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RESUMO: O germoplasma de café canéfora (Coffea canephora), cultivado comercialmente ou conservado nas
instituicdes brasileiras de pesquisa agropecudria, apresenta ampla variabilidade fenotipica, todavia sdo escassos 0s
estudos que comparam acessos de diferentes colecdes. Assim, esse trabalho objetivou avaliar a diversidade genética do
germoplasma de C. canephora oriundo de distintas instituicdes de pesquisa, usando marcadores microssatélites. Foram
avaliados 128 acessos de C. canephora, conservados na Estacdo Experimental da Embrapa Rond6nia, em Ouro Preto do
Oeste-RO, provenientes dos Bancos de Germoplasma (BAGs) do IAC (43 acessos), EPAMIG/UFV (11 acessos),
INCAPER (39 acessos) e de coletas em areas de cultivo no proprio Estado (35 acessos). Acessos de C. racemosa, C.
eugenioides, C. liberica, C. arabica e Hibrido de Timor foram incluidos na analise. Foram utilizados 22 primers
microssatélites desenvolvidos a partir das seqiiéncias do Projeto Brasileiro do Genoma Café. A dissimilaridade entre os
acessos foi calculada por meio do indice de coincidéncia ndo-ponderado e representada em dendrograma, baseado no
método UPGMA. Por meio dos microssatélites foi detectado elevado nivel de polimorfismo, o que permitiu a
individualizacdo de todos 0s acessos. As demais espécies analisadas formaram um grupo a parte. Entre os acessos de C.
canephora, verificou-se a formacgdo de dois grupos, sendo o primeiro composto por genotipos do tipo Conilon e o
segundo por gendtipos do tipo Robusta. Os acessos do INCAPER e da Embrapa Ronddnia formaram dois subgrupos
dentro do grupo Conilon, sendo que a diversidade no BAG da Embrapa Ronddnia foi maior do que no BAG do
INCAPER. No grupo dos Robustas, foi observada ampla diversidade, ndo havendo distingdo entre as cole¢des do IAC e
da EPAMIG/UFV. A técnica de microssatélites possibilitou um satisfatério entendimento da diversidade genética entre
0s acessos de diferentes cole¢des, mostrando-se essencial para complementar estudos de caracterizagdo de germoplasma
de Coffea canephora.

Palavras-chave: Coffea canephora, melhoramento genético, recursos genéticos, germoplasma
GENETIC DIVERSITY OF ROBUSTA COFFEE USING MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT: Robusta coffee (Coffea canephora) germplasm, commercially grown or maintained in the Brazilian
institutions of agricultural research, shows wide phenotypic variability, nevertheless there are few studies comparing
accessions from different collections. This study aimed to evaluate the genetic diversity in germplasm of C. canephora
from different research institutions, using microsatellite markers. It was evaluated 128 accessions of C. canephora,
maintained at the Experimental Station of Embrapa Ronddnia, in Ouro Preto do Oeste-RO, obtained from germplasm
collections (BAGs) of the IAC (43 accessions), EPAMIG/UFV (11 accessions), INCAPER (39 accessions) and also
collected in cultivated areas in Rond6nia State (35 accessions). Accessions of C. racemosa, C. eugenioides, C. liberica,
C. arabica and Hibrido de Timor were included in the analysis. Twenty two microsatellite primers designed from
sequences of the Brazilian Coffee Genome Project were used. The dissimilarity between accessions was calculated as
the complement of unweighted matching index and represented in a dendrogram, based on UPGMA method.
Microsatellites detected high level of polymorphism, which allowed the individualization of all accessions. The other
species formed an isolated cluster. Among the accessions of C. canephora, two groups were formed: the first was
composed by Conilon genotypes and the second by Robusta genotypes. The accessions of Embrapa Rond6nia and
INCAPER formed two subgroups within Conilon group, and the diversity in the BAG of Embrapa Ronddnia was higher
than in the BAG of INCAPER. In Robusta group, wide diversity was observed, with no distinction between the
collections of the IAC and EPAMIG/UFV. Microsatellites promoted a good understanding of the genetic diversity
among accessions from different collections and it showed as an essential tool to complement studies in characterization
of Coffea canephora germplasm.
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INTRODUCAO

O café canéfora (Coffea canephora) apresenta ampla variabilidade genética e tem uma das distribuicdes
geograficas mais amplas dentro do subgénero Coffea. Esta espécie, que € dipléide (2n=22), alégama e auto-
incompativel, é originaria da Africa e pode ser encontrada em populag@es naturais em toda a faixa centro-ocidental do
continente africano, desde Guiné até Angola (Maurin et al., 2007).

AvaliagBes fenotipicas, bioquimicas e moleculares em C. canephora indicam a existéncia de dois grupos: o
Guineano, que compreende os genotipos de folhas menores, menor vigor, menor porte, tolerantes a seca e suscetiveis a
ferrugem; e o Congolés, dividido em dois subgrupos, dos Robustas, composto por genétipos mais altos, vigorosos, de
folhas maiores, resistentes a ferrugem e sensiveis a seca; e o dos Kouilous (conilons), composto por genotipos de
caracteristicas adaptativas semelhantes, em parte, aquelas do grupo Guineano. O grupo guineano ficou restrito a sua
drea de origem (Guiné e Costa do Marfim), ndo havendo registro oficial de sua introdu¢do em outros paises. Em
territorio brasileiro, os gen6tipos do subgrupo conilon chegaram primeiramente no Espirito Santo, por volta de 1912
(Ferrdo et al., 2007). Os gendtipos do subgrupo robusta foram introduzidos posteriormente, em Séo Paulo, no IAC.

O germoplasma de C. canephora esta conservado em colegdes ex situ em diferentes paises da Africa, Asia e
América. No Brasil, as principais cole¢cdes de germoplasma desta espécie encontram-se em Sdo Paulo, no Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), no Espirito Santo, no Instituto Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural (INCAPER), em Minas Gerais, na Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais/Universidade Federal de
Vicosa (EPAMIG/UFV) e em Ronddnia, na Embrapa Ronddnia. Esta Gltima apresenta a particularidade de conter, além
do germoplasma coletado no préprio Estado, expressivo nimero de acessos resultantes de intercdmbios com as
instituicbes mencionadas anteriormente (Souza et al., 2003a), abrigando, desse modo, variabilidade representativa do
germoplasma cultivado e conservado no Brasil.

Estudos de diversidade em C. canephora utilizando caracteres fenotipicos (Souza et al., 2002a e b, 2003a e b;
2005; Fonseca et al., 2006; lvoglo et al., 2008) e marcadores do tipo RAPD (Ferrdo et al., 2007; Silvestrini et al., 2008)
tém demonstrado haver ampla variabilidade dentro do germoplasma conservado nas colec¢@es brasileiras. Todavia, hdo
hé registro de comparag6es da diversidade entre acessos de diferentes instituicGes. Desse modo, esse trabalho objetivou
avaliar a diversidade genética no germoplasma de C. canephora oriundo de diferentes instituicbes de pesquisa, usando
marcadores microssatélites. Esse tipo de marcador foi escolhido por apresentar alta reprodutibilidade, multialelismo,
heranca co-dominante, alto grau de polimorfismo, relativa abundéancia e boa cobertura do genoma (Powell et al., 1996).
Mesmo sendo esse 0 marcador preferencial para esse tipo de analise, ainda sdo escassos 0s estudos de diversidade no
germoplasma brasileiro de C. canephora envolvendo microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 128 acessos mantidos na Colecdo de Germoplasma de Café da Embrapa Ronddnia, em Ouro
Preto do Oeste-RO (Tabela 1), oriundos das cole¢Ges de germoplasma do IAC, EPAMIG/UFV e INCAPER, além de
acessos coletados em lavouras do Estado. Também foram incluidas amostras de C. racemosa, C. eugenioides, C.
arabica, C. liberica e do Hibrido de Timor.

O DNA gendmico foi extraido de folhas liofilizadas, conforme descrito por Diniz et al. (2005). Foram utilizados
22 marcadores microssatélites desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia do Café da Universidade Federal de
Vigosa (Biocafé-UFV). A reacdo para amplificagdo dos fragmentos de DNA foi realizada em um volume total de 20l
contendo 50ng de DNA, 0,6 unidades de Tag DNA polimerase, tampdo 1x, 1mM de MgCl,, 150uM de cada dNTP e
0,1uM de cada primer. Utilizou-se o procedimento touchdown-PCR, que consistiu na desnaturagdo a 94°C por 2
minutos, seguida de 13 ciclos de desnaturacéo 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. Apos os 13 ciclos, realizaram-se mais 30 ciclos com
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extenséo 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 coloracdo com prata.

A avaliacdo de cada lécus foi realizada considerando homozigotos e heterozigotos, os individuos que

apresentassem um e dois alelos, respectivamente. A dissimilaridade entre os acessos foi estimada com base no

L
complemento (1 - S;») do indice de coincidéncia ndo ponderado, obtido pela equacéo: S, :i c; onde S € a

2L=

similaridade entre os acessos i e i’, L € o nimero total de loci estudados e c;j € o nimero de alelos comuns entre i e i’. A
dissimilaridade entre os acessos foi representada em um dendrograma baseado no método da ligagdo média entre
grupos (UPGMA). O ajuste do grafico a matriz original de dissimilaridade foi verificado por meio do célculo da
correlagdo cofenética. Os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando-se os softwares: Genes (Cruz, 2001),

NTSYS-pc (Rohlf, 1998).
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Tabela 1. Relacdo de acessos de Coffea canephora da colecdo de germoplasma da Embrapa Rond6nia, avaliados
por meio de 22 marcadores microssatélites.

Acessos Codigo Origem!  Acessos Codigo  Origem!  Acessos Codigo  Origem®
Kouillou IAC66-1.1 C66-1 1 Robusta UFV 3587.2  R3587.2 2 Encapa V.10 ESV.10 3
Kouillou IAC 66-1.2 C66-1 1 Robusta UFV 3587.3  R3587.3 2 Encapa V.11 ESV.11 3
Kouillou IAC 66-1.3 C66-1 1 Robusta UFV 3751.1 R3751.1 2 Encapa V.12 ESV.12 3
Kouillou IAC 66-3..1  C66-3.1 1 Robusta UFV 3751.2  R3751.2 2 Cpafro 010 RO010 4
Kouillou IAC 66-3.2 C66-3.2 1 Robusta UFV 3754.1  R3754.1 2 Cpafro 016 ROO016 4
Kouillou IAC 68-7.1 C68-7.1 1 Robusta UFV 3754.2  R3754.2 2 Cpafro 022 R0O022 4
Kouillou IAC 68-7.2 C68-7.2 1 Robusta UFV 3755.1  R3755.1 2 Cpafro 024 RO024 4
Kouillou IAC 68-7.3 C68-7.3 1 Robusta UFV 3755.2  R3755.2 2 Cpafro 036 RO036 4
Kouillou IAC 69-15 C69-15 1 Robusta UFV 3755.3  R3755.3 2 Cpafro 044 RO044 4
Kouillou IAC 69-5.1 C69-5.1 1 Encapa 02 ES02 3 Cpafro 045 RO045 4
Kouillou IAC 69-5.2 C69-5.2 1 Encapa 03 ESO03 3 Cpafro 056 RO056 4
Kouillou IAC 69-5.3 C69-5.3 1 Encapa 07 ESO7 3 Cpafro 063 RO063 4
Kouillou IAC 70-1.1 C70-1.1 1 Encapa 14 ES14 3 Cpafro 077 ROO077 4
Kouillou IAC 70-1.2 C70-1.2 1 Encapa 16 ES16 3 Cpafro 085 RO085 4
Kouillou IAC 70-1.3 C70-1.3 1 Encapa 19 ES19 3 Cpafro 086 RO086 4
Kouillou IAC 70-14.1  C70-14.1 1 Encapa 28 ES28 3 Cpafro 089 RO089 4
Kouillou IAC 70-14.2  C70-14.2 1 Encapa 104A ES104A 3 Cpafro 098 RO098 4
Kouillou IAC 70-14.3  C70-14.3 1 Encapa 104B ES104B 3 Cpafro 103 RO103 4
Laurenti.1 Laur.1 1 Encapa 106 ES106 3 Cpafro 119 RO119 4
Laurenti.2 Laur.2 1 Encapa 110A ES110A 3 Cpafro 127 RO127 4
Apoata IAC 2258.1 Apo-1 1 Encapa 110B ES110B 3 Cpafro 138 RO138 4
Apoaté IAC 2258.2 Apo-2 1 Encapa 112 ES112 3 Cpafro 140 RO140 4
Apoaté IAC 2258.3 Apo-3 1 Encapa 116 ES116 3 Cpafro 142 RO142 4
Robusta IAC 640.1 R0640.1 1 Encapa 120 ES120 3 Cpafro 143 RO143 4
Robusta IAC 640.2 R0640.2 1 Encapa 132 ES132 3 Cpafro 147 RO147 4
Robusta IAC 640.3 R0640.3 1 Encapa 139 ES139 3 Cpafro 155 RO155 4
Robusta IAC 1641.1 R1641.1 1 Encapa 143 ES143 3 Cpafro 156 RO156 4
Robusta IAC 1641.2 R1641.2 1 Encapa 148 ES148 3 Cpafro 160 RO160 4
Robusta IAC 1655.1 R1655.1 1 Encapa 149 ES149 3 Cpafro 164 RO164 4
Robusta IAC 1655.2 R1655.2 1 Encapa 154 ES154 3 Cpafro 183 RO183 4
Robusta IAC 1675.1 R1675-1 1 Encapa 201 ES201 3 Cpafro 184 RO184 4
Robusta IAC 1675.2 R1675-2 1 Encapa 26 ES26 3 Cpafro 189 RO189 4
Robusta IAC 1675.3 R1675-3 1 Encapa 29 ES29 3 Cpafro 190 RO190 4
Robusta IAC 2257.1 R2257.1 1 Encapa 36 ES36 3 Cpafro 193 RO193 4
Robusta IAC 2257.2 R2257.2 1 Encapa 45 ES45 3 Cpafro 194 RO194 4
Robusta IAC 2259.1 R2259 1 Encapa 49 ES49 3 Cpafro 196 RO196 4
Robusta IAC 2286.1 R2286.1 1 Encapa 99 ES99 3 Cpafro 199 RO199 4
Robusta IAC 2286.2 R2286.2 1 Encapa V.1 ESV.1 3 Cpafro 203 RO203 4
Robusta Col - 10.1 RCol 10-1 1 Encapa V.2 ESV.2 3 C. eugenioides 2
Robusta Col - 10.2 RCol 10-2 1 Encapa V.3 ESV.3 3 C. liberica 2
Robusta Col - 10.3 RCol 10-3 1 Encapa V.4 ESV.4 3 C. racemosa 2
Robusta Col - 5.1 RCol 5.1 1 Encapa V.5 ESV.5 3 C. arabica 2
Robusta Col - 5.2 RCol 5.2 1 Encapa V.6 ESV.6 3 Hib Timor 2
Robusta UFV 3580 R3580 2 Encapa V.7 ESV.7 3

Robusta UFV 3587.1  R3587.1 2 Encapa V.9 ESV.9 3

*Origem: (1) Banco de Germoplasma do IAC, Sdo Paulo; (2) Banco de Germoplasma da EPAMIG/UFV, Minas Gerais; (3) Banco de
Germoplasma do INCAPER,; (4). Acessos coletados nas lavouras de Rond6nia;

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dendrograma obtido representa a diversidade genética entre os 133 acessos avaliados (Figura 1). A correlagdo
cofenética foi de 87%, demonstrando que o grafico representa satisfatoriamente a matriz original de dissimilaridade
entre os acessos. As espécies C. racemosa, C. eugenioides, C. arabica, C. liberica e o Hibrido de Timor formaram um
grupo a parte, confirmando as relag@es filogenéticas previamente descritas para o género Coffea (Maurin et al., 2007).

Entre os acessos de canéfora, observou-se a formagao de dois grandes grupos, sendo o primeiro composto pelos
acessos do tipo Conilon, oriundos de Rondénia, Espirito Santo e do BAG do IAC; e 0 segundo composto,
predominantemente, por acessos do tipo Robusta, dos BAGs do IAC e EPAMIG/UFV. Esse resultado demonstra a
eficiéncia dos microssatélites utilizados, em identificar os principais tipos varietais de C. canephora que ocorrem no
Brasil (Montagnon et al., 1998). Essa habilidade representa grande vantagem, haja vista que, embora as caracteristicas
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que distinguem conilons e robustas sejam marcantes, a grande variabilidade intra-especifica e o efeito do ambiente
produzem uma diversidade de tipos, que podem dificultar identificacdo baseada no fenétipo da planta.
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Figura 1. Dendrograma representativo da dissimilaridade entre 128 acessos de C. canephora, calculada por meio de 20 microssatélites, usando
método UPGMA.

Os BAGs do INCAPER e da Embrapa Rondénia formaram dois subgrupos distintos dentro do grupo Conilon,
sendo que a diversidade entre os acessos da Embrapa Ronddnia foi maior do que entre os acessos do INCAPER. No
grupo dos Robustas, foi observada ampla diversidade, ndo havendo distingdo entre as cole¢bes do IAC e da
EPAMIG/UFV. Notadamente, os acessos Cpafro 190, Cpafro 056, Cpafro 193, Cpafro 194 e Cpafro 199 (Rondbnia) e
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Encapa V.3 (Espirito Santo), que fazem parte de colecdes de conilon, foram agrupados entre os Robustas. Em consulta
aos responsaveis pelas duas colegdes, constatou-se que esses acessos, de fato, ndo apresentavam caracteristicas de
conilon e vinham sendo motivo de ddvidas nas avaliagGes fenotipicas de campo. Esse fato reforga a importancia do uso
de marcadores microssatélites na caracterizagdo de germoplasma de C. canephora.

Alguns acessos oriundos da coleta de sementes em plantas de populagfes Kouillou do BAG do IAC também
foram agrupados entre os Robustas. Este resultado pode ser decorrente de cruzamentos inter-grupos ocorridos no BAG
de origem, ou mesmo da grande variabilidade dessas popula¢des. Em estudo semelhante, utilizando marcadores RAPD,
Silvestrini et al. (2008) também verificaram alguns casos de agrupamento desses acessos juntamente com genoétipos do
tipo robusta e até com C. congensis.

CONCLUSOES

Os microssatélites utilizados apresentaram elevado grau de polimorfismo, o que possibilitou um satisfatério
entendimento da diversidade genética entre os acessos de diferentes colecGes de germoplasma. As demais espécies
analisadas formaram um grupo a parte, confirmando as relagdes filogenéticas previamente descritas para 0 género
Coffea. Além disso, esses marcadores foram eficientes na identificacdo dos dois tipos varietais que ocorrem no Brasil
(Conilon e Robusta), mostrando-se aptos para solucionar dividas quanto & classificacdo de acessos e, portanto,
essenciais para complementar estudos de caracterizagdo de germoplasma de Coffea canephora.
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