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PLANTA EM C. ARABICA
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RESUMO: A metodologia de RAPD foi utilizada para identificação de marcador molecular, relacionado
com a característica porte da planta em C. arabica.  DNA de dez plantas de porte alto e dez de porte baixo,
obtidas de uma geração F2, foram extraídos e, após quantificação, reunidos em “bulk”.  Os bulks de DNA de
plantas de porte baixo e porte alto foram utilizados para amplificação com 120 primers de RAPD. Três
primers que sugeriram a presença de marcador específico para porte das plantas foram amplificados com
DNA das dez plantas de porte baixo e dez plantas de porte alto, individualmente.  Um dos marcadores com
aproximadamente 1.2 kb, sugeridos nos bulks foi confirmado, ocorrendo em todas as plantas que
apresentavam porte baixo. Nenhuma das plantas de porte alto apresentou este marcador, sugerindo
fortemente uma associação com a característica em questão. Em continuidade ao projeto este marcador será
clonado e  sequenciado para verificar sua relação com a característica porte da planta. Após o
sequenciamento, as 24 bases do início e do final do fragmento serão utilizadas para construção de dois
primers de PCR específicos (SCAR) que serão utilizados para seleção assistida de plantas de porte baixo.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica, marcador molecular, RAPD, SCAR, Sequenciamento, porte de
planta.

ABSTRACT: RAPD methodology was used in the identification of molecular markers related to plant
stature in C. arabica. DNA of ten F2 plants with short and tall stature was extracted.  After quantification, ten
samples were joined in a bulk of short plants and other of tall plants. The DNA of the two bulks was
amplified with 120 RAPD primers. Three primers, which suggested the presence of a specific molecular
marker, were amplified with DNA of ten individual short plants and ten tall plants. One of the markers with
1.2 kb in size, was amplified only in the short plants, suggesting that it is associated with this characteristic.
In continuity, this marker will be cloned and its sequence determined to define its relationship with the
character. Additionally, two specific PCR primers (SCAR) will be designed to screening for short plants.

INTRODUÇÃO
O café é uma planta perene que leva 4 anos para completar um ciclo de semente a semente.  Assim, qualquer
projeto de desenvolvimento de cultivares do tipo linhagem a partir do cruzamento vai exigir um mínimo de 6
gerações sucessivas (24 anos) para início de liberação de novas variedades de cultivo.  Todavia, a exemplo
do que ocorre em outras culturas perenes, no café a avaliação de caracteres de interesse agronômico é
realizada no campo, utilizando marcadores fenotípicos que são, na maioria dos casos, pouco precisos do
ponto de vista de seleção antecipada, além de apresentar um alto consumo de tempo, espaço, máquinas,
insumos e mão-de-obra.
Técnicas que permitem identidficar marcadores moleculares ligados a genes que condicionam características
de importância agronômica, representam importantes ferramentas para seleção antecipada, agilizando em
muito os programas de melhoramento do café.  Uma das metodologias que tem-se mostrado eficiente na
identificação de marcadores moleculares que podem ser usados na seleção assistida em plantas é o
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD).  Em C. arabica, Agwanda et al. (1997) identificaram
com uso de RAPD, marcaodores ligados ao gene que confere resistência ao Colletotrichum kahawae.
A avaliação do porte de plantas de café é muito difícil se conduzida em viveiros, podendo induzir a erros já
que depende do nível de competição entre as plantas. A identificação de marcador molecular relacionado ao
porte da planta, poderá oferecer uma alternativa rápida e eficiente para a identificação de plantas de porte
baixo e compacto que, além de facilitar a colheita e reduzir o custo, pode levar a um aumento no potencial
produtivo por área plantada. Assim um marcador molecular especifico para a arquitetura da planta será
importante para os futuros programas de melhoramento genético com seleção assistida.
Marcadores moleculares obtidos por RAPD para diversas características agronômicas podem ser convertidas
em uma sequência amplificada de região característica (SCAR).  Portanto, o marcador de SCAR representa
uma região específica do genoma que é amplificada por PCR usando um par de oligo-primers (Paran e
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Michelmore, 1993).  Assim, pretende-se transformar o marcador para porte de planta, identificado com o uso
de RAPD, em marcador de SCAR que será útil na seleção precoce de plantas de porte compacto.

MATERIAL E MÉTODOS
Para a identificação de marcador molecular para o genótipo porte compacto (Ct Ct, Ct ct) foram usadas
plantas F2, obtidas do cruzamento entre o cultivar LCPM376-4 de porte normal (ct ct) do germoplasma
Mundo Novo e, como parental de porte compacto (Ct Ct), o cultivar IAPAR-59 do germoplasma Sarchimor.

Extração de DNA
Foi extraído DNA de dez plantas de porte baixo e dez plantas de porte alto da geração F2.  Para a extração de
DNA utilizou-se a metodologia utilizada por Diniz et al. (2000).  Após a extração, o DNA foi quantificado
em fluorômetro DyNA Quant 200 da Hoefer-Pharmacia seguindo as instruções do fabricante. Após a
quantificação, “bulks” de DNA foram feitos, um com o DNA das plantas altas e outro com o DNA das
plantas altas, conforme Michelmore et al.(1991).

RESULTADO E DISCUSSÃO
Um total de 120 primers foram utilizados para amplificação do DNA contido em bulks obtidos de plantas
altas e plantas baixas. Deste total, três primers permitiram identificar uma banda específica para o bulk
formado com DNA de plantas de porte compacto, sugerindo que estes poderiam estar associados com esta
característica em C. arabica. Estes três primers foram então utilizados para amplificação de amostras de
DNA obtidas de plantas de portes alto e baixo de uma geração F2, individualmente. Destes marcadores,
somente um com peso molecular de aproximadamente 1,2 kb, que havia sido amplificado no bulk para porte
baixo, estava igualmente presente em cada uma das dez plantas individuais (Figura 1), sugerindo uma
associação com o fenótipo porte compacto da planta. Em continuidade a este projeto, o maior número
possível de plantas de porte alto e baixo deverão ser testadas para a presença ou ausência do marcador. Em
seguida este marcador será clonado e sua sequência determinada para estudo da sua relação com a
caraterística. Usando as informações obtidas com sequenciamento serão também construídos dois primers de
24 nucleotídeos para serem usados em PCR específico-SCAR (Paran & Michelmore, 1993) em programas de
seleção assistida. Uma das vantagens de se utilizar primers de SCAR é este pode ser convertido em marcador
dominante ou codominante (Deng et al., 1997) e, desta forma pode possibilitar a identificação de
heterozigpotos para o locus Ct. Portanto, este marcador será importante para futuros programas de
melhoramento do cafeeiro, na obtenção de plantas de porte compacto, a serem conduzidos pelo Instituto
Agronômico do Paraná (IAPAR). Dando continuidade a este projeto, mais primers de RAPD estão sendo
utilizados para identificar outros marcadores relacionados a característica porte compacto.

CONCLUSÃO
A aplicação da técnica de RAPD mostrou a presença de um marcador molecular associado ao fenótipo porte
compacto em C. arabica.
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Figura 1. Padrão de amplificação obtido por RAPD em plantas de porte alto e compacto em C. arabica. C. Controle;
linha 1 e 2 bulkas de plantas de porte alto e baixo, respectivamente; linhas 3 a 12 plantas de porte alto;

linhas 13 a 22 plantas de porte compacto. M. marcador molecular Puc 19.
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