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RESUMO: Avdiou-se quatro repeticdes de 12 clones que apresentaram variabilidade de reacdo a H.
vastatrix. Oito individuos dos clones 03 e 07 foram analisados quando inoculados com as ragas |, Il, 11l e
XI1I. Selecionou-se também, cinco clones que apresentaram reacdo uniforme quando inoculados com quatro
racas do patogeno, totalizando 76 individuos. Pelo método de agrupamento de Tocher, os 76 individuos
formaram 16 grupos. As quatro repeticdes de cada clone formaram grupos distintos, entretanto, o individuo
21, correspondente a repeticdo | do clone 104-A, formou isoladamente o grupo 16, mostrando-se divergente
dos demais. Os clones 104-A e 104-B formaram um grupo, e os clones 110-A e 110-B, outro grupo,
indicando que sdo muito préximos geneticamente. Os primers utilizados ndo foram capazes de detectar
diferencas entre os clones quando se considera o ciclo de maturagdo, da mesma forma que néo foi possivel
observar diferencas intraclones. Por meio de marcadores RAPD, ndo foi possivel detectar diferencas
intraclones da variedade Conillon que apresentaram instabilidade de reacGes a H. vastatrix. Da mesma
forma, ndo foi possivel diferenciar clones de diferentes ciclos de maturagdo. A técnica de RAPD foi eficaz
no estudo de variabilidade genética em C. canephora.
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ABSTRACT: Four replication of 12 clones that showed reaction variability for H. vastatrix were evaluated.
Eight plants of the clones 03 and 07 were analyzed when inoculated with the races I, 11, 111 and XIII. It was
also selected five clones that showed uniform reaction when inoculated with four races of the pathogen,
giving a total of 76 plants. By the Tocher method of agroupment, 16 groups were formed. The four
replications of each clone formed distinct groups; however, the plant clone 21 that belongs to the replication
| of the clone 104-A, formed one isolated group (16), showing that it was different from the others. The
clones 104-A and 104-B formed one group, and the clones 110-A and 110-B another, indicating that they are
genetically very close. The primers utilized were not able to detect differences between the clones when we
analyzed the maturation cycle. Also, it was not possible to detect intraclones differences. By the use of
RAPD markers, it was not possible to detect intraclones differences of the variety Conillon that showed
instability of reactionsto H. vastatrix. In the same way, it was not possible to differentiate clones of different
maturation cycles. The RAPD techniques was efficient to study genetic variability in C. canephora.

INTRODUCAO

A variedade Conillon de C. canephora, contribui com mais de 70% do café produzido no estado do Espirito
Santo, correspondendo a 80% da producéo brasileira, colocando o Brasil como segundo maior produtor mundial
deste produto (MATIELLO, 1998). Entretanto, apesar da importancia socio-econdmica do café Conillon para este
Estado, a produtividade das lavouras formadas por mudas oriundas de sementes € baixa (gproximadamente 7 sc.
benef./ha) devido a dta variabilidade genética entre as plantas, em conseqiiéncia da adogamia e auto
incompatibilidade gametofitica dessa espécie (BRAGANCA et al., 1993). Por esta razdo, a Empresa Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rurd, por meio de selecéo de clones, lancou trés variedades clonais,
‘EMCAPA 8111', ‘EMCAPA 8121' e ‘EMCAPA 8131’, de ciclo de maturacdo precoce, médio e tardio,
congtituidas de 10, 15 e 14 clones, respectivamente. Resultados preliminares do presente trabalho demonstraram
que essas variedades clonais sGo compostas por clones resistentes e suscetivels as ragas |, 11, 111 e XIII de H.
vastatrix. Observou-se, ainda, variabilidade de reactes entre repeticbes de aguns clones quando inoculados com
as respectivas ragas fisologicas de H. vastatrix. O uso de marcadores RAPD tem sido proposto como técnica
eficiente em cafedros, no estudo de diversdade genética, como demostram os trabadhos de OROZCO-
CASTILLO et al. (1994, 1996) e LASHERMES et al. (1996a), assm como ha constru¢ao de mapa genético para
C. canephora (PAILLARD et al., 1996). O presente estudo teve como objetivo a andise da variabilidade inter e
intraclones de C. canephora var. Conillon por meio de marcadores RAPD.

! Apoio financeiro: CNPg, FINEP, FAPEMIG e CONSORCIO BRASILEIRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DO CAFE.
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MATERIAL E METODO

Foram avaliados quatro plantas de 12 clones de C. canephora (02, 139, 03, 07, 11, 14, 100, 104-A, 104-B, 110-A,
153 e 201) que apresentaram, em testes preliminares, variabilidade de reaco quando inoculados com as ragas |,
I, 11l e X1l de H. vastatrix. Oito individuos dos clones 03 e 07 foram andisados quando inoculados com as racas
[, 11, 11l e XIIl. Os clones 36, 45, 46, 109-A, 110-B, que apresentaram reacdo uniforme quando inoculados com as
quatro racas do patdgeno, também com quatro repeticdes, foram utilizados como padréo, totalizando 76 plantas.
Foi utilizada a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) proposta por WILLIAMS et al. (1990)
com algumas modificagdes. Foram utilizados 14 primers de 10 nucleotideos (Quadro 1) da“ Operon Technology”.
O experimento foi executado com duas repetigdes. Os marcadores obtidos foram avaiados pela presenca (1) e
auséncia (0) das bandas de DNA homdlogas entre as plantas avaliadas. Os dados foram analisados e uma matriz
de smilaridade genética foi obtida. Foi redlizado uma andlise por agrupamento dos individuos de cada clone
utilizando o programa estatistico GENES (CRUZ & REGAZZI, 1994) baseado no coeficiente de similaridade de
Jaccard e no método de agrupamento de Tocher.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 20 primers utilizados, 14 geraram 29 bandas polimérficas consistentes, ou sgja, geradas em ambas repeticOes
das reagdes de amplificacdo. Em média, cada primer gerou dois loci polimarficos. As plantas geneticamente
proximas foram agrupadas, utilizando-se 0 método de agrupamento de Tocher, baseando-se na disténcia de
similaridade de Jaccard. Cada grupo € estabelecido nesta técnica, adotando-se o critério em que a disténcia média
intragrupo € inferior a qualquer distancia intergrupo, de tal forma que existe homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre grupos. Pelo méodo de agrupamento de Tocher (Quadro 2), foi possivel agrupar as 76
plantas da var. Conillon, pertencentes a 17 clones, em 16 grupos, sendo que cada clone formou um grupo, porém a
planta 21, correspondente & repeticdo | do clone 104-A, formou isoladamente, o grupo 16. Essa diferenca foi
causada por nove loci polimarficos, com presenca de bandas na planta 21 e auséncia nas demais repeticdes e por
um locus com presenca de banda na planta 21, porém ausentes nos demais individuos desse clone. Sugere-se a
hipétese de que planta sgja oriunda de uma quimera setorid do clone 104-A ou misturas. Os clones 104-A e
104-B formaram um Unico grupo, e os clones 110-A e 110-B, outro grupo. No entanto, com relacdo aos clones
104-A e 104-B, que pertencem a variedade EMCAPA 8111, de ciclo de maturacdo precoce, quando inoculados
com as ragas fisolOgicas de H. vastatrix, apresentaram reacdo diferenciada. Quando inoculados com asragas | e
XII1, mostraram-se como resistentes, e com a raca |11, suscetivels. Porém, quando inoculados com araca ll, o
clone 104-A mostrou-se suscetivel e 0 104-B, resistente. Com relacdo aos clones 110-A e 110-B, ambos foram
iguamente suscetiveis as quatro ragas do patdgeno, porém, o clone 110-A pertence a variedade precoce
EMCAPA 8111 e o clone 110-B a variedade de ciclo de maturacdo intermedidia, EMCAPA 8121. O
dendograma reuniu os clones em trés grupos. Anadisando o dendrograma (Figura 1), com base nas porcentagens
de similaridade, observa-se que ha 60% de disténcia genética estimada, as plantas andisados formaram trés
grupos. O primeiro, grupo A, com dezessais individuos representando quatro clones (109-A, 36, 46 e 45); o
segundo, grupo B, com 35 individuos representando oito clones (11, 07, 201, 153, 110-B, 110-A, 104-B e 104-A),
e o terceiro, grupo C, com 25 individuos representados por cinco clones (02, 139, 03, 14, 100 e um individuo do
clone 104-A).Constatou-se que RAPD é uma técnica muito eficaz na avdiacdo da variabilidade genética em C.
canephora. Os resultados desse experimento mostram a diversidade entre os clones da variedade Conillon e a
homogeneidade intraclones dessa variedade, ndo demonstrando variagéo somaclona ou misturas de plantas, com
excecado do clone 104-A. Porém, a variacao nos tipos de reagdes gpresentados, quando inoculados com as ragas de
H. vastatrix, pode ser causada por genes ndo ligados a esses marcadores, localizados em regides ndo amplificadas
do genoma.

CONCLUSOES

A técnica de RAPD foi eficaz no estudo de variabilidade genética em C. canephora. Por meio de marcadores
RAPD, foi possivel observar a variabilidade entre os clones da variedade Conillon, porém, néo foi possivel
detectar diferencas intraclones que apresentaram instabilidade de reacfes a H. vastatrix, ndo demonstrando
variacao somaclonal ou misturas de plantas, com excecéo do clone 104-A. Da mesma forma, ndo foi possivel
diferenciar clones de diferentes ciclos de maturacdo. A variagdo nos tipos de reagdes apresentados, quando
inoculados com as racas de H. vastatrix, pode ser causada por genes ndo ligados a esses marcadores,
localizados em regides ndo amplificadas do genoma. A resisténcia de clones da variedade Conillon a
ferrugem do cafeeiro deve ser estudada mais detalhadamente, com vistas & obteng@o de clones com maior
nivel e durabilidade de resisténcia. A continuidade de estudos nesta linha de pesquisa é de fundamental
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importancia para a elucidagdo desse fendmeno de variabilidade de reagdes. Um maior nimero de primers ¢
de clones deve ser utilizado em estudos futuros.

Codigo do primer Seqiiéncia de nucleotideos
OPA-01 5' CAGGCCCTTC 3'
OPA-07 5' GAAACGGGTG 3'
OPA-09 5' GGGTAACGCC 3'
OPA-10 5' GTGATCGCAG 3'
OPA-18 5' AGGTGACCGT 3'
OPB-05 5' TGCGCCCTTC 3'
OPB-12 5' CCTTGAGGCA 3'
OPE-20 5' AACGGTGACC 3'
OPH-04 5' GGAAGTCGCC 3'
OPJ-01 5' CCCGGCATAA 3'
OPJ-04 5' CCGAACACGG 3'
OPJ-05 5' CTCCATGGGG 3'
OPJ-06 5' TCGTTCCGCA 3'
OPK-02 5'GTCTCCGCAA 3'
Quadro | - Seqiiéncia de nucleotidcos de 14 primers que geraram padrdes de polimorfismo entre 03 76 individuos de C. canephora analisados
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Figura 1- Dendrograma representando distancias genéticas, estimadas entre 76 individuos de 19 clones de Coffea canephora var.
Conillon ¢ baseadas em 29 marcadores polimérficos RAPD, gerados por 14 primers de 10 oligonucleotideos.
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Grupo Individuos/Clones
1 1, 2, 3, 4 (clone02)
2 5, 6, 7, 8 (clone 139)
3 9, 10, 11, 12, 33, 34, 35, 36 (clone 03)
4 13, 14, 15, 16 (clone 14)
5 17, 18, 19, 20 (clone 100)
6 22, 23, 24 (clone 104-A); 45, 46, 47, 48 (clone 104-B)
7 25, 26, 27, 28 (clone 153)
8 29, 30, 31, 32 (clone 201)
9 37, 38, 39, 40, 49, 50, 51, 52 (clone 07)
10 41, 42, 43, 44 (clone 11)
11 53, 54, 55, 56 (clonel10-A); 73, 74, 75, 76 (clone 110-B)
12 57, 58, 59, 60 (clone 45)
13 61, 62, 63, 64 (clone 46)
14 65, 66, 67, 68 (clone 36)
15 69, 70, 71, 72 (clone 109-A)
16 21(repeticéo I, clone 104-A)

Quadro 2- Agrupamento de individuos da variedade Conillon de Coffea canephora pelo método de Tocher.
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