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RESUMO

O cafeeiro ¢ uma planta bem distribuida em todo mundo e constitui um dos principais
produtos agricolas do Brasil, ocupando posi¢cdoes de destaque em producao e consumo.
Entretanto, a alta demanda por nutrientes e adgua faz com que esse organismo apresente
quadros de estresse, os quais contribuem para quedas significativas na produgdo. Com isso, o
vegetal desenvolveu caracteres morfoldgicos e moleculares para lidar com esse cendrio, os
quais sao explorados no melhoramento. Para a selecdo e obtencdo de cultivares com
caracteristicas agronomicas de interesse utilizam-se de marcadores fenotipicos e moleculares.
Desse modo, o presente trabalho objetivou obter hibridos tolerantes a seca, resistentes a
ferrugem e detentores de qualidade de bebida por meio de cruzamento entre os parentais
Siriema AS1 e Catigud MG2, bem como a obten¢do de polimorfismos entre eles por meio da
técnica AFLP. Os cruzamentos foram satisfatorios com a germinacdo de 78 das 92 sementes
obtidas e a qualidade do DNA foi determinada por leitura em espectrofotometro e corrida em
gel de agarose 0.8%. A analise dos géis ap6s a amplificagdo com quatro combinagdes de
primers (E-AAC/M-CAA, E-ACT/M-CAA, E-ACC/M-CAG e E-AAC/M-CTG) revelou 14
bandas polimorficas de um total de 82 bandas amplificadas, as quais podem estar relacionadas
com caracteristicas que diferem os parentais, dentre elas a tolerancia ao estresse hidrico. A
associagdo das bandas polimorficas com a tolerancia ao estresse hidrico demanda o avango de
geracdes e a andlise das plantas das populagdes segregantes quanto a tolerancia ao estresse

hidrico.

Palavras-chave: Coffea arabica. Catigna MG2. Siriema AS1. Marcadores moleculares



ABSTRACT

The coffee tree is a well distributed plant by the planet and constitutes one of the main
agricultural products in Brazil making him occupy spotlight positions in production and
consumption.However, the high demand of nutrients and water makes this organism presents
stress conditions which contribute for quite significant falls in the production.Thereby,the
vegetable developed morphological and molecular characters to deal with this scenario,
which are explored for breeding. For the selection and obtainment of cultivars with
agronomic traits of interest is used phenotypic and molecular markers.Thus, the present work
objected the obtainment hybrids that are drought tolerant, leaf rust resistant and holders of
beverage quality by crossing Siriema AS1 and Catigua MG2 parental, as well as the
obtainment of the polymorphisms between them trough the AFLP technique. The crosses were
satisfactory with the germination of 78 in 92 obtained seeds and the DNA quality was
determined by reading in spectrophotometer and running in 0.8% agarose gel. The gel
analysis after the amplification with four primers combinations (E-AAC/M-CAA, E-ACT/M-
CAA, E-ACC/M-CAG e E-AAC/M-CTG) revealed 14 polymorphic bands of a total of 82
amplified bands, which may be related with characters that differ the parental, among them
the drought stress tolerance. The association of polymorphic bands with the drought
tolerance demands the advancement of generations and the analysis of the plants in the

segregating population as drought stress tolerance.

Keywords: Coffea arabica. Catigua MG2. Siriema ASI. Molecular markers.
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ABA : 4cido abscicico
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais prioritariamente agricola e, devido a isso, figura entre as posi¢des
de destaque no quesito producdao e consumo de produtos agricolas. Entre as commodities
produzidas o café se destaca, visto que, estd sempre presente entre os dez principais produtos
exportados, o que faz com que o Brasil seja referéncia mundial quanto a sua produgdo e
exportacdo. Diante desse cenario, o café¢ foi responsdvel por movimentar 5,2 bilhdes de
dolares em 2017, oriundos de uma produgdo proveniente de propriedades distribuidas em
estados do sudeste, norte, centro-oeste e nordeste as quais somaram 2 milhdes de hectares em
1900 municipios, envolvendo cerca de 300 mil produtores, desde grande a pequenos ( MAPA,
2018).

Como todo organismo vivo, o cafeeiro esta sujeito a efeitos do ambiente que o cerca
respondendo de forma diferente, de acordo com as condigcdes as quais esta submetido,
necessitando, portanto, cuidados para atingir a produgdo 6tima. A planta sofre com os
chamados estresses abioticos, os quais prejudicam consideravelmente a atividade produtiva.
Dentre eles, o estresse hidrico, estresse abidtico causado por respostas do organismo em falta
de adgua, merece destaque. Dessa forma, € preciso realizar cultivo irrigado a fim de fornecer
esse recurso para o cafeeiro, onde s3o empregados maquinarios com alto custo de aquisi¢ao e
manutencao e isso, aliado ao custo da dgua propriamente dita, o que tira a competitividade de
pequenos e médios produtores.

A alternativa mais vidvel para reducdo de custos seria o desenvolvimento de
programas de melhoramento genético a fim de se buscar materiais resistentes ao estresse
hidrico, que possam produzir normalmente, reduzindo o custo com irrigacdo e, buscando
outras caracteristicas como qualidade de bebida, resisténcia ao bicho mineiro e a ferrugem.
Diante disso, técnicas biotecnologicas para auxilio aos programas de melhoramento sdo
utilizadas a fim de otimizar a atividade possibilitando a obtengcdo de novas cultivares em
menores periodos de tempo. Dentre essas metodologias destaca-se o emprego de marcadores
de selegdo, buscando caracteristicas de interesse como os marcadores AFLP, a fim de se
conhecer os polimorfismos, os quais sdo de extrema importincia em programas de
melhoramento genético vegetal.

Sendo assim, ¢ importante a identificacdo de polimorfismos entre cultivares de café
Catiguda MG2 e Siriema ASI1, que posteriormente poderdo ser ligados as caracteristicas de
interesse, como tolerdncia a seca e resisténcia ao bicho mineiro, para aplicagdes em

programas de melhoramento genético do cafeeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café: generalidades e estatisticas

O cafeeiro ¢ uma planta pertencente a familia Rubiacea e ao género Coffea, o qual
compreende cerca de 124 espécies dispersas em varias partes do planeta e cultivadas em mais
de 60 paises. Dentre essas espécies existem duas que se destacam no cendrio mundial no
quesito producao e consumo que sdo Coffea arabica e Coffea canephora as quais representam
70 % e 30 %, respectivamente, do mercado mundial movimentando valores consideraveis
como em 2009/2010, quando 15.9 bilhdes de ddlares foram registrados (BUDZINSKI et al.,
2010; RAZAFINARIVO et al., 2012).

No Brasil, o cendrio atual contribui de maneira significativa para esses nimeros, visto
que, o grao de café figura entre os principais produtos agricolas do mercado ocupando posi¢ao
de destaque nas exportagdes, onde oscila entre os dez principais produtos. Devido a isso, o
pais recebe reconhecimento na producdo e comércio desse produto alcangando ntiimeros
expressivos como em 2017 quando, o produto foi responsavel por levar o pais ao primeiro
lugar no quesito produgdo e exportacdo e a segunda colocacdo quanto ao consumo desse
recurso, movimentando 5.2 bilhdes de dolares provenientes da produgdo de 1900 municipios
em diversos estados e envolvendo cerca de 300 mil produtores.(MAPA., 2018).

As formas de utilizagdo do café sdo diversas, porém, a mais comum delas ¢ na
producdo da bebida, a qual figura entre as mais apreciadas pela populagdo mundial (POOLE
et al., 2017). Nesse aspecto, o grao de C. arabica ¢ preferido por ser capaz de dar origem a
uma infusdo com maior acidez e qualidade superior a aquela originada pelos graos de C.
canephora e isso explica por que ha uma diferenca consideravel na comercializagdo dessas
espécies (PERROIS et al., 2015). Essa qualidade de bebida ¢ atribuida a alguns de seus mais
de 1000 componentes dos quais fazem parte lipideos, proteinas e cafeina. A cafeina
juntamente com o 4cido clorogénico, também presente em niveis interessantes, sao
responsdveis por garantir amargor que, aliado a caracteristicas de sabor, provenientes da
interacdo entre sacarose e aminoacidos, constituem parametros interessantes para garantir
exceléncia ao produto e justificar a sua grande procura (PERROIS et al., 2015; POOLE et al.,
2017).
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Para o cultivo do cafeeiro deve-se atentar a particularidades no que diz respeito ao
ambiente utilizado. Diante disso, para que plantas de C. arabica se desenvolvam bem ¢
preciso ter temperaturas variando entre 18 °C e 23 °C com indices pluviométricos bem
definidos, variando de 1600 a mais de 2000 mm ¢ altitudes de 1500 a 2800 metros, condigdes
essas, semelhantes as do seu local de origem. Ja& para individuos da espécie C. canephora sao
demandadas areas com temperaturas entre 22 °C e 26 °C, altitudes que ndo ultrapassem 800
metros e indices pluviométricos bem superiores a 2000 mm. Portanto, C. canephora é uma
espécie mais tolerante a altas temperaturas e capaz de crescer em altitudes bem menores
(CAMARGQO, 2010).

Outro aspecto bastante relevante na implantacdo da lavoura cafeeira ¢ a questdo da
nutri¢do do vegetal, a qual se apresenta como fator limitante para a obteng¢ao de sucesso nessa
atividade. Devido a isso, embora o aspecto nutricional seja preponderante e¢ capaz de
contribuir para alta ou baixa produtividade, ele ndo se trata apenas de um item quantitativo,
onde grandes quantidades de nutrientes vao garantir produgdes elevadas, esse apresenta
também um carater qualitativo. Em consequéncia disso, a lavoura de café ¢ classificada como
uma que demanda uma alta exigéncia nutricional a qual € composta por minerais como Ferro,
Magnésio, Cobre e Zinco e outros nutrientes mais relevantes como o Nitrogénio e Potéssio e
que, juntamente com os demais, serdo utilizados para a manutencdo das atividades do

organismo ¢ desenvolvimento de novos ramos, folhas, frutos e raizes (VALARANI, 2005).

2.2 Café: questiao da agua e estresse

De todos os recursos demandados para o desenvolvimento vegetal, sejam eles de
escala macro ou micro, a agua figura entre os principais deles. Estima-se que cerca de 80 % a
90 % do peso das plantas seja composto por dgua e isso € reflexo do ambiente celular vegetal
o qual, em grande parte de seu volume, também ¢ composto pela dgua. Devido a isso, o
organismo vegetal desenvolveu formas para obter uma captacao eficiente dessas moléculas a
qual ¢ feita por meio de suas raizes capazes de adquirir 4gua até mesmo em solos visualmente
secos e transporta-la até as folhas com o auxilio do xilema. Desse modo, o vegetal consegue o
aporte desse recurso de maneira satisfatoria para a realizagdo de atividades fotossintéticas e
metabdlicas além de conseguir estabelecer suporte estrutural para suas células (LUMEN,
2018).

Diante dessa importancia, a disponibilidade de agua também se apresenta como fator
limitante para o estabelecimento de um cultivo vegetal de qualidade, visto que, caso haja falta

desse recurso ocasionada por condi¢cdes ambientais ou falhas no planejamento de sistemas de
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irrigagdo, pode-se ocasionar perdas de cerca de 30 % ou superiores a esse numero na lavoura,
0 que representa um prejuizo bastante consideravel (ALI et al., 2018). Para a implantagao de
uma lavoura cafeeira capaz de obter nivel de producdo consideravel aliado a uma boa
qualidade dos graos, ¢ normal utilizar esses sistemas de irrigagdo. Isso fica evidente quando
Assis et al. (2014) fizeram uso da irrigagdo por gotejamento, aumentando o nimero de plantas
por hectare na area, de 14000 para 15125, no sudoeste de Minas Gerais, ocasionando um
aumento de 27 % na produgdo total. Os resultados demonstram o impacto desse recurso para
o cafeeiro e possibilita visualizar como a disponibilidade de 4agua pode determinar a
distribuicao das plantas pelo ambiente, visto que, aumentou-se o nimero de individuos em
funcao da maior disponibilidade de agua.

Embora a implantacao de sistemas de irrigacdo em lavouras cafeeiras seja importante,
trata-se de uma atividade bastante onerosa. No Brasil existem opg¢des de maquindrio que
variam de 1300 a 3300 dolares por hectare, prego que se apresenta inviavel para o pequeno e
médio produtor. Sendo assim, esses produtores ficam impossibilitados de produzir com maior
qualidade e quantidade, visto que, ndo possuem capital para a implementagao desses sistemas
(FERNADES,; LIMA, 2005). Além disso, ¢ necessario realizar um planejamento detalhado a
fim de se verificar a viabilidade do local e a maneira como serd implementado o sistema de
irrigacdo, sendo importante informagdes a respeito de topografia, disponibilidade hidrica,
caracteristicas fisicoquimicas do solo e aspectos socioecondmicos. Logo, esses pontos
constituem em mais uma dificuldade a ser considerada para estabelecer o maquindrio na
regido e garantir que ele opere da melhor maneira possivel, além de demandar mais recursos
financeiros para se realizar o levantamento das informagdes, contribuindo ainda mais para o
custo da operagao final (CARVALHO et al., 2005).

Entende-se, de maneira simplista, que estresse seja uma situagdo de desequilibrio que
cause danos ao organismo. Diante disso, o ambiente no qual ele esta estabelecido exerce papel
fundamental para a manutencdo da atividade fisioldgica normal ou o desenvolvimento dos
chamados estresses ambientais ou abidticos. Nesse grupo merecem destaques o0s
desequilibrios causados por baixas ou altas temperaturas e falta ou excesso de agua, sendo
que, a escassez pode ocasionar quedas de até 80 %, como ocorre em areas as quais sofrem
com longos periodos de seca (DAMATTA,; RAMALHO, , 2006; CHESEREK,; GICHIMU, ,
2012). Isso ocorre devido ao dano celular desencadeado por desequilibrio osmotico aliado ao
desenvolvimento de estresse oxidativo, ao qual, juntamente com os anteriores, irdo acarretar
alteragdo no quadro idnico do organismo e, consequentemente, afetando proteinas e

membranas (DAMATTA,; RAMALHO, 2006).
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Devido a essas condigdes o organismo vegetal desenvolveu ao longo da evolugdo
estratégias para lidar com as situagdes de estresses e minimizar os danos por elas causados.
Para o estresse hidrico tem-se como uma das manifestacdes morfoldgicas mais marcantes o
fechamento dos estdmatos a fim de evitar maiores perdas de 4gua e conservar esse recurso no
interior do organismo por mais tempo. Entretanto, a absor¢do de gas carbonico ocorre pela
mesma passagem a qual se faz a saida de agua. Logo, uma menor quantidade desse gas ¢
absorvida pela planta e, como se trata de um reagente limitante para a ocorréncia da
fotossintese, observam-se quedas nas taxas fotossintéticas (SILVA et al., 2017).

Outro aspecto bastante marcante observado em plantas, que apresentam maior
tolerancia ao estresse hidrico, compreende as caracteristicas do sistema radicular que se
apresenta como sendo profundo, vigoroso ¢ com maior capacidade de fornecer suprimento de
agua ao vegetal e manter o equilibrio favoravel desse recurso (KUMAR et al., 2017;
DAMATTA; RAMALHO, 2006). Entretanto, as analises do perfil radicular ndo sdo tao
simples como parecem, visto que, existem outras implicagcdes envolvidas, como a absorc¢ao de
outros nutrientes que também ¢ feita pelas raizes. Sendo assim, sistemas radiculares maiores e
menos ramificados sdo capazes de assimilar maior quantidade de nutrientes para o seu
crescimento proprio, o que prejudica o desenvolvimento do restante do organismo vegetal.
Diante disso, estudos indiciam que a maior tolerancia da planta ao estresse hidrico estaria
associada a um sistema radicular mais ramificado e profundo e ndo apenas ao tamanho em
peso seco propriamente dito (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Por outro lado, tém-se outras caracteristicas fisiologicas que estdo atreladas a
morfologia do vegetal e que devem ser levadas em consideracdo, visto que, garantem maior
resisténcia ao estresse hidrico. Sdo elas: eficiéncia no uso da agua por parte do organismo,
eficiéncia na extracdo desse recurso por parte do sistema radicular e condutibilidade
hidraulica. Essas caracteristicas, aliadas a uma area foliar modulada e consideravelmente
menor, ¢ um comportamento dos estdomatos favoravel, permitem alcangar equilibrio na
manutenc¢ao fisiolodgica do organismo sob condi¢do de estresse e, consequentemente, chegar a
niveis de produgdes interessantes quando comparados aos vegetais sensiveis (CHESEREK;
GICHIMU, 2012).

Em nivel molecular e transcricional também € possivel observar caracteristicas
capazes de garantir maior resisténcia ao estresse hidrico em um organismo vegetal. Sabe-se
que existem mediadores que desempenham papeis em vias de sinalizagdes diversas como
ABA (acido abscisico), ions célcio e ROS (espécies reativas de oxigénio). Pois, em vegetais
que estdo submetidos ao estresse ¢ comum encontrar alta atividade de enzimas antioxidantes

como superdxido dismutase e catalase (KUMAR et al., 2017; FANG; XIONG, 2014). Além
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disso, em resposta ao estresse hidrico, tem-se proteinas envolvidas em: proteger estruturas
como membranas celulares e proteinas de valor ao organismo; atuar em vias de sinalizagdo e
regulacdo de processos celulares, como kinases e fatores de transcricdo propriamente ditos; e
associar ao balanco de ions no ambiente celular compreendendo o transporte deles e de agua,
como as aquaporinas e as proteinas transportadoras de agucares (FANG; XIONG, 2014).

Diante dessa conjuntura, trabalhos buscando identificar genes e seus respectivos
produtos, bem como, o papel desses em vias de regulacdo e processos celulares ganharam
forca, conseguindo resultados bastante expressivos. Como consequéncia desse fato, tem-se
conhecimento de varios genes envolvidos na expressao de proteinas ricas em glicina,
proteinas heat-schock, acorbato peroxidase, e de fatores capazes de atuar em mais de um alvo,
como o DREBID (elemento de ligacdo responsivo a desidratacdo), bem como aqueles
envolvidos em codificar proteinas kinases como CDPKs (proteinas kinases dependentes de
calcio) e MAPKSs (proteinas kinases mitogénicas). Além disso, tem-se conhecimento, oriundo
desses trabalhos, de genes relacionados com fatores de transcricio como o AP2/EREBP
(Apetala2/proteina elemento de ligacdo responsivo a etileno) e genes responsivos a
desidratagdo como os DREBs, sendo todos esses previamente citados e reportados como
sendo participativos em mecanismos de estresse hidrico (MOFATTO et al., 2016; FANG;
XIONG, 2014).

Em questdio hormonal o ABA (Acido abscicico) apresenta papel importante em
contribuir para tolerancia ao estresse hidrico. Isso ficou evidente quando os AREBs/ABFs
(proteinas/fatores de ligacdo dependentes de ABA) tiveram fungdes em sinalizagdo sob
estresse hidrico reportadas e, juntamente com o desenvolvimento de mutantes com genes
arebl, areb2 e abf3, sendo todos eles pertencentes a essa subfamilia, apresentaram resisténcia
ao hormonio o que acarretou em diminuicao da resisténcia ao estresse hidrico. Além disso,
ainda levando a sinaliza¢do por acido abscisico em questdo, analises em genes participantes
dessas vias bem como fatores de transcri¢do e reguladores negativos de repressores desses
fatores estimulantes mostraram alta na regulagdo positiva de fatores de transcricdo para
receptores do hormonio, em genes codificantes de transportadores desse mediador € em genes
correlacionados com a expressao do acido. Em contrapartida, também observaram aumento na
quantidade de reguladores negativos de repressores da transcri¢do do hormoénio em plantas
submetidas a estresse hidrico indicando que de fato o 4cido abscisico tem papel fundamental

nesse mecanismo (FANG; XIONG, 2014; KUMAR et al., 2017).

2.3 Café: melhoramento genético
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Visto que, o genoma ¢ capaz de garantir caracteristicas de interesse, o melhoramento
genético surge como uma alternativa para contornar situagdes adversas. Devido a isso, o
melhoramento genético tem como objetivo o aumento de produtividade e adaptabilidade dos
individuos aos ambientes desfavoraveis, por meio da identificagdo de organismos superiores
em uma determinada populacdo e cruzamento desses com cultivares existentes, buscando
agregar, o maximo possivel, caracteres de interesse. Esses esforgos tiveram inicio em 1920,
quando comecaram a aparecer as primeiras doencas, que arrasaram as plantacdes, € isso
exigiu que plantas que apresentavam ndo sé vigor ou producdo, mas sim resisténcia a esses
patogenos, fossem observadas e levadas em consideragao (MISRHA; SLATER, 2012).

Diante desse cendrio, o melhoramento genético classico iniciou sua busca por
caracteristicas de interesse contra pragas ¢ doengas dentro dos programas de melhoramento
genético do cafeeiro. Com as espécies C. arabica e C. canephora, as principais do mercado de
producao, obteve-se resultados interessantes, como o Hibrido de Timor, que possui tolerancia
a ferrugem, nematdide e doenga das cerejas de café. Outras espécies menos relevantes, como
o C. liberica e C. racemosa, também forneceram material genético para atuar contra ferrugem
da folha e bicho mineiro respectivamente (MISRHA; SLATER, 2012; LEROY et al., 20006).

Para o estresse hidrico o melhoramento também busca solugoes e, devido a essa busca,
alguns conhecimentos importantes foram elucidados. Diante disso, sabe-se que a variedade
Kouilou apresenta maior resisténcia ao estresse hidrico do que algumas cultivares de C.
canephora e C. arabica, entretanto, o alto grau de polimorfismo que a variedade apresenta
quando relacionada a essas espécies apresenta-se como uma dificuldade a ser considerada em
programas de melhoramento. Com base nisso, cultivares consideradas resistentes sdo aquelas
que possuem informacdes genéticas capazes de codificar as caracteristicas fisiologicas,
morfoldgicas ¢ moleculares previamente citadas e que por isso podem suportar ambientes
submetidos a seca e conseguir produgdes consideraveis (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Diante do exposto, em seus experimentos Mazaferra e Carvalho (1987), demostraram
que as cultivares BA-10 de origem indiana, X321 da Tanzania e BE-5 proveniente da Costa
Rica sdo detentoras de boa tolerancia ao estresse hidrico, quando avaliadas para produtividade
e desempenho em campo. Entretanto, algumas progénies apresentaram tolerancia ao estresse
hidrico, porém, baixa produtividade.

Outras caracteristicas podem ser agregadas originando um material detentor de mais
de um item de interesse econdmico como ¢ a cultivar Siriema ASI, a qual ¢ derivada da
hibridagdo entre C. rancemosa e C. ardbica com posterior retrocruzamento com a cultivar
Mundo Novo. Essa cultivar exibe resisténcia ao bicho mineiro, resisténcia a ferrugem e boa

tolerancia a seca. Seguindo a mesma linha de raciocinio, outras cultivares com multiplas



17

caracteristicas também foram desenvolvidas, como as Catiguda MG1, MG2 e MG3, as quais
exibem resisténcia a ferrugem e boa qualidade de bebida, evidenciando a importancia do
melhoramento para a aquisi¢cdo de varios itens de interesse e a possibilidade de contornar
adversidades (CONSORCIO PESQUISA CAFE., 2011).

Embora o melhoramento genético classico se apresente como uma alternativa bastante
vidvel para lidar com problemas presentes na atividade de cultivo existem pontos deficientes
os quais devem ser considerados. Dentre esses deve-se destacar o tempo para a obtencdo de
uma nova cultivar, que pode chegar a 30 anos. Pois, demandam etapas de andlise detalhada
dos parentais, planejamento preciso de como serdo feitos os cruzamentos € como serao
avaliadas as progénies. Além disso, o tempo de geracdo do café no campo, os custos de
manuten¢do dos experimentos, aliados a problemas de ploidia e a dificuldade na incorporagao
das caracteristicas de resisténcia por métodos convencionais, constituem os principais
gargalos do melhoramento classico (MISRHA; SLATER, 2012).

Devido a isso, ha a necessidade de se utilizar métodos que permitam fazer distingao
entre as caracteristicas de interesse de maneira clara e objetiva, possibilitando inferir a
respeito da diversidade genética. Em decorréncia desse fato, pode-se usar marcadores
fenotipicos os quais sdo baseados em caracteristicas fisicas diferentes em diversos estagios do
desenvolvimento vegetal como semente, fruto, vegetal adulto e juvenil. Embora seja uma
metodologia mais facil e barata, a identificagdo por marcadores fenotipicos ¢ extremamente
sensivel ao ambiente ao qual os vegetais se encontram podendo ser diretamente influenciada
por ele e, além disso, demanda mais tempo em certos organismos vegetais como o café devido
a necessidade de se acompanhar todo o longo desenvolvimento vegetativo da planta, o que
aumenta o custo também (ALEMAYEHU, 2017).

Uma alternativa ao uso dos marcadores fenotipicos, que se apresenta como sendo mais
promissora e exibe resultados melhores, ¢ o uso de marcadores moleculares. Isso se da pelo
fato desses marcadores ndo serem influenciados pelo ambiente ao qual o vegetal se encontra e
de demandarem bem menos tempo para serem aplicados do que os fenotipicos. Os diferentes
tipos de marcadores moleculares apresentam vantagens e desvantagens dependendo da
proximidade que os individuos a serem analisados apresentam logo, o quanto mais proximo
for os elementos, mais discriminatoria deverd ser a técnica escolhida nessa abordagem
molecular (ALEMAYEHU, 2017). Eles podem ser classificados pelo modo de agdo do
marcador se ¢ dominante ou co-dominante, pelo método de detec¢ao deles se ¢ por
hibridizagao ou PCR ou até mesmo pelo modo de transmissdo desse marcador se ¢ dado por

heranca de organela maternal ou heranca nuclear biparental (NADEEM et al., 2017).
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Entre os marcadores moleculares destaca-se aqueles baseados em PCR por utilizarem
essa metodologia baseada em amplificacdo com pouca quantidade de material genético e
emprego de primers, a qual ja ¢ bastante caracterizada no meio cientifico. Diante disso, os
componentes desse grupo de marcadores sdo RADP, SSRs, também conhecidos como
microssatélites, ¢ AFLP. O AFLP consiste em realizar uma amplificagdo seletiva por PCR de
fragmentos oriundos da digestao de todo o DNA gendmico alvo fazendo uso de adaptadores e
os sitios de restricdo enzimaticos como um direcionamento para que os primers se anelem.
Esses primers tem a capacidade de se estender até os sitios de restricdo amplificando apenas
essas regides onde eles sdao complementares com nucleotideos flanqueadores desses locais
possibilitando a visualizacdo de varios sitios de restrigao sem se ter o conhecimento de suas
respectivas sequéncias de nucleotideos, além de permitir a amplificagdo simultanea desses
fragmentos independentemente da complexidade e tamanho do DNA original (NADEEM et
al., 2017; VOS et al., 1995 ).

No desenvolvimento de marcadores AFLP sdo utilizadas duas enzimas de restri¢ao,
adaptadores e primers. Uma das enzimas ¢ de corte frequente e a outra de corte raro, as quais
produzirdo fragmentos que se ligardo aos adaptadores, que sdo oligonucleotideos preparados
para se ligarem as pontas coesivas produzidas pelas enzimas. Os primers possuem sequéncias
complementares aos adaptadores e sdo utilizados para as etapas de pre-amplificacdo e
amplificacio (NADEEM et al., 2017). Essa técnica apresenta aplicagdes diversas, como
monitoramento de heranca genética em programas de melhoramento, tanto vegetal como
animal, diagnostico de doengas ligadas a heranca e até mesmo a capacidade de ser utilizado
no screening de marcadores de DNA ligados a caracteristicas genéticas. Além disso,
apresenta vantagens como a boa reprodutibilidade, capacidade de identificacdo de
polimorfismos em todo o genoma e possibilidade de emprego diante de DNAs de diversos
organismos, como vegetais, animais e até microrganismos, o que caracteriza o AFLP como

uma técnica universal para deteccdo de variacoes e fingerprinting (BLEARS et al., 1998).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Obter hibridos tolerantes a seca, resistentes a ferrugem e detentores de qualidade de

bebida, e identificar polimorfismos moleculares entre os parentais.
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3.2 Objetivos especificos
e Realizar cruzamentos entre cafeeiros sensivel e tolerante a seca;
e Extrair DNA a partir de folhas dos parentais utilizados para os cruzamentos;
e Otimizar protocolo para obtencdo de marcadores AFLP para o cafeeiro;
e Obter polimorfirmos entre os parentais utilizados nos cruzamentos por meio de

marcadores AFLP

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cruzamentos e Extracao de DNA

Os cruzamentos foram efetuados na fazenda experimental do Centro Universitario do
Cerrado Patrocinio (UNICERP), municipio de Patrocinio - MG. Desse modo, foi realizada
hibridacdo simples entre uma planta da cultivar Siriema AS1 (resistente ao bicho mineiro,
tolerante a seca e resistente a ferrugem), a qual foi escolhida como parental masculino, e
outras trés plantas pertencentes a cultivar Catigud MG2 (alta producdo de grao, resistente a
ferrugem e alta qualidade de bebida), que se comportaram como parental feminino. Feito isso,
colheu-se folhas jovens das plantas genitoras separando-as em quatro tubos falcon de 50 mL,
os quais foram transportados, sob temperatura ambiente, até as dependéncias do Laboratorio
de Genética Molecular (LAGEM), da Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de
Minas. Em seguida as folhas foram armazenadas durante 24 horas em freezer a -80 °C e
posteriormente liofilizadas por 48 horas.

As folhas liofilizadas foram trituradas, com o auxilio de pistilo e cadinho, até
formarem particulas mintsculas. A partir das folhas trituradas deu-se inicio ao processo de
extragdo do 4cido desoxirribonucleico (DNA), segundo o protocolo proposto por Doyle e
Doyle (1990), modificado com a adicdo de bissulfito de sodio, carvdao ativo e
polivinilpirrolidone (PVP). A folha triturada de cada planta parental foi transferida para tubo
tipo eppendorf de 2 mL, devidamente identificado. Em seguida foram acrescentados 1,5 mL
da solucao de extracdo contendo tampao de extragao (0,35 M de sorbitol, 0,10 M de tris base,
5 mM EDTA Na, e pH 7,5), tampao de lise (0,2 M de tris base, 0,05 M EDTA Na,, 2 M
NaCl e 2 % CTAB), 0,02 M de bissulfito de sédio, 1 g/l de carvao ativo e 1,5 % de
polivinilpirrolidone (PVP) .

Os tubos foram agitados no vortex por 30 segundos e colocados em banho maria a 65

°C por 60 minutos, sendo invertidos de 15 em 15 minutos. Apos os 60 minutos os tubos foram
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retirados do banho maria e deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente. Em
seguida os tubos foram centrifugados a 15.000 rpm durante cinco minutos e os sobrenadantes
transferidos para outros tubos eppendorfs de mesmo volume. Aos sobrenadantes foram
adicionados igual volume de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico, 24:1) gelado. Os tubos
foram invertidos manualmente durante 15 minutos, at¢ a formac¢ao de solucdo homogénea,
para posterior centrifugacao a 15000 rpm por 5 minutos. Feito isso, os sobrenadantes foram
novamente recolhidos e transferidos para outros eppendorfs de mesmo volume e adiciou-se
igual volume de alcool isoamilico, invertendo novamente os tubos até a obten¢do de solugao
homogénea. O material foi armazenado overnight no freezer a -20 °C, submetido a outra
centrifugacdo a 15000 rpm por cinco minutos, sobrenadante descartado, pellets lavados com
alcool 70 % e pellets ressuspendidos em 200 pL de tampao TE (Tris HCl 10 mM pH 8,0 +
EDTA 1 mM).

O DNA extraido foi quantificado e qualificado em espectrofotometro de microvolume
a 260 nM, 280 nM e 230 nM. Foi também realizada qualificacdo em gel de agarose 0,8 %.
Ap6s a quantificacdo e qualificagdo o DNA foi diluido para 50 ng/puL. As aliquotas de DNA
na concentragdo de 50 ng/uL foram armazenadas no freezer a — 20 °C para posteriores

analises.

4.2 Digestao do DNA genomico e ligacao dos adpatadores

De posse do DNA isolado a proxima etapa realizada foi a digestdo desses acidos para
possibilitar a ligagdao dos adaptadores. Desse modo, foram transferidos, ap6s homogeneizacao
por 40 vezes, 8 uL (50 ng/uL totalizando 400 ng) do DNA de cada planta para tubos
eppendorfs previamente identificados de 1 a 4. Em seguida foi preparado um mix para quatro
reacdes contendo 1 X o tampao da enzima Msel, 1,5 U da enzima EcoRI, 3,3 U da enzima
Msel e o volume completado para 18 pL com 4gua ultrapura para. O mix foi distribuido entre
os quatro eppendorfs (4,5 uL para cada tubo) com o DNA de cada planta. Portanto, cada tubo
tinha 8 uLL do DNA e 4,5 do mix, totalizando 12,5 pL.

Os tubos foram colocados em banho maria, previamente aquecido a 37 °C, e deixados
por 6 horas. Em seguida foram transferidos para outro banho maria, previamente aquecido a
70 °C, e deixados por 15 minutos para a inativagdo das enzimas. Retirados do banho maria
foram rapidamente colocados em gelo e centrifugados no spin obtendo o material
devidamente digerido para as analises posteriores.

Logo apos o término da digestdo foi realizada a preparagdo e ligagdo dos adaptadores

ao material genético digerido. Primeiro foi feito a preparacao dos adaptadores com a obtengao



21

de dois mix para quatro reagdes. O primeiro mix contendo 28 ng/uL do adaptador EcoRI 1,
28 ng/uL do adaptador EcoRI 2, 1 X o tampao da T4 ligase ¢ o volume completado para 2,0
uL com dgua ultrapura. O segundo mix foi composto por 266 ng/uL do adaptador Msel 1,
233 ng/uL do adaptador Msel 2, 1 X o tampao da T4 ligase e o volume completado para 2,0
puL com agua ultrapura. Os tubos foram colocados no termociclador e submetidos ao seguinte
programa: 10 minutos a 65 °C, 10 minutos a 37 °C e 10 minutos a 25 °C.

Em seguida foi realizada a etapa de ligacdo dos adaptadores aos DNAs previamente
digeridos. Um novo mix foi preparado misturando 2,0 pL. de cada mix da etapa anterior, 1 X
do tampao da T4 DNA ligase, 1 U de T4 DNA ligase e o volume completado para 50,0 uL
com 4gua ultrapura. O mix foi distribuido entre os quatro tubos (12,5 pL para cada tubo) com
os 12,5 pLL de DNA previamente digerido. O material ficou em repouso por 3 horas a
temperatura ambiente.

O DNA digerido e ligado aos adaptadores foi diluido na propor¢do de 1:10. Para tal
pipetou-se 10 pL de cada uma das amostras de DNA ligadas aos adaptadores para outros
recipientes os quais receberam 90 ul de tampao TE. Apds a diluicdo o DNA foi armazenado a

— 20 °C para posteriores etapas de pré amplificagdo e amplificagéo .

4.3 Reacoes de pré amplificacio e amplificacdo

Para a etapa de pré amplificacdo foi preparado um mix para quatro reagdes o qual foi
composto por 1,5 ng/uL do primer Eco + A, 1,5 ng/uL do primer Mse 1 + C, 0,25 mM de
cada dNTP, 1 X do tampdo da enzima, 1,5 mM de MgCl, 1 U de Taq (Invitrogen) e o volume
foi completado para 90 pL com 4gua ultrapura. O mix foi distribuido em quatro tubos para
PCR, sendo 22,5 pL para cada tubo, onde continha 2,5 pL de DNA diluido 1:10. Esses tubos
foram levados ao termociclador e submetidos a PCR em 23 ciclos de: 94 °C por 30 segundos,
56 °C por 30 segundos e 72 °C por um minuto. O DNA pré amplificado foi diluido na
proporcao 1:10 (10 pL do DNA pré amplificado e 90 puL de 4gua ultrapura) e armazenado a -
20 °C até a amplificacao.

O DNA pré amplificado e diluido de cada planta foi amplificado sletivamente com os
primers com as sequéncias E-ACA, E-AAC, E-ACT e E-ACC em todas as combina¢des com
os primers com as sequéncias M-CAA, M-CAG e M-CTG, totalizando 12 combinagdes de
primers. As sequéncias dos primers esta de acordo com Dessalegn et al (2008). O volume de
cada reagdo foi de 20,0 puL, com as seguintes condi¢des: 5 pL. do DNA pré amplificado e
diluido, 1,25 ng/uL do primer E-ANN, 1,5 ng/uL do primer M-CNN, 0,25 mM de cada
dNTP, 1 X o tampao da enzima, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 U de Taqg DNA polimerase ¢ o
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volume completado para 20,0 uL com agua ultrapura. A programac¢do do termociclador para
as amplificagdes seletivas consistiu de: a) um ciclo de 94 °C por 30 s, seguido de 65 °C
durante 30 s e de 72 °C por 60 s, repetido 13 vezes e com a temperatura de anelamento de 65
°C diminuindo em 0,7 °C em todo ciclo subsequente; b) 32 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C
durante 30 s ¢ 72 °C por 60 s. As amostras foram aquecidas durante 3 min a 94 °C, em
presenca de azul de formamida (98 % de formamida, 10 mM EDTA, 1 mg/mL de azul de
bromofenol e 1 mg/mL de xileno cyanol), e foram imediatamente refrigeradas a -20°C antes

da aplicacdo nos géis de poliacrilamida.

4.4 Montagem do gel de poliacrilamida e eletroforese

A montagem do gel de poliacrilamida foi realizada entre duas placas de vidro com
dimensdes 33 x 41 cM. Uma das placas tem um recorte e por isso ¢ chamada de placa menor.
A placa maior foi limpada trés vezes com dlcool 70 % usando papel higiénico e
movimentando-o tanto na horizontal quanto na vertical, logo ap6s isso, ela foi deixada para
secar durante poucos minutos. O mesmo procedimento foi realizado com a placa menor.

Apoés a limpeza e a secagem da superficie da placa maior aplicou-se uma solucdo
previamente preparada em um tubo de 2 mL a qual era composta por 1,1 mL de solugdo
alcool 95 % e 0,5 % de acido acético e 2,2 pl de Bind Silane homogeneizados em vortex.
Feito isso, deixou-a secar por 10 minutos e efetuou-se nova limpeza com alcool 70 % e
movimentos leves com o papel higiénico obtendo entdo a placa maior pronta para a
continuagao do processo. Ja na placa menor o papel higiénico foi embebido com Sigmacote e
passado na face interna deixando-a secar durante 10 minutos e, ao término da secagem, a
superficie em questdo foi novamente higienizada com alcool 70 % por trés vezes.

Com as duas placas preparadas, a placa grande foi colocada com a face tratada com a
solucdo Bind Silane para cima e nas bordas laterais e na inferior foi aplicada graxa de silicone
de maneira a cobrir toda a extensdo dessas superficies. Feito isso, colocou-se nas bordas
laterais os espagadores, os quais também entraram em contato com graxa de silicone nas duas
faces. A placa menor foi colocada sobre a placa maior, deixando a face tratada com
Sigmacote voltada para a placa maior. As bordas laterais e inferior foram revestidas com fita
para marcagao de solo para total vedagao.

Apos a montagem e vedagdo das placas foi preparada a solugdo de persulfato de
amonia 10 % (0,05 g de persulfato de amodnia e 500 pL. de dgua ultrapura) em um eppendorf e
agitados no vortex. Foram preparadas 100 mL de solu¢do de poliacrilamida 6 % (100 mL de

acrilamida 6 %, 500 puL de persulfato de aménia 10 % e 100 pL de Temed). A solugdo de
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acrilamida 6 % (7,5 M de uréia, TBE 1 X e 6 % de bis acrilamida) foi preparada previamente
e armazenada na geladeira. Os 100 mL da solucao de poliacrilamida foi vertida entre as duas
placas de maneira continua de devagar para evitar a formag¢do de bolhas, deixando-as
levemente inclinadas (5°) por duas horas para a polimerizagdo do gel.

Ao término da polimerizagdo do gel realizou-se a limpeza dos pogos com auxilio de
pequenas tiras de papel de maneira a nao danifica-los e posteriormente as placas foram
levadas até a cuba de eletroforese a qual se encontrava em posi¢ao nivelada e segura e foram
dispostas de maneira em que a placa menor ficou voltada para dentro e a extremidade inferior
do gel na base da cuba e, posteriormente, foram presas com auxilio de grampos. Com isso,
colocou-se cerca de 500 mL de tampao TBE 1X na camara inferior e superior da cuba
deixando-a preparada para receber as amostras.

As amostras de DNA previamente desnaturadas com azul de formamida foram
aplicadas no gel de poliacrilamida polimerizado. Em cada poco foram aplicados 8 pL de cada
amostra de DNA com o azul de formamida e nos dois Gltimos pogos foram aplicados 6 pL de
marcador de peso molecular de 100 pb e 1000 pb. A eletroforese foi realizada em 15 horas

com a voltagem de 300 V.

4.5 Revelaciao com nitrato de prata

Ao término da eletroforese as placas foram retiradas da cuba e a placa menor foi
separada da placa maior. O gel ficou aderido a placa maior e esta foi colocada em uma
bandeja com a solucdo de fixagdo (etanol 10 % e 4acido acético 1 %), onde permaneceu em
agitacdo por 10 minutos. Em seguida foi descartada a solu¢do de fixacdo e fez-se a lavagem
do gel com 2 L de agua ultrapura por 1 minuto. Procedeu-se a pré coloragdo com uma solugao
de acido nitrico 1,5 % por 3 minutos. A solugdo de pré coloragdo foi descartada e o gel lavado
com 2 L de agua ultrapura por 1 minuto. A colora¢do foi realizada com uma solug¢do de
nitrato de prata 0,2 % por 20 minutos. A solugdo de nitrato de prata foi descartada e o gel
lavado duas vezes com 2 L de agua ultrapura por 30 segundos. A revelacdo das bandas de
DNA ocorreu com a solugdao de desenvolvimento (60 g de carbonato de sédio, 750 pL de
formaldeido 37 % e 2 L de 4gua ultrapura). Assim que as bandas ficaram nitidas foi
adicionada a solugdo stop (4cido acético 1,5 %). Apos 5 minutos o gel foi lavado com 4gua

destilada e colocado para secar, para posterior analise.



24

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultado dos cruzamentos

Dos cruzamentos realizados utilizando a planta de Siriema AS1 como doadora de grao
de polen e trés individuos representantes da cultivar Catigud MG2 como receptores desse
material foram obtidos um total de 92 sementes. Dessas 92 sementes 78 germinaram e
encontram-se no viveiro. Esses nimeros indicam que a hibridagao foi bem sucedida, visto que

retornou um numero de plantas F; satisfatorio e confirmou a eficiéncia do método.

5.2 Extracio , digestao, pré amplificacdo e amplificacido

Analisando os resultados obtidos da quantificagdo através do Espectrofotometro de
Microvolumes — L - Quant Loccus (Tabela 1), observa-se que as relacdes A260/280
(concentracdo de DNA em relagdo as proteinas) e A260/230 (concentragdo de DNA em
relacdo a metabolitos secundarios e componentes do tampao) estdo dentro do padrao desejado,
exceto para o DNA da planta Siriema AS1. O padriao desejado para a relacdo A260/280 ¢ de
1,8 a 2,2 e o obtido esteve entre 2,1 e 2,7, o que significa que apenas o DNA da planta
Siriema AS1 ficou acima da relagdo desejada. Uma explicagdo para o valor acima de 2,2 para
a relagdo A260/280 pode ser a contaminagdo com compostos fenodlicos. Para a relagdo
A260/230 o desejado ¢ de 2,0 a 2,2 e o obtido ficou entre foi 1,6 e 1,9, entretanto, a possivel
contaminag¢do com compostos fenodlicos e componentes do tampao nao influenciou na agao
das enzimas de restricdo e amplificagdo do DNA nas reagdes de PCR. A concentracdo de
DNA de cada amostra foi suficiente para as analises posteriores. A eletroforese em gel de

agarose 0,8 % confirmou que o DNA extraido de todas as plantas era de qualidade (Figura 1).

Tabela 1 - Resultado da quantificagdo de DNA em espectrofotometro, apresentando as razoes
260/280 nm e 260/230 nm e concentracdo do DNA em ng/uL para os genotipos de Catigua
MG2 e Siriema ASI.

Genétipos 260/280nm 260/230nm Concentracao (ng/pL)
Siriema AS1 2.7 1.9 58.0
Catigua MG2-1 2.2 1.6 131.5
Catigua MG2-2 2.1 1.7 453.9

Catigua MG2-3 2.2 1.7 2335
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Figura 1 - Gel de agarose 0,8 % mostrando a qualidade do DNA extraido das quatro plantas
de café. Da esquerda para a direita sdo apresentados o DNA das plantas Siriema AS1, Catigua
MG2-1, Catigud MG2-2, Catigua MG2-3 e marcador de peso molecular 50 pb.

A digestdo com as enzimas EcoRI e Msel foi verificada com a eletroforese em gel de
agarose 1 % e a andlise do gel mostrou que todo o DNA foi digerido. Apos a ligacdo dos
adaptadores e a pré amplificacdo também foi verificado que o procedimento foi eficiente,
pois, os fragmentos da pré amplificacdo foram observados em gel de agarose 1 %. Desse
modo, foi possivel visualizar no gel o padrao de corrida esperado ao término dessas etapas em
que se observou o sucesso das respectivas fases. Isso indicou que essas realizagdes foram bem
sucedidas e, portanto, houve a pré amplificagdo dos fragmentos digeridos e ligados aos
adaptadores e que posteriormente poderdo ser utilizados para a amplificacdo seletiva desses

fragmentos.

5.3 Padrao de bandas e polimorfismos

O gel de poliacrilamida obtido, ap6s a coloragdo, revelou o padrdo de bandas

compreendendo todos os quatro genotipos € as 12 combinagdes de primers empregadas no
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trabalho. Entretanto, apenas quatro combinagdes exibiram uma quantidade de bandas com
qualidade que possibilitou a andlise. Essas quatro combinacdes foram: EcoRI-AAC/Msel-
CAA, EcoRI-ACT/Msel-CAA (Figura 2), EcoRI-ACC/Msel-CAG ¢ EcoRI-ACA/Msel-
CTG. As demais combinagdes de primers foram excluidas da andlise por ndo revelarem
bandas visiveis em qualidade suficiente. Também foi excluido da andlise o genétipo 2, que
corresponde a planta 1 da cultivar Catigud MG2, por ndo apresentar padrao de amplificacdo

de qualidade satisfatoria.

Figura 2 - Padrio de bandas obtido para as combinagdes de dois pares de primers. Da
esquerda para a direita encontram-se as trés plantas da cultivar Catigud MG2 e a cultivar
Siriema AS1, sendo as quatro primeiras para a combinagdo EcoRI-AAC/Msel-CAA e as
quatro tltimas para a combinagdao EcoRI-ACT/Msel-CAA.

LI b

O padrao de bandas revelou 26 bandas visiveis para a combinagao de primer EcoRI-
AAC/Msel-CAA, sendo trés polimorficas e 23 monomorficas. A combinagdo de primer
EcoRI-ACT/Msel-CAA amplificou 31 bandas, das quais cinco foram polimorficas e 26
bandas monomorficas. O padrao de bandas visiveis para a combinacdo de primer EcoRI-
ACC/Msel-CAG revelou 13 bandas, sendo cinco polimoérficas e oito monomorficas. A
combinagdo de primer EcoRI-ACA/Msel-CTG amplificou 12 bandas, das quais uma foi
polimdrfica e 11 monomorficas. Portanto, as quatro combinagdes de primers amplificaram 82
bandas, das quais 14 foram polimorficas, representando 17 % de bandas polimorficas. Das
bandas polimérficas 10 bandas foram capazes de diferenciar o parental tolerante a seca
Siriema AS1 do parental sensivel Catiguda MG2. Espera-se que em estudos posteriores,

utilizando a populacdo F2 desse cruzamento, uma dessas esteja associada a tolerancia a seca.
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Diante desse cenario as combinagdes EcoRI-AAC/Msel-CAA e EcoRI-ACT/Msel-
CAA apresentam-se como mais adequadas para evidenciar uma maior quantidade de bandas.
Esses resultados estdo de acordo com Dessalegn et al. (2008), que utilizaram esses primers
para analisar variedades de Coffea arabica da Etidpia. Esses autores tiveram como resultado
uma maior quantidade de bandas para essas combinagdes, com a amplificacdo de 108 e 71
bandas, respectivamente. Ainda de acordo com esses autores, em relacdo a quantidade de
bandas polimérficas, a combinagdo EcoRI-AAC/Msel-CAA foi a que revelou o maior nimero
com 39, seguidas da ECORI-ACC/Msel-CAG com 24, da EcoRI-ACT/Msel-CAA com 21 e da
EcoRI-ACA/Msel-CTG com apenas 17.

Ainda levando em consideracdo as bandas polimorficas, Steiger et al (2002)
trabalharam com as combinagdes EcoRI-AAC/Msel-CAA e EcoRI-ACC/Msel-CAG
evidenciando uma grande superioridade da primeira em relagdo a segunda sendo 67 bandas
contra apenas 27 bandas. Essa conjuntura ndo corrobora com os resultados obtidos, visto que
o padrdao de bandas revelou 5 bandas polimorficas apresentadas pela combina¢ao EcoRI-
ACC/Msel-CAG contra 3 promovidas pela combinagdo EcoRI-AAC/Msel-CAA, embora a
quantidade total de bandas seja muito maior que na primeira citada.

Com base nisso, ¢ possivel indicar que os primers pertencentes as combinagdes
EcoRI-AAC/Msel-CAA e EcoRI-ACT/Msel-CAA sdao mais adequados para uma maior
quantidade de bandas e para bandas polimorficas que diferenciem os genotipos dos parentais,
embora a combinacdo EcoRI-ACC/Msel-CAG tenha apresentado maior nimero de bandas
polimérficas. Além disso, a alta quantidade de bandas monomorficas apresentadas indica que
ndo h4 uma diferenca genética muito grande entre as cultivares do trabalho e isso pode ser
explicado devido a origem delas a qual carrega genética das duas espécies de café mais
comercializadas Coffea arabica e Coffea canéfora. Além da homogeneidade da estrutura
genética promovida pelos ciclos de selecao devido ao alto nivel de autogamia dessas espécies
0 que contribui ainda mais para a redu¢do dos polimorfismos (ANTONHY et al., 2002).

As bandas monomorficas comuns em todos os gendtipos podem indicar caracteristicas
presentes em ambos como a resisténcia a ferrugem, a qual se faz marcante nas cultivares.
Entretanto, esse padrao monomorfico também pode estar ligado a caracteristicas que nao
garantem tolerancia, mas participam de processos vitais do organismo vegetal como absor¢ao
de agua, desenvolvimento de frutos e folhas dentre outras. Diante disso, as bandas
polimorficas encontradas entre os materiais de Siriema AS1 e Catigud MG2 compreendem as
diferencas genéticas presentes entre eles que, por mais que sejam pequenas, sao extremamente

relevantes, pois, podem estar relacionadas com a resisténcia ao bicho mineiro e ao estresse
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hidrico, visto que esses tragos agrondmicos nao se fazem presentes nos genotipos de Catigua
MG2.

Seguindo essa hipdtese, as bandas polimodrficas encontradas entre os gendtipos de
Catigud MG2 para a combinacdo de primers EcoRI-ACC/Msel-CAG, possivelmente, sdo
frutos de material genético que ainda ndo entrou em homozigose completa com o avango das
geragdes e, portanto, constitui diferenca genética entre materiais provenientes da mesma
cultivar. Ainda sob esse ponto de vista, as bandas que diferem esses individuos nao se faz
presente no gendtipo de Siriema AS1, logo elas podem estar associadas a caracteres os quais

essa nao apresenta, como a qualidade de bebida, por exemplo.

6 CONCLUSAO

A metodologia AFLP possibilitou a identificagdo de polimorfismos entre os genotipos
analisados e de acordo essas bandas conclui-se que ha pequena diferenga genética, o que
evidencia uma proximidade genética entre as cultivares. As bandas polimoérficas podem estar
relacionadas com as caracteristicas de interesse que diferenciam os materiais, como a
tolerancia ao estresse hidrico e qualidade de bebida. Entretanto, devem-se avangar geragdes
para possibilitar a confirmacao dessa hipotese e atribuir a essas bandas a funcdo de marcador

molecular.
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