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Resumo

Diversos marcadores microssatélite (SSR) foram desenvolvidos pelo PROJETO GENOMA DO CAFEEIRO,
no entanto, a maioria destes marcadores ainda nado foram validados no germoplasma de café arabica e
conilon. Portanto, o presente trabalho visou a validacéo de 21 marcadores microssatélites em 10 gendétipos
de café pertencentes ao programa de melhoramento do cafeeiro do Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo 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 polimorficos nos acessos de C. canephora, porém
monomorficos nos genétipos de C. arabica.

Palavras chave: Marcadores moleculares, SSR, Validacdo, Café.
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Introducéo
Para maior eficiéncia nos trabalhos de

regides flanqueadoras das sequéncias
microssatélites sdo conservadas. Isto permite a

melhoramento é importante o conhecimento da
estrutura genética da espécie, relacionada a sua
biologia floral, a forma de reproducdo e de
propagacdo; o numero de cromossomos, a
disponibilidade de germoplasma, informacdes da
variabilidade, base genética, heranca dos
caracteres, herdabilidade e correlagBes entre os
caracteres (FERRAO et al., 2008).

Os marcadores moleculares séo
instrumentos que permitem 0 mapeamento e
caracterizacdo de fendtipos expressos por
marcadores  genéticos. Esses marcadores
genéticos podem ser classificados como uma
caracteristica, processos bioquimicos ou
fragmentos de DNA que permitem identificar
geneticamente individuos distintos (BOREM,
1997). Portanto, com essa técnica € possivel isolar
a variacao genética das interferéncias ambientais
(FERRAO et al., 2007; FERRAO et al.; 2009).

O processo de utilizacdo dos marcadores
moleculares microssatélites ocorre através da
técnica de PCR, com a amplificacdo de regides
complementares e repetitivas do genoma. As

alta reprodutibilidade da técnica devido os primers
serem desenvolvidos para anelarem nestas
regides (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites sdo multiaélicos e
apresentam numerosas vantagens quando
comparados a outros tipos de marcadores, pois
sdo bastante informativos. A técnica baseia-se na
PCR (Polimerase Chain Reaction) e, portanto,
necessitam de pequenas quantidades de DNA,
sdo altamente reproduziveis, ndo requerem
radioatividade, sdo bem dispersos no genoma em
regibes codificadoras e ndo codificadoras e os
locos sao frequentemente conservados entre
espécies relacionadas. Uma grande vantagem do
marcador SSR é a heranca codominante, que
permite diferenciar gendétipos homozigotos e
heterozigotos e apresentar grande polimorfismo.
Dessa forma, € capaz de gerar muito mais
informacdes do que um marcador dominante
(BUSO et al., 2003).

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

Este trabalho teve como objetivo a
validacdo de 21 pares de SSR oriundos do
programa Genoma do Cafeeiro em gendtipos de
C. arabica e C. canephora.

Material e métodos

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

As folhas dos 10 gendtipos foram coletadas
e armazenadas a —30 °C até serem utilizadas para
extracdo do DNA. A extracdo foi realizada de
acordo com protocolo de Doyle e Doyle (1990)
modificado por Abdelnoor et al. (1995). A
concentracao foi estimada em gel de agarose
0,8%.

Tabela 01 — Relacéo de gendtipos avaliados

Espécie Materiais Genéticos

Bourbon Amarelo
Caturra

Mundo Novo

C. Arabica

Catuai Vermelho IAC 81
IAPAR 59 (IAPAR)

ES 02
ES 83
ES 153

C. Canephora

ES Bucobensi 04
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 laboratério de Biologia Molecular de
Café (Biocafé) da Universidade Federal de Vigcosa.
Tais primers s8o oriundos de  duas
bibliotecasgenémicas de C. arabica enriquecidas
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com repeticBes (GT);s e (AGG),, (Missio et al.,
2009a).

Tabela 2 - Descricdo dos 21 pares de primers
SSR utilizados nas analises moleculares

Primer Sequéncia

SSRCa002 R CITCAACCCCCAACACAC
SSRCa006 L TG ATCTTATGCCAGTACTA
SSRCa016 & CAAGTAATCCATTCCATTCC
SSRCa018 G ATTTTTGGCACGGTATGTTC
SSRCA02L & CCGACGTAGITGATGATTGA
SSRCA033 & PrCAMAAGTCAACTCATTCT
SSRCA040 & (e RATAGCTCACAACAAAGG
SSRCa045 L CCGCATGTGAAGAGAAAGT
SSRCa052 L TAGAAGAGCTTTGACTGGA
SSRCa084 | GEAGGTCTTCCATTGTCTGT
SSRCA055 & CGAGACAAGAGAGGGOAAA
SSRCA06L & CGTCTTGTGATGTGTTAGGG
SSRCA085 & ATCGGTCGOCCTTCTAAT
SSRCA080 & GAGARGAGAGAGGAAGGGA
SSRCa084 L Gl ATTGAAGCCAGTGGTG
SSRCa085 L CACAGGAAAGTGACACGAA
SSRCa087 | GCAGAGATGATCACAAGTC.
SSRCa088 L ATTTCTATGGACCGGOAAC.
SSRCa091 L TGITCCTCGTTCGTCTCTCT
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As reacbes de amplificacdo foram realizadas
conforme proposto por Missio et al. (2009). As
PCR foram efetuadas em termociclador
termociclador Veriti 96 Applied Biosystems,
utilizando a programacé&o que consta na Tabela 3.

Tabela.3 Programacao utilizada no termociclador
para as reacdes de SSR.
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Desnaturacao 949C, 2 min.

Ciclo de touchdown 10x

a) 949C, 30 seg.
b) 66 °C, 30 seg.
c) 729C, 30 seg.

Ciclo 30x

a) 949C, 30 seg.
b) 57 2C, 30 seg.
c) 729C, 30 seg.

Extensao 72°C, 8 min

4°C forever

Resultados e Discussdo

Os dados obtidos dos genétipos de C.
canephora mostraram que dos 21 marcadores
utilizados 14 apresentaram bandas bem definidas,
destes 10 foram polimorficos, quatro
monomorficos e sete ndo apresentaram produto
de amplificacdo. Contudo, os dados avaliados em
C. arabica foram distintos, apenas sete primers
apresentaram polimorfismo, sete monomarficos e
sete ndo apresentaram produto de amplificacdo
(Figura 1).

Caoffeaarabica

mpolimorficos

33,33%

33,33%
monomorticos

B oo amplificaram

Coffeacanepliora

33,33% ®mpolimorficos

monomaorficos

® pdo amplificaram

Figura. 1 Representacdo da porcentagem de
primers polimorficos, monomorficos e nédo
amplificados
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Os primers SSRCa 002, 018 e 021 foram
polimoérficos nos acessos de C. canephora porém
apresentaram-se monomorficos para C. arabica.
Este padréo de fragmentos amplificados pode ser
observado na Figura 2. Os primers SSRCa 016,
061, 065 e 096 apresentaram-se monomorficos a
todos os genotipos avaliados.

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

M 12 345678 910
SR R e gy :L’:i»z:‘i'_-'.i“-

{

Figura. 2 Primer SSRCA 021 em gel de
poliacrilamida 6%. Legenda: M- marcador de
massa molecular, nUmeros 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
gendtipos de café, e todos os EST-SSR
mostraram polimorfismo entre 0s genétipos
analisados. O mais alto nivel de polimorfismo
também foi observado em genétipos 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
domestificacdo das espécies, que culminou na
sucessiva reducdo da diversidade genética. Tal
situacdo € constatada principalmente em C.
arabica devido a caracteristica de auto-
fecundacédo propiciar a homogeinicidade genética
(ETIENNE et al., 2002). Além disso, EST-SSR
marcadores sdo oriundos regifes gendmicas
altamente conservadas, o0 que pode ocasionar um
menor grau de polimorfismo em comparacdo com
microssatélites originario a partir de bibliotecas
gendmicas (VARSHNEY et al., 2005).

Conclusao

O trabalho permitiu a validacao de 7 primers SSR
para C. arabica e 14 para C. canephora, 0s quais
podem ser utilizados em estudos moleculares para
0s genotipos avaliados. Em C. canephora 66,66%
dos primers apresentaram bandas bem definidas e
33,33% em C. arabica. Os primers Ca002, Ca018
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e Ca021 foram polimérficos nos acessos de C.
canephora, porém monomorficos nos genétipos de
C. arabica. Os primers que ndo apresentaram
produto de amplificacdo 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 estringéncia dos
mesmos e, consequentemente, possibilitar a
amplificacdo em estudos futuros.
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