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RESUMO: O café é uma das principais commodities agrícolas comercializados. A estreita base 
genética de Coffea arabica tem-se refletido em diferentes formas. Além disso, em C. arabica, o 
desenvolvimento de novas cultivares é demorado. A utilização de marcadores moleculares como 
ferramenta para análises da diversidade e seleção de genótipos representa uma importante 
ferramenta para tentar diminuir tempo e custo de seleção do melhoramento de espécies perenes 
como C. arabica. Neste trabalho foi realizada identificação e análise in silico de SSR a partir de 
dados de RNA-seq de C. arabica-Iapar 59 e de sequenciamento de BACs de C. arabica HDT832/2. 
Para Iapar 59 foram analisados 77 contigs, encontrados 39 SSR’s e desenhados 21 primers. Para 
HDT832/2 foram analisados também 77 contigs, encontrados 35 SSR’s e desenhados 29 primers. 
Os motivos mais frequentes foram di, tri e tetra, sendo AT o mais frequente entre os genótipos. 
Esta busca de sequências repetitivas é de grande importância para futura validação e aumento 
desses marcadores para estudos de diversidade genética. 
 
PALAVRAS-CHAVE: marcadores SSR’s, análise in silico, RNA-seq, cromossomo artificial de bactéria. 

 

INTRODUÇÃO 
 O café é uma das principais commodities agroindustriais de países em desenvolvimento e uma 
das mais populares bebidas não alcoólicas. Seu consumo abrange regularmente 40% da 
população mundial1, sendo o Brasil e os Estados Unidos os dois maiores consumidores. O Brasil é 
também o maior produtor e exportador mundial de café, e a região centro-sul de minas gerais o 
maior estado produtor com 52,0% na produção nacional2. O cultivo no Brasil é em sua maior parte 
de C. arabica, com cerca de 70% da produção, e o restante de C. canephora (30%)3. 
Para assegurar o poder comercial competitivo do café no país, os programas de melhoramento 
genético estão sempre buscando soluções para fatores bióticos e abióticos que podem prejudicar a 
cafeicultura, assim como investir na produção de cultivares com sabor superior e qualidade 
diferencial. Além disso, os mercados exigem cada vez mais esforços para o desenvolvimento de 
cafés de melhor de qualidade4.  
Estudos anteriores sobre a caracterização do germoplasma de C. arabica, incluindo análises 
usando marcadores moleculares relataram a baixa diversidade genética de C. arabica tanto de 
genótipos selvagens como cultivados5. As justificativas para a estreita base de diversidade 
genética incluem a recente origem da espécie, sua reprodução preferencialmente autógama, e o 
limitado histórico de dispersão. Além disso, o café é uma cultura perene que exige três anos de 
crescimento, até a plena maturidade6, sendo preciso pelo menos 20 anos para obter uma nova 
cultivar. Entretanto a utilização de ferramentas como os marcadores moleculares é uma ótima 
opção, pois permitem acesso à variabilidade genética do cafeeiro e a escolha precoce de 
características de interesse com menor custo e tempo. Dentre os marcadores moleculares 
atualmente disponíveis, Simple Sequence Repeats (SSR’s) ou microssatélites, são sequências de 
DNA compostas por curtas repetições em tandem em um dado loco7 e possuem propriedades que 
fazem deles um dos mais informativos e versáteis marcadores de DNA usados em pesquisas 
genéticas de plantas8. 
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As novas técnicas de sequenciamento (NGS - next generation sequencing) vêm permitindo a 
análise detalhada de genomas, sendo utilizadas com sucesso no sequenciamento de genomas e 
transcriptomas (RNA-seq)9. Visando o desenvolvimento futuro de marcadores SSR’s para café, este 
trabalho tem como objetivo realizar uma análise in silico a partir de dados de transcriptoma (RNA-
seq) da cultivar Iapar 59 e a partir de  cromossomos artificiais de bactérias (BACs) sequenciados 
do genótipo de C. arabica  832/2 (Híbrido de Timor-CaHT). Nesta análise serão identificados, 
caracterizados e desenhados pares de primers para os motivos SSR’s encontrados para posterior 
validação e estudos de diversidade genética, mapeamento e associação com características 
agronômicas de interesse, pois apesar da importância econômica de C. arabica poucas 
informações de mapeamento estão disponíveis. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 
Foi realizado previamente o sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq) de Iapar 59 e de 
sequências de BACs de CaHT832/2, utilizando a tecnologia Illumina HISEQ. 
A análise in silico foi feita em 32.000 contigs de Iapar 59 obtidos a partir de sequenciamento de 
transcriptoma e em 180 contigs genômicos de CaHT. 
O programa utilizado para a busca de sequências repetitivas foi Gramene Ssrtool 
(http://www.gramene.org) desenvolvido por Cartingour e usado por Poncet et al.10 e Baruah et 
al.4. Os parâmetros do programa foram definidos para a detecção de motivos mono-, di-, tri-, 
tetra-, penta- e hexanucleotídeos com número mínimo de 3 repetições. Além disso, os motivos 
foram filtrados para a anotação com unidade mínima de repetição descrita a seguir: 10 unidades 
de repetição para mono-, 5 unidades de repetição para di-,  4 unidades de repetição para tri-, e 3 
unidades de repetição para tetra-, penta e hexanucleotídeos. Pelo programa Primer 311 como 
descrito por Varshney et al.12; Baruah et al.4 (http://www.fokker.wi.mit.edu/primer3/), e Oligo 
Calc: Oligonucleotide Properties Calculator (http:/www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc. 
html) foi realizado o desenho e a escolha dos  primers.  
Os SSR’s foram caracterizados de acordo com as unidades de repetição, e a frequência com que 
os motivos ocorreram no genoma da espécie.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A montagem dos dados de RNA-seq de Iapar 59 formou 32.000 contigs. Destes, 77 com tamanho 
entre 6.616 KB a 12.891 KB foram analisados. Foram encontradas sequências repetitivas em 39 
contigs e foram desenhados 21 pares de primers. Para as sequências de HT 832/2 foram 
montados 180 contigs. Destes, 77 com tamanho entre 934 KB a 38.402 KB foram analisados, 35 
continham sequências repetitivas e dessas, 29 pares de primers foram desenhados. 
Os motivos mais abundantes obtidos da análise in silico dos cultivares de C. arabica foram di, tri e 
tetranucleotídeos, enquanto penta e hexa foram encontrados em números insignificantes. 

    Para Iapar 59 os dinucleotídeos foram mais frequentes com 57,14% do total de motivos 
identificados, enquanto que para CaHT os mais frequentes foram tri e tetranucleotídeos 
representando 40,74% cada (Tabela 1). Foram anotados os maiores motivos encontrados, isso por 
que quanto mais unidades de repetição, mais oportunidades para que o slippage ocorra durante a 
replicação. Portanto, loci com grandes números de repetições, são mais polimórficos13. Assim, os 
motivos SSR’s encontrados variaram de 3 a 9 unidades de repetição como representado na tabela 
4. 
Esses resultados estão de acordo com Morgante and Olevieri.14 que descreveram que repetições di e 
tri são amplamente distribuídas em plantas. Similarmente Aggarwal et al.15 relataram que em geral 
os marcadores SSR’s desenvolvidos em Coffea sp. são principalmente compostos por repetições 
dinucleotídeos e trinucleotídeos.  
Em análise in silico de sequências expressas (EST’s) de folhas e frutos de C. canephora16 
demonstraram que motivos tri- foram mais abundantes, seguidos pelos di- e hexanucleotídeos. 
Poncet et al.11 e Pereira et al.17 que mineraram SSR’s à partir de EST’s discutiram em seus 

http://www.gramene.org/
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resultados que motivos trinucleotídeos também foram mais abundantes que dinucleotídeos como 
observado em nossos resultados de CaHT. 

      

 

 

      Tabela 1. Frequência dos motivos encontrados 

em contigs de Iapar 59 e Híbrido de Timor. 

 
 

Tanto para Iapar 59 e CaHT o motivo mais abundante foi da classe (AT)n como representado nas 
tabelas 2 e 3. Os resultados obtidos para ambas cultivares neste estudo reforçam o que foi 
descrito por La Rota et al.18 e Cardle et al.19,  no qual os motivos poli AT são os mais  encontrados 
na maioria dos genomas de plantas. Além disso, a classe (AT)n foi um dos mais frequentes 
dinucleotídeos relatados por Aggarwall et al.15.  

   Além disso, dos motivos encontrados em bancos de dados EST’s do café, as classes (AT)n, (TC)n, 
(GA)n, e (TA)n foram frequentes no trabalho de Pereira et al.16 além de terem demonstrado 
polimorfismos claros em C. arabica (Tabela 2). 

 
                               Tabela 2. Caracterização dos motivos encontrados 

para Iapar 59. 

 
 
Tabela 3. Caracterização dos motivos 

encontrados para CaHT. 
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   Tabela 4. Caracterização dos motivos SSR’s quanto 
   ao tamanho da unidade de repetição. 

 
                                            *quantidade de motivos SSR’s encontrados 

 
CONCLUSÕES 
A análise in silico foi eficiente para a busca e caracterização de marcadores microssatélites para a 
espécie C. arabica. Foram desenhados um total de 21 primers para Iapar 59 e 29 primers para 
Híbrido de Timor, para que sejam validados na espécie aumentando assim, o número de primers 
informativos em cultivares comerciais de C. arabica. Assim, posteriormente os primers validados 
serão utilizados em estudos de diversidade genética, mapeamento e associação com 
características agronômicas de interesse. 
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