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Resumo 
 Diversos marcadores microssatélite (SSR) foram desenvolvidos pelo PROJETO GENOMA DO CAFEEIRO, 
no entanto, a maioria destes marcadores ainda não foram validados no germoplasma de café arabica e 
conilon. Portanto, o presente trabalho visou a validação de 21 marcadores microssatélites em 10 genótipos 
de café pertencentes ao programa de melhoramento do cafeeiro do Instituto Capixaba de Pesquisa, 
Assistência Técnica e Extensão Rural (Incaper), sendo cinco da espécie Coffea arabica e cinco 
representantes da espécie C. canephora. O grau de polimorfismo foi distinto quando comparadas as 
espécie. Dos 21 SSR testados 66,66% apresentaram bandas bem definidas em C. canephora e 33,33% em 
C. arabica. Os primers Ca002, Ca018 e Ca021 foram polimórficos nos acessos de C. canephora, porém 
monomorficos nos genótipos de C. arabica. 
Palavras chave:  Marcadores moleculares, SSR, Validação, Café. 
 
Área do Conhecimento: Ciências Agrárias 
 
Introdução 

Para maior eficiência nos trabalhos de 
melhoramento é importante o conhecimento da 
estrutura genética da espécie, relacionada a sua 
biologia floral, a forma de reprodução e de 
propagação; o número de cromossomos, a 
disponibilidade de germoplasma, informações da 
variabilidade, base genética, herança dos 
caracteres, herdabilidade e correlações entre os 
caracteres (FERRÃO et al., 2008). 
 Os marcadores moleculares são 
instrumentos que permitem o mapeamento e 
caracterização de fenótipos expressos por 
marcadores genéticos. Esses marcadores 
genéticos podem ser classificados como uma 
característica, processos bioquímicos ou 
fragmentos de DNA que permitem identificar 
geneticamente indivíduos distintos (BORÉM, 
1997). Portanto, com essa técnica é possível isolar 
a variação genética das interferências ambientais 
(FERRÃO et al., 2007; FERRÃO et al.; 2009). 
 O processo de utilização dos marcadores 
moleculares microssatélites ocorre através da 
técnica de PCR, com a amplificação de regiões 
complementares e repetitivas do genoma. As 

regiões flanqueadoras das sequências 
microssatélites são conservadas. Isto permite a 
alta reprodutibilidade da técnica devido os primers 
serem desenvolvidos para anelarem nestas 
regiões (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).  
 Os microssatélites são multiaélicos e 
apresentam numerosas vantagens quando 
comparados a outros tipos de marcadores, pois 
são bastante informativos. A técnica baseia-se na 
PCR (Polimerase Chain Reaction) e, portanto, 
necessitam de pequenas quantidades de DNA, 
são altamente reproduzíveis, não requerem 
radioatividade, são bem dispersos no genoma em 
regiões codificadoras e não codificadoras e os 
locos são freqüentemente conservados entre 
espécies relacionadas. Uma grande vantagem do 
marcador SSR é a herança codominante, que 
permite diferenciar genótipos homozigotos e 
heterozigotos e apresentar grande polimorfismo. 
Dessa forma, é capaz de gerar muito mais 
informações do que um marcador dominante 
(BUSO et al., 2003). 

O PROJETO GENOMA DO CAFEEIRO 
permitiu ao Brasil a construção de muitos 
marcadores, que foram desenvolvidos diferentes 
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grupos de pesquisa. No entanto, a maioria destes 
marcadores ainda não foram validados no 
germoplasma de café arabica e conilon. 

Este trabalho teve como objetivo a  
validação de 21 pares de SSR oriundos do 
programa Genoma do Cafeeiro em genótipos de 
C. arabica e C. canephora. 
 
 Material e métodos 

Os materiais genéticos utilizados nas 
análises moleculares foram provenientes do 
Programa de Melhoramento de Café do Instituto 
Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e 
Extensão Rural (Incaper) e coletados nas 
Fazendas Experimentais de Bananal do Norte 
(FEBN) e de Venda Nova do Imigrante (FEVN), 
sendo cinco genótipos de cafeeiro arabica e cinco 
de conilon (Tabela 01). A parte experimental foi 
desenvolvida nos laboratórios de Biotecnologia e 
Bioquímica do CCA UFES.  

As folhas dos 10 genótipos foram coletadas 
e armazenadas a –30 ºC até serem utilizadas para 
extração do DNA. A extração foi realizada de 
acordo com protocolo de Doyle e Doyle (1990) 
modificado por Abdelnoor et al. (1995). A 
concentração foi estimada em gel de agarose 
0,8%. 

Tabela 01  – Relação de genótipos avaliados 
 

Espécie Materiais Genéticos 

Bourbon Amarelo 

Caturra 

Mundo Novo 

Catuai Vermelho IAC 81 C
. A

ra
bi

ca
 

IAPAR 59 (IAPAR) 

  
ES 02 

ES 83 

ES 153 

ES Bucobensi 04 

C
. C

an
ep

ho
ra

 

ES Robusta IAC 2286-3 

 
Avaliaram-se 21 primers microssatélites 

(Tabela 2) identificados na segunda fase do 
Projeto Genoma do Cafeeiro, pelo grupo de 
trabalho do laboratório de Biologia Molecular de 
Café (Biocafé) da Universidade Federal de Viçosa. 
Tais primers são oriundos de duas 
bibliotecasgenômicas de C. arabica enriquecidas 

com repetições (GT)15 e (AGG)10 (Missio et al., 
2009a). 
 
Tabela 2 - Descrição dos 21 pares de primers 
SSR utilizados nas análises moleculares 
 
Primer  Sequência 

F CTGTCCCACCAACCAAAA SSRCa 002 
R CTTCAACCCCCAACACAC 

   
F CTTGCTCAGTGAACCATCC SSRCa 006 
R TGCCTCTTATGCCACTACTA

   
F AGCAGATTCCATCCTTATCCSSRCa 016 
R CCACTAATCCATTCCATTCC 

   
F GTCTCGTTTCACGCTCTCTC SSRCa 018 
R ATTTTTGGCACGGTATGTTC 

   
F GCTGAGAGTTTTGAGGGAASSRCa 021 
R CCGACGTAGTTGATGATTGA 

   
F GTTTTTACGCGCACGATTA SSRCa 033 
R TTCAAAAGTCAACTCATTCT

   
F AGGGATGTAGAACCAGCAASSRCa 040 
R CCAATAGCTCACAACAAAGG 

   
F GACTTGTTGCATTCCCCTA SSRCa 045 
R GCGCATGTGAAGAGAAAGT 

   
F GATGGAAACCCAGAAAGTTSSRCa 052 
R TAGAAGGGCTTTGACTGGA

   
F CCGAACCCAACTAACATCTC SSRCa 054 
R GCAGGTCTTCCATTGTCTGT 

   
F AAGGAAAACAACACCCAAGA SSRCa 055 
R CGAGACAAGAGAGGGGAAA 

   
F GCAGGTGCAAGTGATAAAASSRCa 061 
R CGTCTTGTGATGTGTTAGGG 

   
F ATCTAACAAAATCCCCGTCA SSRCa 065 
R ATCGGTCGCCCTTCTAAT 

   
F GTTCTTTCCGCCGTCAAT SSRCa 080 
R GAGAAGAGAGAGGAAGGGA

   
F ATCGGAAAGATGTCAACCAT SSRCa 084 
R CAAATTGAAGCCAGTGGTG 

   
F ATGTGAAAATGGGAAGGATSSRCa 085 
R CACAGGAAAGTGACACGAA

   
F TCACTCTCGCAGACACACTASSRCa 087 
R GCAGAGATGATCACAAGTC

   
F TACCTCTCCTCCTCCTTCCT SSRCa 088 
R ATTTCTATGGACCGGCAAC 

   
F CGTCTCGTATCACGCTCTC SSRCa 091 
R TGTTCCTCGTTCCTCTCTCT 

   
F GAGAGAGCCGAGTGAAGAGSSRCa 095 
R GAGAGAGAAGCCATGATTT

   
F GAAATGGTGAACTCTCTCTTSSRCa 096 
R ATTTGCATGGCTTTGGTG 
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As reações de amplificação foram realizadas 
conforme proposto por Missio et al. (2009). As 
PCR foram efetuadas em termociclador 
termociclador Veriti 96 Applied Biosystems, 
utilizando a programação que consta na Tabela 3. 
 

Tabela.3  Programação utilizada no termociclador 
para as reações de SSR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados e Discussão 

Os dados obtidos dos genótipos de C. 
canephora mostraram que dos 21 marcadores 
utilizados 14 apresentaram bandas bem definidas, 
destes 10 foram polimórficos, quatro 
monomórficos e sete não apresentaram produto 
de amplificação. Contudo, os dados avaliados em 
C. arabica foram distintos, apenas sete primers 
apresentaram polimorfismo, sete monomórficos e 
sete não apresentaram produto de amplificação 
(Figura 1).  

 

 

 
Figura. 1   Representação da porcentagem de 
primers polimórficos, monomórficos e não 
amplificados 

                                  
Os primers SSRCa 002, 018 e 021 foram 
polimórficos nos acessos de C. canephora porém 
apresentaram-se monomórficos para C. arabica. 
Este padrão de fragmentos amplificados pode ser 
observado na Figura 2. Os primers SSRCa 016, 
061, 065 e 096 apresentaram-se monomórficos a 
todos os genótipos avaliados.   

Os mesmos marcadores utilizados neste 
trabalho foram analisados em 24 acessos de 
cafeeiro para se avaliar o conteúdo de informação 
polimórfica (Missio et. al., 2010), e concluiram que 
estes marcadores também foram mais polimórficos 
em acessos de C.canephora (valor médio de 
PIC:0,46) do que em C. arábica (valor médio de 
PIC: 0,22).          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura. 2  Primer SSRCA 021 em gel de 
poliacrilamida 6%. Legenda: M- marcador de 
massa molecular, números de 1 a 5- acessos de 
C. canephora e de 6-10- acessos de C. arabica. 
 

Missio et al. (2009b), investigaram o 
polimorfismo de 17 primers EST-SSR em 23 
genótipos de café, e todos os EST-SSR 
mostraram polimorfismo entre os genótipos 
analisados. O mais alto nível de polimorfismo 
também foi observado em genótipos de C. 
canephora (88,2%), e o menor em C. arabica 
(11,8%). Este baixo polimorfismo encontrado 
nessa espécie pode ser explicado pelo efeito da 
domestificação das espécies, que culminou na 
sucessiva redução da diversidade genética. Tal 
situação é constatada principalmente em C. 
arabica devido à característica de auto-
fecundação propiciar a homogeinicidade genética 
(ETIENNE et al., 2002). Além disso, EST-SSR 
marcadores são oriundos regiões genômicas 
altamente conservadas, o que pode ocasionar um 
menor grau de polimorfismo em comparação com 
microssatélites originário a partir de bibliotecas 
genômicas (VARSHNEY et al., 2005).  
 
Conclusão 
O trabalho permitiu a validação de 7 primers SSR 
para C. arabica e 14 para C. canephora, os quais 
podem ser utilizados em estudos moleculares para 
os genótipos avaliados. Em C. canephora 66,66% 
dos primers apresentaram bandas bem definidas e 
33,33% em C. arabica. Os primers Ca002, Ca018 

M   1   2    3   4   5   6   7   8    9  10 

 

Desnaturação 94ºC, 2 min. 

Ciclo de  touchdown 10x 

  a) 94ºC, 30 seg. 

 b) 66 ºC, 30 seg. 

  c) 72ºC, 30 seg. 

Ciclo 30x 

  a) 94ºC, 30 seg. 

  b) 57 ºC, 30 seg. 

  c) 72ºC, 30 seg. 

Extensão 72ºC, 8 min 

  4ºC forever 
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e Ca021 foram polimórficos nos acessos de C. 
canephora, porém monomorficos nos genótipos de 
C. arabica. Os primers que não apresentaram 
produto de amplificação para o genoma dos 
cafeeiros em estudo podem ser reavaliados na 
tentativa de otimizar a PCR. Testes com diferentes 
gradientes de temperaturas de anelamento podem 
ser eficazes para diminuir a estringência dos 
mesmos e, consequentemente, possibilitar a 
amplificação em estudos futuros.  
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