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1. INTRODUGAO

No melhoramento genético do cafeeiro, é de fundamental importincia o uso de técnicas que
acelerem a avaliacio e a selecdo de gendtipos superiores, visto a sua importincia social e econdmica e
o tempo demandado de pesquisa, por se tratar de uma cultura perene que requer, muitas vezes, anos
para que a caracteristica de interesse possa ser expressa. Muitas caracteristicas desejdveis no cafeeiro
conilon, como em outras espécies, resultam da acdo conjunta de mais de um gene e das interagoes
deste com o ambiente, sendo, as vezes, de dificil compreensio, avaliagdo e selecdo. O sequenciamento
de genomas e o advento dos marcadores moleculares trazem abordagens complementares as da genética
classica para o entendimento desta complexa relacao.

Os conhecimentos gerados a partir dos marcadores moleculares, combinados com informagdes
das caracteristicas fenotipicas, fornecem dados bésicos para a avaliagio da variabilidade genética,
agrupamento de gendtipos, selecdo e planejamento de cruzamentos.

Neste contexto, o emprego da biotecnologia tem-se mostrado um importante instrumento nos
programas de melhoramento genético, em que as técnicas moleculares e de cultura de tecidos vieram
contribuir com um novo impulso nas pesquisas de café.

Neste capitulo, serd realizada uma abordagem no tema biologia molecular, focando a discussio
nos seguintes aspectos: marcadores moleculares, Projeto Genoma Café e técnicas de culturas de tecidos

e suas aplicagdes no cultivo do cafeeiro.
2. MARCADORES MOLECULARES

Marcadores podem ser definidos como instrumentos capazes de mapear e caracterizar um
fenétipo. Denominam-se os marcadores de genéticos, os quais podem ser divididos em dois tipos
bésicos: morfoldgicos e moleculares. Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos
bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a distingdo de individuos geneticamente diferentes
(BOREM, 1997).

Quando um marcador apresenta comportamento de acordo com as leis bésicas de heranca
enunciadas por Mendel, ele é considerado um marcador genético e pode ser monitorado ao longo das
geragoes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores genéticos identificam regides
dos cromossomos que diferenciam um ou mais individuos e sdo transferidos aos descendentes de
acordo com as leis de Mendel.

Até pouco tempo atrds, existiam apenas os marcadores morfoldgicos, que contribuiram de
forma efetiva para o estabelecimento dos principios teéricos do mapeamento genético e das andlises de
ligacdes génicas. As andlises genéticas eram, inicialmente, realizadas com a utilizacdo de marcadores
morfolégicos de fécil identificacio e geralmente controladas por um tnico gene, como cor da flor e
resisténcia a algumas doengas. Marcadores morfoldgicos sdo fregiientemente controlados por genes
dominantes, o que ndo permite a distin¢ao entre heterozigotos e homozigotos (CAVALLI, 2003). A
cor das flores e a forma da semente, por exemplo, sdo marcadores morfolégicos expressos somente na
planta adulta, sendo necesséria a avaliagdo por um tempo relativamente grande.

A partir da descoberta das técnicas de biologia molecular, surgiram novos métodos para detecgio
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de polimorfismo' genético ou variacdes genéticas dentro de uma mesma populagio (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998), denominados de marcadores moleculares (marcadores de DNA). Os
marcadores moleculares podem ser divididos naqueles baseados nos produtos da expressio dos genes,
como proteinas e enzimas, e naqueles baseados em fragmentos especificos das moléculas de DNA e
RNA.

Marcadores bioquimicos ou de proteinas sio marcadores que analisam o produto da expressio
génica. Os mais utilizados sdo as isoenzimas. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), esta técnica é
eficaz para identificar a variabilidade genética das populagdes, o fluxo génico e os processos de
hibridizagao natural. As isoenzimas continuam sendo uma importante ferramenta para identificagio
das variedades, avalia¢do de germoplasma e para a detecgdo de ligagdo génica, entre outros. Apesar do
seu alto custo, os marcadores bioquimicos, assim como acontece com os marcadores morfolégicos,
possuem a desvantagem de apresentarem pouca variabilidade. Isto porque nio apresentam marcadores
suficientes para marcar um grande nimero de alelos de vérios genes de interesse. Outra limitagdo
desta técnica é a baixa estabilidade das enzimas, grande influéncia ambiental na atividade enzimatica
e expressdo diferenciada associada aos diferentes estdgios de desenvolvimento vegetal.

Os marcadores moleculares estdo ligados a caracteristicas do DNA,| que servem para diferenciar
os individuos e sao geneticamente herddveis (MILACH, 1998a). Isto porque marcam regides do
genoma associadas 2 uma caracteristica especifica de interesse, representando estritamente a variagio
genética, ndo sofrendo influéncia ambiental. O polimorfismo observado com o uso de marcadores de
DNA é oriundo da seqiiéncia de DNA. Dessa forma, os marcadores de DNA independem do estidio
de desenvolvimento da planta, do tipo de tecido da planta e das variagoes ambientais. Outra vantagem
desses marcadores € a alta estabilidade do DNA, o qual, depois de extraido, pode ser estocado para
reutilizagio.

Os marcadores morfolégicos foram grandemente utilizados até os anos 60 e eram as principais
fontes de selecdo utilizadas pelos melhoristas de plantas, além de terem contribuido para o conhecimento
inicial de ligagdo génica e para construgio dos primeiros mapas genéticos. Com o desenvolvimento de
marcadores mais modernos, os marcadores morfoldgicos ficaram em desvantagem por se apresentarem
em ndmero limitado nas espécies, o que reduz a possibilidade de associacdes entre esses marcadores e
caracteristicas de importancia econémica (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Contudo, apesar
dessas limitacdes, continuam sendo utilizados em combinagdes com outros mais precisos, como 0s
moleculares, conciliando os resultados obtidos em laboratério e/ou estatisticos com os observaveis em
campo a partir dos marcadores morfoldgicos.

Existem, atualmente, diversos marcadores moleculares que podem ser utilizados na selecao de
caracteristicas genéticas de interesses agrondmicos, com diferentes finalidades no melhoramento genético
do cafeeiro, destacando as fontes de resisténcia a patégenos e pragas, tolerdncia a fatores abidticos,

como seca, uniformidade de maturacdo, época de maturagio, teor de cafeina nos grios, entre outros.

'O termo polimorfismo refere-se & presenga de mais de uma forma alélica, seja ela detectada fenotipicamente, por meio de um
marcador morfolégico, seja genotipicamente, por meio de marcadores moleculares.
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3. PRINCIPAIS TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares sdo amplamente utilizados na pesquisa agropecudria desde a década
de 80, tendo sido desenvolvidas diversas técnicas tteis para detectar ambigtiidades em colegdes vegetais,
relacionar parentesco entre genétipos, determinar a identidade de um cultivar e construir mapas
genéticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; GUERREIRO FILHO; COLOMBO,
2005). Ha varias técnicas disponiveis, cada uma utilizando uma estratégia particular para detectar
polimorfismos de DNA. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos: marcadores baseados na hibridizagio e nos baseados na amplificagio de DNA por PCR
(Reagdo de Polimeriza¢io em Cadeia). Entre os identificados por hibridizagdo estio os marcadores
RYLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e minisatélites ou locos VNRT (Variable Number of
Tandem Repeats). J4 aqueles revelados por amplificagdo incluem os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e Microsatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats).

Assim, os marcadores moleculares estio agrupados conforme os métodos utilizados para sua
identificagdo. Aspectos como custo da técnica, facilidade de uso, tempo necessirio para obtencio de
resultados, polimorfismo detectado, consisténcia e repetibilidade dos dados influenciam na escolha
do tipo de marcador a ser adotado (MILACH, 1998Db).

A téenica RELP (Restriction Fragment Length Polymorphism, ou polimorfismo no comprimento
de fragmentos de restri¢ao) é uma das mais antigas e utilizadas no melhoramento vegetal, a qual
baseia-se na digestdao de DNA gendmico com enzimas de restrigio. Posteriormente, promove a separagio
dos fragmentos gerados em gel de agarose e os transfere para membranas de celulose, onde serdao
hibridizados com sondas de DNA. As sondas sdo fragmentos de DNA cépia dnica, que antes de
serem usadas na hibridizagao sdo marcadas com nucleotideos radioativos ou luminescentes para
detectarem seqiiéncias gendmicas homdlogas a elas. Neste processo, ocorre o pareamento das seqiiéncias
homélogas de DNA presentes na membrana e o polimorfismo entre genétipos é detectado a partir da
presenca ou auséncia de DNA, marcado com radioatividade ou por luminescéncia emitida devida ao
pareamento dessas seqiiéncias, o que gera bandas em diferentes regides da membrana (YAMANE,
2006). A partir da construcio de diferentes bibliotecas de sondas, é possivel cobrir, potencialmente,
todo o genoma da espécie a ser estudada. A grande vantagem da técnica RFLP ¢ a sua codominéncia,
que favorece a distincdo de um gen6tipo heterozigoto de um homozigoto (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Em comparacao com as isoenzimas, RFLP possui a vantagem de se
utilizar diferentes enzimas de restri¢do e, assim, detectar um maior nimero de polimorfismo na
espécie estudada. Porém, este tipo de marcador vem perdendo espago para aqueles baseados em
PCR, em virtude do investimento necessario em equipamentos, reagentes quimicos e pessoal.

Locos VN'TR, ou minisatélites, sao seqiiéncias adjacentes de DNA que se repetem em nimero
varigvel. Um loco VN'TR ¢ constituido de um ntimero varidvel de seqiiéncias idénticas repetidas lado
a lado, as quais possuem de 15 a 100 pares de bases e, em cada loco, sdo repetidas até 50 vezes. E uma
técnica semelhante a0 RFLP, variando basicamente no tipo de sonda utilizado.

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo de Polimeriza¢do em Cadeia) tem

como finalidade sintetizar bilhdes de cépias de um fragmento de DNA por meio de reacdes de
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amplificacdo na presenga da enzima DNA polimerase. Assim, esta técnica consiste na sintese enzimdtica
in vitro de um segmento de DNA de interesse, que é usado como “molde”,; e de primers (iniciadores),
que sdo seqiiéncias especificas de nucleotideos de fita simples. PCR foi desenvolvido por Kary Mullis,
ao final da década de 80, tendo como base a utilizacio da enzima DNA polimerase, que é termoestdvel
e possui a capacidade de sintetizar uma regido especifica do genoma utilizando primers. Os primers
sdo sintetizados artificialmente com diferentes seqiiéncias de nucleotideos.

Para que esta amplificacio i vitro ocorra, sdo necessrios os mesmos componentes envolvidos
na replicagio genética do DNA, ou seja, o DNA alvo da espécie estudada, um par de primers (que
irdo delimitar a regido a ser amplificada), a enzima DNA polimerase e seus co-fatores e os nucleotideos
que irdo constituir a nova fita de DNA. A partir de diferentes ciclos de temperatura, o DNA sera
desnaturado, os primers reconhecerio sua seqiiéncia complementar na fita simples de DNA e se anelardo
aela e, ao final, uma nova fita de DNA ser4 sintetizada. Cada ciclo envolve trés fases: 1. desnaturacio
da fita dupla de DNA, 2. pareamento dos primers com as seqiiéncias complementares, e 3. sintese de
nova fita de DNA. Esses ciclos serdo repetidos por muitas vezes, e a amplificagdo do DNA ocorrera
por progressdo geométrica e resultard em bilhdes de c6pias de DNA. As técnicas baseadas em PCR
requerem pequena quantidade de DNA inicial, o que favorece os casos em que se tem pouco material
genético disponivel. Essa técnica constitui-se em uma ferramenta indispensavel no programa de
melhoramento por ser de alta velocidade, facilidade e confiabilidade, com inimeras aplicagdes que
vio desde a identificagdo de espécies até o seu uso combinado com diversos marcadores moleculares,
havendo hoje vdrios marcadores de DNA derivados da técnica de PCR (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ou DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso) é
uma técnica derivada do protocolo de PCR, com duas caracteristicas distintas: 1) utiliza um primer
tnico em vez de um par de primers e 2) o primer Gnico tem sequiéncia arbitrdria. Dois grupos de
pesquisadores americanos (WILLIANS et al., 1990; WELSH; McCLELLAND, 1990)
desenvolveram, independentemente, a tecnologia baseada em PCR, que utilizava primers curtos e de
seqiiéncia arbitrdria na reacdo de amplificacdo, denominada RAPD. A partir do desenvolvimento
dessa técnica, conseguiram-se progressos na analise genética e no melhoramento de diferentes espécies
vegetais, tanto as que jd vinham sendo tradicionalmente estudadas, quanto aquelas que foram favorecidas
com o novo método, pois este era de baixo custo, rapido e dispensava conhecimento prévio da seqiiéncia
a ser amplificada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). O RAPD teve aplicacdes desde a
obtencdo e andlise de bancos de germoplasma até a construgio de mapas genéticos e localizacio de
genes de interesse. Uma desvantagem do RAPD ¢ a sua dominéncia, nio favorecendo a distin¢io do
polimorfismo entre um genétipo heterozigoto e um homozigoto dominante. Assim, é obtida pouca
informagdo genética por loco. Essa caracteristica, no entanto, pode ndo ser importante numa pesquisa
ou ser uma limitagio que impede uma andlise genética mais aprofundada.

Uma derivacio do RAPD foi proposta com a denominagio de SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), ou seja, regides amplificadas caracterizadas por seqtiéncias. SCAR sdo fragmentos
de DNA genomico localizado em loco geneticamente definido, que sio identificados por amplificagio
via RAPD, utilizando um par de oligonucleotideos especificos como primers (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Assim, marcadores SCAR sdo oriundos do sequenciamento de marcadores
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RAPD objetivando a sintese de primers especificos para amplificagio por PCR. A grande vantagem
da técnica SCAR sobre RAPD ¢ a sua maior reprodutibilidade, pois a técnica de RAPD ¢é sensivel a
qualquer variacdo de protocolo, como a quantidade de DNA utilizada e as diferentes marcas de
reagentes e de termocicladores (RANDIG; CARNEIRO; CASTAGNONE-SERENO, 2004).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism ou Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados) é outra técnica baseada na amplificagio via PCR, porém combinada com
a obteng¢do de fragmentos de extremidades coesivas a partir da clivagem do DNA por enzimas de
restricdo de corte raro e de corte freqiiente. Assim, sio construidos adaptadores que sdo seqiiéncias de
nucleotideos de fita dupla os quais se ligam a essas extremidades (LOPES et al., 2002). Por esta
metodologia obtém-se grande variabilidade genética, detectada pelo polimorfismo tanto de restrigao
quanto de amplificacio, sendo interessante para caracterizagio do genoma (GUIMARAES, 2006).
Em relagio a técnica RAPD, o marcador AFLP possui maior especificidade devido a utilizacio de
primers mais longos. A desvantagem desta técnica é a sua dominincia, como ocorre no RAPD,
reduzindo o nivel de informagio genética detectado por loco. Além disso, é considerada uma técnica
de custo elevado, necessitando de etapas adicionais para a digestaio do DNA por enzimas de restrigio
e do uso de todo o aparato de seqiienciamento, que utiliza radioatividade ou fluorescéncia e que nao
estd disponivel para muitos laboratérios.

A técnica de microsatélites, também chamada SSR (Simple Sequence Repeats ou Segiiéncias Simples
Repetidas), é muito utilizada para estudar polimorfismo do DNA em estudos de mapeamento genético
e na discriminacio de gendtipos. Nesta técnica, um par de primers especificos (de 20 a 30 bases)
amplifica regides complementares repetitivas do genoma através da reacdo de PCR. A variacdo em
ndmero dessas repeti¢des leva a alteragdo no comprimento do segmento a ser amplificado. Essas
regides flanqueadoras dos primers sio conservadas, levando & uma alta reprodutibilidade da técnica.
Assim, amplifica-se apenas a regido desejada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; BUSO et
al., 2003).

A grande vantagem do marcador SSR consiste no fato de ser codominante, ou seja, diferencia
os gendtipos homozigotos dominantes do heterozigoto, e de apresentarem grande polimorfismo.
Dessa maneira, um loco SSR gera muito mais informacio do que o de um marcador dominante,
mesmo em germoplasma de base genética estreita (BUSO et al, 2003). O que limita em parte a
utilizacdo em maior escala do SSR ¢é a obtengdo dos primers, pois é um processo oneroso e demorado,
considerando-se desde a construgao de biblioteca gendmica até o desenho e testes dos primers. Mesmo
assim, apenas 10 a 20% desses primers sio informativos, o que pode ser minimizado pelo intercAmbio
de informacdes entre os pesquisadores e institutos, utilizando-se, inclusive, primers desenvolvidos
para espécies correlacionadas (processo de transferabilidade ou amplificacio cruzada) (HOSHINO
etal., 2002).

4. ALGUMAS APLICAGOES DOS MARCADORES MOLECULARES

Cada vez mais, exige-se do mercado agropecudrio uma maior produtividade, com produtos de
melhor qualidade, durabilidade e pregos mais baixos. Para que isso ocorra, sio aliadas técnicas

tradicionais de producdo com as pesquisas inovadoras, desenvolvendo-se melhores métodos de se
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conseguir maior producio em dreas menores.

As instituigdes de pesquisas ligadas a este setor estdo atentas ao desenvolvimento de novas
tecnologias que beneficiem, além dos cafeicultores e consumidores, a drea de melhoramento genético.
Assim, técnicas biotecnoldgicas como a dos marcadores moleculares oferecem aos pesquisadores
possibilidades de melhor compreensao e de manutengio da variabilidade genética a ser explorada em
um programa de melhoramento a partir de genes que apresentem caracteristicas de importincia
agrondmica para serem utilizados como ferramentas de selecio antecipada (RUAS et al., 2000). Os
melhoristas tém interesse na transferéncia de determinada caracteristica para materiais elites, podendo-
se utilizar os marcadores moleculares em programas de hibridacio para selegio das progénies com
o(s) gene(s) do genitor de interesse. Outro papel dos marcadores moleculares na pesquisa do café é a
organizacio de um banco de germoplasma que ofereca as diferengas genéticas entre cada variedade da
espécie para futuros programas de sele¢io (MILACH,1998a). Para a espécie Coffea canephora as

principais aplica¢des dos marcadores moleculares serdo descritas a seguir.

4.1 QUANTIFICACAO DA VARIABILIDADE E DETERMINACAO DA DISTANCIA
GENETICA

Os marcadores genéticos fornecem informacdes a respeito da variabilidade genética e do grau
de relacionamento genético tanto dentro como entre populagoes de Coffea canephora. A quantificagio
da variabilidade é de fundamental relevincia no melhoramento, pois constitui ferramenta potente na
escolha dos materiais genéticos a serem utilizados nos cruzamentos, os quais, além de possuirem
caracteristicas de interesse, devem ser dissimilares para obten¢do de ganhos genéticos significativos
pela exploracio da heterose (FONSECA, 1999; FERRAO et al., 2005). Também serve de base para
os melhoristas com relacio a orientacio da necessidade de ampliagdo da base genética de sua colegio

ou de seu banco de germoplasma.
4.2 CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS E DE LIGACAO

A obtencio de mapas genéticos possibilita a andlise do genoma e a localizagdo das regides que
controlam caracteres de importincia agronoémica. Para a constru¢do dos mapas genéticos € necessaria
a utilizacao de populagio com elevado polimorfismo, oriunda de progenitores contrastantes. A
populacdo segregante e os progenitores devem ser analisados por um maior nimero possivel de
marcadores. O método consiste em verificar, utilizando programas computacionais apropriados, se
cada dois marcadores, ou um marcador e um gene de interesse, segregam independentemente ou sio

transmitidos juntos, neste caso por estarem ligados no mesmo cromossomo.
4.3 SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES - SAM

Neste processo de selegao, também conhecido por Marker Assisted Selection (MAS), inicialmente,
através do mapeamento genético, identificam-se marcadores associados a caracteristica de interesse.

Posteriormente, seleciona-se o individuo com o marcador de interesse, em estddios iniciais de
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desenvolvimento das plantas.

As principais vantagens da sele¢do assistida sdo as seguintes: selecio de individuo sem a
necessidade de avaliar o fenétipo; redugdo do tamanho da populagio de plantas no processo de avaliagio
e, conseqlentemente, redu¢do do tempo para as avaliacdes, de drea para o trabalho e de custo de
conducio do trabalho; redugao do tempo para a selecao, visto que dispensa a necessidade de se esperar
por algumas caracteristicas varios anos até que ela se expresse.

Tendo-se disponiveis essas informacdes, podem-se selecionar os individuos sem que se avalie o
seu fendtipo. Para isso, aplica-se a selegdo sssistida por marcadores moleculares (SAMM), técnica
que apresenta grande vantagem quando a caracteristica de interesse ¢ de dificil identificacdo. Também
é interessante aplicar essa técnica nas espécies perenes, como o café, quando é preciso esperar anos para
que a caracterfstica possa ser avaliada. Uma eficiente SAMM serd determinada se um alto grau de
associacdo entre o marcador e a caracteristica de interesse for verificado. Os melhoristas de plantas

esperam que a sele¢do assistida por marcadores moleculares reduza o tempo para transferéncia de

genes de interesse (MILACH,1998b).
4.4. FINGERPRINTING DAS VARIEDADES CLONAIS

Com base em marcadores de DNA, realiza-se a caracterizagao molecular das variedades clonais
desenvolvidas e recomendadas pelas instituicdes de pesquisa através do fingerprinting dos clones
correspondentes, principalmente naqueles em que é dificil a sua identifica¢do apenas pela diferenciagdo
de atributos fenotipicos, ou seja, de caracteristicas agronémicas, principalmente daquelas controladas
por muitos genes e que sofrem maior influéncia das condi¢des ambientais. Essa caracterizagio molecular
¢ particularmente relevante no processo de prote¢do de cultivares. A tecnologia de marcadores
moleculares pode ser empregada de forma objetiva, rdpida e segura na comparagio de diferentes

cultivares.
4.5 MONITORAMENTO DA PUREZA GENETICA

Realizada a caracterizagiao molecular dos clones componentes das variedades clonais, é possivel
monitorar os jardins clonais quanto a pureza genética dos clones de cada variedade recomendada e
saber se o total de clones em campo corresponde a constitui¢ao da variedade recomendada. Os clones
componentes de cada variedade, multiplicados nos jardins clonais, poderao ser monitorados em qualquer
estddio de desenvolvimento da planta e em qualquer local em que estejam implantados, até mesmo
ap6s anos de trabalho. Vale ressaltar que jardins clonais sdo campos de multiplicagio de estacas dos

clones componentes das variedades clonais de café conilon.

5. RESULTADOS COM MARCADORES MOLECULARES FOCADOS NA
ESPECIE Coffea canephora

Marcadores moleculares tém sido utilizados com diferentes finalidades no cafeeiro, e os trabalhos

de pesquisa citados na literatura estdo centrados na espécie Coffea arabica, nio havendo, até entio,
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muitos resultados especificos com Coffea canephora.

Para as andlises moleculares sdo utilizadas populagoes segregantes, cruzamentos, materiais clonais,
entre outros. Orozco-Castillo, Chalmers e Powell (1994), trabalhando com diferentes materiais genéticos,
verificaram produtos de amplificagdo especificos para Coffea canephora em Coffea arabica, indicando
fluxo génico interespecifico e introgressdo no café. Observou-se que a técnica RAPD foi eficiente
para diferenciar subgrupos de Coffea arabica, atil inclusive para detectar introgressdo e caracterizar a
origem geogrifica do café. Os marcadores RAPD foram, inicialmente, amplamente utilizados na
pesquisa com café ardbica, e sdo inimeros os trabalhos de caracterizacio de germoplasmas e identificagdo
de genes de interesse, entre outros (OROZCO-CASTILLO; CHALMERS; POWELL, 1994;
AGWANDA etal., 1997; DINIZ et al., 2000; SILVESTRINTI et al., 2000; SERA et al., 2003). Em
Cofféa canephora, a técnica de RAPD tem sido utilizada na analise da diversidade genética e caracterizacao
de germoplasma (SILVA et al., 2000; FERRAO et al, 2005).

Paillard, Lashermes e Petiard (1996), trabalhando com café robusta, obtiveram um mapa parcial
de ligacdo, com 15 grupos de ligagdo, utilizando 100 marcadores RAPD e 47 marcadores RFLP.
Posteriormente, Lashermes et al. (2001) desenvolveram outro mapa de ligagdo parcial para a espécie
Coffea canephora com 11 grupos de ligagdo, utilizando 11 marcadores RAPD, 97 AFLDP, 18
microsatélites e 36 RFLP. Com café arédbica, foram obtidos trés mapas de ligagdo, sendo dois com
marcadores RAPD e em um com marcador AFLLP (CABRAL, 2001; OLIVEIRA et al., 2003;
PEARL et al,, 2004). O ponto de partida para se construir um mapa de ligagio consta da
disponibilidade de uma populagio segregante polimérfica, oriunda de genitores contrastantes. Podem
ser utilizados marcadores RAPD, RFLDP, ou qualquer outro marcador, e até virios deles de forma
integrada. O desenvolvimento de um mapa de ligacio oferece condicoes para a avaliagio dos marcadores
distribuidos por todo o genoma da espécie em estudo, maximizando a probabilidade de se encontrar
associacdes significativas. Quando identificadas essas associagdes, os marcadores podem ser utilizados
na selecdo indireta das caracteristicas de interesse.

Marcadores ligados a genes associados a caracteristicas qualitativas de importincia agrondémica
para o cafeeiro foram identificados, como para a auto-incompatibilidade em café robusta
(LASHERMES; COUTURON; MOREAU, 1996a), resisténcia a Hemileira vastatrix
(TEDESCO etal., 1999; MORENO et al., 2000), porte da planta (RUAS, et al., 2000) e resisténcia
a nematdides do género Meloidogyne (LASHERMES, 2002; 2003; DINIZ, 2004).

Combes et al. (2000) desenvolveram um conjunto de marcadores SSR para o café. Avaliaram
também o potencial desses marcadores na discriminagio de genétipos de Coffea arabica, Coffea canephora
e de outras espécies de café, obtendo como resultado polimorfismo na maioria das espécies dipléides
de café.

O modo de heranca em café ardbica e dos chamados arabustas (Coffea canephora x Coffea arabica)
foi investigado por Lashermes et al. (2000a). A andlise foi realizada através do uso de marcadores
RFLP e os resultados indicaram que os cromossomos homdlogos de Coffea arabica se pareiam devido
a reguladores de pareamento, os quais poderiam ser controlados por um ou mais genes. Também os
cromossomos de Coffea arabica se comportam diferentemente em Coffea arabica e em arabusta.

O hibrido de Timor, resultante do cruzamento interespecifico expontaneo entre Coffea arabica

e Coffea canephora, e os seus progenitores foram avaliados por Lashermes et al. (2000b) quanto a
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similaridade genética utilizando a técnica de AFLP. A partir de marcadores introgressivos, verificou-
se de 9 a 29% do genoma de Coffea canephora em gendtipos introgressivos de Coffea arabica. Esse
estudo foi importante para a drea de melhoramento do café ardbica, j4 que o AFLP forneceu a andlise
do nivel de introgressdo génica do hibrido a partir da obten¢io de marcadores para o café, também
sendo uma técnica apropriada para a caracteriza¢io do seu germoplasma.

Na América Latina, o nematdide das galhas, Meloidogyne exigua, causa grande prejuizo
agrondmico na maioria das lavouras de café ardbica. Curie et al. (1970) verificaram que variedades de
Coffea canephora sdo resistentes a esse nematéide, ao contrario das variedades de Coffea arabica, que sao
suscetiveis. O hibrido de Timor, variedade reconhecidamente resistente a pragas e doengas, demonstrou
resisténcia a M. exigua, como a observada em Coffea canephora. Noir et al. (2003) desenvolveram um
trabalho em que, com a aplicacdo dos marcadores AFLP ligados ao loco de resisténcia a M. exigua
(Mex-1), avaliaram a origem de introgressdo dessa resisténcia entre o hibrido de Timor e seus
progenitores (Coffea arabica e Coffea canephora). A confirmagdo da maior resisténcia dos acessos de
Coffea canephora foi a partir da detecgdo dos marcadores AFLP de resisténcia nesta espécie, enquanto
nenhum marcador foi detectado em Coffea arabica. A resisténcia & M. exigua nas linhagens do hibrido
de Timor foi conferida ao loco Mex-1. A identificagdo de marcadores moleculares ligados a resisténcia
a M. exigua contribuiu, como uma grande ferramenta, em programas de melhoramento do café e na
selecio de materiais mais resistentes. Dentro dessa abordagem, Randig, Carneiro e Castagnone-Sereno
(2004) desenvolveram marcadores SCAR para as trés principais espécies de Meloidogyne existentes no
Brasil: M. exigua, M. incignita, M. paranaensis.

No contexto de mapeamento de /oci génicos responsaveis por caracteristicas quantitativas (QTLs),
sabe-se que ocorre a acdo de vdrios genes, o que torna o processo mais complexo. Para tanto, o
mapeamento é baseado em testes de associacio entre marcadores moleculares e caracteristicas fenotipicas,
utilizando procedimentos estatisticos e programas computacionais adequados. Machado (2005) utilizou
marcadores do tipo RAPD para construgio de dois mapas de ligagio em populagdes segregantes
oriundas de cruzamentos com o hibrido de Timor. As metodologias de mapeamento de QTL.s,
marca simples, mapeamento por intervalo simples e mapeamento por intervalo composto foram
empregadas para detectar e mapear regides genomicas associadas a nove caracteristicas agrondmicas
analisadas. Um total de 1.080 primers RAPD foram avaliados entre os genitores e hibridos F,. As trés
metodologias de mapeamento identificaram marcadores moleculares ligados a caracteristicas de
importincia em cafeeiro.

Materiais genéticos de Coffea canephora do programa de melhoramento genético do Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensio Rural (Incaper) que apresentam alguma
caracteristica relevante sao conservados ex sit#, na forma de plantas em um Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) da espécie, na Fazenda Experimental de Marildndia, municipio de Marilindia/ES (FERRAO;
FONSECA; FERRAO, 2000). Esse BAG ¢ representado atualmente por 375 acessos e cada acesso,
por 10 plantas. Na conservagao e exploragdo desses recursos genéticos, a precisa detec¢ao e quantificagdo
da variagdo genética é um pré-requisito fundamental. Em razdo de sua grande variabilidade e do
grande nimero de acessos, a caracterizacdo morfoldgica torna-se dificil e demorada, pois é necessirio
grande ntimero de descritores para representar esta variabilidade e especialmente pela plasticidade

genética apresentada pelos acessos sob efeito ambiental. O uso de marcadores moleculares, em associagio
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com descritores morfolégicos, tem sido utilizado para analisar a diversidade genética. As etapas para
aavaliagio molecular constam de: 1. coleta do material de trabalho; 2. extragio de DNA; 3. quantificagio
e controle do DNA gendémico; 4. reagio RAPD para amplificacio do DNA; e §. eletroforese e
visualiza¢do do produto da reacdo. A descri¢do sumarizada de cada uma dessas etapas, baseada no
protocolo utilizado no Incaper, é apresentada a seguir.

1. Coleta do material de trabalho: amostras de folhas sadias de plantas adultas de cada um dos
materiais do BAG sio coletadas na Fazenda Experimental do Incaper, localizada no municipio de
Marilandia/ES, inseridas em sacolas plésticas devidamente etiquetadas e conduzidas em isopor com
gelo ao laboratério de biologia molecular do Centro Regional de Desenvolvimento Rural Centro
Serrano/Incaper, onde sio acondicionadas a temperatura de -80°C. Um ponto relevante nesse processo
¢ a conservagao do material desde a coleta, o transporte e o armazenamento em laboratério, de modo
que ndo ocorra murcha das folhas e atuagdo de enzimas que poderdo contribuir para a degradagio do
DNA. Vale ressaltar que a coleta pode ser feita em plantas de qualquer idade, pois 0o DNA é 0 mesmo
em todas as partes da planta e em todos os estddios de desenvolvimento.

2. A extragdo do DNA: ¢ efetuada com base na metodologia de Doyle e Doyle (1990), com
algumas modificaces. Cerca de 2 g de folhas de cada acesso sio maceradas em gral de porcelana, com
nitrogénio liquido. O pé obtido é transferido para tubos de 2 mL, onde sdo adicionados 900 mL. de
tampdo de extracdo (CTAB 5%, NaCl § M, EDTA 0,5 M, Tris — HCl 1 M pH 8,0, PVP 1%, b-
mercaptoetanol 1%) e incubados por 40 minutos, em banho-maria, a 65°C, sendo agitados suavemente
trés vezes durante o tempo de incubagdo. Apéds a incubagio, efetua-se a desproteinizagdo por duas
vezes, com cloroférmio: dlcool-isoamilico (24:1), e as amostras sio submetidas a centrifugacio por
aproximadamente § minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa obtida dessa centrifugagdo é transferida
para outros tubos e adiciona-se 600 mL. de isopropanol gelado, para precipitacio dos dcidos nucléicos,
deixando a temperatura de -20°C por trés horas. Posteriormente, realiza-se a centrifugacio a 14.000
rpm durante 10 minutos, e os pellets sdo lavados com etanol 70% e 95%, secos e ressuspensos em
tampao TE pH 8,0 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM). Apés a ressuspensao dos dcidos nucléicos,
adiciona-se RNAse A numa concentracio final de 40 ug/mL,, e as amostras sdo incubadas por 30
minutos, a 37 °C. A seguir, adiciona-se 600 mL. de etanol absoluto gelado, para precipitar o DNA, e
procede-se a uma centrifugagdo a 14.000 rpm, para separa-lo da fase aquosa. O DNA € entio lavado
com etanol 70% e 95% e ressuspenso com TE (Figura 01).

3. Quantifica¢io e controle do DNA genémico: a quantificacgio do DNA € realizada a partir
de amostras padrdes com concentragoes conhecidas. Esta técnica baseia-se na comparacao de amostras
de DNA de concentracao desconhecida (amostras de DNA extraidas) com um DNA padrao (de
concentragio conhecida). Para que o DNA torne-se visivel, utiliza-se o processo de coloracio de
minigel de agarose com brometo de etidio e a eletroforese?, no processo de separagio de fragmentos.
O DNA apresenta carga negativa em pH neutro, o que faz com que seus fragmentos migrem do
polo negativo para o positivo, durante a eletroforese. Posteriormente, o gel é visualizado em luz

ultravioleta. Os DN As das amostras extraidas s2o comparados com os DNAs utilizados como padrio,

* Eletroforese: processo pelo qual moléculas carregadas migram em um campo elétrico, sendo a razdo de migragao determinada pelo
tamanho da molécula e sua carga elétrica.
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de concentragio conhecida. Ao mesmo tempo, é detectado se o DNA apresenta boa qualidade ou nao.
Se o DNA estiver intacto, ou seja, ndo ocorrer degradagio ou essa for minima, observa-se apenas a
banda no topo do gel, enquanto se 0o DNA estiver degradado, observa-se um rastro de fragmentos em

toda a linha do gel.

Transferir o Adicionar Cloroférmio:
p6 para tubo Alcool isoamilico ' Fase aquosa
: ‘) u Fase orgénica
d -
Adicionar tampao .
Fol%qa e Macerar o CTAB e incubar a Agitar
café material 65°C Repetir
por duas
vezes
Adicionar
Isopropanol

Centrifugar ’
Descartar o
sobrenadante e
dissolver o DNA
Transferir fase
superior para i '
"DNA outro tubo Centrifugar

Figura 1. Ilustragdo do processo de extragio de DNA pelo método CTAB, adaptado de Romano e Brasileiro
(2006).

4. Reagio de RAPD: A reagio € realizada em um volume de 25 .. Os componentes basicos
utilizados sdo tampao, MgCl, enzima, primers e DNA. A reagdo consiste de ciclos repetidos de
desnaturagdo, anelamento dos primers e extensio do DNA. Ap6s 40 ciclos, o DNA amplificado pode
ser visualizado em gel de agarose. Assim, no trabalho de caracterizagao molecular do Incaper, cada
reacdo de amplificagio de 25 ul. tem 25 ng de DNA, 0,1 mM de cada um dos desoxiribonucleotideos
(dATPE, dCTB dGTP e dTTP); 2,0 mM de MgCl; 10 mM de Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM de
KCl; 0,4 pM de um oligonucleotideo iniciador ou primer e uma unidade de Taq polimerase. As
reacoes de amplificacio sdo efetuadas em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems), de acordo com Williams et al. (1990). Os ciclos de amplificacio constituem-se de uma
etapa de desnaturagio a 94°C, por 15 segundos, uma etapa de ligacdo do primer ao DNA molde a
35°C, por 30 segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C, por um minuto. Depois de 40 ciclos, ocorre
a ultima etapa de extensio a 72°C, por sete minutos.

5. Eletroforese e visualizacdo do produto da reacio: Os produtos de amplificagdo sdo separados
em gel de agarose 1,2% imerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 Mm, EDTA 1 mM, pH 8,0), e
posteriormente corados em solucio contendo 10 mg/mL. de brometo de etidio. A corrida de eletroforese
é conduzida sob voltagem constante de 110 Volts durante aproximadamente trés horas. As bandas de

DNA sio visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas com o sistema de fotodocumentacio Fagle
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Eye II (Stratagener). Este sistema captura, com uma cimera, a imagem do gel do transluminador de
luz U.V. em um sistema de fotodocumentacio através de programa apropriado no computador e sua
impressdo. A avaliagio do gel € feita pela presenca ou auséncia de bandas, utilizando-se o nimero 1
a presenca e 0 a auséncia de determinada banda. Esses dados sio tabulados e utilizados nos
procedimentos genético-estatisticos para as andlises de interesse. As Figuras 2 e 3 ilustram,
respectivamente, as etapas da reagdio RAPD e os produtos de amplificacio de DNA de 40 diferentes
germoplasma de café conilon do BAG do Incaper, analisados pela técnica de RAPD.

O laboratério de biologia molecular do Incaper estd instalado no Centro Regional de
Desenvolvimento Rural Centro Serrano, localizado na BR 262, Km 94, municipio de Domingos
Martins. Atualmente, os trabalhos laboratoriais estdo focados na pesquisa com a espécie Coffea canephora
e na utilizagdo dos marcadores RAPD e Microssatélites como técnicas moleculares. O dendrograma
da Figura 4 mostra a variabilidade genética baseada em marcadores RAPD de 49 clones de Coffea
canephora, do programa de melhoramento genético da espécie, no Incaper, sendo 45 deles componentes
das cinco variedades clonais de café conilon desenvolvidas e recomendadas pelo Instituto para o
Espirito Santo (FERRAO et al., 2005). Para andlise, utilizaram-se 31 primers, que apresentaram
padrdes de polimorfismo entre os gendtipos de Coffea canephora analisados, os quais geraram 233
produtos de amplificagio polimérficos, com uma média de 7,516 bandas/primer. Verificou-se que os

clones componentes de cada variedade clonal do Incaper encontram-se distribuidos em vérios grupos

geneticamente dissimilares, apesar de possuirem caracteristicas fenotipicas em comum. A diversidade
$ genética observada neste estudo demonstra a importincia da realizacdo de hibridagoes entre esses
germoplasmas.
PCR
*— DNA gxtraide r 3
_, : Amplificagio da .
. g/ /s DA Q4 15 580
/8 s/ - 35°C 30 seg
L4 L
. TZ°C1mn
DM, « commpone s 40 cielos
da reagan
Thepdrtgpea FPrimar
MREADRNNE
a [a]s]afa]e]1]o
3 1jrjrjij1j1joe
L iyfj1jL]a|eye
s i ]o
Tabulagio tos dados Fatadacurnentag $o

Elalrofares e em gel of aQamse

LEPILE T RN

Elaborgin do Dengrograms
Figura 2. Protocolo ilustrativo utilizado para as reacdes RAPD.
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Figura 3. Visualizacio de produtos de amplificacio de DNA de 40 diferentes germoplasmas de café Conilon
do BAG do Incaper, analisados pela técnica de RAPD, utilizando-se o primer AF-07.

Dentro dessa abordagem de discussio, é importante reforgar que a avaliacdo da variabilidade
genética de germoplasmas depende da disponibilidade de marcadores polimérficos e neutros do ponto
de vista do efeito ambiental. Os conhecimentos gerados com marcadores moleculares em café conilon
fornecem informacoes bédsicas da diversidade e distAncia genética, que sio imprescindiveis no
conhecimento da base genética, bem como na redundincia de germoplasma e/ou auséncia de
variabilidade genética, gerando dados sobre a necessidade de manutencio e ampliacio do Banco de
Germoplasma de café Conilon no Estado do Espirito Santo. Além disso, a caracterizagdo molecular
do germoplasma é fundamental no processo de protegdo de cultivares, visto a elevada precisio da
tecnologia. A identificacio de marcadores genéticos ligados a caracteristicas de interesse, como a
resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix) e tolerancia a seca em Coffea canephora variedade Conilon,
contribuird de forma eficaz para a selecio de germoplasmas em menor periodo de tempo e com maior

eficdcia (selegdo assistida por marcadores).
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Figura 4. Dendrograma construido usando o algoritmo UPGMA (Unweigted Pair Group Method Average)
para agrupamento de 49 clones de Coffea canephora, com base em marcadores RAPD e de acordo
com a dissimilaridade genética obtida pelo complemento aritmético do indice de Jaccard.
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6. ANALISE GENOMICA

Os métodos para se analisar a estrutura e funcio de genes em larga escala, denominados
coletivamente de tecnologia gendmica, tém proporcionado uma enorme produgio de informacoes e a
geracio de bancos de dados de seqiiéncias de DNA, que possibilitam a identificagdo dos fatores
genéticos determinantes e/ou associados com caracteristicas de interesse agrondmico.

Segundo Meidanis (2005), seqiienciar um genoma ¢é obter a seqiiéncia literal das bases
nitrogenadas que constituem o genoma inteiro, ou, pelo menos, de grandes trechos dele. Usam-se as
expressoes genoma estrutural e genoma funcional para designar, respectivamente, projetos de
seqlienciamento completo e de seqlienciamento amostral de genomas. Ambas as estratégias exigem
que sejam coletados grandes volumes de dados, em forma de seqiiéncias. O alto custo para seqiienciar
0 genoma inteiro muitas vezes ¢ fator limitante.

Para seqiienciar o genoma total do cafeeiro, o custo seria muito elevado, devido a sua
complexidade e ao seu tamanho. Por isso, no Projeto Genoma Café optou-se em seqiienciar apenas
parte do genoma, ou seja, realizou-se o sequenciamento amostral do genoma, conhecido como Etiquetas
de Sequiéncias Expressas (ESTs — do inglés Expressed Sequence Tags), sendo seqiienciados apenas
genes expressos pelo organismo. Genes expressos s3o aqueles que se encontram ativos no momento e
nas condigdes da andlise. Desta forma, ESTs sdo seqiiéncias de DNA que representam pedacos de
RNA mensageiro (mRNA), que revelam os genes expressos em um tecido ou 6rgdo em determinada
situagdo fisiolégica ou patoldgica (VIEIRA, 2003).

Assim, o primeiro passo do Projeto Genoma Café foi a obteng¢ido de bibliotecas de ESTs, as
quais foram desenvolvidas de mRNAs extraidos e isolados de células e tecidos de diferentes plantas
em diferentes estidios de desenvolvimento e condi¢des ambientais das espécies Coffea arabica, Coffea
canephora e Coffea racemosa. Esta estratégia, apesar de ndo abranger todo o genoma da espécie, permite
a identificacdo de genes relacionados com processos biolégicos de interesse, de maneira mais rdpida e
eficiente. Em Coffea canephora, por exemplo, trabalhou-se mais especificamente com tecidos de plantas
tolerantes e sensiveis a seca. Dessa forma, genes diretamente relacionados com mecanismos de tolerincia
a seca poderio ser isolados a partir das seqiiéncias especificas obtidas de plantas resistentes e suscetiveis
e poderdo ser utilizados tanto como marcadores moleculares durante o processo de selegao, quanto
como genes candidatos a participar de um programa de pesquisa envolvendo a transformagio genética
de plantas. A expressio dos genes de interesse é comparada em gendtipos que apresentam diferengas
fenotipicas para a caracteristica em estudo.

A primeira etapa do Projeto Genoma Café, realizada no periodo de fevereiro de 2002 a fevereiro
de 2004, foi liderada e coordenada pelo Consércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café
(CBP&D - Café') e executado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e pela Fundacio

de Amparo a Pesquisa do Estado do Sao Paulo (Fapesp). O projeto contou também com intensa

'O Conséreio, criado em 1997, envolve 12 Estados da Federagio, sendo composto por 40 institui¢des de Pesquisa e Desenvolvimento,
entre elas as fundadoras a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), a Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agropecudrio (EBDA), o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensio Rural (Incaper), a Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais (Epamig), o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), o Instituto Agronémico do Parana (Iapar),
a Empresa de Pesquisa Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro (Pesagro-RIO), a Secretaria de Apoio Rural e Cooperativismo
(MA/SARC), a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Universidade Federal de Vicosa (UFV).
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participacao da Unicamp, USP, Unesp, Instituto Agronémico do Parand (Iapar), Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Universidade Federal de Vicosa (UFV), Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (Epamig) e Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper) nas discussoes técnicas e no fornecimento
de material genético para a construgio das bibliotecas génicas. Os materiais utilizados para a construcio
das bibliotecas de cDNa de Coffea arabica e Coffea racemosa sio oriundos da cole¢io de germoplasma
do IAC e os de Coffea canephora, do Incaper (VIEIRA et al., 2005).

O projeto resultou na construcao de um banco de dados com mais de 200 mil seqtiéncias de
DNA e foi o primeiro seqiienciamento mundial do genoma funcional do cafeeiro. Isso permitiu a
identificagdo de mais de 30 mil genes, responsdveis pelos diversos mecanismos fisiolégicos de
crescimento e desenvolvimento do cafeeiro. O banco de dados obtido é o resultado do seqiienciamento
de virias bibliotecas de cDNA, ou seja, seqiiéncias de DNA correspondentes aos genes expressos nos
vérios tecidos da planta (folhas, raizes, frutos, flores e ramos — sadios e submetidos a estresses bidticos
e abidticos — pragas, doengas, frio, calor, seca) em diversos estdgios de desenvolvimento.

Conforme ja citado, o sequenciamento do genoma café consistiu-se no primeiro passo no projeto.
Contudo, apenas o sequenciamento nio revela as posigoes dos genes e as variagoes encontradas dentro
dos individuos de uma espécie. Também nao elucida quais os genes estao envolvidos no comportamento
do organismo em questdo e como o ambiente influencia a atuagio dos genes. A informacio fundamental
refere-se ao entendimento de como os genes sdo organizados dentro do genoma, suas fungoes
bioquimicas e fisiol6gicas e a interacdo dos genes com os diferentes processos biolégicos (VIEIRA,
2003).

Dessa forma, apés o sequenciamento, iniciou-se o segundo passo do projeto, chamado de
“anotagdo”, que consiste em delimitar os genes e atribuir fungdes as seqiiéncias. Este processo visa
agregar valor a base de dados gerada no 4mbito do projeto Genoma Café, através da realizacio do
processo de anotacdes das mais de 30.000 seqiiéncias génicas diferentes identificadas, de forma a
facilitar o acesso e a utilizacdo dos dados pelos diversos pesquisadores envolvidos nos programas de
melhoramento genético do cafeeiro (CAIXETA etal., 2003). O processo de anotagao de uma seqiiéncia
baseia-se em comparacdo via programa informatizado com volumosos bancos de dados contendo
milhdes de outras seqiiéncias. Se uma similaridade significativa for encontrada, ha indicios de que a
seqiiéncia a ser anotada pode ter a mesma funcgdo. Posteriormente, as informacdes geradas sio
cuidadosamente examinadas por virios laboratérios que se dedicam a mineracio ou prospecgio dos
dados (nesta fase, sio comparadas semelhancas entre genes da espécie de interesse e genes de outras
espécies, previamente identificadas).

Essa analise comparativa, geralmente, ndo ¢ suficiente para definir com confiabilidade a fungao
do gene, sendo necessarios outros estudos adicionais, como os experimentais e/ou a utilizacdo de
outras ferramentas biotecnoldgicas de alto desempenho, denominadas de transcriptoma, proteoma e
metaboloma, em que:

- transcriptoma: realiza estudos sobre a expressao génica, que mede a concentragio de RNA do
tecido ou organismo em questao; compreende o conjunto de moléculas de RNA provenientes de um
genoma ou tecido;

- proteoma: realiza estudos sobre o perfil protéico de um organismo; refere-se a proteinas
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expressas por um genoma ou tecido;

- metaboloma: objetiva identificar e quantificar a composicio total de metabdlitos de um
organismo; metaboélitos podem ser definidos como produtos finais da expressdo de genes.

Essas etapas de estudo sdo, muitas vezes, necessarias, visto que a atividade de um gene € expressa
em diferentes niveis, incluindo RNA, proteinas e metabdlitos. O papel fundamental do DNA ¢
armazenamento da informacio genética. Para tal, regides especificas do DNA, os genes, sdo copiados
em moléculas de RNA, mais especificamente em mRNA, por um processo conhecido como transcricdo.
Esses RNAs sofrem modificacoes, e a informacio contida na molécula de RNA € entdo traduzida
para uma seqiiéncia de aminodcidos, formando as proteinas, que podem também sofrer modificacdes
(CAIXETA et al,, 2003; LEE, 2001).

No Projeto Genoma do cafeeiro, os principais objetivos definidos no plano de pesquisa inicial
foram determinar os genes expressos nos diversos tecidos e 6rgaos, assim como em situagdes de estresses
bidticos e abidticos, e construir mapas genéticos de café com alta qualidade, visando aumentar a
densidade de marcadores moleculares para auxiliar o melhoramento de novas variedades. Espera-se
que os resultados obtidos no Projeto Genoma permitam a geracio de novos e eficientes marcadores
moleculares (VIEIRA, 2003).

A partir dos genes e marcadores identificados serd possivel maior rapidez e eficiéncia no
desenvolvimento de variedades mais produtivas, tolerantes a seca, resistentes ao ataque de pragas e

doengas, com qualidades superiores, entre outras.
7. TECNICAS DE CULTURA DE TECIDOS E SUAS APLICAGOES

A selecdo e a reprodugio de plantas possuidoras de caracteristicas desejaveis tém sido utilizadas
desde os tempos antigos para atender a necessidade de produzir quantidades crescentes de alimentos
e matérias-primas para a industria.

O advento da 4rea biotecnoldgica possibilitou avanco significativo dos resultados em prazos
relativamente mais curtos nos programas de melhoramento das espécies. Uma das dreas mais promissoras
na Biotecnologia ¢ a da cultura de células e de tecidos. £ uma 4rea j4 antiga, datando dos anos 20, mas
que s6 alcangou progressos razodveis a partir do fim da década de 60.

Nos tecidos e nas células cultivadas i vitro, pode-se introduzir altera¢oes por acao de agentes
fisicos ou quimicos com maior eficiéncia do que em plantas inteiras. Assim, as taxas de alteracdes
(mutagdes) podem ser grandemente aumentadas e, a partir dessas culturas, pode-se conseguir a
regenera¢do de plantas com caracteristicas diferentes. Existe também a possibilidade de fusdo de
protoplastos de células geneticamente diferentes, possibilitando as novas combinacdes, ou combinagao
de material genético de células provenientes de espécies muitas vezes diferentes. Uma das vantagens
¢ que, através dessa técnica, pode-se gerar um grande numero de material clonado em curto espago de
tempo e em ambientes reduzidos, sendo ainda indicada para a eliminacio de doencas.

As téenicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no desenvolvimento
de cultivares superiores de plantas. Em geral, essas técnicas sdo utilizadas em uma ou outra etapa do

melhoramento genético.
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7.1 MICROPROPAGACAO

Micropropagacio é a multiplicacio ou regeneragio 7 vitro de material vegetal sob condigoes
assépticas em meios especiais que contenham nutrientes e reguladores de crescimento exigidos para o
desenvolvimento normal das atividades vitais das plantas. Esta é a base de procedimentos tomados
por centenas de industrias, envolvendo uma rede de laboratérios, na comercializagio de plantas em
nivel mundial. Esta técnica pode ser usada com maior eficicia na multiplicacdo de variedades de
clones vegetais. Além de rdapida propagagao das plantas, ela permite regeneragdo do material vegetal
tratado e livre de doencas, especialmente quando combinada com o uso de kits diagndsticos.

O dominio da técnica, aliado a razdes econdmicas, promoveu grande avanco com as espécies
herbaceas. Considerando a facilidade de regeneracio de raizes e o grande beneficio que representa a
limpeza de clones de doengas sistémicas, fez com que fossem concentrados esforcos na otimizagdo de
sistemas de micropropagagio para essas espécies, tornando-os economicamente vidveis. Por outro
lado, as dificuldades enfrentadas na propagagio de espécies lenhosas, entre as quais a perda da capacidade
morfogenética dos tecidos, fizeram com que o investimento na determinagdo de sistemas comerciais
para essas espécies fosse comparativamente menor.

No uso da técnica de micropropagagio, a variabilidade na resposta morfogenética i wvitro, que
existe ndo apenas entre espécies do mesmo género mas também entre gen6tipos da mesma espécie,
leva freqiientemente a necessidade de se definir protocolos diferenciados.

A micropropagacao pode ser representada por trés maneiras, de acordo com o explante utilizado
e sua conducio no ambiente i vitro:

o multiplicacdo por meio de gemas axilares: nesta situacio, os explantes sao gemas pré-formadas
que sio inoculadas em meio de cultivo dando origem a novas partes aéreas;

o multiplicacdo por meio de gemas adventicias por organogénese direta ou indireta: na
organogénese direta, as gemas surgem diretamente do tecido vegetal inoculado em meio de cultivo,
enquanto na indireta a formagio de gema é precedida pela formacio de calo;

o embriogénise somdtica: a embriogénese somatica pode ocorrer por via direta ou indireta.

De acordo com Almeida et al. (2001), a micropropagacio de plantas de cafeeiro representa uma
via tanto para a propagacio vegetativa quanto para a preservagao de germoplasma. Conforme o tipo
de explante utilizado e sua subseqiiente manipulacio, a micropropaga¢io pode ocorrer através da
proliferacdo de gemas axilares e da embriogénese somadtica direta ou indireta.

A embriogénese somitica a partir de explantes foliares de Cyffea pode ocorrer por via indireta,
havendo inicialmente formacido de calo, que, posteriormente, ao ser transferido para o meio de
diferenciagdo morfoldgica, originard os embrides; ou via direta, sendo os embrides formados diretamente
de células da borda do explante.

Dentre as modalidades da cultura de tecidos em café, a embriogénese somitica tem sido
freqiientemente citada no esforco por estabelecer um protocolo de micropropagacio clonal para Coffea.

Balbino, Athayde e Ferrdo (2002), em conformidade com os autores supracitados, relatam a
ocorréncia de embriogénese indireta em 10 clones de Coffea canephora cv. Conilon, os quais apresentaram
rendimento médio de 60 embridides por explante. A formacio dos embridides ocorreu seis meses

ap6s a inoculagdo. Utilizou-se o meio de cultivo Murashige e Skoog, acrescido de 1,5 mg de BAP e
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10 mg de GA  por litro. Correlacionaram a capacidade de formagio de calos e embriogénese somética
com o estddio fenolégico da planta. Os autores observaram que a formagdo de embridides/explante/
clone foi varidvel de acordo com a fase fenoldgica da planta. A Figura § ilustra as etapas do processo
de multiplicagdo 7 vitro do café conilon.

Almeida et al. (2001) obtiveram resultado similar quando trabalharam com oito genétipos de
Coffea, no IAC. Observou-se que os gendtipos apresentaram respostas diferenciadas conforme as
épocas de coleta das folhas. Sendo assim, os autores prospectaram que o estadio fisiol6gico da planta

pode influenciar a capacidade de embriogénese somética dos genétipos estabelecidos i vitro.
7.2 CULTURA DE EMBRIOES

A técnica € utilizada para superar dorméncia de sementes devida a imaturidade do embrido ou
a presenca de substincias inibidoras no endosperma, além de para estudar os aspectos nutricionais e
fisiolégicos do desenvolvimento do embrido. A técnica também ¢ aplicada para testar a viabilidade de
sementes e recuperar hibridos raros de cruzamento entre espécies incompativeis.

Um dos objetivos do melhoramento genético do cafeeiro estd na reducio do tempo gasto na
identificacdo de um gendtipo promissor e sua multiplicagdo para teste de campo, uma vez que o

periodo de tempo entre o florescimento e a produgdo de sementes leva meses.

*
l_-q

Retirada explantes Inoculagio Formagio calos
explantes foliares

Muda aclimatada Plintula regenerada Formagio embridides

Figura 5. Etapas do processo de multiplicagdo 7z witro do café conilon no Incaper.
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A utilizagdo da cultura de embrides garantiu 100% de germinagio para as cultivares de Coffea
canephora cv. Apoata e Coffea arabica cv. Acaia Cerrado, Rubi e Topazio, quando comparados com as
sementes desprovidas de pergaminho, que ndo germinaram 7 vitro. E, ainda, observou-se que as
cultivares de Coffea exigiram concentragdes de 9 a 12mg/l de BAP para brotagio e crescimento da
parte aérea, enquanto o desenvolvimento radicular se deu na auséncia do regulador de crescimento. A
técnica de cultura de embrides faculta a diminuigdo do tempo necessdrio para a obteng¢io de novas

progénies e a garantia da uniformidade genética do material (SANTOS et al., 2001).
7.3 CONSERVACAO DE GERMOPLASMA N VITRO

Na preservacio do germoplasma 7z wvitro, pode-se utilizar diferentes explantes, como 4pices
caulinares, hastes, embrides zig6ticos e somdticos, além de calos. Esta técnica é aplicada, principalmente,
para espécies propagadas vegetativamente. No caso do café, pode ser dinamizada a partir da manutengio
de plantulas, embridides e calos. Viabiliza o incremento e intercAmbio das redes de pesquisa, uma vez
que a troca de material poderd ocorrer por meios mais rdpidos, minimizando as tarefas dos servigos de

quarentena e vigilincia sanitdria.
8. CONSIDERAGCOES FINAIS

Através da reunido dos esfor¢os e dos conhecimentos resultantes do melhoramento cldssico e das
técnicas mais recentes de biologia molecular, objetiva-se chegar a uma cafeicultura focada em uma
eficiente conservagao e utilizacio dos recursos genéticos, com ganhos significativos na produtividade,
na qualidade e na sustentabilidade da atividade. A selecao de gendtipos assistida por marcadores
moleculares pode acelerar o progresso genético através do aumento da eficiéncia da sele¢do, com

reducio do tempo para o desenvolvimento de novas variedades.
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