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ABSTRAT: Molecular genetic distance information is helpful, since the enlargement of the genetic diversity
is important for arabica coffee tree improvement. RAPD markers (Random Amplified Polymorphic DNA)
were used to evaluate genetic distances among 40 coffee genotypes of the Universidade Federal de Vigosa
coffee germoplasm (including four different species). A set of 11 arbitrary decamer oligonucleotides
(Operon Technologies, Inc.) was used for the PCR amplification of DNA sequences. Amplified DNA
fragments were separated by electrophoresis in a 1.4% agarose gel and photographed under UV light after
staining with ethidium bromide. RAPD technique was efficient to detect variations among accessions of
Coffea. The clustering based on these markers agreed with the known genetic relationship.

RESUMO: A ampliacdo da diversidade genética é importante para 0 melhoramento genético do café,
fazendo com que informagBes sobre distancias genéticas entre acessos de um banco de germoplasma
baseadas em marcadores moleculares sgjam Uteis na identificagdo desta diversidade. Marcadores RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) foram usados para avaliar as distancias genéticas entre 40 genotipos
de café do banco de germoplasma da Universidade Federal de Vigosa (incluindo quatro espécies diferentes).
Foram utilizados 11 primers arbitrarios da Operon Technologies, Inc., com repeticdo. Os produtos
amplificados foram separados em geis de agarose 1,4%, tratados com brometo de etideo e visualizados em
um transiluminador UV. A técnica RAPD foi eficiente na identificacdo de variagdes entre acessos de Coffea.
O agrupamento baseado no estudo com estes marcadores concordou com as relages genéticas previamente
conhecidas.
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INTRODUCAO

A ampliacéo da diversidade genética tornou-se importante para promover o melhoramento de café e
informagdes sobre diversidade entre acessos de um banco de germoplasma sdo Uteis para este propdsito.
Estimativas de distancias genéticas baseadas na andlise direta do DNA eliminam certas complicacdes
advindas da avaliacdo do fendtipo, como por exemplo a influéncia do meio ambiente e baixo nimero de
polimorfismos. A utilidade destes marcadores de DNA é determinada em grande parte pela tecnologia que é
empregada para revelar os polimorfismos ( Tingey et a., 1992). Com o desenvolvimento da tecnologia da
reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) vérias 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 destas técnicas foi desenvolvida por Williams et
a. (1990) e foi chamada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Estes marcadores sdo féceis de
serem detectados pois ndo requerem informagdes sobre a seqiiéncia de DNA a ser amplificada ou a sintese de
primers especificos. Duas outras vantagens sdo a automatizacao do processo e peguena quantidade de DNA
requerida. Estas vantagens fazem com que marcadores RAPD sgiam escolhidos para determinacéo de
similaridades 20 genéticas (Thormann & Osborn, 1992). O objetivo deste trabalho foi avaliar a adequacéo da
técnica RAPD na estimacdo da diversidade genética entre 40 acessos do género Coffea do banco de
germoplasma localizado no campus da Universidade Federal de Vigosa.

MATERIAL E METODOS

Material genético: Na Tabela 1 encontram-se listados os 40 gendtipos do banco de germoplasma avaliados
guanto a diversidade genética com base em marcadores RAPD. Foi amostrada apenas uma planta de cada
gendtipo. Extracdo de DNA: O DNA foi extraido de folhas jovens seguindo o protocolo modificado de
Doyle & Doyle (1990) com a adicdo de PV P-40 (soltvel) no tampao de extracdo. Apds a extracdo o DNA foi
quantificado em espectrofotdmetro, corrido em gel de agarose 0,8 % e armazenado a 4°C. Na época da
amplificacdo foi diluido em TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) para uma concentragdo final de 10
ng/pl. Amplificacdo de DNA e andlise eletroforética dos produtos: Foram utilizados 11 primers de 10 bases
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da “Operon Technologies’ (OPA-01, OPA-02, OPA-05, OPA-10, OPA-18, OPA-20, OPB-01, OPB-07,
OPB-11, OPB-12 e OPC-09) e as amplificagdes foram feitas em termociclador Perkin-elmer 9600. Cada
reacdo contou com um volume total de 25 mi, contendo os seguintes componentes: 25 ng de DNA gendmico,
1 unidade AmpliTag DNA polimerase, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 M de “primer”, 50 mM de KCI, 10 mM
de Tris HCl e 2 mM de MgCl, e o volume final completado com &gua ultrapura. Foi utilizado o seguinte
programa: um ciclo para desnaturacgéo (95°C por 1 min), 39 ciclos para amplificagdo (15 seg a94°C, 30 seg a
35°C, 60 seg a 72°C) e para findlizar 7 min a 72°C. Os produtos das reacfes de amplificacdo foram
separados por eetroforese em geis de agarose 1,4%, corados com brometo de etidio, visualizados em UV e
fotodocumentados. O experimento foi executado com duas repeticdes de amplificagdo para cada primer e
somente foram consideradas as bandas polimérficas mais nididas e com resultados consistentes nas duas
repeticOes, sendo os RAPDs registrados como presenca ou auséncia de bandas. Andlise dos dados: Foi
montada uma matriz de acordo com a presenca (1) e auséncia de bandas (0). Estimativas de similaridades
genéticas foram expressas como coeficientes de similaridades de Jaccard (Jaccard, 1901) usando a equacéo
SGj = al(atb+c), onde SG; & a similaridade genética entre os gendtipos i e j, a € o nimero de bandas
presentes em ambos i e j, b € 0 nUmero de bandas presentes em i e ausentes j, e ¢ € o nimero de bandas
presentes em j e ausentes em i. A conversdo para distancia genética (DG) foi feita usando a equag@o DG;; =
1- SGj. O programa GENES (Cruz, 1997) foi utilizado para o clculo das distdncias genéticas. O
dendrograma, baseado na matriz de distancias genéticas, foi criado pela andlise de agrupamento do programa
STATISTICA, versdo 5.0, usando o méodo UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic
average).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 11 primers utilizados deram origem a 73 bandas polimorficas, nitidas com resultados consistentes nas
duas repeticOes, que representaram uma média de 6,63 bandas polimérficas por primer. A andlise de
agrupamento baseada nos complementos aritméticos de Jaccard utilizando o método UPGMA a0 nivel de
19% de disténcia genética (Figura 1), definiu seis grupos, o grupo A com um genétipo (C. racemosa), o
grupo B com um gendtipo (C. canephora), o grupo C com um genétipo (Tripl6ide), o grupo D com um
gendtipo (C. congensis), o grupo E com um gendtipo (Hibrido de Timor em geracdo F; CIFC 4106) e o
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 publicacfes anteriores (Orozco-
Cadtillo et a., 1994; Lashermes et al., 1995; Raina et a., 1998; Lachermes et a.,1999).Considerando um
limite de 9,5% de distancia genética, o grupo F foi subdividido em dois subgrupos: o subgrupo F1 com nove
gendtipos (H 484-2, H 843, Catimor UFV 2983, Catimor UFV 1359, Cachimor UFV 351-13, Cavimor UFV
357-4, Catimor UFV 386-19, H 415-3 e Catimor UFV 395-141) e o subgrupo F2 com os 26 gendtipos
restantes. Todos os gendtipos do subgrupo F1 sdo descendentes do Hibrido de Timor. O genétipo Catimor
UFV 1310, que é a geracéo F, 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 do seu
ancestral Caturra Vermelho. O Hibrido de Timor CIFC 2234, originario da Tanzania de selegdes VCE 1587
com provavel resisténcia a Colletotrichum kahawae agente causal da doenga coffee berry (CBD)
(Bettencourt, comunicacdo pessod), também ficou agrupado com as cultivares comerciais de C. arabica, 0
gue estd de acordo com resultados obtidos por Fontes (dados a serem publicados). Analisando o
dendrograma vé-se que os 26 gendtipos do subgrupo F2 estdo proximos, confirmando a peguena
variabilidade genética dos cultivares de Coffea arabica L. Outros autores (Lashermes et al., 1993; 1995;
Orozco-Castillo et al., 1994; 1996) também relataram a obtencdo de dados com marcadores RAPD,
indicando a peguena variabilidade genética das variedades comerciais de café arébica e uma relativamente
ampla diversidade genética entre as espécies do género Coffea. Entretanto, vérios locos polimorficos entre os
gendtipos dentro do subgrupo F1 e do subgrupo F2 indicam a possibilidade de andlise da variabilidade
existente, com 0 uso de maior nimero de primers, tendo em vista que no presente trabalho foram utilizados
somente 11.
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Tabela 1. Acessos de Coffea utilizados para avaliacéo de distancias genéticas com marcadores RAPD.
Gendtipos
01. Coffea racemosa
02. Coffea congensis
03. Coffea canephora T 3755
04. Tripl6ide UFV 557-3 (C. racemosa x C. arabica)
05. Hibrido de Timor CIFC 4106
06. Hibrido de Timor CIFC 2234
07. Tipicada China UFV 2945
08. Tipica de Portugal UFV 536
09. Catual 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 |AC 464-18
18. Mundo Novo IAC 515-3
19. Mundo Novo |AC 376-4-32
20. Mundo Novo IAC 388-17-16
21. Mundo Novo IAC 376-4-22
22. Bourbon Amarelo UFV 535 — Procedente do CENICAFE
23. Bourbon UFV 2952
24. Bourbon da China (Progénie 5288 Il 1) UFV 2946
25. Bourbon da China (Progénie 5288 Il 2) UFV 2947
26. CaturraVermelho 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 (IAC 515-3 x ERU 209/7)
33. H 415-3 (IAC 30 x ERU 209/6)
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. Rasgano H 843

CENICAFE - Centro Nacional de Investigactes del Café (Colémbia)
ERU - Estac&o Regional de Vige (Angola)

IAC - Instituto Agrondmico de Campinas (Brasil)

T - Turrialba (Costa Rica)

UFV - Universidade Federal de Vigosa (Brasil)

CONCLUSAO

Comparando-se 0 dendrograma obtido pelas distancias genéticas, resultantes do estudo de marcadores
RAPD, com as relagdes genéticas previamente conhecidas entre os materiais estudados, conclui-se que 0s
marcadores RAPD sdo confiaveis e Uteis para a avaliagdo da diversidade genética entre acessos de Coffea.
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Figura 1. Dendrograma representando distancias genéticas estimadas entre 40 gendtipos de cafeeiro e
baseadas em 73 marcadores RAPD oriundos de 11 primers.
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