8) esta provavelmente relacionado a origem desta
especie. A busca da diversidade genética dentro da colecio do
germoplasma arabica observado neste estudo e a realizacdo de hibridacoes
entre este germoplasma e deste com outros afins foram de vital
importancia na obtengao de gendtipos superiores.

Foi realizado também um estudo para certificacio da natureza
hibrida de alguns gendtipos F, estudados. Utilizaram-se 15 marcadores
RAPD gerados por 12 primers, cujo polimorfismo caracterizou-se pela
presen¢a de banda no progenitor masculino e auséncia no feminino. Foram
estudados os 12 hibridos mais produtivos, segundo avaliagdes de campo
realizadas por Fontes (5). Observou-se que 11 deles apresentaram bandas
presentes também no progenitor masculino (Hibrido de Timor),
confirmando a ocorréncia de cruzamento e, portanto, atestando a natureza
hibrida dos mateniais estudados. Apenas um dos hibridos ndo mostrou as
bandas polimorficas presentes no progenitor masculino; pelo contrario, o
mesmo apresentou padrdo de bandas semelhante ao do progenitor feminino
(Catuati).

Dentre aqueles que confirmaram a natureza hibrida estdo as plantas
H341-11, H342-8, H418-6, H419-8, H419-10, H427-2, H429-1, H430-1,
H505-9, H506-3 e H511-1. Estas plantas apresentaram elevada heterose,
confirmando o seu vigor hibnido (J).

A natureza hibrida da planta H 513-5 nao foi confirmada pelos
marcadores utilizados; ndo se pode, entretanto, concluir que esta planta
tenha se originado por autofecundagdo do UFV 2148-57 (progenitor
feminino — Catuai), uma vez que ela, apesar de n3o apresentar as bandas
polimorficas presentes nos outros hibridos e possuir padrio de banda
similar ao progenitor feminino, permaneceu isolada dos grupos em que se
encontram os progenitores Catuai no estudo da diversidade genética
(Figura 1). Logo, novos experimentos deverdo ser realizados com a
uttlizacao de outros marcadores para verificacdo da real natureza hibrida
da planta H 513-5.

A Figura 2 mostra uma das bandas polimorficas, obtida com o
primer OPC-9, que atesta a natureza hibrida de 11 dos 12 hibridos
estudados (do numero 1 ao 11), pela presenga de banda no hibrido F,,
auséncia no progenitor feminino e presenga no progenitor masculino.
Apenas a planta hibrida H 513-5 (namero 34) nao seguiu o padrao dos
outros hibridos (presenga de banda no progenitor masculino € auséncia no
hibnido F, e progenitor feminino).
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CONCLUSOES

1) O agrupamento com base em marcadores RAPD ¢é consistente
com as informagdes prévias sobre a genealogia do material estudado,
possibilitando também a certificagio da natureza hibrida dos materiais
genéticos obtidos por cruzamentos artificiais.

2) No estudo da diversidade genética, os primers que apresentam
maior numero de bandas polimérficas sdo: OPA-8, OPC-10, OPA-5 e
OPA-10.

3) Com um limite de dissimilaridade genética de 54%, o Hibrido de
Timor UFV 427-15 permanece no grupo dos cultivares Catuai.

4) Dos 12 genétipos mais produtivos na geragdo F,, 11 tém sua
natureza hibrida confirmada.
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