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RESUMO

Em trabalho antenor sobre Coffea arabica 1.., 23 progénies de Catimor, geragoes F
e I, , descendentes do hibrido CIFC HW 26-5, e uma linhagem de Catuai Vermelho foram
avaliadas com descritores morfologicos. Comparando-se com os dados de genealogia, os
descritores morfologicos ndo foram eficientes para diferenciar as linhagens, exceto quando
descritores de herdabilidade acima de 80% foram considerados. No presente trabalho,
procurou-se distinguir as mesmas 23 progénies de Catimor em geragéo F¢ ¢ F; empregando-
se marcadores RAPD. As distincias genéticas entre as progénies foram estimadas com base
em 14 locos polimorficos. Dados de agrupamento com base em distincias genéticas,
obtidas a partir de marcadores RAPD, foram coerentes com os dados de genealogia destas

progénies, mostrando que estes marcadores foram eficientes para diferenciar as
descendéncias de Catimor derivadas do hibrido CIFC HW 26-5.
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ABSTRACT

RAPD BASED DIFFERENTIATION AMONG CATIMOR COFFEE
LINES DERIVED FROM HYBRID HW 26-5.

~ In a previous report on Coffea arabica L., a Catuai Vermelho line and 23 Catimor
lines (generation ¥ and ¥, derived from CIFC HW 26-5 hybrid) were evaluated by means
of morphological descriptors. These were not efficient in grouping the lines according to
their genealogic data, except when descriptors with high hentability (>80%) were
considered. The same lines are now evaluated with random amplified polymorphic DNA
(RAPD) markers. Genetic distances were estimated based on 14 polymorphic loci.
Grouping analysis based on the genetic distances obtained with RAPD ‘markers was in
accordance with the genealogic data of these lines, showing that these markers were
efficient i differentiating among descendants of Catimor lines derived from CIFC HW 26-
5 hybnd.
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INTRODUCAO

As caracteristicas morfologicas tém sido normalmente utilizadas
para a identificacao dos cultivares de café. No entanto, estudos realizados
att o momento demonstraram que a variabilidade genética ci_elstas
caracteristicas é pequena entre os cultivares (§). |

Comparando a genealogia conhecida de um grupo de progénies de
Catimor com os agrupamentos calculados com base em caracteristicas
morfologicas, Severino (/0) verificou que resultados coere_ntes foram
obtidos somente quando caracteristicas de alta herdabilidade -foram
consideradas, e que a cor do broto, unico descritor de heranga mendeliana
simples, teve grande influéncia neste agrupamento.

Padrdes moleculares podem ser utilizados como descritores
geneticos para fins de 1dentificagdo de linhagens e variedades. As
limitagoes dos marcadores morfologicos utilizados para descrever os
cultivares podem ser diminuidas pela inclusdo de marcadores de DNA,
uma vez que estes apresentam heranga mendeliana simples. o
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Marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA) foram
utilizados pa'ra'- diferenciar acessos do género Coffea (I2) e introgressao
interespecifica natural e artificial entre C. canephora e C. arabica (9).

Marcadores RAPD foram também utilizados para avaliar hibridos F,
de café (C. arabica) e seus respectivos genitores, possibilitando a
certificacdo da natureza hibrida dos materiais geneticos obtidos por
cruzamentos artificiais (6).

A variabilidade genética entre 40 acessos de Coffea arabica foi
avaliada utilizando-se marcadores RAPD associados a uma preé-digestao
do DNA genomico com endonucleases de restrigio. O agrupamento das
variedades com base nestes marcadores moleculares foi consistente com as
informagoes da genealogia e dados morfologicos descritos para este
germoplasma (J).

A eficiéncia dos marcadores RAPD para avaliacdo de distancias
genéticas entre individuos ou grupos € a sua consisténcia com dados de
genealogia tém sido constatadas em varias outras espécies, como ervilha
(7), algodao (1/1) e soja (1).

Os objétivos do presente trabalho foram verificar a eficiéncia dos
marcadores RAPD na avaliacio da diversidade genética de um conjunto de
progénies de Catimor derivado do hibrido CIFC HW 26-5 e comparar os
dados de agrupamento destas linhagens (com base em distancias genéticas
obtidas com marcadores RAPD) com os dados de genealogia.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropeciuéria-»(BIOAGRO/ UFV), com amostras de folhas de café (Coffea
arabica L) coletadas em um experimento de campo localizado no Centro
Experimental Eloi Carlos Heringer, em Martins Soares, MG. O material
genético utilizado neste trabalho foi composto de 23 progeénies de Catimor
do Programa de Melhoramento da UFV/EPAMIG e uma de Catuai
Vermelho (IAC 15). As 23 progénies de Catimor estudadas foram: UFV
5530, UFV 5527, UFV 5525, UFV. 5512, UFV 5510, UFV 5451, UFV
5450, UFV 5492, UFV 5464, UFV 5475, UFV 5478, UFV 5479, UFV
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5480, UFV 5550, UFV 4221, UFV 6903, UFV 06870, UFV 6867, UFV
6866, UFV 6864, UFV 6863, UFV 6861 e UFV 6831, todas derivadas do
hibrido CIFC HW 26-5 (Figura 1).

Marcadores RAPD (/4) foram obtidos seguindo-se as etapas de
extracao e purificagdo de DNA de folhas (/3), amplificacao de fragmentos
de DNA por PCR (polymerase chain reaction), eletroforese e
fotodocumentacao. Amostras de DNA de cada progénie foram extraidas de
folhas coletadas de 16 plantas. A amplificacdo de DNA foi realizada em
volume de reagdo de 25 uL, contendo 2,5 ul. de DNA na concentragao de
10 ng/pL., 12,25 uL de agua destilada deionizada e esterilizada, 2,5 pL de
KC1 500 mM, 2,5 pl. de Tris-HCI 100 mM, 2,0 puL de MgCl, 25 mM, 1,25
uL de ANTPs 2 mM, 1,0 pl. de primer (Operon Technologies) 5 uM e 1,0
uL de Taq DNA polimerase 1 U/uL. A reagdo de amplificagao foi feita em
termociclador Perkin Elmer 9600, programado para realizar uma etapa de
desnaturagido a 95 °C por 1 min., 40 ciclos de amplificacao dos fragmentos
de DNA, sendo cada ciclo constituido de uma etapa de desnaturagido a 94
°C por 15 segundos, uma etapa de anelamento do primer ao DNA molde, a
35 °C por 30 segundos, e uma etapa de extensao a 72 °C por 1 min. Depois
de 40 ciclos, foi efetuada uma ultima etapa de extensdo a 72 °C por sete
minutos. Nas amostras contendo DNA amplificado foram adicionados 8ul
de azul de bromofenol 1,2X (azul de bromofenol 0,05% e sacarose em
agua a 8%) e em seguida fez-se a aplicacao de 14 pL desta solugdo em gel
de agarose 1,4%, imerso em uma cuba de eletroforese contendo tampao
TBE 0,5X (Tris-Borato 0,045 M ¢ EDTA 0,001 M). Utilizaram-se 10 pL
de marcador de tamanho de fragmentos de DNA 1Kb Ladder Promega (1
ug/uL). Em seguida, realizou-se a eletroforese a 80 volts, por quatro horas,
e apos, a coloracdo dos fragmentos amplificados com brometo de etidio
(0,5 ng/mL), seguida de fotodocumentagio sob luz ultravioleta.

A analise de agrupamento foi feita a partir de 14 bandas RAPD
polimorficas, utilizando-se 0 método hierarquico do UPGMA e o método
de otimizacdo de Tocher (3), que se fundamentam na matnz de
dissimilaridades genéticas gerada a partir do complemento aritmético do
Indice de Jaccard (4). Todas as analises genético-estatisticas foram
processadas no Programa Genes (2).
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FIGURA 1 — Arvore genéalégica da descendencia de Catimor CIFC
HW 26-5, destacando-se os grupos de progeénies-irmas
(Fonte: 10). | |
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De 80 primers testados, somente 11 evidenciaram polimorfismo,
‘devido ao grande parentesco entre as progénies. Quatorze bandas
polimoérficas foram obtidas; os primers OPH-19, OPJ-19, OPQ-12, OPA-8,
OPX-10, OPY-16, OPY-18 ¢ OPG-05 produziram uma banda pollmcrﬁca
cada um e OPI-07, OPP-6 e OPX-16, duas.

Pelo método de agrupamento de Tocher (Quadro 1), foram formados
~cinco grupos com as progeénies estudadas, sendo o Grupo 1 formado por
todas as progénies descendentes de UFV 1603 (F,), exceto a UFV 5530,
que foi agrupada separadamente formando o Grupo 4, e também a UFV
5492, agrupada com o Catuai, formando o Grupo 3. O Grupo 2 foi
formado por todas as progénies descendentes de UFV 1340 (F,), sendo
‘coerente com a genealogia; 0 mesmo resultado no Grupo 2 foi obtido por
Severino (/0) quando utilizou, na analise de agrupamento pelo método de
Tocher, caracteres morfologicos com herdabilidade superior a 80%. O
Grupo 5 fo1 formado apenas pela progénie UFV 4221, unica descendente
da progenie Matxpo (Fy), descendente da progénie UFV 391 (F,),
mostrando coeréncia com a genealogla .

QUADRO 1 - Agrupamento de 23 progénies de Catimor e uma de
Catuai Vermelho, pelo método de Tocher, com base na
matriz de dissimilandade do complemento aritmético
do Indice de Jaccard, obtida a partir de marcadores

RAPD.
Grupos | Progénies Descendéncia
UFV 5475, UFV 5479, UFV 5464, UFV 5450; UFV
1 5550, UFV 5510, UFV 5512, UFV 5451, UFV | UFV 1603 (F,)

5525, UFV 5527, UFV 5478; UFV 5480. 1.
UFV 6867, UFV 6863; UFV 6870, UFV 6864; UFV

_I

2 6866, UFV 6831; UFV 6903; UFV 6861 URVI30O )

: , UFV 1603 (F,), exceto
3 | UFV 5492, Catualz. x linhagem de Catu |
4 UFV 5530 UFV 1%03 (F2)
5 UFV 4221 Umnico descendente

da prog. Matip6 (Fy)

No dendrograma (Figura 2), observa-se que a 65% da distancia
maxima formam-se quatro grupos, o primeiro pelas progenies UFV 5530,
UFV 5492 e Catuai, sendo a UFV 5530 mais dissimilar do que a UFV
5492 em relagao ao Catuai, como obtido no agrupamento pelo método de

Tocher, O segundo grupo € formado por todas as progenies descendentes
de UFV 1603 (F4), exceto UFV 5530 ¢ UFV 5492. O terceiro grupo é

formado pela progénie UFV 4221, unica descendente da progénie Matipé
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(F4). O quarto grupo ¢ formado pelas progenies UFV 6867, UFV 6863,
UFV 6870, UFV 6864, UFV 6866, UFV 6831, UFV 6903 e UFV 6861,
todas descendentes, em geracao F¢ da UFV 1340 (F,).

Na maioria dos casos, nao foi possivel a separacao de progenies-
irm3s, mas apenas de grupos de progenies-irmas, dada a grande
proximidade genética entre elas. O marcador obtido com o primer OPQ-12
possibilitou a distingio das progénies descendentes de UFV 1340 (F,).
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FIGURA 2 - Agrupamento de 23 linhagens de Catimor e uma de Catuai
Vermelho, pelo método hierarquico do UPGMA, com base
em marcadores RAPD e de acordo com a dissimilandade
do complemento aritmeético do Indice de Jaccard.

Comparando-se os resultados com os obtidos por Severino (/0), no
mesmo experimento de campo utilizado no presente trabalho, verificou-se
que o agrupamento com marcadores RAPD foi mais coerente com a
genealogia do que quando foram utilizados marcadores fenotipicos. Este
resultado pode ser explicado pela maior eficiéncia de marcadores de DNA,
por exemplo, RAPD, em detectar pequenas diferencas entre genotipos
geneticamente proximos, como neste estudo. A auséncia do efeito de
ambiente sobre os marcadores de DNA, os quais apresentam heranga
mendeliana simples, também explica este resultado. Severino (/0) obteve
agrupamento mais coerente com a genealogia quando considerou apenas
os descritores com herdabilidades acima de 80% e verificou que a exclusio
de um unico descritor (cor do broto) de heranga mendeliana simples
permitiu a detecgdo de maior dissimilaridade entre progénies-irmis,
alterando o agrupamento. A base genética comum dos cultivares de café
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arabica e a escassez de descritores morfoldgicos de heranga mendehana
simples, sem efeito de ambiente, tomam os marcadores de DNA
instrumentos uteis a serem considerados nos estudos de diversidade

genética desta espécie, em complementacdo aos descritores fenotipicos
atualmente utilizados.

CONCLUSOES

Marcadores RAPD sdo eficientes na avaliagido da diversidade
genética do conjunto de progénies de Catimor derivados do hibrido CIFC
HW 26-5. O agrupamento das progénies com base em distancias geneticas
obtidas a partir de marcadores RAPD ¢ coerente com a genealogia.
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