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Resumo — O grupo Bourbon se destaca dentre as cultivares de café arabica
pelas suas caracteristicas sensoriais superiores e maior valorizagdo no
mercado. Além da origem, da sustentabilidade e dos aspectos fisicos e
sensoriais, a rastreabilidade dos cafés diferenciados é fundamental na
valorizagéo do produto final. Este trabalho avaliou a eficiéncia de um marcador
de DNA do tipo microssatélite ou SSR, denominado LEG2, com o objetivo de
diferenciar cultivares do grupo Bourbon das principais cultivares plantadas no
Brasil. Apds aidentificagdo do polimorfismo, foram avaliados a repetibilidade da
técnica, o perfil de amplificagdo em sementes e folhas e a analise de amostras
de lavouras comerciais. Esse marcador diferencia o grupo Bourbon das demais
cultivares IAC, a excegdo de cultivares mais antigas e pouco plantadas no
Pais, como Typica e Amarelo de Botucatu. As cultivares Tupi IAC 1669, do IAC,
e Sabia Tardio, da Fundagao Procafé, também apresentam o mesmo alelo dos
cafés do grupo Bourbon para o loco LEG2. Pela simplicidade e boa resolugao
da técnica, o SSR-LEG2 pode ser aplicado no controle de qualidade genética
nas fases de pré e pés-melhoramento do cafeeiro, e também para checar a
pureza genética de amostras comerciais de café Bourbon.

Termos paraindexagao: Coffea arabica, qualidade genética, cafés especiais.
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Genetic Purity Control of Bourbon Coffee
Samples Using a Microsatellite Marker

Abstract — The Bourbon group stands out among arabica coffee cultivars for
its beverage quality and greater market value. Besides the origin, sustainability
and physical and sensory characteristics, the traceability of cultivars is
fundamental in the final product valuation. This work evaluated the efficiency
of a microsatellite or SSR DNA marker, called LEG2, to differentiate Bourbon
group cultivars from IAC main cultivars planted in Brazil. After identifying the
polymorphism, the repeatability of the technique, the amplification profile
in seeds and leaves and the analysis of samples from commercial coffee
crops were evaluated. This marker differentiates the Bourbon group from
the IAC cultivars, except Typica and Amarelo de Botucatu, which are older
cultivars with no significant cultivation area in Brazil. The cultivars Tupi IAC
1669, from IAC, and the Sabia Tardio from Fundacao Procafé, also present
the same allele of Bourbon coffees for the LEG2 locus. Due to the ease and
good resolution of the technique, SSR-LEG2 can be used both to monitor
the genetic quality in the pre- and post-breeding coffee, and to check the
genetic purity of Bourbon coffee commercial samples.

Index terms: Coffea arabica, genetic quality, specialty coffees, varietal purity.
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Introducao

O género Coffea engloba até 124 espécies (Davis et al., 2011), mas
apenas duas delas apresentam importancia econémica, Coffea arabica
e Coffea canephora. A espécie C. arabica pertence a familia Rubiaceae
(Charrier; Berthaud, 1985), é originaria da regido sudoeste da Etidpia,
autégama e alotetraploide. E preferida pelas caracteristicas dos seus gréos,
que produzem uma bebida de sabor suave e com menor teor de cafeina
do que a C. canephora, que é uma espécie diploide e, preferencialmente,
destinada a produgao do café soluvel (Mendes; Guimaraes, 1998). O Brasil
€ o maior produtor e o segundo maior consumidor de C. arabica no mundo.
Essa espécie responde por, aproximadamente, 60% do café comercializado
no mundo (Organizagao Internacional do Café — OIC)°®.

Segundo o Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (2020), de janei-
ro a outubro de 2020, o Pais gerou uma receita cambial de US$ 4,4 bilhdes
com a exportacao de 35 milhdes de sacas de café. Entre os principais des-
tinos desses cafés, destacam-se os Estados Unidos (18,4%), a Alemanha
(16,8%), e a Bélgica (8,2%). O café arabica participou com 78,4% dos gréos
exportados, ou seja, 27,5 milhdes de sacas. Ja os cafés diferenciados, clas-
sificados por apresentarem qualidade superior e/ou algum tipo de certificado
de praticas sustentaveis, participaram com 6 milhdes de sacas exportadas.
Esse volume de cafés diferenciados foi 0 segundo maior embarcado para o
periodo nos ultimos 5 anos e gerou uma receita de US$ 980,4 milhdes, repre-
sentando 22,1% do valor total das exportacdes até outubro de 2020.

A valorizagdo da qualidade da bebida do café associada a redugéo do
impacto da sua produgéo sobre o meio ambiente e a melhoria na vida dos
envolvidos no processo de obtengéo dos graos tém fortalecido o tripé da sus-
tentabilidade dos cafés diferenciados. Os consumidores de cafés especiais
tém um perfil mais exigente e demandam maior transparéncia das informa-
¢des relacionadas ao produto, as quais vao muito além do tipo de torra e da
espécie ofertada. Elas incluem a origem do material genético, o sistema de
producao e processamento, aspectos fisicos e sensoriais, rastreabilidade da
producao, entre outras. As cultivares Bourbon, desenvolvidas pelo Instituto
Agrondémico (IAC) em Campinas, SP, sdo as mais valorizadas quando se con-
sidera a qualidade de bebida do café.

5 Disponivel em: www.ico.org.
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As cultivares de C. arabica séo caracterizadas por apresentarem estreita
base genética, principalmente por serem plantas autégamas perenes,
derivadas de poucos acessos e de pequenas quantidades de sementes
(Carvalho et al., 1993). A historia da disseminagao de C. arabica no mundo
envolveu varios eventos que contribuiram para sucessivas reducdes da
sua diversidade genética dentro das duas populagdes de cafés silvestres
transferidas da Etidépia para o 1émen. E, a partir dai, pdde ser observada
a continuidade desse estreitamento da diversidade até a obtengcao
das variedades botanicas Typica e Bourbon, a partir das quais, foram
desenvolvidas a maioria das cultivares de C. arabica (Anthony et al., 2002).
No caso dos primeiros cafezais plantados no Brasil, em 1727, no Para, foram
introduzidas sementes e mudas de C. arabica ‘Arabica’, também conhecidas
como ‘Nacional’, ‘Crioulo’ e ‘Typica’. Esses materiais tiveram origem a partir
de um unico cafeeiro em Amsterda, na Holanda. Eles eram uniformes, e a
pequena variabilidade genética observada era devida a constituicao genética
da planta original ou as raras muta¢des que surgiram com o decorrer do
tempo (Carvalho, 2007).

Fazuoli et al. (2007) relataram que sementes de café da variedade
Bourbon, mais produtivas que a cultivar Typica, chegaram ao Brasil
em 1859, vindas da Ilha Reunido, antiga llha Bourbon. Em 1932, o IAC
iniciou os trabalhos de melhoramento dessa variedade de porte médio
a alto no Brasil, englobando a sele¢édo de plantas matrizes em diversas
fazendas do estado de S&o Paulo. Os autores ainda comentaram
que o ‘Bourbon Amarelo’ de frutos amarelos pode ter sido originado
da mutacédo de ‘Bourbon Vermelho’ ou pelo cruzamento natural entre
‘Bourbon Vermelho’ e ‘Amarelo de Botucatu’. Segundo Setotaw et al.
(2013), que avaliaram o coeficiente de parentesco de 121 cultivares de
C. arabica liberadas no Brasil entre 1939 e 2009, o ‘Bourbon Vermelho’
contribuiu com 52,76% da base genética dessas cultivares, seguido de
‘Sumatra’ (19,05%) e ‘Hibrido de Timor’ (11,59%). No Registro Nacional
de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
atualmente, além do ‘Bourbon Vermelho IAC 662, estao registradas sete
cultivares de Bourbon Amarelo’.

7 Disponivel em: http://sistemas.agricultura.gov.br/snpc//cultivarweb/.
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Na busca por cultivares com maiores pontuacgdes para o perfil sensorial
da bebida, os programas de melhoramento investem em gendtipos do
grupo Bourbon para o desenvolvimento de cultivares de cafés especiais.
Muitas vezes, esses gendtipos séo encontrados em propriedades agricolas
particulares. Até o momento, a discriminagao dos materiais é feita a partir
das caracteristicas fenotipicas e agrondmicas. Por sua vez, mesmo com a
experiéncia do melhorista, alguns gendtipos ainda podem ser confundidos
em campo. Marcadores de DNA podem ser utilizados no controle de
qualidade genética ainda no pré-melhoramento, com o objetivo de checar
a identidade do material genético. Eles também podem ser aplicados no
pos-melhoramento para acompanhar a pureza genética em amostras de
sementes. Entre as principais vantagens desses marcadores podem ser
citadas a auséncia de influéncia ambiental e sua deteccdo a partir de
qualquer tecido ou 6rgao da planta.

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites ou simple sequence
repeat (SSR) sé&o sequéncias repetitivas de DNA, constituidas por um a
seis nucleotideos e distribuidas ao longo do genoma. Eles possuem varias
caracteristicas desejaveis, tais como heranga codominante, multialelismo,
elevado conteudo informativo de polimorfismo e heranga mendeliana
(Tautz; Renz, 1984; Morgante et al., 2002). Métodos baseados em
DNA, incluindo as SSRs, sédo estudados pela International Union for the
Protection of New Varieties of Plants (Upov) e pela International Seed Test
Association (Ista) para integrarem a lista de descritores de variedades®.
Para o café arabica, os marcadores do tipo SSR foram aplicados em
diversas areas, como em estudos de mapeamento genético e associagao
com caracteristicas de interesse, estudos de diversidade genética e/ou
diferenciacao de cultivares.

A necessidade de checar a pureza genética de amostras do grupo
Bourbon é uma demanda identificada em varias oportunidades. Dessa
maneira, buscou-se um método simples e sensivel, baseado em marcadores
do tipo SSR, para diferenciar o grupo Bourbon de outras cultivares de café
arabica plantadas no Pais.

8 Disponivel em: https://www.upov.int/meetings/en/topic.jsp?group_id=261.



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 6

Material e Métodos

Material vegetal

O estudo englobou a variedade Typica e 49 cultivares, das quais 41 eram
do IAC e 8 da Fundacao Procafé. Elas foram utilizadas em diferentes etapas
para avaliagdo do perfil de amplificagdo do microssatélite LEG2, como descrito
a seguir: a) identificagao do polimorfismo e da repetibilidade do marcador SSR;
b) amplificagdo do SSR em folhas (L) de cultivares IAC e selegbes de Bourbon
Amarelo mantidas no Banco de Germoplasma (BAG) do IAC; c) amplificagdo
do SSR-LEG2 em folhas (L) de cultivares da Fundagéo Procafé e em sementes
(S) de cultivares plantadas na Fazenda Recreio (Tabela 1).

As analises das cultivares da Fazenda Recreio foram realizadas em
amostras cegas de cada cultivar, com misturas iguais de sementes para duas
cultivares (S3 + S9) e (S4 + S6) e para quatro cultivares (S4 + S6 + S8 + S10).
Dessa maneira, objetivou-se detectar a sensibilidade da amplificagédo do SSR-
LEG2 para revelar a mistura e abranger uma avaliagdo sem conhecimento
prévio da amostra.

Uma vez confirmado o poder de discriminagao do marcador, ele foi utilizado
para avaliar a pureza de amostras de folhas obtidas de plantas identificadas
como cultivares antigas do grupo Bourbon, em areas experimentais de Franca
e Brodowski no estado de SP.

Tabela 1. Cultivares de Coffea arabica avaliadas para o marcador de microssatélite LEG2.

Cultivar Cod|_go das Instituicido  Origem™  Etapa® Alelo®
cultivares
Amarelo de .
Botucatu - IAC Typica (a, b) 1
Selecao

i Nao informado
Acaia (Fazenda Recreio) IAC de Mundo (c) 2

Novo
Bourbon Bourbon
Vermelho Ine e Bie Vermelho (&0l ) L
Bourbon Bourbon
Ama_relo IAC J10 IAC Vermelho (a, b) 1
(cultivar x Amarelo

registrada) Botucatu
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Cultivar Codl_go o= Instituicdo  Origem"  Etapa® Alelo®
cultivares
Bourbon Bourbon
Amarelo IAC [J2, J9, J19, IAC Vermelho (b) 1
(cultivares J20, J22, J24] X Amarelo
registradas) Botucatu
IAC [J3, J4, J5, J6, Bourbon
Bourbon J9, J11, J12, J13, IAC Vermelho (b) 1
Amarelo J14, J15, J16, J17, x Amarelo
J18, J21, J23, J25] Botucatu
Caturra
Catuai IAC 62 (Fazenda Amarelo
Amarelo Recreio) e x Mundo (b) 2
Novo
Caturra
Catuai Amarelo
Vermelho e e e x Mundo () 2
Novo
Caturra
Catuai IAC 144 Amarelo
Vermelho (Fazenda Recreio) g x Mundo @ 2
Novo
Mutacao
OEWIIE IAC 476 IAC  deBourbon  (b) 2
Amarelo
Vermelho
Villa Sarchi
IAC 125 RN - IAC x Hibrido de (b) 2
Timor
, BA10 x
IAC Catuai . IAC  CatuaiVer-  (b) 2
SH3
melho
Obata
IAC Obata IAC1669
4739 ) e x Catuai ) 2
Amarelo
Catuai
IAC Ouro Amarelo
Verde ) HiE x Mundo e} 2
Novo
Mokka x
Ibairi IAC 4761 IAC Bourbon (a) 2

Vermelho
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Cultivar Codl_go o= Instituicdo  Origem"  Etapa® Alelo®
cultivares
Icatu
Icatu IAC 3282 Vermelho
Precoce (Fazenda Recreio) e x Bourbon () 2
Amarelo
Coffea
Icatu canephora
Vermelho e A Bie x Bourbon (@) 2
Vermelho
Mutagéo
Laurina IAC 870 IAC de Bourbon (a) 2
Vermelho
Mundo Sumatra x
IAC 379-19 IAC Bourbon (b) 2
Novo
Vermelho
Typica - - Typica (a, b) 1
Villa Sarchi
Tupi IAC 1669-33 IAC x Hibrido de (b) 1
Timor
Mundo
Acaua - Procafé Novo x (c) 12
Sarchimor
Sarchimor
1669-20
. X (lcatu
Arara - Procafe IAC 2944 (c) 2
ou Catuai
Amarelo)
’ Icatu
(CeleE] ash Procafé  Vermelhox  (c) 2
Amarelo (Fazenda Recreio) )
Catuai
Catucai ez
36/6 Procafé Vermelho x (c) 12
Vermelho .
Catuai
Catucai ezl
785-15 Procafé Vermelho x (c) 2
Vermelho .
Catuai
Coffea
i arabica
Clones 3e12 Procafé x Coffea (c) 2

racemosa
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Cultivar Codl_go ek Instituicdo  Origem  Etapa® Alelo®
cultivares
Catuai
. Vermelho
IBC-Palma 1e2 Procafé . (c) 2
x Catimor
UFV353
Sabia . Acaia x
Tardio ) ARSI Catimor () L

(™) Fonte: Fazuoli et al. (2007). ®Etapas: (a) verificagdo do polimorfismo e repetibilidade do SSR-LEG2;
(b) amplificagdo SSR-LEG2 em gendtipos IAC; (c) amplificacdo do SSR-LEG2 em genétipos da Fundacéo
Procafé e da Fazenda Recreio. ®Representagdo do polimorfismo do SSR-LEG2: 1 = SSR com 154 bases
(CA),,; 2 = SSR 146 bases (CA),; 12 = heterozigoto para o loco.

Marcador SSR-LEG2

No Projeto Genoma Café Brasileiro (PGCB), as sequéncias expressas
ou expressed sequence tags (ESTs) de C. arabica, C. canephora e Coffea
racemosa foram agrupadas em 17.982 contigs e em 32.155 singletons, o que
resultou na identificagcdo de cerca de 33 mil unigenes diferentes (Vieira et al.,
2006). A andlise do contig 846 foi realizada no banco de dados do café arabica
depositado no Phytozome®. Trinta e cinco EST-SSR di- e trinucleotideos obtidos
da base de dados do PGCB de sequéncias expressas ou expressed sequence
tag (EST) foram avaliados para o polimorfismo entre o grupo Bourbon e as
cultivares de café arabica do IAC. Entre esses marcadores, que ja haviam sido
publicados por Pereira et al. (2011), apenas o0 SSR-LEG2 amplificou fragmento
com o polimorfismo desejado. Esse microssatélite € do tipo dinucleotidico
(CA),, com frequéncia de repetigdo de 15,5 e com dois alelos. O SSR-LEG2
foi identificado no contig 846 disponibizado no PGCB, na posicao 502 da
sequéncia que possui um total de 1.062 bases.

Apods a identificagdo do polimorfismo, esse marcador foi amplificado nas
cultivares Bourbon IAC J10 e Mundo Novo IAC 379-19. A banda polimdrfica
foi extraida do gel e purificada com o kit Promega Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System, seguindo a recomendacéao do fabricante. Na sequéncia, o
fragmento foi submetido ao sequenciamento Sanger para a confirmagéo do
SSR.

9 Disponivel em: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
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Extracao do DNA e amplificagao do SSR-LEG2

Amostras de folhas foram coletadas em campos de avaliagbes do
programa de melhoramento do IAC e da Fundagédo Procafé. As amostras
de folhas oriundas de locais mais distantes eram colhidas no dia anterior
e mantidas a sombra até a chegada no laboratério (Pereira et al., 2009),
periodo estimado em torno de 24 horas da coleta até o congelamento em
N,L. Apds a chegada no laboratorio, as amostras foram mantidas a -80°C até
o momento de extragdo do DNA.

Utilizou-se um pool de cinco individuos para a extragdo do DNA. A extragao
do material gendmico de folhas e sementes foi realizada conforme o método
Doyle e Doyle (1987), utilizando o tampé&o de extragdo CTAB. O DNA foi tratado
com a enzima RNAse e quantificado em espectrofotdbmetro de microvolumes.
A integridade da molécula de DNA foi avaliada pela relagéo da absorbancia
medida nos comprimentos de ondas de 260 nm, 230 nm e 280 nm. A qualidade
e a concentracdo do DNA também foram confirmadas pela eletroforese em gel
de agarose 1% corado com BrEt, comparando a intensidade da banda com
um DNA lambda de concentragédo conhecida. A solugao de trabalho do DNA foi
diluida para a concentragao de 100 ng pL™".

A PCR foi realizada em volume final de 25 uL, contendo o tamp&o PCR
1X (Tris-HCI 200 ymol mL™"; pH 8,4; KCI 500 pmol mL"); 2 pmol mL" de
MgCl,; 400 nmol mL" de dNTPs; 0,3 nmol mL" de cada primer; 0,5 U de
Taq; e 200 ng de DNA. No termociclador, a PCR foi realizada com a des-
naturagédo do DNA a 94°C por 5 min. seguida de 5 ciclos touchdown (94°C
por 1 min, 60°C até 55°C por 1 min, 72°C por 1 min); 25 ciclos a 94°C por 1
min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min; e extensado a 72°C por 5 min. Os pro-
dutos de amplificacdo foram migrados por eletroforese em gel de agarose
4% corado com EtBr, e as bandas foram visualizadas em transluminador
UV. As reagdes foram realizadas em duplicatas, e em todas as linhas do gel
sempre foram acrescentados dois genoétipos referéncia para o polimorfismo
observado no loco SSR-LEG2 (ex.: um Bourbon e um Catuai). A avaliagao
do gel foi visual, atribuindo-se o numero 1 para o alelo (CA),,, 2 para o (CA),
e 12 para os individuos que sao heterozigotos e possuem os dois alelos
(Tabela 1).
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Resultados e Discussao

Desde 2017, a sequéncia do genoma de C. arabica obtida para o acesso
UCG-17 Geisha esta depositada no banco de dados do Phytozome v13'°, e é
aberta a comunidade cientifica para analise de similaridade entre sequéncias
biolégicas. O contig 846, obtido do PGCB, foi analisado no Phytozome v13, e
a similaridade com o Scaffold_1810: 1480672-1482685 apresentou um score
de 1.793 e E = 0.0 (Figura 1). Na anotagéo, verificou-se que, no contig 846,
esta inserida parte de duas regides conservadas da proteina glutarredoxina
(GRX). Na Figura 1, também podem ser observadas as sequéncias dos
primers foward/reverse do loco SSR-LEG2 (CA),,.

As GRXs sao oxidoredutases onipresentes, de baixo peso molecular
(10 kDa-15 kDa), que pertencem a familia da thioredoxina. Elas possuem
fungbes ligadas a resposta aos estresses oxidativos e a montagem do grupo
Fe-S, que é necessario em varios processos da fotossintese e assimilagcao
de N e S (Holmgren; Aslund, 1995; Rouhier et al., 2004, 2008; Lillig et al.,
2008). A superexpressado do gene da GRX ja foi observada em plantulas
de café submetidas ao estresse salino (Haile; Kang, 2018). Em plantas de
tomate, esse gene esteve associado a resposta aos estresses oxidativos, de
seca e salino (Guo et al., 2010) e a resposta ao estresse por calor no polen
(Jegadeesan et al., 2018). Em Arabidopsis (Jung et al., 2018) e em arroz (El-
Kereamy et al., 2015), foi observado que as GRXs mediaram a sinalizagéo e a
resposta da planta submetida a condi¢des de baixa disponibilidade de nitrato.
Kumar et al. (2020) puderam verificar em Arabidopsis que a superexpressao
do gene da GRX potencializou o sistema de defesa contra o estresse oxidativo
provocado por metais pesados, como o arsénio, o cadmium e o cromo.

O polimorfismo observado para o SSR-LEG2 foi validado pelo sequencia-
mento Sanger. No exemplo da Figura 2, estdo as sequéncias obtidas para as
cultivares Bourbon Amarelo IAC J10 e Mundo Novo IAC 379-19. Na primeira,
o SSR dinucleotideo (CA) é repetido 13 vezes, enquanto, na segunda, ele se
repete nove vezes. Essa diferenca é suficiente para ser visualizada na eletro-
forese do gel de agarose a 4%. Abaixo da figura, seguem as sequéncias da
banda polimorfica para o SSR-LEG2.

© Disponivel em: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
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Scaffold_1810 Scaffold_1810:1480672..1482685 (+ strand) class=match length=2014
(1212 bases) - SCORE: 1793,8 E:0,00

GAGGTCAATTGGCGTGGATTTTGCATTCGCTAGTTTTCTCGGGGCTCTGTCAATCAA

GAGAAGAAGAAGAAAGATATGGCTCTCCCAAAGGCTAAGGAGATC{GTGTCGGCC
AATCCTGTTGTCGTTTTCAGGTCCTCCCCTCACTCTCCTATCTCCTCTATTTGCTTAC
ATAATCTTTCGTTTTGCAATTCTAGCTAGAGTTATATTTTTGGCCTTAGAATTAATTT
GGAATGGTGGGGATGGGGGATCCGAGTTTAATAACATTGAAAATTGGGCAGCAAG
TCGTACTGTCCGTTCTGCGTCAACGTGAAGAAGCTGCTGGGTCAAGTTGGTGCCAA
CTTCAAGGCCGTCGAGCTGGATGTCGAAAGTCTGTTCTCCTCTCCCTTTTTTTTTTAT
TATTATTACATCCCTCTCCTTTTCTTATTTTTCCCCCCTTTTGTTACGCCGTTITTTITTC
TGTTTACCGAATAATTTTCTTAAATCTCGCGGACAAATTAACAGGATTTGCATGAAT

TGATCTGTCGTTTTATACCAAAGAAG [GGA CAAAGACG CCI'AATCCA]TTTT CTGGG

TGGAAGACTTATTAATTGCCCCCCCCCAACAAA
ATAATATATATATATATAATATATATATATATATATATATATATTT

TGTTAAACTTCTGCATGCGTATGTCAATGTCAGTTTATTCCTGCATC [TGTCGTTTAT

CATGCAA CGG] AATATTTGTAGATTTTTTCTTCTAATGTAATGGCCATTCTTAGATCG
TGGACGGTTTATGGATGGCGGATGCTGATTTGATTGGATTCAATTTTCATTGACTTT
TCTGATTAGTGGCCCTAAATTCTAGTTAGTAGGGAGCCATTTTTCGGCCCTTCCTGC
CGTACTCATTGTTGCTGCAACAATTCAAGATGTCGTAGGGTTTCTTTACTAAGTCAA
TAGGTGACAAATGTATGGTTAATTGGAGATGTTCTTCTTTGCTAGTGTGATCATTTG
TTGGTAATGCTTTCATACTTCCAATAGATTCCAATTCAAGTTGAACATGATACTAGT
TTTATTCAAGTTGAACAGAATCCGTGATCTGCCATATATGAGCAGATGCCTTCTGAA

AATCTTTTA }TATGT CCTTGAACTCTTTCCTCTATATCTATACTAATAATTTGTAATG
TACGTTTGACGTTTGTGAAGGTGATGGAAGTGAGATTCAGGCAGCTCTTGCTGAGT
TGACTGGACAAAAGACTGTGCCCAATGTCTTTATCGGGGGCAAGCACATTGGTGGT
TGTGATGGTACATTAGTCACCTTATTTCCAAGATGTAATTTCCAATTAAGTTACTAG
GATCCATGATCTTATTTACCTCTCTGCATTTGTTTTTGTATCTGCAGCAACAACTGCA
TTGAACCAGAACGGCAAGCTTGTTCCTTTGCTAACTGAAGCCGGAGCTGTTGCTAG
TGTGTCTGCTTAGAAGACCTTCAAGCATACGTTGGATGAATTATGCATGTTTCTGAA
GCCATTATATAAATAAAGCAATGTTTGTTAGTGTTTCGTTTCATTTTTCTGTTTGAGA
ATAAATTATGAATAGAAGCTTCGCTGGATTCCTGTACTATATTATTATTGTGGAAGT
CAACAAAATAAACTAGTCTGACCATCTTTTGCTGAAGAACGTCTCAGTCTGGCTCA
AATTCTCCAAAGTCAGAACTCGTCTCCATCACTCGCAGTTAATCAAAATTATCAAAT
TCGCCAAGGACACCAATTTAGCTTGAACTTGAGCTTGTACTTAACCAAATTCACAA
GAATACCAATTGTAAAAGTTTTAGTGGTGTAACATGGTCAGCAGATGCATCTTTAT
GAGCTCTGGACCTTTTTCTAATAAGCTCTATTGCATAAGCTCTACCAGGCACCTGTG
TTGCGCAGGGAAGCCGTCAGATATCCACTTCTCTTCTTCAAGCTCAGGAATGGTAG
CATTTTACTGCTATGACCGTGAGAGTCGT

Figura 1. Sequéncia do Scaffold_1810: 1480672..1482685 (+ strand) class=match
length=2014 (1212-bases) depositada no Phytozome' .Estdo contidos no
Scaffold_1810: sequéncia dos dominios da Glutarredoxina (sublinhado); sequéncia do
contig 846 delimitada por { }; sequéncia dos primers forward e reverse para amplificagdo
do SSR-LEG2 delimitada por [ ]; microssatélite (CA)n em negrito e sombreado.

" Disponivel em: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
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Polimorfismo Bourbon Amarelo IAC-J10 (BB) x IAC-Mundo Novo IAC 379-19 (MN)
BBR1 AATTGCACACACACACACACACACACACACATATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
BBR2 AATTGCACACACACACACACACACACACACATATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
BBR3 AATTGCACACACACACACACACACACACACATATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
BBR4 AATTGCACACACACACACACACACACACACATATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT

MNR1  AATTGCACACACACACACACACA===- -- -- TATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
MN R2  AATTGCACACACACACACACACA=-=- -- -- TATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
MN R3  AATTGCACACACACACACACACA--- - - TATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT
MN R4  AATTGCACACACACACACACACA=-=- -- -- TATATATGTATATAGTGTTAAACTTCT

— Sequéncia de ‘Bourbon Amarelo IAC J10° com SSR-LEG2 = (CA)s«z (primers
sublinhados; SSR em azul):
GATAAAGACGCCTAATCCATTTTCTGGGCGGAAGACTTATTAATTGCACACACACACACACACACACACACAT
ATATATGTATATAGTGTTAAACTTCTGCATGCGTATGTCAATTCAGTTTATTCCTGCATCIGTCGTTTATCATGC
AACGG (154 bases)

— Sequéncia de ‘Mundo Novo IAC 379-19" com SSR-LEG2 = (CA)y (primers
sublinhados; SSR em vermelho):
GATAAAGACGCCTAATCCATTTTCTGGGCGGAAGACTTATTAATTGCACACACACACACACACATATATATGT
ATATAGTGTTAAACTTCTGCATGCGTATGTCAATTTCAGTTTATTCCTGCATCIGTCGTTTATCATGCAACGG
(146 bases)

Figura 2. Fragmento polimdrfico do SSR-LEG2 sequenciado pelo método de Sanger
para amostras de ‘Bourbon Amarelo IAC J10’ e ‘Mundo Novo IAC 379-19’ e sequéncias
da banda polimorfica para o SSR-LEG2.

Os padrées de amplificacdo do microssatélite LEG2 nas cultivares
Bourbon Vermelho IAC 662, Bourbon Amarelo IAC J10, Typica (Nacional),
Ibairi IAC 4761, Amarelo de Botucatu, Laurina IAC 870 e Icatu Vermelho
IAC 4046 podem ser vistos em duplicata na Figura 3. Nesse gel podem ser
visualizadas duas bandas: uma é maior, com aproximadamente 200 pb,
podendo ser considerada como um controle da amplificagdo do SSR-LEG2,
por ser monomorfica e estar presente em todos os individuos; a outra banda
€ menor, polimoérfica, com tamanhos que podem variar de 146 pb a 154 pb,
diferenciando-se as cultivares Bourbon Vermelho, Bourbon Amarelo, Typica e
Amarelo de Botucatu das cultivares Catuai Vermelho IAC 144, Ibairi IAC 4761,
Laurina IAC 870 e Icatu Vermelho IAC 4046. Por sua vez, as variedades mais
antigas, como Typica e Amarelo de Botucatu, apresentam o mesmo padrao
do SSR-LEG2 observado para os cafés do grupo Bourbon. Isso é esperado,
ja que as variedades Typica e Bourbon possuem a mesma origem genética
em populagdes de cafés silvestres transferidas da Etidpia para o Yemen
(Anthony et al., 2002); enquanto a cultivar Amarelo de Botucatu, que foi
identificada em 1871, € uma mutacao da cultivar Typica no Brasil (Mendes et
al., 2007). Typica e Amarelo de Botucatu sédo cultivares pouco representativas
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tanto do parque cafeeiro brasileiro quanto dos materiais elites dos programas
de melhoramento. Elas terdo pouco impacto no alcance do objetivo deste
trabalho que é a obtencdo de um método simples e rapido para checagem de
pureza genética de amostras de sementes ou folhas das cultivares do grupo
Bourbons.

Repeticéo | Repeticao I

e

500 pb

Bco Ct BV J10 Typ Iba AmB Lau lct Typ lba AmB Lau Ict

100 pb

Figura 3. Amplificacdo do microssatélite SSR-LEG2, em duplicata, em folhas das
seguintes cultivares: Catuai Vermelho IAC 144 (Ct); Bourbon Vermelho IAC 662
(BV); Bourbon Amarelo IAC J10 (J10); Typica (Nacional) (Typ); Ibairi IAC 4761 (Iba);
Amarelo de Botucatu (AmB); Laurina IAC 870 (Lau); Icatu Vermelho IAC 4046 (Ict).

As cultivares do IAC representam 90% do café plantado no Brasil e 70%
no mundo (Giomo et al.,, 2017). A cultivar Bourbon Vermelho contribuiu
com 52,76% da base genética de 121 cultivares brasileiras de C. arabica,
e uma das razdes para a baixa variabilidade genética & a origem genética
similar dessas cultivares (Setotaw et al., 2013). Essa estreita base genética
do café arabica dificulta a identificagdo de polimorfismos em marcadores
moleculares. Apesar disso, o polimorfismo para o microssatélite LEG2 foi
verificado entre todas as cultivares do grupo Bourbon e as cultivares mais
plantadas no Pais, aqui representadas por ‘Catuai Vermelho IAC 44’, ‘Catuai
Amarelo IAC 62’ e ‘Mundo Novo IAC 379-19’ (Figura 4). Até entéo, ndo era
possivel a diferenciacdo de cafés do grupo Bourbon em relagdo aos dos
grupos Catuai e Mundo Novo com a resolugéo determinada pela eletroforese
em gel de agarose. Essa técnica é extremamente simples e pode ser utilizada
em qualquer laboratério de biologia molecular com infraestrutura minima de
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um termociclador, uma cuba para a eletroforese e uma fonte de luz UV. O
SSR-LEG2 foi entdo amplificado em outras cultivares (Caturra Amarelo IAC
476, IAC Ouro Verde, IAC Obata 4739, e IAC 125 RN), permitindo verificar a
reprodutibilidade da técnica e o polimorfismo entre essas cultivares e aquelas
do tipo Bourbon (Figura 4). A excegéo foi observada para ‘Tupi IAC1669-
33’, que apresentou o0 mesmo padrdao para o SSR-LEG2 amplificado nas
cultivares do grupo Bourbon. Essa cultivar é derivada do hibrido ‘Villa Sarchi’
x Hibrido de Timor, sendo Villa Sarchi uma cultivar de porte baixo, mutante
do Bourbon. A cultivar IAC Catuai SH3 mostrou heterozigose para a banda
polimérfica, pois o DNA nao foi obtido de uma linha pura, e sim de material
ainda em segregagéo no campo. Novas avaliagdes demonstraram a fixagao
da banda polimérfica de ‘IAC Catuai SH3’ em relagdo aos do grupo Bourbon.

500pb

200pb

100ph |

Figura 4. Microssatélite LEG2 amplificado no DNA de amostras de folhas e submetido a
eletroforese em gel de agarose 4%. Cultivares de café arabica do Instituto Agrondmico,
Campinas, SP: Typica (Nacional) (Typ); Bourbon Vermelho IAC 662 (BV); Amarelo de
Botucatu (AmB); Caturra Amarelo IAC 476 (CtrA); Bourbon Amarelo IAC J — “seguir n°
no gel” (J); Mundo Novo IAC 379-19 (MN); IAC Ouro Verde (OV); Catuai Vermelho IAC
44 (CT44); Catuai Amarelo IAC 62 (CT62); IAC Obata 4739 (4739); IAC Catuai SH3
(SH3); Tupi IAC1669-33 (Tupi); IAC 125 RN (125RN).
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A amplificacdo do SSR-LEG2 também foi realizada em amostras
cujo DNA foi obtido de folhas e sementes (Figura 5). Onze amostras de
sementes, com umidade em torno de 12%, foram colhidas na Fazenda
Recreio, em S&o Sebastido da Grama, SP, e enviadas ao laboratério
em pacotes selados, numeradas, mas sem a identificagdo da cultivar
ou das misturas de cultivares. Essa identificacao foi revelada somente
apos a analise da amplificagéo e a eletroforese do microssatélite LEG2
em gel de agarose 4%. As amostras de sementes (S) fornecidas e
identificadas pelo proprietario da fazenda eram as seguintes: Bourbon
Amarelo 2000 (S3); Bourbon Amarelo (S4); Icatu Amarelo Precoce IAC
3282 (S6); Mundo Novo (S8); Catuai Vermelho IAC 144 (S9); Catuai
Amarelo IAC 62 (S10); Catucai Amarelo 2SL (S11); Acaia (S12). Foram
ainda realizadas misturas de quantidades iguais do DNA na proporgéao
de 50% e 25% para as amostras “Sm” como segue: Sm3 = (S3 + S9);
Sm4 = (S4 + S6); Sm5 = (S4 + S6 + S8 + S10). Como esperado, o
marcador SSR-LEG2 diferenciou as amostras do grupo Bourbon das
demais cultivares cujas amostras foram oriundas de sementes. Foi
possivel ainda detectar mistura de até 50% das cultivares Bourbon
Amarelo 2000 e Catuai Vermelho IAC 144, bem como de Bourbon
Amarelo 2000 e Icatu Amarelo IAC3282 nas amostras fornecidas
pelo produtor. Nas amostras de folhas obtidas da Fundagéao Procafé
(amostras “L”), observa-se que tanto ‘Catucai Vermelho 36/6’ (L4)
quanto ‘Acaud’ (L10) apresentam um padrdo de heterozigose para
o alelo do SSR-LEG2. Ja a cultivar Sabia Tardio nao é diferenciada
do grupo Bourbon pelo SSR-LEG2. As cultivares de café arabica da
Fundacéo Procafé (Catucai Vermelho 785-15, Catucai Amarelo 2SL,
IBC-Palma 1, Palma 2, Clone 12, Clone 3 e Arara) apresentaram perfil
do loco SSR-LEG2 diferente do observado no grupo Bourbon.
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Figura 5. SSR-LEG2 amplificado em DNA obtido de amostras de folhas (L) de
cultivares de café arabica da Fundagéo Procafé e de amostras de sementes (S) da
Fazenda Recreio: branco (Bco); L = Catucai Vermelho 785-15 (L1), Catucai Amarelo
2SL (L3), Catucai Vermelho 36/6 (L4), IBC-Palma 1 (L5), IBC-Palma 2 (L6), Clone
12 (L7), Clone 3 (L8), Arara (L9), Acaua (L10), Sabia tardio (L11), Bourbon Amarelo
2000 (S3), Bourbon Amarelo (S4), Icatu Amarelo Precoce IAC 3282 (S6), Mundo
Novo (S8), Catuai Vermelho IAC 144 (S9), Catuai Amarelo IAC 62 (S10), Catucai
Amarelo 2SL (S11), Acaia (S12). “Sm” sdo misturas de quantidades iguais do DNA
de Sm1 = (S3 + S9), Sm2 = (S4 + S6), Sm3 = (S4 + S6 + S8 + S10).

Marcadores de DNA podem ser utilizados para atestar a pureza genética e
varietal de cultivares. Entre suas principais vantagens citam-se as seguintes:
nao sao influenciados pelo ambiente e permitem a detecgao a partir de qualquer
tecido ou 6rgdo da planta. A biologia molecular tem avancado rapidamente
e busca superar limitagdes como o baixo polimorfismo observado entre os
gendtipos de café ardbica. Entre as cultivares do IAC, o SSR-LEG2 ndo pbde
diferenciar o grupo Bourbon da variedade Typica e do Amarelo de Botucatu
(essas cultivares sao mais antigas e pouco plantadas no Pais), nem da cultivar
Tupi IAC 1669. Das cultivares da Fundagéo Procafé, apenas ‘Sabia Tardio’
apresentou 0 mesmo padrao de amplificagao do SSR-LEG2 em gel de agarose.

A confirmacdo de materiais do grupo Bourbon em campo é outra aplicagao
que pode ser realizada com a utilizagdo do SSR-LEG2. Uma vez que C. arabica
€ uma espécie autégama, os proprios produtores costumam multiplicar seus
melhores materiais identificados como do grupo Bourbon, os quais, muitas
vezes, podem ser confundidos com outros materiais de porte alto, como
Mundo Novo, por exemplo. Esse foi o caso de uma analise de amostras de
folhas coletadas nas areas experimentais de Franca e Brodowski no estado
de SP. O alelo SSR-LEG2 ligado ao grupo Bourbon foi encontrado apenas
nas amostras oriundas de Franca, ndo sendo observado nas 43 amostras de
Brodowski. Do total das 182 amostras de Franca amplificadas com o marcador
SSR-LEG2, o alelo do grupo Bourbon foi observado em apenas 67 amostras.
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Conclusoes

O marcador SSR-LEG2 pode ser incorporado em analises de pureza genética
de amostras de folhas ou sementes de cultivares de C. arabica, visando ao
controle de qualidade de estoques genéticos de materiais elites de programas
de melhoramento, bem como a checagem da pureza de sementes/graos verdes
destinados a comercializagao. A técnica aqui apresentada é caracterizada pela
simplicidade e rapidez, podendo ser resumida da seguinte forma: Extragdo do
DNA de folhas ou sementes — Amplificagcdo da marca SSR-LEG2 no DNA
das amostras e de pelo menos duas referéncias conhecidas que amplifiquem
os dois alelos desse microssatélite (ex.: Bourbon e Catuai) — Eletroforese em
gel de agarose 4% corado com brometo de etideo (outra opgao de coloragao
pode ser 0 GelRed) e visualizagéo sob luz UV.
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