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Resumo

Microssatélites de motivos trinucleotideos sédo os mais frequentes em sequéncias codificadoras (CDS)
em genomas de plantas. Estes SSR podem impactar no nimero de aminoacidos de uma proteina e,
por consequéncia indicam a possibilidade de desenvolvimento de marcadores funcionais. Entretanto
nao se sabe sobre a taxa de transferibilidade e do tipo de polimorfismo destes marcadores. Neste
estudo, 32 microssatélites descritos em regides CDS para Psidium guajava foram testados quanto a
transferibilidade para C. canephora, que representa cerca de 30% da produgdo mundial de café,
visando desenvolvimento de novos marcadores moleculares para serem usados na certificacdo de
mudas, como ferramenta molecular, pelo destaque de alto polimorfismo e aplicabilidade em
fingerprinting. Houve 55% de transferibilidade, para individuos do clone Z13 e, destes, 12 mostraram
polimorfismo em gendtipos hibridos. Os resultados indicaram diversidade alélica moderada com
numero médio de alelos de 2.9 e PIC de 0.45, além da auséncia de heterozigotos, mas com variagédo
suficiente para distinguir genoétipos. Os SSRs testados apresentam potencial para identificagédo
genética, rastreabilidade e suporte a certificagcdo de mudas em C. canephora.
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Introdugédo

A espécie Coffea canephora representa cerca de 30% da produgdo mundial de café, sendo o
Espirito Santo o maior produtor nacional. Em escala comercial, as mudas de C. canephora séo
predominantemente obtidas por propagacgéo vegetativa, especialmente via estaquia, assegurando a
clonagem da constituicdo genética da planta matriz (Silva et al., 2023). De acordo com o Plano
Estratégico de Desenvolvimento da Agricultura Capixaba (PEDEAG 4, 2023 - 2032), a baixa taxa de
certificagdo e a insuficiéncia de fiscalizagdo na produgdo de mudas representam obstaculos
significativos para a cafeicultura estadual.

Com a crescente demanda por mudas de alta qualidade, torna-se essencial garantir a identificagéo
genética precisa e confiavel dos gendtipos, portanto a identificacdo correta de clones é crucial nao
apenas para o melhoramento genético e registro de cultivares, mas também para assegurar a qualidade
na produgédo e comercializagao, fortalecendo toda a cadeia produtiva. Nesse contexto, ferramentas
moleculares capazes de gerar dados genéticos robustos s&o essenciais para a identificagéo,
conservagéao e caracterizagdo do germoplasma de C. canephora.

Entre essas ferramentas, os marcadores microssatélites (SSR) sdo amplamente empregados em
estudos de genética de popula¢des, mapeamento de associagao, fingerprinting de DNA, andlise de
diversidade e gendémica funcional (Igbal et al., 2021). O DNA fingerprinting utilizando SSR, é uma
ferramenta eficaz para distinguir cultivares, variedades e linhagens a partir de perfis genéticos Unicos
(Gazendam, Mojapelo e Bairu, 2022). Os SSRs consistem em motivos repetidos em tandem de mono
a decanucleotideos e sao valorizados por seu alto polimorfismo, codominancia, multialelismo, ampla
distribuicdo genémica e elevada reprodutibilidade, sendo recomendados para andlises genéticas de
plantas (Ahmad et al., 2018).

Sabe-se que microssatélites localizados em regibes codificadoras (CDS) apresentam maior
transferibilidade entre espécies em comparacdo aos SSRs gendmicos (Suteu et al., 2024).
Recentemente, Pires et al. (2024) descreveram SSRs trinucleotidicos em regibes codificadoras e
expressas do genoma da goiabeira, com alto polimorfismo, que podem ser potencialmente aplicaveis
ao café, destacando a importancia de estudos sobre sua transferibilidade. Assim, o desenvolvimento

XIX Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica, XXV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacgao e 1
XV Encontro de Iniciagao a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2025



X

INIC -

02S A Ciéncia do NANO e seu impacto transformador no MACRO

de novos microssatélites para C. canephora contribui para a construgao de bancos de dados alélicos,
permitindo a identificagdo segura de genétipos e apoio a comercializagao de mudas.

Dessa forma, a caracterizagao e validagdo de SSRs transferiveis e polimoérficos em C. canephora
representa um avango significativo para o desenvolvimento de bancos de dados genéticos e
ferramentas confiaveis de identificagdo, aumentando a seguranca na comercializagdo de mudas. O
objetivo deste estudo foi testar a transferibilidade de SSRs trinucleotidicos em 13 gendtipos de C.
canephora, avaliando seu polimorfismo e potencial como ferramenta para identificagdo genética.

Metodologia

SSR em regides codificadoras de Psidium guajava (Pires et al., 2024), tiveram a transferibilidade
testada em duas amostras de DNA do clone Z13 de Coffea canephora. Foram utilizados 32 loci SSR
para o teste de transferibilidade, e os marcadores que tiveram amplificagdo nessas amostras, foram
selecionados para serem utilizados em um segundo conjunto de amostras.

Posteriormente o polimorfismo foi testado em 12 gendtipos de C. canephora previamente
caracterizados, por terem alta quantidade de loci em heterozigose. Devido a essa caracteristica, esses
materiais foram considerados apropriados para a etapa inicial de triagem dos marcadores
microssatélites, considerando que aumentam a probabilidade de deteccdo de um maior niumero de
polimorfismos. Esses materiais foram obtidos na Fazenda Experimental de Marilandia (FEM),
pertencente ao Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo Rural (Incaper).

As amostras coletadas foram armazenadas no freezer a -80 °C por aproximadamente 24 horas, e
em seguida liofilizadas por 72 horas e maceradas. Para extragdo de DNA foi utilizado o protocolo CTAB,
com modificagbes (Zaidan et al., 2023), no qual utilizou-se 80 a 100 mg de tecido vegetal macerado.
Em seguida, o DNA foi ressuspenso em 40 yL de TE com RNAse (40 ug/mL) e deixado em banho-
maria a 37°C por 30 minutos. As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotdmetro, no
NanodropTM 2000, e adotou-se o paradmetro de pureza com relagao de absorbéancia de 260 a 280 nm
(A260/A280), considerando a faixa ideal entre 1,8 até 2,0. A avaliagdo de integridade do DNA foi
realizada através da eletroforese com gel de agarose a 0,8% corado com GelRed®, e as amostras
extraidas foram diluidas para a concentracao final de 20 ng uL-1 de DNA e armazenadas em freezer a
-20°C para serem utilizadas nas analises moleculares por SSRs.

As reacdes de PCR seguiram o protocolo da Sinapse Biotecnologia®, com volume final de 20 pL,
contendo: 40 ng/uL de DNA, 1X PCR Buffer Mg2+ plus, 1 U de Tag DNA Polimerase (Sinapse
Biotecnologia®), 0.2 uM dos iniciadores forward/reverse e 0.2 mM de dNTP. Para as amplificacdes
utilizou-se o termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (ThermoScientific®) sob as seguintes
condi¢des: 1 ciclo de trés minutos, a 94 °C; 35 ciclos com 30 segundos, a 94 °C, 30 segundos, a 60
°C e um minuto, a 72 °C; extensao final de dez minutos, a 72 °C. Os produtos de PCR foram separados
e visualizados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (10%), com uma corrente inicial de
80V por 30 minutos, seguida de 100V por 160 minutos.

A analise foi realizada no RStudio (Posit Team, 2025), utilizando os seguintes pacotes: readxl
(Wickham; Bryam, 2025), tidyverse (Wickham et al., 2019), pegas (Paradis, 2010) e adegenet (Jombart,
2008). Foram estimados os seguintes parametros para cada SSR: frequéncia alélica, numero total de
alelos (N), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), conteudo de informacgéo
polimérfica (PIC) e coeficiente de endogamia (F).

Resultados

De 32 loci SSR obtidos avaliados (Pinto et al., 2024 e materiais disponiveis), 17 amplificaram nas
amostras de DNA do clone Z13 (Tabela 1) representando aproximadamente 55% de transferibilidade.
Os 17 loci SSR, foram entdo amplificados na populagéo teste de 12 gendtipos hibridos, e observou-se
a amplificagcdo de 12 loci dos 17, em toda a populagao testada.

Tabela 1. Transferibilidade de 17 loci SSR previamente descritos em regides codificadoras de Psidium
guajava para o clone Z13 de Coffea canephora e amplificacdo em hibridos. A tabela apresenta também
o tamanho dos fragmentos amplificados (em pares de bases, pb) para cada marcador.

Loci SSR Transferibilidade Amplificagao Tamanho do
(Z13) (Hibridos) fragmento (pb)
Pg16499 Sim Sim 100
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Pg16451 Sim Nao 146
Pg20401 Sim Sim 107
Pg21028 Sim Nao 107
Pg24968 Sim Nao 101
Pg31517 Sim Sim 142
Pg33230 Sim Nao 126
Pg35383 Sim Sim 121
Pg35926 Sim Sim 158
Pg15660-2 Sim Sim 137
Pg14098 Sim Sim 145
Pg37450 Sim Nao 138
Pg13133 Sim Sim 118
Pg31044 Sim Sim 134
Pg26541 Sim Sim 170
Pg59231 Sim Sim 150
Pg31310 Sim Sim -

Fonte: os autores.

Os loci Pg13133 (basic leucine-zipper - bZIP) e Pg26541 (AP2/ERF transcription factors)
apresentaram maior niumero de alelos e polimorfismo, dentre os 12 SSR transferidos. O nUmero médio
de alelos foi de 2,9 (Tabela 2). Além disso, todos os individuos amostrados foram homozigotos
apresentando fixagdo completa de alelos, apesar da heterozigosidade esperada (0.48). O valor de PIC
foi de 0.45 indicando informatividade moderada.

Foram encontrados alto nivel de endogamia e estrutura genética restrita, onde a diversidade alélica
existe, mas esta distribuida entre individuos fixos para diferentes alelos, sem recombinagédo gerando
heterozigotos.

Tabela 2. Descricdo do numero de alelos (Na), numero de alelos efetivos (Ne), heterozigosidade
observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de contetdo polimérfico (PIC) e coeficiente de
endogamia (F) em C. canephora.

Loco N de Ho He PIC F
Pg13133 4 0 0.6806  0.6512 1
Pg14098 3 0 0.5 0.4745 1
Pg15660 2 2 0 0.4861 0.427 1
Pg16499 3 0 0.5694 0.537 1
Pg20401 3 0 0.625 0.5852 1
Pg26541 4 0 0.5139 0.4949 1
Pg31044 3 0 0.6446 0.6084 1
Pg31310 3 0 0.5417 0.5007 1
Pg31517 2 0 0.1528 0.1469 1
Pg35383 3 0 0.5785 0.5324 1
Pg35926 3 0 0.314 0.3029 1
Pg59231 2 0 0.1528 0.1469 1
Média 2.9166 0 0.4799 0.45066 1
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Fonte: os autores.

Discusséo

A transferibilidade de SSRs geralmente é estudada entre espécies do mesmo género ou, no
maximo, dentro da mesma familia botanica, visto que a proximidade filogenética aumenta as chances
de sucesso na amplificagao. Um exemplo recente foi descrito por Sirtoli et al. (2023), em que 19 primers
SSR desenvolvidos para Conyza canadensis (familia Asteraceae) apresentaram elevado indice de
transferibilidade em Digitaria insularis (familia Poaceae), com taxa de sucesso de 89.47%. Esse
resultado reforca a possibilidade do uso de SSRs em grupos taxondémicos distantes, mas também
evidencia a escassez de informacgdes quando se trata de espécies pertencentes a familias botanicas
diferentes.

A analise de 12 loci microssatélites transferiveis para Coffea canephora revelou um nivel moderado
de polimorfismo, com média de 2.91 alelos por loco e conteudo de informagé&o polimérfica (PIC = 0.45).
Esses parametros indicam que os SSRs testados apresentam capacidade satisfatéria de distinguir
entre gendtipos, embora néo representem alta diversidade quando comparados a outros estudos com
SSRs gendmicos (Igbal et al., 2021).

Apesar da heterozigosidade observada (Ho) ter sido nula em todos os locos analisados,
resultando em coeficiente de fixagao igual a 1, apresentando homozigosidade fixa nos individuos, mas
diversidade entre os gendtipos. Apesar de ser um material com alta variabilidade genotipica, observou-
se a falta de heterozigotos, indicando a conservagao de apenas um alelo por locus, o que pode refletir
na expressao génica da caracteristica para o individuo. Dessa forma, reforcando que estes tipos de
marcadores ndo sao neutros e podem estar sob selegdo. Em plantas, os trinucleotideos séao
especialmente prevalentes em regides codificadoras (CDS) em virtude da selecdo negativa contra
mutag¢des de mudancga de quadro e da selegao positiva para o alongamento de aminoacidos (Parvathy,
Udayasuriyan, Bhadana, 2022).

Microssatélites ja foram considerados marcadores neutros, entretanto, atualmente sabe-se que
afetam a expressdo génica, desempenhando papéis em processos moleculares, celulares e
metabolicos (Pires et al., 2024). Em plantas, apesar dos estudos escassos a respeito dos SSRs
trinucleorideos em regides codificadoras, evidéncias sugerem que eles influenciam a expressao génica
sob determinadas condigcbes ambientais (Pires et al.,, 2024). Um trabalho conduzido por Pires e
colaboradores (2024) sugere que SSRs trinucleotidicos em regides codificadoras da goiabeira podem
influenciar o fendtipo por alterarem a sequéncia de aminoacidos, funcionando como marcadores
funcionais, possibilitando associagdes entre variagdes genéticas e caracteristicas fenotipicas.

Sendo assim, considerando que os SSRs avaliados sao derivados de regides codificadoras, seu
potencial como marcadores funcionais nao deve ser negligenciado. Tais marcadores podem
futuramente ser explorados em estudos de associagéo genétipo-fenétipo, contribuindo n&o apenas para
a identificagdo genética, mas também para programas de melhoramento com base em caracteres
agrondmicos de interesse.

A validacdo de marcadores transferiveis, mesmo com nivel moderado de polimorfismo, pode
contribuir para a implementagcdo de ferramentas confiaveis de rastreabilidade e certificagao,
aumentando a seguranca da cadeia produtiva de C. canephora.

Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que os SSRs trinucleotidicos testados apresentam
transferibilidade satisfatoria, polimorfismo moderado e aplicabilidade para fingerprinting em C.
canephora, sendo promissores como ferramenta de suporte a certificagdo de mudas e ao fortalecimento
da cafeicultura capixaba.
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